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RESUMO

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), canideo de ampla distribuicdo na América do
Sul, enfrenta severas pressdes antropicas decorrentes da perda e fragmentagao de
habitat. A crescente circulagdo em ambientes antropizados intensifica o contato com
animais domeésticos e seus ectoparasitos, como as pulgas do género
Ctenocephalides, para os quais a espécie apresenta maior suscetibilidade. Além
disso, pouco se sabe sobre o processo de interagdo dessa espécie de pulga com
canideos silvestres. Artropodes hematdéfagos, de modo geral, desenvolveram
multiplas estratégias adaptativas e evolutivas para o sucesso alimentar. Dentre elas,
destacam-se a capacidade de modular mecanismos hemostaticos e imunolégicos do
hospedeiro, incluindo vasoconstricdo, agregacéo plaquetaria, coagulagdo sanguinea
e ativagcao 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 interagdes entre extratos de glandulas salivares
(EGS) e intestinais (El) de Ctenocephalides felis felis sobre a coagulagdo sanguinea
e as vias classica e alternativa do sistema complemento de lobo-guara
(C. brachyurus), cao (Canis familiaris) e gato (Felis catus). EGS e EIl foram obtidos a
partir da dissecacao de pulgas C. felis felis, sendo posteriormente incubados com soro
ou plasma de seus hospedeiros e analisados por meio de ensaios imunoenzimaticos
(ELISA). Os resultados demonstraram que os EGS apresentaram atividade
anticoagulante, prolongando em 53% o tempo de coagulagédo em céo, 35,5% em lobo-
guara e 37% em gato, porém os El ndo apresentaram atividade anticoagulante
significativa. Em contrapartida, os El demonstraram capacidade de inibir a via
classica, ao passo que os EGS nao apresentaram atividade detectavel. A inibicao
alcangou 63,7 + 5,8% para cao, 30,3 = 12,1% para lobo-guara e 20,7 + 1,5% para
gato. Nenhuma das amostras avaliadas interferiu na via alternativa do sistema
complemento. As analises estatisticas ndo indicaram diferengas significativas entre os
hospedeiros quanto a capacidade anticoagulante e anti-complemento dos extratos
testados (p>0,05). Esses achados contribuem para o entendimento das interacdes
imuno-ecolégicas, preenchendo lacunas sobre as dinamicas parasito-hospedeiro,

além de fornecer subsidios para agdes de manejo e conservagao do lobo-guara.

Palavras-chaves: Hematofagia, hemostasia; imunomodulagao; pulga; lobo-guara;

cao; 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.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1: Principais ectoparasitos registrados em canideos silvestres provenientes de

diferentes contextos ecoldgicos, evidenciando individuos oriundos de areas

antropizadas (esquerda) e de ambiente florestal (direita). ...........cccoooeviiiiiniieen. 19
Figura 2: Diferencas morfolégicas entre C. felis felis (1) e C. canis (ll)..................... 21
Figura 3: Ciclo de vida de Ctenocephalides SPP. ......cuuuuieeiiiieiiiiieicieee e 23

Figura 4: Representacdo da cascata de coagulagdo contemplando as trés vias
(intrinseca, extrinSeCca € COMUM). .........ooiiiiiiiiiee e e e e e e ea s 32
Figura 5: Fluxograma da cascata de eventos do sistema complemento, contemplando
= LR (ST T T 34
Figura 6: Espécime de pulga Ctenocephalides felis felis apds a dissecagéo.............. 39
Figura 7: Efeito dos extratos de 15 glandulas salivares de C. felis felis sobre o tempo
de coagulagao do plasma de cao (A), lobo-guara (B) e gato (C) ......ccevvvvvrrrnneeennnn. 47
Figura 8: Efeito dos extratos de trés intestinos de C. felis felis sobre o tempo de
coagulacao do plasma de c&o (A), lobo-guara (B) e gato (C) ......ccoevveeeieeeiiiiiinnnn. 48
Figura 9: Padronizagao das concentragdes séricas de cao (A), lobo-guara (B) e gato
(C) com base na hemdlise de eritrocitos de ovelhas mediada pela via classica do
sistema complemento para cada ESPECIE ........ceeeeueeiiiiiiieeiieee e 49
Figura 10: Padronizagao das concentragdes séricas de cao (A), lobo-guara (B) e gato
(C) com base na hemdlise de eritrécitos de coelhos mediada pela via alternativa do
Sistema COMPIEMENTO .......coieii e e 50
Figura 11: Efeito dos extratos de gléandulas salivares e intestinais de C. felis felis na
via classica do sistema complemento em cao (A), lobo-guara (B) e gato (C)........... 52
Figura 12: Efeito dos extratos de glandulas salivares e intestinais de C. felis felis na

via alternativa do sistema complemento em cao (A), lobo-guara (B) e gato (C) ....... 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Volumes de reagentes e amostras utilizadas nos ensaios anticoagulante,
por hospedeiro, considerando Uum UNICO €NSAIO0. ..........ccuuiieeiiiiiiieeiiiie e 41
Tabela 2: Volumes de reagentes e amostras utilizadas nos ensaios hemoliticos da via

classica e alternativa, por hospedeiro, considerando um unico ensaio..................... 45



CEUA
CNA

DAPE
DMVP
EDTA
EGS
El
ELISA
EV
FPMZB-BH
FvW
HT

ID
IUCN
MAC
MBL
mRNA
NT
PAMPs
PAN
PBS
PF-3
UFMG
VA
VC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Comissao de Etica no Uso de Animais
Controle negativo adicional

Dermatite alérgica a picada de ectoparasitos
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Acido etilenodiamino tetra-acético

Extrato de glandulas salivares

Extratos intestinais

Enzyme-linked immunosorbent assay

Escola de veterinaria

Fundacao de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte
Fator de von Willebrand

Hemodlise total

Identificacao

Unido Internacional para Conservagao da Natureza
Complexo de ataque a membrana

Lectina ligante de manose

RNA mensageiro

Near Threatened

Padrbées moleculares conservados

Plano de Agao Nacional

Phosphate-Buffered Saline

Fosfolipidios plaquetarios

Universidade Federal de Minas Gerais

Via alternativa

Via classica



1.
2.

3.

4.

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt ettt enens 12
OBUETIVOS ..o 14

2.1, ODbJeliVO QEral.....oveeeiie e 14
2.2.  ODbjetivos €SPECITICOS .....ccoeeiiiiiici e 14
REVISAO DE LITERATURA ..ot 14

3.1. Aspectos ecoldgicos e ameacgas a conservagao do lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus, iger, 1815).....cuu e 14
3.2. Ectoparasitofauna em canideos silvestres............cccvvveeiiiiiiiie i, 17
3.3, PUIGAS . 19
3.3.1. O género Ctenocephalides .................uuuuuuuuuuuiiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineieeens 20
3.3.2.  Ctenocephalides felis felis como agente infestante .................ccccceee. 24
3.3.3. Infestacbes em hospedeiros ndo preferenciais...........cc.ccoeevvieeeeennnnn.... 25
3.3.4.  Ctenocephalides felis felis como vetor de agentes patogénicos.......... 27
3.3.5. Medidas preventivas e de controle ............cccovveeiiiiiiiiiii e 27
3.4. A hemostasia e seus mecanismos regulatorios ...........ccccccevvvviiiiiiiiiiiinnennn. 29
3.4.1. A cascata de cOagUIACE0............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiii s 30
3.5. O sistema complemento ...........oouuiiii i 32
3.6. Mecanismos anti-hemostaticos e imunomodulatérios de artropodes
REMALOTAgOS ... 34
MATERIAL E METODOS ...ttt 37

4.1, EHiCA € PEIMUSSOES ..... et ee e 37
4.2. Coleta e manutencdo das pulgas..........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiie e, 38
4.3. Obtencao de extratos de glandulas salivares (EGS) e extratos intestinais (El)
de Ctenocephalides Telis EliS.............u.uuiiii it 38
4.4. Obtengédo de soro e plasma do Lobo-guara (C. brachyurus) ...................... 39
4.5. Obtencgdo de soro e plasma de caes € gatoS........uuveviviiieiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeenne 40
4.6. Ensaio anticoagulante.................uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii s 40
4.7. Ensaios hemoliticos anti-complemento............c..oouviiiiiiiiiiieiccc e, 41
4.7.1. Obtencao e preparacédo das hemacias de carneiro ............c...cceeeveeeeee 41
4.7.2. Obtencao e preparacédo das hemacias de coelho............cccccoeeeeirneenn. 42
4.7.3. Padronizacao da propor¢ao de soro usada nos ensaios de hemolise .43
4.7.4. Ensaios hemoliticos da via CIAsSiCa. ..........cccovvveiiiiciiiiiieee e 44
4.7.5. Ensaios hemoliticos da via alternativa. ..............cccccooeiiiiiiiiieee 45
4.8.  Analises estatiStiCas...........uiiiiii i 45
RESULTADOS ...ttt sasssssnssssnsnssnnnnnnn 46
DISCUSSAD ...ttt ate s 53
CONSIDERAGCOES FINAIS ...t 62
(010N (@3 I ST =1 TP 63
REFERENCIAS ......oiietiiiieietetee ettt 64



12

1. INTRODUGAO

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), maior canideo da América do Sul, tem
sua distribuicdo concentrada nos biomas Cerrado e Pampa, embora haja registros
esporadicos em areas do Pantanal e em zonas de transicdo entre o Cerrado e a
Caatinga/Amazénia/Mata Atlantica (Dietz, 1985; Paula e DeMatteo, 2013; 2015; Silva-
Diogo et al.,, 2020). Apesar da ampla distribuicdo, a espécie enfrenta pressdes
antropicas severas, principalmente devido a perda, fragmentagdo e alteracdo de
habitat, o que favorece sua ocorréncia em areas antropizadas e zonas de borda de
unidades de conservacgéo (Paula et al., 2008; 2013; Spercoski et al., 2012; Paula et
al., 2013). Esses fatores, somados a caga, conflitos com humanos, atropelamentos e
doencas, contribuem para sua classificacdo atual como “quase ameacada” (NT) pela
Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN), demandando esforgos
continuos para sua conservagao (Paula e DeMatteo, 2015).

A aproximagao de canideos silvestres a ambientes antropizados favorece o
aumento das interagdes com os animais domésticos, elevando o risco de transmissao
de parasitos e patéogenos (Daszak et al., 2000; Curi et al., 2010). Nesse contexto,
destaca-se a crescente ocorréncia 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 infestagdo por C. felis felis tem impactos diretos e indiretos sobre seus
hospedeiros (Linardi e Guimaraes, 2000). Além de atuar como vetor de agentes
patogénicos, como Rickettsia (Macaluso et al., 2008), Bartonella henselae
(Sepulveda-Garcia et al.,, 2023) e Yersinia pestis (Barbieri et al., 2020), e como
hospedeiro intermediario no ciclo de transmissao de Acanthocheilonema reconditum
(Duarte et al., 2025) e Dipylidium caninum (Beugnet et al., 2014), esta também
associada a quadros de dermatite alérgica a picada de ectoparasitos (DAPE) e, em
casos de infestagbes severas, a ocorréncia de anemia e 6bito (Carlotti e Jacobs, 2000;
Contreras et al., 2018; Moore et al., 2024). O sucesso da hematofagia das pulgas
depende de adaptagdes morfolégicas e bioquimicas, especialmente pela agéo de
biomoléculas salivares, que neutralizam os mecanismos de defesa do hospedeiro e
facilitam a ingestao de sangue (Fontaine et al., 2011; Lu et al., 2023; Danchenko e

Macaluso, 2024). Apesar dos avangos na caracterizagao das proteinas salivares de
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C. felis felis, ainda sdo escassos o0s estudos sobre os efeitos dessas biomoléculas na
modulagao 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 ativagao representa um risco direto
para o proprio artropode, uma vez que limita o repasto sanguineo e aumenta a
probabilidade de danos teciduais, especialmente no intestino (Khattab et al., 2015;
Saab et al., 2020). Assim, muitos artropodes hematdfagos desenvolveram inibidores
de complemento nas glandulas salivares e no intestino, como estratégia para garantir
sua alimentacédo e integridade tecidual, permitindo a continuidade do seu ciclo
evolutivo (Sant'Anna et al., 2024).

A puliciose constitui um problema significativo para diversos mamiferos
silvestres cativos (Costa et al., 2019; Cermolacce et al., 2023; Teixeira et al., 2023),
com registros de 6bitos atribuidos a alta infestagdo (Yeruham et al., 1989; Szabé et
al., 2000). Em lobos-guara cativos, ha um histérico de queixas de médicos veterinarios
de perda de individuos em decorréncia de infestagcdes por C. felis, frequentemente
associadas a quadros de anemia intensa (comunicagdo pessoal: Fundagdo de
parques municipais e zoobotanica de Belo Horizonte e Plano de agao nacional para a
conservagao dos canideos silvestres). Cubas et al. (2007) abordaram de forma sucinta
a gravidade da puliciose em canideos silvestres, porém, poucos sdo os relatos de
obito documentados na literatura, como o de Maia e Gouveia (2002). Apesar disso, 0s
mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta de hipersensibilidade desses
animais a puliciose e a relagdo parasito hospedeiro ainda permanecem pouco
compreendidos.

Visto a importdncia da conservacao, a vulnerabilidade da espécie e a
severidade do parasitismo nesses individuos, o presente estudo tem como objetivo
investigar, de forma comparativa, as interagdes das glandulas salivares e intestino da
pulga C. felis felis na modulagdo da cascata de coagulagao e sistema complemento
dos lobos-guara, caes e gatos domésticos, hospedeiros preferenciais desse pulicideo,
além de determinar a influéncia dessas interacbes no desempenho alimentar do

artrépode.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Investigar o efeito dos extratos de glandulas salivares e intestinais da pulga
Ctenocephalides felis felis na coagulacdo e modulagdo imunoldgica do lobo-guara

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

2.2.0bjetivos especificos

e Avaliar o efeito de extratos de glandulas salivares e intestino de C. felis felis
sobre o tempo de coagulagao do plasma de lobo-guara, cao e gato doméstico;

e Padronizar o volume de soro de lobo-guara, cao e gato doméstico nos ensaios
hemoliticos para obtencdo de 80-90% de hemodlise nas vias classica e
alternativa do sistema complemento;

e Determinar a capacidade inibitéria dos extratos de glandulas salivares e
intestino de C. felis felis sobre as vias classica e alternativa do sistema
complemento do lobo-guara, cdo e gato doméstico;

e Comparar a modulagao exercida por C. felis felis sobre o sistema complemento

e a cascata de coagulagao entre lobo-guara, cao e gato doméstico.
3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Aspectos ecolégicos e ameagas a conservagdo do lobo-guara

(Chrysocyon brachyurus, llliger, 1815)

Pertencente ao filo Chordata, classe Mammalia e ordem Carnivora, a familia
Canidae tem como representantes os caes, lobos, raposas, chacais e coiotes. Até o
presente momento, ja foram catalogadas 36 espécies distribuidas pelo mundo, cada
qual com suas particularidades (Bueno e Motta-Junior, 2004; ICMBio, 2020). No
Brasil, seis espécies da familia estdo 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-guara (Chrysocyon brachyurus)
(Reis et al., 2006; ICMBio, 2020).

O lobo-guara (C. brachyurus) é o maior canideo 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 esporadicos em areas do Pantanal e em zonas de transi¢ao entre o Cerrado
e a Caatinga/Amazénia/Mata Atlantica (Paula et al., 2013; 2015; Silva-Diogo et al.,
2020). Esse canideo é reconhecido como uma espécie guarda-chuva e considerado
um dos principais simbolos da fauna do Cerrado. Seu papel ecoldgico é fundamental
na manutengao da dinamica dos ecossistemas por meio da dispersao de sementes
(principalmente lobeira, Solanum lycocarpum) (Santos, 1999), regulagcdo de
populagcdes de presas e influéncia na estrutura da comunidade de pequenos
vertebrados (Terborgh et al., 2008; Quintela et al., 2020). Com habito alimentar
onivoro e diversificado, sua dieta € composta por frutos, artropodes e pequenos
vertebrados, como roedores, marsupiais, tatus, aves e répteis. No entanto, ha
registros brasileiros recentes de predagcdo de presas maiores, como a ema
(Rhea americana) (Meniz et al., 2025). Embora a frequéncia de itens vegetais e
animais encontrados nas amostras fecais seja semelhante, a biomassa consumida é
majoritariamente de origem animal (Bueno e Motta-Junior, 2004; Motta-Junior et al.,
2014). Além disso, sua dinamica alimentar sofre variagées sazonais e geograficas, 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-guara apresenta habito
predominantemente solitario, sendo observado em pares apenas durante o periodo
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 gestacao possui
duracao de 60-65 dias, resultando no nascimento de dois a cinco filhotes (Rodrigues,
2002), que sdao amamentados até cerca de quatro meses de vida. A partir do terceiro
més, passam a acompanhar a mae em suas atividades de caca onde, durante esse
periodo, sdo alimentados por regurgitacdo até aproximadamente dez meses. A
maturidade sexual é geralmente alcangada por volta de um ano de idade, marcando
o fim da dependéncia parental e o inicio da vida independente (Rodden et al., 2008).

A espécie é territorialista, utilizando marcacao odorifera com urina e fezes para
demarcar territério e evidenciar sua presenca. A vocalizagdo também é utilizada na
marcacao de territério, além de auxiliar na comunicagao entre casais e na interacao
com os filhotes (Rodrigues, 2002; Paula et al., 2013). Esses individuos apresentam
um padrao de atividade crepuscular-noturna, entretanto, estudos indicam que sua

atividade sofre influéncia direta da temperatura e umidade, sendo mais noturnos
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durante o periodo chuvoso e mais diurnos em estagdes secas e frias, quando as
temperaturas noturnas sao reduzidas (Rodrigues, 2002; Emmons, 2012).

Esse comportamento € particularmente relevante diante das crescentes
pressdes ambientais sobre o Cerrado, principal bioma de ocorréncia do lobo-guara.
Reconhecido como um dos mais importantes hotspots de biodiversidade do planeta,
o Cerrado encontra-se em uma situacao critica (Paula e DeMatteo, 2013; Strassburg
et al., 2017). Apesar de abrigar mais de 4.800 espécies endémicas de plantas e
vertebrados e contribuir significativamente para os recursos hidricos e o sequestro de
carbono no Brasil, apenas 19,8% de sua vegetacdo nativa permanece intacta
(Strassburg et al., 2017; Rigui et al., 2023). Nos ultimos anos, o bioma tornou-se o
principal polo de expansao agropecuaria do pais, respondendo por quase metade da
producdo nacional de soja em 2015 (Carneiro-Filho e Costa, 2016). Essa pressao
agricola, somada a fragil protecéo legal, com apenas 13% do Cerrado protegido, tem
levado a uma taxa de desmatamento 2,5 vezes maior do que a observada na Floresta
Amazobnica entre 2002 e 2011 (Soterroni et al., 2019; Bastos et al., 2023). Projecdes
indicam que, caso o cenario atual se mantenha, até 34% da vegetagdo remanescente
do Cerrado podera ser convertida em monocultura até 2050, o que resultaria na
extingdo de aproximadamente 480 espécies (Strassburg et al., 2017).

Entre as espécies ameagadas, inclui-se o lobo-guara (Paula et al., 2015).
Estudos estimaram que sua densidade populacional nesse bioma varia entre 3,64 £
0,77 e 5,19 % 2,62 individuos por 100 km?, refletindo sua relativa dependéncia dos
ambientes abertos e savanicos (Trolle et al., 2007; Silveira et al., 2009). No entanto,
por ocupar extensas areas, a espécie é sensivel a redugao, fragmentacao e alteragao
de habitat (Munguia et al., 2016; Rija et al., 2020). Como consequéncia, tem-se
tornado cada vez mais comum seu registro em regides antropizadas e nas zonas de
amortecimento ou transicdo de unidades de conservagao (Paula et al., 2008; 2013;
Spercoski et al., 2012; Paula et al., 2013).

Embora o lobo-guara possua boa capacidade de transitar por habitats
antropizados (Jacomo et al., 2009) e aparente adaptagdo a paisagens alteradas
(Trolle et al., 2007; Vynne et al., 2014), sobretudo pela elevada densidade de roedores
nesses ambientes (Vynne et al., 2011), ha evidéncias de que a coexisténcia com areas
alteradas pode ter custos a sua saude. Estudos comparativos conduzidos por
Spercoski et al. (2012), por meio de amostragem né&o invasiva, revelaram uma maior

concentracao de corticoides fecais excretados por lobos-guara provenientes de areas
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agricolas, em comparagdo com individuos de reservas protegidas e zonas de
transicdo. Esses achados podem sugerir uma intensificagcdo da atividade adrenal
associada ao estresse cronico, condigdo que pode impactar negativamente a taxa
reprodutiva da espécie, no entanto, tais evidéncias ainda ndo permitem estabelecer
essa relacado de forma conclusiva, sendo necessarios estudos adicionais, com maior
robustez metodoldgica e amostral, para sua confirmagdo (Comizzoli et al., 2009;
Spercoski et al., 2012).

Além disso, a caga e/ou conflito humano, as doengas infecciosas mediadas
pelo contato com animais domésticos e o atropelamento também foram listados pelo
Plano de Agao Nacional para Conservacdao (PAN) dos Canideos Silvestres como
fatores criticos de perda de espécimes (Maia e Gouvea 2002; Paula et al., 2008, 2015;
ICMBio, 2025). De acordo com a avaliacdo mais recente da Lista Vermelha de
Espécies Ameacadas da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza
(IUCN), todos esses fatores contribuem para que o lobo-guara esteja atualmente
classificado como "quase ameacado" (NT — Near Threatened) (Paula e DeMatteo,
2015), reforgando a urgéncia de agdes coordenadas de manejo e conservagao para

garantir a viabilidade populacional da espécie a longo prazo.

3.2. Ectoparasitofauna em canideos silvestres

De acordo com Gompper (2014), caes domésticos (Canis familiaris) figuram
entre os principais reservatérios de patdégenos em escala global, representando uma
ameaca relevante para a conservagao da fauna silvestre. Além disso, caracteristicas
ecoldgicas dos canideos, como ampla area de distribui¢cdo, habito de forrageamento
onivoro e marcagao territorial por odor (Paula et al., 2013), favorecem a disseminagao
de patdgenos entre espécies e ambientes. Nesse contexto, o lobo-guara compartilha
suscetibilidade com o cdo doméstico a diversos agentes infecciosos e ectoparasitos
com potencial patogénico, o que pode ser parcialmente explicado por sua estreita
relagéo evolutiva (Curi et al., 2012; Zhao et al., 2016; Gomes et al., 2024).

Considerando esse cenario, canideos silvestres que transitam por areas
antropizadas e/ou bordas de mata tendem a apresentar maiores infestacbes por
ectoparasitos (Labruna et al., 2005; Bastos et al., 2016), resultado do aumento das
interagdes ecologicas, diretas ou indiretas, entre os seres humanos e seus animais
domésticos (Daszak et al., 2000; Curi et al., 2010). Situacdo 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 instituicdes onde a circulagdo de ectoparasitos ocorre de
forma facilitada. Nesse contexto, o estudo de ectoparasitos em canideos silvestres
pode ser empregado como um importante indicador ambiental, permitindo inferir
interagbes multihospedeiros e multipatbgenos em paisagens naturais e antropizadas
(Figura 1) (Labruna et al., 2005; Clark et al., 2018).

Como exemplo, observa-se um numero crescente de relatos de canideos
silvestres parasitados pela sarna sarcoptica (Sarcoptes Scabiei). Fiori et al. (2023)
detectaram a presencga desse acaro em lobos-guara provenientes do estado de S&o
Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro e, em todos os casos, os individuos circulavam
por areas antropizadas. Além disso, Teodoro et al. (2018) descreveram o 6bito de dois
individuos de cachorros do mato (Cerdocyon thous) parasitados pelo agente no
estado de Minas Gerais, evidenciando a ocorréncia da infeccdo em animais
debilitados, embora n&o tenha sido possivel estabelecer relagdo causal direta entre a
positividade e a causa da morte. No entanto, até o momento, a provavel fonte de
transmissao desse agente no ciclo silvestre permanece desconhecida. Em razdo das
manifestagdes clinicas severas observadas, a escabiose tem sido classificada como
uma ameaga emergente para canideos silvestres (Fiori et al., 2025).

Em populagdes de vida livre, Arrais et al. (2021) estudando populacdes de
lobos-guara provenientes do Parque Nacional da Serra da Canastra-MG, detectaram
a presenga de Amblyomma tigrinum, A. ovale, A. brasiliensis e A. sculptum, além de
Rhipicephalus microplus. A ocorréncia concomitante de carrapatos associados a
fauna silvestre e doméstica evidencia a sobreposicao de habitats e potencial interacéao
entre ambos os grupos. Curi et al. (2012) também observaram a infestacdo por
carrapatos A. sculptum e A. tigrinum em individuos de vida livre provenientes de uma
reserva cercada por fazendas e pequenos assentamentos humanos, onde ha uma
elevada densidade de cdes domésticos. Nesse mesmo estudo, todos os animais
avaliados (n=15) estavam parasitados por A. sculptum, embora apenas uma unica
fémea adulta apresentasse alta carga parasitaria.

Em ambientes cativos, os lobos-guara também estao sujeitos a infestagéo por
ectoparasitos compartilhados com animais domésticos, especialmente quando
mantidos em instituicbes situadas em areas urbanas, onde o contato indireto ou
ocasional com esses animais € mais provavel. Gilioli e Silva (2000), avaliaram 36
individuos mantidos em 11 zooldgicos do estado de Sao Paulo, dos quais 12,5%

apresentavam infestagdes por R. linnaei (antigo R. sanguineus sensu lato), um
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carrapato amplamente distribuido em areas urbanas e periurbanas que tem o céo
como hospedeiro preferencial (Silveira et al., 2009).

Além dos Ixodideos, a pulga C. felis felis, embora associada aos animais
domésticos, tem sido cada vez mais documentada em canideos silvestres (Dobler e
Pfeffer, 2011), principalmente em ambientes cativos, onde ha registros de &bitos
envolvendo o parasitismo como causa mortis em lobo-guara (Maia e Gouvea, 2002).
No mesmo estudo que avaliou os carrapatos, Gilioli e Silva (2000) detectaram que
56,2% (9/16) dos lobos-guara examinados estavam infestados por C. felis felis, sendo

essa a especie de ectoparasito mais prevalente entre os individuos analisados.

Amblyomma sculptum
Rhipicephalus microplus
Ctenocephalides felis

Amblyormma ovale
Amblyormma tigrinum
Amblyomma brasiliensis

Figura 1: Principais ectoparasitos registrados em canideos silvestres provenientes de
diferentes contextos ecoldgicos, evidenciando individuos oriundos de areas antropizadas
(esquerda) e de ambiente florestal (direita).

3.3.Pulgas

As pulgas sao ectoparasitos pertencentes ao filo Arthropoda, classe Insecta e
ordem Siphonaptera na qual estdo presentes oito familias 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
Guimaraes, 2000; Pesenato et al., 2025). Dentre os géneros de maior importancia
epidemioldgica, destacam-se aqueles pertencentes a familia Pulicidae, como Pulex,
Xenopsylla e Ctenocephalides; e a familia Tungidae, representada principalmente
pelo género Tunga.

Didaticamente, as pulgas podem ser classificadas em trés grupos distintos, com
base em sua relacido ecoldgica com o hospedeiro:
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e Pulgas penetrantes: cujas fémeas adultas penetram ativamente na pele do
hospedeiro, onde permanecem fixadas para completar seu ciclo reprodutivo,
como o género Hectopsylla, Rhynchopsyllus e Tunga, responsavel pela
tungiase (Linardi e Guimaréaes, 2000; Harvey et al., 2021).

e Pulgas nao 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, estao incluidas
as pulgas do género Polygenis, Xenopsylla e Ctenocephalides (Linardi e
Guimaraes, 2000; Boyer et al., 2022).

e Pulgas ndo penetrantes e ndo permanentes: encontradas predominantemente
no ambiente, cujos adultos aproximam-se do hospedeiro apenas para se
alimentar, sem estabelecer uma permanéncia continua sobre ele. A exemplo,
temos as espécies Pulex irritans e Nosopsyllus fasciatus (Linardi e Guimaraes,
2000; Azarm et al., 2022).

Além disso, esses insetos apresentam adaptagdes morfologicas e evolutivas
altamente especializadas ao parasitismo (Linardi e Guimaraes, 2000; Moore et al.,
2024). O aparelho bucal sugador-pungitivo confere eficiéncia no processo de
hematofagia. A auséncia de asas (apteros) € compensada por pernas posteriores
saltatérias, que servem como um eficiente mecanismo de dispersdo. O corpo,
comprimido lateralmente e provido de cerdas orientadas para tras, facilita a locomocéao
entre os pelos, enquanto a cuticula fortemente esclerotizada confere resisténcia e
protecdo. Os ctenidios estdo presentes em 80% das espécies conhecidas, que sao
cerdas mais robustas semelhantes a um pente que auxilia na fixagdo ao hospedeiro,

dificultando sua remog&o mecéanica (Linardi e Guimaraes, 2000).

3.3.1. O género Ctenocephalides

O género Ctenocephalides pertence a familia Pulicidae e subfamilia
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 Guimaraes, 2000). Classificado como
pulgas ndo penetrantes e permanentes, uma caracteristica morfolégica marcante
desse género é a presenca de dois ctenidios, localizados na regiao cefalica (genal) e
no protérax (pronotal) (Gage, 2004; Linardi e Santos, 2012; Moore et al., 2024). Tanto

C. felis felis quanto C. canis sdo cosmopolitas e podem ocorrer em uma mesma regiao
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geografica, além de parasitar os mesmos hospedeiros. No entanto, C. felis felis é
frequentemente relatada como mais abrangente e adaptavel quando comparada a
C. canis, apresentando ampla distribuicdo e maior prevaléncia em diferentes
contextos (Linardi e Guimaraes, 2000; Clark et al., 2018).

Além das distingdes epidemiolédgicas, C. canis e C. felis felis apresentam
diferengas morfoldgicas marcantes, conforme representado na Figura 1. Segundo
Linardi e Santos (2012), a conformagdo da cabeca € uma das caracteristicas mais
evidentes: em C. felis felis, o perfil € alongado e arqueado, com a regido frontal
suavemente curvada para baixo, enquanto que em C. canis, a cabega é mais curta,
com curvatura frontal abrupta e contorno globoso. No ctenidio genal, o primeiro
espinho de C. felis felis possui comprimento semelhante aos demais, ao passo que
em C. canis o primeiro espinho € nitidamente mais curto. Adicionalmente, no
metepisterno, C. felis felis exibe uma ou duas cerdas, enquanto C. canis apresenta
trés (Linardi e Guimaraes, 2000; Linardi e Santos, 2012). Além disso, Garcia-Sanchez
et al. (2022) obtiveram resultados promissores por meio de analises morfométricas
comparativas entre C. canis e C. felis felis, sugerindo abordagens inovadoras e

complementares para a diferenciacdo morfoldgica entre essas duas espécies.
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Figura 2: Difer

encas morfoldgicas entre C. felis felis (1) e C. canis (ll). Imagem | e II: Em A:
Conformagéao da cabeca: alongada e arqueada, com curvatura frontal suave em C. felis felis
(1); curta e globosa, com curvatura frontal abrupta em C. canis (ll). B: Ctenidio genal: primeiro
espinho com comprimento semelhante aos demais em C. felis felis (I); mais curto em C. canis
(I. C: Metepisterno: duas cerdas em C. felis felis (1) e trés cerdas em C. canis (ll). Adaptado
de Linardi e Santos (2012).

Esses artrépodes apresentam desenvolvimento holometabolo, caracterizado
por metamorfose completa que compreende quatro estagios distintos: ovo, larva, pupa
e adultos (Dryden e Rust, 1994) (Figura 2). Em condi¢gdes ambientais favoraveis de

temperatura e umidade, esse ciclo € completado em cerca de 25 a 30 dias. Os adultos
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sdo hematofagos estritos e generalistas, parasitando principalmente mamiferos
(Whiting et al., 2008; Durden e Hinkle, 2018). Apés infestarem o hospedeiro, os adultos
realizam a hematofagia e o acasalamento, com pico de reprodugéo entre o quarto e o
nono dia de parasitismo. As fémeas depositam, em média, cerca de 25 ovos/dia, ainda
sobre o hospedeiro e predominantemente durante o periodo noturno (Dryden, 1989;
Linardi e Guimaraes, 2000). No entanto, devido a auséncia de estruturas adesivas, os
ovos nao se fixam ao pelo e acabam caindo no ambiente, concentrando-se
especialmente nas areas de repouso dos animais (Rust, 1992; Dryden e Rust, 1994).
Segundo Dryden (1989), uma unica fémea pode ovipositar até 1.745 ovos em 50 dias,
evidenciando sua elevada capacidade reprodutiva e o consequente potencial de
dispersao ambiental.

As larvas eclodem apds dois a nove dias. Nesse estagio, apresentam
comportamento de geotropismo positivo e fototropismo negativo, o que favorece sua
permanéncia em locais escuros e proximos ao solo (Dryden e Rust, 1994, Halos et al.,
2014). Possuindo aparelho bucal do tipo mastigador, as larvas alimentam-se de fezes
excretadas pelos individuos adultos (constituidas por sangue parcialmente digerido,
rico em proteinas), as quais se aderem a detritos organicos disponiveis no ambiente.
Passam por trés estadios larvais (L1, L2 e L3), com mudas a cada trés dias, atingindo
o terceiro estadio (L3) em cerca de cinco a dez dias (Dryden e Rust, 1994; Linardi e
Guimaraes, 2000). Estimulos ambientais, como a presenca de superficies verticais
(por exemplo, o solo), induzem as larvas L3 a tecerem um casulo, dando inicio ao
estagio de pupa (Dryden e Smith, 1994).

A fase pupal ocorre no interior de um casulo que ndao mantém contato direto
com o ambiente externo (Dryden e Rust, 1994; Dryden e Smith, 1994).
Posteriormente, apds uma média de oito dias, sofre metamorfose em um adulto pré-
emergente, sendo considerada a principal fase de resisténcia do ciclo (Dryden e Rust,
1994). A emergéncia dos adultos é hospedeiro-dependente, desencadeada por
estimulos mecanicos e térmicos, como a movimentagao dos animais ou vibragdes no
ambiente. Na auséncia desses estimulos, o estagio pupal pode se prolongar por até
140 dias (Silverman et al., 1981; Dryden e Rust, 1994), funcionando como uma forma
de sobrevivéncia prolongada frente a auséncia de hospedeiros. Adultos recém-
emergidos apresentam comportamento oposto ao das larvas, com geotropismo
negativo e fototropismo positivo. Utilizam estimulos visuais e térmicos para localizar

os hospedeiros (Osbrink e Rust, 1985) e, uma vez encontrados, iniciam o parasitismo
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ativo. Apoés o inicio do parasitismo, a pulga adulta sobrevive por apenas trés a cinco
dias caso abandone o hospedeiro (Halos et al., 2014). Assim, é pouco provavel que
ela deixe o hospedeiro inicial apds se estabelecer. Franc et al. (2013) observaram uma
taxa de transferéncia inferior a 4% entre gatos domésticos que compartiiham 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 condi¢des favoraveis, dando continuidade ao

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

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

Beugnet et al. (2004) estimaram, através de modelos matematicos, que a
distribuicdo das diferentes fases evolutivas das pulgas no ambiente ocorra de forma
desigual, com aproximadamente 50% dos individuos na forma de ovos, 35% como
larvas, 10% como pupas e apenas 5% como adulto. Essa predominancia das formas
imaturas no ambiente reforga a importancia do controle ambiental no manejo de
infestagbes, que sera discutido posteriormente. A alternéncia entre estagios de vida
livre e parasitaria permite que as pulgas participem de diferentes elos na cadeia
epidemiologica, atuando como vetores mecanicos ou biologicos de diversos
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patdgenos, a depender do contexto ecoldgico e do hospedeiro envolvido (Dryden e
Rust, 1994; Linardi e Guimaraes, 2000).

3.3.2. Ctenocephalides felis felis como agente infestante

Ctenocephalides felis felis € considerado um dos ectoparasitos de maior
relevancia global (Rust e Dryden, 1997; Linardi e Guimaraes, 2000) e um dos parasitos
mais importantes que acometem cées e gatos domésticos. No Brasil, estudos
apontam prevaléncia variando de 8,9% a 100% (Rodrigues et al., 2008; Dantas-Torres
et al., 2009; Klimpel et al., 2010; Linardi e Santos, 2012), reforcando sua importancia
meédica, veterinaria e econdbmica (Dobler e Pfeffer, 2011). Embora carnivoros,
especialmente cdes e gatos domeésticos, sejam considerados seus hospedeiros
preferenciais, esse artrépode € capaz de se adaptar a diferentes condi¢des ecoldgicas
e hospedeiros (Linardi e Guimaraes, 2000; Clark et al., 2018), conforme sera discutido
posteriormente.

A infestacdo por C. felis felis esta associada a manifesta¢des clinicas diretas
nos hospedeiros parasitados, sendo uma das principais causas de dermatopatias em
caes e gatos. Aproximadamente 50% das doencgas alérgicas de pele nesses animais
ocorrem devido a picadas de pulgas. A consequéncia mais comum € a dermatite
alérgica a picada de ectoparasitos (DAPE), provocada pelo elevado potencial
alergénico dos compostos presentes na saliva do inseto (Carlotti e Jacobs, 2000; Lam
e Yu, 2009). Essa condigdao se manifesta clinicamente por papulas, prurido intenso,
desconforto e irritacdo, além de desencadear hipersensibilizagdo em individuos mais
sensiveis (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 unica pulga consome, em média, 13,6 uL de sangue por dia (cerca
de 15 vezes o seu peso corporal) o que, em casos de infestagdo massiva, pode
resultar em processos anémicos e Obito, principalmente em hospedeiros nao
preferenciais (Yeruham et al., 1989; Dryden e Gaafar, 1991; Linardi e Guimaraes,
2000; Szabd et al., 2000).

O processo de hematofagia é dependente de modulagdes imunofisiologicas
dos hospedeiros, conforme sera detalhado posteriormente, mediadas por
biomoléculas salivares e intestinais. Nesse contexto, quanto maior a modulacgao,
maior seu desempenho alimentar. Em pulgas, as glandulas salivares sdo organizadas

em dois pares, sendo quatro unidades no total, dois de cada lado do abdémen,
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conectados a um par de ductos salivares (Danchenko e Macaluso, 2024). Ja o sistema
digestivo é composto por eséfago, proventriculo, intestino médio, tubo de Malpighi,
intestino posterior e glandulas retais (Linardi e Santos, 2012; Hinnebusch et al., 2021).
De forma geral, o intestino médio, e o proventriculo em algumas espécies, constitui o
principal local de digestdo sanguinea, enquanto os demais segmentos sao
responsaveis pelos processos de absorgao e excregao (Araujo et al., 2007; Barros et
al., 2009).

Maia e Gouvea (2002) relataram a morte de seis lobos-guara mantidos em
cativeiro por anemia severa associada a intensa infestagcao por pulgas. Contudo, nao
€ possivel descartar a participacdo concomitante de enfermidades infecciosas,
incluindo desordens hemorragicas, que podem ter contribuido tanto para o quadro
anémico quanto para a elevada carga parasitaria. Dessa forma, embora o achado
indique que infestagdes intensas possam representar importante fator clinico para a
especie, esses resultados devem ser interpretados com cautela, visto que evidéncias
filogenéticas os caracteriza como hospedeiros preferenciais (Zhao et al., 2016).
Entretanto, permanecem desconhecidos os mecanismos imunoldgicos envolvidos na
interacdo do lobo-guara com C. felis felis, bem como se ha adaptacao diferencial da
pulga ao seu sistema imunolégico, quando comparado com os caes e gatos

domeésticos.

3.3.3. Infestacbes em hospedeiros néo preferenciais

Hospedeiros néo preferenciais sdo aqueles que nao fazem parte do ciclo de
vida usual do parasito, mas que podem ser parasitados sob determinadas condi¢coes
ecoldgicas e epidemioldgicas. Esse conceito € temporal e espacial, uma vez que a
disponibilidade e a densidade de hospedeiros preferenciais, bem como o ambiente
em que ocorrem as interagoes, 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
associacao ao hospedeiro, permite que individuos de espécies ndo usuais sejam
acometidos com frequéncia, especialmente mamiferos (Linardi e Guimaraes, 2000;
Clark et al., 2018).

Diversos relatos tém documentado a ocorréncia dessa espécie em hospedeiros
nao preferenciais (Clark et al., 2018). Entre os mamiferos vertebrados acometidos

estdo 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 Guimaraes, 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). H4, 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 € favorecida por ambientes onde ha sobreposi¢cao entre a fauna
silvestre e doméstica, criando oportunidades para o transbordamento de ectoparasitos
entre espécies (Linardi e Guimaraes, 2000; Clark et al., 2018; Teixeira et al., 2023).

Estudos demonstram que animais jovens tendem a abrigar um numero 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 declinio progressivo na
ingestdo sanguinea de pulgas que infestavam gatos adultos, possivelmente em
decorréncia de respostas imunes adaptativas do hospedeiro. Esses achados
corroboram a hipotese de que a exposigao repetida as picadas pode induzir o
desenvolvimento de uma resisténcia adquirida ao longo do tempo.

Nesse contexto, a auséncia de um historico evolutivo comum entre o
parasitismo e os hospedeiros nao preferenciais pode resultar em manifestacdes
clinicas mais intensas. Diferente dos caes e gatos, que compartilham longo histoérico
de exposicado e coevolugdo com C. felis felis (Linardi e Guimaraes, 2000), outros
hospedeiros podem nao apresentar mecanismos imunoldgicos eficazes de tolerancia
ou modulacdo frente aos antigenos da pulga. Isso pode resultar em quadros
exacerbados de hipersensibilidade e, em casos extremos, anemia, comprometimento
sistémico e o6bito, especialmente em situagdes de infestagdes severas ou prolongadas
(Araujo et al., 1998; Paz et al., 2022).

Como exemplo, Yeruham et al. (1989) descrevem infestagdes 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
niveis de parasitismo e manifestacdes clinicas intensas, ao passo que os adultos
exibiram cargas parasitarias mais baixas e manifestacbes brandas. De forma
semelhante, Szabd et al. (2000) atribuiram a morte de cervos-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus) cativos a infestacéo por C. felis felis. Em todos os casos, a
presenca de hospedeiros preferenciais domésticos foi associada como a provavel

fonte de infestacéao.
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Apesar do aumento nos relatos de infestagao por C. felis felis em hospedeiros
nao preferenciais (Teixeira et al., 2023), ainda sdo escassos os estudos que avaliem
sua competéncia como fontes viaveis de alimentagdo para a pulga. Essa lacuna é
relevante diante da possibilidade de que diferencas na resposta imune entre
hospedeiros domésticos e silvestres influenciem diretamente a permanéncia e o

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

3.3.4. Ctenocephalides felis felis como vetor de agentes patogénicos

Segundo Youssefi et al. (2014) e Rajamannar et al. (2022), C. felis felis implica
impactos significativos a saude unica (One Health) em fungdo da sua notdria
capacidade de albergar e transmitir microrganismos patogénicos, incluindo bactérias,
protozoarios e helmintos (Rust e Dryden, 1997; de Avelar et al., 2007; 2008; Eisen e
Gage, 2012;). Dentre os agentes, ja foi documentado a transmissao de Rickettsia felis
e R. typhi (Macaluso et al., 2008; Caravedo Martinez et al., 2021), Bartonella henselae
(Sepulveda-Garcia et al., 2023) e potencialmente Yersinia pestis (Bland e Hinnebusch
2016; Barbieri et al., 2020). Além disso, C. felis felis atua como hospedeiro
intermediario no ciclo evolutivo do Acanthocheilonema reconditum (Duarte et al.,
2025) além do Dipylidium caninum (Cestoda, Dilepididae), prevalente em populag¢des
de animais domésticos e, ocasionalmente, criangcas 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 as habitacdes infestadas. Para isso,
podem ser empregados métodos fisicos, quimicos e mecanicos, que, quando
combinados de forma estratégica, aumentam sua eficacia (Linardi e Santos, 2012,
Dryden, 2009).

O controle ambiental tem como intuito a eliminacdo de formas livres néo
parasitarias presentes no ambiente (ovos, larvas e pupas). Em residéncias infestadas,
recomenda-se a aspiragao 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 utilizacdo de "vassoura de fogo" tem se mostrado eficaz no
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controle dessas formas ambientais, embora seu uso seja restrito conforme as
caracteristicas do local de aplicagao (Cubas et al., 2007; Rust, 2020).

Em ambiente peridomiciliar, a aplicagcdo de inseticidas diretamente no solo
pode ser considerada, mas deve ser feita com cautela, a fim de evitar a contaminacéao
ambiental e os riscos de intoxicagdo ao aplicador e/ou animais que tiverem contato
direto com o composto quimico (Linardi e Santos, 2012). Além disso, o controle
biolégico vem sendo explorado em estudos recentes, com destaque ao uso de
bactérias e fungos (Rust, 2017; Pittarate et al., 2018). No entanto, a aplicagao pratica
dessas estratégias ainda é limitada e requer mais pesquisas. De acordo com Paz et
al. (2015), os maiores indices de infestacao por C. felis felis em caes do sudeste do
Brasil foram observados nos meses mais secos do ano (julho a setembro), periodo
em que a precipitacao pluviométrica € reduzida. Dessa forma, estratégias de manejo
ambiental devem ser intensificadas nesse intervalo, aproveitando o padrao sazonal
de infestagao para otimizar a eficacia das medidas de controle.

Na ultima década, avancos foram alcancados no controle quimico,
especialmente com a introducéo de terapias orais e spot-on, priorizando o tratamento
direto dos animais e minimizando a dependéncia do uso de inseticidas no ambiente.
Os esforgos de pesquisa e desenvolvimento tém se concentrado em formulagdes de
compostos adulticidas, interrompendo o ciclo de vida do parasito e prevenindo novas
infestagbes (Rust, 2020). Nesse contexto, diversos produtos vém sendo langados no
mercado, apresentando diferentes formulacdes, vias de administracdo e periodos
residuais (Dryden, 2009; Rust, 2016; 2020).

Estima-se que o mercado global movimente mais de 15 bilhdes de ddlares por
ano, sendo os ectoparasiticidas o principal segmento entre os parasiticidas
veterinarios (Nisbet e Huntley, 2006). No Brasil, o cenario é semelhante: o setor pet
movimentou aproximadamente 68 bilhdes de reais em 2023 com os medicamentos
veterinarios, incluindo os antiparasitarios, representando uma fracdo 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 fenilpirazéis, 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 eficacia comprovada, o uso continuo desses
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compostos pode exercer pressao seletiva futuras sobre as populagdes parasitarias
favorecendo o surgimento de resisténcia (Halos et al, 2014). Esse comportamento ja
foi observado em outras classes de inseticidas, como carbamatos, organoclorados,
organofosforados, piretroides e piretrinas (Coles e Dryden, 2014; Rust, 2016;
Erkunt Alak et al., 2020).

Até o momento ndo ha vacinas disponiveis contra insetos ectoparasitos (Rust,
2020). Avangos recentes com a vacinagdo contendo antigenos recombinantes
mostraram eficacia parcial (32-46%) na reducao da fertilidade e viabilidade dos ovos
de C. felis (Contreras et al., 2018). Além disso, estudos com antigenos de saliva de
pulgas demonstraram potencial na atenuagao da hipersensibilidade alérgica a picada
desses pulicideos 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 extrapolacéo de dados obtidos em estudos com animais
domésticos. Além disso, a utilizagdo de farmacos nessas espécies geralmente ocorre
de forma off label (Sojka, 2018), uma vez que faltam evidéncias cientificas que
comprovem a seguranca e a eficacia dessas substancias nesses individuos. A
principal medida preventiva, além das ja mencionadas, consiste em restringir o contato
com hospedeiros parasitados (Clark et al., 2018). Nesse contexto, caes e gatos
domeésticos tém sido amplamente apontados como as principais fontes de infestacao
e disseminagao da pulga, desempenhando um papel central na manutengéo do ciclo
em ambientes domiciliares (Linardi e Santos, 2000; Szabd et al., 2000). No entanto, o
ciclo de vida das pulgas em ambientes naturais ainda € pouco compreendido. Diante
disso, sdo necessarias pesquisas que aprofundem o conhecimento sobre a ecologia
desses ectoparasitos na natureza e que avaliem intervengdes seguras e especificas
para o seu manejo.

Por fim, o controle eficaz de pulgas requer a integracao de medidas voltadas
tanto ao ambiente quanto aos hospedeiros, com base na compreensao da ecologia e
sazonalidade do parasito, escolha criteriosa dos tratamentos e conscientizagao dos

envolvidos quanto ao tempo necessario para o rompimento do ciclo de infestagao.

3.4. A hemostasia e seus mecanismos regulatérios

A hemostasia € o mecanismo fisiolégico responsavel por preservar a

integridade do sistema circulatério, garantindo a fluidez sanguinea e promovendo a
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contencao de hemorragias apoés lesdes vasculares (Smith et al., 2015). Esse processo
envolve uma série de eventos coordenados de natureza mecanica e bioquimica,
didaticamente divididos em trés fases interdependentes, iniciadas pela lesao tecidual
e exposi¢ao do sangue aos componentes subendoteliais (Broos et al., 2011; de Witt
etal., 2014).

A hemostasia primaria caracteriza-se pela vasoconstri¢gao local e pela adesao
e agregacao plaquetarias, culminando na formagdo de um tampao plaquetario
provisorio. Esse processo depende da presenga do fator de von Willebrand (FvW),
glicoproteina essencial para a adesao das plaquetas ao colageno exposto na matriz
subendotelial (Broos et al., 2011).

A hemostasia secundaria refere-se a ativacdo sequencial de proteinas
plasmaticas pro-coagulantes, que resultam na formac&o de uma rede de fibrina sobre
o tampao plaquetario, promovendo sua estabilizagdo e formando o coagulo definitivo
(Bagoly et al., 2012; Coban et al., 2022). Esse processo € mediado por um conjunto
de reagbes enzimaticas denominado cascata de coagulacdo, detalhado no proximo
item (3.4.1. A cascata de coagulagao).

Por fim, a hemostasia terciaria, também conhecida como fibrindlise,
corresponde ao processo de resolugdo do coagulo. Nessa fase, o plasminogénio é
ativado e degrada a rede de fibrina, permitindo o restabelecimento do fluxo sanguineo
e o reparo do tecido lesionado (Chapin e Hajjar, 2015). A falha em qualquer uma
dessas etapas pode resultar em disturbios hemorragicos ou trombéticos (Furie, 2009;
Bagoly et al., 2012).

3.4.1. A cascata de coagulagéo

A cascata de coagulagdo constitui um mecanismo de defesa inato do
hospedeiro, caracterizado por uma complexa sequéncia de reacdes bioquimicas
mediadas por diversas proteinas plasmaticas de coagulacdo, estruturalmente
conservada em todos os vertebrados (Schenone et al., 2004; Chaudhry et al., 2025).
Essas reagbes sdo desencadeadas principalmente pela exposicao do sangue a
componentes subendoteliais ou tecidos extravasculares, como o fator tecidual, apés
lesdo vascular (Coban et al., 2022). A cascata é classificada didaticamente em trés
vias inter-relacionadas: via intrinseca, via extrinseca e via comum (Figura 3) (Doolittle
et al., 2009; Chaudhry et al., 2025).



31

A via intrinseca € ativada pelo contato do sangue com o colageno subendotelial
da parede vascular lesionada, superficies carregadas negativamente ou material
estranho (por exemplo, cateter). Esse estimulo leva a ativagdo do fator Xll (fator de
Hageman), em associagéo ao sistema de contato composto pela pré-calicreina e pelo
cininogénio de alto peso molecular (HMWK), que atua como cofator essencial para a
ativagao e amplificagcdo dessa via, que por sua vez ativa o fator X| (antecedente da
tromboplastina plasmatica). Posteriormente, o fator Xl ativado ativa o IX (fator de
Christmas), que ativa o VIII (fator anti-hemolitico) em sistema de amplificagdo (Grover
e Mackman, 2019; Chaudhry et al., 2025).

A via extrinseca por sua vez € iniciada pela exposi¢cao do sangue ao fator
tecidual (fator Il ou tromboplastina tecidual), uma glicoproteina expressa por células
subendoteliais e fibroblastos em resposta a lesdo. Em sequéncia, o fator Ill ativado
ocasiona na ativacao do fator VII (proconvertina), também em sistema de amplificagao
(Chaudhry et al., 2025).

A ativacdo de ambas as vias a partir do fator VIl (proconvertina, via extrinseca)
e fator VIII (fator anti-hemolitico, via intrinseca), somada a presencga de fosfolipidios
plaquetarios (PF-3) e calcio (fator V), convergem para um ponto em comum, onde se
inicia a via comum, com ativacao do fator X (Stuart-Prower) (Schenone et al., 2004;
Chaudhry et al., 2025). O fator X ativado, em associacdo com o fator V (acelerador da
protrombina), converte a protrombina (fator 1) em trombina (fator Il ativado). A
trombina € uma enzima pro-coagulante com papel central na coagulagao sanguinea,
responsavel pela conversao do fibrinogénio (fator I) em monémeros de fibrina (fator |
ativado), que se polimerizam formando uma rede (Coban et al., 2022). O fator XIl|
(fator estabilizador da fibrina), ativado também pela trombina, promove ligacdes
covalentes entre os mondmeros de fibrina, conferindo maior estabilidade ao coagulo
(Bagoly et al., 2012; Chaudhry et al., 2025).

Proteases da coagulagao, especialmente a trombina e o fator Xa, também sao
capazes de clivar componentes do sistema complemento (a ser discutido no préximo
tépico), incluindo C3 e C5, estabelecendo uma interface funcional entre os dois
sistemas.

Diversas proteinas envolvidas na coagulagao sanguinea sao dependentes da
vitamina K para sua ativagao funcional, incluindo os fatores Il, VII, IX e X. Além disso,
a sintese dessas proteinas ocorre predominantemente no figado, embora macréfagos

também contribuam em menor escala para sua produgéao (Pant et al., 2018).
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Figura 4: Representacado da cascata de coagulacdo contemplando as trés vias (intrinseca,
extrinseca e comum). Elaborado pelo autor. Adaptado de Veterinary Hematology and Clinical
Chemistry, Thrall et al., 2004

3.5. 0 sistema complemento

O sistema complemento constitui uma parte crucial do sistema imunolégico
inato dos vertebrados. Funcionando como uma primeira barreira de defesa, sua
principal fungdo é auxiliar o organismo no combate a infecgdes e eliminar células
danificadas ou patégenos, 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 proteinas séricas e de superficie celular,
produzidas predominantemente pelo figado, que circulam no plasma em sua forma
inativa ou estdo ancoradas em membranas celulares (Ricklin et al., 2010; Merle et al.,
2015a,b). Sua ativagdo desencadeia uma série de reacbes em cascata,
caracterizadas por clivagens proteoliticas sucessivas que resultam em processos de
opsonizacao, inflamacgao e lise celular (Janeway et al., 2001).

A ativagao do sistema complemento ocorre por trés vias distintas, a via classica,
a via das lectinas e a via alternativa (Figura 4). A via classica, depende do
reconhecimento de complexos antigeno-anticorpo pela proteina C1q associada as
serino-proteases C1r e C1s. A via das lectinas é iniciada pelo reconhecimento de
padrdes moleculares conservados (PAMPSs) presentes em superficies microbianas por
moléculas como a lectina ligante de manose (MBL) e as ficolinas, que recrutam e
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ativam as proteases MASP-1 e MASP-2. Ja a via alternativa é caracterizada pela
ativagao espontanea de C3 e sua deposi¢cao em superficies ndo proprias, como as de
microrganismos (Sim & Dodds, 1997; Sarma & Ward, 2012; Dob¢ et al., 2016).

Apesar das diferengas iniciais, todas as vias convergem para um ponto em
comum, resultando na formacdo da C3 convertase, responsavel por clivar o
componente C3 em C3a e C3b. O fragmento C3b, ao se associar as convertases
iniciais, gera a C5 convertase, enzima que cliva o C5 em C5a e C5b. O C5b, por sua
vez, inicia a formacgéo do complexo de ataque a membrana (MAC), composto por C5b,
C6, C7, C8 e multiplas copias de C9, promovendo a formagao de poros na bicamada
lipidica das membranas de células-alvo e resultando em lise celular (Ribeiro e
Spielman, 1986; Dunkelberger & Song, 2010; Thurman & Nester, 2016).

Além da atividade citolitica, a ativagdo da cascata do complemento gera
subprodutos biologicamente ativos com papel central na inflamagao e na comunicagao
intercelular. As anafilatoxinas C3a e C5a atuam como potentes mediadores pro-
inflamatorios, promovendo quimiotaxia e ativagao de células fagociticas, aumento da
permeabilidade vascular e liberacdo de mediadores inflamatérios (Klos et al., 2009;
Garcia et al.,, 2016). Ja as moléculas de C3b atuam como opsoninas, marcando
superficies microbianas e apoptoticas para fagocitose, além de participar no
processamento de antigenos e na modulagao da resposta adaptativa (Ricklin et al.,
2010; Merle et al., 2015b).

O sistema complemento e os processos de coagulagdo compartilham origem
evolutiva comum, derivando de um ancestral sistema proteolitico da imunidade inata,
motivo pelo qual apresentam mecanismos regulatérios e efetores interconectados.
Dessa forma, a interacdo entre ambos os sistemas ocorre de forma bidirecional, uma
vez que produtos do complemento também modulam a coagulagéo e a inflamagao
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 trés
vias (Reproduzido de Janeway et al., 2001).

3.6.Mecanismos anti-hemostaticos e imunomodulatérios de artropodes

hematofagos

Desde o fim do século XX até a atualidade, diversos estudos tém investigado
0s mecanismos pelos quais os artropodes hematéfagos modulam ou inibem as
respostas imunoldgicas, hemostaticas e inflamatérias do hospedeiro. A pressao
seletiva exercida pelo sistema complemento e suas respostas fisioldgicas favoreceu
o desenvolvimento de multiplas estratégias adaptativas dos artropodes, incluindo a
secrecao de moléculas inibitérias presentes tanto na saliva quanto no intestino
(Schroeder et al., 2009).

Nessa perspectiva, o sucesso alimentar, o desenvolvimento e a reprodugéo de
artropodes hematofagos dependem diretamente da capacidade de superar os
mecanismos de defesa impostos pelo hospedeiro (Paim et al., 2011; Arca & Ribeiro,
2018), como a coagulagado sanguinea, a vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e as

respostas imunoinflamatdérias 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 estao, pelo menos,
um vasodilatador, um anticoagulante e um fator antiagregante plaquetario (Kamhawi,
2000; Ribeiro, 2003; Champagne, 2005, Fontaine et al., 2011).

Além disso, a saliva e o intestino médio de artrépodes hematdfagos contém
proteinas capazes de neutralizar a resposta imunolégica do hospedeiro (Titus et al.,
2006; Araujo 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 dispde de inibidores direcionados a uma ou mais vias desse sistema
(Sant’Anna et al., 2024).

Ao bloquear a formagao de anafilatoxinas, tais inibidores ndo apenas reduzem
a inflamacao no local da picada, mas também previnem a opsonizacdo de moléculas
salivares essenciais para a hematofagia, como os anti-hemostaticos, além de reduzir
a percepgao do hospedeiro a sua presencga (Schroeder et al., 2009; Saab et al., 2020).
Caso essa regulacédo falhe, a ativacdo 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 constituido por uma unica
camada de células, altamente vulneravel a lesdes (Richards, 1975; Billingsley, 1990).
Assim, o comprometimento da integridade do intestino médio, por sua vez, pode
impactar diretamente a sobrevivéncia do artropode (Barros et al., 2009; Khattab et al.,
2015).

Os primeiros estudos foram conduzidos com espécies de ixodideos do género
Ixodes (I. ricinus, I. hexagonus, I. uriae e I. scapularis) e demonstraram que proteinas
salivares desses carrapatos eram capazes de inibir a via alternativa e da lectina do
sistema complemento, além de reduzir a geracdo de anafilatoxinas produzidas
durante a ativagdo da cascata, embora nao interferissem na via classica (Ribeiro e
Spielman, 1986; Ribeiro, 1987a; Lawrie et al., 1999; Valenzuela et al., 2000).
Posteriormente, diferentes estudos buscaram esclarecer as interagdes entre o sistema
complemento de hospedeiros vertebrados e outros artropodes hematdéfagos,
caracterizando tanto as vias de inibigdo quanto as moléculas envolvidas, sejam elas
do vetor ou da cascata do complemento. Mais recentemente, Sant’Anna et al. (2024),

em uma revisdo abrangente, sintetizaram os avangos alcangados nas ultimas
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décadas, reunindo e discutindo, de forma detalhada, as evidéncias disponiveis sobre
0s mecanismos de modulagao do sistema complemento por artrépodes hematéfagos.

Em carrapatos ixodideos e argasideos, a inibigdo do sistema complemento foi
descrita principalmente nas glandulas salivares (Roversi et al., 2007; Franco et al.,
2016; Silva et al., 2016). Contudo, observa-se uma marcante variagdo quanto a
especificidade e ao mecanismo de acado. Carrapatos dos géneros Ixodes inibem
somente as vias alternativas e das lectinas, enquanto A. sculptum e R. microplus
exibem um espectro mais amplo, atuando também na via classica. J& em
Ornithodoros moubata, foi caracterizada uma proteina que se liga especificamente ao
componente C5, uma molécula chave na via comum da cascata. Essa ligacdo impede
sua clivagem e, consequentemente, bloqueia a formagéao de C5a e do complexo de
ataque a membrana, independentemente da via de ativagéo inicial (Sant'/Anna et al.,
2024).

Entre os dipteros, espécies dos géneros Lutzomyia e Aedes tém sido
amplamente estudadas quanto a presenca de moléculas modulatorias do sistema
complemento. Em L. longipalpis e L. migonei, foram identificadas proteinas salivares
capazes de interferir na ativacdo do sistema complemento. Para L. longipalpis, as
inibicdes ocorrem nas vias classica e alternativa, enquanto em L. migonei o efeito
inibitério parece restrito a via classica (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 classica e da lectina, o que sugere um papel local na protegao
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 inibitorias
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 evasao
imune (Khattab et al., 2015). Em moscas tsé-tsé (Glossina morsitans morsitans),
principal vetor de Trypanosoma vivax na Africa, Ooi et al. (2015) identificaram no
intestino médio uma serina protease inibitéria capaz de bloquear a ativacdo das vias
classica e alternativa do complemento, contribuindo para a integridade do epitélio

intestinal.



37

Entre os triatomineos (Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e T. brasiliensis),
vetores da doenga de Chagas nas Américas, foram descritos inibidores presentes
tanto na saliva quanto no intestino, com agdo moduladora semelhante sobre as vias
classica e alternativa (Barros et al., 2009). Glandulas salivares de
Panstrongylus megistus também apresentaram efeito inibitério sobre a via classica,
embora essa tenha sido, até onde sabemos, a unica via testada para a espécie
(Cavalcante et al., 2003).

Em outros grupos, como o acaro Sarcoptes scabiei, a inibicdo do sistema
complemento foi observada exclusivamente em extratos intestinais, abrangendo as
trés vias de ativagao (classica, alternativa e da lectina), com agao diferenciada tanto
nas etapas iniciais quanto na via terminal (Mika et al., 2012).

Pulgas continuam sendo o taxon menos estudado entre os artrépodes
hematofagos. Até o momento, apenas um estudo investigou os possiveis mecanismos
de modulagao de Ctenocephalides felis no sistema complemento humano (Cavalcante
et al., 2003). Nesse estudo, foi avaliada exclusivamente a via classica, utilizando
extratos de glandulas salivares, e ndo foi observado efeito inibitério sobre a ativacao
do complemento.

Grande parte dos estudos mencionados avancaram na caracterizagao
estrutural e funcional das moléculas inibitérias, identificando o ponto exato de bloqueio
dentro das vias classica, alternativa e/ou da lectina, o que permitiu compreender
melhor os mecanismos de evasao imune empregados por cada espécie (Sant’Anna
et al., 2024). Assim, as moléculas anti-complemento, produzidas por artrépodes,
configuram-se como promissores alvos vacinais, capazes de comprometer sua
sobrevivéncia, aptidao reprodutiva e reduzir o potencial risco de transmissao de

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

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Etica e permissdes

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG, protocolo n° 206/2025, Anexo
[). A coleta das pulgas foi realizada ap6s a obtengdao do consentimento livre e
esclarecido (Anexo Il) dos tutores dos animais ou dos responsaveis pelos domicilios,
os quais foram devidamente informados sobre os objetivos, procedimentos e

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

normativas vigentes para o bem-estar animal.

4.2.Coleta e manutencao das pulgas

A amostragem foi realizada por conveniéncia, por meio da coleta de pulgas de
caes e gatos naturalmente infestados. Para a coleta, os animais foram contidos
manualmente, apenas pelo tempo necessario para a inspegao e remogao dos
ectoparasitos. A inspegao consistiu na avaliagdo de toda a superficie corporal dos
animais, utilizando um pente fino, com énfase nas regidées de maior predilegdo dos
ectoparasitos (cabeca, pescoco, ventre e base da cauda) (Linardi e Guimaraes, 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 estavel e ao abrigo da luz (como
caixas de isopor), até o0 momento da dissecacgao, realizada em até 12 horas apds a
coleta. A identificacdo taxonémica foi realizada com auxilio de um estereomicroscépio
binocular Olympus (Tokio, Japado) modelo SZ 40, utilizando as chaves descritivas
propostas por Linardi e Guimaraes (2000) e Linardi e Santos (2012). Para este estudo,

foram incluidas apenas pulgas pertencentes a espécie C. felis felis.

4.3.0btencdo de extratos de glandulas salivares (EGS) e extratos intestinais (El)

de Ctenocephalides felis felis

Para a obtencdo dos extratos de glandulas salivares (EGS) e intestinais (El),
as pulgas, ainda vivas, foram inicialmente imobilizadas em gelo por aproximadamente
10 minutos. Em seguida, foram lavadas com agua destilada, a fim de remover detritos
superficiais, fezes secas, sangue residual do hospedeiro e eventuais microrganismos.
A dissecacgao foi realizada individualmente com auxilio de um estereomicroscopio
binocular Olympus (Tokio, Japdo) modelo SZ 40 e sob uma gota de solugéo fisioldgica
(NaCl 0,9%), seguindo o guia de dissecagao elaborado por Danchenko e Macaluso
(2024). Os pares de glandulas salivares e os intestinos inteiros coletados (Figura 5)
foram transferidos para microtubos de 0,5 mL contendo 20 pL de solugao fisioldgica,
sendo acondicionadas 20 glandulas ou 10 intestinos por microtubo (duas glandulas
ou um intestino para cada 2 uL de NaCl 0,9%). As amostras foram entao submetidas
a um banho ultrassénico (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, EUA,
modelo 1510R-MT) por 60 segundos, seguido de centrifugagdo a 12.000 g por 10

minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi transferido para microtubos estéreis para
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utilizacdo nas analises subsequentes. Posteriormente, os extratos foram
armazenados a —80 °C até sua utilizagao. A quantificacao proteica foi realizada pelo
método de Bradford (1976), com base na absorbancia das amostras, usando albumina
sérica bovina (BSA; Ludwig Biotec, Alvorada, RS, Brasil) como padrao.

4.4.Obtencao de soro e plasma do Lobo-guara (C. brachyurus)

A captura e contengao dos animais foram conduzidas pela equipe de médicos
veterinarios da Fundacado de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte
(FPMZB-BH), seguindo o cronograma de manejo e avaliagao sanitaria dos individuos.
Como critério de inclusdo, foram consideradas apenas amostras provenientes de
animais clinicamente saudaveis, conforme avaliagao clinica e resultados dentro dos
valores de referéncia para hemograma e perfil bioquimico completo. Apds a
contengéo, a coleta sanguinea foi realizada por pung¢do da veia cefalica, utilizando
seringas e agulhas estéreis, com prévia antissepsia do local com solugao alcodlica a
70%. Foram coletados 10 mL de sangue total de cada individuo, sendo 5 mL
acondicionados em tubo estéril sem anticoagulante e 5 mL em tubo contendo 770 uL
de citrato de sodio a 129 mM (correspondendo a uma proporgao citrato:sangue de
1:6,5). Apos a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo e processadas
dentro de um intervalo de 2 horas. A amostra sem anticoagulante foi centrifugada a
4.000 g por 5 minutos, para obtencédo do soro, enquanto a amostra contendo citrato
de sddio foi centrifugada a 3.000 g, por 10 minutos a 4 °C, para obtencgéo do plasma.
Amostras provenientes de cinco exemplares de lobos-guara foram utilizadas para a
formacao de um pool de plasma e outro de soro. Posteriormente, ambos foram
aliquotados em microtubos de 0,5 mL (100 pL por microtubo) e mantidos a —20 °C até

a execucao das analises. Cada aliquota foi usada apenas uma vez.

Figura 6: Espécime de pulga Ctenocephalides felis felis apds a dissecacao. Em (A): (1) dois
pares de glandulas salivares e (2) corddo nervoso ventral. Em (B): sistema digestoério
exteriorizado: (1) proventriculo, (2) intestino médio, (3) tubo de Malpighi, (4) intestino posterior
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e (5) glandulas retais. Em (C): pares de glandulas salivares, evidenciando (1) os quatro acinos
e (2) ductos salivares. Fonte: arquivo pessoal.

4.5.0btencao de soro e plasma de caes e gatos

Para cades e gatos domésticos, as amostras sanguineas foram coletadas
considerando os mesmos critérios de inclusdo amostral estabelecido para o lobo-
guara, e processadas sob as mesmas condigdes. Entretanto, considerando o menor
volume coletado (5 mL), o sangue foi igualmente dividido entre os dois tubos (2,5 mL
cada), na mesma proporgcdo anteriormente estabelecida. Nessa situagédo, o tubo
contendo citrato de sodio recebeu 335 pL da solugdo na mesma concentragao (129
mM). Assim como para o lobo-guara, foi formado um pool de soro e outro de plasma

a partir de cinco caes e cinco gatos.

4.6. Ensaio anticoagulante

Devido a auséncia de protocolos de processamento anticoagulante descritos
especificamente para pulgas C. felis felis, o presente estudo partiu de padronizagdes
previamente estabelecidas para triatomineos e dipteros hematofagos, conforme
descrito por e Ribeiro (2000) e Paim et al. (2011). Para os ensaios, foram utilizadas
quantidades equivalentes a 15 glandulas e trés intestinos. Para cada condi¢do, o
volume correspondente da amostra foi diluido em tamp&o Hepes (Hepes 20 mM, NaCl
100 mM, pH 7,4), de modo a completar 30 uL finais. Em seguida, as misturas foram
adicionadas aos poc¢os de placas de 96 pocgos, juntamente com 30 uL de plasma
obtido dos diferentes hospedeiros (lobo-guara, cdo e gato doméstico), conforme
metodologia acima. Como controle positivo da reagéo, foram utilizadas amostras de
extrato de glandulas salivares extraidas de R. prolixus, armazenadas em tampao
Hepes, as quais apresentam atividade anticoagulante conhecida em mamiferos (Paim
et al., 2011), correspondendo a 7/8 unidade de glandula por repeticdo. Ja como
controle negativo, utilizaram-se 30 uL de tampao Hepes sem EGS e El. Além disso,
considerando que as amostras de EGS e El das pulgas estavam armazenadas em
NaCl 0,9%, foi incluido um controle negativo adicional (CNA), composto pela mesma
proporcado de tampao Hepes e NaCl 0,9% utilizada nas amostras. Nesse controle, a
fracao correspondente as amostras foi substituida pelo volume equivalente de NaCl.
As misturas foram incubadas a 37 °C por 5 minutos, no préprio leitor de ELISA
(Molecular Devices, San Jose, CA, EUA; modelo VersaMax Microplate Reader). Apds
esse periodo, a coagulacao foi desencadeada pela adigdo de 30 pL de CaCl?25 mM
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pré-aquecido a 37 °C. Uma tabela contendo os volumes utilizados foi elaborada para
melhor compreensao (Tabela 1). A reagao 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 coagulagao foi definido como o tempo necessario para que
a turbidez atingisse uma leitura de absorbéancia de 0,025, sendo a absorbancia no
tempo zero considerada como unidades de absorbancia zero (Ribeiro, 2000). O
processamento foi conduzido em trés repeticbes biologicas independentes,
correspondentes a cada hospedeiro. Cada amostra foi analisada em duplicata em
cada uma das repeticobes, e a média dos valores obtidos foi utilizada para a

determinacao do tempo de coagulagéo considerado nas analises.

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

ID EGS El 3‘;&2 Hepes Plasma Ca* 'I!)C:L;I

CN - - - 30 uL 30 uL 30 yL 90 uL
CNA' - - 15uL 154l 30 uL 30 uL 90 uL
CNA? - - 6 uL 24 uL 30 pL 30 pL 90 pL

15 EGS pulga 15 uL - - 15 uL 30 uL 30 uL 90 uL
03 El pulga - 6 uL - 24 uL 30 uL 30 uL 90 uL
7/8 EGS 5L - - 25 uL 30 pL 30 pL 90 pL

triatomineo

ID: identificagdo; EGS: extratos de glandulas salivares; El: extratos intestinais; CN: controle
negativo, CNA': controle negativo adicional para ensaios utilizando EGS; CNA?: controle
negativo adicional para ensaios utilizando El.

4.7.Ensaios hemoliticos anti-complemento

4.7.1. Obtencéo e preparacao das hemacias de carneiro

O sangue de carneiro (Ovis aries) adulto, necessario para 0s ensaios
hemoliticos da via classica do sistema complemento, foi coletado pela equipe de
médicos veterinarios da Clinica de Ruminantes da Escola de Veterinaria, localizada
na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Apds a contengao dos animais, a
coleta foi realizada por punc¢ao da veia jugular, utilizando seringas de 10 mL e agulhas
estéreis, com prévia antissepsia do local com solugédo alcodlica a 70%. Foram
coletados 5 mL de sangue, os quais foram imediatamente acondicionados em tubos
estéreis contendo 5 mL de solugdo conservadora de hemacias (glicose 113,8 mM,
acido citrico 30 mM, NaCl 72 mM, pH 7,4). Apds a coleta, o sangue foi aliquotado em

microtubos de 1,5 mL, em capela de fluxo laminar, e armazenado sob refrigeracao a
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4 °C até o uso, por um periodo maximo de dois meses. A metodologia de preparo das
hemacias seguiu o descrito por Whaley e Northy (1997). Para isso, aliquotas
armazenadas foram lavadas e opsonizadas com anticorpo anti-hemacias de carneiro,
produzido previamente em coelho. Inicialmente, os microtubos de 1,5 mL contendo as
hemacias foram centrifugados a 510 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado, e o sedimento contendo as hemacias foi transferido para tubo cénico de
polipropileno de 15 mL (Falcon®, Corning Inc., EUA). As hemacias foram, entao,
lavadas trés vezes por centrifugacdo com 5 mL da solugdo 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 apds cada lavagem. ApoOs essa etapa, as hemacias foram incubadas com
anticorpo anti-hemacia de carneiro, na propor¢céo de 1:1000 (1 pL para cada 1 mL
presente no tubo), a 37 °C, por 30 minutos. Os anticorpos utilizados foram produzidos
em coelhos imunizados com eritrocitos de carneiro e gentiimente cedidos pela Dra.
Marilene S. M. Michalick (antigo Laboratério de Sorologia, Departamento de
Parasitologia, ICB/UFMG). Concluida a opsonizagédo, as hemacias 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, MgCI2 0,5 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4),
para remover os anticorpos nao ligados. Ao final do processo, as hemacias foram
ressuspensas em 10 mL de GHB+2 e sua concentracdo foi determinada por
espectrofotometria a 414 nm, ajustando-se a densidade para 2 x 108 células/mL,
correspondente a uma absorbancia de 0,654. As hemacias opsonizadas e lavadas

foram armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C até a realizagdo dos ensaios hemoliticos.

4.7.2. Obtencéo e preparagao das hemacias de coelho.

A captura e contencgéo dos coelhos (Oryctolagus cuniculus) foram realizadas
pela equipe de médicos veterinarios da FPMZB de Belo Horizonte. A coleta sanguinea
foi conduzida mediante puncao da veia auricular marginal, cefalica ou safena,
utilizando seringas estéreis de 5 mL acopladas a agulhas descartaveis, apods
antissepsia do local com solugao alcodlica a 70%. Foram coletados 2,5 mL de sangue
total, que posteriormente foi acondicionado em tubos estéreis contendo 2,5 mL de
solugao conservadora de hemacias (glicose 113,8 mM, acido citrico 3 mM, NaCl 72
mM, pH 7,4). Apds a coleta, o sangue misturado a solugao conservadora de hemacias

foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL, sob capela de fluxo laminar, e armazenado
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sob refrigeracdo a 4 °C até o uso por no maximo duas semanas. As amostras
sanguineas foram utilizadas para a realizagdo dos ensaios hemoliticos da via
alternativa do sistema complemento, e seu preparo foi realizado conforme descrito por
Whaley e Northy (1997). Dessa forma, as aliquotas foram inicialmente centrifugadas
uma vez, por 5 minutos, a 510 g a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado. As
hemacias foram entdo transferidas para um tubo cénico de polipropileno de 15 mL
(Falcon®, Corning Inc., EUA) e lavadas. Foram realizadas trés lavagens utilizando 5
mL da solugéo de Mg-EGTA (Hepes 1 mM, NaCl 30 mM, EGTA 10 mM, MgCl, 7 mM,
glicose 3%, gelatina 0,02%, pH 7,4), com centrifugagédo por 5 minutos a 1.700 g a 4
°C e descarte do sobrenadante ap6s cada lavagem, seguido por ressuspensao e
homogeneizagao. Apds as lavagens, as hemacias foram ressuspensas em 10 mL de
Mg-EGTA e sua concentragcado foi determinada por espectrofotometria a 414 nm,
sendo ajustada para 2 x 10® células/mL. As hemacias preparadas foram entdo

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

4.7.3. Padronizacéo da propor¢ao de soro usada nos ensaios de hemolise

Inicialmente, foi realizada a padronizagao da proporgéo soro:tampao, utilizando
amostras de lobo-guara, caes e gatos domésticos, previamente coletadas. O objetivo
foi determinar a diluicdo que promovesse hemolise parcial proximo a 90% em ambas
as vias, conforme requerido para os testes subsequentes (Pereira-Filho et al., 2020).
Foram avaliadas diluicbes de 1:1 a 1:60, utilizando Mg-EGTA para a via alternativa e
GHB+2 para a via classica do sistema complemento. Cada reacgao foi conduzida com
um volume de 25 uL da solugdo do soro diluido em diferentes proporcgoes, 25 uL do
tampao (Mg-EGTA ou GHB+2) e 25 yL da suspensao de hemacias a 2 x 108
células/mL (de coelho para a via alternativa e de carneiro para a via classica),
totalizando 75 L por microtubo.

Para cada ensaio, foram utilizados dois controles diferentes: hemolise total (nas
mesmas condigdes experimentais, utilizando a menor diluigdo do soro) e um controle
negativo (ou hemdlise espontanea, com substituicdo do soro por PBS 1x na mesma
proporgao). As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubacéo,
foram adicionados 250 pL de agua destilada no microtubo de hemdlise total e 250 uL
de PBS 1x gelado nos demais, para interromper a hemoélise. 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 pogos, onde a absorbancia da hemoglobina liberada foi medida em
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espectrofotbmetro 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 trés repeticdes bioldgicas
independentes, sendo que, em cada repeticdo, 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 hemdlise foi determinada com base na

absorbancia do controle de hemolise total (considerada como 100%).

4.7.4. Ensaios hemoliticos da via classica.

ApOs a padronizacgao, os ensaios hemoliticos da via classica foram realizados
de acordo com Whaley e Northy (1997), com modificagcbes realizadas por Silva et al.
(2016), sendo conduzidos em um volume final de 75 pL. Inicialmente, o volume de
solucado de EGS ou El foi adicionado separadamente aos ensaios, de modo que a
quantidade de glandulas salivares ou de intestinos das pulgas correspondesse ao
numero a ser testado (um, dois ou quatro intestinos; dois, quatro ou oito glandulas
salivares, considerando 2 uL por intestino ou por 2 glandulas). O volume de 25 pL foi
entdo completado com solugdo GHB2+. Em seguida, foram adicionados 25 uL da
diluicao de soro de lobo-guara (1:15), cado (1:10) ou gato (1:1) em GHB2+, conforme
metodologia estabelecida acima, e 25 uL da suspensao de hemacias de carneiro (2 x
108 células/mL). Os volumes utilizados encontram-se detalhados na Tabela 2, a fim
de facilitar a compreensao dos procedimentos descritos.

As reacdes foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubacéao, foram
adicionados 250 pyL de PBS 1x gelado em cada tubo. Na sequéncia, as amostras
foram centrifugadas a 1.700 g por 1 minuto a 4 °C. As etapas de processamento do
sobrenadante e leitura da absorbancia foram realizadas conforme descrito no item
4.7.3. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, com trés repeticoes
biolégicas. Para cada experimento, foram utilizados trés controles diferentes: hemdlise
total (na qual o PBS 1x foi substituido por agua destilada), controle positivo (hemdlise
provocada pelo soro dos hospedeiros sem qualquer adigdo de EGS ou El) e controle
negativo (sem o soro dos hospedeiros, no qual ocorre apenas hemdlise espontanea).
Os dados foram convertidos em porcentagem de hemolise apds a subtracdo da média
dos valores obtidos nos controles negativos. Para o calculo, considerou-se o controle

de hemolise total como equivalente a 100% de atividade hemolitica, enquanto o
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controle positivo apresentou valores correspondentes a aproximadamente 80-90% da

hemolise total.

4.7.5. Ensaios hemoliticos da via alternativa.

Os ensaios hemoliticos da via alternativa foram realizados conforme a
padronizagao de Whaley e Northy (1997), com protocolo modificado por Silva et al.
(2016), conduzidos em volume final de 75 uL. O volume correspondente da solugao
de EGS ou El testada foi idéntico ao padronizado na via classica, entretanto, o volume
de 25 pL foi completado com a solugdo Mg-EGTA. Posteriormente, foram adicionados
25 uL da diluicdo do soro de lobo-guara (1:5), cao (1:1) e gato (1:2) em Mg-EGTA,
conforme padronizagao descrita no topico 4.7.3, e 25 pL da solugcéo de hemacias de
coelho (2 x 108 células/mL). Os volumes de reagentes e amostras utilizados estao
detalhados na Tabela 2. A reacao foi incubada a 37 °C durante 30 minutos. As demais
etapas e procedimentos foram realizados de forma semelhante ao ensaio da via

classica, conforme descrito anteriormente.

Tabela 2: Volumes de reagentes e amostras utilizadas nos ensaios hemoliticos da via classica
e alternativa, por hospedeiro, considerando um unico ensaio.

.. Sol.

Hemacias =
. Soro PBS 1 tampao Vol.
ID microtubo diluido 1x de coelh_o ,  (Mg-EGTA! EGS El Total

ou carneiro® GHB2+?)

HT 25 uL - 25 uL 25 uL - - 75 uL
C- - 25 uL 25 uL 25 uL - - 75 uL
C+ 25 uL - 25 L 25 L - - 75 pL
02 EGS 25 uL - 25 L 23 uL 2 uL - 75 pL
04 EGS 25 uL - 25 L 21 uL 4 uL - 75 uL
08 EGS 25 uL - 25 L 17 uL 8 uL - 75 pL
01 El 25 uL - 25 L 23 uL - 2 uL 75 pL
02 El 25 uL - 25 L 21 uL - 4 uL 75 uL
04 El 25 uL - 25 yL 17 uL - 8 uL 75 L

HT: hemdlise total; C-: controle negativo; C+: controle positivo; EGS: extratos de glandulas
salivares; El: extrato intestinal; 'Via alternativa; ?Via classica.

4 8. Analises estatisticas

Todos os dados gerados foram organizados em uma planilha do Software
Microsoft Excel 2016 (Versdo 2408 Build 16.0.17928.20114). A analise dos dados
ocorreu exclusivamente através de testes ndo paramétricos. Para comparacgdes entre
dois grupos pareados, empregou-se o teste de Wilcoxon. Para comparagdes entre
dois grupos independentes, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Enquanto a

comparagao envolvendo mais de dois grupos independentes, utilizou-se o teste de
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Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dwass—Steel-Critchlow—Fligner para as
comparagdes multiplas. Os dados foram analisados de acordo com Favero e Belfiore
(2017). Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism,
versao 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 caes (C. familiaris). A analise
morfolégica confirmou a identidade de todos os exemplares como C. felis felis. Ainda
que os exemplares tenham sido mantidos nos recipientes descritos na metodologia,
permaneceram viaveis por apenas 8 a 12 horas, em média.

A dissecacao dos espécimes resultou na obtencao de 1.064 glandulas salivares
e 368 intestinos. A quantificagao proteica revelou valores médios aproximados de 1,46
Mg por intestino (n = 28) e 0,22 ug por glandula salivar (n = 92).

Ensaios anticoagulantes realizados demonstraram que a adi¢do de extratos
obtidos de 15 glandulas salivares de C. felis felis promoveram um aumento
significativo no tempo de coagulacao do plasma em todos os hospedeiros avaliados
(p<0,05) (Figura 6). No plasma canino, o tempo médio de coagulagado passou de 98 +
10,5 segundos para 149,8 + 27,5 segundos, prolongando em 53% o tempo de
coagulagdao quando comparado ao tempo basal. De forma semelhante, observou-se
aumento de 35,5% no plasma do lobo-guara (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 formagao do coagulo nos diferentes hospedeiros. Apesar disso,
nao foram observadas diferencas significativas no tempo de coagulacgao entre os trés
grupos de hospedeiros (p>0,05), sugerindo um perfil semelhante de atividade.
Curiosamente, os extratos provenientes de trés intestinos n&o alteraram
significativamente o tempo de coagulagcao do plasma de nenhum dos hospedeiros
testados (p>0,05) (Figura 7), indicando auséncia de atividade anticoagulante
detectavel nessa amostragem.

As andlises estatisticas nao indicaram diferenga significativa entre ambos os
controles negativos utilizados (CN e CNA), tanto para os ensaios de testagem de EGS
quanto para os El, considerando os diferentes hospedeiros (p>0,05). Dessa forma,

apenas um controle negativo foi representado graficamente para simplificar a
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apresentacao dos resultados, uma vez que ambos representam a mesma tendéncia

experimental.
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Figura 7: Efeito dos extratos de 15 glandulas salivares de C. felis felis sobre o tempo de
coagulagéo do plasma de cao (A), lobo-guara (B) e gato (C). Os dados séo apresentados
como média + desvio padrao de trés repeti¢cdes bioldgicas. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste Wilcoxon (*p<0,05; **p<0,01 em comparagdo com os respectivos grupos
controle). C-: Controle negativo.
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Figura 8: Efeito dos extratos de trés intestinos de C. felis felis sobre o tempo de coagulagéo
do plasma de cao (A), lobo-guara (B) e gato (C). Os dados sao apresentados como média *
desvio padréo de trés repeticdes bioldgicas. A analise estatistica foi realizada utilizando o
teste Wilcoxon (ns: ndo foram observadas diferengas significativas em comparagcado com os
respectivos grupos controle). C-: Controle negativo.

Os resultados dos ensaios de padronizagdo da diluicdo soro estao
apresentados na Figura 8 (via classica) e Figura 9 (via alternativa), contemplando as
diluicdes que se mostraram mais proximas da faixa de hemdlise considerada
adequada (80-90%), bem como valores superiores e inferiores observados durante
os testes. Para a via classica, as diluigoes definidas foram de 1:10 para caes (média
de hemolise: 91%), 1:15 para lobo-guara (89,4%) e 1:1 para gatos (87%). Em relagéo
a via alternativa, a padronizacéo foi estabelecida nas dilui¢des de 1:1 para caes (89%),

1:5 para lobo-guara (93%) e 1:2 para gatos (86%).
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Figura 9: Padronizagao das concentrag¢des séricas de cao (A), lobo-guara (B) e gato (C) com
base na hemolise de eritrécitos de ovelhas mediada pela via classica do sistema complemento
para cada espécie. As barras representam a média + desvio padréo de trés réplicas bioldgicas.
A seta acima de cada barra indica a concentragéo selecionada (correspondente a 80-90% de
hemdlise), utilizada em ensaios subsequentes para avaliar a atividade de extratos de
glandulas salivares e intestinais de C. felis felis. HT: hemdlise total; C-: controle negativo,
amostras sem soro.
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Figura 10: Padronizagdo das concentragdes séricas de cao (A), lobo-guara (B) e gato (C)
com base na hemolise de eritrécitos de coelhos mediada pela via alternativa do sistema
complemento. As barras representam a média = desvio padrédo de trés réplicas bioldgicas. A
seta acima de cada barra indica a concentragéo selecionada (correspondente a 80-90% de
hemolise), utilizada em ensaios subsequentes para avaliar a atividade de extratos de
glandulas salivares e intestinais de C. felis felis. HT: hemdlise total; C-: controle negativo,
amostras sem soro.

Por fim, foram avaliados os efeitos inibitérios dos EGS e El de C. felis felis sobre
a ativacao das vias classica e alternativa do sistema complemento. Observou-se que,
na via classica, os EGS nao apresentaram efeito inibitério significativo em caes, gatos
ou lobos-guara, uma vez que os niveis de hemolise permaneceram semelhantes aos
dos controles positivos em todas as concentragdes testadas (p>0,05). Em contraste,
os extratos intestinais exibiram capacidade inibitoria variavel entre os hospedeiros, de
forma dose-dependente e estatisticamente significativa (Figura 10). Em comparagéao
com a meédia do controle positivo (projetado para hemolisar 80-90% das hemacias),

nos caes, apenas a maior concentragao (quatro intestinos) reduziu significativamente
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a hemolise (p<0,001), alcangando uma média de 63,7 + 5,8% de inibigdo. No soro de
lobo-guara e gato, tanto as concentragdes intermediarias quanto a maior (dois e
quatro intestinos, respectivamente) foram capazes de inibir de maneira significativa a
via classica (p<0,01). No lobo-guara, os valores médios de inibigdo 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 concentragdes. Apesar disso, o teste de
Kruskal-Wallis n&o indicou diferenga significativa na comparagédo entre os grupos
quando utilizado dois e quatro intestinos (p>0,05).

Ja na via alternativa, tanto o EGS quanto os El ndo apresentaram capacidade
de inibicdo em nenhuma das concentragdes testadas (p>0,05), independentemente
do hospedeiro, mesmo quando utilizada a quantidade equivalente a oito gléandulas e

quatro intestinos (Figura 11).
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Figura 11: Efeito dos extratos de glandulas salivares e intestinais de C. felis felis na via
classica do sistema complemento em céo (A), lobo-guara (B) e gato (C). As barras verticais
representam a média + desvio padrdo de trés réplicas bioldgicas. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste Mann-Whitney (**p<0,01; *p<0,001, em comparagdo com 0s
respectivos grupos controle). C+: controle positivo.
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Figura 12: Efeito dos extratos de glandulas salivares e intestinais de C. felis felis na via
alternativa do sistema complemento em cao (A), lobo-guara (B) e gato (C). As barras verticais
representam a média + desvio padrao de trés réplicas bioldgicas. C+: controle positivo.

6. DISCUSSAO

De acordo com nossos conhecimentos, o presente estudo apresenta a primeira
evidéncia experimental da presenca de atividade anticoagulante em moléculas
salivares de C. felis felis, bem como a deteccéo da atividade anti-complemento sobre
a via classica a partir de extratos intestinais desse parasito. Esses achados revelam
mecanismos fisioldgicos até entdo desconhecidos, ampliando a compreensao das
adaptacoes de C. felis felis frente a hematofagia. Além disso, fornece novos insights
que podem subsidiar o desenvolvimento de intervencdes mais eficazes, uma vez que

os componentes hemostaticos e/ou imunomodulatérios aqui identificados poderao ser
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explorados como potenciais alvos na formulagédo de vacinas futuras, direcionadas ao
controle desse artropode.

Estudo de Linardi e Santos (2012), que compilou dados de prevaléncia de
pulgas em cées e gatos de diferentes estados brasileiros, demonstrou uma
predominancia de C. felis felis em relagdo a C. canis, embora essa tendéncia nao
tenha sido uniforme em todas as regides analisadas. No estado de Minas Gerais,
incluido nessa compilagao, a predominancia de C. felis felis sobre C. canis também
foi consistente, reforgando o padréo observado na regido Sudeste. Essa tendéncia
sugere que C. felis felis possui maior capacidade de adaptacdo ecoldgica e
parasitaria, especialmente em areas urbanas e periurbanas, em concordancia com a
elevada ocorréncia observada nos animais urbanos no presente estudo. Por outro
lado, C. canis tende a ocorrer em areas de maior altitude e a climas mais frios (Ahn et
al., 2018), enquanto C. felis felis esta associada a climas quentes e umidos (Moore et
al., 2024), o que pode contribuir para sua auséncia no ambiente avaliado.

Lu et al. (2023) em estudos recentes sobre as proteinas provenientes das
glandulas salivares de C. felis, identificaram a presenga de 902 proteinas codificadas
por RNA mensageiro (MRNA) expressos nas glandulas salivares, onde as proteinas
secretadas foram a classe funcional mais prevalente. Dessa forma, estudos sobre as
glandulas salivares e seu papel na fisiologia alimentar enriquecem o conhecimento
das interacdes parasito-hospedeiro. No entanto, a atividade de proteinas salivares e
intestinais da pulga C. felis felis tem sido pouco estudada quando comparada a outros
artrépodes hematoéfagos.

A quantificacao proteica obtida das amostras neste estudo revelou valores
meédios aproximados de 1,46 pg/intestino e 0,22 pg/glandula salivar, indicando maior
concentragdo de proteinas no trato intestinal em comparagdo as glandulas. Esse
padrdao é consistente com o observado em outros artropodes hematofagos. Em
A. aegypti, por exemplo, foram reportadas médias de 0,81 £ 0,02 uyg/glandula e 1,43
* 0,19 pg/intestino (Pereira-Filho et al., 2020), enquanto em Lutzomyia longipalpis as
concentragbes foram de 0,22 + 0,02 ug por glandula e 1,1 £ 0,09 pg por conteudo
intestinal (Mendes-Sousa et al., 2013).

Esses resultados sugerem que a maior concentragao proteica encontrada nos
extratos intestinais € uma caracteristica comum entre insetos hematéfagos,
possivelmente relacionada ao maior tamanho do intestino somado a intensa atividade

enzimatica envolvida na digestdo do sangue e no metabolismo de proteinas
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plasmaticas (Rodriguez-Rodriguez et al., 2022). Além disso, parte das proteinas
detectadas nos El derivam diretamente da dieta, principalmente considerando que as
pulgas utilizadas neste estudo ndo foram coletadas em jejum. Por outro lado, embora
as glandulas salivares apresentem menor concentragéo proteica, possuem secregdes
ricas em moléculas bioativas, responsaveis por modular a hemostasia e a resposta
imune dos hospedeiros durante o repasto sanguineo (Champagne, 2005; Sant’Anna
etal., 2024).

E sabido que a concentragdo de proteinas plasmaticas varia significativamente
entre hospedeiros vertebrados, inclusive de uma mesma espécie, refletindo diferencas
fisiolégicas e imunoldgicas (De Smet, 1978; Caron et al., 2022). Essas variagoes
interferem diretamente nos ensaios realizados, uma vez que niveis distintos de
proteinas circulantes podem influenciar a sensibilidade do sistema a acdo de
moléculas moduladoras. No presente estudo, a utilizagdo de diferentes diluicbes de
soro para cao, gato e lobo-guara foi necessaria para igualar a atividade das moléculas
do sistema complemento entre as espécies, evitando resultados imprecisos durante a
realizagdo dos ensaios. Para reduzir ainda mais o viés individual, o preparo de um
pool de amostras provenientes de cinco individuos de cada espécie, garantiu que os
resultados obtidos refletissem um perfil representativo e ndo particular de um unico
hospedeiro. Dessa forma, a padronizagao das diluicées e o uso de pools de soro para
0s ensaios anti-complemento, ou plasma para os ensaios anticoagulantes, permitiram
minimizar interferéncias decorrentes de diferencgas intrinsecas na concentragdo ou na
poténcia bioldgica das proteinas séricas, assegurando que as variagdes observadas
nos ensaios refletissem, de fato, diferengas reais na interacdo entre os extratos e a
cascata de coagulagéo e sistema complemento de cada espécie.

Durante o processo de hematofagia, a penetragcao do aparelho bucal na pele
do hospedeiro provoca lesdes teciduais e a ruptura de pequenos vasos sanguineos,
desencadeando a ativagdo das vias da coagulagédo (Linardi e Guimaraes, 2000;
Chaudhry et al., 2025). Dessa forma, a presenca de moléculas com atividade
anticoagulante é essencial para garantir o sucesso do repasto sanguineo (Koh e Kini,
2009; Paim et al., 2011). No presente estudo, foi observada uma discreta elevagao do
tempo de coagulagcdo em lobo-guara, caes 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 artropode, caracterizado por uma hematofagia rapida e intermitente.
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Estudos experimentais realizados com gatos corroboram esses achados. Cadiergues
et al. (2000) observaram pulgas virgens ingurgitadas apos 03 minutos de alimentagéo,
sendo o tempo médio de 25 £ 18 minutos para fémeas e 11 + 8 para os machos. Em
contrapartida, estudos com outros artropodes hematofagos que apresentam um perfil
de alimentagcdo semelhante ao das pulgas, como Aedes spp., Anopheles spp.,
flebotomineos e triatomineos, 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 analises transcriptbmicas da pulga
Xenopsylla cheopis, identificaram e caracterizaram um inibidor de trombina (XC-43)
com alta afinidade, capaz de interferir na coagulagado sanguinea. Entretanto, estudos
subsequentes de Lu et al. (2023), empregando abordagens transcriptbmicas
complementadas por analise protedmica, nao detectaram essa mesma molécula em
C. felis. Contudo, esses autores relataram a presenca de oito transcritos codificando
inibidores de serino peptidases, além de trés proteinas correspondentes identificadas
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Embora a
funcao especifica dessas moléculas em C. felis felis ainda seja desconhecida, os
autores levantam a hipotese de que um desses inibidores possa atuar sobre a
trombina ou no fator Xa, ou que a espécie possua um anticoagulante salivar ainda néo
descrito.

Uma das hipdteses é de que a presenga de outros anti-hemostaticos, como
vasodilatadores e inibidores da agregacgao plaquetaria, compense a baixa atividade
anticoagulante observada, uma vez que tais moléculas ja foram descritas nas
glandulas salivares de C. felis em analises transcriptdmicas conduzidas por Lu et al.
(2023). Além disso, evidéncias indicam que a agregacgao plaquetaria desempenha
papel mais relevante na hemostasia de pequenos vasos, quando comparada a
coagulagao (Ribeiro, 1987b; 1995; Champagne, 2004). Nesse contexto, artropodes
hematofagos que obtém sangue a partir de vasos superficiais da derme, como vénulas
e arteriolas, sdo beneficiados quando moduladores antiagregante plaquetario estao
presentes, os quais podem ser suficientes para assegurar o sucesso do repasto
mesmo diante de uma atividade anticoagulante limitada.

Surpreendentemente, néo foi observado aumento do tempo de coagulagao nos
ensaios in vitro utilizando El. Pouco se sabe sobre a biologia digestiva das pulgas, e

ainda sdo escassos os estudos voltados ao esclarecimento desses processos. No
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entanto, é sabido que diversas moléculas digestivas, como proteases, estao presentes
no intestino médio de artropodos hematofagos (Ribeiro et al., 2014; Pereira-Filho et
al., 2020; O'Donoghue et al., 2025). Uma das hipoteses levantadas seria que essas
enzimas possam ter degradado ou inativado os fatores anticoagulantes presentes nos
extratos intestinais, impedindo a detecgdo de atividade inibitdéria nos ensaios
realizados. Entretanto, essa hipotese é pouco fundamentada, pois a acédo das
proteases intestinais também degradaria componentes da propria cascata de
coagulagédo, resultando em inibigdo da coagulacdo plasmatica, o que nao foi
observado. Além disso, a ndo deteccdo de atividade anticoagulante intestinal,
mediada por moléculas de origem salivar, pode ter sido comprometida pela baixa
concentragéo, agravada pelo efeito de diluicdo dos extratos intestinais.

Em contraste, a hipétese mais consistente € que C. felis felis ndo dependa de
mecanismos anticoagulantes em nivel intestinal. Estudos comparativos conduzidos
por Silverman e Appel (1994), que analisaram a quantificagcao proteica do sangue de
gatos domésticos e das fezes de pulgas adultas alimentadas nesses mesmos
hospedeiros, observaram pouca divergéncia nos valores proteicos. Esses resultados
indicam que o sangue ingerido € rapidamente processado e eliminado em um curto
intervalo de tempo, havendo pouca digestdo. Tal caracteristica representa uma
adaptagao evolutiva dos individuos adultos, que priorizam o aproveitamento dos
nutrientes pelas larvas, as quais se alimentam das fezes das pulgas adultas,
especialmente em locais onde ha sobreposigao de ovos e excretas (Kern et al., 1992).
Além disso, larvas bem nutridas tendem a apresentar menor incidéncia de
canibalismo, reforcando o papel das fezes de individuos adultos como importante
fonte de nutrientes e perpetuagao da prole (Hsu et al., 2002). Esse padrao, contudo,
nao € observado em outros artropodes hematofagos, a exemplo de Cimex lectularius
e A. aegypti, cujos estagios imaturos ndao consomem fezes dos individuos adultos ou
onde nao ha sobreposicdo entre ovos e excretas (Silverman e Appel, 1994). Em
contrapartida, estudos de Araujo et al. (2007), utilizando triatomineos, correlacionaram
a presencga de anticoagulantes intestinais com a maior fluidez da ingesta ao longo do
trato gastrointestinal. No entanto, a auséncia de estudos transcriptémicos do intestino
em pulgas C. felis felis limitam a compreensao sobre a participacdo de outros
componentes anti-hemostaticos na facilitacdo da passagem da ingesta, visto a

auséncia de atividade anticoagulante aqui detectada.
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Até onde sabemos, apenas um estudo investigou a presenga de inibidores do
sistema complemento de C. felis (Cavalcante et al., 2003). Nesse estudo, os autores
nao detectaram efeito inibitério na via classica do sistema complemento humano,
sendo essa a unica via avaliada. Além disso, foram utilizados apenas EGS, o que
levou os autores a sugerirem que a inibigdo poderia ocorrer em outras vias ou por
moléculas intestinais. Os resultados do presente estudo corroboram, complementam
e confirmam essa hipotese. De fato, os EGS de C. felis felis ndo apresentaram
atividade inibitoria na via classica, em concordéncia com Cavalcante et al. (2003).
Além disso, no presente estudo, a auséncia de inibicdo também foi observada na via
alternativa, mas o El se mostrou efetivo na inibigcdo da via classica, compensando a
falta de inibidores salivares, embora tal efeito ndo tenha sido observado na via
alternativa.

Sabe-se que a presenga de mecanismos capazes de neutralizar o
complemento € essencial a sobrevivéncia de artropodes hematéfagos, prevenindo
lesdes no epitélio intestinal decorrentes da ativagdo desse sistema (Barros et al.,
2009; Khattab et al., 2015). Acredita-se que uma das particularidades das pulgas, em
comparacgao a outros artrépodes hematofagos, seja a auséncia de produgao de matriz
peritréfica pelas células epiteliais do intestino médio (Vaughan e Azad, 1993). Essa
matriz atua como uma barreira semipermeavel que protege o epitélio intestinal contra
danos mecanicos, patégenos e toxinas, além de regular a digestdo e a passagem de
moléculas no intestino médio (Lehane, 1997). Estudos transcriptdmicos realizados
com C. felis (Gaines et al., 2003) e X. cheopis (Bland et al., 2020) identificaram a
expressao de genes codificadores de peritrofinas (proteinas associadas a matriz
peritréfica) contudo, em ambas as espécies, ndo foram encontradas evidéncias
morfolégicas da formacdo de uma matriz funcional. A auséncia dessa estrutura torna
o epitélio intestinal das pulgas diretamente exposto ao sangue ingerido, elevando a
importancia de mecanismos complementares de prote¢cao (Vaughan e Azad, 1993;
Barros et al., 2009), como a inibigdo do sistema complemento aqui observado.

Embora C. brachyurus apresente manifestagdes clinicas 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 acao 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 classica
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do sistema complemento em caes, porquinhos-da-india e ratos, mas néo exerceu
efeito significativo sobre o complemento de galinhas. Assim, a auséncia de diferengas
entre lobo-guara, cado e gato observado neste estudo pode estar atrelado a
semelhancga estrutural e funcional dos componentes do sistema complemento entre
mamiferos, o que possivelmente limita variagdes significativas na agao dos inibidores
salivares e intestinais dentro de um mesmo grupo.

Uma das hipdteses que talvez justifique a maior suscetibilidade de animais
cativos as infestagdes por C. felis felis, incluindo o lobo-guara, pode estar relacionada
a fatores ambientais e de manejo (Cubas et al., 2007). A presenca de substratos nos
recintos, por exemplo, pode favorecer a permanéncia € o desenvolvimento dos
estagios imaturos do ectoparasito. Além disso, o uso repetido e restrito das mesmas
areas de descanso pelos animais, decorrente da limitagcdo espacial dos recintos,
contribui para o acumulo de formas livres no ambiente (Cubas et al., 2007; Dahm et
al., 2021). Essa sobreposicao entre areas de descanso e locais de oviposi¢cao das
pulgas aumenta o contato dos hospedeiros com as formas ambientais e fornece maior
disponibilidade de nutrientes (fezes e outros detritos orgéanicos) para o
desenvolvimento larval, favorecendo a manutencdo e o fechamento do ciclo
parasitario (Kern et al., 1992; Hsu et al., 2002).

Clark et al. (2018) demonstraram que o uso de habitats antropogénicos por
animais silvestres eleva em até 256% o risco de infestacdo por C. felis, em
comparagdo com especies que nao utilizam esses ambientes, evidenciando a
importancia da sobreposicdo de habitats na dindmica das infestagcdes. Nesse
contexto, a FPMZB de Belo Horizonte esta inserida em uma area urbana cercada por
domicilios e, apesar da proibicdo, € comum a circulagao de caes e gatos domésticos
errantes nas dependéncias do parque, o que aumenta a probabilidade de contato
indireto entre animais domésticos e silvestres. Além disso, o contato com a fauna
sinantrépica local, somado a intensa visitacédo publica, ambos potenciais carreadores
de ectoparasitos, sobretudo em estagios imaturos, favorece a introdugdo e a
manutengdo de populagdes no ambiente. Assim, a proximidade com fontes
recorrentes de ectoparasitos, aliada as limitagdes de espago e ao confinamento dos
animais, pode explicar a maior intensidade das manifestagdes clinicas observadas em
lobos-guara mantidos sob condig¢des de cativeiro.

Em adicdo, a gravidade do parasitismo pode ser decorrente de processos

inflamatorios locais associados a espoliagcdo sanguinea, combinado a processos
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sistémicos generalizados, os quais podem ou nao estar relacionados ao grau de
infestacdo. Nesse contexto, a hipersensibilizagcdo aos componentes salivares de
C. felis felis desempenha papel central, desencadeando dermatite alérgica
caracterizada por prurido intenso, automutilagdo e imunomodulagao, podendo agravar
comorbidades preexistentes e predispor ao desenvolvimento de infecgdes bacterianas
oportunistas. Em caes domésticos, por exemplo, a resposta sistémica ao parasitismo
se manifesta primariamente a partir da resposta cutédnea (Gross e Halliwell, 1985;
Wilkerson et al., 2004), no entanto, sdo necessarios estudos que investiguem como
os lobos-guara respondem as manifestacdes sistémicas decorrente do parasitismo,
como respostas medulares. Assim, € provavel que exista um impacto sanitario
subestimado na espécie, decorrente de uma resposta sistémica exacerbada, hipétese
que necessita ser investigada em estudos futuros voltados a imunopatogénese da
infestacao.

Em contrapartida, até onde sabemos, nao ha registros de ébito de lobos-guara
de vida livre por infestagdes de pulgas. Uma das caracteristicas que pode justificar
esse fato esta relacionada ao seu comportamento in situ. Em ambiente natural,
C. brachyurus apresenta atividade predominante crepuscular e noturna,
permanecendo em repouso durante o periodo diurno, geralmente abrigado em tocas
temporarias sob arbustos densos ou em areas com gramineas altas, evitando o calor
extremo (Dietz, 1984; Coelho et al., 2008). Ao anoitecer, se deslocam por dezenas de
quildmetros em um unico dia, em busca de recursos alimentares (Paula et al., 2013).
Sua maior atividade noturna contrasta com o maior periodo reprodutivo das pulgas,
quando as fémeas realizam a ovoposi¢ao (Dryden, 1989). Esse padrao mantém a
dispersdo das formas ambientais do pulicideo, quando os individuos estédo
parasitados, em vez de sua concentragcdo em locais de repouso, o que limita a
reinfestacao e reduz a probabilidade de manter altas infestagdes.

Todos os ensaios anti-complemento realizados neste estudo foram conduzidos
em pH 7,4, que corresponde ao pH fisiolégico do sangue e dos tecidos de hospedeiros
mamiferos, condi¢gdo na qual o sistema complemento apresenta melhor atividade. No
entanto, apds o repasto sanguineo, o pH do sangue ingerido pode sofrer alteragdes
significativas no interior do trato digestivo dos artropodes hematéfagos. Em
A. sculptum e L. longipalpis, por exemplo, foi observado que o sangue ingerido sofre
leve alcalinizagdo 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 triatomineos demonstram uma tendéncia oposta,
caracterizada pela acidificagcdo do conteudo intestinal apds a ingestdo de sangue,
atingindo valores de pH de 7,02 £ 0,05 (Barros et al., 2009).

Essas variagbes refletem adaptagbes fisiologicas especificas de cada
artrépode e podem influenciar diretamente a estabilidade e a atividade dos
componentes do sistema complemento, bem como a eficacia dos inibidores
produzidos por eles. De modo geral, os estudos indicam que flutuagbes no pH
intestinal tém potencial para modular a agao 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 fisioldgica (acima de 7,5
ou abaixo de 7,0) tendem a reduzir a eficiéncia da via alternativa, conforme relatado
para L. longipalpis e triatomineos (Barros et al., 2009; Mendes-Sousa et al., 2013).

Até o momento, ndo ha informagdes disponiveis sobre o pH intestinal de
C. felis, o que representa uma lacuna importante para o entendimento de sua biologia
digestiva e das interagbes com o sistema imune do hospedeiro. Se os inibidores sao
realmente necessarios para a protecdo do epitélio intestinal, entende-se que o
complemento estara ativo neste novo ambiente (SantAnna et al., 2024). A
determinacao desse parametro, aliada a realizagdo de ensaios anti-complemento em
diferentes condicbes de pH, é essencial para aprofundar o conhecimento sobre o
papel funcional das moléculas salivares e intestinais na evasao imune e na protecao
do epitélio digestivo.

A coleta das pulgas por conveniéncia representou uma das principais limitagdes
do estudo. Além da dificuldade em encontrar individuos naturalmente parasitados, foi
necessario manté-los vivos até o momento da dissecagdo, o que se mostrou um
desafio, visto que C. felis felis apresenta baixa sobrevivéncia fora do hospedeiro apés
o inicio da hematofagia. Em nossa experiéncia, considerando o processo de
dissecacao, ndo recomendamos o congelamento das pulgas por periodos superiores
a 10 minutos, pois esse procedimento pode provocar a ruptura das glandulas
salivares, inviabilizando sua obteng¢do. Além disso, como insetos ja possuem um
tegumento naturalmente rigido em fungéo da elevada quantidade de quitina (Hahn et
al., 2018), o ressecamento em decorréncia do congelamento torna seu exoesqueleto
quebradico, dificultando a dissecacao e aquisicao do material.

A auséncia de controle sobre o periodo de alimentacdo dos artrépodes pode

ter influenciado as quantificagdes proteicas obtidas dos EGS e EIl. O processo de
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hematofagia, associada a ndo exclusdo de amostras intestinais contendo sangue,
possivelmente contribuiu para o aumento nos valores proteicos detectados nos El.
Danchenko e Makaluso (2024) apontam que as glandulas salivares das pulgas sofrem
alteracdes estruturais ao longo do ciclo de vida, apresentando hiperplasia em fases
alimentares mais avancadas. Tais modificagdes estdo associadas a processos
fisiol6gicos mais amplos, uma vez que a maturagdo das gdénadas e a oviposi¢cao
resultam em alteragdes tanto nas glandulas salivares quanto no epitélio do intestino
meédio. Além disso, particularmente nas fémeas, a maturagdo do odcito leva a um
aumento expressivo do tamanho das células salivares, refletindo a estreita relagcéao
entre estado nutricional e reprodutivo na atividade secretora desses 6rgaos. No
entanto, as pulgas s&o insetos hematofagos que se alimentam varias vezes ao dia,
mantendo uma atividade alimentar frequente (Silverman e Appel, 1994). Isso contrasta
com outros insetos hematéfagos, como triatomineos, mosquitos e flebotomineos, que
tipicamente apresentam longos intervalos entre as refei¢gdes de sangue (Otalora-Luna
etal., 2015; Brackney et al., 2021). Nesses insetos, a atividade das glandulas salivares
segue ciclos mais definidos de deplegdo durante a alimentacdo e reposi¢cao
relativamente lenta posteriormente. Nas pulgas, o padrdao de alimentagcdo mais
continuo provavelmente sustenta uma atividade metabdlica mais constante nas
glandulas salivares, potencialmente reduzindo a variabilidade intra-amostra associada
ao estagio de alimentagéo.

Neste estudo, nao foi objetivo identificar a molécula salivar responsavel pela
atividade anticoagulante, nem a molécula intestinal associada a inibicdo da via
classica do sistema complemento, tampouco determinar em qual etapa dessa cascata
ocorre a atividade observada. Apesar dessas limitagdes, os resultados obtidos sao
consistentes e fornecem evidéncias importantes sobre o potencial modulador de
C. felis felis nas respostas hemostaticas e imunolégicas dos hospedeiros, contribuindo

de forma inédita para a compreensao da interacao parasito-hospedeiro.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Embora a hipdtese inicial de que as pulgas apresentariam maior eficiéncia
alimentar sobre o sangue do lobo-guara em comparagao aos mamiferos domésticos
nao tenha sido confirmada, este estudo fornece a primeira evidéncia cientifica de que
a modulagédo do sistema complemento ocorre predominantemente pela via classica

nos hospedeiros mamiferos avaliados e ensaios realizados, e é desencadeada
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predominantemente pelo intestino, enquanto as glandulas salivares atuam em
respostas imunofisiolégicas locais, com destaque para o efeito anticoagulante.

Esses achados representam um avang¢o no entendimento dos mecanismos
fisiologicos dessa espécie, contribuindo para preencher lacunas importantes sobre a
biologia das pulgas e aprofundar o conhecimento acerca das complexas interacoes
entre ectoparasitos e hospedeiros silvestres, especialmente em contextos de cativeiro
e proximidade com ambientes urbanos. Os resultados também oferecem subsidios
relevantes para o desenvolvimento de estratégias de conservagédo e de controle de
ectoparasitos, além de embasar processos de tomada de decisdo por gestores de
saude e conservagao da fauna silvestre.

As limitacbes levantadas reforcam a necessidade de que estudos futuros
adotem estratégias de coleta mais criteriosa, como a manutengdo das pulgas em
insetario e principalmente o controle do periodo de hematofagia, a fim de minimizar
viés experimental e aumentar a robustez dos achados.

Além disso, sugerimos que futuras investigagbes preencham lacunas sobre a
biologia intestinal das pulgas, além de explorar a realizagdo dos ensaios sob
diferentes condigdes de pH, além de caracterizar as moléculas anticoagulantes e
imunomodulatérias envolvidas nos processos. Outras estratégias de modulagao e
evasao imunolégica, como a interagdo com a via da lectina, a captacao do fator H e a
presenca de atividades antiagregante plaquetaria e vasodilatadora, também se tornam
necessarias. Adicionalmente, estudos direcionados as respostas organicas do lobo-
guara, como alteragdes hematoldgicas, bioquimicas, imunoldgicas e medulares frente
a puliciose, podem ampliar a compreensao sobre a maior sensibilidade dessa espécie

as picadas de C. felis felis.

8. CONCLUSOES

e Nas condi¢gbes experimentais empregadas, C. felis felis apresentou baixa
sobrevivéncia quando estdo fora do hospedeiro, principalmente apds o inicio do
processo de hematofagia, exigindo sua manutencdo em condigdes controladas de
insetario.

e Os processamentos realizados indicam que a saliva esta associada principalmente
a interferéncia na coagulacao sanguinea, enquanto moléculas da origem intestinal
estiveram relacionadas a modulagdes do sistema complemento, exclusivamente na

via classica.
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e As interacdes observadas entre o extrato intestinal e a via classica do sistema
complemento, bem como entre o extrato de glandulas salivares e a cascata de
coagulagao, ocorreram de maneira semelhante entre as espécies avaliadas, sendo
compativeis com a utilizagdo desses carnivoros como hospedeiros habituais de

C. felis felis nas condi¢cdes analisadas.
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ANEXO | - Declaragdo aprovagiao em Comité de Etica no uso de animais
(UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. . CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta é uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 206/2025

Titulo do projeto: Interagdes entre o Sistema Complemento do Lobo-Guara (Chrysocyon brachyurus) e a saliva de Ctenocephalides
felis felis: influéncia no desempenho alimentar do artrépode

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Julia Angelica Goncalves da Silveira

Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva

Situagao atual: Decis&o Final - Aprovado

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia 07/07/2025. Validade: 07/07/2025 a 06/07/2030.

Belo Horizonte, 08/07/2025.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (questionario)

Universidade Federal de Minas Gerais

Interacoes entre o Sistema Complemento do Lobo-Guara (Chrysocyon brachyurus) e
a saliva de Ctenocephalides felis felis: influéncia no desempenho alimentar do
artropode

Pesquisador: Julia Angélica Gongalves da Silveira
CIAEP/CEUA: -
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Objetivos do estudo: Investigar ainteracao da saliva da pulga Ctenocephalides felis felis
na modulacdo do sistema complemento do lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e
determinar a influéncia dessas interacdées no desempenho alimentar do artrépode.
Procedimentos a seremrealizados com os animais: As atividades serdo realizadas em
propriedades que possuem cées e gatos naturalmente parasitados por pulgas,
previamente autorizadas pelos responsaveis. Para a coleta dos ectoparasitos, os
animais serao contidos manualmente de forma cuidadosa, apenas durante o periodo
necessario para a inspecao e coleta. A inspegao consistira na avaliacdo minuciosa de
toda a extensdao do corpo, com énfase nas regides de maior predilegdo dos
ectoparasitos. As pulgas eventualmente presentes serdo coletadas manualmente e
acondicionadas em microtubos estéreis. Nao havera coleta de fluidos organicos.
Potenciais riscos para os animais: O procedimento envolve apenas contengéo fisica
manual e inspecado do pelame, sendo considerado minimamente invasivo. No entanto, é
possivel que alguns animais apresentem reacdes como leve estresse, desconforto,
inquietacao ou irritabilidade durante a manipulagdo, especialmente se nao estiverem
acostumados a serem contidos. Ressalta-se que nao havera qualquer tipo de
intervengéo dolorosa, aplicagdo de medicamentos ou coleta de material biolégico que
gere dor ou risco a integridade fisica dos animais. Cronograma: A estimativa para o
resultado do presente estudo é de 1 (um) ano a partir do inicio das coletas, que serado
iniciadas apds a aprovacgao pelo comité de ética no uso de animais (CEUA). Beneficios:
Os tutores dos animais participantes receberdo, ao final da inspecéo, orientagdes
individualizadas sobre o controle de ectoparasitos, incluindo informacdes sobre os
riscos que o parasitismo por pulgas pode representar para a saude dos animais e das
pessoas do convivio, como transmissao de patdégenos, desconforto e reacdes alérgicas.
Além disso, serao fornecidas recomendacodes sobre medidas eficazes de prevencao,
controle e tratamento antiparasitario, contribuindo para a melhoria da saude e do bem-
estar dos animais, bem como para a reducao do risco de infestacdo ambiental e de
zoonoses no domicilio.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participagcao do animal neste projeto:

Sua autorizacéo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo € voluntéria. Seu(s)
animal(is) podera(do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que iSso
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cause qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera
preservada. Os membros da CEUA ou as autoridades regulatérias poderao solicitar suas
informacgdes e, nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspecdes
regulares.

O Médico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) animal(is) sera o(a) Dr(a) Julia Angélica
Gongalves da Silveira, inscrito (a) no CRMV sob o n® 8185. Além dele, a equipe do
Pesquisador Principal: Pedro Henrique Cotrin Rodrigues (EV-UFMG), Adalberto Alves
Pereira Filho (ICB-UFMG), Jodo Paulo Soares Alves (EV-UFMG) e Ricardo Nascimento
Araujo (ICB-UFMG), também se responsabilizara pelo bem-estar do (s) seu (s) animal (is)
durante todo o estudo e ao final dele. Quando for necessario, durante ou apdés o periodo
do estudo, vocé podera entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua
equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: Pedro Henrique Cotrin Rodrigues (31) 992297834
Email: pedro.cotrinr@gmail.com

Profa Julia Angélica Gongalves da Silveira (31) 99932-9236 (31) 3409-2082.
Email: jangelicags@gmail.com

Endereco: Escola de Veterinaria da UFMG - Campus Pampulha da UFMG - Av. Anténio
Carlos, 6627 - Sao Luiz, Belo Horizonte - MG, 31270-901

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos
e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fuitambém informado que
posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de
Consentimento, declaro que autorizo a participacdo do(s) meu(s) animal(is)
identificado(s), a seguir, neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra
com o pesquisador.

, de de

Assinatura do Responsavel:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Nome:

Documento de Identidade (quando aplicavel):




