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RESUMO

Achados de vestigios de parasitos em sambaquis e sitios semelhantes sdo raros. A
percolagdo da 4gua parece ser uma das suas causas tafondmicas, assim como da
contaminagdo de camadas inferiores por ovos provenientes de camadas superiores.
Cento e vinte e uma amostras de sedimentos de sambaquis foram analisadas e
resultaram negativas para vestigios de parasitos, com isso nido se pode eliminar a
hipétese de que a técnica seja outro fator de negatividade dos achados. Para testar a
percolacao de ovos de Ascaris lumbricoides em sedimentos provenientes do sambaqui
Sernambetiba, municipio de Guapimirim, RJ, foram coletadas trés colunas de sedimento
indeformado, com tubos de aluminio, de perfis arqueologicos de diferentes
constituicdes sedimentares, documentados por estratigrafo. Amostras de sedimentos
controle também foram coletadas. Nas colunas foram introduzidos 1 milhdo de ovos de
A. lumbricoides e por um periodo de 45 dias durante duas vezes por semana, utilizados
350 ml de dgua destilada para umedecer o sedimento. Foi coletado todo o sedimento de
cada camada, com base no perfil arqueoestratigrafico, e separados 20 g para analise. A
eficiéncia de trés técnicas (sedimentagdo espontanea e centrifugo-flutuacdes com agucar
e sulfato de zinco a 33%) foi testada nas colunas e sedimentos controle. Pesquisa
paleoparasitologica foi feita em sedimentos provenientes do Sepultamento 1 do mesmo
sitio ¢ de camadas de outro sambaqui, o Guapi. Os ovos introduzidos ficaram
concentrados nas camadas superiores dos tubos, o que minimiza as chances de
contaminagdo das camadas inferiores e da maior seguranca aos achados
paleoparasitologicos em sambaquis. Nos sedimentos controle correspondentes aos tubos
1 e 3, assim como nos sedimentos contidos no tubo 3 foram encontrados ovos de
ascarideos. No sambaqui Guapi foram encontrados dois ovos de Acanthocephala, um
ovo da superfamilia Heterakoidea e um ovo da superfamilia Ascaridoidea. A percolagdo
parece nao ser responsavel pela raridade dos ovos de parasitos em sedimentos
provenientes de sambaquis. A sedimentagdo espontanea e a centrifugo-flutuacdo com
acucar se mostraram mais eficientes na recuperacdo dos ovos experimentalmente
introduzidos. Os achados de ovos (ndo experimentais) nos sedimentos destes dois

sambaquis sao os primeiros achados em sambaquis do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: paleoparasitologia, sambaquis, tafonomia, helmintiases, Ascaris

lumbricoides.
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ABSTRACT

Parasite findings in sambaqui and similar archaeological sites are scarce. The water
percolation seems to be one of the taphonomic causes for this rarity, as well as the
contamination of inferior layers by eggs that came from superior layers. One hundred
and one sambaqui samples previously examined were negative for parasite eggs, and
therefore the hypothesis that the technique is another factor that contributes to this rarity
must not be discarded. In order to test the percolation of Ascaris lumbricoides eggs in
sediments from sambaqui Sernambetiba, Guapimirim municipality, RJ, three columns
of undisturbed sediment derived from archaelogical profiles with different sedimentary
constitution were collected, with aluminum tubes, and stratigaphically documented.
Samples of control sediments were also gathered. In the sediment columns, one million
of A. lumbricoides eggs were introduced, weekly during a 45 days period for two times
every week, 350 ml of distilled water were used for humidify the sediment. All the
sediment from the layers was collected, based on the archaeostratigraphic profile, and
20g from each layer were separated for analysis. The efficiency of three techniques
(spontaneous sedimentation, centrifugal-flotation with sugar, d=1300, and centrifugal-
flotation with zinc sulphate 33%, d=1180) was tested in the columns and sediments-
control. Paleoparasitological research was also made in sediments derived from burial 1
from the same site and from layers from another sambaqui, the Guapi, from the same
municipality. The introduced eggs were retained in the superior layers of the tubes
reducing the chances of the inferior layers contamination, increasing safety of the
paleoparasitological findings in sambaquis. In correspondent sediment-control of tube 1
(sandy) and 3 (clayey), as well as the sediment within the tube 3 were found ascarid-like
eggs. In sambaqui Guapi sediments were found two eggs of Acanthocephala, one egg of
Heterakoidea superfamily and one egg of Ascaridoidea superfamily. The percolation
does not seem to be the responsible for the rarity of parasite eggs in sediments from
sambaquis. Regarding the techniques tested, the spontaneous sedimentation and the
centrifugal-flotation with sugar were more efficient in recovery of experimentally
introduced eggs. The nonexperimental eggs found in the sediments of these sambaquis

are the first findings in this kind of site in Rio de Janeiro.

Key-words: paleoparasitology, sambaquis, taphonomy, helminthiasis, Ascaris

lumbricoides.
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1 —INTRODUCAO:

1.1  — Paleoparasitologia:

A Paleoparasitologia ¢ a ciéncia que estuda os parasitos em material arqueoldgico
ou paleontolégico. Tem como principal foco de estudo as relagdes parasito-hospedeiro-
ambiente e sua evolucdo ao longo do tempo, desde os primérdios de seu
estabelecimento. Por meio dos conhecimentos adquiridos com esta ciéncia também ¢
possivel detectar mudancas na capacidade de viruléncia e patogenicidade de parasitos,
associado a evolugdo das civilizagdes, além de mutagdes que resultam da evolugdo da
relagio propriamente dita'. Esta ciéncia foi introduzida em 1978, no Brasil, ¢ nomeada
pelo Doutor Luiz Fernando Ferreira, pesquisador emérito da Fundacao Oswaldo Cruz —

FIOCRUZ.

O primeiro estudo ligado a paleoparasitologia foi feito por Sir Marc Armand
Ruffer’, quando encontrou ovos de Schistosoma haematobium nos rins de mimias
egipcias, datadas de 3.200 anos AP. Foi ele mesmo quem desenvolveu técnicas de
reidratacdo dos tecidos mumificados, a fim de possibilitar a pesquisa de parasitos e
processos lesionais neste material. Mais tarde, outros pesquisadores deram continuidade
a pesquisa paleoparasitologica utilizando coprolitos como objeto de estudo para busca
de parasitos em material antigo. Foram encontrados alguns vestigios, tais como larvas e
ovos de helmintos, porém em pequenas quantidades, pois ainda ndo existia uma técnica
de reidratacio propria para este material’. Somente a partir de 1960 foi possivel iniciar
de fato a pesquisa de parasitos em coproélitos, quando Callen e Cameron® adaptaram, a
técnica de reidratagdo para recuperagdo de materiais dessecados que estavam
armazenados em colecdes de museus’. Desde entdo, diversos estudos tém sido feitos em

diferentes fontes de material para o encontro de formas evolutivas de parasitos.

A paleoparasitologia utiliza como principais fontes de estudo os coprolitos,
tecidos mumificados, sedimentos provenientes de latrinas, esqueletos e sitios a céu

aberto, onde podem ser encontrados vestigios de parasitos”.
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1.2 - Sedimentos arqueologicos:

Consiste na mistura de componentes minerais € organicos existentes no solo
somados a matéria organica de origem fecal. Podem ser obtidos diretamente de
enterramentos, ao serem retirados da pelve de esqueletos, de latrinas, ou ainda
diretamente das camadas arqueologicas dos sitios, como por exemplo, de sambaquis®’.
Estes ultimos sdo pouco estudados, devido a grande possibilidade de dispersdo de
vestigios parasitarios®, principalmente em sitios arqueoldgicos a céu aberto. Segundo
Bouchet e colaboradores’ a diferenciacdo de sedimentos naturais para sedimentos que
contenham matéria organica de origem fecal, pode ser feita pela analise
paleoparasitologica deste material. Porém, mesmo obtendo resultado positivo, se torna
dificil saber a qual hospedeiro pertence tais estruturas parasitarias. Este fato ocorre
principalmente com sedimentos retirados diretamente de camadas arqueoldgicas e de
latrinas ou estruturas semelhantes, usadas para recolher fezes.

Sedimentos de latrinas sdo restos de coprolitos que foram decompostos de
maneira parcial e que apesar disso ainda possuem o contetdo preservado. Neste
material ¢ possivel recuperar ovos de helmintos, larvas de nematddeos ou até DNA
antigo (aDNA)’.

Para a analise dos sedimentos provenientes da pelve de esqueletos ¢ importante
saber qual a posi¢do em que o corpo foi enterrado, bem como se o sepultamento foi
anteriormente alterado ou ndo’. Segundo Dittmar e Teegen® ¢ importante retirar os
sedimentos diretamente da cavidade formada pela inclinagdo do sacro, pois os restos
fecais se depositam predominantemente neste local, caso o corpo seja enterrado em
dectbito dorsal. Além do sedimento contido no osso sacro dos esqueletos, ¢ importante
salientar a necessidade de realizar coleta e andlise de amostras controle, que sio
coletadas proximo ao crinio, nos espacos intervertebrais e fémur’” '°. A coleta e anélise
de controles estdo intimamente ligadas a confiabilidade dos resultados
paleoparasitologicos a medida que € possivel saber se eventuais ovos, larvas e cistos de
parasitos encontrados na analise dos sedimentos provenientes do osso sacro, realmente
pertenciam ao contetdo intestinal do individuo ou se estes resultados sdo provenientes

da contaminacdo do sedimento’.
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1.3 — Revisao bibliografica de achados de vestigios de parasitos em sedimentos

arqueologicos:

Existem diversos trabalhos publicados, em paleoparasitologia, que relatam o

achado de vestigios de parasitos em diversos sedimentos arqueologicos.

O primeiro foi publicado por Taylor“, que pesquisou sedimentos de uma fossa
encontrada em um sitio arqueologico da cidade de Winchester, Inglaterra. Nestes
sedimentos foram identificados grande nimero de ovos de Ascaris lumbricoides,

Trichuris trichiura e Dicrocoelium dendriticum.

o 12 . . . 1
Pike “ analisou amostra de solo de uma latrina préxima ao local de onde Taylor
coletou suas amostras para analise. Neste material foram encontrados ovos de Ascaris

sp., Trichuris sp. € Dicrocoelium dendriticum, também em grande nimero.

. .1 . . .
Posteriormente, Greig'® detectou ovos de Ascaris sp. e Trichuris sp. em

sedimentos de uma latrina em Worcester, Inglaterra.

. 14 . .. . .

Reinhard e colaboradores ~ relataram ovos de Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, ancilostomideo e Taenia sp. em sedimentos de duas latrinas recuperadas em
duas casas, no sitio arqueoldgico de Queen Ann Square, localizado em Newport —

Rhodelsland/Estados Unidos da América.

Nos sitios arqueologicos de Bean Down - Somerset ¢ Union Terrace — York,

. . . . 1
Inglaterra, foram descritos ovos de Ascaris sp. e Trichuris sp.”

16 . . . : . . o
Bouchet ° identificou ovos de Ascaris sp., Trichuris sp., oocistos de coccidios,
Heterakis sp., Capillaria sp. e ovos semelhantes aos de ancilostomideos em sedimentos

de solo e fossas de sitios arqueoldgicos localizados na cidade de Oise, Franga.

A mesma pesquisadora relatou o encontro de ovos de Fasciola hepatica,
Dicrocoelium sp., Trichuris sp. € Ascaris sp. em uma fossa encontrada em um sitio
y e . 17 . ,
arqueoldgico em Paris, Franga '. Posteriormente também relatou o achado de ovos de
Ascaris  lumbricoides, Trichuris trichiura, Dicrocoelium dendriticum, Fasciola
hepatica, Toxocara sp., Acanthocephala, Heterakis sp. e Metastrongylus sp., em

. . ~ . 1
sedimentos de latrinas descobertas em escavacdes no Grand Louvre, em Paris, Franca'®.
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1 . . . , .
Bouchet e colaboradores'® analisaram sedimentos de solo que continham matéria
organica de origem fecal, em um sitio na cidade de Jura, Franga, onde encontraram ovos

de Fasciola sp. e de tricurideos.

Bouchet ¢ Paicheler® relataram o encontro de ovos de Trichuris sp., Ascaris sp.,
Diphyllobothrium sp. e Schistosoma haematobium em sedimentos de uma latrina na
cidade de Montbéliard, na Franca. Em estudo posterior, Bouchet e colaboradores®'
encontraram ovos de Schistosoma mansoni nos mesmos sedimentos analisados no

trabalho anteriormente citado.

Em sedimento de solo do sitio arqueoldgico Grande Grotte d’Arcy-sur-cure, em

o 22
Yonne, Fran¢a, foram encontrados ovos de Ascaris sp.”.

Horne e Tuck® analisaram sedimentos provenientes de uma latrina encontrada no
sitio de Ferryland, localizado na peninsula de Avalon no Canadé e relataram o achado

de ovos de Ascaris sp., Trichuris sp., Taenia sp. € Dicrocoelium dendriticum.

Rousset ¢ colaboradores® descreveram ovos de Ascaris lumbricoides e Trichuris
trichiura no sedimento retirado da pelve de um esqueleto adulto evidenciado no sitio
arqueoldgico que atualmente se encontra sob o Hospital de Avicenne localizado na

cidade de Bobigny, situada a nordeste de Paris.

2 . . .
Bouchet ¢ colaboradores® encontraram ovos de Ascaris sp., Fasciola hepatica,
tricurideos e Taenia sp., em sedimentos provenientes de uma latrina no sitio Marly-Le-

Roy, localizado na cidade de Yvelines, Franca.

No sedimento retirado da pelve do esqueleto de uma crianga encontrada no sitio
arqueologico de Zeto Point (ADK-011), localizado na Ilha Adak, no Alasca, foram
encontrados ovos bem preservados de Ascaris lumbricoides e Diphyllobothrium

. 26
pacificum™.

Faulkner e colaboradores’’ analisaram amostras de sedimentos de latrinas
localizadas em um sitio arqueologico na cidade de Fayette, EUA e encontraram ovos de

Trichuris trichiura.

. .2 . . . , .
Dommelier-Espejo” analisou sedimentos provenientes de camadas arqueoldgicas

de trés sitios na Franga e encontrou ovos de Fasciola sp. e Capillaria sp.
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Em dois sitios arqueologicos localizados na Coréia do Sul, foram encontrados
ovos de Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Clonorchis sinensis e trematodeos

~ : . 29
ndo especificados, em sedimentos de fossas™ .

Dittmar e Teegen® relataram ovos de Fasciola hepdtica e Capillaria sp. em
sedimentos retirados da pelve de esqueletos humanos e de ruminantes, no sitio

arqueologico Karsdorf 9, localizado no municipio de Karsdorf, Alemanha.

Matsui e colaboradores®® relatam o achado de ovos de Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Clonorchis sinensis e Metagonimus yokogawai em sedimentos de

uma latrina encontrada no sitio Fujiwara Palace em Kashihara, Japao.

Dark®' identificou ovos de Trichuris sp. em sedimentos de uma fossa encontrada

em um sitio arqueologico localizado ao sul do Pais de Gales.

2 . . . . .
Fernandes e colaboradores®® encontraram ovos de Trichuris trichiura, Ascaris
lumbricoides e Capillaria sp. em sedimentos de latrinas no sitio arqueoldgico de

Raversijde, localizado ao norte da Bélgica.

Le Bailly e colaboradores™ relataram o encontro de ovos de Diphyllobothrium sp.
em amostras de sedimento de solo retiradas de sitios arqueologicos na Suica e

Alemanha.

. , 34 . .. . .
Fugassa e Guichén® encontraram ovos de Ascaris lumbricoides, Trichuris sp. e

um oocisto de Eimeria macusaniensis ao analisarem sedimentos da pelve de dois

esqueletos encontrados no sitio arqueologico Nombre de Jests localizado em na

provincia de Santa Cruz, Argentina.

No sitio Orejas de Burro 1, localizado a sudeste do campo vulcanico de Pali Aike,
ao sul da provincia de Santa Cruz na Argentina, Fugassa e Barberena® coletaram e
analisaram sedimentos recuperados de um esqueleto humano e de solo agregados ao
sepultamento e encontraram ovos de tricurideos ndo identificados, Capillaria sp.,

Trichuris sp., Trichuris trichiura, cestddeos e oocistos de Eimeria macusanensis.

Le Bailly e colaboradores® relatam o encontro de antigeno de Entamoeba
histolytica, recuperado pela técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
em sedimentos retirados da regido abdominal de esqueletos recuperados do cemitério de

Meadowlark localizado em Manhattan — Kansas nos EUA.
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Fugassa e colaboradores’’ analisaram sedimento retirado do osso sacro de
esqueletos provenientes dos sitios arqueoldgicos “Nombre de Jesus” (provincia de Santa
Cruz — Argentina), “Las Mandibulas” e “Caleta Falsa” (Terra do Fogo — Argentina) e
descreveram ovos de Ascaris sp., Ascaris lumbricoides, Capillaria hepatica e

Capillaria sp.

Reinhard e colaboradores®® analisaram sedimentos de latrinas encontradas na
cidade de San Bernardino, Califérnia e utilizadas no periodo de 1880 a 1930. Foram

achados ovos de T. trichiura, A. lumbricoides e Clonorchis sinensis.

Seo e colaboradores® descreveram ovos de Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Clonorchis sinensis e Paragonimus westermani em sedimentos recuperados
préoximos ao osso sacro ¢ de solo agregado a sepultamentos encontrados em tumbas

medievais coreanas.

Mitchell e colaboradores*’ analisaram amostras de sedimento de uma latrina da
época medieval, na cidade de Acre, Israel e encontraram ovos de 4. lumbricoides e

Diphyllobothrium latum.

Le Bailly e colaboradores®' detectaram ovos de A. lumbricoides, T. trichiura ¢
Taenia sp. em sedimentos recuperados de uma trincheira localizada na regido de Alsace

(Franga) e construida por soldados alemaes na época da I Guerra Mundial.

Jaeger e colaboradores*” relatam o achado de ovos de Trichuris sp., Ascaris sp.,
um ovo de Taenia sp. e cistos de protozoarios semelhantes a Entamoeba sp. em
sedimentos retirados da regido sacra de esqueletos encontrados no sitio arqueoldgico

cemitério da Praca XV, localizado na cidade do Rio de Janeiro.

1.4 — Sambaquis:

Sao sitios arqueolodgicos construidos por grupos de pescadores-coletores, que
habitaram parte do litoral brasileiro no periodo pré-colonial**. A palavra sambaqui é
de origem Tupi e significa amontoado de conchas. Estes sitios estdo distribuidos por
quase toda a extensdo da costa brasileira, podendo ser encontrados nas regides Sul,
Sudeste (até o estado da Bahia) e do Estado do Maranhdo até o Para®. Nestas

localidades o clima ¢ quente e imido, e com alta pluviosidade, principalmente no verao,
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porém no inverno as chuvas ainda sdo frequentes®®. Possuem formato arredondado
(Figura 1) com dimensdes que podem ser consideradas relativamente pequenas
chegando a 4 metros de altura, quando comparadas com as dimensdes de alguns

sambaquis que chegam a medir mais de 30m de altura e 500m de diametro, estes

. .. .4
maiores encontrados principalmente no estado de Santa Catarina®’.

Figura 1 — Fotografia do sambaqui Amourins localizado no municipio de Guapimirim,

RJ. Foto: Gina Bianchini, Museu Nacional/UFRJ.

No inicio das pesquisas arqueoldgicas em sambaquis havia divergéncias entre os
estudiosos da area a respeito da origem destes sitios. Em meados do século XIX
pesquisadores se dividiam entre duas principais concep¢des de origem acerca dos
sambaquis: a primeira “naturalista” e a segunda “artificialista”. Discussdes abordando
esta questdo se estenderam até a metade do século XX. A vertente “naturalista”
interpretava os sambaquis como formacgdes naturais, resultantes do recuo e avanco do
mar, além da agdo dos ventos sobre as conchas que foram carreadas formando os
amontoados. Seguindo esta perspectiva, os sambaquis eram estudados com uma visao
geologica, sendo reconhecidos como “jazidas” naturais®®. A principal func¢io do estudo
destas formagdes seria a determinagdo de alteragdes ambientais principalmente no que
diz respeito a mudangas no nivel do mar, para isso tinham em vista a localizagao destes
sitios™*’. Com relacdo aos sepultamentos encontrados frequentemente nos sambaquis,
os estudiosos favoraveis a ideia naturalista desenvolveram a chamada teoria dos
naufragios, que sugeria que os individuos encontrados teriam se afogado devido ao

. ~ 50
movimento de progressdo do mar™.
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A outra vertente que questionava a origem dos sambaquis era a “artificialista” na
qual acreditava-se na influéncia antropica na construgdo dos sambaquis®****.
Juntamente com a teoria “artificialista” duas concepg¢des foram desenvolvidas sobra
construcdo dos sitios. A primeira consistia na ideia do sambaqui como local para
acimulo ndo-intencional de lixo sendo associado a falta de cuidados e até mesmo a
preguica de grupos que habitavam locais proximos. Os sambaquis foram comparados
aos sitios conhecidos como shell middens, que sao encontrados em outros paises como,
por exemplo, a Dinamarca e os Estados Unidos da América cuja construcdo esta
baseada no principio do acumulo de lixo. A segunda consistia na percep¢ao do
sambaqui como uma construcao intencional, reflexo da cultura e organizacao social do
sambaquieiros que além de construi-los voltados para fungdes ritualisticas, os
utilizavam como local de moradia®®. Posteriormente, 4 medida que os estudos sobre os
sambaquis iam se aprofundando, alguns estudiosos que apoiavam a vertente
“naturalista” observaram ser geologicamente improvavel a deposicao natural dos
sedimentos que constituem estes sitios. Assumindo a concepg¢do “artificialista”, com o
avango nos estudos tornou-se mais plausivel a teoria da construgdo intencional dos
sambaquis, visto que a organizagdo das camadas arqueoldgicas tornava impossivel vé-
los como construgdes ndo intencionais feitas meramente com restos de lixo depositados
ao acaso’. A partir do aprofundamento dos conhecimentos observou-se que
desempenhavam diversas fungdes, tais como, local de moradia, de enterramento dos
individuos que os habitavam, de trabalho e de descarte de restos alimentares sendo
reconhecidas estas caracteristicas em todos os sambaquis. Estas fun¢des deixam clara a
associacdo cultural e social destes grupos sendo necessaria a visualizacdo dos mesmos

como uma sociedade.

Atualmente estdo registrados mais de mil sambaquis em toda a area litoranea do
pais, porém nao representa o total de sitios que originalmente existia. A exploracao de
cal proveniente das conchas dos sambaquis e a propria expansdao imobilidria, cuja
constru¢do se concentrou principalmente nos locais onde estes sitios estavam
localizados, foram os grandes responsaveis pela diminuicdo do nimero de sambaquis
existentes nos dias de hoje**. As oscilagdes marinhas sdo provavelmente outro fator
responsavel pela degradagdo e perda de sambaquis, devido aos movimentos de avango e
recuo do mar em relacdo a costa, que possivelmente submergiram alguns sitios”.

Também ¢ importante considerar a possivel existéncia de sambaquis ainda nao
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descobertos e consequentemente nao registrados juntos ao Instituto do Patrimdnio

Historico e Artistico Nacional (IPHAN).

Segundo Paz e Beltrdo™ a localizagio destes sitios era planejada, sempre
associada a locais cujos ecossistemas possuiam recursos necessarios para a subsisténcia
dos sambaquieiros. Tendo em vista esta estratégia de ocupagdo, os sambaquis eram
construidos proximos a baias, lagos, lagoas, mangues, entre outros, facilitando o acesso
destes grupos a recursos alimenticios, tais como, moluscos, peixes, mamiferos aquaticos

44,46,51

e terrestres e aves marinhas . Vegetais também faziam parte da dieta desses
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grupos’”, no entanto sao dificilmente preservados o que torna escassa a sua ocorréncia.

Ligado aos habitos alimentares esta o fato de que os sambaquieiros tinham o
costume de juntar restos destes alimentos para a constru¢do dos montes, aumentando
sua dimensdo de modo que se destacavam na paisagem™. Além de ossos de peixes e
conchas de moluscos, eram utilizados como material construtivo areia e argila, que eram
depositados em diferentes camadas organizadas de maneira sobreposta possuindo
composigdo diferente umas das outras* Existem indicios de que os sambaquis eram
utilizados como local de moradia. A localiza¢do dos sitios proximos a corpos d’agua
que ofereciam oferta abundante de moluscos e peixes, além de outros recursos para a
subsisténcia dos grupos ¢ um dos fatores que auxiliam na construcao deste pensamento.
Durante os estudos arqueoldgicos nos sambaquis foram encontrados diversos artefatos
de uso cotidiano e outros que claramente eram utilizados para sua confeccdo, o que
indica uma atividade de trabalho intensa nestes sitios. O encontro de camadas de cinza e
carvao associados a enterramentos ou mesmo como constituintes de camadas
arqueologicas, além do achado de conchas de moluscos e ossos de animais queimados,
leva a crer que os sambaquieiros tinham o costume de fazer fogueiras para fins
ritualisticos e de cozimento de alimentos para consumo. O encontro de buracos de
estacas em perfis arqueoldgicos e pisos de argila (Figura 2) também corrobora com esta
hipétese, pois indicam a construgdo de cabanas que poderiam servir para fins diversos™*.
Além disso, ainda ndo foram encontrados indicios de que estes grupos habitavam outro

local®.
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Figura 2 — Pisos de argila com buracos de estaca. Fotografia extraida de Pinto™.

Autoria: MaDu Gaspar, Museu Nacional/UFRJ.
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Além da fungdo de moradia, os sambaquis eram destinados a atividades
ritualisticas, servindo como local de sepultamento de individuos de ambos os sexos e
diferentes idades. Um grande numero de enterramentos foi retirado de sambaquis
estudados ao longo de todo litoral brasileiro, indicando que este grupo tinha o costume
de enterrar todos os membros do grupo no sitio”. Muitos dos esqueletos eram
enterrados com adornos e artefatos de uso cotidiano, como por exemplo, 1dminas de
machado, pontas 6sseas, quebra coquinhos, entre outros, talvez indicando o uso pessoal
de cada objeto pelo morto (Figuras 3 e 4)°', além do frequente achado de vértebras de
peixes articuladas e conchas de moluscos fechadas, que provavelmente foram ali
depositados, porém n3o consumidos™. Colares feitos de conchas, dentes de tubardo
perfurados e outros adornos também eram utilizados, além de corantes vermelhos

produzidos a partir do ocre”.
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Figura 4 — Enterramento com acompanhamento de pingentes Osseos. Fotografia

, e 57
extraida de Tenorio™".
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1.5 - Revisdo bibliografica de achados de vestigios de parasitos em sedimentos
provenientes de sambaquis, e de sitios de constituicio semelhante (shell middens) e

técnicas parasitologicas utilizadas:

Existem poucos achados de vestigios de parasitos em material arqueoldgico

proveniente de sambaquis ou shell middens.

Bouchet ¢ colaboradores® encontraram ovos de Diphyllobothrium spp. e
ancilostomideos em um shell midden do Alasca, utilizando suspensdo em agua

glicerinada a 0,5% seguido de técnicas de sedimentacao e flutuacao.

Em outro shell midden localizado no Canada, Bathurst” encontrou ovos de
Diphyllobothrium spp., Ascaris lumbricoides, Nanophyetus salmincola ¢ de cestddeos,

utilizando técnica de centrifugacao e realizando analise do sobrenadante.

Teixeira-Santos® encontrou um ovo de Trichuris sp. no sedimento da pelve de um
sepultamento encontrado no sambaqui Cubatdo I, localizado em Santa Catarina,

utilizando a técnica de sedimentagdo espontanea descrita por Lutz®,

Seguindo a andlise por biologia molecular e com isso confirmando o achado de
Teixeira-Santos®, Leles®® encontrou fragmentos de material genético de Ascaris
lumbricoides e Trichuris trichiura em sedimentos retirados da pelve de outro

sepultamento encontrado no mesmo sitio arqueolégico.

Desde o inicio das andlises realizadas no laboratério de paleoparasitologia
DENSP/ENSP/FIOCRUZ, cento e vinte ¢ uma amostras de sambaquis de diferentes
localidades foram encaminhadas e analisadas pela técnica descrita por Caldwell e
Caldwell® recomendada para recuperar ovos de parasitos em solo com caracteristica
arenosa, argilosa, entre outras. Esta técnica envolve o uso de solu¢ao de hipoclorito de
sodio para liberar os ovos do solo, solu¢dao de actcar de densidade elevada para flutuar
0s ovos € um frasco pequeno para remové-los da superficie. Apesar da recomendagao
para andlise parasitologica de tipos de sedimento semelhantes ao encontrado em

sambaquis, todos os resultados foram negativos para ovos de parasitos.

rqe . . 60 g ’ . . ~
Em suas analises, Teixeira-Santos’ utilizou a técnica de sedimentagao
A6l - . )
espontanea’ , recomendada para a analise de material fecal. A partir deste resultado

positivo obtido com uma técnica ndo especifica para a recuperagao de ovos de parasitos
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em sedimentos, pode-se considerar que um dos motivos para a raridade de registros de
achados de parasitos em material proveniente de sambaquis seja a falta de tentativas de

analises parasitologicas com utilizagdo de outras técnicas parasitologicas.

Por este motivo e partindo-se desta hipdtese, neste trabalho pesquisou-se a
eficiéncia de trés técnicas diferentes na recuperacdo de ovos de parasitos em analises
paleoparasitoldgicas feitas em sedimentos arqueoldgicos retirados de perfis
arqueologicos de dois sambaquis do Rio de Janeiro. As técnicas envolvidas neste
trabalho sdo: sedimentacdo espontinea®’, centrifugo-flutuagio com agtcar (d=1300)** ¢

centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco a 33% (d=1 180)65.

1.6 — Fatores tafonomicos que podem interferir na preservacio de ovos de

parasitos em sitios do tipo sambaqui:

Os achados de ovos de parasitos em sambaquis e em sitios que possuem

58,59,60,62

constitui¢do semelhante (shell middens) sao muito raros . Estudos a respeito do

paleoclima da regido litoranea do pais revelam um ambiente imido e com pouca
variagio de temperatura, condi¢io também presente nos dias de hoje®®?.
Especificamente sobre a regido da Baia de Guanabara, Herédia e Beltrio*® relatam uma
condi¢do de clima quente e imido, com registros pluviométricos altos e frequentes,
principalmente na estacdo do verdo, porém presente nas demais estacdes do ano.
Durante estes periodos de chuva ocorrem alagamentos e transbordamentos de rios, o
que provavelmente deveria ocorrer de maneira mais acentuada no periodo de ocupagao
dos sambaquieiros nesta regido’’. Os sambaquis estdo situados ao longo de grande parte
da costa brasileira, sendo os sitios Sernambetiba e Guapi localizados no entorno da Baia

de Guanabara. Por estarem localizados nesta regido e proximos a corpos d’agua que

sofrem periodos de cheia, estes sambaquis estdo submetidos a periodos de alagamento.

Segundo Neto® a percolagio nada mais é do que a passagem de liquidos por um
sistema s6lido disperso, como por exemplo, o solo. E provavel que este fendmeno, por
ser intensificado pelas condi¢des existentes nos locais em que os sambaquis estdo
situados, poderia ser a causa do desaparecimento dos ovos e consequentemente da
raridade de achados nestes sitios. Desta forma, os ovos de parasitos ou outros vestigios

poderiam ser carreados de maneira multidirecional entre as camadas dos sambaquis.
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Além disso, o carreamento dos ovos de parasitos das camadas superiores para as
inferiores ¢ vice-versa acarretaria na contaminagdo do sedimento causando
interpretacdes errOneas a respeito da antiguidade do achado. Apesar deste fato ser
considerado como justificativa para a auséncia ou raridade de vestigios de parasitos
neste tipo de sitio, at¢ 0 momento ndo havia sido feito nenhum estudo que comprovasse
a provavel interferéncia da percolacdo da dgua no desaparecimento dos ovos em

sambaquis.

Além da percolacdo, outros fatores tafondmicos poderiam interferir na
preservacdo destes vestigios de parasitos. A estabilidade de temperatura e umidade,
oferecida neste ambiente, pode proporcionar a proliferacio da biodiversidade de
microrganismos que habitam o sedimento deste sitio. Estes microrganismos interferem
na preservacdo da matéria organica desde sua deposi¢ao no solo até o momento de

. 169 . . N
coleta e armazenamento deste material””. Existem trabalhos que relatam a interferéncia
de fungos coprofiagicos e nematofagicos na preservacdo dos vestigios de

. 62,70,71,72
parasitos™™"" "7,

Ambos os temas sdo abrangentes e complexos individualmente e por isso sdo
necessarios estudos isolados para compreender o quanto cada variavel citada interfere
no desaparecimento dos vestigios de parasitos. Por isso, neste trabalho foi pesquisada a
questdo da percolagdo como principal fator tafondomico que contribui para

desaparecimento de vestigios de parasitos.

Esta dissertacdo esta inserida no contexto do subprojeto “Estudo de infecgdes
parasitarias em populagdes dos sambaquis brasileiros” coordenado pelo Dr. Adauto
Aragjo e incluido no PRONEX 2010 - FAPERJ/CAPES “Sambaquis: médios, grandes e
monumentais: Estudo sobre as dimensdes dos sitios arqueologicos e seu significado
social” coordenado pela Dra. Maria Dulce Gaspar, Museu Nacional, Universidade

Federal do Rio de Janeiro.
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2 — AREAS DE ESTUDO
2.1 — O Sambaqui Sernambetiba:

O sambaqui Sernambetiba estd localizado no municipio de Guapimirim, RJ, as
margens da Rodovia BR-493, que liga Magé a Itaborai (Figura 5). Situa-se em uma
planicie aluvial, que ¢ constituida pela deposi¢cao de sedimentos pelos rios que descem
da Serra do Mar. Est4 a dois quilémetros do rio Guapi-Mirim, que desemboca no

oceano e forma com ele um ambiente de mangue praticamente intocado pelo homem.

Possuia formato arredondado com 100 m de comprimento, 80 m de largura e 5 m
de altura, porém, justamente pela construgio da BR-493, a parte Norte deste sitio foi
parcialmente destruida”. Situado dentro dos limites da Fazenda Santa Inés, de
propriedade do Grupo Sendas, passou por diversas modificagdes em sua morfologia,
resultado de a¢des contemporaneas. Foi terraplenado devido a constru¢do da rodovia,
sendo depois utilizado por longo tempo para benfeitorias realizadas para beneficio da
propriedade rural na qual estava situado. Foram construidos sobre o sitio, currais € um
galpdo de alvenaria que abrigava grandes maquinas cuja funcdo era voltada para o
processamento de cereais’”. Durante décadas foi desmatado e desprovido das camadas
mais superficiais. Atualmente, as construgdes que existiam sobre o sitio foram
demolidas, porém ainda existem vestigios de sua existéncia, pois pode-se visualizar
restos de alvenaria e azulejos por toda a extensdo do sambaqui. Esta descrigdo,
associada a presenca atual de restos construtivos, e varios tipos de perturbagdes
causadas pela ocupagao do local nas ultimas décadas, inclusive a instalagcdo de latrina,

permite concluir a possibilidade de contaminacao na area arqueologica.

As datas calibradas para este sambaqui sdo 1960+70 AP — material carvao
(Laboratorio Beta Analytic)74, 2160£60 AP, 2290+60 AP e 2510+60 AP — material
concha (Laboratério CENA/USP)”® ¢ 1800+40 AP — material carvdo, amostra Beta
259895 (Laboratorio Beta Analytic) e 1920+70 AP — material semente, amostra Beta
259894 (Laboratério Beta Analytic)’®, porém Beltrdo e colaboradores” sugerem o

inicio da ocupag¢do ha pelo menos 5000 anos.

Segundo Beltrdo e colaboradores’® o sitio teria servido também para ocupago
tardia por grupos ceramistas e apos a chegada dos europeus ao estado do Rio de Janeiro

(Figura 6). A estratigrafia das camadas mais superficiais deste sitio apresenta
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fragmentos de metal e ceramica atual e indigena, tendo caracteristicas de material
redepositado. As ceramicas indigenas encontradas ndo possuiam evidéncias que
permitissem identificar algum grupo indigena em especial. Estes achados se estendem

por pelo menos 1 m de profundidade”.

Sambaqui de Sernambetiba

Google eart

Figura 5 — Fotografia aérea do sambaqui Sernambetiba evidenciando sua proximidade
com a rodovia. Fotografia cedida por Gina Bianchini, Museu Nacional/UFRJ. Fonte:

Google Earth.
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Figura 6 - Vista aérea do sambaqui Sernambetiba, municipio de Guapimirim, RJ, no
ano de 2002. Fotografia cedida por Gina Bianchini, Museu Nacional/UFRJ. Fonte:
Google Earth.

A partir de aproximadamente 1 m abaixo da camada perturbada, estd evidenciado
o sambaqui caracterizado por Beltrio e colaboradores”” como stricto sensu. Este
sambaqui € composto por linhas de carvdo, que indicam fogueiras. O encontro de
conchas de moluscos trituradas ou inteiras e a organizacdo de suas camadas indica
homogeneidade na construgao deste sambaqui (Figura 7). Estas conchas nada mais sao
do que os restos alimentares ou rituais utilizados pelos sambaquieiros na confec¢ao das
diferentes camadas estratigraficas. Dentre os principais moluscos utilizados, estdo as
espécies de bivalves: Crassostrea rhizophorae, Ostrea puelchana, Anomalocardia
brasiliana (berbigdo), Lucina pectinata, Tagelus divisus e género Mytilus spp. ou
Modiolus spp. Os gastropodos encontrados sdo todos de pequeno tamanho: Bulla

46,77
", Alguns ossos de

striata, Nassarius vibex, Cerithium atratum e Neritina virginea
peixes, mamiferos e aves também sdo encontrados, porém em pouca quantidade, assim
como restos vegetais. Estes achados evidenciam a grande variedade de recursos que

eram explorados por este grupo’”.

Tao importante quanto estes achados ¢ a constatagdo da existéncia de estacas que
. ~ 46 - . ~
segundo Heredia e Beltrdo*® indicam a construgdo de cabanas e confirmam, portanto, a
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utilizacao deste sitio como moradia. Recentemente este sambaqui voltou a ser escavado

e com isso foi encontrado um esqueleto que também ¢ objeto de estudo deste projeto.

Figura 7 — Fotografia de um dos perfis arqueoldgicos do sambaqui Sernambetiba com

destaque para a estratigrafia. Fonte: Gina Bianchini, Museu Nacional/UFRJ.

2.2 — O Sambaqui Guapi:

Assim como o sambaqui Sernambetiba, o sambaqui Guapi também estd
localizado no municipio de Guapimirim, RJ, as margens do rio Guapi>®. Trata-se hoje
de uma formagdo pequena e com estrutura muito perturbada (Figura 8) inclusive pela
construgdo de curral e casas no local. Quando cadastrado na década de 1980 por
Mendonca de Souza e Mendonca de Souza’® possuia cerca de 2000 m? de extensdo
estando a parte mais alta do monticulo a 4 m de altitude, mas sua camada arqueologica
de fato seria pouco espessa (Figura 9). Este sitio ndo foi escavado, e para o projeto
PRONEX foi feito em 2010, a abertura de um dos perfis aparentes para estudo (Figura
8).
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Figura 8 — Fotografia do perfil zooantracolégico do sambaqui Guapi. Fonte: Gina

Bianchini, Museu Nacional/UFRJ.
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Figura 9 — Fotografia do sambaqui Guapi (1973), municipio de Guapimirim, RJ.
Fotografia cedida pela professora Sheila Mendonga de Souza, Departamento de

Endemias Samuel Pessoa. Autoria: Milton Parnes.

3 - OBJETIVOS:

GERAL: Investigar o fenomeno da percolagdo da 4gua e sua influéncia na perda ou
dispersao de ovos de Ascaris lumbricoides em testemunhos indeformados de sedimento

arqueolodgico do sambaqui Sernambetiba, Municipio de Guapimirim, RJ.
ESPECIFICOS:

1) Realizar analise paleoparasitolégica em sedimentos controle provenientes dos
perfis arqueoldgicos correspondentes ao local de coleta dos testemunhos utilizados no

experimento de percolagao;
‘A . , . . ;. . ~ A 1
2) Testar a eficiéncia das técnicas parasitologicas de sedimentacdo espontanea®,

flutuagdao com agticar (d=1300)64 e flutuagdao com sulfato de zinco a 33% (d=1 180)65 na
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recuperacdo dos ovos de A. Ilumbricoides experimentalmente introduzidos nos
testemunhos de solo arqueoldgico utilizados no experimento de percolacdo e também

nas analises paleoparasitoldgicas dos sedimentos controle;

3) Observar o comportamento da percolacdo dos ovos em relag@o a constitui¢ao das

camadas arqueologicas;

4) Realizar a andlise de sedimentos provenientes da pelve e de controles do

Sepultamento 1 (Locus 2) do sambaqui de Sernambetiba;

5) Realizar pesquisa paleoparasitologica em sedimentos provenientes do perfil

arqueologico do sambaqui Guapi, municipio de Guapimirim, RJ.

4 - MATERIAIS E METODOS:
4.1 — Experimento de Percolacao:
4.1.1- Coleta das colunas de sedimento arqueoldgico e sedimentos controle:

O sambaqui Sernambetiba foi visitado no més de Janeiro de 2012 pelas equipes
do  Museu Nacional/UFRJ] e do laboratorio de Paleoparasitologia -
DESNP/ENSP/FIOCRUZ. O gedlogo professor doutor Renato Ramos do Departamento
de Geologia e Paleontologia do Museu Nacional/UFRJ esteve presente durante as fases
de elaboracdo e coleta dos testemunhos de sedimento arqueoldgico. Para os
procedimentos de coleta foram utilizados trés tubos de aluminio com dimensdes de 0,5
m de comprimento e 10,5 cm de didmetro, uma barra de madeira com 0,5 m de
comprimento, uma marreta e tampas de PVC para vedar as por¢des superior e inferior

dos tubos de aluminio a fim de possibilitar o transporte ao laboratorio (Figura 10).
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Figura 10 — Material utilizado para coleta de testemunhos de sedimento arqueoldgico

para a realizacao do experimento de percolagdao. Foto: Morgana Camacho.

Com o objetivo de testar a percolagdo vertical de ovos de A. lumbricoides
experimentalmente introduzidos em colunas de sedimentos arqueologico e observar o
comportamento da percolacdo dos ovos em relacdo a constituicdo das camadas
arqueologicas foram escolhidos, previamente a coleta, perfis arqueoldgicos que
continham camadas com caracteristicas de constituicdes diferentes entre si, sendo o
primeiro perfil arenoso, reservado para a coleta do tubo 1 (Figura 11), o segundo areno-
argiloso, reservado para a coleta do tubo 2 (Figura 12) e o terceiro argiloso, reservado
para a coleta do tubo 3 (Figura 13). Os pertis estdo localizados no Locus 1 (Figura 14)
do sambaqui Sernambetiba em diferentes profundidades, estando o mais arenoso
proximo ao topo do sitio (perfil Norte - antigo perfil zooantracologico), o areno-argiloso
proximo a parte central (perfil Norte - rampa —4 m — 6 m) e o argiloso na base do Locus
(perfil sul — é4rea de investigacdo da base). Os perfis arqueoestratigraficos
correspondentes aos perfis pré-determinados para a realizagdo das coletas dos

testemunhos e dos controles estdo demonstrados nas figuras 15,16 e 17.
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Figura 11 — Fotografia do perfil arqueoldgico reservado para a coleta do tubo 1, com

caracteristica arenosa. Foto: Morgana Camacho.
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Figura 12 - Fotografia do perfil reservado para a coleta do tubo 2, com caracteristica

areno-argilosa. Fonte: Gina Bianchini, Museu Nacional/UFRJ.
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Figura 13 - Fotografia do perfil arqueoldgico reservado para a coleta do tubo 3, com

caracteristica argilosa. Foto: Morgana Camacho.

A coleta dos sedimentos foi feita por meio da cravacao dos tubos de aluminio nos
perfis previamente determinados. Cada tubo de aluminio foi colocado em cima dos
perfis correspondentes e cravados com o auxilio da marreta. A barra de madeira foi
utilizada com a finalidade de atuar como apoio para a marreta e também para impedir

que a borda superior do tubo se amassasse durante o processo (Figura 15).
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Figura 14 — Locus 1 do sambaqui Sernambetiba, municipio de Guapimirim, RJ, onde
estdo localizados os perfis arqueoldgicos pré-determinados para as coletas dos

testemunhos e controles. Foto: Morgana Camacho.

»

Figura 15 — Processo de coleta das colunas de sedimento arqueoldgico por meio da

cravagdo de tubos de aluminio nos perfis arqueologicos do Locus 1 do sambaqui

Sernambetiba, municipio de Guapimirim, RJ. Foto: Morgana Camacho.
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Ap6s a realizacdo da coleta, os tubos de aluminio foram vedados com o auxilio
das tampas de PVC e lacrados com fitas adesivas ao redor das tampas para o transporte
ao laboratorio. Em seguida foram identificados de acordo com o perfil do qual foram
retirados e a direcdo da base e do topo de cada tubo (Figura 16). O professor Renato
Ramos elaborou esquemas em papel milimetrado dos perfis arqueologicos de onde
foram retiradas as colunas de sedimento, a fim de detalhar a composi¢ao do sedimento e
a espessura de cada camada arqueoldgica que constituia as colunas presentes nos tubos

(Figuras 17, 18 e 19).

Figura 16 — Tubo de aluminio contendo coluna de sedimento arqueoldgico
indeformado. Destaque para a vedagdo nas partes superior e inferior do tubo. Foto:

Morgana Camacho.
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Figura 17 — Esquema em papel milimetrado mostrando a espessura e constituicao das

camadas da coluna de sedimento presente no tubo 1 (arenoso). Autoria: Prof. Renato
Ramos, Museu Nacional/UFR]J.
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Figura 18 — Esquema em papel milimetrado mostrando a espessura e constituicdo das
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camadas da coluna de sedimento presente no tubo 2 (areno-argiloso). Autoria: Prof.

Renato Ramos, Museu Nacional/UFRJ.
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Figura 19 — Esquema em papel milimetrado mostrando a espessura e constituicao das
camadas da coluna de sedimento presente no tubo 3 (argiloso). Autoria: Prof. Renato

Ramos, Museu Nacional/UFRJ.
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Posteriormente, iniciaram-se as coletas relacionadas aos controle do experimento
de percolacdo, tendo em vista a investigagdo da possivel presenca de ovos de A.
lumbricoides que pudessem existir nas camadas arqueoldgicas dos perfis que foram
selecionados para o experimento. Estas coletas foram feitas imediatamente ao lado das
coletas feitas com os tubos de aluminio, distando aproximadamente 10 cm. Com a
orientacdo de arquedlogos do Museu Nacional/UFRJ as camadas bioturbada (topo do
perfil) e arqueolodgicas de cada perfil foram identificadas e demarcadas com palitos de
plastico coloridos. O material de coleta utilizado era descartavel e constituido de luvas,
colheres plasticas e palitos de madeira. Os tubos de aluminio possuiam 0,5 m de
comprimento, sendo assim, ndo atingiam toda a altura do perfil, exceto no tubo 3
(sedimento argiloso), cujo perfil possuia a mesma altura do tubo de aluminio. As coletas
foram feitas em todas as camadas de cada perfil, ndo sendo apenas delimitadas pela
altura das coletas com os tubos (Figuras 20, 21 e 22). Os perfis foram limpos com
colheres de pedreiro e posteriormente palitos de madeira descartdveis. O sedimento de
cada camada foi coletado a profundidades que variavam entre 8 cm e 12 cm, a fim de
evitar ou a0 menos minimizar a contaminacao. Ao final das coletas, o sedimento foi
armazenado em sacos plasticos com fecho hermético, identificados de acordo com o

perfil do qual pertenciam e a camada do qual foram retirados.
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Figura 20 — Fotografia do perfil arqueoldgico apds as coletas do tubo 1 (local em

destaque - seta) e sedimentos controle, coletados ao lado. Foto: Morgana Camacho.

Figura 21 — Fotografia do perfil arqueoldgico apds as coletas do tubo 2 (local em

destaque - seta) e sedimentos controle, coletados ao lado. Foto: Morgana Camacho.
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Figura 22 — Fotografia do perfil arqueologico apds as coletas do tubo 3 (local em

destaque - seta) e sedimentos controle, coletados ao lado. Foto: Morgana Camacho.

4.1.2 — Fixacao dos tubos de aluminio e introducao de fezes contendo ovos de A.

lumbricoides nos sedimentos destes tubos:

ApOs o transporte dos tubos e sedimentos controle para o laboratério, iniciou-se o

processo de preparacao dos tubos de aluminio para o experimento de percolagao.

As tampas de PVC foram retiradas das extremidades dos tubos ¢ uma malha de
nylon triplamente dobrada foi colocada na parte inferior de cada um dos trés tubos, a
fim de impedir que o sedimento caisse ao fixar os tubos verticalmente. Os tubos foram
fixados um ao lado do outro com o auxilio de garras de ferro e parafusos em uma parede
do laboratorio, a fim de viabilizar o teste relacionado a percolacao vertical dos ovos de
A. lumbricoides (Figura 23). Foram colocados, abaixo de cada tubo, célices de fundo
conico associados a funis para a captacdo de dgua e sedimentos que eventualmente

caissem durante o experimento de percolagao.
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Figura 23 — Tubos de aluminio contendo colunas de sedimento arqueoldgico fixados a
parede do laboratorio para teste de percolagao vertical de ovos de Ascaris lumbricoides.

Foto: Victor Hugo Borba.

Concomitantemente pequenos volumes fecais (aproximadamente 1,5 g) contendo
ovos de A. lumbricoides, foram homogeneizados para obter uma grande quantidade de
ovos. Apds a homogeneizagdo, o volume fecal final foi pesado em balanga, totalizando

24,3 g de fezes.

Foi separado 1 g de fezes para quantificacdo pela técnica de Stoll” modificada®,
que consistiu em adicionar 14 ml de solucao de Hidroxido de Sodio (NaOH) 0,1 M em
tubo pléstico graduado de fundo conico e tampa de rosca, e em seguida acrescentar
quantidade de fezes necessaria para atingir o nivel de 15 ml. Apds fechado, o tubo foi
agitado e deixado em repouso por um periodo de 12 horas. A coleta de 150 pl foi feita
no centro do tubo, depositada em lamina e coberta com laminula de 24 mm x 50 mm.
Apods quantificar por trés vezes os ovos de A. lumbricoides contidos nos 150 pl
coletados foi feito o célculo pré-estabelecido na descricdo da técnica. A média dos
valores encontrados nas trés quantificagdes foi multiplicada por 100. Posteriormente,
houve a necessidade de realizar célculo para corre¢do concernente a consisténcia das
fezes, indicado por De Carlli*® e contido na técnica original descrita por Stoll”. As fezes

possuiam consisténcia pastosa-diarreica necessitando multiplicar o nimero encontrado

54



no calculo anterior por 3 resultando em um numero final de 463.800 ovos por grama de

fezes (opg).

Em cada um dos tubos ja fixados a parede foram experimentalmente introduzidos
2 g de fezes contendo aproximadamente 1.000.000 de ovos de A. lumbricoides. Para
isso as fezes foram pesadas em balanga sobre papel vegetal e depositadas na superficie

de cada tubo juntamente com o papel vegetal (Figura 24).

Figura 24 — Fezes introduzidas na superficie do sedimento contido nos tubos de
aluminio fixados a parede para teste da percolagdo vertical dos ovos de Ascaris

lumbricoides. Foto: Morgana Camacho.

4.1.3 — Experimento de percolacio: umedecimento do sedimento contido nos tubos

de aluminio com agua destilada e procedimentos de coleta:

Imediatamente apos a introducdo das fezes iniciou-se o umedecimento do
sedimento contido nos tubos. Trezentos e cinquenta mililitros (equivalente ao volume
comportado por um célice de fundo conico) foram utilizados para umedecer o
sedimento durante o periodo de 45 dias, duas vezes por semana em dias intercalados.
Para tanto, os 350 ml de 4dgua destilada foram medidos com o auxilio de uma proveta e
depositados lentamente (de forma a simular a precipitacdo da chuva) no sedimento de
cada tubo utilizando-se um regador. A cada processo de umedecimento, os calices de

fundo coOnico e funis associados eram trocados e identificados de acordo com os
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respectivos tubos de aluminio. A agua e eventuais sedimentos que fossem depositados

nos célices de fundo conico foram coletados e o volume de dgua recuperado era medido.

Apds um periodo minimo de duas horas a coleta dos sedimentos captados pelos
calices foi feita com o auxilio de peras e pipetas de vidro graduadas, que eram
substituidas a cada coleta. O sedimento coletado foi entdo transferido para tubos de
plastico com tampa de rosca, fundo conico e graduacdo. Estes tubos foram identificados
de acordo com o dia em que o sedimento dos tubos de aluminio foi umedecido e de qual
dos tubos pertencera aquele sedimento. Em seguida foram armazenados em ambiente
refrigerado e analisados durante o periodo de realizagcdo do experimento. Ao término da
coleta dos sedimentos, o volume de agua captado pelos célices contidos embaixo de
cada tubo de aluminio foi medido com o auxilio de uma proveta. O valor total do
volume de agua de cada dia foi obtido com o somatodrio da agua que permanecera nos
calices de fundo conico e da dgua que havia sido pipetada juntamente com o sedimento
e armazenada nos tubos de plastico com tampa de rosca. Foi feita uma tabela contendo
informacdes a respeito dos volumes de dgua recuperados a cada umedecimento e a

presenca ou auséncia de captacdo de sedimento (Tabela 1).
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Apos o periodo de 45 dias, utilizado para testar a percolacao vertical dos ovos de
A. lumbricoides, os tubos foram retirados do local no qual estavam fixados e foram
transportados para o Departamento de Geologia e Paleontologia do Museu
Nacional/UFRJ onde foram cortados com o auxilio de uma serra circular manual.
Posteriormente, os tubos de aluminio foram novamente transportados para o laboratorio

de paleoparasitologia/ENSP/DENSP/FIOCRUZ onde foram abertos, permitindo acesso

ao sedimento para coleta (Figura 25 A-D).

e ——

Figura 25 A—D) - Fotograﬁés ds tuos de aluminio abertos para inicio da coleta do
sedimento. Aspecto do sedimento localizado no topo (A) e no centro (B) do tubo que
possuia caracteristica areno-argilosa; Fotografias do sedimento localizado no topo (C)
do tubo que possuia caracteristica arenosa e do sedimento localizado no topo do tubo

que possuia caracteristica argilosa (D). Foto: Morgana Camacho.

A coleta do sedimento contido no interior dos tubos foi feita de acordo com os
esquemas dos perfis arqueoestratigraficos elaborados em papel milimetrado pelo
geologo Renato Ramos (Figuras 17, 18 e 19). Conforme as camadas foram sendo
coletadas, recebiam um numero de identificagdo. Nos tubos 1 e 2 as primeiras camadas
(topo do tubo) eram pouco espessas € observou-se que apos a abertura dos tubos, se
misturaram (Figuras 25 A e C). Por este motivo, estas camadas foram coletadas de
forma a permanecerem juntas. No tubo 3, a camada 4 possuia 18 cm e por isso foi
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dividida em duas partes e coletada em dois sacos com fecho hermético diferentes que
por sua vez foram denominados camada 4 (B) e camada 4 (A), seguindo a estrutura
organizacional da camada. O sedimento coletado foi identificado de acordo com as

camadas dos quais foram retirados.

Em todos os tubos, as camadas constituintes da coluna sedimentar foram coletadas
com o auxilio de luvas, espatulas de madeira descartaveis e sacos plasticos com fecho
hermético. A cada camada coletada, o material de coleta era substituido por um novo, a
fim de minimizar a contaminagdo por eventuais ovos de A. lumbricoides que pudessem
estar presentes nas camadas anteriormente coletadas. ApoOs esse processo, foram
separados 20 g de sedimento de cada camada para analise por técnicas parasitologicas
objetivando investigar a presenca de ovos de A. lumbricoides € consequentemente a
percolacao destes ovos a medida que fossem encontrados nas camadas arqueologicas. O
sedimento separado para analise foi encaminhado para o laboratdrio de Parasitologia da

UFF/MIP.

4.1.4 — Analise do sedimento contido nos tubos de aluminio e dos sedimentos

controle:

A eficiéncia das técnicas de sedimentagio espontanea®’, centrifugo-flutuagdo com
actcar (d=1300)** e centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco a 33% (d=1180)" foi
testada na investigacdo dos ovos de 4. lumbricoides tanto nos sedimentos provenientes
dos tubos quanto nos sedimentos controle. A analise dos sedimentos provenientes dos
tubos de aluminio (experimento de percolagao) foi feita no laboratério de parasitologia
da UFF/MIP e os sedimentos controle foram analisados no laboratério de
paleoparasitologia DENSP/ENSP/FIOCRUZ. Todas as andlises foram feitas em
microscopia otica. A leitura das laminas foi feita em aumento de 100 X e fotografias em
aumento final de 400 X.

Para ambos os tipos de sedimento, as andlises foram iniciadas com a técnica de
sedimentagdo espontinea®'. Foram utilizados calices de fundo cénico (350 ml) e funis.
Os sedimentos (20 g), provenientes das camadas dos tubos de aluminio foram
depositados em gazes triplamente dobradas sobre os funis. Agua destilada foi
acrescentada de forma que a sedimentagdo espontanea do material ocorreu num periodo
de 24 horas. A partir do sedimento resultante do processo de sedimentagdo espontanea

foram separados 1 ml para cada técnica de centrifugo-flutuagdo, sendo imediatamente
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armazenados em ambiente refrigerado, em tubos plasticos graduados (15 ml) com tampa
de rosca. O restante do sedimento foi reservado, também em ambiente refrigerado, para
a finalizacdo da andlise pela técnica de sedimentacdo espontanea. Para tanto foram

separados 200 ul de cada amostra.

Nas amostras controle, os sedimentos foram reidratados com fosfato trissodico a
0,5%", por um periodo de 72 horas. Calices conicos (350 ml) com funis foram
preparados para a sedimentacdo espontanea do material, sendo colocadas gazes
triplamente dobradas sobre os funis. O processo da sedimentacdo espontanea se deu
num periodo de 24 horas. Posteriormente, os sedimentos foram transferidos para tubos
plasticos graduados com tampas de rosca e identificados de acordo com as camadas dos
quais eram provenientes. Dois mililitros do sedimento obtido de cada amostra com a
técnica de sedimentagdo espontanea foram separados para as técnicas de centrifugo-
flutuagao com agl'lcar64 e centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco a 33%%. Para a
analise do material pela técnica de sedimentagdo espontanea foram separados 200l de

sedimento, totalizando 40 laminas para cada amostra.

Apds o término do processamento das amostras pela técnica de sedimentagdo
espontanea, iniciaram-se as analises dos tubos separados para as técnicas de centrifugo-
flutuagdo com acucar®™ e com sulfato de zinco a 33%". A técnica de centrifugo-
flutuacdo com agucar consistiu em centrifugar as amostras eluidas em agua durante 10
minutos a 1500 rotagdes por minuto (rpm). Apds este processo, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento desprendido do fundo dos tubos com auxilio de um vortex.
Solucdo de agucar (d=1300) foi acrescentada até chegar ao nivel de 14 ml, em seguida,
os tubos foram submetidos a um novo periodo de centrifugagdo de 5 minutos a
1500rpm. Posteriormente, os tubos foram retirados cuidadosamente da centrifuga,
colocados em estante de apoio e foi acrescentada a mesma solucdo de agucar,
cuidadosamente pela lateral dos tubos até formar menisco positivo. Laminulas de 22
mm X 22 mm foram colocadas sobre o menisco por um periodo de 3 minutos. Apds este
periodo de tempo, as laminulas foram retiradas e colocadas sobre laminas previamente
identificadas de acordo com as amostras. A leitura do material foi feita de maneira
imediata. As andlises dos sedimentos controle relacionadas a técnica de centrifugo-
flutuagdo com agucar® procederam da mesma maneira descrita para os sedimentos

retirados dos tubos de aluminio, como descrito acima.
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A técnica de centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco® foi feita posteriormente a
técnica anterior e consistiu na centrifugacdo das amostras eluidas em agua por um
minuto a 2500rpm. Posteriormente o sobrenadante foi desprezado e o sedimento
desprendido do fundo dos tubos com auxilio de um voértex. Agua destilada foi
acrescentada até o nivel de 14 ml e novamente submetida a centrifugacdo pelo mesmo
periodo de tempo anteriormente aplicado, de forma que o processo descrito acima foi
repetido até obter-se o sobrenadante limpo (5 centrifugagdes). Apds este processo, o
sobrenadante foi desprezado, o sedimento foi desprendido do fundo dos tubos e solucao
de sulfato de zinco 33% (d=1180)® foi acrescentada até o nivel de 5 ml. Em seguida os
tubos foram submetidos a nova centrifuga¢ao pelo mesmo periodo de tempo e rpm. Os
tubos foram retirados cuidadosamente da centrifuga e depositados em estante de apoio.
Com o auxilio de alcas de platina foram coletadas de 4 a 5 gotas de cada um dos tubos
de modo a ndo perfurar o menisco formado. Este material foi depositado em laminas
identificadas de acordo com a amostra e coberto com laminulas de dimensdes 22 mm x

22 mm, iniciando-se a leitura logo em seguida.

As andlises dos sedimentos controle relacionadas com a técnica de centrifugo-
flutuacdo com sulfato de zinco a 33% (d=1180) foram processadas de acordo com a
descricio da técnica que utiliza laminulas ao invés de algas de platina®. Os
procedimentos iniciais de limpeza do sobrenadante se repetiram igualmente nos dois
casos diferenciando apenas a partir do momento que envolve o acréscimo da solugdo de
sulfato de zinco a 33%. No caso dos sedimentos controle foi adicionada solugdo de
sulfato de zinco a 33% até o nivel de 14 ml. Apos este procedimento, as amostras foram
colocadas em centrifuga durante o periodo de 1 minuto a 2500rpm, em seguida foram
retiradas e colocadas em estante de apoio. Solu¢do de sulfato de zinco a 33% foi
acrescentada cuidadosamente de maneira a formar menisco positivo. Laminulas de 22
mm X 22 mm foram utilizadas na coleta do sobrenadante sempre evitando o contato das
laminulas com a borda superior dos tubos. Laminas identificadas de acordo com as
camadas das quais o sedimento pertencia foram preparadas e as laminulas depositadas
conforme as coletas iam sendo feitas. A leitura das laminas foi feita imediatamente apods

este processo.
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4.2 — Coleta e analise paleoparasitologica de sedimentos provenientes do

sepultamento 1 (Locus 2) do sambaqui Sernambetiba:

No periodo de visitas a0 sambaqui Sernambetiba no ano de 2011, a equipe de
arqueologos do Museu Nacional/UFRIJ localizou um sepultamento no Locus 2 (Figura
26). Este sepultamento estava localizado na base do perfil oeste do Locus abaixo de um
bolsdo de cinzas e foi retirado do sitio em bloco para posterior estudo, de maneira que a
estrutura do sepultamento ndo fosse alterada (Figura 27). Posteriormente foi

transportado para o laboratorio de Arqueologia Casa de Pedra MN/UFRJ.

A coleta dos sedimentos para as analises paleoparasitologicas foi feita neste
laboratorio e com a supervisao da professora doutora Sheila Mendonga. Inicialmente os
locais de coleta dos sedimentos controle foram determinados, sendo localizados
proximos ao cranio, fémur direito e costelas. Materiais descartaveis como luvas e palitos
de madeira foram utilizados na coleta. Pincéis novos também foram utilizados sempre
sendo descartados a cada coleta. Sacos de fecho hermético foram utilizados para
armazenar os sedimentos que totalizaram trés amostras. Para a coleta de sedimentos
localizados no osso sacro do sepultamento foi necessaria a coleta em bloco dos ossos e
sedimentos aderidos. Sedimentos localizados abaixo do osso sacro foram coletados
posteriormente a retirada dos 0ssos. Apos estes procedimentos o bloco, contendo os
ossos e sedimentos aderidos, foi transportado para o laboratorio de paleoparasitologia
onde as coletas relacionadas a este material foram feitas (Figura 28). O mesmo tipo de
material descartavel, utilizado anteriormente nas coletas dos sedimentos controle foi
usado nas coletas dos sedimentos aderidos ao osso sacro. Os o0ssos estavam muito
frageis e aparentemente durante o processo de permanéncia do corpo do individuo no
ambiente, 0 0sso sacro ¢ a ultima vértebra lombar se aderiram, de forma que a separagao
destas partes no momento da coleta dos sedimentos foi dificultada. Por este motivo,
com o objetivo de separar os sedimentos aderidos nas partes de acesso mais dificil,
alcool a 70% foi utilizado na lavagem dos ossos. Um total de seis amostras foi obtido no
processo de coleta relacionado aos ossos do sacro. Cada coleta foi armazenada em tubos
de plastico com tampa de rosca. Ao mesmo tempo, os sedimentos controle foram

transferidos para os mesmos tipos de tubo.

O inicio do processo de analise de todas as amostras obtidas a partir do
sepultamento se deu pela reidratagdo do material com fosfato trissédico a 0,5%",
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durante 72 horas. Somente oito amostras puderam ser submetidas a técnica de
sedimentagdo espontdnea®’, visto que uma das amostras continha pouca quantidade de
sedimento. Neste caso somente foi possivel a andlise direta do material. A técnica de
sedimentacdo espontanea foi aplicada por um periodo de 24 horas. Os sedimentos
obtidos a partir da técnica foram pipetados e transferidos para os tubos onde
originalmente estavam armazenados antes de serem processados. Para a analise por
microscopia otica foram separados 100 ul de sedimento de cada amostra. As analises

foram feitas em aumento de 100X e fotografias em aumento final de 400X e 1000X.

Figura 26 — Fotografia do sepultamento encontrado no Locus 2 do sambaqui
Sernambetiba, municipio de Guapimirim, RJ. A seta indica o a localizagdo do

sepultamento na fotografia. Fonte: Gina Bianchini, Museu Naciona /UFRJ.
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Figura 27 — Fotografia do sepultamento 1, localizado no Locus 2 do sambaqui

Sernambetiba. Fonte: Gina Bianchini, Museu Nacional /UFR]J.

Figura 28 — Osso sacro aderido a ultima vértebra lombar do sepultamento 1. Foto:

Morgana Camacho.
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4.3 — Coleta e analise paleoparasitologica de sedimentos provenientes do sambaqui

Guapi, municipio de Guapimirim, RJ:

O sambaqui Guapi foi visitado pela equipe do Museu Nacional/UFRJ no ano de
2010 e durante esta visita foram coletadas amostras de cinco camadas arqueologicas e
da camada superficial (bioturbada) provenientes do perfil recém-aberto para estudo
inicial do sitio. As coletas foram feitas com materiais descartaveis, tais como luvas,
palitos de madeira e colheres de plastico e as amostras obtidas foram armazenadas em
tubos plasticos com tampa de rosca. Estas amostras foram encaminhadas para o
Laboratério de Paleoparasitologia DENSP/ENSP/FIOCRUZ para a realizacdo de

analise paleoparasitoldgica.

Primeiramente as amostras foram reidratadas com fosfato trissodico a 0,5%
durante 72 horas’ e em seguida foram submetidas a técnica de sedimentagdo
espontanea’’ durante 24 horas. Os sedimentos obtidos a partir da técnica de
sedimentacdo espontdnea foram coletados com o auxilio de uma pipeta de vidro
graduada e uma pera. A cada coleta as pipetas eram substituidas a fim de evitar
contaminagdo de uma amostra para outra. O sedimento pipetado foi depositado nos
mesmos tubos em que estavam armazenados antes do processamento pela técnica de
sedimentacdo espontanea. Duzentos microlitros (ul) de sedimento de cada amostra
foram separados para analise por microscopia Otica, resultando em um total de 40
laminas por amostra. A leitura em microscopio otico foi feita sob o aumento de 100X e

fotografias em aumento final de 400X.

5 - RESULTADOS:
5.1 — Experimento de percolacido e analise de sedimentos controle:

No anexo 1 (A e B) encontram-se quadros comparativos com os resultados finais
obtidos na andlise dos sedimentos das camadas contidas nos tubos de aluminio 1
(arenoso), 2 (areno-argiloso) e 3 (argiloso) com relacdo ao processos de andlise

adotados (A) e controles com relagdo as técnicas parasitologicas utilizadas (B).
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5.1.1 — Sedimento captado pelos calices de fundo conico e funis localizados sob os

tubos de aluminio:

Estes sedimentos foram analisados de forma direta, ou seja, ndo foram
processados por nenhum tipo de técnica parasitoldgica. Os resultados das andlises
destes sedimentos foram negativos para ovos de A. lumbricoides. Foram encontradas
diversas larvas, diagnosticadas como de vida livre por sua morfologia caracteristica na
extremidade bucal, em todos os sedimentos coletados dos trés tubos, durante o
experimento de percolacdo (Figura 29). As larvas foram identificadas como sendo de
vida livre pelo professor doutor Otilio Bastos MIP/UFF. Em alguns dos sedimentos
foram encontrados protozodrios ciliados semelhantes aos do género Paramecium e
outro tipo de protozoario nao identificado. Na tabela 2 estdo os resultados detalhados
para cada sedimento coletado e informagdes a respeito do dia de umedecimento e

captagdo dos sedimentos.

Figura 29 — Possiveis larvas de vida livre encontradas nos sedimentos captados pelos

calices de fundo conico durante o experimento de percolagdo. Foto: Morgana Camacho.
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5.1.2 — Sedimentos provenientes das camadas que constituiam os tubos de

aluminio:

5.1.2.1 — Tubo 1 (sedimento arenoso):

Os resultados relacionados aos vinte gramas de sedimentos separados de cada
camada para as analises pelas técnicas de sedimentacio espontinea®', centrifugo-
flutuacdo com agticar™ e centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco a 33%® encontram-
se na tabela 3.

Foram recuperados ovos de A. lumbricoides apenas nas camadas superiores
deste tubo. Nas camadas 12, 11 e 10 (topo do tubo), que foram coletadas juntas, foi
encontrado o maior numero de ovos. Na camada 9, localizada logo abaixo, somente foi
encontrado um ovo. A técnica de sedimentacdo espontdnea recuperou grande
quantidade de ovos de A. lumbricoides nas camadas 12, 11 e 10. A técnica de
centrifugo-flutuacdo com agucar recuperou alguns ovos nas camadas 12, 11 e 10 e um
unico ovo na camada 9. A técnica de centrifugo-flutuacdo com sulfato e zinco a 33%
recuperou poucos ovos. As camadas subsequentes foram negativas nas analises de todas

as técnicas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Numero de ovos de Ascaris lumbricoides recuperados pelas técnicas de
centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco a 33% (d=1 180)%, centrifugo-flutuagdo com
actcar (d=1300)** e sedimentacdo espontémea61 na andlise dos sedimentos (20 g) de

cada camada contida no tubo 1 (arenoso).

TECNICAS PARASITOLOGICAS

CENTRIFUGO-

IDENTIFICACAO FLUTUACAO Cgﬁggiggg' SEDIMENTACAO
(N° DAS COM SULFATO ACUCAR ESPONTANEA
CAMADAS) DE ZINCO A 33% (200 pl)
(1 ml)
(1 ml)
OVOS RECUPERADOS (n)

12,11e10 4 18 34

9 - 1 -

8 - - -

7 - - -

6 - - -

5 - - -

4 - - -

3 - - -

2 - - -

1 - - -

5.1.2.2 — Tubo 2 (sedimento areno-argiloso):

Os resultados obtidos com as analises dos sedimentos provenientes deste tubo
mostram que os ovos de A. lumbricoides ficaram concentrados nas duas primeiras
camadas do topo do tubo. Conforme ocorreu no tubo 1, essas camadas também foram
coletadas juntas, visto que se misturaram no momento da abertura do tubo e foram
identificadas como camadas 15 e 14. As camadas subsequentes se mostraram negativas

para ovos de A. lumbricoides.
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Com relacao as técnicas testadas, a técnica de centrifugo-flutuacdo com agucar
recuperou maior nimero de ovos do que as técnicas de sedimentacdo espontdnea e

centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco a 33%, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero de ovos de Ascaris lumbricoides recuperados pelas técnicas de
centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco a 33% (d=1180)%, centrifugo-flutuagio com
actcar (d=1300)** e sedimentagdo espontdnea® na analise dos sedimentos (20 g) de

cada camada contida no tubo 2 (areno-argiloso).

TECNICAS PARASITOLOGICAS

CENTRIFUGO-

IDENTIFICACAO FLUTUACAO CFEL%TT%IIEggg' SEDIMENTA(:AO
(N° DAS COM SULFATO ACUCAR (1 ESPONTANEA (200
CAMADAS) DE ZINCO A ml) ul)
33% (1 ml)
OVOS RECUPERADOS (n)
14e15 5 55 16
12e13 - - -
11 - - -
10 - - -
9 - - -
8 - - -
7 - . -
6 - - -
5 - - -
4 - - -
3 - - -
2 - - -
1 - - -

5.1.2.3 — Tubo 3 (sedimento argiloso):

Os resultados obtidos neste tubo foram semelhantes aos encontrados nos tubos
anteriores. Os ovos de 4. lumbricoides ficaram retidos nas duas primeiras camadas que

foram denominadas camadas 5 e 4.

A técnica de centrifugo-flutuacdo com agucar recuperou maior numero de ovos
na camada do topo do tubo (camada 5) do que a técnica de sedimentagdo espontanea.
Por outro lado, na camada 4 (B) a técnica de sedimentacao espontanea recuperou um
ovo de A. lumbricoides, enquanto que na técnica de centrifugo-flutuacdo com agucar o

resultado foi negativo. Ainda com relagdo a técnica de sedimentagdo espontinea, na
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camada 4 (B) foi encontrado um ovo de ascarideo cujas dimensdes eram superiores as
encontradas nos ovos de 4. lumbricoides experimentalmente introduzidos (Figura 30).
Em ambas as camadas, a técnica de centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco a 33%
nao recuperou nenhum ovo. Os sedimentos das demais camadas se mostraram negativos

para ovos de A. lumbricoides (Tabela 5).

Figura 30 — Ovo de ascarideo encontrado na camada 4 (B), na analise dos sedimentos

pela técnica de sedimentacdo espontinea®’. Foto: Morgana Camacho.
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Tabela 5 - Numero de ovos de Ascaris lumbricoides recuperados pelas técnicas de
centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco a 33% (d=1 180)%, centrifugo-flutuagdo com
actcar (d=1300)** e sedimentacio esponténea61 na andlise dos sedimentos (20g) de cada

camada contida no tubo 3 (argiloso).

TECNICAS PARASITOLOGICAS

CENTRIFUGO- .
IDENTIFICACAO FLUTUACAO COM FLCIJETI\{J&Régg%%M SEDIMENTACAO
(N° DAS SULFATO DE ACUCAR (d=1300) (1 ESPONTANEA
CAMADAS) ZINCO A 33% ml) (200 pl)
(d=1180) (1 ml)
OVOS RECUPERADOS (n)
5 - 73 31
4 (B) i - %
4 (A) - - -
3 - - -
2 - - -
1 - - -

*foi encontrado um ovo de ascarideo cujas medidas ndo eram semelhantes as dos ovos

de Ascaris lumbricoides introduzidos.

5.1.2.4 — Ovos de A. lumbricoides encontrados:

Os ovos de A. lumbricoides que foram encontrados eram do tipo vidveis, em sua
maioria larvados, apresentavam coloragdo marrom-amarelada e casca mamilonada.
Baseando-se no trabalho de Cruz e colaboradores®, foram identificadas algumas fases
evolutivas dos ovos, tais como, a presenca de 1-c€lula, 2-células, 3-células e 4-células.
Alguns ovos estavam em fases evolutivas que pareciam semelhantes a mérula-jovem e a

larvas dos tipos 1 e 2 (Figura 31 A-G).
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5.1.3 — Analise paleoparasitologica dos sedimentos controle:

Os resultados referentes as analises paleoparasitologicas dos sedimentos controle
dos tubos 1, 2 e 3, pelas técnicas de sedimentagio espontdnea®’, centrifugo-flutuagio
com agucar (d=1300)** ¢ centrifugo flutuagdo com sulfato de zinco a 33% (d=1 180)%

estdo detalhados nas tabelas 6, 7 e 8.
5.1.3.1 — Sedimentos controle do Tubo 1 (arenoso):

A analise paleoparasitologica feita com a técnica de sedimentacio espontinea®
resultou positiva para um ovo de ascarideo. Apesar de as dimensdes serem comparaveis
as de um ovo de A. lumbricoides infértil (89 um x 64 um), a morfologia deste ovo nao
se assemelhava (Figura 32). O ovo possuia coloracdo marrom e casca externa espessa €
com uma parte deteriorada. Este ovo foi encontrado no sedimento controle referente ao
que seria o meio do tubo de aluminio (Figura 33) (Tabela 6). As demais andlises por
esta técnica resultaram negativas para ovos de helmintos e quaisquer vestigios de

parasitos.

O resultado das analises feitas com as técnicas de centrifugo-flutuacio com
actcar (d=1300)** e centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco a 33% (d=1180)* foram

negativos para ovos de helmintos e quaisquer vestigios de outros parasitos.
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Figura 32 — Ovo de ascarideo (89 um x 64 pum) encontrado em um dos sedimentos

controle referentes ao tubo 1 (arenoso). Foto: Morgana Camacho.

R NAMBETTR, .
¥,

Aoy : FLRNY Y
Figura 33 — Fotografia do perfil norte (antiga coluna zooantracoldgica) mostrando o

local das coletas do tubo 1 (arenoso) e dos sedimentos controle referentes a este tubo. A
seta indica o local de coleta do sedimento controle cuja andlise pela técnica de

61

sedimentacdo espontanea’ resultou positiva para um ovo de ascarideo. Foto: Morgana

Camacho.
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5.1.3.2 - Sedimentos controle do Tubo 2 (areno-argiloso):

Os resultados das andlises paleoparasitologicas dos sedimentos controle do tubo
2 foram negativos para ovos de 4. lumbricoides e de outros helmintos, nas trés técnicas

utilizadas.
5.1.3.3 — Sedimentos controle do Tubo 3 (argiloso):

Os resultados das analises dos sedimentos controle do tubo 3 foram negativos
para ovos de A. lumbricoides e de outros helmintos nas técnicas de sedimentagdo
espontanea’’ ¢ de centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco a 33% (d=1180)". Por
outro lado, nas analises pela técnica de centrifugo-flutuacdo com agucar (d=1300)**
foram encontrados dois ovos de ascarideos (Figura 34 A e B). Os ovos possuiam
coloragao marrom clara, casca externa espessa e conteudo embrionario. Suas dimensdes
eram maiores (98 um x 75 um) do que as dimensdes encontradas em ovos de A.
lumbricoides férteis ou inférteis. Estes ovos foram encontrados na camada do topo
(bioturbada) do perfil sul (area de investigacdo da base) e na camada localizada logo
abaixo. Os resultados de todas as analises dos sedimentos controle do tubo 3 estdo

expostos na tabela 7.
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5.2 — Sepultamento 1 (Locus 2) do sambaqui Sernambetiba, municipio de

Guapimirim, RJ:

Foram analisadas pela técnica de sedimentagdo espontanea®’ nove amostras,
sendo trés amostras controles e o restante retiradas aderidas ou proéximas ao 0sso sacro
do sepultamento. Uma amostra controle, coletada ao lado do fémur direito resultou
positiva para um ovo de acaro. O ovo possuia dimensdes de 213 pm x 62 pum, casca fina
e ndo apresentava conteiddo embrionario. As amostras de sedimento retirado sob o 0sso
sacro ¢ aderido a parte superior do sacro e da vértebra lombar foram positivas para uma
larva e um &caro respectivamente. As especificagdes referentes ao local de coleta dos

sedimentos e os resultados das analises estdo detalhados na tabela 8.
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5.3 — Analise paleoparasitologica de sedimentos provenientes das camadas
bioturbada (superficie) e arqueoldgicas do sambaqui Guapi, municipio de

Guapimirim, RJ:

Foram analisados sedimentos coletados de cinco camadas arqueologicas e da
camada bioturbada (superior), pela técnica de sedimenta¢do espontinea®. A camada
bioturbada e trés camadas arqueologicas resultaram negativamente para vestigios de
parasitos enquanto que nas outras duas camadas foram encontrados dois ovos de
Acanthocephala, um ovo da superfamilia Heterakoidea ¢ um ovo da superfamilia
Ascaridoidea identificados pela doutora Rosangela Rodrigues e Silva do Laboratorio de

Helmintos Parasitos de Vertebrados-IOC/FIOCRUZ.

Os ovos de Acanthocephala possuiam coloracdo marrom-amarelada,
apresentavam a casca externa degradada e sem contorno definido. A casca interna
estava preservada e delimitava o conteudo embriondrio amorfo. As dimensdes dos ovos

eram de 113 pm x 53 um (Figura 35 A) e 170 pm x 90 pum (Figura 35 B).

O ovo de Heterakoidea apresentava formato redondo e casca dupla, sendo a
externa mais espessa quando comparada com a interna. A dimensao do ovo era de 92

um x 85 um (Figura 36).

O ovo de Ascaridoidea possuia dimensdes de 79 pm x 66 um, apresentava

coloracdo amarelada e casca mamilonada (Figura 37).

Informagdes gerais a respeito destes achados encontram-se em artigo gerado a

partir da técnica utilizada e dos achados encontrados nestas analises (Anexo 2).
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Figura 36 — Ovo de Heterakoidea encontrado em amostra de sedimento provenientes de
camadas arqueologicas do sambaqui Guapi, municipio de Guapimirim, RJ. Foto:

Morgana Camacho.

Figura 37 — Ovo de Ascaridoidea encontrado em amostra de sedimento provenientes de
camadas arqueologicas do sambaqui Guapi, municipio de Guapimirim, RJ. Foto: Thaila

Pessanha.
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6 — DISCUSSAO:

Na andlise de sedimentos a dispersdo dos vestigios parasitologicos ¢ um
problema que dificulta o achado de formas parasitarias, porém, os achados parasitarios
descritos indicam que a recuperagdo destas formas ¢ possivel, sendo importantes para o
aumento da contribui¢do aos estudos paleoparasitologicos. Contudo, a maioria dos
achados se concentra no encontro de vestigios de parasitos em material coletado de
latrinas e esqueletos e alguns poucos que utilizaram sedimentos provenientes de
camadas arqueologicas. Isto indica a necessidade de aprofundar os estudos em

paleoparasitologia em materiais deste tipo.

Os sambaquis sdo os testemunhos culturais mais presentes no Brasil, pois sua
constitui¢do e construcdo foram capazes de preserva-los melhor do que quaisquer outros
vestigios da existéncia da populagdo sambaquieira e de outras populagdes que habitaram
o litoral do pais®. Apesar da importincia arqueoldgica e antropoldgica deste tipo de

,L . ; - . r 2
sitio, o achado de vestigios de parasitos é raro®**

. A constru¢do dos sambaquis e os
materiais utilizados para a confeccdo de suas camadas arqueologicas sdo muito
semelhantes, porém, € importante ressaltar que cada sitio possui uma estrutura

organizacional Unica.

Este trabalho ndo teve como objetivo realizar um estudo quantitativo no que diz
respeito a recuperagao dos ovos, mas sim se a percolacdo era a responsavel pela perda
de ovos de parasitos em sambaquis. Existem trabalhos a respeito da percolagdo de
patogenos como bactérias, virus, protozoarios € até mesmo de fragmentos de DNA
antigo (aDNA)*>8-84858687.8889 ©yrem ndo foram encontrados trabalhos a respeito da
percolacdo de ovos de parasitos. Além disso, estes estudos estdo direcionados para a
abordagem acerca do tratamento da agua apoOs entrar em contato com o solo,
diferentemente do trabalho proposto, no qual objetivou-se testar a percolacdo da agua
entre as camadas de um tipo de sitio arqueologico especifico, a fim de conhecer sua
influéncia na perda de ovos de parasitos e consequente contaminag¢do de camadas mais

antigas de sedimento.

O recurso de pesagem das fezes frescas sobre papel vegetal foi necessario para
que n3o houvesse perda da quantidade exata de fezes a serem experimentalmente
introduzidas no sedimento de cada tubo, pois se as fezes fossem pesadas sobre algum

tipo de recipiente, provavelmente o volume fecal desejado seria desperdigado. Por esse
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motivo, as fezes foram introduzidas juntamente com o papel vegetal de maneira que

ficassem em contato com o sedimento

Devido as condicdes de pluviosidade constante e a propria localizagdo dos sitios
estudados foi hipotetizado pensou-se que a percolacdo poderia ser o principal motivo da
auséncia de registros de parasitos. Além disso, a percolacao de ovos, principalmente das
camadas superficiais por serem as mais recentes, para as camadas mais profundas (mais
antigas) poderia representar a contaminagao deste sedimento € com isso causar uma
interpretagdo erronea a respeito da antiguidade dos achados. Com o experimento de
percolacdo vertical relacionado a contaminagdo experimental de ovos de 4.
lumbricoides em colunas de solo arqueologico indeformado e com constituicdes
diferentes entre si foi possivel visualizar a interferéncia da constituicdo das camadas

neste processo.

Os primeiros resultados, referentes a analise do sedimento captado pelos célices
conicos, mostraram que apesar do intenso fluxo de dgua, os ovos aparentemente nao
estavam percolando até a base do tudo, visto que nenhum ovo experimentalmente

introduzido foi recuperado.

Diversas larvas de vida-livre e alguns protozoarios foram encontrados. Estes
achados ratificaram a preocupagdo com relagdo a degradagdo dos ovos pela acdo da
microbiota presente naquele sedimento, pois o achado destes organismos possibilitou
considerar a presenca de outros microrganismos, tais como fungos decompositores de
estruturas bioldgicas como as de origem parasitaria. Em concordancia a essa linha de
pensamento, Teixeira-Santos®” menciona a problematica que envolve a atividade bidtica
neste tipo de sitio e o consequente comprometimento da preservacdo de material
organico. Realizando técnica de espalhamento de solo, Leles® levanta a questdo sobre a
presenca destes fungos em sambaquis, porém nao obtém resultados positivos. Apesar
disso, menciona a presenca de esporos de fungos deste tipo no sedimento. Camacho e
colaboradores” (Anexo 2) relatam a presenca de esporos semelhantes no sambaqui
Guapi, por meio de estudo comparativo. Buchan e Flury®’ incluem a predagio por
microrganismos como um dos principais motivos para o desaparecimento de esporos,
cistos, larvas e ovos de parasitos no solo. Apesar da conhecida resisténcia dos ovos de

.. e 91 . .,
A. lumbricoides a condi¢des adversas’ considerou-se a hipdtese de que os ovos
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experimentalmente introduzidos tivessem sido predados e que nenhum fosse

recuperado.

Posteriormente as andlises relacionadas ao sedimento contido no interior dos
tubos de aluminio foram feitas, fornecendo resultados positivos relacionados aos ovos
de A. lumbricoides introduzidos. Ao contrario do que era esperado, aparentemente 0s
ovos resistiram a atividade de microrganismos e ficaram concentrados nas camadas
superiores de cada um dos tubos. Ocorreu uma percolagio minima nos tubos 1
(arenoso) e 3 (argiloso), visto que poucos ovos de 4. lumbricoides foram recuperados
nas camadas abaixo da superficial. No tubo 2 (areno-argiloso) somente foram
encontrados ovos nas duas primeiras camadas cujo sedimento se misturou no momento
da coleta. A percolagdo vertical testada neste experimento parece nao representar o fator
responsavel pela perda dos ovos de A. lumbricoides neste tipo de sedimento, além de
inviabilizar a possibilidade de contamina¢do das camadas inferiores por ovos recentes
localizados nas camadas superiores. A partir deste raciocinio pode-se presumir que os
poucos achados de vestigios de parasitos em sambaquis sdo de grande importancia
paleoparasitologica, a medida que podem representar o contexto arqueoldgico no qual

estdo inseridos.

No tubo 1 foram encontrados ovos nas camadas superiores caracterizadas pela
presenca de marisco fragmentado, ossos de peixe, areia fina, poucas valvas de moluscos
do género Anomalocardia e pelotas de argila com didmetro de 1-2 cm (camadas 12, 10 e
9); cinzas com fragmentos pequenos de marisco e areia (camada 11). No tubo 2 foram
encontrados ovos nas camadas superiores caracterizadas pela presenca de marisco
fragmentado e ossos de peixe (camada 15); carvao (camada 14). No tubo 3 foram
encontrados ovos nas camadas superiores caracterizadas pela presenca de marisco
fragmentado com matriz de argila escura e valvas de moluscos do género
Anomalocardia (camada 5); areia escura, marisco fragmentado e carvao (camada 4A e

B).

O tamanho dos materiais constituintes das camadas superiores do tubo 1, onde
foram recuperados ovos de A. lumbricoides introduzidos, pode ter facilitado a passagem
dos ovos. A argila poderia ser um tipo de material que reteria os ovos, pois de certa
forma retém o fluxo da 4gua. A argila contida nestas camadas estava concentrada em

pontos isolados (pelotas) e por isso poderiam reter alguns ovos, porém nao todos. No
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tubo 2, nao havia a presenga de argila nas primeiras camadas, porém de carvao (camada
14) que pode ter contribuido para a retencao destes ovos. No tubo 3, a camada 5 possuia
argila em sua constitui¢do, porém os fragmentos maiores e¢ mais espacados de conchas
permitiriam a passagem dos ovos. Na camada 4 (A) e (B), argila fazia parte da quase
totalidade deste sedimento fazendo com que estes ovos ficassem retidos. Buchan e
Flury®” argumentam que os microrganismos podem ficar retidos entre os grios se seus
diametros forem maiores ou até mesmo ficarem presos na interface ar/dgua que se

forma na superficie do solo.

Na anélise do sedimento contido no tubo 3 (argiloso) foi encontrado um ovo de
ascarideo na camada 4 (B). Este achado ndo poderia interferir na interpretagdo dos
achados dos ovos de A. lumbricoides introduzidos, pois possuia dimensdes bem maiores
quando comparadas com as dos ovos utilizados no estudo. O encontro deste ovo
corrobora com o nivel de percolagdo obtido com os ovos experimentalmente
introduzidos, visto que ndo foram encontrados outros ovos deste tipo abaixo da camada

em que estava localizado.

Com relagdo a andlise dos sedimentos controle do tubo 1 (arenoso) foi
recuperado um ovo de ascarideo no que seria considerado sedimento correspondente ao
meio do tubo. Este achado também ndo interfere na interpretacdo dos achados
relacionados ao experimento de percolacdo, pois a morfologia e as dimensdes deste ovo
ndo se assemelham aos ovos de A. [umbricoides introduzidos. Na andlise dos
sedimentos controle do tubo 2 (areno-argiloso) ndao foram recuperados ovos de
parasitos, porém nos sedimentos controle do tubo 3 (argiloso) foram recuperados dois
ovos de ascarideo cujas dimensdes também diferem quando comparadas com os ovos de
A. lumbricoides introduzidos. Estes achados foram feitos nos sedimentos controle
equivalentes a localizagdo das camadas 5 e 4B no tubo de aluminio, ndo sendo
encontrados nas camadas localizadas abaixo. O nivel destes achados nas camadas
arqueologicas do perfil no qual foram retirados os sedimentos controle deste tubo
reforca os resultados obtidos na percolagdo, visto que os ovos de A. lumbricoides

recuperados foram encontrados em nivel semelhante.

O achado dos ovos de ascarideos nao identificados, tanto no sedimento do tubo 3

(argiloso) quanto nos sedimentos controle dos tubos 1 (arenoso) e 3 ¢ importante pois
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apesar da raridade do encontro de ovos de parasitos em sambaquis, neste trabalho

mostrou-se que de certa forma estes ovos se preservam no sitio.

Na andlise dos sedimentos provenientes dos tubos de aluminio (experimento de
percolacdo), com relagdo as técnicas utilizadas, a centrifugo-flutuagdo com agucar
(d=1300)** e a sedimentacio espontanea®" tiveram um desempenho semelhante. No caso
dos sedimentos do tubo 1 (arenoso), a sedimentacdo espontdnea se mostrou mais
eficiente quando compara-se o nimero de ovos de A. lumbricoides recuperados (n=34)
em relacdo as técnicas de centrifugo-flutuacdo com agucar (n=18) e centrifugo-
flutuacdo com sulfato de zinco a 33% (d=1180) (n=4). Em compensagio, a técnica de
centrifugo-flutuagdo com aglcar recuperou um ovo na camada 9, onde as outras

técnicas obtiveram resultado negativo.

Na analise dos sedimentos provenientes do tubo 2 (areno-argiloso) a técnica de
centrifugo-flutuacdo com agtcar (n=55) mostrou-se mais eficiente que as técnicas de
centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco a 33% (n=5) e sedimentacdo espontanea

(n=16).

Na andlise dos sedimentos provenientes do tubo 3 (argiloso) a técnica de
centrifugo-flutuagdo com agucar (n=73) recuperou maior quantidade de ovos quando
comparada com as técnicas de centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco a 33% (n=0) e
sedimentacdo espontanea (n=31), porém esta ultima técnica recuperou um ovo de A.
lumbricoides e um ovo de ascarideo na camada 4(B) localizada abaixo da camada 5

(superior), onde as outras técnicas obtiveram resultado negativo.

Na analise dos sedimentos controle, as técnicas de centrifugo-flutuacdo com
acucar (d=1300)"*, e sedimentagdo espontinea® também tiveram desempenho
semelhante. Nestes sedimentos, a técnica de centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco a
33% (d=1 180)65 foi feita com o auxilio de laminulas para a remoc¢ao do sobrenadante ao
invés de alcas de platina. Faust e colaboradores® comparam as duas metodologias e

chegam a conclusdo de que a eficiéncia ¢ semelhante.

Nos sedimentos controle do tubo 1 (arenoso), um ovo de ascarideo foi
recuperado pela técnica de sedimentacao espontanea, demonstrando maior eficiéncia na

recuperacdo de ovos de parasito neste sedimento. As outras técnicas obtiveram
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resultados negativos na analise destes sedimentos. Nos sedimentos controle do tubo 2

(areno-argiloso) nenhum ovo de parasito foi encontrado com as trés técnicas.

No sedimento controle do tubo 3 (argiloso), a técnica de centrifugo-flutuacao
.64 . , ..
com agucar  recuperou dois ovos de ascarideos, sendo que as outras duas técnicas

obtiveram resultados negativos.

As técnicas de centrifugo-flutuagdo com agucar (d=1300)64 ¢ sedimentagao

A 1
espon‘[anea6

apresentaram melhores resultados quando comparadas a técnica de
centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco a 33% (d=1180)%. Porém, apesar de terem
apresentado desempenho semelhante na recuperacao dos ovos, aparentemente a técnica
de centrifugo-flutuacdo com agtcar foi mais eficiente na recuperagdo dos ovos de A.
lumbricoides no sedimento argiloso, enquanto que a técnica de sedimentacdo

espontanea foi mais eficiente na recuperacao dos ovos em sedimento arenoso.

Embora ndo tenham sido encontrados ovos de A. /umbricoides nas camadas
inferiores no experimento de percolacdo, ¢ importante que se faca uma avaliagdo da
migracao do DNA destes ovos, visto que, ha a possibilidade deste material ter migrado
entre as camadas das colunas de solo. Para tanto, aliquotas destas camadas e dos
sedimentos controle foram aliquotadas e armazenadas em freezer a -20°C, para posterior

estudo.

Apesar da quantidade de ovos de A. lumbricoides recuperados em cada tubo ser
baixa, quando relacionada ao nimero de ovos experimentalmente introduzidos nos
sedimentos, ¢ importante lembrar que o sedimento contido nos tubos ndo foi esgotado,
de maneira que nao foi possivel realizar uma comparacao estatistica do numero de ovos
introduzidos e o nimero de ovos recuperados. O esgotamento do sedimento seria

possivel, porém demandaria tempo habil ndo disponivel em um mestrado.

Com relacdo ao encontro de ovos de parasitos do filo Acanthocephala e
superfamilias Heterakoidea e Ascaridoidea em sedimentos arqueoldgicos do sambaqui
S A o . ~ A6l
Guapi, ¢ importante destacar a eficiéncia da técnica de sedimentacdo espontanea’ na
recuperacdo destes ovos, bem como, na recuperacdo dos ovos de A. lumbricoides
experimentalmente introduzidos nas colunas de solo arqueoldgico contidas nos trés

tubos de aluminio.
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Os achados de ovos de ascarideos, que ndo foram experimentalmente
introduzidos no sedimento do sambaqui Sernambetiba, e de ovos de parasitos do filo
Acanthocephala e superfamilias Heterakoidea e Ascaridoidea em sedimentos
arqueologicos do sambaqui Guapi representam os primeiros achados de vestigios de
parasitos em sambaquis do Rio de Janeiro, sendo os achados do sambaqui Guapi tnicos

neste tipo de sitio no Brasil.
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7- CONCLUSAO:

Os resultados relacionados ao experimento de percolagdo vertical de ovos de 4.
lumbricoides indicam que este fendmeno nao parece interferir na preservacdo e

consequentemente na raridade de achados de parasitos nestes sitios.

A raridade dos achados de ovos de parasitos em sitios arqueologicos do tipo
sambaqui também estd ligada as técnicas parasitologicas empregadas e ndo

somente a fatores tafondmicos que interferem na preservagao dos ovos.

Recomendamos a utilizagao das técnicas parasitologicas de centrifugo-flutuagao

64 61

com agucar e sedimentacdo espontdnea’ nas analises relacionadas a

sedimentos provenientes de sambaquis.

A técnica de centrifugo-flutuagio com sulfato de zinco a 33%® mostrou pouca

eficiéncia quando aplicada neste tipo de sedimento.
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ANEXO 1

Quadros comparativos com os resultados finais obtidos nas anélises dos sedimentos das

camadas contidas nos tubos de aluminio 1, 2 ¢ 3 e controles.
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Quadro comparativo A — Resultados finais referentes a recuperacdo dos ovos de

Ascaris lumbricoides experimentalmente introduzidos nos sedimentos dos tubos de

aluminio 1 (arenoso), 2 (areno-argiloso) e 3 (argiloso) com relacdo aos diferentes

processos de analise adotados.

Recuperacio de ovos de A. lumbricoides
experimentalmente introduzidos

Procedimentos de analise adotados

Tubo 2

Tubo 1 (areno- Tubo 3
(arenoso) argiloso) (argiloso)
Sedimentos captados pelos calices de
fundo conico durante o experimento de - - -
percolacao.
. . + (quatro + (duas +* (duas
Sedimentos das camadas localizadas no .(qu‘ .( u . ( !
interior dos tubos de aluminio primetras primetras primetras
) camadas) camadas) camadas)

* ovo de ascarideo (ndo introduzido)

Quadro comparativo B — Resultados finais referentes as andlises dos sedimentos

controle dos tubos de aluminio 1 (arenoso), 2 (areno-argiloso) e 3 (argiloso) no que se

refere as técnicas parasitologicas empregadas.

Vestigios de parasitos recuperados®

. Lo Controles

Técnicas parasitologicas empregadas Controles Controles
Tubo 2
Tubo 1 (areno- Tubo 3
(arenoso) arpiloso) (argiloso)
Centrifugo-flutuacio com Sulfato de i i i
Zinco a 33%%
Centrifugo-flutuacio com agucar i i L
(d=1300)**
Sedimentaciio Espontinea® +E - -

*ndo foram recuperados ovos de Ascaris lumbricoides.
+* ovo de ascarideo (89 um x 64 um).

+** ovos de ascarideo (98 um x 75 um).
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ANEXO 2

Artigo publicado na revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz sobre a eficiéncia da
técnica de sedimentagdo espontanea na recuperacao dos ovos de parasitos no sedimento

do sambaqui Guapi.
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Lutz’s spontaneous sedimentation technique and the
paleoparasitological analysis of sambaqui (shell mound) sediments

Morgana Camacho', Thaila Pessanha', Daniela Leles?, Juliana MF Dutra’,
Rosangela Silva®, Sheila Mendonca de Souza', Adauto Araujo'/*

'Laboratério de Paleoparasitologia, Departamento de Endemias Samuel Pessoa, Escola Nacional de Sadde Publica Sergio Arouca
3Laboratério de Helmintos Parasitos de Vertebrados, Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Rio de Janeiro, R}, Brasil
’Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense, Niter6i, RJ, Brasil

Parasite findings in sambaquis (shell mounds) are scarce. Although the 121 shell mound samples were previously
analysed in our laboratory, we only recently obtained the first positive results. In the sambaqui of Guapi, Rio de
Janeiro, Brazil, paleoparasitological analysis was performed on sediment samples collected from various archaeo-
logical layers, including the superficial layer as a control. Eggs of Acanthocephala, Ascaridoidea and Heterakoidea
were found in the archaeological layers. We applied various techniques and concluded that Lutz’s spontaneous sedi-
mentation technique is effective for concentrating parasite eggs in sambaqui soil for microscopic analysis.

Key words: coprolites - paleoparasitology - sambaqui - archaeological sediments - helminthiasis - ancient diseases

The primary aim of paleoparasitology research is
to establish the foundations of the origin and evolution
of infectious diseases. Therefore, paleoparasitological
studies are dedicated to the recovery and interpretation
of parasite remains found in archaeological and paleon-
tological material. The data obtained may be analysed
using a paleoepidemiological approach (Ferreira 2011).
Parasites may be preserved in coprolites, mummified
bodies, latrine sediments and any other type of material
found at archaeological and paleontological sites.

Shell mounds, or sambaquis (as they are known in
Brazil), are archaeological sites intentionally built by
prehistoric hunter/fisher/gatherer groups that inhabited
the Brazilian coast. These sites are generally composed
of several superposed layers of various types of ma-
terials, including hearth charcoals, ashes, clay, burnt/
broken shells of different types, burnt animal bones
and other organic remains. Shells represent the major
component, but animal bones (especially fish bones)
are also found (Gaspar 2004). These sites were built ad-
jacent to fresh water sources, such as rivers and lakes,
close to the seashore. As they are mainly located on
the coast, these sites are exposed to tides, rainfall and
flooding, which are characteristic of tropical latitudes,
thus favouring both microorganism proliferation and
poor preservation of organic material, including faecal
material (Gaspar 2004, Leles 2010).

Despite the archaeological importance of these sites,
records of parasite eggs found in sambaquis have only
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been recently reported. The first positive result in Bra-
zilian sambaqui soil samples was obtained in our labo-
ratory by Teixeira-Santos (2010), who found an egg of
Trichuris sp. in the sediment collected from the pelvic
girdle of one skeleton of the sambaqui of Cubatio I, state
of Santa Catarina, southern Brazil. This finding was sup-
ported by Leles (2010), who recovered Ascaris lumbri-
coides and Trichuris trichiura DNA in the pelvic girdle
of another skeleton at the same archaeological site.

Since we began our paleoparasitological research in
the 1980s, our laboratory has received soil samples from
sambaquis for analysis. We used the recommended tech-
nique to recover parasites from soil samples (Caldwell
& Caldwell 1928). Initial analyses were negative for
parasite remains. A few years later, we applied a tech-
nique recommended by Jones (1982) on other sambaqui
samples, which also yielded negative results. Fugassa
et al. (2006) have modified the technique described by
Jones (1982), which increased the sediment quantity and
was successfully applied in parasite research involving
archaeological soil. This technique also yielded negative
results when applied to sambaqui samples.

Our laboratory team has examined 121 sambaqui
samples, but each sample tested negative for parasites.
As the recommended techniques for parasitological
analysis of soil (Caldwell & Caldwell 1928, Jones 1982)
failed to recover parasite eggs, spontaneous sedimenta-
tion (Lutz 1919) was then applied in combination with
the technique established by Fugassa et al. (2006). Since
the first analysis of ancient material in our laboratory,
the spontaneous sedimentation technique (Lutz 1919)
was applied for parasite research in coprolites, but never
for soil analyses.

We recommend the spontaneous sedimentation
technique described by Lutz (1919) to recover parasite
vestiges in sediment samples from sambaqui archaeo-
logical sites. Herein, we report the first results and dis-
cuss the techniques.

online | memorias.ioc.fiocruz.br
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MATERIALS AND METHODS

The samples analysed in this study originated from
the sambaqui of Guapi located in the municipality of
Guapimirim, Rio de Janeiro, close to the Guapi River
(Pinto 2009). The coordinates of this site, which is still
under study, are 22°38°9.90”’S 42°56°10.74”W. No radio-
carbon dates are available.

A multidisciplinary team from the Nacional Museum
of Federal University of Rio de Janeiro collected a total
of 14 sediment samples isolated from different archaeo-
logical layers and the surface layer served as a control.
The samples were sent to the laboratory of paleoparasi-
tology for analyses.

After applying the Fugassa et al. (2006) flotation
technique, which yielded negative results for parasites,
we applied the spontaneous sedimentation technique
(Lutz 1919). We used 5 g, which is a little more than the
amount used for fresh faeces (2-4 g).

The samples were rehydrated in 0.5% trisodium phos-
phate aqueous solution (Na,PO,) for 72 h (Callen & Cam-
eron 1960) to recover the desiccated organic remains.
Next, we applied the spontancous sedimentation (Lutz
1919) technique to concentrate the parasite eggs, larvae
and cysts. For the sambaqui soil analyses, we separated 5
g of the sediment and proceeded with the standard recom-
mendations. The rehydrated sediment was disaggregated
with a glass rod, strained through triple doubled gauze on
a glass funnel into conical glass jars and left to sediment
for 24 h (Fig. 1). Drops of the sediment were taken from
the bottom with Pasteur pipettes and 20 slides of each
sample were prepared and examined using a bright-field
microscope. Parasite eggs and other microscopic residues
were measured with an ocular micrometre. Digital photo-
graphs were taken at 400X.

RESULTS

The samples from the surface layer were negative for
parasite eggs, larvae and cysts. Two of the eight samples
isolated from the archaeological layers were positive for
Heterakoidea, Acanthocephala and Ascaridoidea eggs.
The measurements of the eggs and the possible hosts of
the parasites are shown in Table 1.

Eggs of the superfamily Heterakoidea are either
ovoid or round-shaped, with a double smooth thick
eggshell and amorphous content (Fig. 2). Ascaridoidea
eggs are yellowish and oval-shaped, with the wrinkled
mammillated eggshell characteristics of the family As-
caridae (Rey 2008) (Fig. 3).

Acanthocephala eggs are characteristically ellipti-
cal with only the inner eggshell preserved. The outer
eggshell is poorly preserved with an amorphous con-
tour (Fig. 4A, B).

The samples were also analysed for coprophagic and
nematophagous fungi and mites. The samples that test-
ed positive for parasite eggs did not contain spores that
were morphologically similar to either coprophagic or
nematophagous fungi (van Geel et al. 2003). In a sample
that was negative for parasites, a significant quantity
of coprophagic and nematophagous fungal spores were
found (Table II). Mites were not found in the samples.

Fig. 1: conical glass jar used for Lutz’s sedimentation technique.

DISCUSSION

Despite the archaeological significance of the Bra-
zilian sambaquis and other similar archaeological sites,
there are few records of parasite eggs found in shell
mounds. Bathurst (2005) has identified Diphyllobothri-
um spp, Ascaris lumbricoides, Nanophyetus salmincola
and tapeworm eggs in a Canadian midden using sample
centrifugation and by analysing the top layer of the cen-
trifuged sediment. Bouchet et al. (1999) have identified
Diphyllobothrium spp and hookworm eggs in midden
material isolated in Alaska, United States of America,
using 0.5% glycerinated water suspensions, sedimenta-
tion and flotation techniques.

The technique described by Caldwell and Caldwell
(1928) was first used in our laboratory to identify para-
sites in the first half of the sediment samples, which con-
sists primarily of sambaqui sediments. This approach
failed to yield positive results. Next, the flotation tech-
nique was used, especially after the successful applica-
tion in ancient sediments that were exposed to thermal
and chemical stress, high percolation and significant
amounts of sand, which occur in the Patagonian region
(Fugassa et al. 2006). These conditions are similar to
those found in sambaquis. However, despite the positive
results obtained in Patagonian soil, the sediment analysis
results from the sambaquis were negative for parasites.

The spontaneous sedimentation technique (Lutz
1919) was originally developed for fresh faeces analysis
aimed to diagnose Schistosoma mansoni eggs in faeces.
The technique is recommended to detect most protozoan
and helminth intestinal parasites and it is considered to
be highly sensitive, easily applicable and inexpensive
(Ferreira 1966). In 1934, Hoffman, Pons and Janer de-
scribed the same technique for S. mansoni egg research
(Hoffman et al. 1934).

Jiménez et al. (2012) tested both the spontaneous
sedimentation and flotation techniques in coprolites iso-
lated in Mexico. The results were better with the former
technique, as it allowed for the retrieval and identifica-
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TABLE I

Measurements of parasite eggs found in sambaqui of Guapi archaeological sediments, Rio de Janeiro, Brazil

Length Width
Parasite eggs Host (pm) (um)
Heterakoidea (Fig. 2) Fowl, rodents, 92.8 85.6
reptiles and marsupials
Ascaridoidea (Fig. 3) Humans, chimpanzee, 79.3 66.2
gorilla, gibbon, rhesus monkey,
cattle, sheep, goat, swine, horse,
dog, cat and poultry
Acanthocephala (Fig. 4A) Mammals, fish, amphibians 113.6 53.1
Acanthocephala (Fig. 4B) and birds 170.6 90.5

tion of more species of parasites. Furthermore, the spon-
taneous sedimentation technique (Lutz 1919) allows for
the concentration of a great number of parasite eggs in
the conical bottom of the vessel, thereby enabling the
recovery of small quantities of eggs.

Lutz’s spontaneous sedimentation technique has also
been applied in coprolites for paleoparasitological analy-
sis, with the first studies conducted in our laboratory. The
content retained in gauze should be analysed for food
remains in a stereomicroscope. We recommend prepar-
ing 20 slides for each coprolite sample to be examined
by light microscopy. The remaining sediment should be
stored at a low temperature in a refrigerator and other
samples should be preserved in 10% formaldehyde acetic
solution (Raillet & Henry solution). Lutz’s spontaneous
sedimentation technique was selected as the best tech-
nique for archaeological samples, as this method allows
the preservation of all material used during the various
steps, and no material is lost, which is the primary goal
when dealing with archaeological material.

After obtaining negative results with the technique
developed by Fugassa et al. (2006), the spontaneous
sedimentation (Lutz 1919) technique was successfully
applied by Teixeira-Santos (2010) on sambaqui sediment
samples, which yielded positive results for parasite eggs
(T trichiura). Teixeira-Santos (2010) suggested the use
of this technique when the archaeological site is charac-
terised by taphonomic factors that hamper paleoparasi-
tological diagnoses, as is the case in sambaqui soil.

Taphonomic factors probably represent the major
influence hampering the identification of parasite eggs
in sambaquis (Leles et al. 2010). Coprophagic and nem-
atophagous fungi, mites and other invertebrates are com-
monly found in sambaqui soil, which contributes to the
poor preservation of organic material from the moment
of its deposition into the soil until the time of storage and
transportation to the laboratory (Sagara et al. 2008). The
absence of parasite eggs in some samples can possibly
be explained by the significant quantity of coprophagic
and nematophagous fungi found in sambaqui soil (Leles
et al. 2010). However, to understand the basic principles
of the degeneration of parasite eggs by this type of fungi,
further investigation is required.

" 4 sopm

Fig. 2: egg of the superfamily Heterakoidea found in sambaqui of
Guapi archaeological sediments, Rio de Janeiro, Brazil.

b 3 -

Fig. 3: egg of superfamily Ascaridoidea found in sambaqui of Guapi
archaeological sediments, Rio de Janeiro, Brazil.

Fig. 4A, B: eggs of phylum Acanthocephala found in sambaqui of
Guapi archaeological sediments, Rio de Janeiro, Brazil.
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TABLE II

Relation between parasite positivity
and fungi spores found in each sample of sambaqui
of Guapi archaeological sediments, Rio de Janeiro, Brazil

Fungi spore Fungi spores
Parasites not considered morphologically similar

eggs coprophagic  to coprophilous fungi“
Samples (n) (n) (n)
1 - 20 1
2 - 23 1
3 - 20 2
4 - 8 -
5 - 19 1
6 - 9 -
7 - - 133
8 20 - -
9 - 3 -
10 3¢ 1 -
11 - 1 -
12 - 1 -
13 - - -
14 - -

a: Van Geel et al. (2003); b: one egg of Heterakoidea; c: two
eggs of Acanthocephala and one egg of Ascaridoidea.

The parasite eggs found in the sambaqui of Guapi have
prompted interesting speculations. Although the Acan-
thocephala and Heterakoidea species are not commonly
found in humans, they may occasionally cause true in-
fections in the human host. Interestingly, Acanthocephala
eggs have been found at archaeological sites associated
with humans (Fry & Hall 1969, Moore et al. 1969, Fry
1970, Schmidt 1971, Ferreira et al. 1989, Fugassa et al.
2011). Parasites of the Acanthocephala phylum are pri-
marily transmitted by the consumption of infected arthro-
pods, which act as intermediate hosts (Moore et al. 1969,
Vicente et al. 1997). Birds, fish and mammals, including
humans, represent the definitive vertebrate hosts.

Ascaridoidea eggs are commonly found in ancient
samples. Since the earliest paleoparasitological studies,
Ascaris eggs have been found in archaeological samples,
especially in Europe (Taylor 1955, Pike 1967, Greig 1981,
Jones et al. 1988, Bouchet 1991, 1993, 1995, Bouchet &
Paicheler 1995, Bouchet et al. 1996, 1998, Rousset et al.
1996, Fernandes et al. 2005, Le Bailly et al. 2005). At ar-
chaeological sites of South America, Ascaris sp. eggs are
rarely found (Ferreira et al. 1980, Patrucco et al. 1983,
Gongalves et al. 2003, Fugassa & Guichén 2006, Fu-
gassa et al. 2008), which is apparently because the eggs
are poorly preserved (Leles et al. 2010). Leles (2010) has
suggested that coprophagic fungi may interfere with egg
and, consequently, DNA preservation. A large number
of mammals, including humans, are infected by species
of these parasites. In the present case, based on the mor-
phological parameters of only one egg, it is impossible

to identify the species. Therefore, we conclude that the
results suggest an ascarid-like egg.

Parasites of the Heterakoidea superfamily display a
cosmopolitan distribution. Species of this superfamily
have been found infecting various orders of mammals,
especially rodents (Jiménez & Gardner 2004). There is
only a record of Heterakoidea eggs in ancient samples
(Bouchet 1991). Therefore, the present finding is rele-
vant because it not only depicts parasite eggs found in a
difficult preservation environment, but it also suggests
an unusual parasite associated with human remains.

Soil contamination by faecal material in modern times
cannot be ignored, especially considering parasite egg dis-
persion by percolation. Soil disturbance, tide movement,
floods and heavy rainfall can easily disperse eggs. There-
fore, careful excavations to establish archaeological con-
texts are needed. Although the sambaqui of Guapi is still
under study, the archaeological layers are defined. The re-
sults presented here represent the first findings of parasite
eggs that are well preserved in the sambaquis and demon-
strate that the spontaneous sedimentation technique (Lutz
1919) is recommended for concentrating parasite eggs.

Although the techniques described by Caldwell and
Caldwell (1928), Jones (1982) and Fugassa et al. (2006)
are indicated for parasitological analyses of various
types of sediment, the spontaneous sedimentation tech-
nique (Lutz 1919) yielded better results than the others
in the case of sambaqui sediments. The techniques that
were described by Jones (1982) and modified by Fugassa
et al. (2006) should be used in archaeological soil sedi-
ments. However, we recommend the spontaneous sedi-
mentation (Lutz 1919) technique for sambaqui samples;
this technique was successfully applied in this report for
paleoparasitological research.

The finding of Acanthocephala, Ascaroidea and Het-
erakoidea eggs represents the first report of the presence
of these parasites in sambaqui sediments. Although the ar-
chaeological context is still under study, the findings show
that parasite eggs could be preserved in sambaqui soil.
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