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RESUMO
Paleoparasitologia é o estudo de parasitos recuperados em remanescentes de animais
humanos e ndo-humanos. Um dos seus principais objetos de estudo sdo os coprodlitos, de
onde podem ser recuperadas diversas estruturas parasitarias. Neste trabalho sao discutidas
as observacgoes feitas por meio de microscopia Optica de 24 coprolitos de diferentes origens
zooldgicas, doados pelo Laboratério de Paleoparasitologia da Escola Nacional de Saude
Publica (ENSP)/Fiocruz em uma parceria feita com o Laboratério de Paleoecologia e
Paleoicnologia (LPP), da Universidade Federal de Sdo Carlos. As amostras sdo provenientes
do sitio paleontolégico e arqueoldgico Lagoa Uri de Cima, localizado na regiao de Salgueiro,
Estado de Pernambuco (Brasil), uma regido do semiarido no nordeste brasileiro. Apesar de
ter sido encontrado um necrobioma formado por fungos e acaros em 45,83% e 8,33% das
amostras, respectivamente, ainda assim foi possivel recuperar itens como remanescentes de
dieta e estruturas parasitarias, além de espiculas de esponjas, diatomaceas e outros itens
bioldgicos. Na analise paleoparasitoldgica, principal objetivo do trabalho, duas das amostras
foram positivas para parasitos gastrintestinais. A amostra A2726 (8.800£1320 anos AP)
apresentou ovos de Cestoda, semelhantes a Diphyllobothrium sp., e A2712 (4.600+900 anos
AP) apresentou uma larva de Nematoda e 260 oocistos de Eimeria sp., possivelmente uma
nova espécie desse género. A presenga de apenas uma espécie, mas com mais de um
morfotipo, foi sugerida por uma analise por grafos, inédita para esse fim, visualizada com o
Programa Gephi v. 0.9.1. Os resultados positivos para parasitologia ajudaram a confirmar a
origem zoolégica dos coprolitos, além de indicar que as populagdes animais do Pleistoceno
Final/Holoceno que viviam no entorno da paleolagoa Uri de Cima eram acometidas por
parasitoses. A relagao do necrobioma com a matéria organica presente no material fecal, os
diversos fatores tafonbmicos que podem alterar as caracteristicas iniciais do material e as
possiveis alteracbes nas relagdes parasitarias em situagcdes de perda de hospedeiros e

reservatorios por conta de extingdes também sao discutidas no presente trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Necrobioma, Tafonomia, Eimeria, Paleofauna, Nordeste do Brasil,

Espongofauna



ABSTRACT
Paleoparasitology is the study of recovered parasites from human and no human animals
remains. One of the main focuses of the Paleoparasitolgy are coprolites, from which various
parasitic structures can be recovered. In this work 24 coprolites from different zoological
origins were observed by optical microscopy. They were donated by the Laboratério de
Paleoparasitologia of the Escola Nacional de Saude Publica (ENSP)/Fiocruz in a partnership
with the Laboratério de Paleoecologia e Paleoicnologia (LPP), Universidade Federal de Sao
Carlos. The samples come from the paleontological and archaeological site Lagoa Uri de
Cima, located in the region of Salgueiro, State of Pernambuco (Brazil), in semi-arid region in
the Brazilian Northeast. Although necrobioma formed by fungi was found in 45.83% of the
samples and by mites in 8.33% of them, it was still possible to recover items such as diet
remnants and parasitic structures, as well as sponge spicules, diatom and other biological
items. In the paleoparasitological analysis, main objective of the work, two of the samples
were positive for gastrointestinal parasites. The sample A2726 (8,800 + 1320 years BP)
presented Cestoda eggs, similar to Diphyllobothrium sp., and A2712 (4,600 + 900 years BP)
presented one Nematoda larvae and 260 Eimeria sp. oocysts, possibly a new species of this
genus. The presence of only one species, but with more than one morphotype, was
suggested by a graphical analysis, unprecedented for this purpose, visualized with the
software Gephi v. 0.9.1. The positive results for parasitology support the zoological origin of
the coprolites and indicating that the animal populations of the Pleistocene/Holocene that
lived in the surroundings of the Uri de Cima were affected by parasitoses. The relationship
between necrobioma and organic matter present in the fecal matters, the taphonomic agents
that may alter the initial characteristics of the material and the possible implications in the
parasite relations in situations of loss of hosts and reservoirs due to extinctions are also

discussed here.

KEYWORDS: Necrobiome, Taphonomy, Eimeria, Paleofauna, Northeastern of Brazil,

Freshwater sponges



1. INTRODUGAO

A Paleopatologia foi definida por Ruffer (1913) como o estudo das doencgas
registradas em vestigios de animais humanos e ndo-humanos em tempos antigos. Uma das
primeiras publicacbes em paleopatologia data de 1774, com Johann Friedrich Esper
descrevendo a fratura na pelve de um mamifero do Pleistoceno, ao que se seguiram diversos
estudos de animais extintos (Souza, 2011). Mais tarde, no século XIX, patologistas médicos,
como Rudolph Virchow, Marc Armand Ruffer, J. N. Czermack, L. A. Gossie e K. W. Mayer,
entre outros, passaram a utilizar as possibilidades de diagnéstico para estudar achados
arqueoldgicos, utilizando técnicas como radiologia e histologia na analise desses materiais
(Aufderheid e Rodriguez-Martin, 1998; Ferreira et al., 2008; Souza, 2011).

No inicio do século XX, Sir Marc Armand Ruffer cunha o nome de “paleopatologia”
para os seus estudos histo-patolégicos em mumias do Egito Antigo (Ruffer, 1921; Duarte et
al., 2006). E ele também quem lanca técnicas de reidratacdo de tecidos possibilitando a
recuperacao de material e o estudo de parasitos em tecido mumificado, como em seu estudo
pioneiro de ovos de Schistosoma haematobium nos rins de mumias egipcias. Na América do
Sul, destacam-se as publicagcbes de Zambaco-Pacha sobre a antiguidade da sifilis (um
estudo epidemioldgico de 1897) e da lepra (publicado em 1914); e do arquedlogo Julio C.
Tello, que publicou um livro em 1909 sobre a antiguidade da sifilis e sua provavel existéncia
na regiao do Peru em periodos pré-colombianos (Aufderheid e Rodriguez — Martin, 1998).

No Brasil, a paleopatologia também comecga no século XIX. De acordo com Souza
(2011), nesse periodo destaca-se a escassez de profissionais envolvidos, e, no caso dos
estudos dos remanescentes de corpos humanos, durante mais de um século eles foram
direcionados quase que exclusivamente pela antropologia fisica, com mais interesse na
descricdo de cranios e outros remanescentes 6sseos. Essa mesma autora afirma que foi por
conta de tais aspectos que no Brasil essa ciéncia se desenvolveu de maneira mais lenta e
gradual do que em outros paises. Entretanto, atualmente apresenta uma grande importancia
no cenario mundial, contribuindo com diversos estudos na area (Souza, 2011). Ainda assim,
Ferigolo (2007) afirma que ha pouco interesse por parte da maioria dos paleontélogos e
outros profissionais que ndo dao a devida atengdo a paleopatologia de vertebrados,

ignorando como essa ciéncia contribui para a compreensao do papel do grupo em estudo,
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das relagbes ecoldgicas entre os taxons e destes com 0 meio. Segundo esse mesmo autor, a
Epidemiologia seria a area mais importante ndo da Medicina, mas sim da Ecologia, sendo a
Paleopatologia entdo uma area da Paleoecologia. As doengas sédo ecoldgico-dependentes, e
em relagcdo aos mamiferos (e demais grupos de vertebrados), os micro e macroparasitas
seriam um dos principais reguladores de populagdes, tanto atuais quanto do passado
(Ferigolo, 2007).

Aufderheid e Rodriguez-Martin (1998) chamam atencgéo para o fato de que no inicio
do desenvolvimento da paleopatologia ndo havia uma preocupagdo com os aspectos da
paleoepidemiologia, e a relagdo das patologias com os habitos culturais das populacdes
hospedeiras humanas. Eles afirmam que foi a partir da década de 1940 que os
paleopatologistas comegaram a abordar novos conceitos e adicionar outros pontos de vista,
entendendo a paleopatologia como uma importante ferramenta para compreender o passado
das populagdes, relacionando-a, por exemplo, a paleoepidemiologia e a paleodemografia.

Na década de 1970, influenciados pelas ideias de Lawrence Angel, de uma
abordagem mais voltada a paleoepidemiologia, pesquisadores brasileiros passaram a
agregar perspectivas populacionais a paleopatologia, levando em consideragdo tanto
caracteristicas temporais e geograficas como também culturais e as relagdes biologicas
(Souza, 2011) intra e interespecificas. A linha da patoecologia, por exemplo, busca relacionar
0s achados de parasitos com a ecologia e as caracteristicas culturais das populag¢des antigas
(Ferreira et al., 2008).

Dentre outras diversas interpretagcdes possiveis dentro da Paleopatologia, estédo
ainda as evidéncias acerca dos diversos processos evolutivos, sobre relagdes filogenéticas,
sobre a histéria das doencgas (incluindo origem e evolugédo das infecgdes) e sua utilizagéo
como ferramenta para evitar erros em sistematica, diferenciando o que séo caracteristicas de
Novos grupos € o que sao anomalias, alteragdes senis (como artrose e discopatias) ou
degenerativas (causadas por traumas, sobrecarga ou infecgdes) (Ferigolo, 2007). Como
exemplo dessa ultima aplicagdo, esse mesmo autor cita os estudos com o Megatheriidae
“Essonodontherium”, que foi proposto pelo fato de um espécime encontrado apresentar um
dente a menos do que é predito na férmula dentaria de preguigas. Entretanto, em estudos
posteriores utilizando métodos radioldgicos, foi possivel perceber um fusionamento de dois

dentes, demonstrando ser, na verdade, uma anomalia do espécime estudado.
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Em populagbes humanas, nos sitios arqueoldgicos por vezes ha registros que
fornecem mais evidéncias sobre habitos culturais que podem ter influenciado na relagao e
evolucdo dos processos saude-doenca nessas populacdes. Como exemplo estdo os
registros pictoricos, indicando caga de outros animais e indicagdo de consumo de
determinados alimentos; além de objetos artisticos que indicam estados patolégicos, como
os huacos, estatuetas antropomorficas peruanas, pré-colombianas, que representam lesdes
de leishmaniose tegumentar. Isso além das fontes diretas de informagdes, como
observagbes de corpos mumificados, ossos, esqueletos e dentes, ajudando nas inferéncias
sobre traumas, anemias, tumores e doengas parasitarias e causadas por microrganismos,
como tuberculose, hanseniase e treponematoses (Duarte et al., 2006).

Uma ramificacdo da paleopatologia é a paleoparasitologia, o estudo de parasitos
recuperados de remanescentes de animais em sitios arqueoldgicos e paleontoldgicos
(Ferreira e Araujo, 2005; Morrow et al., 2016). A associagao entre paleontélogos, arquedlogos
e pesquisadores de parasitologia levou ao desenvolvimento dessa ciéncia, que trabalha em
boa parte com a analise de coprélitos, que sdo fezes mineralizadas ou preservadas por
dessecacao (Gongalves et al., 2002). Reinhard et al. (1986) afirmam que coprélitos podem
fornecer evidéncias excelentes de parasitismo por helmintos, podendo por vezes apresentar
boa preservacgéao inclusive da sua morfologia (uma das informagdes usadas em um conjunto
de caracteristicas para identificacdo dos parasitos). E em casos de dessecagao, inclusive
larvas também podem acabar sendo preservadas (Reinhard et al., 1986). Tais estudos em
Paleoparasitologia, a partir da década de 1960, ganharam forga por conta do
desenvolvimento de técnicas de reidratacao mais eficientes que permitem manter melhor a
integridade dos ovos, larvas e outras estruturas dos parasitos, permitindo recuperar uma
maior quantidade de evidéncias da ocorréncia desses organismos, aliando tais técnicas de
reidratacdo de material antigo, constantemente aprimoradas, a técnicas de analises
parasitologicas atuais e comumente utilizadas nos laboratérios clinicos (Reinhard et al.,
1986).

No Brasil, as primeiras pesquisas na area tinham como objetivo investigar a crenga
de que as doengas parasitarias em populagdes humanas ndo eram significativas antes da
colonizagéo europeia do Novo Mundo (Reinhard et al., 1986; Ferreira et al., 2008). Segundo

essa teoria, a maioria das doengas que atualmente sdo de grande importancia médica nas
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Américas, como sifilis, lepra e as parasitoses intestinais teriam vindo junto com os
colonizadores europeus no século XV. Em 1979, foi apresentado o primeiro resultado de
ancilostomideos e Trichuris ftrichiura em material datado de época pré-colombiana
(Gongalves et al., 2002; Duarte et al., 2006). A partir de entdo, diversos trabalhos tém
indicado rotas de infecgbes parasitarias, indicando quais ja se encontravam no continente
americano e quais foram trazidas pela referida colonizagéo europeia.

Considerando os constantes ajustes e melhorias nas metodologias utilizadas pela
paleopatologia e pela paleoparasitologia, e as diferentes abordagens possiveis na
interpretacdo dos resultados obtidos em suas analises, fica claro o seu carater
multidisciplinar (Reinhard et. al., 1986; Ferigolo, 2007). Para melhores interpretagbes, devem
ser somadas abordagens bioldgicas (como biologia dos parasitos, ecologia, palinologia,
genética de populagbes, paleontologia) com a geologia e a epidemiologia, por exemplo
(Duarte et al., 2006).

No caso da Paleoparasitologia, apesar das dificuldades as vezes enfrentada na
definicdo da sua origem zooldgica (Opik, 1953; Duarte et al., 2006; Souto, 2007), ou seja,
qual grupo animal produziu a amostra, os coprélitos podem fornecer variadas informagoes,
permitindo inferéncias sobre origem e dispersao de parasitoses, diversidade de parasitos em
populag¢des de hospedeiros, caracteristicas do paleoambiente, paleovegetacao, paleoclima e
patoecologia (Reinhard et. al., 1986; Araujo et al., 1998; Gongalves et al., 2002; Scheel-Ybert
et al., 2003; Duarte et al., 2006; Ferreira et al., 2008; Fugassa et al., 2010; Souza, 2011).

Além disso, as formas evolutivas dos parasitos encontrados auxiliam nos estudos
sobre as relacbes dos agentes parasitarios e seus hospedeiros, 0s processos evolutivos
envolvidos, relagdes filogenéticas e a historia das doengas — incluindo origem e evolugéo das
infeccdes (Duarte et al., 2006; Hugot et al., 2014). Por exemplo, Dentzien-Dias et al. (2013)
relataram o achado de 93 ovos de possivel cestédeo em coprélito de elasmobranquio do
Permiano Médio, aproximadamente 270 milhdes de anos antes do presente (AP), da
Formacgéo do Rio Rasto, na Bacia do Parana (Brasil). Esse € até entdo o mais antigo registro
de ovos de helmintos em vertebrados, demonstrando que essa relagdo ocorre desde, pelo
menos, o Paleozoico. Em 2014, Hugot et al. publicaram o registro mais antigo de

nematodeos (Nemata: Oxyurida) em Cynodontia (cerca de 240 milhdes de anos AP) do
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Tridssico Superior do Rio Grande do Sul (Brasil), demonstrando que esse grupo de parasitos
ja estava presente possivelmente em um ancestral mamaliforme.

O principal objetivo do presente trabalho foi analisar coprolitos de animais humanos
e nao-humanos provenientes do Sitio Lagoa Uri de Cima, buscando remanescentes
alimentares e parasitos gastrintestinais. Como objetivos especificos buscou-se identificar a
origem zooldgica das 24 amostras por meio de observagdes microscopicas (parasitos e
inclusdes alimentares) e desenvolver comparagbes com estudos parasitolégicos atuais,
identificando relacbes parasitarias relatadas no presente e no passado das populacdes

humanas e nido-humanas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

A paleolagoa denominada Lagoa Uri de Cima esta localizada na regido de
Salgueiro, Estado de Pernambuco (Brasil) (Fig. 1), nas coordenadas 39°10'35"W e
8°04’42”S. Apresenta 199 m de comprimento, 92 m de largura e um hectare de area
escavavel, sendo um sitio paleontologico e arqueoldgico a céu aberto (Fig. 2A e B),

O sitio esta inserido em uma regido onde predominam inselbergs e macigos
graniticos, com encostas bastante acentuadas e intercaladas por solos arenosos em areas
pediplanadas e afloramentos rochosos em forma de lajedos. Ja no depocentro da lagoa, a
rocha-méae encontra-se bastante intemperizada, formando isalterita de coloracdo esverdeada
e textura argilosa. Canais temporarios drenam as areas mais baixas, sob carater confinado e
correndo sobre leito rochoso. A area do entorno da paleolagoa esta inserida nos dominios da
bacia hidrografica do Rio Terra Nova, que apresenta regime intermitente (Mutzenberg et al.,

2013).
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Figura 1: Mapa indicando a localizagédo geografica do Sitio Lagoa Uri de Cima, no Nordeste

do Brasil.
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Figura 2A e B: Visao geral do sitio paleontolégico e arqueoldgico Lagoa Uri de Cima,
Pernambuco (Brasil). Modificadas de Mutzenberg et al., 2013.

Entre os anos de 2010 e 2012 foi realizado um trabalho de prospeccdo mediante
um projeto do Instituto de Arqueologia, Paleontologia e Ambiente do Semiarido (INCT/CNPq

— INAPAS) em carater de acompanhamento do Projeto de Integragdo do Rio Sao Francisco
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com as Bacias Hidrograficas do Nordeste Setentrional — Ministério da Integragdo Nacional.
Para tal, foram reunidos pesquisadores de diversos estados do pais, trabalhando de forma
multidisciplinar no planejamento operacional, no trabalho de campo (Fig. 3) e,
posteriormente, em seus respectivos institutos de pesquisa (Pessis et al., 2013). Foram
utilizadas como unidades basicas trincheiras de 4m x 2m, que depois originaram trincheiras

maiores (Fig. 4 e 5), seccionando a paleolagoa de forma a gerar um perfil estratigrafico

completo, tanto transversal como longitudinal (Pessis et al., 2013).

Figura 3: Visao geral do trabalho de prospecc¢ao do Sitio Arqueoldgico/Paleontolégico Lagoa
Uri de Cima, Salgueiro — PE. Fonte: Pessis et al., 2013.
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Figura 4: Niveis e trincheiras na prospecgao do Sitio. Fonte: Pessis et al., 2013.
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Figura 5: Estratigrafia da Lagoa Uri de Cima. Foram coletadas
amostras em todos os niveis entre 3 e 1-A. Fonte da imagem:
Felice et al., 2013.
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Secao estratigrafica tipo - Lagoa Uri de Cima
Horizonte A - Vertissolo.

Sedimenio arenc-arplosc com fenoclasios
de sexos polimilicos e presenca de

3.500+360 . infiltracdo carbonatica. Pedoturbagdo na

formacio de um Honzonte A de um verissalo,

anos AP

Fluxo de lama.

Nivel 1A

Sedimenlo areno-argilose com fenoclastos
de seixos polimilicos e presenca de
infiliracho carbonatica

Fluxo de lama.

Nivel 1B

Cascalheira madia de fabnca abarta com
prasenca de
seix0s angulosos, suporlada por matniz aneng-
argilosa.

Fluxo de detritos.

Maior concentracio de vesligios

arqueclogicos.

Nivel 1B-2
Sedimento argiloso (esmectitas) com indicios
de bicturbacio.
Deposicdo lacustre bioturbada
8. 800+580 Vestigios arqueocldgicos e 0ss0s de
anos AP paleafauna.
Nivel 2
Sedimento de textura arenosa @ granulos de
quartzo
Fluxo canalizado.
Ossos de paleofauna.
Nivel 3
Cascalheira média suportada por dlastos e
cmentada por
concrecao carbonatica
Fluzo canalizado.
Ossos de paleofauna,

Figura 6: Secao estratigrafica-tipo da Lagoa Uri de Cima. As amostras do presente

trabalho foram coletadas do Nivel 3 ao Nivel 1-A da Lagoa. Fonte da imagem:
Mutzenberg et al., 2013.
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2.2. Coleta e reidratagcao do material - ENSP/FIOCRUZ

Diversos materiais foram coletados no sitio, incluindo excrementos fossilizados.
Nestes casos, os coprolitos eram acondicionados em recipientes individuais e estéreis,
seguindo protocolo padronizado para evitar contaminagdo, e transportados para o
Laboratorio de Paleoparasitologia da Escola Nacional de Saude Publica (ENSP), Fiocruz, no
Estado do Rio de Janeiro (Sianto et al., 2013).

Nesse Laboratério, as amostras foram medidas, escaneadas e/ou fotografadas e
registradas na colegdo. Seguiu-se uma analise inicial, de triagem, para reconhecimento do
que eram de fato coprolitos e os que eram, na verdade, estruturas ndo-biogénicas, formadas
por concregdes. As amostras confirmadas como coproélitos foram individualmente reidratadas.
Para tal, cada uma teve uma porgdo de cinco gramas do seu conteudo mais interior
retirados, evitando as regides mais externas, que poderiam apresentar contaminagdes de
quando as fezes frescas foram depositadas no sedimento. Os cinco gramas foram
reidratados em solugcéo aquosa de fosfato trissdédico (NasPO,4) a 0,5% por um periodo de 72
horas (Callen e Cameron, 1960), mantendo temperatura de 8°C, para evitar proliferacdo de
microrganismos, como fungos e bactérias. No caso das amostras mineralizadas, houve um
tratamento adicional (modificado de Reinhard et. al., 1986). Para auxiliar na sua
desagregacao e reidratacao, foi adicionado acido cloridrico em uma quantidade de cerca de
5% do seu volume total, fornecendo tempos de pausa de 30 minutos, e utilizando agitador
magnético por 2 minutos para auxiliar na desagregag¢ao. Quando a maior parte do conteudo
estava desagregada, mostrando ser possivel uma posterior preparagdo em laminas para
observacado microscopica, a amostra foi vertida em calice cénico contendo telas metalicas
com malha de 300 pm.

Os itens retidos nas telas foram separados para analise em futuros estudos. O
restante da amostra permaneceu no calice, sedimentando, por no maximo duas horas, para
evitar maior tempo de exposicdo ao acido cloridrico. Apds esse periodo, o conteudo foi
pipetado, transferido para um tubo cénico de centrifuga de 50 mL e centrifugado por cinco
minutos a 2500 rpm, para concentragao dos vestigios microscopicos. O liquido sobrenadante
formado foi descartado, e foi utilizada agua destilada para mais trés lavagens como essa. Ao
final da ultima lavagem, foi acrescentada solugéo de formol acético 40% para preservacgéo da

amostra.
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2.3. Preparacao, observacao e analise das amostras — DEBE/UFSCar

Em uma parceria firmada no ano de 2016, a ENSP/Fiocruz doou para o Laboratorio
de Paleoecologia e Paleoicnologia (DEBE-UFSCar) 0,5mL de 24 amostras confirmadas como
coproélitos, que receberam o tratamento anteriormente descrito. Na Universidade Federal de
Sao Carlos, no Laboratério de Microbiologia (Departamento de Morfologia e Patologia), os
tubos contendo as amostras foram levados ao agitador automatico por 5 segundos, tempo
em que houve homogeneizagdo do material. Em seguida, foram pipetados 10 uL de cada
amostra e transferidos para laminas de vidro de 26 x 76 mm, cada uma recebendo 10 pL de
uma solugéo de glicerol 60%. As solu¢des foram homogeneizadas na propria lamina, que em
seguida foram cobertas com laminula de 22 x 22 mm. Para cada amostra preparada, metade
das laminas recebia a solugéo de glicerol 60% misturada com lugol, enquanto a outra metade
recebia apenas a solugéo de glicerol, ndo sendo, portanto, corada. Para cada uma das 24
amostras, foi preparado um numero entre 2 e 30 laminas para observacao. As laminas foram
levadas ao Laboratorio de Biotecnologia de Algas (Lalgas/UFSCar), observadas em
microscopio optico Nikon Eclipse e fotografadas com uma camera Nikon DS — Fi2, utilizando
o software NIS — Elements F, v. 4.0. Os itens observados foram medidos utilizando o
software Image J. Os coccidios medidos foram comparados utilizando analise de
semelhancga por grafos, com resultados visualizados com o software Gephi v. 0.9.1 (Bastian

et al., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As laminas observadas apresentaram estruturas vegetais, tais como pdélens, amido
e fitdlitos. Também foram encontradas espiculas de esponjas em 14 amostras (58,33%) e
estruturas fungicas em 11 amostras (45,83%). Em uma das amostras (A2681a) também foi
encontrado um acaro (Arachnida, Acari). Duas amostras (8,33%) apresentaram parasitos
gastrintestinais (protozoarios e helmintos). Em alguns coprolitos também foram recuperados
diatomaceas e outros itens de origem biologica.

Quanto a identificagdo da origem zoolégica, ainda no Laboratério de
Paleoparasitologia, na ENSP/Fiocruz, antes da doacédo para a UFSCar, as 24 amostras
passaram por uma triagem inicial, com observagao das suas caracteristicas morfométricas.
Utilizando o trabalho de Chame (2003), tais caracteristicas foram comparadas as de fezes de
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grupos animais atuais, sendo utilizadas como uma tentativa prévia de identificagdo de grupos
taxondbmicos animais aos quais os coprélitos corresponderiam. Na UFSCar, no presente
trabalho, no Laboratério de Paleoecologia e Paleoicnologia, os itens bioldgicos recuperados
forneceram mais informag¢des utilizadas para confirmagdo das origens zooldgicas dos
coprolitos.

Os resultados obtidos estao sintetizados na tabela 1, e descritos abaixo, para cada

amostra.
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Tabela 1. Amostras analisadas e sua datacdo (método de Luminescéncia Opticamente
Estimulada), origem zooldgica, numero de laminas analisadas, presenca de necrobioma e
resultados da analise paleoparasitoldgica.

. .
Datagdo (LOE)  Origem .\ € Parasitos
Amostra > laminas gastrintes
(em anos AP)  zooldgica .
analisadas
A2653 8.8004£1320 Fossivelmen 06
te humano
A2654  18.600+1470 .. Nao 06
identificada
A2657  Néo informada FoSsivelmen 06
te carnivoro
A2661 8.8004£1320 Fossivelmen 06
te herbivoro
A2667 18.600+1470 " ossivelmen 06
te carnivoro
A2670 18.600£1470 ., Nao 06
identificada
A2675 8.800£1320 .. Nao 02
identificada
A2678 34.6004690 ' ossivelmen 10
te herbivoro
A2679 18.600+1470  Felidae 02
A2681a 8.800+1320 Felidae 02
A2681b 8.800+1320 Felidae 02
A2683a Nao informada Felidae 02
A2683b Nao informada Felidae 02
A2703  8.800+1320 TOSS"’e,'me” 02
e carnivoro
A2712 4600900 ossivelmen 26
te herbivoro
A2713  8.800+1320 ., Nao 02
identificada
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o} .
Datag&o (LOE) Origem N° de Parasitos

Amostra (em anos AP)  zoolégica l&minas Fungos Acaros gastrintes
9 analisadas tinais
Possivelmen
A2717 8.800+1320 te humano 02 - - -
A2719  8.80041320 ossivelmen ., i ] -

te humano

Possivelmen
A2726 8.800+1320 te Carnivoro 20 + - +

Nao

A2728 8.800+1320 identificada 02 - - -

A2730 8.800+1320 Nao 02 - - -
T identificada

Nao

A2737 8.800+£1320 (?) identificada 02 + - -

A2740  8.800+1320 Nao 02 i i _
T identificada

A2741  8.800£1320 Nao 06 N i _
T identificada

Legenda: " - indica resultado negativo; “+” indica resultado positivo; “(?)” indica informagao

incompleta quando da coleta da amostra.

3.1. RESULTADOS POR AMOSTRA

Amostra A2653

Datacédo (LOE): 8.800+1320 anos AP
Origem zoolégica: Possivelmente humano
Foram recuperados remanescentes espiculares (Fig. 7), além de visualizado

material vegetal fragmentado, aparentemente sem possibilidade de identificagao.

28



Figura 7. A-F: Diversidade de remanescentes espiculares recuperados em A2653.

Amostra A2654

Datagéo LOE: 18.600+1470 anos AP
Origem zoolégica: Nao identificada

Em A2654 foram recuperadas diversas diatomaceas, espiculas de esponjas e

estruturas fungicas (Fig. 8).
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Figura 8: Diatomacea céntrica, fotografada com obervagédo por
microscopia de contraste de fase; B e C. Fragmentos de
diatomaceas indeterminadas; D-F. Diversidade de remanescentes
espiculares; G e H. Alguns dos possiveis fragmentos de
estruturas fungicas encontrados em A2654.

Amostra A2657
Datagao LOE: Nao informada

Origem zoolégica: Possivel carnivoro

O material observado nas laminas encontrava-se bastante fragmentado, nao

fornecendo informagdes que permitissem identificagdo dos itens bioldgicos remanescentes

de dieta. Foram encontrados também esporos de fungos sugestivos de Drechslera-tipo (Fig.

9).
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Figura 9: Fungo encontrado em
A2657, possivelmente
Drechslera-tipo.

Amostra A2661

Datagéo LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Possivel herbivoro

Nessa amostra foram encontrados diversos fragmentos de material vegetal
(exemplificados na Fig. 10G), o que sugere uma dieta herbivora, confirmando a identificagao
inicial, pela observacao das caracteristicas morfométricas. Também foram recuperadas algas

nao-identificadas e diversos remanescentes espiculares (exemplos na Fig. 11).

. o e VIR oo DRI A
Figura 10: A-C. Fragmentos de algas; D-F. Remanescentes vegetais.
G. Campo ilustrando material de origem vegetal em A2661.
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Figura 11: Conjuntos de remanescentes espiculares recuperados na amostra
A2661.

Amostra A2667

Datagao LOE: 18.600+1470 anos AP

Origem zoolégica: Possivel carnivoro

O material observado na lamina se mostrava bastante fragmentado, mas foi

possivel a recuperacao de alguns fitdlitos, tecido vegetal, algas e fungos (Fig. 12).

Figura 12: A-D. Vestigios vegetais, manescentes de ieta; F-G. Aigas indeterminadas;
H. Esporo de Drechslera-tipo.
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Amostra A2670
Datagao LOE: 18.600+1470 anos AP
Origem zooldgica: Nao identificada

Foram recuperados fragmentos de diatomaceas e conjuntos espiculares (Fig. 13).

§

Figura 13: Fragmntos de algas; D e E. Espiculs de esponjas encontradosem
A2670.

Amostra A2675

Datagao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Nao identificada

Além do resultado ser negativo na analise paleoparasitolégica, ndo foi possivel
recuperar nenhuma informagado de vestigios de dieta nessa amostra, ja que a observacgao
das laminas mostrou material bastante fragmentado. Os unicos itens recuperaveis foram os

esporos de fungos, numerosos em todas as laminas observadas (Fig. 14).
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Amostra A2678

Datacao LOE: 34.600+690 anos AP

Origem zoolégica: Possivel herbivoro

A amostra foi negativa na analise parasitologica. Exemplos dos itens recuperados

estdo demonstrados na Fig. 15.

Figura 15: A-C: Algas indeterminadas; D. Corpos silicosos (setas vermelhas);
E. Grande quantidade de remanescentes espiculares (setas vermelhas) em
A2678, em comparagao as demais amostras; F-G. Exemplos de espiculas de
esponjas; H. Fungo indeterminado; I-L. Fitdlitos.
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Amostra A2679

Datacao LOE: 18.600+1470 anos AP

Origem zooldgica: Felidae

Nessa amostra ndo foram encontrados remanescentes de origem bioldgica que
fossem identificaveis. O material recuperado se mostrava bastante fragmentado (Fig. 16),
semelhante ao encontrado nas outras amostras também originadas de animais com dieta
carnivora. Essa informacgéo € mais um indicador do coprélito como sendo de Felidae, ja que

na triagem inicial foi registrada duvida entre os grupos Felidae e Equidae.
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Figura 16: Material bastante fragmentado em A2679.

Amostra A2681a/b

Datacgao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Felidae

Material recuperado na analise microscépica bastante fragmentado e com poucos
remanescentes vegetais (tais como podlens e fitdlitos) discerniveis (Fig. 17). Essa informagao,
junto com o fato de que foi encontrado um possivel pelo animal, pode confirmar a sugestéao,

pela analise inicial, de que se trata de um Felidae.
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Figura 17: Itens recuperados em A2681a. A-B. Remanescentes espiculares; C.
Possivel acaro; D. Estrutura fungica de espécie indeterminada; F. Possivel pelo; E.
Campo ilustrando o grau de fragmentacdo do material, seta azul indicando vestigios
bastante fragmentados de dieta e setas vermelhas indicando espiculas.

Amostra A2683a/b
Datagao LOE: Nao informada
Origem zoolégica: Felidae

As amostras A2683a e A2683b tiveram resultados semelhantes, com possiveis

fragmentos de algas e pouco material vegetal discernivel (Fig. 18).

-

Figura 18: A e B. Possiveis fragmentos de alga; C. Remanescente vegetal,
possivelmente fitdlito, encontrados em pequena quantidade em A2683b.

Amostra A2703
Datacao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldégica: Possivel carnivoro
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Nado foi encontrado material de origem bioldgica discernivel (Fig. 19), o que
corresponde a mais uma evidéncia de que pode ser de um animal carnivoro. A amostra

apresentava fragmentos escuros, semelhantes a carvao (Fig. 19).
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Figura 19: Seta vermelha indicando possiveis fragmentos de
carvao encontrados em A2703.

Amostra A2713

Datagéo LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zoologica: Nao identificada

Na amostra foram encontrados esporos de Drechslera-tipo, amidos com
modificagdes morfolégicas semelhantes aquelas provocadas por exposicdo a altas

temperaturas (exposi¢do ao fogo), além de diversos corpos silicosos (espiculas e fitélitos)

(Fig. 20).
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Figura 20: Amostra A2713. A. Campo ilustrando material encontrado na
amostra, incluindo material vegetal, remanescente de dieta (setas lilas),
corpos silicosos (seta azul) e algas (setas vermelhas); B. Possivel fitdlito;C.
Granulo de amido com modificagdes sugestivas de exposi¢cdo a altas
temperaturas. D. Esporo de fungo, possivel Dreschlera-tipo.

Amostra A2717

Datacao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Possivelmente humano

Amostra negativa para a analise paleoparasitolégica. Foram recuperados alguns
remanescentes de dieta de origem vegetal, incluindo possiveis fitdlitos, além de possiveis

estruturas fungicas (Fig. 21). Nessa amostra também foi marcante o encontro de corpos

silicosos na maior parte dos campos visualizados.

Figura 21: A. Espicula de esponja; B-D. Remanescentes de dieta dé
origem vegetal; E. Possivel fragmento de fungo.
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Amostra A2719

Datagao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Possivelmente humano

Nessa amostra, como em A2717, também foi marcante a presenca de corpos

silicosos (exemplo ilustrado pela Figura 22). Também foram recuperados amidos e fitélitos.

Figura 22: A. Possivel amido de Manihot esculenta (mandioca); B.
Fitdlito indeterminado; C. Campo com presenca de fitélito e diversos
corpos silicosos (seta vermelha) em A2719.

Amostra A2728

Datacao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zoolégica: Nao identificada

Na amostra A2728 foram encontrados remanescentes espiculares de esponjas,

muitas vezes sendo observadas varias espiculas em um mesmo campo (Fig. 23A). Também

foram recuperadas algumas diatomaceas.
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Fragmento de diatomacea céntrica. Todos encontrados em A2728.

Amostra A2730
Datagao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Nao identificada

Figura 23: Setas indicando algumas das espiculas encontradas em um
mesmo campo (aumento de 100X); B. Espicula de esponja; C.

Amostra negativa para a analise paleoparasitoléogica. Foram encontradas

diatomaceas e remanescentes espiculares (Fig. 24).

.-.HI-:':.-_ + : St B T Y A LT n
Figura 24: A. Setas indicando diferentes tipos de algas em um campo
de observagao (aumento de 100x), ilustrando a diversidade de algas

presente na amostra A2730. B e C. Diversidade também encontrada
para remanescentes espiculares.
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Amostra A2737
Datagao LOE: 8.800+1320 anos AP
Origem zooldgica: Nao identificada

Nessa amostra foram encontradas diatomaceas indeterminadas, remanescentes

espiculares e esporos de fungos (Fig. 25).
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Figura 25: Estruturas com espécies indeterminadas m A277. A. Diatomacea
penada; B. Espicula de esponja; C. Possivel estrutura fungica; D. Esporo de fungo.

Amostra A2740
Datagao LOE: 8.800+1320 anos AP
Origem zooldgica: Nao identificada

Amostra com estruturas microscépicas bastante fragmentadas, ndo tendo sido

recuperados itens biolégicos discerniveis (Fig. 26).
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Figura 26: Seta vermlha indicando possivel amido; sea zuI indicando posive espicula
de esponja, em A2740.

Amostra A2741

Datacao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldgica: Nao identificada

Dentre todos os coprélitos analisados, essa amostra foi a que apresentou o maior
numero de diatomaceas e de espiculas de esponja, além de apresentar grande diversidade

desses organismos (Fig. 27).
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Figura 27: A-D. Exemplos de espiculas de esponjas encontradas na amostra A2741;
E. Vestigio de cadeia de diatomacea céntrica; F e G. Amidos apresentando estruturas
modificadas, sugestivas de alteragdo por agédo de fogo; H. Campo ilustrando
diversidade de algas (seta azul), de material vegetal (seta preta) e de espiculas de
esponjas (seta vermelha); | e J. Estruturas fungicas.
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3.2 AMOSTRAS COM RESULTADOS POSITIVOS NA ANALISE

PALEOPARASITOLOGICA

Em duas das 24 amostras analisadas foram encontrados parasitos gastrintestinais,
correspondendo a 8,33% de amostras positivas na analise paleoparasitologica. Na amostra
A2726 foram encontrados 04 ovos de cestdodeo. Enquanto que em A2712 foram encontradas

uma larva de Nematoda e 260 oocistos de coccidios.

3.2.1. AMOSTRA A2726

Datagao LOE: 8.800+1320 anos AP

Origem zooldégica: Possivel carnivoro

A amostra foi positiva para a analise parasitolégica, sendo encontrados 4 ovos de
cestddeo, com morfologia sugestiva de Diphyllobothrium sp. Trés ovos apresentaram
medidas que variavam entre 52,3-59,4um x 38,8—45,6uym (comprimento x largura) e um
deles apresentou 225,64um de comprimento x 142,41um de largura. Foram também

encontradas espiculas de esponjas e 3 diferentes tipos de fungo (Fig. 28).
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Figura 28: A-C. Estruturas relacionadas a trés diferentes tipos de fungos. D-
F. Ovos de Cestoda, sugestivos de Diphyllobothrium sp., encontrados em
A2726.

A morfologia dos ovos encontrados em A2726 assemelham-se aquela descrita na
literatura para ovos de Diphyllobothrium sp. Os ciclos de vida dos parasitos desse grupo
incluem como hospedeiros intermediarios organismos de agua doce, principalmente peixes e
crustaceos, o que seria possivel em um ambiente de lagoas, como é o caso do sitio em
estudo.

Na América do Sul, Diphyllobothrium spp. e Diphyllobothrium pacificum foram
registrados no Chile e no Peru (Novo e Ferreira, 2016). O primeiro registro de D. pacificum
em coprolitos foi feito em coprolitos humanos de cerca de quatro mil anos AP, coletados no
Chile (Duarte et al., 2006). Essa descoberta corroborou pesquisas que sugeriam D.
pacificum como causador de difilobotriase humana em populagbes recentes (Baer, 1969;

Baer et al.,, 1967) ja que, até entdo, imaginava-se que esse parasito ocorresse
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especificamente em ledes marinhos (Otaria flavescens) (Ferreira et al., 1984). Tais achados
indicaram que se tratava de uma zoonose encontrada em populagbes humanas pré-
colombianas, e que o habito alimentar da caga e consumo de carne crua de O. flavescens,
comum entre andinos atuais, ja ocorria nessas antigas populagdes (Duarte et al., 2006).

No Brasil, esse género ainda nédo foi registrado em coprolitos. As medidas do maior
dos ovos encontrados em A2726 sao de 225,64 pm x 142,41 ym (comprimento x largura), o
que ndo corresponde a nenhuma espécie atualmente conhecida pertencente ao género
Diphyllobothrium, especialmente o comprimento, que excede os cerca de 120 ym registrados
para as maiores espécies descritas até entdo. Entretanto, em publicacdo de 1984 relatando
os achados de D. pacificum em coprélitos humanos no Chile, Ferreira e colaboradores
chamaram atencdo para o fato de que esse achado ja havia sido feito anteriormente em
materiais arqueoldgicos, por Callen e Cameron, em 1960, e por Szidat (1944). Entretanto, em
ambos os casos foram apenas citados pelos autores, pelo fato de serem considerados
resultados inesperados para hospedeiros humanos e por terem obtido medidas distintas das
descritas para esses parasitos.

A utilizagdo de métodos adicionais, na tentativa de concentragdo de maior niumero
de ovos, pode fornecer mais detalhes sobre os parasitos encontrados na amostra, inclusive
com a recuperagao de ovos com caracteristicas morfoldégicas mais especificas, que permitam
mais informacdes sobre o género e possivelmente sobre a espécie do cestéodeo. A
confirmagao do parasito confirmaria também a origem zoolégica do material, indicado pelas
suas caracteristicas morfométricas como possivel carnivoro (Fig. 29). Além disso, seria o
primeiro registro de Diphyllobothrium sp. em coprolitos no Brasil e um dos mais antigos para

a Ameérica do Sul.
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Figura 29: Amostra A2726. Coprélito com morfologia
sugestiva de animal com dieta carnivora.

3.2.2. AMOSTRA A2712

Datacao LOE: 4.600+900 anos AP
Origem zooldgica: Possivel herbivoro

Foram encontradas diversas estruturas fungicas (com alguns exemplos

demonstrados na Fig. 30) e espiculas de esponjas. Em uma analise preliminar feita pelo

Laboratério de Paleoparasitologia, ainda na Fiocruz, foi também recuperado um &acaro,

publicado por Sianto et al. (2013).

47



Figura 30: Diversidade de fungos encontraa em A27, incluindo esporos (A e E),
fragmentos de hifas (B e D) e conidios (C e F).

Essa amostra foi também positiva na andlise paleoparasitolégica, sendo
recuperadas uma larva de Nematoda (Fig. 31) e 260 oocistos de Eimeria sp., com formato
esférico a eliptico, coloragao castanho-avermelhada, com medidas variando entre 10,20—
22,78 pym x 13,25-23,72 um (largura x comprimento) e espessura da parede variando entre
0,50-1,90 uym. Alguns desses oocistos estavam esporulados, sendo possivel observar parte

do seu conteudo interno.
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(200x); B: contraste de fase, evidenciando o conteudo interno degradado; C: detalhes da
extremidade posterior e anus da larva.

Para confirmar a identificagdo do nematdédeo, é necessario encontrar ovos que
tenham preservado caracteristicas morfolégicas especificas, que permitam relaciona-lo a um
determinado género. Em especial, seria necessario observar ovos embrionados e com
camadas externas integras e ornamentagado caracteristica. Isso nem sempre é possivel, ja
que, para o género Ascaris, por exemplo, estudos correlacionando intensidade de infec¢ao e
fertilidade dos ovos demonstram que em infecgdes leves quase todos os ovos encontrados
sdo inférteis (Costa-Macédo, 2005). Outra situagdo também para Ascaris sp. € apontada por
Camillo-Coura et al. (2005), nos casos em que o parasitismo ocorre apenas por fémeas e os
ovos encontrados nas fezes sao todos inférteis, liberados sem terem sido fecundados.

A preservagdo de poucas estruturas internas da larva encontrada na amostra
também dificulta a sua identificagdo. De acordo com Fugassa (2010), a diferenciagao
morfolégica entre larvas de espécies parasitas e saprofitas pode ser feita pelo fato dessas
ultimas geralmente apresentarem cuticula mais fina e corpo com morfologia mais irregular do
que as espécies parasitas. Entretanto, Vicente et al. (1997), apenas para mamiferos
brasileiros atuais, apresentam uma diversidade registrada de parasitos nematoides de 495

espécies, incluidos em 160 géneros e 45 familias. Para material antigo, que pode inclusive
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apresentar espécies extintas, esse numero pode ser ainda maior, englobando grande
diversidade morfoldgica. Por esse motivo, para identificacdo da larva, inclusive definindo-a
como parasita ou de vida livre, seria necessario encontrar o organismo em outros estagios de
desenvolvimento, e com preservacao de estruturas especificas, como ovos com medidas e
morfometria caracteristicos que permitissem comparagdo com grupos atuais.

Na amostra A2712 também foram recuperados 260 oocistos de protozoarios.
Protozoarios dificiimente s&do encontrados em analises de coprélitos, sendo a sua
recuperacdo nesse material ainda considerada excepcional (Frias et al., 2013). E possivel
que isso ocorra por conta da dificuldade de preservagédo, em especial para alguns tipos de
formas de transmisséo, que sdo mais frageis e menos resistentes aos fatores tafonémicos a
que sao submetidos. Além disso, ha também a dificuldade de deteccédo desses organismos
por meio de técnicas comuns de microscopia Optica, o que pode levar a uma subestimativa
de prevaléncia de protozoarios em populagdes animais no passado (Ferreira e Araujo, 2005;
Frias et al., 2013).

Para protozoarios intestinais, mesmo em material atual, as analises por microscopia
Optica sédo consideradas, muitas vezes, insuficientes, apesar de serem geralmente o método
mais utilizado em laboratérios. Outras técnicas especificas sao requeridas para maior
exatidao, como perfil isoenzimatico, técnicas moleculares, como PCR, e imunolégicas (Silva,
2005). No presente estudo foi utilizada apenas microscopia 6ptica, sendo encontrado um
oocisto de um Eimeriidae, com caracteristicas morfolégicas semelhantes as encontradas em
Eimeria, um género que engloba espécies causadoras de coccidioses em varios grupos de
hospedeiros, incluindo mamiferos (Berenguer, 2006) e apresenta pelo menos 1200 espécies
conhecidas atualmente (Chapman et al., 2013).

Os oocistos recuperados em A2712 apresentam variagbes em sua morfologia,

ilustradas pela Figura 32.
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Figura 32: Variagcbes morfologicas dos oocistos de Eimeira sp. A. Formato eliptico e
extensdes filamentosas da parede externa evidentes; B. Formato esférico; C. Extensdes
filamentosas evidentes; D. Extensdes da parede bastante encurtadas, quase imperceptiveis.

Alguns apresentam micropila bastante visivel, enquanto em outros essa estrutura
nao foi visualizada no aumento de 1000x. No caso das extensodes filamentosas que ocorrem
por toda a extensédo da parede externa, em alguns individuos elas s&o bastante evidentes,
enquanto em outros elas sdo menos pronunciadas, formadas por menor quantidade de
filamentos, e mais curtos. Entretanto, independente de mais curtos ou mais longos, em todos
0s oocistos visualizados ocorrem tais estruturas. Em eimerideos atuais, extensdes desse tipo
sdo encontradas apenas na espécie Eimeria spinosa Henry, 1931. Entretanto, os coccidios

recuperados em A2712 apresentam morfologia distinta de E. spinosa (Fig. 33).
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escala = 20 um. Imagem retirada de Yaeger et al. (2003); B. Oocisto nao-esporulado
encontrado em A2712, apresentando micropila, extensdes filamentosas na parede e
parede espessa.

A variabilidade morfoldgica encontrada nas espécies desse género foi discutida por
Hurkova et al. (2000), descrevendo a variabilidade de formatos de oocistos de Eimeria
motelo encontrada em Geochelone denticulata, e por Daugschies et al. (1999), que discutem
a dificuldade de identificacao e separacao de diferentes espécies de Eimeria sp. em casos de
infeccdo em um mesmo organismo hospedeiro.

Para testar se a separacao em diferentes grupos de coccidios se justificaria para
A2712, foi aplicada uma analise utilizando o software Gephi v.0.9.1 (Fig. 34), para verificar a
formagdao de clusters. Para tal, foi escrito um programa utilizando a linguagem de
programagao Perl, que utilizou como dados de entrada as medidas de comprimento e largura
obtidas de 10% dos oocistos (n = 26) recuperados na amostra. Essas medidas foram entédo
relacionadas a trés variaveis: formato aparente do oocisto (0 = esférico; 1 = eliptico),
caracteristica da micropila (0 = aparente; 1 = nao visualizada) e dos filamentos (0 =

curtos/quase imperceptiveis, 1 = bastante aparentes).
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Figura 34: Visao geral do Programa Gephiv. 0.9.1.
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Figura 35: Resultado obtido na analise por semelhanga dos oocistos, utilizando o Programa
Gephi.

As Figuras 35 e 37 representam o grafo obtido. Os nodos da representagao foram
formados utilizando as medidas de comprimento e largura dos coccidios. A divisdo das
larguras pelos comprimentos obteve um valor minimo de 1,01 e valor maximo de 1,58. Mais
proximos ao valor minimo ficaram os oocistos esféricos. Os elipticos ficaram mais préximos
ao valor maximo, enquanto os formatos subesféricos apresentavam valores intermediarios.
Dessa forma, os oocistos foram divididos pelo programa em trés diferentes tipos: esférico
(representados pelos nodos vermelhos), eliptico (nodos azuis) e subesférico (nodos verdes)
(Figura 36). Ou seja, a divisdo da largura pelo comprimento caracterizou os oocistos quanto

ao formato, formando os nodos da representacgéo.

o ® A6£ @

1,01 1,58

Figura 36: Esquema representando a formacdo dos nodos pelo Programa. Mais
préximo ao valor minimo ficaram os oocistos esféricos (vermelhos); os elipticos ficaram
mais proximos ao valor maximo, formando os nodos azuis; os de valor intermediario
(subesfericos) foram representados pelos nodos verdes.
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A comparagao entre os diferentes formatos (esférico, subesférico e eliptico) e as
demais caracteristicas morfolégicas obteve como resultado a separagdo em dois diferentes
grupos (coloragao verde mais escuro na Fig. 37). No grupo 1 ficaram abrigados quase todos
os oocistos com formato eliptico e fortemente ligados a cinco dos 11 subesféricos. O grupo 2
abrigou metade dos esféricos (n= 5) e apenas dois dos subesféricos. As outras correlagdes
nao caracterizam a formagao de grupos porque se mostraram correlagdes fracas (em verde

mais claro, na Fig. 37), com poucas ligagdes.

Figura 37: Grafo gerado pelo Programa Gephi v. 0.9.1, utilizando as medidas de
largura e comprimento (nodos) e micropila aparente, formato e tipos de filamentos
(arestas).

Para amostras de fezes recentes, outras variaveis sdo observadas e podem ser
adicionadas, tais como informacdes sobre esporulagdo, coloragdo, espessura e
ornamentagdes da parede, tornando esse tipo de analise bastante informativa para
separagao de grupos. Para material recuperado de coprélitos, a analise por grafos torna-se
mais limitada por ndo permitir a inclusdo de maior numero de variaveis, ja que as
caracteristicas supracitadas podem ser modificadas por fatores tafonémicos diversos e pela
preparagao anterior de reidratagdo para a analise paleoparasitoldgica. Por exemplo, ndo é

recomendavel utilizar o parametro de coloracédo da parede, j4 que para observagao de
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algumas laminas é adicionado lugol como corante na preparagdo. Ainda assim, a analise
utilizada se mostrou bastante util, ja que evidenciou varia¢gdes morfolégicas encontradas nos
oocistos. Por exemplo, na tabela com os dados de entrada, onde ja havia a variavel
“formato”, haviam sido consideradas apenas duas possibilidades, esférico e eliptico. O
terceiro tipo, subesférico, ndo havia sido considerado, mas foi reconhecido e evidenciado
pelo Programa.

Os oocistos de Eimeria sp. encontrados na amostra A2712 podem corresponder a
coccidios distintos, caracterizando um quadro de coinfecgdo, o que ndo é incomum em
populagdes animais atuais (Daugschies et al., 1999) ou serem uma mesma espécie, apenas
apresentando variagées morfologicas, ainda que no mesmo individuo hospedeiro. Ja que
todos os oocistos apresentam as extensdes filamentosas, que sdao uma caracteristica
marcante e incomum em espécies atuais, a distingdo de grupos demonstrada na analise de
grafos pode indicar uma mesma espécie, mas com dois diferentes morfotipos. Nao ha
descricdo de espécie de Eimeriidae que corresponda aos oocistos encontrados na amostra.
Sendo assim, pode se tratar de uma espécie atualmente existente, mas ainda ndo descrita

Ou uma especie extinta.

3.3. DEMAIS ITENS BIOLOGICOS RECUPERADOS E SEUS RESPECTIVOS

SIGNIFICADOS ECOLOGICOS

3.3.1. ESPONGOFAUNA

O encontro de espiculas de esponjas (Porifera) em 14 das 24 amostras indica a
utilizacdo do corpo d’agua pelos animais da regido. Volkmer-Ribeiro e Batista (2007)
discutem algumas situagcées em que espiculas de esponjas, que costumam ficar aderidas ao
fundo dos lagos, podem acabar em suspensdo. Nesses casos, 0s animais poderiam té-las
ingerido acidentalmente ao utilizarem a agua. Ja a obtengdo por meio da alimentagédo pode
ocorrer porque algumas espécies de esponjas costumam ser encontradas aderidas a
macrofitas (Machado et al., 2016), podendo ser ingeridas pelos organismos ao se
alimentarem dos vegetais encontrados no lago.

Algumas espécies de esponjas de agua doce também podem estar envolvidas em
relagcbes saude-doenga. Em humanos, atualmente ha registros de espécies que

possivelmente apresentam relagdo com processos patolégicos, como lesdes oculares e
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dermatites, quando ha contato com espiculas de esponjas em suspensdo, por meio de
utilizagado de agua de rios e lagos para consumo ou banho (Volkmer-Ribeiro e Batista, 2007).

Futuras analises dos conjuntos espiculares, se demonstrarem possibilidade de
definicdo de espécies para algumas das esponjas, podem, em adigdo a outras analises
paleolimnoldgicas, ajudar a tragar um perfil do lago, indicando caracteristicas como grau de
energia do ambiente, oxigenagdo, temperatura e pH. Além de indicar alteragdes no

paleoambiente ao longo do tempo.

3.3.2. NECROBIOMA (FUNGOS E ACAROS)

Os excrementos sdo uma fonte rica de nutrientes, podendo ser bastante atrativos
para a acdo de bactérias, fungos e insetos e outros artropodes, que se alimentam dos
vestigios encontrados nas fezes, degradando a matéria organica (Putman, 1983). Esse
conjunto de organismos copréfagos € conhecido como necrobioma, e interage com o
material podendo levar a perda de evidéncias (Morrow et al., 2016) utilizadas em estudos
paleoparasitolégicos, tais como ovos, larvas e inclusive material genético dos parasitos
encontrados nas amostras.

O achado de ovos e estagios evolutivos de acaros em coprolitos ndo € incomum
(Morrow et al., 2016). Eles podem fazer parte de vestigios alimentares, parasitando as
presas consumidas pelo produtor do coprolito; serem organismos de vida livre, que
aproveitam a matéria orgénica em decomposigdo ou serem eles mesmos parasitos (Guerra
et al., 2003).

Como os fungos presentes nas amostras ndo apresentavam estruturas
reprodutivas, nao foi possivel identificar as espécies encontradas. Entretanto, eles podem
representar um fator tafonébmico importante, ja que a presenca desses organismos costuma
afetar a preservacdo de evidéncias de parasitos (Leles et al., 2010). Em trabalho
experimental, Lysek (1978) registrou a agéo de Verticillium chlamydosporium sobre ovos de
Ascaris lumbricoides, demonstrando que as hifas desse fungo podem perfurar a casca dos
ovos, formar uma rede de micélios em seu interior e destruir os embrides.

A acao de fungos, acaros e outros microrganismos registrados e n&o registrados na
observagcdo dos coprolitos pode ter degradado parte da matéria organica originalmente
encontrada no material. As larvas, os ovos de helmintos, os cistos e oocistos de protozoarios

que possivelmente estavam presentes nas fezes durante a sua deposicdo podem ter sido
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degradados pelo necrobioma que estava presente no sedimento, que foi incorporado ao
material fecal e recuperado parcialmente nas analises paleoparasitoldgicas.

No caso da amostra A2712, foram encontrados acaros e fragmentos de artropodes,
além de diversas estruturas fungicas, indicando a presenga desse necrobioma quando as
fezes foram depositadas no ambiente pelo organismo produtor. Entretanto, ela foi associada
a camada de sedimentos datados em 4.600+900 anos AP do sitio, sendo a amostra mais
recente dentre todas as outras coletadas. Considerando a antiguidade da amostra em
questao, é possivel que, além de ser mais recente e por isso ter ficado menos tempo sob
influéncia de fatores tafonédmicos (em comparagdo as amostras mais antigas, como A2654,
A2667, A2679 e A2678, por exemplo), ela estivesse inserida em um contexto ambiental ja de
menor umidade, com a regido do sitio transitando de um ambiente umido para semi-arido,
com diminuicdo da umidade local. Dessa forma, os remanescentes da dieta do animal
produtor e toda a matéria bioldgica presente nas fezes poderiam se manter por mais tempo,
com menor agdo de degradagédo, permitindo a preservacdo de algumas das estruturas
parasitarias originalmente presentes nas fezes, incluindo algumas mais frageis, como larvas,
e principalmente as mais resistentes, como oocistos de protozoarios. Uma possibilidade é
que o individuo produtor das fezes estivesse com elevada carga parasitaria, liberando grande
quantidade de parasitos intestinais com o material fecal. Isso € observado em populagdes
animais atuais, em que os individuos jovens podem liberar centenas a milhares de oocistos
por grama de fezes (Almeida et al., 2011; Lucas et al., 2014). Nesses casos, mesmo com a
agao do necrobioma, a preservagao, ainda que de apenas uma pequena porcentagem dos
oocistos de Eimeria sp. existentes originalmente, ja forneceria um numero suficiente de

oocistos a serem recuperados nas analises paleoparasitolégicas.

3.4. CONSIDERAGOES TAFONOMICAS

Condicdes favoraveis de temperatura e umidade e presenca de estruturas de
protecdo e resisténcia do organismo ao ambiente diminuem as chances de haver
degradacgao e aumentam a possibilidade de manter parte da sua morfologia e caracteristicas
especificas para identificagcdo. Por conta desses requisitos, o estudo de sedimentos em
lagoas tem se mostrado um desafio quanto a recuperagao de estruturas de parasitos (Sianto

etal., 2013).
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Morrow et al. (2016) chamam atencdo para os grupos de fatores tafonémicos
envolvidos na preservacao diferencial dos ovos de parasitos e afirmam que estes sdo um
elemento-chave a ser considerado nas andlises paleoparasitoldgicas. De acordo com os
autores, € indispensavel considera-los ao interpretar os dados obtidos nesse tipo de estudo,
evitando assim representagdes incorretas de padrbes epidemiolégicos de populagdes no
passado.

Um desses grupos é o de fatores abidticos, que inclui caracteristicas ambientais,
tais como temperatura, umidade e condi¢gdes do solo. Ovos de parasitos costumam preservar
melhor em ambientes aridos, com temperaturas elevadas ou muito baixas, o que induz a um
processo de mumificagdo espontanea (Morrow et al., 2016). Esse ponto € um desafio
importante em ambientes de lagoas e corpos d’agua em geral, como no caso do sitio Uri de
Cima, em que a prépria agado da agua pode degradar as fezes frescas, além de propiciar o
desenvolvimento de diversos microrganismos que degradam a matéria organica presente no
material fecal.

Os fatores antropogénicos envolvem as modificagbes causadas a partir da
deposicdo do material, passando pelo encontro, coleta, transporte, processamento e
armazenamento (Morrow et al., 2016). A utilizagcdo do acido cloridrico para preparagao da
amostra, ainda que limitado ao tempo necessario para sua desagregacao, e utilizando agua
destilada para cessar a reagao, pode acabar por destruir algumas estruturas mais sensiveis,
levando a um resultado de falso negativo ou subestimando a abundancia e a diversidade de
parasitos na amostra.

Por fim, os fatores ecoldgicos incluem a interagdo dos parasitos com o necrobioma
— a comunidade de organismos decompositores e escavadores encontrados no ambiente
(Morrow et al., 2016). Em algumas amostras foram encontrados fungos e acaros que podem
ter modificado ou degradado parte da matéria organica originalmente presente nas fezes.

Nem todos os coprélitos tiveram a sua origem zooldgica determinada, isso porque
ndo apresentavam morfologia caracteristica que permitisse identificacdo. E o caso da
amostra A2712, que se mostrou bastante fragmentada. Nao identificar o produtor do material
dificulta a analise paleoparasitolégica, por ndo permitir relacionar as estruturas parasitarias
encontradas aos seus hospedeiros conhecidos, o0 que ajudaria na identificagdo dos parasitos.

Para tanques fossiliferos, Paula-Couto (1980) discutiu o porqué do acentuado grau de
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fragmentacao dos fésseis encontrados em seu interior, sendo, em geral, raro encontrar pegas
esqueletais inteiras ou articuladas. O motivo dessa fragmentagao seriam fatores tafonémicos
relacionados a acédo de carniceiros e a dindmica hidraulica envolvida no processo de
transporte e de deposicdo no corpo d'agua. Os tanques deviam servir de bebedouros
naturais para a fauna da regido, e os restos mortais podem ter chegado ao seu interior
quando os animais caiam acidentalmente, na tentativa de ter acesso a agua, ou pés-morte,
quando chuvas torrenciais acabavam por transportar os 0ossos para o fundo das depressoes,
junto com material sedimentar, causando desarticulagéo e fragmentacéo (Paula-Couto, 1980;
Ximenes, 2009). Acontecimentos analogos poderiam ocorrer em corpos d'agua, incluindo
lagoas, e envolvendo outros materiais, como fezes depositadas nas suas margens ou no
entorno. Esse material fecal, ao ser transportado para dentro da lagoa, poderia desagregar,
perdendo partes da sua massa e de estruturas caracteristicas, o que pode ter ocorrido com
as amostras que nao apresentaram morfologia caracteristica que permitissem identificagdo

zoologica.

3.5. FAUNA EXTINTA E MUDANGAS DE HOSPEDEIROS E RESERVATORIOS

A Lagoa Uri de Cima é considerada um depodsito importante do Quaternario da
regiao de Pernambuco (Faure e Guérin, 2013), por apresentar vestigios fosseis da

paleofauna da regiéo (Tabela 2).
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Tabela 2. Fésseis recuperados da mastofauna extinta do sitio Lagoa Uri de Cima,

municipio de Salgueiro, Pernambuco, Brasil.

ORDEM/SUPERORDEM ESPECIE

Artiodactila Paleolama niedae Guérin e Faure,
1999

Liptoterna Macrauchenia patachonica Owen,

1840 (Xenorhinotherium bahiense Cartelle e

Lessa, 1988)

Notoungulata Toxodon platensis Owen, 1840

Perissodactila Hippidion  bonaerensis Ameghino,
1907

Proboscidea Haplomastodon waringi Holland, 1920

Xenarthra Eremotherium rusconi Schaub, 1935

Pampatherium humboldti Lund,1839

Glyptodon sp. Owen, 1839

Fonte: Tabela desenvolvida com base no trabalho de Faure e Guérin (2013).

Nas prospecgdes no sitio foram recuperados 750 vestigios fosseis identificaveis,
tais como osteodermos, fragmentos de ossos e dentes de representantes da paleofauna da
regido, incluindo espécies de mamiferos atualmente extintos pertencentes as familias
Megatheriidae, Pampatheriidae, Glyptodontidae, Toxodontidae, Gompotheriidae,
Macraucheniidae, Camelidae e Equidae (Faure e Guérin, 2013).

Analisando essa paleomastofauna recuperada no sitio, Faure e Guérin (2013)
afirmam que o paleoambiente em que estava inserida a lagoa deveria apresentar umidade
bem mais elevada. Atualmente, a paisagem da regido é caracteristica do semi-arido, com

vegetacdo xérica predominantemente formada por bromeliaceas, mimosaceas e cactaceas
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(Sianto et al., 2013). Entretanto, a assembleia fossil recuperada no sitio indica que durante o
Pleistoceno e no inicio do Holoceno as condigdes climaticas na regido eram bem mais
umidas, com uma composigao vegetal mais diversificada, semelhante a uma savana tropical,
com uma paisagem de campos e cerrados (Ximenes, 2009), capaz de manter os grandes
herbivoros que foram registrados (Faure e Guérin, 2013).

Uma outra discussao, portanto, estaria relacionada ao que teria acontecido as
parasitoses que circulavam nessa fauna extinta da regido, ja que o declinio populacional e
posterior extincdo das populagdes e espécies animais levou a perda de hospedeiros
intermediarios e definitivos, além de reservatorios para esses parasitos.

Discutindo padrées de co-filogenia entre mamiferos e seus parasitos, Hugot (1999)
sugere especificidade extrema de hospedeiros para Oxiuriidae, o que seria facilitado ao
envolver aqueles que apresentam ciclos de vida diretos, sem a necessidade de hospedeiros
intermediarios ou passagem pelo ambiente externo (solo, agua) para completar seu
desenvolvimento.

Apesar de os coprélitos analisados no presente estudo serem do Pleistoceno Final e
do Holoceno, e as amostras positivas na analise paleoparasitolégica apresentarem datagao
de aproximadamente 8.800£1320 anos AP (A2726) e 4.600 + 900 anos AP (A2712), vale
lembrar que em trabalho do ano de 1999, Faure et al. apresentaram uma datacdo entre
8.490 £ 120 e 6.890 + 60 anos AP (*C) para matéria organica associada a fosseis de animais
dos géneros Propraopus, Hoplophorus, Glyptodon, Equus e Palaeolama na América do Sul,
indicando a sobrevivéncia de géneros da megafauna até o Holoceno Médio.

Ao analisar oocistos de Eimeria macusaniensis em coprolitos de Camelidae na
regido da Patagbnia (Argentina), Fugassa et al. (2008) observaram variagdo no tamanho
desses coccidios ao longo do tempo. Eles observaram uma tendéncia na redugdo dos
comprimentos até 3.000 anos AP, e aumento na largura até 5.000 anos AP. Como E.
macusaniensis € um coccidio que parasita especificamente camelideos, os autores
sugeriram que essa variagdo de tamanho tenha ocorrido por conta da substituicdo de
hospedeiros na regido da Patagénia, ja que a transigao Pleistoceno-Holoceno é marcada por
mudangas climaticas que modificaram a composi¢céo faunistica da regido. Essa mudanca
teria entdo selecionado linhagens com menores dimensdes e medidas. Uma outra

possibilidade levantada € que esses oocistos de maiores larguras fossem, na verdade,
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coccidios anteriormente comuns nos camelideos, e que foram sendo extintos durante a
transicdo Pleistoceno-Holoceno, sendo sucedidos por E. macusaniensis (Fugassa et al.,
2008).

As mudancgas climaticas do Pleistoceno-Holoceno, afetaram as populagdes dos
grandes herbivoros provocando uma redugdo nas suas populagdes (Cione et al., 2015). A
perda de diversidade genética em populagdes reduzidas diminui a sua habilidade para
responder a mudangas ambientais, aumentando o risco de extingdo (Frankham et al., 2008).
Em trabalho experimental com Drosophila melanogaster, Spielman et al. (2004)
demonstraram que a perda de diversidade genética pode acarretar em diminuigdo de
resisténcia mesmo a patdgenos que ja circulavam anteriormente na populagao.

As difilobotriases podem ser assintomaticas ou causar quadros de dores
abdominais e diarreias, que sao acentuados em caso de coinfecgao com outros helmintos ou
com protozoarios intestinais (Aquino e Takeda, 2014). Eimerioses podem causar mortalidade,
especialmente em animais jovens, ou morbidade, com retardo do crescimento e perda de
peso (Aumont et al., 1984). A agdo de parasitos em hospedeiros ja debilitados poderia
acentuar a fragilidade dessas populagdes, diminuindo a capacidade dos individuos de
forragear, de absorver nutrientes dos alimentos ingeridos ou de evitar predagéo, por
exemplo, contribuindo para a aceleracédo dos processos de extingao.

Quanto as espécies que parasitavam essas populacdes, ao terem o numero de
hospedeiros reduzidos e, por fim, extintos, algumas podem ter se extinguido também,
naqueles casos em que havia relagbes bastante especificas entre os organismos. Para
aquelas que apresentavam uma maior flexibilidade no ambiente em que podiam habitar, a
busca por novos habitats pode ter ocasionado substituicio de hospedeiros, ainda que

havendo a selegdo de apenas algumas linhagens especificas do parasito.

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar do necrobioma (fungos e acaros) encontrado nas amostras e dos demais
fatores tafondmicos que provocam a degradacdo de matéria organica em material fecal
depositado em corpos d'agua, duas das amostras apresentadas neste trabalho foram
positivas para parasitos intestinais. Na amostra A2726, foram encontrados quatro ovos de

Cestoda. Na amostra A2712 foram encontrados uma larva de Nematoda e cerca de 260
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oocistos de Eimeriidae. Esses resultados indicam que as populag¢des animais do Pleistoceno
e Holoceno do sitio Lagoa Uri de Cima eram acometidas por parasitoses. Em casos de
populacdes animais afetadas pelo efeito das mudancas climaticas ocorridas durante o
Pleistoceno-Holoceno, que levaram a declinios populacionais, o efeito dessas parasitoses
pode ter sido agravado, causando processos infecciosos que influenciaram a habilidade do
hospedeiro de responder as pressdes do ambiente.

A continuagdo da analise das amostras, com o0 aumento do numero de observagdes
de laminas para cada uma, pode fornecer ainda mais informag¢des sobre itens biolégicos
preservados nos coprolitos. A identificacdo e a analise de outras estruturas encontradas,
além dos parasitos, tais como podlens, remanescentes espiculares, fitdlitos e amidos, podem
indicar algumas das caracteristicas do ambiente em que esses animais se encontravam,

permitindo inferéncias paleoambientais e de modificagées do ambiente ao longo do tempo.
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