Ministério da Satde

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
FIOCRUZ SERGIO AROUCA

Fundacao Oswaldo Cruz ENSP

Adelianna de Castro Costa

Subsidios para a Paleoparasitologia: andlise de amostras de um sitio arqueologico do

Nordeste brasileiro e comparagdo de métodos quantitativos

Rio de Janeiro

2021



Adelianna de Castro Costa

Subsidios para a Paleoparasitologia: andlise de amostras de um sitio arqueologico do

Nordeste brasileiro e comparagdao de métodos quantitativos

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Saude Publica e Meio Ambiente,
da Escola Nacional de Satde Publica Sergio
Arouca, na Fundacao Oswaldo Cruz, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias.

Orientadora: Prof.? Dra. Joseli Maria da Rocha
Nogueira.

Coorientadoras: Prof? Dra. Shénia Patricia
Corréa Novo e Prof.* Dra. Morgana Camacho.

Rio de Janeiro

2021



Titulo do trabalho em inglés: Subsidies for Paleoparasitology: analysis of samples from an

archaeological site in Northeastern Brazil and comparison of quantitative methods.

Catalogagao na fonte
Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto de Comunicagao e Informagao Cientifica e Tecnologica em Saude

Biblioteca de Saude Publica

C837s Costa, Adelianna de Castro.

Subsidios para a paleoparasitologia: analise de amostras de um sitio
arqueologico do Nordeste brasileiro e comparagdo de métodos
quantitativos / Adelianna de Castro Costa. — 2021.

117 £. : il. color. ; mapas ; tab.

Orientador: Joseli Maria da Rocha Nogueira.

Coorientadoras: Shénia Patricia Corréa Novo e Morgana Camacho.

Tese (doutorado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Escola Nacional de
Saude Publica Sergio Arouca, Rio de Janeiro, 2021.

1. Parasitologia. 2. Paleopatologia. 3. Fezes - parasitologia.
4. Doengas Parasitarias. 5. Técnicas de Laboratoério Clinico.
6. Patoecologia. 7. Paleoepidemiologia. 8. Tafonomia. L. Titulo.

CDD —-23.ed. - 616.9




Adelianna de Castro Costa

Subsidios para a Paleoparasitologia: analise de amostras de um sitio arqueologico do
Nordeste brasileiro e comparacdo de métodos quantitativos
Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Saude Publica e Meio Ambiente,
da Escola Nacional de Satide Publica Sergio
Arouca, na Fundacdo Oswaldo Cruz, como

requisito parcial para obtengdo do titulo de
Doutora em Ciéncias.

Aprovada em: 28 de maio de 2021.

Banca Examinadora:

Prof.* Dra. Maria Regiane Araujo Soares
Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Sergio Augusto de Miranda Chaves
Fundagao Oswaldo Cruz — Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca

Prof.? Dra. Fernanda Nunes Santos
Fundagao Oswaldo Cruz — Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca

Prof.? Dra. Clara de Fatima Gomes Cavados
Fundagao Oswaldo Cruz — Instituto Oswaldo Cruz

Prof.? Dra. Morgana Camacho (Coorientadora)
Fundagao Oswaldo Cruz — BioManguinhos

Prof.? Dra. Shénia Patricia Corréa Novo (Coorientadora)
Fundacdo Oswaldo Cruz — Instituto Oswaldo Cruz

Prof.? Dra. Joseli Maria da Rocha Nogueira (Orientadora)
Fundacao Oswaldo Cruz — Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca

Rio de Janeiro

2021



AGRADECIMENTOS

Ao nosso Deus por proporcionar e permitir tudo, a comegar pelo meu respirar. Ao meu
esposo, Luciano, pela cumplicidade, amizade e amor. Aos meus filhos, Luanna e Alvaro, por
serem os motivadores de qualquer evolu¢do minha, em todos os ambitos.

Ao meu trio de orientadoras, Joseli Nogueira, Morgana Camacho e Shénia Novo, por
tudo, da paciéncia e amizade ao conhecimento compartilhado. Conhecé-las foi um presente,
com mengao especial a Jo pelo empenho, atencdo, bom humor e proximidade no ultimo ano.
Tem minha admiracao eterna.

A Paleoparasitologia por abrir minha mente a um mundo novo e fascinante.

A FIOCRUZ, RJ e PI, por tudo ja feito pelo homem, pelo Brasil e pela ciéncia. Sinto
orgulho profundo de ser parte. Agradego também pelo incentivo financeiro nos meus periodos
de imersdo no Rio de Janeiro.

A Coordenadora Silvana Granado pelo empenho, atengdo e sensibilidade que sempre
ultrapassaram os muros da funcdo. A todos os professores das disciplinas ministradas, por
repartir um pouco do seus conhecimento e experiéncia. Aos colegas de turma, pelos 6timos
momentos vividos, serdo meus colegas fraterna e eternamente. Aos membros do meu Programa
e ENSP, Coordenacao e equipe das Secretarias, obrigada pela atengdo e gentileza.

Aos membros das bancas avaliadoras, qualificagdo e defesa, toda minha admiragao e
agradecimento pelas valiosas contribuigdes.

A UFPI pela feliz parceria com a FIOCRUZ, me proporcionando viver essa realidade.
Ao nucleo de pesquisa do meu campus CAFS, meu agradecimento por usufruir da estrutura do
espaco laboratorial e equipamentos, de modo que eu concluisse o experimento em minha
propria cidade. Agradeco a todos os colegas professores que colaboraram nessa minha fase de
pesquisa, em especial a colega de trabalho e amiga professora Maria Regiane Aratjo Soares.
Grata também ao meu colega de trabalho e amigo Jailson Rodrigues pelo apoio e paciéncia no
tratamento dos dados numéricos.

A todos sem exce¢do, familia e amigos, citados ou ndo, que contribuiram
importante passo de minha jornada pessoal e profissional, quer em Floriano, quer na

Teresina ou nos periodos em que estive no Rio de Janeiro, obrigada!



Vencer a si proprio é a maior das vitorias

Platao



RESUMO

Considerando que o interesse em  melhor conhecer a  relagdo
parasito/hospedeiro/ambiente desde as primeiras civilizacbes, levou a indagacdes peculiares
que culminaram na criagdo da Paleoparasitologia, e que esta apresenta a Patoecologia e
Paleoepidemiologia como modernas abordagens de estudo, distintas, porém convergentes, o
presente estudo objetivou analisar paleoparasitologicamente amostras de sedimentos e
coprolitos provenientes do Sitio Arqueoldgico Pedra do Tubardo, Pernambuco, Brasil e com
igual relevancia, verificar, experimentalmente, a eficiéncia de técnicas quantitativas aplicadas
em abordagens populacionais. As amostras inéditas provenientes do sitio foram analisadas com
vistas a confirmar a existéncia de parasito e diagnostica-lo morfometricamente. Na fase
experimental, trés metodologias internacionalmente reconhecidas, americana, inglesa e
coreana, foram aplicadas em coprdlito experimental e tiveram a eficiéncia de seus algoritmos
testada, segundo a aplicacdo de um parametro, realizado em pool de fezes antes da dessecacédo
extrema. Foram diagnosticados 70 ovos bem preservados de Spirometra sp. nas amostras
oriundas no sitio arqueologico, resultado que conduziu a discussdo de elementos
arqueobioculturais desse achado. Resultados estes que levam a inferéncias, sob o prisma da
Patoecologia, que o grupo populacional que ocupava o sitio Pedra do Tubardo poderia estar
potencialmente em risco de infec¢do zoondtica por Spirometra sp., e que a manutengdo deste
parasito, provavelmente de origem felina, no cotidiano dos individuos por longo periodo,
corrobora com potencial chance de desenvolvimento de esparganose como desfecho mais
desfavoravel para tal infeccdo. Na replicacdo dos métodos de quantificacdo de ovos por grama
das escolas elencadas, foram aplicados testes estatisticos que nortearam a discussdo da
eficiéncia destes, bem como discutidos pontos peculiares de suas exequibilidades. O
experimento comparativo possibilitou concluir que dentre as trés metodologias aplicadas, a
americana e a coreana foram as que mais se aproximaram do parametro, sendo recomendadas
como elegiveis para realizacdo de mais estudos que visem o estabelecimento de quantificacéo

“padrdo ouro” em analises paleoepidemioldgicas populacionais em sitios com boa preservagao.

Palavras-chave: Paleoparasitologia. Patoecologia. Paleoepidemiologia. Tafonomia. Coprolitos.



ABSTRACT

Since the first civilizations, the desire to better understand the host-parasite-environi
relationship has led, over the years, to peculiar questions that culminated in the creatio
Paleoparasitology, which in turn presents Pathoecology and Paleoepidemiology as its modern
study approaches, which are distinct, though converging. In this context, this study aimed to
conduct a paleoparasitological analysis of sediment and coprolite samples from the Archaeo-
logical Site of Pedra do Tubardo in Pernambuco, Brazil, and, equally important, to verify ex-
perimentally the efficiency of quantitative techniques applied in population approaches. The
new samples from the site underwent rehydration, sedimentation, and microscopic analysis to
confirm the parasite’s existence and diagnose it morphometrically. The experimental phase con-
sisted of stages that applied three internationally recognized methodologies (American, Eng-
lish, and Korean) in equal rates of experimental coprolite and tested the efficiency of their al-
gorithms, according to the parameter application, as control technique, performed in the stool
pool before extreme desiccation. Seventy well-preserved eggs of Spirometra sp. were diagnosed
in the samples from the archaeological site, a result that led to discussing several archaeobi-
ocultural elements of Pathoecology in this finding. When replicating the methods of quantifi-
cation of eggs per gram of the listed international schools, statistical tests were applied, which
guided the discussion about their efficiency, as well as the description and discussion of specific
points of their feasibility. Parasitological results of the samples led to inferences, from the per-
spective of Pathoecology, which considered biotic and abiotic conditions found in the area, in
addition to the subsistence habits of this population, and that the population group that occupied
the Pedra do Tubardo site could potentially be at risk of zoonotic infection by Spirometra sp.
The preservation of this parasite, probably of feline origin, in the daily life of individuals for a
long period, corroborates the potential of developing sparganosis as the most unfavorable out-
come for such infection. Aimed at obtaining subsidies for the application of paleoepidemiolog-
ical methodologies, the comparative experiment performed allowed to conclude that among the
three methodologies applied, the American and the Korean were the ones that came closest to
the parameter, being recommended as eligible for further studies seeking to establish “gold

standard” quantification in paleoepidemiological population analyzes in well-preserved sites.

Keywords: Paleoparasitology. Patoecology. Paleoepidemiology. Taphonomy. Coprolites.
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1 INTRODUCAO - PALEOPARASITOLOGIA: BREVE LINHA DO TEMPO

Advindo do grego, o termo interdisciplinar “Paleoparasitologia” se refere ao estudo dos
parasitos encontrados em material antigo, remanescentes do homem e de outros animais,
recuperados de sitios arqueoldgicos, paleontoldgicos ou outras fontes, em que tenham se
mantido preservados (AVILA-PIRES, 1988; GONCALVES, ARAUJO e FERREIRA, 2002,
2003; FERREIRA, 2011).

O interesse nos estudos para melhor conhecer a relagdo parasito/hospedeiro/ambiente
que se estabelece desde as primeiras civilizagbes, levou a indagacfes peculiares que
culminaram na criagdo do campo da Paleoparasitologia (FAULKNER, REINHARD, 2014).
Ramo da paleopatologia, tem como proposito, a busca pela origem, conhecimento, disperséo e
evolucdo das doencas. Sua notoria interdisciplinaridade vem da relacdo direta e/ou indireta com
outras ciéncias, e estas, ajudam na interpretacdo dos dados paleoparasitoldgicos, tais como
biologia, medicina, histdria, arqueologia, geografia, antropologia, genética, entre outras
(FERREIRA, 2011; DITTMAR; REINHARD; ARAUJO, 2012; INIGUEZ, 2014).

Desde seu surgimento em 1910, com estudo realizado por Sir. Marc Armand Ruffer, a
Paleoparasitologia investe na busca de formas ou vestigios parasitarios, na investigacdo de
como se deram os distintos processos de satde/doenca ao longo do tempo, e tém evidenciado a
presenca e manutencdo de diversas infeccdes, antes mesmo do surgimento dos hominideos,
ratificando que os parasitos acompanham os vertebrados desde o inicio do processo evolutivo,
(RUFFER, 1921; KILLICK-KENDRICK et al., 1980; ARAUJO e FERREIRA, 1998;
GONCALVES, ARAUJO, FERREIRA, 2003; NOGUEIRA, 2008; ARAUJO et al., 2011;
FERREIRA, 2011).

Numa linha cronoldgica, ilustrada na figura 1, nas décadas de 1950 e 1960 surge o
pioneirismo da Paleoparasitologia com o desenvolvimento de metodologias para identificacdo
e diagndstico de parasitos em materiais antigos que culminaram em 1969 a com publicacao de
artigos na Revista Science, gerando o interesse dos arquedlogos e parasitologistas. Os
experimentos continuaram a desenvolver-se e aprimorar-se pelas décadas de 70 e 80, e muitas
amostras que se encontravam sob a tutela de museus foram analisadas visando determinar a
existéncia ou ndo de parasitos, sua identificacdo e tipificacdo (REINHARD e BRYANT, 2008;
DITTMAR, REINHARD, ARAUJO, 2012).
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Desde 1970, e ganhando énfase nas Ultimas décadas, a apreciagdo e estudos de materiais
remanescentes do passado, além da deteccdo de parasitos, permitiu revelar importantes
informacdes sobre padrdes de dieta, habitos, clima predominante na época e adaptacbes
paleoecoldgicas (FERREIRA, 1973; CHAVES; REINHARD, 2006; SOUZA et al., 2018).

Figura 1- Breve linha do tempo: O desenvolver da Paleoparasitologia década a década.

(20... N

* Biologia molecular (aDINA)
» Filogenia
Abordagem Epidemiologica
1910- 1960 » Novos conceitos (superdispersido)
« Parceria com: 1570- 1930 *  Anilise dos Contextos
Arqueologia ) A.nal]x.se de muitos ) Frequé;‘nc:ia
Paleontolosi materiais sob tutela de +  Intensidade
ontologia
. . Museus *  IMPACTO na vida e sadde do grupo.
Egiptologia 4 l\_ 4 _/I

¥ [
19260- 1970 1990 ]
* Cunho mais cientifico + Paleocecologia

* Primeiras publicacdes

Fonte: COSTA, 2020

Com base nos achados, durante décadas, os paleoparasitologistas vém identificando
quais espécies de parasitos coevoluiram com o hospedeiro humano e quais foram adquiridas
durante os processos migratorios e eventos de modificacdo e adaptacdo cultural, como por
exemplo, a mudanca do modo de vida cagador-coletor para o agricultor, 0 aumento da densidade
populacional, a domesticacdo de animais e o cultivo de plantas (MACPHERSON, 2005).

Dentre os principais materiais de estudo da Paleoparasitologia estdo o0s
coprolitos (do grego: kopros = fezes e lithos = pedra) que sao fezes preservadas naturalmente
por dessecacdo ou mineralizacdo e os sedimentos provenientes de forames sacrais de esqueletos
preservados, controles de enterramentos ou latrinas. Além dos coprolitos, é possivel encontrar
vestigios de parasitos em tecidos mumificados, 0ssos, medula 6ssea, tecido muscular, 6rgéos,
sedimento de latrina e urnas funerarias (FERREIRA et al., 2011; NOVO, 2015; NOVO e
FERREIRA, 2016; LE BAILLY et al., 2019).

H& décadas, evidéncias parasitarias vém sendo recuperadas de mdmias, coprolitos e

esqueletos e a parasitologia justaposta a arqueologia vém valorizando as prerrogativas advindas
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da abordagem quantitativa (CAMACHO et al., 2018). Nesta fase exploratoria, segundo
destacam Reinhard e Araljo (2012), as descobertas parasitoldgicas foram por si s notaveis,
devido a inovacéo e o entusiasmo de recuperar parasitos de rudimentos arqueoldgicos.

Sequencialmente a essa fase exploratoria, veio naturalmente um periodo de comparagao
dos achados positivos nos individuos e popula¢des agora com foco na distribuicdo geogréfica.
Os autores corroboram que novas abordagens foram emergindo, e que a partir desse século o
foco na quantificacéo, nas infec¢bes e ndo somente na presenca do parasito, foi se intensificando
a medida que os objetivos das pesquisas em Paleoparasitologia mudaram ou ampliaram. Novos
aspectos foram surgindo e os métodos foram e continuam sendo aprimorados, desta forma, os
dados parasitoldgicos em remanescentes do passado vém ganhando relevancia epidemioldgica
(REINHARD e BRYANT, 2008; DITTMAR; REINHARD; ARAUJO, 2012; REINHARD,
2017).

No inicio dos anos 2000, uma vez assentados os problemas metodolégicos sobre
confiabilidade das amostras e consolidacdo das técnicas usuais na parasitologia atual com
adaptacbes para uso em material antigo, ocorreram grandes avancos qualitativos na
Paleoparasitologia com a divulgacao de resultados positivos, onde, como ja citado, o foco até
aquele ano, jazia no conhecimento da origem dos parasitos de humanos e também de animais
(REINHARD; HEVLY; ANDERSON, 1987; AVILA-PIRES, 1988; BELTRAME et al., 2018).

Infeccdes parasitarias foram e continuam sendo identificadas em varios paises e em
materiais de diversas origens ao longo das décadas e uma efigie comegou assim a surgir da
distribuicdo de parasitos (ARAUJO; FERREIRA, 1997; ARAUJO et al., 1998; CASCARDO,
2017; SOUZA, 2017). Resumidamente e cronologicamente, a partir de 2000, a
Paleoparasitologia iniciou uma espécie de metamorfose, de um estagio descritivo a um periodo
de contribuices com novos focos advindos dos ramos cientificos da patoecologia e da
paleoepidemiologia, incorporando mudangas nos objetivos e perspectivas, numa Vvisdo para
além da identificacdo de parasitos em material antigo, mas voltada para interpretacao do achado
parasitologico de acordo com o ambiente e a cultura do grupo estudado além do impacto da
infeccdo identificada na satde das populacdes antigas (ARAUJO et al., 1998; FAULKNER;
REINHARD, 2014; CAMACHO et al., 2018).

Para Rabello et al. (2008), as técnicas coproparasitoldégicas em material antigo se
dividem em dois grupos, que unidos se completam. O primeiro abrange técnicas qualitativas
que possibilitam determinar a presenca ou auséncia de formas parasitarias baseando-se na

observacdo em microscopio de luz e identificacdo taxondmica por meio de anélise morfologica
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e morfométrica. O segundo grupo reune técnicas quantitativas que possibilitam estimar o
nimero de ovos por grama (OPG) de fezes. As andlises qualitativas sdo principalmente
baseadas na utilizagdo da técnica de reidratacdo com solucdo aquosa de fosfato trisddico
(NasPOa4) a 0,5%, seguida de técnicas de sedimentacdo espontanea (FERREIRA et al, 2011).
Estas técnicas configuram a base dos estudos paleoparasitolégicos e sdo amplamente aplicadas
por grupos de estudo nacionais e internacionais (ARAUJO et al., 1988; REINHARD et al.,
1986a; HAN et al., 2003; LE BAILLY, 2005; SEO et al, 2010; LE BAILLY; BOUCHET, 2013;
MITCHELL et al., 2013; YEH et al., 2016; MORROW; REINHARD, 2018).

As andlises quantitativas vém sendo mais recentemente aplicadas e permitem avaliar a
epidemiologia da infeccdo, com base na determinacdo de OPG, da carga parasitaria e da
distribuicdo dos parasitos na populacéo estudada ( MORROW; REINHARD, 2018).

Vale ressaltar, que para as analises quantitativas, ndo hd padréo ouro estabelecido.
Existem diferentes técnicas aplicadas de acordo com os grupos de pesquisa, a exemplo dos
relevantes grupos: norte-americano, inglés e sul-coreano, o que segundo os estudiosos dificulta
e por vezes inviabiliza a comparabilidade, a exemplo do que sintetizam Camacho et al.

[...] Nesta conjuntura inicial, os métodos de quantificacdo de ovos vém sendo
desenvolvidos em laboratérios lancando mao de diferentes metodologias, o que

dificulta a comparabilidade dos resultados relativos a dispersao dos parasitas (2018,
p.188).
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2 PALEOPARASITOLOGIA E O HOMEM: CONTRIBUICOES RELEVANTES

Diversos paises tém realizado estudos que auxiliam no conhecimento sobre a dindmica
de vida humana ao longo do tempo: como a cultura e 0 comportamento humano influenciaram
e até modificaram o padrdo de infeccOes parasitérias e de doencas, e vice-versa, e ainda, quais
parasitos e quais grupos humanos tém sido expostos ao longo de sua evolucdo bioldgica e
cultural (REINHARD et al., 2013; SEARCEY et al., 2013; SIANTO et al., 2015; SOUZA et
al., 2018). A respeito disso afirmaram Reinhard e Aradjo (2012, p.751).

Parasitos fornecem informacGes sobre os habitos atuais e ecologia de seus hospedeiros
individuais. Os mesmos parasitos prometem nos dizer algo sobre conexdes
geograficas e hospedeiros de muito tempo atras. Eles sdo simultaneamente o produto
de um ambiente imediato e uma longa ancestralidade refletindo associagdes de
milhGes de anos. Eventualmente, pode haver pecas suficientes para formar uma

linguagem significativa que poderia ser chamada de parascript - a linguagem dos
parasitos que fala de si e seus hospedeiros hoje e ontem.

No tangente ao comportamento humano, um ponto relevante decorrente da
Paleoparasitologia séo as deducdes de seus achados em relagdo as ocorréncias de migracdes
pré-historicas e 0 povoamento das regides da terra. O interesse de pesquisadores sobre a relacéo
entre parasitismo e migracGes pré-histéricas humanas ja existia no fim do seculo XIX, e
lancando méo de comparacao de dados atuais para inferéncias sobre movimentos migratérios
pré-historicos, a Paleoparasitologia, trouxe contribuicdes importantes aos estudos
epidemiologicos. A respeito disso, 0s estudos pioneiros de Olimpio da Fonseca sobre
parasitismo em populacdes indigenas contemporaneas isoladas trouxeram aportes para as
teorias de povoamento das Américas, ao introduzir um novo marcador biolégico as
argumentacdes de ordem cultural sobre origem e vias migratorias de populagdes pré-historicas
(FONSECA, 1972 apud ARAUJO e FERREIRA, 1997, p.63). Sobre esse aspecto os autores

corroboram

A anélise da distribuicdo de infecgdes parasitérias no passadopossibilita especulagdes
quanto as migracdes humanas emdiferentes regides ao longo do tempo, assim como
contatosinterpopulacionais, uma vez que, sob a ¢tica evolucionista, uma determinada
espécie bioldgica ndo surge em mais de um ponto geografico (GONCALVES;
ARAUJO; FERREIRA, 2002 p.193).

Para além da migracdo de pessoas, achados paleoparasitologicos tém suscitado
informagGes importantes sobre o comportamento humano no passado, correlacionando por
exemplo, os padrfes de migracdo as condi¢bes de higiene e consumo de alimentos. Uma

ilustracdo relevante foi a recuperacdo de formas remanescentes de parasitos, como Taenia sp.
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e Ascaris sp. em estudo realizado no Reino Unido por Yeh et al. (2016), em bastdes de higiene
pessoal encontrados na latrina da estacdo Xuanquanzhi durante a dinastia Han, na historica
“Rota da Seda”, na antiga China. As descobertas desse experimento fomentaram hipdteses
anteriores, sugerindo que as viagens ao longo da Rota da Seda estdo entre os fatores
responsaveis pela propagacio de doencas infecciosas entre Asia Oriental, Oriente Médio e
Europa ha aproximadamente 2.000 anos.

Assim, tomando como esteio o estudo supracitado, a Paleoparasitologia vem se tornando
um caminho para estudos sobre a origem de hospedeiros, suas rotas de migracdo no passado e
distribuicdo atual, procurando explicar e/ou contribuir para elucidar o comportamento e o
impacto das infec¢des parasitarias sobre a satude de populagdes pre-historicas, além de vir, ao
longo das do altimo século, fornecendo dados para outras ciéncias correlatas a respeito da
origem da espécie humana (REINHARD et al., 1986a; REINHARD; HEVLY; ANDERSON,
1987; ARAUJO e FERREIRA, 1998; GONCALVES, ARAUJO, FERREIRA, 2002).

No Brasil, as pesquisas tiveram inicio com indagagdes sobre as doencas
parasitarias que acometeram populacdes pré-histéricas do Novo Mundo e quais dessas eram
realmente autoctones do continente ou teriam sido introduzidas pelos colonizadores e/ou
escravos africanos” (GONCALVES, ARAUJO, FERREIRA, 2002; ARAUJO et al., 2003;
2013).

Resultados positivos em grupos pré-colombianos, encontrados por pesquisadores
brasileiros, como os achados de ovos de Trichuris trichiura e ancilostomideos provocaram a
redefinicdo da origem historicamente conhecida do povoamento e o surgimento de novas
hipdteses de rotas da vinda do homem as Américas, baseadas no ciclo bioldgico desses
helmintos (FERREIRA, ARAUJO, CONFALONIERI, 1979 apud NUNES, 2015; FERREIRA,
ARAUJO, CONFALONIERI, 1980; FERREIRA et al.,1987 apud ARAUJO; FERREIRA,
1997).

Segundo Leles et al. (2009; 2010), com o advindo da biologia molecular e a
implementacao de suas técnicas em material arqueolégico, como a recuperacdo de DNA antigo
(aDNA) via aplicacdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi possivel ter resultados
proeminentes, contribuindo assim, com avanco tecnoldgico da Paleoparasitologia, como por
exemplo a identificacdo de Trypanosoma cruzi em corpos mumificados do Brasil, datados de
4.500 — 7.000 anos, revelando que a infeccdo chagésica ja ocorria no Novo Mundo desde a pré-
historia (LIMA et al., 2008 ; FERREIRA, JANSEN, ARAUJO, 2011).
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De maneira a compreender aprofundadamente as diferencgas e as convergéncias entre as
mais recentes perspectivas na Paleoparasitologia, no presene estudo, foi realizada uma revisao
bibliogréafica na literatura. Nela foi possivel constatar que os conceitos de Patoecologia e
Paleoepidemiologia ainda sdo aplicados e abordados de forma separada, porém os autores
corroboram com suas relevancias, destacando sua aplicacdo em situacbes e cenarios
arqueoldgicos diversos. Assim, no estudo estdo devidamente valorizados na busca de novas
perspectivas para a Paleoparasitologia: a relevancia e consolidagdo de uma e a modernidade da

outra.



20

3 NOVAS PERSPECTIVAS NA PALEOPARASITOLOGIA: PATOECOLOGIA E
PALEOEPIDEMIOLOGIA

3.1 PATOECOLOGIA

Empregada inicialmente para estudos contemporaneos nas observacGes de padrdes
ecoldgicos em manifestacdes de infeccdes parasitoldgicas, a patoecologia teve seu uso adaptado
a sitios arqueoldgicos. Essa adaptacdo foi possivel por se tratar do estudo de fatores ambientais
e culturais associados a presenca de um determinado parasito e sua dindmica, assim, mesmo
com limitagcdes no tangente a inferéncias populacionais, ela permite dar suporte as analises
epidemiologicas, ao interpretar fatores associados ao surgimento e manutencéo de infeccdes
parasitologicas em populagdes antigas (REINHARD e BRYANT, 2008).

“O termo foi idealizado por Reinhard, em 1974 quando se propds a estudar a historia
das doengas infecciosas e sua correlagdo com mudancas climaticas” (REINHARD, 1974a, 1974
apud CAMACHO, 2018, p.15). A patoecologia fomenta-se no conceito de nidalidade descrito
inicialmente por Pavlovsky (1966), no qual estabelece que as infec¢Bes, assim como as
espécies, possuem habitats (nidus) onde ha condigdes que favorecem sua presenca,
desenvolvimento e manutencdo. Portanto, ao conhecer o ciclo biolégico e as formas de
transmissdo de um agente infeccioso é possivel determinar os fatores relacionados direta ou
indiretamente a manifestacdo de infecgdes por parasitos (PAVLOVSKY, 1966; REINHARD;
BRYANT, 2008; SLEPCHENKO; REINHARD, 2018).

Na Paleoparasitologia seu conceito tem sido utilizado, entre outros designios, para
fomentar discussdes sobre o significado do diagndstico parasitologico, tanto em populacoes
humanas quanto de animais, estes pelo seu potencial zoonético, em sitios arqueoldgicos e de
que forma esse resultado se relaciona com o grupo estudado (REINHARD e ARAUJO, 2012;
SIANTO et al., 2014).

Considerando que a aplicacdo do conceito de patoecologia tem fomento na
presenca/auséncia de vestigios de parasitos e na identificacdo e avaliacdo de fatores ambientais
e culturais que poderiam estar relacionados a essa evidéncia, especificamente no caso dos
parasitos de animais, ainda pode ser considerado insipiente o nimero de estudos publicados,
frente ao potencial, isso nos remete uma perda significativa de inferéncias e informac6es
complementares sobre 0s grupos humanos remotos, conforme declarou Ferreira que “Uma vez

a presenca do parasito na fauna local, associada a fatores ambientais e socioculturais, como
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alimentacéo e tipo de habitacéo, esta pode indicar as vias de transmissdo dos parasitos para a
popula¢des humanas” (2011, p.335)

Reiterando, fatores bi6ticos e abidticos em que viviam as popula¢ées humanas remotas,
tais como: clima, solo, a presenca de hospedeiros intermediarios e definitivos, de reservatorios,
dieta, aglomeracdo de individuos, utilizacdo do espaco habitado, saneamento, destino
inapropriado de dejetos, habitos de higiene e migracdo, além do fator comportamento,
imprescindivel numa andlise patoecoldgica, sdo considerados na reconstrucdo desse nidus,
podendo delinear assim, modelos de previsibilidade e de transmissibilidade dessa fauna
parasitaria (REINHARD; BRYANT, 2008; TEIXEIRA-SANTOS, 2010; FERREIRA, 2011;
REINHARD e ARAUJO, 2012; SLEPCHENKO; REINHARD, 2018).

Sendo assim, a patoecologia se constitui como ferramenta aplicavel a qualquer contexto
arqueologico, independente do grau de conservacgéo, pois a identificacdo de formas parasitarias
e a observacdo dos fatores supracitados séo suficientes para a realizacdo da interpretacdo
patoecoldgica. Desse modo, a aplicacdo da patoecologia se faz essencial em todos o0s contextos,
principalmente em locais onde a preservacdo da matéria fecal foi comprometida devido a
interferéncia de fatores tafonémicos, pois auxilia no entendimento da dindmica de infeccéo no
contexto do sitio (FERREIRA, 2011; MORROW et al., 2016).

E importante relatar que um dos pontos, se ndo o mais relevante, da diferenciagio entre
0 conceito de nidalidade e patoecologia estd na introdugdo do fator comportamental/cultural
como uma variavel a ser incluida para auxiliar na explicacdo da manifestacdo da infeccdo em
uma populacdo. Considerando que, os fatores que determinam a presenca de um determinado
agente infeccioso em um ambiente e as infeccdes/doencas ocasionadas por este agente,
dependem de variaveis relacionadas ao ciclo bioldgico e, portanto, sdo relativamente
constantes, é possivel, desse modo, realizar comparac6es entre populacdes antigas e atuais.
Assim, a avaliacdo de variaveis relacionadas as infeccbes no passado pode contribuir para
estudos atuais relacionados a emergéncia e reemergéncia de infeccdes/doencas (REINHARD E
BRYANT, 2008; ROBERTS; JANOVY; NADLER, 2013; MOLNAR et al., 2017).

Dando continuidade, o estudo da patoecologia das infeccdes no passado é decorrente da
necessidade de explicar a presenca do parasito em determinado contexto arqueoldgico e sua
provavel influéncia na vida das populacdes e vice-versa. O relato da positividade de amostras
para vestigios de parasitos, foi muito importante no desenvolver da Paleoparasitologia ao longo
das décadas e certamente possibilitou responder & indagacdes e lacunas relacionadas a

migracdo, temporalidade da relagdo parasito/hospedeiro, extincdo de agentes infecciosos ao
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longo do tempo, entre outras (FERREIRA, 2011; BASTOS, LELES E ARAUJO, 2011;
CAMACHO et al., 2018).

No entanto, ao longo do tempo, questdes relacionadas ao impacto do modo de vida de
populacbes antigas na presenca e manutencdo do agente infeccioso, demandou o
aprofundamento da interpretacdo do achado qualitativo paleoparasitoldgico e, desse modo, 0
desenvolvimento e aplicacdo da patoecologia, especialmente em contextos cuja preservacao é
comprometida, vindo assim a suprir lacunas no conhecimento (FERREIRA, 2011; BASTOS,
LELES E ARAUJO, 2011; CAMACHO et al., 2018). A exemplo disso, Camacho et al. (2018)
listaram os estudos publicados entre 1944 a 2016, que tiveram diagnéstico positivo de parasitos
intestinais em coprolitos e mumias em todos 0s continentes, e sugeriram entdo, que a
patoecologia fosse justaposta essencialmente em todos os estudos de cunho populacional em

sitios arqueologicos.

3.2 PALEOEPIDEMIOLOGIA

“Como invariavelmente ocorre nos diversos campos da ciéncia contemporanea, a
epidemiologia moderna tem muito a aprender das licdes da histéria da humanidade e da Terra”
(BASTOS, LELES E ARAUJO, 2011, p.473).

Epidemiologicamente, se faz cogente discernir entre 0s conceitos de infeccdes
parasitarias e doencas parasitarias. Elas sdo fases de um unico processo, contudo, podem
apresentar-se como situacdes distintas. O parasito € uma condicdo necessaria, mas nao
suficiente para iniciar uma doenca parasitaria, pois esta resulta da presenca de determinado
parasito em um determinado hospedeiro, a partir de uma dada populacdo em um especifico
ambiente e durante um periodo de coevolucdo de vida particular de ambos protagonistas
(FERREIRA, 1973; REY, 2008).

Levando em consideracdo que a manifestacdo de sinais e sintomas conexos a infeccao
parasitaria, bem como sua contribuicdo efetiva na morbimortalidade deste hospedeiro, decorre
de uma triade de fatores inerentes ao parasito, ao hospedeiro e ao ambiente em que se
encontram, sdo promissores 0s degraus paleoparasitolégicos mais modernos, para o
esclarecimento das lacunas existentes em relacdo as parasitoses do passado e sua relacdo com
0 mesmo processo na atualidade (REY, 2008; NOVO, 2015). O mais estimulante é que ha
muitas possibilidades de estudos nessa nova ciéncia, e estes, certamente, podem originar novos
dados sobre sua antiguidade e etapas evolutivas na relagdo parasito-hospedeiro, inclusive com
aplicagdes epidemioldgicas na contemporaneidade (REINHARD; ARAUJO, 2012).
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Nas novas perspectivas da Paleoparasitologia, complementarmente a patoecologia, é
relevante conhecer ou estimar o impacto que as infec¢des parasitarias provavelmente causaram
na vida e na salde de popula¢des antigas. Essa estimativa torna-se alcancavel com a incluséo
da paleoepidemiologia (FERREIRA, 2011). Porém, é crucial ressaltar que sua aplicacdo so6 faz
possivel em contextos ideais de preservacdo, que sdo mais raramente evidenciados em sitios
arqueoldgicos (REINHARD; BRYANT, 2008). Por esse motivo, é importante realizar estudo
paleoepidemioldgico quando um sitio arqueoldgico proporciona condigdes ideais de
preservacdo e, como se trata de uma oportunidade rara, se faz mister certificar-se de que as
técnicas utilizadas sdo adequadas para estabelecer dados quantitativos acurados.

A paleoepidemiologia tem como ferramenta primordial a aplicacdo de técnicas que
objetivam quantificar os ovos de parasitos observados e estimar a proporc¢ao de ovos por grama
(OPG) (CAMACHO et al., 2018). Estudando ndo s6 qualitativamente a identificacdo de
parasitos, ou seja, a presenca ou auséncia, os métodos de quantificar valores de achados
parasitologicos em mamias, copralitos e sedimentos vém paulatinamente ganhando destaque,
permitindo a estimativa da intensidade da infeccdo e seus encadeamentos patoldgicos
(JOVANI, TELLA, 2006).

Para o entendimento da aplicacdo da paleoepidemiologia, € importante perceber que séo
de sumo interesse as populagdes e ndo os individuos. Isso a diferencia dos estudos de caso que
apresentam um ou alguns esqueletos, que sdo comuns na pesquisa paleopatologica, por exemplo
(MILNER; BOLDSEN, 2017).

O impacto da infeccdo na salde das populagcdes antigas, um dos pilares da
paleoepidemiologia, pode ser avaliado por meio de variaveis epidemioldgicas, como por
exemplo, a estimativa da frequéncia da infeccdo, caracterizada pelos resultados positivos em
amostra representativa da populacéo, e da intensidade de infeccdo obtida pela comparagédo do
nimero de OPG com a quantidade de ovos ovipostos por fémeas do parasito identificado
(CAMACHO et al., 2018; MORROW:; REINHARD, 2018; REINHARD; CAMACHO, 2019).

Na atualidade da parasitologia, prevaléncia é um conceito estatisticamente estabelecido,
se referindo ao nimero de casos de uma infeccdo ou doenca que esta presente em uma
determinada populacdo em um determinado tempo. J& para a Paleoparasitologia, o conceito de
prevaléncia deve ser cuidadosamente abordado, até porque, em muitos casos a populagéo real
é estimada arqueologicamente, ou é fomentada em estratégias de amostragem com base na
procedéncia do material estudado, relatam CAMACHO et al. (2018).
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A importéncia metodoldgica da quantificacdo e estimativa de OPG pode estar no fato
desta abordar trés questdes pertinentes, segundo esclarecem os autores supracitados)
(...) No nivel de individuos, bons diagnosticos de qualquer amostra podem ser usados
e estes delineiam parasitoses através do tempo e do espago, fato relevante aos
paleopatologistas; em segundo lugar, para entender o nivel da Patologia em uma
populacdo, os dados de grandes e diversificadas amostras podem ser usadas para
avaliar a frequéncia, dados relevantes para bioarqueologos; terceiro, definir OPG leva

a estimar intensidade de infeccdo e, finalmente, superdispersdo, dados especialmente
influentes para ponderar doencas no passado, tanto no nivel individual quanto

populacional, o que € relevante para a paleopatologia (CAMACHO et al. 2018, p.7).

Na sequéncia, busca-se uma conexao entre a intensidade estimada, a presenca de lesdes
Osseas e dados da literatura que discorram sobre o impacto na saude, como por exemplo anemias
e outras deficiéncias nutricionais, que sdo comumente diagnosticadas em populacGes antigas
(CAMACHO et al., 2017; SLEPCHENKO; REINHARD, 2018).

Essa quantificacdo teve sua aplicacdo experimental na década de 70, mas, se destacou
nos estudos de Martinson et al. e Reinhard e Buikstra, ambos em 2003. No primeiro, os valores
de OPG foram estimados com o objetivo de identificar e comparar a dindmica de infeccdo em
sitios arqueologicos diferentes, porém de uma mesma populacdo. No segundo estudo, a
quantificacdo foi aplicada para determinar se a infestacdo de piolhos e sua distribuicéo
poderiam ser comparaveis a dados provenientes de populacdes atuais.

Vale ressaltar que visionariamente, ainda antes do ano 2000, foram publicados os
primeiros estudos de abordagem quantitativas, e estes remeteram a padrdes epidemiolégicos
intrigantes. Entre eles destacam-se: uma fauna parasita reduzida nos antigos grupos cacadores-
coletores em relagdo as populagdes agricultoras (REINHARD; HEVLY; ANDERSON, 1987);
que o parasitismo entre cacadores-coletores era majoritariamente por espécies zoonoticas,
enquanto as populacdes agricolas eram mais parasitadas por espécies especificas de humanos;
a presenca de correlacdo forte entre parasitismo e anemia, quando comparadas a frequéncia de
parasitos em coprélitos com a de lesdo dssea (hiperostose pordtica) em esqueletos
(REINHARD, 1992), e ainda, que estudos comparativos da patologia de aldeias agricolas pre-
historicas revelaram gue o nivel de parasitismo relacionava-se a ecologia local, aos padroes de
saneamento adotados por aquele grupo, bem como ao estilo de habitacdo (REINHARD et al.,
1986).

A quantificagdo de OPG ja se consolida no cenario mundial de paleoparasito e
paleoepidemiologia como uma ferramenta, um avanco metodoldgico para a area, afirmaram

Camacho et al. em 2018. Desse modo, segundo 0s mesmos autores, quando 0s métodos de



25

quantificacdo sdo aplicados aos coprolitos, analogias de frequéncia de infeccdo por helmintos,
por exemplo, passado-passado de grupos diversos e passado-presente de uma mesma infeccao
parasitaria sdo possiveis.

Martinson et al. em 2003, ja citavam a quantificagdo como uma “promessa” da area a
explorar. Lamentavam também, assim como Santoro, Vinton, Reinhard no mesmo ano, que um
grande numero de amostras antigas (recuperadas pela arqueologia ou aquelas ja sob tutela de
museus) analisadas para busca de parasitos entre 1970 e 1992 foram processadas antes que
a quantificacdo com adicdo de esporos de Lycopodium (método americano) fosse um método
consolidado.

No tangente a comparagdo estudos quantitativos, “A quantificagdo fornece uma base
para uma abordagem epidemioldgica e também base para estudos comparativos” ja citavam
Reinhard et al. em 1986 (p.224). Porém, esses mesmos autores também destacam que nesta
conjuntura inicial, os métodos de quantificacdo de ovos vém sendo desenvolvidos em
laboratdrios langando méo de diferentes metodologias, o que dificulta, ou mesmo, inviabiliza a
comparabilidade dos resultados relativos a dispersao dos parasitos.

Quanto ao link da epidemiologia moderna e a paleoepidemiologia, Anderson e May
ainda em 1985, afirmavam que se corretamente aplicados, os métodos de quantificacdo para
estimativas de OPG unem-se aos dados provenientes de contextos arqueoldgicos, e estes sao
sim, comparaveis aos contextos clinicos modernos. A respeito disso, anos depois Han et al.
(2003) e Seo et al. (2008, 2014) corroboraram, assegurando que dados paleoparasitologicos
podem sim, ser empregados para arguir a paleoepidemiologia de infec¢bes por parasitos de
maneira analoga aos estudos epidemiol6gicos contemporaneos.

Mais recentemente, Camacho et al. (2018), reafirmam que nos sitios bem preservados,
onde ¢ possivel adquirir dados quantitativos, pode-se estabelecer um padrdo da distribuicdo dos
parasitos nos hospedeiros daquele grupo, por meio da aplicacdo dos conceitos de
“superdispersdo”, onde a distribuicdo dos parasitos segue uma premissa na qual a maioria deles
estd concentrada em uma minoria de hospedeiros, e dos super spreaders, que sdo individuos
hiperparasitados responsaveis pela disseminacdo dos parasitos para o restante da populacéo.
Esse padrdo de distribuicdo parasitaria ja consolidado desde os anos 70, é observado em
populacdes de hospedeiros vertebrados e invertebrados e como axioma pode ser ressaltada
estatisticamente pela razdo matematica entre a variancia e a média. (CROFTON, 1971;
ANDERSON; MAY, 1985). Portanto, a observacdo desse mesmo padrdo de distribuicdo em

populacOes antigas, como ja registrados nos estudos de Racz et al. (2015) na Bélgica e Morrow
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e Reinhard (2018) no México, ratifica a possibilidade de comparar cenarios epidemiolégicos

do passado e do presente

3.3 PATOECOLOGIA E PALEOEPIDEMIOLOGIA: CONVERGENCIAS

A patoecologia baseia-se em conceitos ligados a identificacdo qualitativa de parasitos
em material antigo e, podendo sua analise ser empregue em qualquer nivel de preservacao,
esclarece a presenca da infeccdo e sua permanéncia no grupo populacional estudado, levantando
hipoteses sobre o significado da infeccdo na saude e vida daquele grupo, e por conseguinte, se
constitui numa importante ferramenta na compreensdo de como o modo de vida do passado
influenciou para o desfecho da ocorréncia e manutencdo dessa infeccdo. As inferéncias
patoecologicas, sozinhas ndo conseguem estabelecer o impacto da infeccdo na saide das
populacgdes antigas, e assim, com a aplicacdo justaposta a paleoepidemiologia é possivel estimar
dados quantitativos que auxiliam nesta interpretacdo. Ambas linhas se convergem, compondo
uma efetiva dupla na abordagem da intensidade da infeccdo parasitaria, que aliadas a dados
arqueoldgicos e ao contexto ambiental e cultural, vém fortalecendo a nova abordagem da
Paleoparasitologia (REINHARD; BRYANT, 2008; CAMACHO et al., 2018; REINHARD e
CAMACHO, 2019).

Por fim, a convergéncia e complementariedade transparecem entre as duas ciéncias nas
citacbes a seguir: “No dominio da paleoepidemiologia cada achado da Paleoparasitologia
precisa ser interpretado de acordo com aspectos inerentes ao ambiente, ao hospedeiro e ao
parasito” (ARAUJO e FERREIRA, 1997, p.65). “[...] Na Paleoparasitologia moderna, as
técnicas quanti e qualitativas se complementam, pois embora muitas vezes com objetivos
distintos elas se completam na compreensio do objeto do estudo” (ARAUJO et al.,1997 apud
BASTOS; LELES; ARAUJO, 2011, p.473).

Resumidamente, Camacho (2018, p.25) fecha:

Quando aplicaveis, os métodos quantitativos sdo utilizados para se estabelecer além
da frequéncia, a intensidade de infeccdo e a distribuicdo dos parasitos em seus
hospedeiros, o que permite correlacionar com dados epidemioldgicos contemporaneos
e dé aporte a interpretacdo patoecoldgica.



27

4 ACHADOS PALEOPARASITOLOGICOS NA AMERICA DO SUL, COM ENFOQUE
NO BRASIL

O principio do estudo das doencas parasitarias do passado na América do Sul teve inicio
com materiais antigos enviados por arquedlogos a parasitologistas conhecidos. Paulatinamente,
reconhecida e provavelmente com influéncia dos estudos brasileiros, grupos de pesquisas foram
se organizando e se consolidando em diversos paises da América do Sul, como no Chile, Peru
e Argentina (FERREIRA, 2011).

Os resultados paleoparasitologicos ao longo dos anos apontaram que infecgdes por
parasitos intestinais acompanham os homens em tempos pré-historicos e, assim, foram se
contrapondo ao modelo de pensamento de que todas essas moléstias teriam vindo para as
Américas contemporaneamente aos colonizadores europeus (ARRIAZA, SCHWARTZ, 1995;
ORTEGA, BONAVIA, 2003; FUGASSA, GUICHON, 2005; CARVALHO, 2006).

Na década de 1950, especificamente em 1954 no Chile, o primeiro achado da
Paleoparasitologia foi alcancado na América do Sul nos estudos de Pizzi e Schenone, que
identificaram Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura e Entamoeba spp. em coprolitos
recuperados do sitio arqueolégico Cerro EI Plomo em Santiago, em mumia pre-colombiana,
datada entre 4.000 a 2.000 anos AP (antes do presente). Segundo afirmam Fouant et al. (1982),
Arauljo e Ferreira (1998) e Fugassa et al. (2008), a partir dai varios estudos foram realizados e
sendo a maioria dos parasitos encontrados em material arqueolégico da América do Sul
oriundos da Africa, obteve-se entdo, a contribuicio de agora dispor de respeitaveis marcadores
biologicos para assessorar a consolidar hipoteses sobre outras rotas de migragdes pré-historicas.

No territorio Chileno, ao longo dos anos, destacam-se outros achados
paleoparasitolégicos. Em 1976, num sitio arqueolégico no deserto do Atacama, foram
diagnosticados ovos de Paragonimus sp. em coprdlitos humanos (HALL apud NOVO, 2015).
Em 1990, Reinhard e Audderheide diagnosticaram ovos de Diphyllobothrium pacificum em
amostras humanas datadas de 4.000 AP., em sitios arqueoldgicos no norte do pais. Esse mesmo
parasito posteriormente, também foi encontrado em amostras datadas como antes de Cristo
(4.110-1.950 A.C.), no sitio arqueoldgico de Tiliviche, e estava igualmente presente no sitio
arqueoldgico San Miguel de Azapa, aludindo informag6es importantes sobre a dieta em comum
dessa populacdo (REINHARD, AUDDERHEIDE,1990; LE BAILLY; BOUCHET, 2013).

Ainda sobre as descobertas do Chile, em Arica, em amostras referentes ao periodo Inca,

foram encontrados ovos de T. trichiura e Hymenolepis nana (SANTORO, VINTON,
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REINHARD, 2003). Posteriormente, aplicando técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em
amostras oriundas de mumias chilenas, Costa et al. (2009) identificaram lesBes Osseas
desfigurantes, caracteristicas da leishmaniose mucosa nos cranios de mulheres encontradas no
Deserto do Atacama. Em estudo mais recente, Souza et al. (2018) em novas investigacoes
paleoparasitolégicas do periodo pré-inca ao hispanico, identificaram vérios parasitos em
amostras de diferentes datacdes (E. vermicularis, Trichostrongylus sp., Trichuris sp. e Eimeria
macusaniensis), comprovando assim uma mudanca no padrdo de infeccGes parasitarias ao
longo do tempo, relacionando essa mudanga com o padrdo de comportamento humano, como
alimentacdo e habitos, de cada época.

Os achados da Argentina, sdo deveras relevantes para a Paleoparasitologia. Na década
de 80, ovos de E. vermicularis foram encontrados em coprdlitos humanos do periodo pré-
colombiano no Sitio Pie de Palo (ZIMMERMAN, MORILLA, 1983); em 2006 Fugassa,
Araujo, Gichon, identificaram ovos de T. trichiura e A. lumbricoides em coprolitos encontrados
no sitio arqueolégico Nombre de Jesus, na Patagdnia. Nesse mesmo estudo, ovos de Ascaris sp.
foram encontrados em amostras do sitio arqueolégico Orejas de Burro, Santa Cruz, datadas de
3.720-3.978 AP. e ovos de T. trichiura em amostras do sitio Parador Nativo, datadas de 1.513
+ 48 AP. Em 2008, Araujo et al. diagnosticaram ovos de ancilostomideos e Trichostrongylus
spp. encontrados no sitio arqueologico de Valle Encantado, Neuquén, em coprdlitos humanos
datados de 1.000-500 AP, e anos depois Beltrame et al. (2014), em coprolitos de roedores de
um sitio inédito em analises da Patagbnia, foram identificados E. vermicularis, corroborando
com os autores que afirmam o alto poder relacional de zoonoses com 0 homem pré- histérico.

No Brasil, segundo Gongalves (2002), até meados dos anos 1970 havia descrédito de
que as doencas parasitarias eram relevantes na pré-historia do Novo Mundo. Assim, as
primeiras pesquisas tinham como objetivo primordial provar o contrario. Uma das perguntas a
serem respondidas era se as doencas parasitarias teriam chegado as américas com
colonizadores, com escravos ou ja existiriam aqui antes mesmo deles chegarem (COCKBURN,
1964).

O marco inicial em nosso pais dessa nova ciéncia foi abonado pelos estudos do Dr. Luis
Fernando Ferreira, pesquisador da renomada Escola Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca,
da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), desenvolvidos no Brasil em 1978, no primeiro
laboratdrio de Paleoparasitologia da América do Sul, com o adendo de ser o precursor do termo
“Paleoparasitologia”. A adesdo do também renomado, Dr. Adauto Araljo a essas novas

pesquisas consolidou a nova ciéncia no Pais. Esses estudos culminaram com a apresentagao no
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Congresso Brasileiro de Parasitologia, em 1979, dos primeiros achados com repercussao
internacional: ovos de Trichuris trichiura e ancilostomideos datados de épocas pré-
colombianas (FERREIRA, ARAUJO, 1996; FERREIRA, 2011).

Apds o pontape em 1978, segue-se entdo no Brasil, trés importantes autores e seus
relatos de parasitos em coprolitos advindos do estado de Minas Gerais, Ferreira, Aradjo e
Confalonieri, sequencialmente em estudos nos anos 1979, 1980 e 1981.

Os estudos de Paleoparasitologia do Brasil, foram imprescindiveis, inclusive, para a
comprovacdo de que a histdrica ideia de que as migracGes humanas para as Américas teriam
ocorrido apenas pelo Estreito de Bering, ndo era Unica. O achado de ovos de ancilostomideos
em muamias datadas entre 7.000 e 9.000 anos no Brasil e no Peru, comprovou a existéncia de
rotas maritimas alternativas como possibilidade de migragdes humanas na América pré-
historica. Inferéncia fomentada no ciclo bioldgico, pois uma vez que o ancilostomideo € um
geohelminto que se transmite de hospedeiro a hospedeiro e, biologicamente tem a necessidade
de passar por maturagao com estagios larvares no solo sob condic6es especificas de temperatura
(entre 25°C e 30°C) e umidade e assim, as temperaturas frias da era glacial teriam destruido os
ovos do parasito, aludindo rotas maritimas alternativas, questionando assim a exclusividade da
passagem a pé do homem pelo Estreito de Bering como porta de entrada das Ameéricas
(FERREIRA, ARAUJO, 1996; ARAUJO e FERREIRA, 1998; GONCALVES; ARAUJO;
FERREIRA, 2003; ARAUJO et al., 2008). “Essas descobertas contradiziam a Sabedoria
convencional predominante de que a ancilostomiase era uma introducdo historica do novo
Mundo” (REINHARD e ARAUJO, 2012, p.753).

Achados paleoparasitologicos foram descobertos em diversos estados brasileiros, entre
eles indubitavelmente, no cenario nacional, os sitios arqueoldgicos dos estados do Piaui,
Pernambuco e Minas Gerais ja proveram contribuic@es impares aos estudos das parasitoses do
“homem americano”. O parque Nacional Serra da Capivara, no estado nordestino do Piaui,
possui 0s mais antigos registros de presenca humana das Américas, com datacGes que superam
50.000 anos relata Sianto (2009, p.17). Dos Sitios localizados neste Parque, no municipio de
Sdo Raimundo Nonato-PI, destacam-se: 0s Sitios arqueoldgicos de Boqueirdo da Pedra Furada,
Sitio do Meio e Boqueirdo Soberbo. Nos dois primeiros, em coprdlitos humanos, foram
identificados ovos de ancilostomideos, sendo a presenca mais antiga deste parasito em
populacbes pré-colombianas com datacdo de 7.150 a 7.310 anos. Nesses sitios anteriormente
citados, também foram achados ovos de T. trichiura com datag@es entre 7.000 e 9.000 anos,
respectivamente (GONCALVES, ARAUJO, FERREIRA, 2003).
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Sianto em 2009 realizou um amplo estudo com amostras de coprélitos de varios sitios
com origem humana e animal do Piaui, identificando diversos parasitos em ambas. Dessa
forma, foram identificados em amostras de origem humana: Ancylostomidae, Ascaridae,
Oxyuridae, Trematoda, Trichuris sp., Parapharyngodon sp., H. nana, Eimeria sp. entre outros
ainda no identificados. No mesmo estudo, em amostras de origem animal oriundas no PARNA
Serra da Capivara, foram identificados também parasitos capazes de causar zoonoses em
humanos como Spirometra sp., Toxocara sp., Capillaria sp. e Acanthocephala.

No estado do Pernambuco, ovos de T. trichiura com 2.000 AP. foram encontrados por
Ferreira, Araujo e Confalonieri (1989) em amostras do sitio arqueolégico da Furna do Estrago.
Ovos desse mesmo parasito, A. lumbricoides e H. nana também foram identificados no estado
do Mato Grosso por Gongalves, Araujo e Ferreira (2003) com datacdo de 4.000 - 2.000 AP.

Contribuicoes importantes ~ também sdo provenientes dos sitios
arqueologicos de Minas Gerais, tais como, ovos de Trichostrongylidae e T. trichiura
encontrados em corpo mumificado do periodo colonial brasileiro no municipio de Itacambira
em 1983 por Ferreira, Araujo, Confalonieri, ovos de Echinostoma spp. contidos em amostras
de coprolitos extraidas de uma mdmia (600-1.200 AP) encontrada no sitio da Lapa do Boquete,
no municipio de Januaria (SIANTO et al., 2005), e anos mais tarde, Novo (2015) com a
aplicacdo de técnicas de biologia molecular em tecidos moles e 6sseos da mesma mumia de
Itacambira, diagnosticaram fragmentos de DNA de Leishmania tarentolae.

No pais, relativamente, poucas instituicdes de ensino e pesquisa estudam essa nova
ciéncia. Uma vez que as condigdes necessarias para a preservacdo dos ovos de parasitos
mostraram grande variacdo de regido para regido, as experiéncias de analises em amostras de
varios sitios arqueoldgicos se fazem cruciais. As parcerias com InstituicGes internacionais
contribuiram e contribuem para incluir o Brasil como centro importante de estudos na area, e

projetos de pesquisa iniciaram e continuam produzindo aliancas do Brasil com varios paises.



31

5 PARASITOSES: DO PASSADO AO PRESENTE

Durante a busca por novas areas para utilizagdo humana ou animal, parasitos foram
perdidos, adquiridos ou se adaptaram a novos hospedeiros, bem como as caracteristicas do
ambiente que passaram a ocupar (ARAUJO, RANGEL, FERREIRA, 1993; ARAUJO et al.,
2008; REY, 2013).

A relacdo estreita entre parasitoses do passado e do presente pode ter relevante peso
epidemioldgico. Os habitos alimentares que persistem ao longo do tempo, por exemplo,
ilustram essa relacdo. Em 1983 e 1984, a infeccdo pela chamada Ténia do Pacifico,
Adenocephalus pacificus (syn. Diphyllobothrium pacificum) um cestoide parasito de mamiferos
marinhos que tem como hospedeiros intermediarios peixes e crustaceos, foi diagnosticada em
populacdes sul-americanas pré-histéricas de mais de 4.000 anos na costa do Pacifico
(PATRUCCO: TELLO; BONAVIA, 1983; ARAUJO et al., 2008).

Nao obstante, o habito alimentar de consumir peixes ‘“‘crus”, permanece em nossa
populacdo em pratos mundialmente populares, como ceviche, sushi e sashimi, e devido a
globalizacdo da culinéria, tanto no oriente quanto no ocidente, consequentemente, essa
parasitose permanece na atualidade, ora com baixas prevaléncias, ora com alerta de saide em
alguns paises, em maioria asiaticos, ressurgindo em lugares onde a doenca estava em declinio
ou mesmo havia desaparecido, langando assim novos desafios para os servigos de satde publica
daqueles paises, também na esfera dos paises desenvolvidos (CHAI et al., 2005;
HERNANDEZ-ORTS et al., 2015; KUTCHA et al., 20 15).

A analise de materiais antigos de animais e a consequente identificacdo de parasitos em
seus coprolitos, certamente fornecem informac@es importantes sobre a saide humana e podem
auxiliar a esclarecer a relacdo parasito/hospedeiro/ambiente estabelecida em populacdes atuais,
visto que muitos dos parasitos de animais possuem propriedade zoondtica, o que é
especialmente importante para a fauna que compunha a dieta de grupos humanos pré-histéricos
(SIANTO et al., 2009;2014; SIANTO, 2009; LELES et al. 2014; CASCARDO, 2017).

Ademais, como citado por Sianto et al. (2009), estudos na Europa evidenciaram a
presenca de parasitemias advindas de animais nos periodos neolitico e medieval. De forma
particular, historicamente, o “homem americano” fora exposto a um numero crescente de
espécies de parasitos zoonoticos ao longo da nossa histéria, isso se deve a diversos fatores,
como a estreita associacdo entre humanos e animais domésticos e a invasdo de paisagens antes
reservadas exclusivamente a vida selvagem (MACPHERSON, 2005; ARAUJO et al., 2013).
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Além do contato, o consumo de carne crua ou mal cozida, de 6rgdos, leite e sangue nédo
processados fora apontado em inimeros estudos, e esses alimentos citados como potenciais
veiculos para a transmissdo de zoonoses, resumem Barnes et al. (2017) em revisdo realizada
com foco em grupos ndmades, sendo estes considerados um elo com o passado, pois cultivam
diversos habitos de vida semelhantes ao homem primitivo.

Muller em 2002 ja lancava méao do termo "deselmintizados™ para a maioria dos paises
desenvolvidos. Essa expressdo € alusiva ao fato de que a baixissima prevaléncia das parasitoses
e 0 consequente baixo impacto médico de doencas parasitarias nesses paises, causadas por
helmintos por exemplo, j& poderiam ser considerados insignificantes em comparagdo a outras
doencas. Em contrapartida, o mesmo autor corrobora que helmintoses, como a filariose,
esquistossomose, infeccbes por nematoides gastrointestinais, vermes pulmonares e muitos
outros, ainda se perpetuam como sérios problemas de salde e socioecondmicos nos paises
tropicais.

De fato, ainda constituindo um dos graves problemas de satde publica, as parasitoses
humanas, quando em alta parasitemia, contribuem para elevadas taxas de morbimortalidade de
pessoas em todo o mundo, sobretudo nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento
(COLLEY, 2000; ROCHA et al., 2000; WHO, 2012; 2014). Tais taxas associam-se atualmente
a baixas condicbes socioecondmicas, auséncia de habitos de higiene, consumo de agua
contaminada, ndo suprimento de agua encanada, precarias condi¢cdes de moradia, bem como de
saneamento basico (REY, 2002; 2008; COURA, 2005; OPAS, 2009; SAMPAIO e BARROS,
2017). Elementos estes deveras presentes em nossa conjuntura atual.

Embora tenha havido reconhecido declinio ao longo dos anos na
mortalidade por parasitoses no Brasil, como exemplificado no estudo de Sampaio e Barros
(2017) e como relatado na revisdo de Bacelar et al. (2018), sendo esse declinio relacionado a
diversos fatores, como: a melhoria dos indicadores socioeconémicos; o aumento da renda
familiar; a elevacdo da escolaridade materna; melhores condicdes de moradia e maior acesso
aos servicos de salde, os estudos mostram que as enteroparasitoses apresentam variacao de
prevaléncia inter e intrarregionais, influenciada pelos elementos sanitarios supracitados,
acrescidos pelas condigdes educacionais, econdmicas, sociais, nivel de aglomeracdo da
populacdo, condi¢Bes de uso e contaminagdo do solo, da agua e alimentos, faixa etaria dos
hospedeiros e ainda a capacidade de evolugdo das larvas, ovos de helmintos e de cistos de
protozoarios em cada um desses ambientes (FURTADO, MELO, 2011).
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A trajetoria historica desenhada na revisdo de Barata (2000) nos mostra que a transicdo
epidemioldgica ndo se constitui num processo finalizado ou deveras simplorio de entendimento,
essa autora resumidamente relata:

[...] Ao invés de existir um processo linear, no qual as chamadas doencas de pobreza
sdo substituidas pelos males da modernidade, o que se observa é um quadro complexo
de alteracdes, mudancas, adaptacdes e emergéncias tipicas dos fendmenos vivos. A
relacdo entre as populagBes de homens, vetores e agentes etiolégicos € bastante

complexa e ndo parece estar no horizonte, para 0s proximos anos, a miragem de uma
vida livre de infecGes (p.343).

As infeccBes parasitéarias sdo relacionadas a causa morte global de aproximadamente
200 mil pessoas por ano, principalmente quando estas ndo sdo tratadas de forma adequada
(FERREIRA; FERREIRA; MONTEIRO, 2000; BRASIL, 2010; BAHMANI et al., 2014).
Quanto aos potenciais danos a saude e vida de uma populacdo, 0s autores e instituicoes
corroboram que as doengas parasitarias importam pela mortalidade resultante e pela frequéncia
com que produzem déficit organico, sendo um dos principais fatores debilitantes de uma
populacdo, interferindo em seu cotidiano, podendo diminuir a capacidade para o trabalho dos
adultos parasitados, associando-se frequentemente a quadros de diarreias cronicas, ma absor¢édo
dos nutrientes, desnutricdo, anemia, obstrucdo intestinal, comprometendo assim, o
desenvolvimento fisico e intelectual, em menor ou maior escala, particularmente das faixas
etarias mais jovens da populacdo (WHO, 2008; SILVA e SILVA, 2010).

Mesmo com o estabelecimento e preconizacdo de programas nacionais para tratamento
dessas enfermidades no Brasil, como a distribuicdo gratuita via atencdo basica de salde de
drogas anti-helminticas, facilidade nos métodos de diagnosticos e estratégias preventivas, todos
implementados pelo Sistema Unico de Sadde brasileiro, as taxas de prevaléncia das infeccoes
intestinais parasitarias continuam medianas e elevadas, sobretudo na regido Nordeste, a
exemplo dos estados do Piaui, Pernambuco e Ceara (ALVES et al., 2003; BEZERRA et al.,
2003; FURTADO, MELO, 2011; SAUCHA, SILVA, AMORIM, 2015; SAMPAIO e
BARROS, 2017).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, mais de um bilhdo de pessoas estdo
infectadas com uma ou mais doencas negligenciadas, o que representa um sexto da populacédo
mundial (WHO, 2014). Como exemplos de doencas negligenciadas, podemos citar: dengue,
doenca de Chagas, esquistossomose, hanseniase, leishmaniose, maléria, tuberculose, entre
outras. Todas elas infecciosas e/ou parasitarias. Porém, levando em consideragdo que as

doencas negligenciadas ndo sé prevalecem em condicdes de pobreza, mas também contribuem
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para a manutencdo do quadro de desigualdade, conclui-se que elas também representam forte

entrave ao desenvolvimento dos paises (BRASIL, 2010).
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6 ASPECTOS TAFONOMICOS

Definida como o conjunto de transformacdes e processos que atuam na transicao
biosfera/litosfera de todos 0s restos organicos (animais e plantas) pelo paleontélogo russo
EFREMOV (1940) apud CAMACHO (2018), tafonomia, é um termo advindo da juncéo das
palavras gregas taphos e nomos que significam “enterro” e “leis”, e assim se constitui num ramo
da paleontologia que estuda detalhadamente os processos que acontecem do findar da vida
(matéria) ao seu encontro com restos organicos, independente de quando isso ocorra.
Pragmaticamente, tafonomia “¢ a passagem do estado “vivo” para o “ndo vivo™ (LYMAN,
2010, p 1).

Indubitavelmente, embora com algumas especificagdes conceituais, ela tem aplicacéo
multidisciplinar, sendo inquestionavelmente relevante na investigacéo sobre o passado humano
(WYMAN, 1968).

O uso do termo tafonomia traz consigo algumas congruéncias e/ou discordancias, de
acordo com a ciéncia ou ramo que o aplica em suas inferéncias. Para os paleobidlogos a
pesquisa tafondmica envolve o estudo dos processos de preservacdo e como eles afetam as
informacGes impressas no fossil (BEHRENSMEYER; KIDWELL, 1985); para os arquedlogos
envolve a passagem da biosfera para a litosfera, como tambem modificacGes sofridas pela
matéria ap0s a deposicdo no ambiente e elementos adicionais, como marcas predatorias, que
ajudam a identificar o predador, por exemplo; e a paleoecologia lanca méo da tafonomia em
busca de respostas que aprofundem o conhecimento de possiveis comportamentos
protoculturais dos primeiros hominideos (BRAIN, 1967).

Nesse estudo, da-se peso maior a aplicacdo da tafonomia na visdo mais ampla da
paleobiologia, corroborando com que resumem Rogers, Eberth, Fiorillo (2007, p.6), “as
discussdes mais recentes dos paleobidlogos refletem a definicdo evoluida da tafonomia”.
Lyman (2010) acrescenta ainda a essa visdo, gque ela permite a identificacdo das modificacdes
encontradas durante a recuperacdo do resto organico, isso mesmo apés seculos, e assim, pode-
se elaborar respostas a questfes que dizem respeito ao agente modificador, e quica inferir sobre
a reconstrucao desses momentos, correlacionando as situacdes de vida e de morte do organismo
estudado.

De forma complementar, na Paleoparasitologia, aplica-se a tafonomia na tentativa de

elucidar o porqué de algumas estruturas parasitarias mantém-se ou ndo preservadas e em que



36

nivel de preservacéo, sendo este ltimo associado ao ambiente (CAMACHO et al., 2013; RACZ
et al., 2015).

Nos estudos tafondmicos, dentro das diversas fases de decomposic¢do sofridas por um
corpo ou matéria organica, de forma geral ou especifica, sdo considerados fatores que
influenciam essa decomposicao, sejam eles macro e microambientais (SORG; HAGLUND,
2002). Os fatores macroambientais abrangem a atmosfera (clima, temperatura, umidade,
precipitacdo e oxigenacdo), litosfera (processos geoldgicos) e biosfera (elementos referentes a
fauna e flora). Indiscutivelmente, segundo os autores supracitados, os fatores elencados,
abidticos e bioticos, interferem em maior ou menor grau nos processos tafondmicos de maneira
recursiva, interatuando continuamente, antes da deposi¢do do corpo, durante sua permanéncia
no local e apds sua retirada.

Sitios arqueoldgicos estdo sujeitos a uma serie de processos tafonémicos que ocorrem
entre 0 tempo em que o corpo € depositado num determinado local e o tempo presente,
rememorando que esses processos continuam atuando dentro dos acervos dos museus e das
colecBes. A tafonomia justaposta a arqueologia permite entdo, na contemporaneidade, explicar
e/ou prever as interagdes ao longo do tempo entre a matéria organica cultural ou naturalmente
depositada e as condi¢Ges ambientais em que foi depositada (LYMAN, 2010). Infelizmente,
um significativo contingente dos estudos paleoparasitoldégicos ocorreu e ocorre em materiais
preservados em ambientes que ndo proporcionaram um 6timo nivel de preservacdo, por motivos
diversos, o que provavelmente se reflete no diagndstico e na representatividade dos achados
parasitologicos publicados.

Ainda em relacéo a tafonomia dos coprolitos, tipo de amostra contemplada nesse estudo,
Souza (2013) prossegue admitindo que os processos tafondmicos, a escavacao arqueoldgica, a
retirada do local original sem critérios, o transporte improprio ou ainda o0 armazenamento
inadequado dos coprélitos podem deveras comprometer a configuracdo original do material,
impossibilitando assim a identificacdo zooldgica morfométrica. No entanto, a autora descreve
que para essas situacdes, os resultados paleoparasitolégicos obtidos, bem como os resultados
de estudos que enumeram 0s macroresiduos e microresiduos existentes nos coprélitos sao
capitais para a sua identificacdo. ldentificacdo zooldgica essa, prossegue a autora, ainda mais
induvidosa quando encontramos formas evolutivas de parasitos especificos de uma determinada
espécie de animal, como é o caso do parasito diagnosticado no presente estudo.

Em 1986 ocorreu a primeira discussdo sobre quais as condic¢des ideais de preservacao

de coprolitos em diferentes formas de depdsitos e sobre quais fatores poderiam operar na
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deterioracdo ou na conservacdo de vestigios de parasito neste material (REINHARD et al.,
1986). Esses autores consideraram que os locais que proporcionam melhores condi¢fes de
preservacdo de ovos de parasitos seriam os ambientes com maior umidade e sem demasiada
disponibilidade de oxigénio, bem como ambientes aridos, corroborando com a citacéo de Souza
(2013) supracitada.

Embora ja sejam conhecidos ao longo dos anos os fatores que podem colaborar,
interferir ou mesmo acelerar a degradacdo de material arqueoldgico, em suas diversas fontes,
0s autores concordam que muito ainda precisa ser elucidado, especialmente na questdo de
realizacdo de estudos experimentais, pois esses ainda sdo pouco frequentes, principalmente
quando buscam justificar elementos que poderiam trazer a negatividade de vestigios de
parasitos em amostras remotas. Desse modo, apesar das iniciativas nas discussdes que abordam
os fatores tafondémicos que interferem ou colaboram na preservacéo de vestigios de parasitos,
Camacho et al. (2013) destacam que ainda ha muito a se fazer, especialmente relacionado a
questdo experimental, na busca de esclarecimentos na préatica de quais elementos e o quanto
eles interferem na preservacgéo de parasitos em material arqueologico.

Em relagdo a interferéncia “humana” imputada a preservacdo de material antigo no
tangente a aplicacdo de metodologias necessarias para a exploracdo cientifica do material, um
elemento relevantemente avaliado sobre a alteracdo/degradacédo de parasitos em amostras foi
estudado em 1986 por Reinhard et al. Nesse estudo, 0s autores averiguaram que a alteracdo da
consisténcia solida dos coprolitos, para pastosa ou liquida, apos a aplicacdo de métodos de
processamento indispensaveis a aplicacdo de técnicas parasitologicas e que permitem a
subsequente andlise microscopica do material, como a reidratacdo das amostras, larga e
tradicionalmente consolidada em solucdo aquosa de fosfato trissédico (Na3PO4) a 0,5%
(CALLEN; CAMERON, 1960), podem sim acarretar pequenas modificacbes como a
diminuicdo do tamanho dos ovos e provocar 0 enrugamento em suas cascas. Contudo, 0s
mesmos autores ressaltam que essas modificacbes ndo inviabilizam o diagndstico
parasitologico (REINHARD et al., 1986). No estudo citado anteriormente, averiguou-se
também a interferéncia do pH alcalino e &cido na preservacdo dos ovos de parasitos em
coprolitos, e concluiram que o pH adjudicava pouco efeito na preservacdo. Em contraponto,
posteriormente, os resultados obtidos por Shin et al. (2009a) e Searcey et al. (2013) indicaram
que o pH alcalino seria o ideal para a preservacdo de ovos (embrido/larva) de parasitos.

A respeito dos fatores bidticos como elementos importantes da tafonomia que podem

causar alteragdes na conservacdo de ovos de parasitos, influenciando nos estudos e
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consequentemente na representatividade de uma determinada infeccdo pretérita, alem e
sucedendo o estudo de Reinhard et al. (1986), onde a casca de ovos de Trichuris sp. foi
decomposta, sugerindo que fungos poderiam atuar na decomposi¢do dos ovos de parasitos,
outros estudos experimentais ja realizados apontaram que algumas espécies de fungos
coprofagos conseguem afetar a preservacdo de ovos por meio do crescimento e penetracdo do
micélio (hifas e filamentos) no interior destes, acarretando adulteracdes ou mesmo a degradacédo
da casca e dos embrifes parasitéarios, e essa atividade fungica ovicida interferiria assim na
recuperaco de ovos em material antigo (ARAUJO, J.V. et al., 2008; HOFSTATTER et al.,
2017).

Uma exemplificacdo iconica do potencial da interferéncia dos aspectos tafondémicos,
como os fungos anteriormente citados, nos achados e deducgdes paleoparasitologicas € o caso
de Ascaris lumbricoides. Considerando que este possui distribuicdo transcontinental e
permanece como um dos parasitos mais frequentes na populacdo atual (REY, 2008; WHO,
2020), porque entdo, segundo questionamento de Leles et al. (2010) A. lumbricoides €
raramente diagnosticado na Ameérica pré-historica?” Os autores supracitados conduzem a
refletir sobre a diferenca entre os panoramas epidemiologicos desse parasito, no passado e no
presente. Do mesmo modo, 0s autores enumeram algumas possibilidades de respostas, entre
elas e como principal, a potencial acdo tafonémica dos fungos coprofagos atuando na
degradacdo desses vestigios parasitologicos. Essa suposicdo foi embasada na relativa
frequéncia de achados e identificacdo de esporos de fungos em amostras das Americas,
conforme Leles et al. (2010).

Por fim ressalta-se, em concordancia com Le Baille et al. (2010), que qualquer fator
natural ou comportamental, que degrade, implique ou colabore com a ndo preservacdo do
embrido/larva, impediria e/ou dificultaria a aplicacdo de técnicas diagndsticas de parasitos, a
realizacdo da quantificacdo OPG e consequente inferéncias paleoepidemioldgicas, bem como a
aplicacdo de técnicas de biologia molecular, de modo que a alteracdo ou mesmo a auséncia de
material genético seria calamitosa para a Paleoparasitologia e diversas outras ciéncias
correlatas. Mesmo sendo muito ja conhecido, ainda assim, segundo afirmaram recentemente
Camacho, Perri e Reinhard (2020), a tafonomia continua como um capitulo da
Paleoparasitologia que solicita investigacdo sobre a influéncia de cada fator na degradacéo do

ovo do parasito.
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7 TECNICAS LABORATORIAIS PARA DIAGNOSTICO DE PARASITOS E
ADAPTACOES PARA APLICACAO EM MATERIAL ARQUEOLOGICO: SINTESE

A grande maioria dos parasitos intestinais pode ser diagnosticada pelo exame
parasitologico de fezes, e é notdvel a variedade de metodologias existentes para o
reconhecimento das espécies de parasitos (PRICE, 1993; MARIANO et al., 2005). Apesar dos
inimeros métodos existentes, utilizados para 0 exame parasitologico de fezes, é fato que cada
um apresenta suas limitacdes, vantagens e desvantagens, seja na complexidade metodoldgica,
na sensibilidade, no nivel de especificidade, no alto custo de execuc¢do, podendo este Gltimo
restringir ou mesmo inviabilizar seu emprego na rotina laboratorial (CHAVES et al., 1979;
CROZETTA, 2012; SOARES, 2016).

Nos anos 1990, diante de inimeros e relevantes resultados, obtidos com metodologias
diversas e em distintas fontes remanescentes do passado, 0s pesquisadores da area concordaram
que a fundamental questdo metodoldgica que agora se alocava em Paleoparasitologia referia-se
a confiabilidade do diagnostico que envolvia trés aspectos principais, aspectos esses que tém
sua importancia vigorando até o presente momento. S&o eles: 1- a identificacdo da origem
zooldgica do material; 2- as possiveis alteracdes morfoldgicas das formas parasitarias
resultantes da dessecacdo ou outros fatores fisicos e bioldgicos que interferem nesta, ou seja,
0s aspectos tafondmicos e 3- e ndo menos importante, o diagnostico do préprio parasito, com
uso de técnicas que permitam a identificacio especifica desse (ARAUJO E FERREIRA, 1998;
ARAUJO et al., 1998; SOARES, 2016; SOUZA, 2017).

De forma geral as técnicas qualitativas sd@o aquelas utilizadas para identificacdo da
presenca e o diagnostico dos parasitos, porém sem as quantificar. Enumerando as mais
utilizadas em fezes recentes temos: exame direto; sedimentacdo espontanea ou método de
Hoffman, Pons e Janer (1934) ; sedimentacdo por centrifugacdo ou método de MIF ou BLAGG;
método de Faust; Sequeira TCG (SEQUEIRA; KATAGIRI; OLIVEIRA, 2010) que combina e
adapta duas técnicas de sedimentacdo, os métodos de Baermann-Moraes; método de Rugai e
sedimentacdo de Ritchie (1948) modificado por Young et al. (1979), entre outras (FAUST et
al., 1938; SCHOLZ et al., 2009; CROZETTA, 2012; SOARES, 2016; DIB et al., 2019).

Dentre as técnicas quantitativas, aquelas que estimam a intensidade da infeccdo por
meio da contagem de OPG, mais replicados em fezes recentes podemos citar: método de Stoll;
método de Bell; método de Kato-Katz; de Ritchie, com as modificagdes introduzidas por Knight

et al. (1976) e kits comerciais Coprotest® e Paratest®, Flutuacdo de Gordon e Whitlock
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modificado, entre outras (AMATO-NETO e CORREA, 1990; ARAUJO. A. J, 2003; NEVES,
2005; CROZETTA, 2012; SANTOS et al., 2020).

Na figura 2, temos um organograma elaborado por Soares (2016), ilustrando algumas
das técnicas empregadas para o diagndstico parasitolégico, organizadas cronologicamente.

Figura 2 - Evolucdo cronoldgica das técnicas empregadas para o diagnéstico parasitologico de

fezes
Hoffman,
TT-Tesrt
Baermann- Willis. 1911 Pans & - Kato-Katz, &l
5, tehile, 1948 i
Moraes, 1917 Janer 1934 s 1072 {Gomes ef al., 2004)
Adolfo Lutz, Faust et al, Kita ¢ Kits (Coprofest,
1919 Sheather, 1939 Minra 1054 Paratest, Helm-Text)
1923 | :

Rugal, Mattos
¢ Brisala,
1954

Fonte: SOARES (2016).

Vale lembrar que a escolha do método depende de diversos fatores, como volume, peso
e consisténcia das fezes, tipo de parasito a ser buscado, orcamento disponivel, entre outros
fatores. E ainda que, do ponto de vista préatico, fatores como volume do material examinado,
amostras coletadas em dias seriados ou ndo, de que porcdes de um mesmo bolo fecal advém a
amostra, nimero de ovos produzidos pelo parasito, sensibilidade do método, bem como a carga
parasitaria deste, podem influenciar densamente no diagnéstico (FERREIRA; ARAUJO;
REINHARD, 2011; CROZETTA, 2012; REY, 2013).
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7.1 TECNICAS APLICADAS NA ABORDAGEM QUALITATIVA
PALEOPARASITOLOGICA — PATOECOLOGIA

A andlise de coprdlitos, mumias e sedimentos fornecem evidéncias diretas de
parasitismo e permitem a investigacdo da relacdo humano-parasita simbidtica. Assim muitas
técnicas aplicadas em material recente, como fezes, foram e sdo replicadas na integra na
Paleoparasitologia, mas a maioria delas passa por adaptacGes para uso em amostras antigas
(FAULKNER e REINHARD, 2014; MITCHELL, 2017). O passo inicial foi dado no inicio do
século 20, onde em estudos precursores, Sir. Armand Ruffer utilizou seccionamento
histolégico e coloracdo para identificacdo dos ovos, sendo este o pioneiro diagnostico de
infeccdes em populagbes do antigo Egito, e deveras, esse achado positivo sé foi possivel com
o0 desenvolvimento de técnicas que efetuassem a reidratacdo de tecidos mumificados (RUFFER,
1910, 1921; ARAUJO e FERREIRA, 1998; GONCALVES, ARAUJO, FERREIRA, 2002).

Imprescindivelmente, para as analises de microscopia Optica, um material antigo,
precisa ser reidratado, recuperando sua consisténcia para ser sedimentado e na sequéncia
empregadas tecnicas de concentracdo de cistos e ovos de parasitos e realizacdo de analise
microscopica da matéria (REINHARD, BRYANT, 2008).

De forma geral, a respeito da fase inicial do processo laboratorial que € de reidratagédo
da amostra, inicialmente, segundo Aradjo et al., (1998) parasitologistas lancaram mao de
diferentes técnicas de flotacdo. Estas técnicas foram deveras eficazes em sedimentos nédo
consolidados, onde, lembram os autores, 0s ovos dos parasitos estdo bem preservados. No
entanto, as técnicas clinicas padrdo ndo foram eficazes quando os parasitologistas aplicaram as
mesmas metodologias de reidratacdo em coprolitos, pois estes sdo dessecados e as vezes
mineralizadas.

A partir de Callen e Cameron, na década de 1960, quando trabalhavam na reidratacao
de coprélitos para estudar restos de comida, ovos de parasitos e corpos estranhos, tivemos um
marco para 0 uso de técnicas parasitoldgicas usuais, com adaptacfes, para aplicacdo na
Paleoparasitologia (REINHARD, 1986; CHAVES, REINHARD, 2003).

Na década seguinte, anos 70, houve uma crescente nos estudos de Paleoparasitologia,
com a técnica de reidratacdo com fosfato trissédico sendo amplamente aplicada, principalmente
nos grupos de estudiosos americanos, sendo uma praxis adaptada advinda dos métodos usados
para reidratar espécimes zooldgicas dessecados em museus (VAN-CLEAVE e ROSS, 1947,
CHAVES, REINHARD, 2003; FERREIRA, 2011). Assim, a utilizacdo de solucdo de fosfato
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trissdédico (Na3P0O4) a 0,5% por periodo minimo de 24 horas, tornou-se usual e de replicagdo
cosmopolita, mostrando-se eficaz na reidratacdo de amostras antigas, e a partir desse marco,
ovos e larvas passaram a ser diagnosticados com frequéncia e de tal maneira, que os principais
métodos de extracdo usados atualmente nos principais laboratérios de Paleoparasitologia em
todo o mundo lancam mdo da técnica fielmente ou de método que derivam da
elaboracdo Callen e Cameron (1960), o que contribuiu e contribui relevantemente para a
metodologia dos estudos coproldgicos na Paleoparasitologia (CALLEN e CAMERON, 1960;
REINHARD et al., 1986, 1998).

No caso em que as amostras de coprolitos estejam parcialmente ou completamente
mineralizadas, a recomendacdo ¢ de adicdo de gotas de acido cloridrico (HCL) a 40% na
solucéo de Na3PO4 a 0,5% e a fim de possibilitar a reidratacdo (FERREIRA, 2011).

Apo0s o processo de reidratacdo, com vistas a aumentar o potencial da recuperacao de
0Vos e restos de parasitos em amostras antigas e subsequente identificagdo morfométrica destes,
diversas técnicas podem ser elencadas. A escolha desta dependerd do tipo de material, da
escolha da abordagem no ambito da Paleoparasitologia, dos objetivos do estudo e do achado
que se queira buscar. Temos como exemplo de busca de parasitos e/ou outros achados
qualitativos: Lutz (1919), a flutuacao centrifuga de sacarose modificada (HUBBER, BONFIM,
GOMES, 2003) e flotacdo centrifuga de sulfato de zinco (FAUST).

Podemos citar também a centrifugacdo de Sheather, advinda da medicina veterinaria,
com destaque para seu potencial na capacidade de recuperacdo relativa de ovos
tafonomicamente alterados, bem como a aplicacdo de técnicas advindas da palinologia, princi-
palmente no tangente a recuperacdo dos ovos de parasitos com boa conservacdo morfologica,
advindos de sitios de 6timo nivel de preservacdo (DRYDEN et al., 2005; BAKELS, 2020;
BARBERA; HERTZELB; REINHARD, 2020; GUEDES et al., 2020). Quanto as duas Gltimas
exemplificacdes, Barbera, Hertzelb, Reinhard (2020), em estudo recentemente publicado,
tentaram simplificar os métodos de parasitologia aplicados em amostras antigas, especialmente
em sedimentos arqueoldgicos, que segundo Morrow et al. (2016), em relagcdo a coprolitos e
tecido mumificado, apresentam as condi¢des tafondémicas mais variaveis. Esse estudo arroga
énfase nos aspectos tafondmicos, que podem causar danos a matéria organica, como por
exemplo, a decorticacdo de ovos, sendo estes danos na membrana dos ovos relatada por diversos
autores como algo mais frequentemente relatado nos dltimos anos (ANASTASIOU;
MITCHELL, 2013a, 2013b; YEH et al., 2016 , LEDGER et al., 2018; KNORR et al., 2019;
ROCHE et al., 2019).
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Vale ressaltar, que termos consolidacdo de técnicas seguras e eficientes, que levem em
consideracdo os aspectos tafondmicos, pode impactar diretamente nos achados qualitativos
paleoparasitologicos, diminuindo ou até mesmo descartando a possibilidade de que amostras
de sitios arqueoldgicos importantes ou até inéditos sejam negativadas, 0 que ja aconteceu
inimeras vezes em estudos realizados em décadas anteriores (MARTINSON et al., 2003;
SANTORO, VINTON, REINHARD, 2003; CAMACHO et al., 2018).

Ainda quanto a utilizacdo e adaptacdo na Paleoparasitologia de técnicas advindas da
palinologia, 0s experimentos corroboram com os resultados positivos que outros pesquisadores
ja obtiveram quando testaram métodos derivados da palinologia (ARAUJO et al., 2000;
FLORENZANO et al., 2012; BARBERA, HERTZELB, REINHARD, 2020). Esses ultimos
autores destacam a combinacao de acido cloridrico (HCI) e o &cido fluoridrico (HF) como um
método de extragdo eficaz, “sugerindo que a capacidade dos acidos de quebrar e dissolver
carbonatos e particulas de silica é crucial para a recuperagédo de grandes quantidades de restos
do parasito, além de preservar sua morfologia intacta”.

Contudo, a centendria técnica de sedimentacdo espontanea de LUTZ (1919),
posteriormente, encorpada pelo embasamento de Hoffman, Pons e Janer em 1934, abundante
e mundialmente aplicada em andlises coproldgicas em material recente, ao longo do tempo,
também foi se consolidando como uma das mais sensiveis para uso em material antigo. Mesmo
apresentando a possibilidade da desvantagem de carrear grande quantidade de detritos fecais
no sedimento final a ser analisado, apresenta como vantagens: a simplicidade e amplo espectro;
0 custo da aplicacdo da técnica; o fato de permitir uma concentragdo de maior nimero de ovos
presentes na amostra, aumentando as chances de detectar ovos, mesmo em pequeno nimero, 0
que é relativamente frequente em amostras antigas, e por fim, o fato de permitir a montagem de
um significativo contingente de laminas (REINHARD et al., 1986; DE CARLI, 2001; 2007;
HUBBER et al., 2003; GOMES, 2004; GUEDES et al, 2020; LIMA et al., 2020).

Na sequéncia da abordagem patoecoldgica, temos o diagnostico do parasito e dos outros
elementos contidos na amostra. Nos estudos com foco no diagnéstico paleoparasitoldgico, sem
duvidas, a identificacdo e comparacdo morfométrica do parasito por microscopia Otica tem sido
a principal ferramenta. N&o obstante, ao longo dos anos, outras técnicas, incluindo imunologia
e microscopia eletrdnica, foram introduzidas, mas estas agregam valores e ndo a substituem
(FOUANT et al., 1982; ARAUJO et al., 2000).
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72 TECNICAS APLICADAS NA ABORDAGEM QUANTITATIVA -
PALEOEPIDEMIOLOGIA

“Atualmente, pesquisas parasitologicas em material arqueoldgico estao se voltando para
questdes de cunho epidemioldgico” (CAMACHO, 2018, p.27). Desde 2000 os autores alertam
paulatinamente que para além do registro do achado, ou seja, a identificacdo de formas
parasitarias em amostras antigas e seus desdobramentos patoecoldgicos, com vistas a ir de
encontro as novas perspectivas da Paleoparasitologia, é indispensavel, quando possivel, aplicar
metodologias quantitativas que permitam determinar a quantidade de ovos por grama (OPG),
estimando a intensidade de infecgdo naquele grupo, avaliando assim o padréo da distribuicéo
dos parasitos e estabelecendo a possivel relacdo entre a infec¢do parasitaria e o processo do
adoecimento, como por exemplo, na identificacdo de patologias osseas (REINHARD;
BUIKSTRA, 2003; RACZ et al., 2015; CAMACHO et al., 2018; MORROW; REINHARD,
2018).

O Método de quantificacdo de ovos Stolls (1923) modificado por De Carli (2007),
elencado no presente estudo como a técnica realizada na quantificacdo-controle, ou seja, no
montante de fezes recente, foi inicial e amplamente aplicado em amostras de origem do periodo
medieval na Europa. Essa metodologia de quantificagdo, também aplicavel em amostras
antigas, foi formalizada nessa esfera por Jones e Hall (1983), Jones (1985) e Jones e Nicholson
(1988) todos apud Reinhard (1992). No inicio da arqueoparasitologia, os métodos de Stolls e
palinologia foram reconhecidos como equivalentes na quantificacdo (REINHARD et al.,
1986 ).

Na América do Norte, especialmente inicio na década de 80, métodos palinolégicos
empregados na recuperacado e identificacdo de polen foram adaptados e aplicados nos estudos
paleoparasitoldgicos (REINHARD 1986; FISHER et al., 2007; TRIGG et al., 2017). O ator
principal na determinacdo de OPG, nessa metodologia, passou a ser a adicdo de esporos de
plantas exoticas (Lycopodium) na fase de reidratacdo, numa quantidade conhecida e
proporcional ao peso da amostra. Esse contingente de esporos (cada um tablete apresenta
aproximadamente 12.500 esporos) precisa ser dissolvido em acido cloridrico (HCI) para que
haja a dissolucdo do tablete sélido e a separacdo dos esporos, a fim de que se espalham
aleatoriamente a amostra (REINHARD, 1986; CAMACHO, PERRI, REINHARD, 2020).

Dessa forma, nessa técnica, o diagnostico quantitativo fomenta-se na proporcionalidade da


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352409X20303138?casa_token=86ja-uF4Hh8AAAAA:nc_gUGS7XEhJwrSj1ubHLJha4Cm1FmOn44l99GuwqMEHd3i85ykEvawAPnrgteG9bIG9LtI5rQ9o#b0170
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contagem de ovos em relagdo a um ndmero minimo de esporos previamente estabelecido
(MORROW, 2016; PEARSALL, 2016).

Os dados quantitativos na esfera da Paleoparasitologia atualmente, sdo obtidos,
majoritariamente, por meio da aplicacdo de métodos desenvolvidos em trés principais
laboratdrios, sendo esses internacionalmente reconhecidos e aqueles replicados, liderados por

renomados pesquisadores e seus grupos de pesquisa. Sao eles:

v' Método de quantificacdo Americano: grupo liderado pelo Dr. Karl Jan Reinhard do
Pathoecology Laboratory, School of Natural Resources, University of Nebraska-Lincoln,
EUA.

v' Método de quantificacdo Inglés: grupo liderado pelo Dr. Piers Mitchell do Leverhulme
Centre for Human Evolutionary Studies, University of Cambridge, Reino Unido.

v' Método de quantificacdo Sul-coreano: grupo liderado pelo Dr. Dong Hoon Shin do
Institute of Forensic Medicine, Seoul National University College of Medicine, Seoul, Coreia
do Sul.

Suas respectivas técnicas e algoritmos matematicos para a obtencdo da estimativa de
quantificacdo de parasitos estdo descritas no capitulo de materiais e métodos do presente estudo
e suas vantagens e limitagcdes encontram-se contempladas no capitulo de resultados e discusséo.
O quadro 1 a seguir, representa a sintese das etapas dos trés métodos de quantificacdo de OPG
supracitados, onde podemos visualizar de forma mais préatica as semelhancas e diferencas que

as permeiam.
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Quadro 1 - Resumo das etapas de quantificacdo de OPG em amostras antigas. Técnicas:
Americana, Inglesa e Sul-coreana.

Pais e Reidratacd | Tempode | Sedimentacd | Precipitad | Montagem | Quantificaca
Marco 0 repouso 0 o Final das oe
tedrico Laminas estimativa
de OPG
EUA Na3PO4 24 h Imediata Centrifuga | Pipetados [(pim) x ayw, |
+HCI- 10% Auxiliada: 200 o # | F .
REINHAR | +Lycopodiu | Refrigeracd | jato fino de | 3.600 rpm locais e
D et al | m 0 AD e profundidad | ((OVos
(1986) espatula. 40s e 45 o | contados/
Malha  de 55 L 200) x
250um 12.500 / peso
da amostra)
Inglaterra Na3PO4 1lh 24h Centrifuga | Pipetados Contagem do
Malha de | -3.600 200 I # | ndmero de
YEH et al. Refrigeracd | 250pm rpm-40s locais e | ovos X por 5
(2016) 0 profundidad
e
Coreia do | NaPO3- 7 dias em | 24 horas, Solucéo de | Pipetadas Ovos um a
Sul 20ml temp amb + Railliet & | subamostra | um de todas
Agitacdo Gaze tripla Henry sde20pl de | as L
HOON diéria Centrifuga | 12 a 18 | (somatério)
SHIN et al. vezes X peso da
(2009) amostra total.

Fonte: COSTA, A.C., 2020.
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8 AREA DE ORIGEM DAS AMOSTRAS DO ESTUDO

Inicialmente é preciso compreender a designacdo de sitio arqueoldgico. Para isso,
concisamente Butzer (1984) apud Amaral (2007, p.16) cita que

[...] Ossitios ou conjunto de sitios arqueol6gicos fazem parte do ecossistema humano,
uma vez que as comunidades do passado desenvolveram uma relacdo espacial,
temporal, social e econémica com o meio ambiente a que estavam adaptados.

Dessa forma, os sitios arqueologicos sdo percebidos como um conjunto de indicios
vestigiais e espaciais que permitem, a partir de pesquisas intensivas e sistematicas na area,
reconstituirem o modo de vida dos grupos que neles habitaram, sendo entendidos, pois, como
0 registro tangivel de um lugar de atividade humana do passado. Assim, aliar os conhecimentos
do ecossistema humano as evidéncias arqueoldgicas de cunho material e simbdlica, permitira
abrir perspectivas verdadeiramente ecoldgicas de compreenséo das sociedades inseridas em um
contexto macro ambiental (AMARAL, 2007; SILVA, MELO, 2011; CASCARDO, 2017).

Figura 3 - Localizagdo geografica do Estado do Pernambuco e do Parque Nacional do Vale do
Catimbad, Pernambuco, Brasil
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Fonte: Amaral, 2007.

A regido da Borborema, conforme mostra a figura 3 acima, onde se localiza a regido
fisiogréafica do agreste do Pernambuco, é o maior e mais elevado bloco continuo do Nordeste
brasileiro, com altitudes médias de 600 metros. Pertencente & microrregido do municipio de
Venturosa, o Sitio arqueoldgico Pedra do Tubardo loca-se nas coordenadas 8°32°21°” latitude
sul e 36°48°08°” longitude oeste e tem como destaque uma grande rocha granitica, naturalmente
partida, que possui uma de suas faces em formato semelhante a cabeca de um tubardo, como
mostra a figura 4 abaixo. Em sua outra face ha uma formacdo em pareddo com
aproximadamente 20 metros de altura e abertura em tridngulo (AMARAL, 2007; INVTUR —
PE, 2017).

Figura 4 - Imagens da Pedra do Tubardo, Parque Nacional do Vale do Catimbal, Pernambuco,

Brasil

Fonte: http://inventariope.blogspot.com/search/label/Venturosa.

O Parque Nacional da Serra do Catimbau, onde o sitio se insere, é 0 segundo maior
parque arqueolégico do Brasil, sendo considerada uma area de extrema importancia
arqueoldgica, por possuir muitos e diversificados registros de pinturas rupestres e resquicios da
ocupacdo humana pré-histérica, registros estes que datam de mais de 6.000 anos. Neste Parque,

h& mais de trinta sitios arqueoldgicos, nos quais, as pinturas rupestres foram realizadas por


http://inventariope.blogspot.com/search/label/Venturosa
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VArios grupos étnicos de épocas distintas, cuja diversidade esta visivel na riqueza das figuras
(SILVA; MELO, 2011).

As pesquisas mais relevantes na regido de Venturosa, foram desenvolvidas no final da
década de 80 e inicio de 90, nelas os artefatos abundantes de pedra e as datacGes obtidas,
revelaram que 0s grupos que ocuparam essa regido eram cacadores-coletores que exploravam
o territério e depois se deslocavam em funcéo da escassez de recursos naturais. A demanda do
territorio ocupado, ou seja, das areas onde foram estabelecidos os sitios pelos grupos, implica
na existéncia de uma rota frequente em funcdo do esgotamento de recursos naturais disponiveis
nas areas, mas, vale ressaltar que entre os diversos sitios do Estado, o Sitio da Pedra do Tubardo,
foco deste estudo, tinha uma populacdo ndo s6 de cacadores-coletores, mas também de
ceramistas e as escavacdes de 1989 concluiram que os abrigos deste sitio se constituiram em
local de habitacdo e ndo so de passagem (MARTIN, 1996; 2005; AMARAL, 2007).

Dois sitios dessa regido agreste tiveram destaque e foram escavados
nesse periodo, os sitios Pedra do Tubardo e Cemitério do Caboclo, distantes um do outro,
aproximadamente 200 metros. O sitio Pedra do Tubaréo foi caracterizado por Luft (1990) como
espaco de habitacdo dos grupos que ali estiveram, onde foram encontrados materiais 0sseos,
ceramicos, liticos, além de estruturas de fogueiras, todos com datacao entre 1.700-2.000 anos
AP. Para Luft, os dois sitios estdo relacionados entre si, formando um unico complexo do
mesmo grupo, ndo sé pela proximidade geografica, mas também pelo encadeamento, onde o
primeiro refere-se ao espaco de domestico, de habitacdo do grupo e, 0 segundo, ao cemitério
desse grupo que habitou a Pedra do Tubardo.

Especificamente em 1989 foi realizada pela Universidade Federal do Pernambuco
(UFPE) a maior escavagdo desse sitio, via segunda fase do “Projeto Agreste” com duragdo
prevista para dez anos, onde foram recuperados, classificados, etiquetados, identificados e
retirados centenas de elementos arqueoldgicos: 0ssos, dentes, adornos flnebres, pingentes de
cacadores com contas de 0sso de aves e sementes, elementos de fogueira, material litico com
origem em quartzo, granito e arenito, ceramicas, restos alimentares como 0ssos de mamiferos
e réepteis, dentre outros, sendo que todos os elementos foram para o acervo da colecdo de historia
natural da UFPE e catalogados na Tese de doutorado de LUFT (1990).

No Cemitério do Caboclo e Pedra do Tubardo, os enterramentos secundarios se
caracterizam pela desordem dos 0sso0s e praticas crematorias com os 0ssos distribuidos de forma
homogénea por toda camada, mas, 0s 0ssos (classificados como no minimo 24 individuos,

sendo 15 adultos e 9 jovens) e consequentemente os sedimentos, embora muito fragmentados,
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estdo também bem conservados, devido a protecdo oferecida pelo abrigo das encostas rochosas

(AMARAL, 2007).

No tangente a temporalidade das amostras do estudo, foram efetivadas pela UFPE trés

datacOes diretas realizadas em restos de ossos humanos do Cemitério do Caboclo, e essas

indicaram que o espago funerario foi usado por cerca de 1.000 anos AP, conforme apresentado

na tabela 1.

Tabela 1 - Datacdo direta por espectrometria de massa de acelerador (AMS) em 0ssos humanos

no cemitério de Caboclo

Amostra

Datagao

convencional

Datagdo calibrada

(Anno Domini)

Datagdo calibrada (AP)

Beta 474450 1080 6 30 AP 966-1045 cal AD 984-905 cal AP
Beta 474451 1040 6 30 AP 990-1054 cal AD 960-896 cal AP
Beta 476352 1000 6 30 AP 1024-1154 cal AD 926-796 cal AP

Fonte: AMARAL (2007).
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9 JUSTIFICATIVA

Considerando:

Que a histéria natural das doencas e do adoecer do homem desde os tempos remotos
atrai a atencdo de diversas ciéncias. E nesse panorama, as infec¢6es, com énfase no parasitismo,
destacam-se, sendo um problema de satde publica que permanece até hoje em muitos paises,
impactando em maior ou menor magnitude a vida do individuo e da populacg&o.

Que a Paleoparasitologia visa contribuir para elucidar as lacunas do conhecimento sobre
a morbimortalidade de populagfes no passado, auxiliando no estudo da evolucéo da relacéo da
triade parasito/hospedeiro/ambiente. E que esta vem buscando novas perspectivas, com o
desenvolvimento de abordagem paleoepidemioldgica e patoecoldgica, onde objetiva ndo so
evidenciar a presenca do parasito, como também a relacéo entre o ambiente e 0 modo de vida
com a presenca e manutencdo de infecgdes entre os grupo humanos, além do impacto destas na
salde das populagdes antigas.

Que ha décadas, em todos os continentes, evidéncias parasitarias vém sendo recuperadas
de material arqueoldgico e a parasitologia justaposta a arqueologia, biologia, ecologia e outras
ciéncias vem cada vez mais vem valorizando a abordagem quantitativa nos estudos da
paleoepidemiologia, por meio da quantificacdo de OPG e esta pode permitir identificar o
potencial patoldgico que um determinado parasitismo proporcionou num grupo humano, em
diferentes periodos e locais.

Que os dados quantitativos, no cenario atual, sdo obtidos por meio da aplicacdo de
métodos desenvolvidos em trés principais laboratorios liderados por pesquisadores e seus
grupos de pesquisa em Paleoparasitologia, a saber: 1) Grupo liderado pelo Dr. Karl Jan Rein-
hard do Pathoecology Laboratory, School of Natural Resources, University of Nebraska-Lin-
coln, Estados Unidos, 2) Grupo liderado pelo Dr. Piers Mitchell do Leverhulme Centre for
Human
Evolutionary Studies, University of Cambridge, Reino Unido e 3) Grupo liderado pelo Dr.
Dong Hoon Shin do Institute of Forensic Medicine, Seoul National University College of Med-
icine, Seoul, Coreia do Sul.

Considerando também, que a eficiéncia das técnicas citadas ainda ndo foi testada num
experimento comparativo simultaneo, de modo que ndo ha “padrdo-ouro” estabelecido para

obter dados guantitativos em Paleoparasitologia.
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Que quanto a origem do material arqueoldgico analisado patoecologicamente, o Parque
Nacional da Serra do Catimbau (Pernambuco-Brasil) é o segundo parque brasileiro em nimero
de sitios arqueoldgicos, no entanto poucos séo os estudos paleoparasitologicos publicados e,
nenhum sobre o sitio arqueoldgico abordado “Pedra do Tubarao”.

O presente estudo foi aprovado previamente em exame de qualificagdo, como proposta
de tese de Doutorado, buscando englobar duas abordagens: a analise paleoparasitoldgica de um
sitio arqueoldgico brasileiro, visando ampliar os conhecimentos acerca das infeccdes por
parasitos que acometiam populaces que habitavam aquele sitio (resultado qualitativo) e de
forma paralela, um experimento comparativo, na busca por uma técnica quantitativa que seja
eficiente em estimar a quantidade de OPG, a fim de contribuir para estudos populacionais com

direcionamento paleoepidemioldgico.
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10 OBJETIVOS
GERAL

Realizar andlise paleoparasitologica de amostras de sedimentos e coprolitos
provenientes do Sitio Arqueolégico Pedra do Tubardo, Pernambuco, Brasil e verificar,
experimentalmente, a eficiéncia de técnicas quantitativas aplicadas em abordagens

populacionais na Paleoparasitologia

ESPECIFICOS

a) Diagnosticar formas imaturas de parasitos em amostras de coprolitos e sedimentos
oriundos do Sitio arqueologico Pedra do Tubardo/Cemitério do Caboclo;

b) Confeccionar pool de fezes recentes, positivo para Ascaris lumbricoides e estimar a
quantidade de OPG neste;

c) Confeccionar coprolito experimental (controle);

d) Aplicar as técnicas quantitativas utilizadas pelos grupos de pesquisa em Paleoparasitologia
dos paises: Estados Unidos, Inglaterra e Coreia do Sul, no coprélito experimental, e comparar
as estimativas de OPG obtidas antes e ap6s a confec¢cdo do coprolito experimental, de modo a

testar a eficiéncia das técnicas quantitativas em Paleoparasitologia.



11 MATERIAL E METODOS

11.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo caracteriza-se como pesquisa gquantitativa, descritiva, experimental.

Na figura 5 abaixo, visualiza-se 0 organograma com as abordagens paleoparasitoldgicas e

percurso metodoldgico adotados.

Figura 5 - Organograma do percurso metodolégico do estudo por tipo de abordagem

Paleoparasitoldgica

ESTUDOS EM PALEOPARASITOLOGIA

Resultados da abordagem

fipo qualitativa

Patoecologia

N

4 2 1 Diagnastico
paleoparasitologico das
amostras do Sitio Pedra do
Tubardo.

Fezultados da abordagem

fipo guantitativa

422 Contagem de ovos por
grama em pool de fezes recentes
{quantificagde-controlz)

423 Confeccdo do coprdlite

experimental

4 2 4 Quantificacdo de ovos por
grama em coprolito experimental

4.3 Comparacdo da eficiéncia de
cada meétodo aplicado levando em
congideracao a
Quantificacdo - controle

Fonte: COSTA, A.C,, 2020.
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11.2 MATERIAL

Neste estudo foram analisadas 10 amostras, num total de 40,2 g de sedimentos e
coprolitos provenientes do Sitio Arqueoldgico Pedra do Tubardo, localizado no Parque
Nacional da Serra do Catimbau, situado entre os Municipios de Buique/Pesqueira/Venturosa,
Pernambuco, Brasil. As amostras foram gentilmente cedidas pela Arque6loga Dra. Ana Solari,
em colaboragdo com o grupo de pesquisa que orienta o referido estudo. O quadro 2 a seguir,
detalha informac@es pertinentes as amostras.

Quadro 2 - Especificagdes das amostras arqueoldgicas analisadas no presente estudo.

Quantidade ) ) )
Tipo de material e origem Peso Data de coleta
de amostras
5,69
. . x 8,89
04 Sedimentos oriundos da regido da
4,99
cintura pélvica humana 5,1
Entre 13 e 16 de
29
5 julho de 1989
05 Coprdlitos registrados g
3,80
como humanos
29
29
01 Coprdlito de origem animal 19
Total: 10 40,29

Fonte: COSTA, A.C., 2020.

As amostras provenientes do acervo da Universidade Federal do
Pernambuco (UFPE), foram coletadas em 1989 durante a segunda fase do Projeto de pesquisa
arqueologica da UFPE, denominado “Projeto Agreste” e se encontravam arquivadas na UFPE
em ambiente seco e lacradas, bloqueando assim a possibilidade de degradacdo/destruicdo por
vandalismo e inibindo ainda a influéncia de alguns dos principais agentes tafondémicos. As
porgdes elencadas para este estudo foram embaladas, identificadas, vedadas e transportadas em
sacos plasticos em temperatura ambiente, para o Laboratorio de Paleoparasitologia Eduardo

Marques, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Fundacdo Oswaldo Cruz (DCB/FIOCRUZ),



56

sob os cuidados da Dra. Shénia Patricia Corréa Novo. Em seguida, foram numeradas conforme
registros originais de arqueologia da UFPE e identificadas quanto ao tipo de material, setor e
nivel de escavacao do sitio, peso total e data da coleta arqueoldgica.

As etapas de processamento, reidratacdo e andlise microscOpica das amostras
arqueoldgicas na abordagem patoecoldgica do estudo foram realizadas nos Laboratorios de
Paleoparasitologia e de Palinologia/Ecologia, do Departamento de Endemias Samuel Pessoa,
ambos pertencentes a Escola Nacional de Saude Puablica Sergio Arouca (ENSP/FIOCRUZ),
enquanto as leituras microscépicas das laminas e as contagens de ovos de Ascaris sp. para a
quantificacdo, objetivo da abordagem experimental paleoepidemioldgica do estudo, foram
efetuadas no Laboratorio de Biologia Molecular do Ndcleo de Pesquisa do Campus Amilcar
Ferreira Sobral — Floriano da Universidade Federal do Piaui.

11.3 METODOS

A pesquisa quantitativa descritiva experimental aqui apresentada, utilizou o percurso
metodologico que sucedeu em etapas esquematizadas, conforme organograma exposto

anteriormente na figura 5 e descritas a seguir.
11.3.1 Diagnéstico paleoparasitoldgico das amostras do Sitio Pedra do Tubaréo.

As 10 amostras de sedimento e coprdlitos foram pesadas. Aquelas que possuiam mais
de 59 tiveram uma por¢do armazenada com intuito de preservacdo de amostras do Sitio para
futuras pesquisas, como recomendado por Fugassa e Guichdn (2005) e Leles et al. (2018), e

aquelas com peso inferior ou igual foram totalmente analisadas

Cada amostra foi reidratada por 72 horas em solu¢édo aquosa de fosfato trissodico a 0,5%
(CALLEN e CAMERON, 1960) até totalizar o volume de 50ml em becker estéril de 100ml de
capacidade e durante esse tempo ficaram vedadas com plastico filme e refrigeradas
(temperaturas entre 6 e 10° C). Posteriormente, foram submetidas a técnica de sedimentacédo
espontanea (LUTZ, 1919) para a concentracdo de cistos, ovos e larvas de parasitos, vertidas em
malha de 250um (REINHARD et al., 1986a, 1998). O precipitado de Lutz foi analisado em
microscopio éptico (Leica, modelo DM750P com camera fotografica acoplada) e a leitura das
laminas realizada com aumento de 40 e 100x. O conteudo macroscépico da malha, apds
secagem em estufa, foi identificado e armazenado para analise de dieta e macrorresiduos em

futuros estudos.
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11.3.2 Contagem de ovos por grama em pool de fezes recentes (quantificagdo-controle)

Objetivando a obtencdo de estimativa por quantificacdo-controle de ovos de um
determinado parasito para posterior verificacdo de eficacia dos métodos elencados, foi
confeccionado um pool (montante) de fezes, recentes e humanas, com material doado que ja se
encontrava refrigerado. Dessa maneira, cinco coletores plasticos tiveram seus conteudos
misturados em becker. O pool fecal obtido permaneceu sob refrigeracdo em tubo plastico com
tampa de rosca e apds homogeneizacdo, sua consisténcia final foi registrada (pastosa-diarreica)
com vistas a adaptacao de quantificacdo de ovos (multiplicacdo x 3) no momento oportuno da
aplicacdo do algoritmo da técnica STOLL.

Para comparar cada metodo com precisdo, realizou-se a contagem do
namero de ovos de parasitos. Para essa quantificacdo, foi escolhida e aplicada a técnica de
contagem de ovos conforme método de Stoll (1923) modificado por DeCarli (2007) para uso
em material fecal recente. Dessa maneira, em 1ml do pool de fezes prontas foram acrescidos 14
ml de hidroxido de sddio (NaOH - 1 molar - 99% de pureza), totalizando 15 ml de solucdo em
tubo pléastico que foi identificado, agitado manual e vigorosamente por 1 minuto e refrigerado
por 12 horas. Apos esse tempo, foram pipetados 150l do centro do tubo e distribuidos em
laminas, constituindo quatro laminas, preparadas com gotas de glicerol e cobertas com
laminulas. Esse método tradicional de contagem também foi utilizado como base comparativa,
nos estudos de Fugassa, Araujo, Gichon. (2006) e Dufour e Le Bailly (2013) onde nesse ultimo
os autores citaram [...] “A simplicidade deste método significa que ele poderia ser facilmente
estendido através de estudos paleoparasitologicos” (p.203).

Esse processo foi realizado trés vezes (Stoll 1, Stoll 2 e Stoll 3) conforme descreve a
metodologia, para a realizacdo da contagem precisa de ovos (identificadas de S1 a S12). Essa
contagem microscopica obedeceu a seguinte sequéncia: cada conjunto de 4 laAminas teve sua
contagem de ovos de Ascaris somada e ao final foi obtida a média parcial das trés técnicas de
Stoll. Para cada lamina, foram realizadas duas leituras, minimizando erros mais robustos. A
média final foi entdo multiplicada por 100 e novamente 3, de acordo com a consisténcia das
fezes (pastosa-diarreica), conforme o método recomenda. Assim, obteve-se o numero final da
técnica de Stoll, sendo este utilizado como pardmetro para a comparacdo das 3 técnicas que
foram realizadas posteriormente no coprolito experimental.

O parasito escolhido para realizagdo da contagem controle no presente estudo, foi o

Ascaris lumbricoides, elencado por ser o parasito mais prevalente e distribuido na populacéo
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atual, além de ser um ovo relativamente de facil identificacdo microscépica. Desse modo,
conforme as contagens foram sendo realizadas um quadro (quadro 5 apresentado no capitulo
dos resultados) foi sendo elaborado. A figura 6 abaixo é a captura de uma das laminas da técnica
parametro realizada no pool de fezes recente (S 2/L-5).

Figura 6 - Ovos de Ascaris lumbricoides. Lamina montada na técnica de Stoll (quantificagdo-

controle).

Fonte: Registro fotografico (40x), COSTA, A. C., 2020.

11.3.3 Confecgdo do coprolito experimental

Para fins de comparacdo das técnicas tradicionais aplicadas em material
antigo com a quantificacdo por contagem de OPG realizada como controle, foi confeccionado
um coprolito experimental, ou seja, um montante de fezes recentes que sofreu desidratacao
extrema induzida, com vistas a reproduzir ou se aproximar das condi¢cbes em que se encontram
as amostras antigas dessecadas. Essa pratica de lancar mdo de um parametro controle em
estudos experimentais, ja era visionariamente recomendada na década de 90, como por
exemplo, por Bastos et al. (1996 apud GONCALVES, ARAUJO, FERREIRA, 2002) onde ja
mencionam em seu estudo que “A utilizacdo de novas técnicas em material antigo deve ser
precedida de um estudo controlado em material recente experimentalmente dessecado”.

Apos retirada a aliquota de fezes para a realizacdo da etapa anterior (contagem-
controle), o pool foi depositado em placa de vidro estéril de Petri, pesado e colocado em estufa,
que permaneceu ligada diuturnamente, a 40° C até que seu peso se estabilizasse, ou seja, fosse

constatada a total auséncia da perda de dgua por 48 horas (PUCU et al., 2019). Apos constatada
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a estabilizacdo do peso, por meio de pesagens diérias, realizadas sempre no mesmo horario
(9:00), o coprdlito ainda permaneceu na estufa por mais 15 dias, conforme recomendado por
Confalonieri (1985) apud Ferreira (2011). Assim, o montante inicial pesou 65,049 e o coprolito
experimental final 43,239, sendo a perda de peso total de 21,81g num processo que durou 23
dias. Desse coprdlito foram cuidadosamente separadas trés aliquotas de 1g cada para a
realizacdo das técnicas correspondentes as metodologias dos paises elencados: EUA, Coreia do
Sul e Reino Unido.

O material sobressalente foi armazenado para eventual necessidade. As figuras 7 Ae B
abaixo sdo os registros fotogréaficos do coprélito experimental sendo pesado durante o processo

de perda de peso (A) e o aspecto no dia final deste (B).

Figuras 7 - Coprolito experimental. A- Pesagem diaria. B- Aspecto do coprolito no dia final.

Fonte: Registro fotografico COSTA, A. C., 2020.

11.3.4 Quantificacdo de OPG no coprolito experimental

“A quantificacdo fornece base para uma abordagem epidemioldgica e também para
estudos comparativos” Reinhard et al. (1986, p.224). [...] “Porém, os autores também destacam
que nesta conjuntura inicial, os métodos de quantificacdo de ovos vém sendo desenvolvidos em

laboratorios lancando méao de diferentes metodologias, o que dificulta ou até mesmo



60

impossibilita a comparabilidade dos resultados relativos a dispersdo dos parasitas”
(CAMACHO et al., 2018, p.7).

As metodologias aplicadas seguiram o referencial tedrico de cada escola de destaque no
cenario da Paleoparasitologia internacional, tiveram ordenacdo de execucao estabelecida por

meio de sorteio e foram descritas em passos a seguir:
11.3.5 Metodologia aplicada nos Estados Unidos

Pathoecology Laboratory, School of Natural Resources, University of Nebraska-Lincoln,
(Reinhard et al., 1986;1986a)

Aliquota (1g) do coprdlito experimental foi depositada em tubo plastico, com 50 ml de
capacidade e tampa de rosca, reidratada em solugdo de fosfato trissodico (Na3PO4) a 0,5%,
conforme Callen e Cameron (1960). Assim, para a quantificacdo de OPG, foram adicionados
ao mesmo frasco 500pl de acido cloridrico a 10% e um tablete de esporos Lycopodium (Batch
n® 124961 — cada tablete com = 12.500 esporos compactados). Essa solucdo, vedada e
identificada, permaneceu em repouso e refrigerada por 24 horas. Na sequéncia, as fezes
reconstituidas foram desagregadas com um agitador com intuito de auxiliar na dissolucéo e
homogeneizacéo e peneiradas com auxilio de jato fino de 4gua destilada e espatula de madeira,
facilitando o desagregamento e a passagem dos residuos através da malha de ago de 250um de
espessura, separando assim micro dos macrorresiduos. O fluido foi coletado em becker de vidro
de 600 ml antes de ser concentrado em tubos plasticos de 50 ml e os restos microscépicos foram
lavados com agua destilada.

Os macrorresiduos, retidos na malha metélica, foram depositados em filtros de papel,
secos a temperatura ambiente, identificados e armazenados em sacos plasticos com vistas a
realizacdo de pesquisas posteriores.

A solucdo peneirada foi entdo centrifugada em rotacdo maxima (3.600 rpm) por 40
segundos, o sobrenadante descartado e do precipitado final foram pipetados, de diferentes locais
e profundidade, um total de até 200 ul para a montagem das laminas, uma a uma preparada com
20 ul cada. A estas foram acrescidas gotas de glicerol e cobertas com laminula, a fim de facilitar
a contagem de ovos concomitante a contagem dos esporos de Lycopodium, o que culminou em
45 laminas no total das 5 repeticoes.

O ndmero de esporos elencados para a aplicacdo do algoritmo de quantificagdo

americana foi de 50. A quantificacdo foi baseada numa formula que relaciona o peso da
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amostra, 0 numero de esporos de Lycopodium adicionados, o nUmero de
esporos de Lycopodium recuperados durante a analise e 0 nimero de microfdsseis observados.
Dessa forma, conforme a escola tedrica seguida, o algoritmo abaixo foi aplicado.

Onde:
OPG = ((p/ m) x a) p = n° de ovos quantificados
m = n° de esporos de Lycopodium quantificados
w a = quantidade de esporos de Lycopodium adicionados

w = amostra (peso)

11.3.6 Metodologia aplicada na Coreia do Sul

Department of Anatomy, Seoul National University College of Medicine, Korea (Shin et
al. 2009).

Aliquota de (1g) do coprolito experimental foi depositada em tubo de plastico com
capacidade de 50 ml e reidratada em solucdo de fosfato trissodico a 0,5%, obtendo assim
volume de 20 ml. O tubo foi vedado, identificado, permanecendo em temperatura ambiente e
agitado manual e vigorosamente durante um minuto todos os dias, no mesmo horario, por sete
dias. Apos essa etapa, 0 concentrado reidratado passou por sedimentacdo espontanea por 24
horas, triagem em gaze tripla em célice de fundo cénico.

Na sequéncia, a camada turva superior foi descartada e no intuito de conservar melhor
a amostra e evitar a proliferacdo fungica, o precipitado foi dissolvido novamente em formalina
tamponada neutra a 10% (solucédo de Railliet & Henry) até atingir o total de 20 ml. O tubo com
a solucdo foi centrifugado por 40 segundos em rotacdo maxima (3.600 rpm) e por fim foram
coletadas subamostras de 20pul, 18 vezes para montagem das laminas. Procedeu-se entdo a
contagem dos ovos de A. lumbricoides por leitura de microscopia 6tica e a quantificacdo foi

estimada segundo o algoritmo abaixo:

OPG = Soma dos ovos de todas as laminas
X
peso da amostra total

11.3.7 Metodologia aplicada no Reino Unido
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Department of Archaeology and Anthropology, University of Cambridge (Yeh et al. 2016).

A terceira aliquota do coprélito experimental (1g) foi depositada em tubo plastico com
capacidade de 50 ml e reidratada em solucéo de fosfato trissddico a 0,5%, conforme Callen e
Cameron (1960), por uma hora. Decorrido esse tempo, o tubo foi agitado, passou por
sedimentacdo espontanea em célice de fundo cbnico e passou por triagem em malha de aco de
250 um para separagdo de ovos de parasito. O contetdo da triagem foi centrifugado por 40
segundos em rotacdo maxima (3.600 rpm), o excesso de sobrenadante descartado e foram
coletados entdo 200 pl, procedendo a montagem de 10 ld&minas em cada repeticéo, totalizando
50 laminas.

Na sequéncia, procedeu-se a contagem dos ovos de Ascaris para estimar a quantificacéo
de OPG, seguindo o algoritmo especifico. Segundo os autores referenciados, a aplicacdo desse
algoritmo extingue a necessidade de usar esporos de Lycopodium sp., impedindo, segundo eles,
o0 potencial enviesamento resultante do processamento de uma aliquota de fluido desagregado
de uma amostra original maior, pois ndo seria improvavel que os ovos nao se distribuissem
uniformemente por todo o fluido apds a desagregacao. Abaixo, algoritmo aplicado no grupo de

pesquisa inglés:

OPG= Soma dos ovos das Ldminas montadas
(0,2 g da amostra)
X 5 (cinco)

11.3.8 Comparacdo das técnicas: eficiéncia de cada método aplicado, levando em

consideracdo a quantificacdo-controle

Inicialmente, ressalta-se que todas as trés metodologias e suas cinco repeticdes foram
realizadas no mesmo local (Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisa do
Campus Amilcar Ferreira Sobral-Floriano, PI, da Universidade Federal do Piaui), seguindo o
mesmo padrdo de pipetagem do concentrado de cada amostra, todas as gotas misturadas a
goticulas de glicerina 40%, com laminulas sobrepostas e igualmente analisadas em microscopio
de luz (Equipamento Leica modelo 750P ) em ampliagcbes de 40x, 100 x e 400 x para a
contagem dos ovos.

A comparabilidade de métodos com disparidade de modos de realizagdo, ora mais sutil,

ora mais encorpada, inviabiliza uma comparacdo direta entre o resultado da quantificacéo
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obtida por estes. Por conseguinte, os valores obtidos nos métodos de quantificacdo prévia a
confeccdo do coprolito e aqueles estimados (no coprolito experimental) de cada método, foram
comparados estatisticamente ndo entre si, mas ao valor estimado na quantificagdo-controle,
sendo esse 0 nosso parametro, de tal modo que a contagem que se aproximasse desse valor
indicaria a técnica mais acurada para estabelecer valor de OPG em material arqueoldgico.

No quadro 1, do presente estudo, apresentado no capitulo 7, tépico 7.2 - Técnicas
laboratoriais para diagnostico de parasitos e adaptacdes para aplicacdo em material
arqueoldgico, temos a sintese das principais diferencas das etapas da aplicacdo das
metodologias elencadas.

Vale esclarecer que a quantificacdo elencada como mais eficaz, ndo foi aplicada as
amostras de coprolitos do sitio arqueologico “Pedra do Tubardo”, analisadas para diagnostico
e inferéncias patoecoldgicas deste estudo. No conjunto do material antigo recebido, apenas
cinco amostras sdo registradas como coprélito humano. Apesar de estarem em um sitio cuja
preservacdo, no ano em que o material arqueoldgico foi recuperado, foi considerada satisfatoria,
comparada a outros sitios brasileiros, para realizacdo de quantificacdo de OPG para inferéncias
populacionais, 0 nimero de amostras € insuficiente. Segundo Jovani e Tella (2006), 0 minimo
de amostras necessarias para constituir-se como uma populacdo é de 15 coprolitos, além disso,
deve ter base em critérios como localizacdo no perfil arqueologico (diferentes eventos de
deposicéo), coloracdo (humanos ou ndo) e consisténcia (diarreica ou nao), o que nao se aplica
nas amostras disponiveis para o estudo, lembrando que elas foram recebidas compactadas e/ou
fragmentadas (farelo). Ademais, além do nimero inferior ao recomendado, os coprolitos foram
coletados e armazenados sem se basear nos critérios supracitados e assim, nao foi possivel
avaliar a relacdo direta entre o parasito e a populacdo humana que habitava o Sitio Pedra do
Tubardo de maneira paleoepidemioldgica, que é justamente o que a quantificacdo permite fazer:
calcular ovos por grama de fezes e com isso a intensidade de infeccdo. Porém, o que fora
realizado, também relevante, foi evidenciar o achado dos parasitos nessas amostras inéditas,
cuja ocupacdo é de mais de 6.000 anos AP, e relaciona-los com uma possivel infec¢do e
consequéncia desta na saude daqueles individuos, baseando-se nos dados ambientais e culturais,

ou seja nos conceitos da Patoecologia.
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11.3.9 Modelo Estatistico

A fim de fomentar a comparacéo entre as metodologias de forma coerente, foi aplicada
analise de variancia - ANOVA (one away) como modelo estatistico, rodado no programa
BioEstat 5.3, e na sequéncia, aplicados dois pos-testes na seguinte ordem: Dunnet e Tukey. O
primeiro elencado como apropriado foi o Teste de Dunnett, aplicado uma vez que hd um método
de contagem de referéncia. Ele apontaria qual seria 0 método ou técnica significativamente
diferente de quem, além de qual ou quais técnicas seria(m) diferente(s) da referéncia. De forma
complementar, para analise a fim de comparar as repeticdes de leitura e contagem de ovos de
Ascaris na amostra segundo cada protocolo adotado, foi aplicado também o pos-teste de Tukey.

11.3.10 Aspectos Eticos

As amostras de fezes humanas recentes empregadas nesse estudo (aliquota de 30g para
confeccdo do pool, cedidas por uma das orientadoras deste estudo, que se encontravam
arquivadas em refrigeracdo, foram utilizadas em estudo anterior que, com 0 mesmo fim, porém
com objetivos diferentes, e por se tratar de experimento exclusivamente laboratorial, recebeu
parecer de dispensa do Comité de Etica da Escola Nacional de Satde Publica (FIOCRUZ) em
2015, parecer este reiterado apds a qualificacdo do presente projeto de pesquisa (Parecer de
Dispensa Etica ENSP: N 14/19).
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12 RESULTADOS E DISCUSSAO
12.1 ANALISE PATOECOLOGICA

Das 10 amostras analisadas, oriundas do Sitio Arqueologico “Pedra do Tubardo”,
Pernambuco-Brasil, com intuito de ampliar o conhecimento de quais parasitos estavam
infectando 0s grupos humanos ancestrais que se valiam daquela regido para sua
habitacdo/subsisténcia, apenas a ultima (A-516) obteve positividade na busca e identificacdo
microscépica de parasitos. Esta amostra continha gréos de polen, tecido vegetal, fragmentos
0sseos, entre outros elementos macro e microscopicos.

Quanto a analise parasitoldgica, objeto do estudo, foram identificados 70 ovos bem
preservados com as seguintes caracteristicas: operculados, de cor castanho escuro, com polos
assimétricos, formato oval alongado, extremidades pontiagudas, medindo entre 55 e 66 um de
comprimento e entre 27 e 41 um de largura (Kuchta et al., 2015). Estes foram ent&o

diagnosticados morfoldgica e milimetricamente como ovos de Spirometra sp. (Figura 8).

Figura 8 - Ovos de Spirometra sp. encontrados em coprdlito oriundo do Sitio Arqueoldgico
Pedra do Tubardo, Pernambuco, Brasil. Diferentes laminas do mesmo espécime. Imagem A:
ovo n. 06- L (ldamina) 3; B: ovo n. 32 - L 8; C: ovo n. 56 — L 12; D: ovo n. 70- L 32.

Fonte: Registro fotogréafico 100x, COSTA, A. C., 2020.
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Spirometra (Cestoda: Diphyllobothriidae) é um cestoide que tem um ciclo biol6gico
complexo, com hospedeiros distintos para completa-lo. Crustaceos de agua doce (copépodes-
género Cyclops) se configuram como primeiro hospedeiro intermediario; anfibios, répteis,
passaros e mamiferos como segundos hospedeiros intermediarios e a forma adulta se
desenvolve no intestino de felideos ou canideos, sendo estes os hospedeiros definitivos. Em
sequéncia resumida, as proglotes gravidas liberam o0s ovos no trato intestinal, junto com o
material fecal no meio ambiente (TANTALEAN; MICHAUD, 2005; KUCHTA et al., 2015). O
embrido termina seu desenvolvimento dentro dos ovos e na agua se torna larva de primeiro
estagio (coracidio). Ao sair do ovo, seu movimento atrai 0 primeiro hospedeiro intermediario e
ao ser ingerido, o coracidio perde seus cilios e penetra na parede intestinal do copépode para
alcancar a forma de larva de segundo estagio (procercoide) (GOMES et al., 1996; KUCHTA et
al., 2015). Os segundos hospedeiros intermediarios (anfibios, répteis, passaros, peixes e alguns
mamiferos) sdo infectados ao ingerir o copépode. A larva procercoide entdo penetra no limen
intestinal e migra para os tecidos, musculos subcutaneos ou 6rgdos internos desses animais e
assim, se desenvolve uma larva de terceiro estadio conhecida como plerocercoide ou espargano.
Finalmente, o hospedeiro definitivo ao ingerir do segundo hospedeiro intermediario, € infectado
com a larva plerocercoide, que em aproximadamente 20 dias se desenvolve em verme adulto e
habita o seu intestino. O parasito adulto pode sobreviver por até trés anos ou mais no intestino
do animal, sendo a sobrevida mais longa (quatro anos) registrada em um gato. As formas adultas
realizardo nova postura de ovos, que serdo eliminados com as fezes no ambiente, renovando
seu ciclo biolégico (REY, 2008; QIU; QIU, 2009, 2009a; SCHOLZ et al., 2009;
ANANTAPHRUTI et al., 2011; ROBERTS; JANOVY; NADLER., 2013; SOUZA, 2013;
MARQUES et al., 2019).

Quanto aos humanos, levando em consideracdo que estes ndo sao hospedeiros
definitivos naturais desse parasito., consequentemente, ndao ha verme adulto em
desenvolvimento em seu organismo ou mesmo a presenga de ovos em suas fezes, entretanto, ao
ingerir acidentalmente o primeiro ou segundo hospedeiro intermediario podem ser infectados
(ROBERTS; JANOVY; NADLER, 2013; KUCHTA et al., 2015).

Vale salientar que o comportamento cultural também pode levar a uma infeccéo.
Existem grupos que tem como cultura a aplicagdo tdpica de cataplasmas, pois ao aplicar a carne
do segundo hospedeiro na pele, olhos ou feridas como prética curativa, a larva de Spirometra
sp., ativada pelo calor, entraria no tecido humano e poderia causar infeccdo Essa prética cultural

tem registro no continente Asiatico e algumas areas da América do Sul, e embora incomum,
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ndo deve ser descartada (GOMES et al., 1996; ROBERTS; JANOVY; NADLER, 2013;
KUCHTA et al., 2015; LOTFY, 2020).

Desse ou daquele modo, advém o potencial desenvolvimento da esparganose, que,
dependendo da localizacdo do espargana (sparganum), nédulo palpével, doloroso, gorduroso,
crescente, irregular, com consisténcia similar a borracha e aparéncia semelhante a um lipoma,
resultante da invasdo de tecidos e 6rgaos, pode trazer implicacdes a salde, em menor ou maior
grau (GOMES et al., 1996; KA; HO, 2011).

Em 1941, Mueller e Coulston em realizacdo de infecgOes experimentais, registraram
que esse nddulo, formado como resposta imunolégica do hospedeiro, cresce em média dois
centimetros ao més, com taxa de migracdo observada de quatro a cinco centimetros de
mobilidade ao més, podendo assim se desenvolver no tecido subcutaneo, musculos ou mais
profundamente em 6rgaos, tais como: cérebro, coluna, bexiga, rins, pulmdes, pleura, olhos,
figado, coracdo, saco escrotal, tecido mamario, peritonio ou cavidade abdominal (GOMES et
al., 1996; REY, 2008; HA; OH, 2011; KOO et al., 2011; ROBERTS; JANOVY; NADLER.,
2013; KUCHTA et al., 2015). A medida que o verme se movimenta, provocando prurido, ha o
desaparecimento e reaparecimento do espargano, que pode viver até 20 anos em hospedeiros
humanos. A sintomatologia causada pela presenca e crescimento do espargano, assim como seu
prognostico variam conforme sua localizacdo, existindo também casos de esparganose
disseminada ou proliferativa, com ramificacdes e brotaces continuas dos nddulos, podendo
levar a morte como desfecho (NOYA et al., 1992 apud KUTCHA et al., 2015; GOMES et
al.,1996; LEE; MYUNG; PARK, 2010; HA, HO, 2011; ROBERTS; JANOVY JR; NADLER,
2013a).

A figura 9, demonstra a retirada manual e cuidadosa de um parasito (com 5,5 cm de
comprimento) em caso de esparganose ocular no Brasil, com tecido conjuntivo ocular em fase

inflamatdria intensa, edema periorbital e epifora, que se ndo tratada, pode acarretar cegueira.
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Figura 9- Retirada manual de uma larva de Spirometra sp. em caso de esparganose ocular no
Brasil

Fonte: Mentz et al., 2011.

Considerando o ciclo de vida do parasito podemos deduzir que existem trés maneiras
supracitadas pelas quais os humanos remotos que habitavam o Sitio estudado podem ter sido
infectados por Spirometra sp. Na Pedra do Tubardo e consequentemente no Cemitério do
Caboclo, fatores ambientais e culturais indicam que os membros desta populacdo podem
possivelmente ter sido infectados por este parasito e desta forma terem potencialmente
desenvolvido esparganose como patologia.

A forma ideal de identificar esta infeccdo, indiscutivelmente, seria deparar-se com
nodulo preservado em tecido mumificado e realizar analise histoldgica, como ja ocorrido com
outros estudos que encontraram diversos parasitos em tecido mumificado, tais como
ancilostomideos retirados de um corpo mumificado em Minas Gerais de 2.500 anos
(FERREIRA; ARAUJO; CONFALONIERI, 1983) ou Leishmania sp. diagnosticada em tecido
0sseo e da cavidade abdominal de mimia no mesmo estado (NOVO, 2015).

No entanto, no presente estudo, a confirmacéo histoldgica ndo se faz possivel, devido
as condicdes de preservacao as quais 0 material arqueoldgico foi encontrado (juntamente com
ossos, artefatos e outros elementos dispersos e distribuido de forma homogénea, seca,
completamente desarticulados e muitas vezes queimados), aléem das condi¢fes climaticas, que
culminaram com a ndo preservacao de tecido mumificado. Todavia, a presenca do parasito no
mesmo ambiente utilizado por esta populacdo, bem como os possiveis habitos evidenciados
pelo material arqueoldgico encontrado no local de habitacdo e enterro, sdo elementos que
sugerem que os individuos desta popula¢do podem ter sido infectados com esta zoonose. E esta,

pode ter impactado em sua salde e qualidade de vida, em menor ou maior grau.
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Complementarmente as deducdes acima, de provaveis formas de infeccdo do homem, a
presenca de uma fonte hidrica circundando o local de habitacdo desse grupo, como afirmado
por Jatoba e Lins (2008), e de acordo com descri¢do dessa regido do Vale do Catimbal em
Amaral (2007), como &rea Umida, com indices pluviométricos superiores a 700mm, fontes de
agua intermitentes e algumas perenes, solos profundos, vegetacao florestal, fonte essa onde o
primeiro hospedeiro intermediario poderia viver (copépodes) e ser ingerido acidentalmente no
consumo dessa agua, pode auxiliar a explanar a positividade para esse parasito (REGO;
SCHAFFER, 1992).

Atualmente, essa regido dos municipios Buique, Pedra e Venturosa, regido onde se
localiza o sitio estudado, é banhada pela Bacia Hidrogréafica do Rio Ipanema (AMARAL, 2007).
Além disso, o potencial reprodutivo de diversos parasitos, dentre eles o Spirometra é elevado,
com estimativas de que algumas espécies podem produzir até um milhdo de ovos por dia. Isso
sugere que um pequeno numero de hospedeiros definitivos poderia contaminar densamente
fontes de agua com ovos (SCHOLZ et al.,, 2009). E ainda, levando em consideracdo a
constatacao da presenca de restos 6sseos da fauna (dentre eles: ordem Artiodactyla, Edentata,
Rodentia, Squamata e passaros) no sitio arqueoldgico de origem das amostras, sugerindo que
possam ter servido de alimentos a essa populacdo, o que poderia ter-lhes causado algum tipo de
infeccdo pelo parasito alvo desse estudo.

Sobre o consumo de &gua potencialmente contaminada com o primeiro hospedeiro,
contemporaneamente, esse resultado se repete. Um exemplo consta na reviséo e relato de caso
de esparganose mamaria na Coreia do Sul, realizado por Koo et al. (2011), onde 35 mulheres
tiveram uma ou mais larvas retiradas cirurgicamente de seu tecido mamario. Nessa revisao,
com excecao de uma paciente que consumia frequentemente vinho com cobra ou ra conservada
no frasco, a historia mais comum foi o consumo de agua sem tratamento e peixes crus desta
mesma fonte hidrica.

Em consonancia com o relato de consumo de dgua “impura” (riachos e lagos) como
linha de transmissdo para o agente etioldgico, dois casos de esparganose pleural em homens
adultos também foram relatados em Chung et al. (2012) num hospital Sul-Coreano, bem como
0 mesmo consumo prolongado de agua de rios e lagos foi descrito em um relato de caso raro de
esparganose cerebral diagnosticada em um boliviano no estudo de Lo Presti et al., realizado na
Espanha em 2015.

A respeito da finalidade dietética como via de contaminagdo, baseado em achados

zooarqueoldgicos, Luft (1990) afirma que grupos que utilizavam da Pedra do Tubardo,
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empregaram materiais liticos feitos principalmente de quartzo para fabricar artefatos, como
facas usadas em suas atividades diérias, e que a subsisténcia dos grupos dos sitios do agreste
nordestino incluia habitos alimentares ndo convencionais, como a ingestdo de animais ndo
cozidos, verificada pela descoberta de escamas e pelos em amostras estudadas, a exemplo do
consumo de lagartos nos sitios do Piaui e Pernambuco, baseando-se principalmente no consumo
de pequenos mamiferos, répteis, anfibios e passaros, sendo denominados de “comedores de
microfauna” (OLIVEIRA, 2001; SIANTO et al., 2012b).

A ideia sobre contaminacdo pela dieta também pode ser ratificada na tese de Santos
(2014), onde por meio dos achados no estudo de paleodieta no Sitio Furna do Estrago,
pertencente a0 mesmo complexo arqueoldgico do presente estudo, concluiu que a alimentacéo
desse grupo humano se baseava em vegetais, tubérculos, mas também encontrou pequenos
0ss0s inteiros sem sinais de queima. Achado que remete consequentemente aos resultados
obtidos no ensaio de Sianto et al. (2012b), que concluiu que a populagdo do Furna do Estrago
consumia alimentos crus, como pequenos repteis inteiros, ou carne mal passada de animais, e
dessa forma, o homem cacgador-coletor pré-colombiano foi exposto a zoonoses transmitidas por
seus habitos alimentares.

Observando fatores culturais e ambientais que contribuem para a presenca dos parasitos
numa determinada populacédo, a subsequente manutencdo do ciclo de vida deste e a possivel
sustentacdo de infeccbes e/ou doengas que poderiam culminar em consequéncias na sadude e na
vida dessas pessoas ao longo do tempo, podemos relacionar patoecologicamente a presenca
desse parasito identificado, com o conceito de “nidus” criado por Pavlovsky ainda na década
de 60, que determina que os parasitos, bem como todas as espécies, ocorrem em localidades
especificas que apresentam condicdes favoraveis para tal, ou seja um habitat natural de
determinada infeccdo (PAVLOVSKY, 1966; REINHARD, 1974; REINHARD; ARAUJO,
2012; SLEPCHENKO; REINHARD, 2018).

Assim, de forma correlacional, a presenca do grupo de segundos hospedeiros no mesmo
local de habitacdo do grupo populacional do Sitio, indicaria coabitacdo desse grupo humano
com felinos.

De fato, existem evidéncias de intensa ocupacdo humana na extensa area do Parque
Nacional da Serra do Catimbal — PB, com seus 42 sitios arqueoldgicos registrados pelo Instituto
do Patriménio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN) até 2014 (SOLARI et al., 2016). Com
0 entendimento que se tratava de grupos humanos de cacadores-coletores e ceramistas durante
o0 periodo Holoceno, com distintas datacGes, entre 6.000 e 2.000 anos AP (AGUIAR, 1986;
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ALBUQUERQUE; LUCENA. 1991; SILVA; MELO, 2011), abonando assim, informagdes
sobre remotas ocupacfes desse parque, principalmente nas encostas de grandes formacoes
geoldgicas que formavam abrigos de arenito aperfeicoados pelo vento e erosdo na estrutura
sedimentar (JATOBA e LINS, 2008; SOLARI et al., 2016).

Segundo descricdo de Luft (1990), diversos sitios de tradicdo agreste do Pernambuco,
incluindo o sitio Pedra do Tubardo, fora identificado como sitio que sugere algum nivel de
habitacdo, com o achado de grandes fogueiras delimitadas por pedras, material litico,
fragmentos de hematita usados para pinturas, materiais ceramicos utilitarios, ornamentos, restos
de esqueletos de fauna, bem como alguns ossos humanos quebrados. Os elementos citados
arqueologicamente configuram-se como indicios da transicdo nomadismo/sedentarismo,
concordando assim com Lima (1985) apud Teixeira-Santos (2014) e Silva e Rodrigues-
Carvalho (2006) que apontam que nessa fase, 0s grupos que se formaram na povoacdo das
américas, permaneciam mais tempo em um determinado local, mudaram paulatinamente de
habitos e comecaram as praticas de domesticacdo, tanto de animal como de alguns tipos de
vegetais, como tubérculos, por exemplo.

Destaca-se ainda que, historicamente, o risco de altas parasitemias zoonoticas ja
existiam no nomadismo, contudo, foram maximizadas na transicdo para o Ssedentarismo
(REINHARD, 1991; BARNES et al., 2017).

Também apoiando a transicdo para 0 sedentarismo, os resultados da tese de Santos
(2014), realizada com coprolitos do Sitio Furna do Estrago, mesmo complexo arqueoldgico do
Pedra do Tubardo, a 100km, fomentados nas caracteristicas paleodemograficas da regido, no
padrdo de desgaste dentario encontrado e no tipo de residuo alimentar apresentado, concluiu
que, além da caca e coleta de frutos silvestres, raizes e talos, este grupo disfrutava de um
momento inicial de transicdo, com introducdo das préaticas de horticultura, podendo estar
associada a ocupacdo mais prolongada e densa da area. Santos destaca ainda, que num raio de
pelo menos 100 km, os recursos naturais seriam idénticos e os individuos estariam submetidos
as mesmas circunstancias caracteristicas do semiarido nordestino, tornando mais robusta a
hipdtese de uma vida inicialmente sedentaria. Vale ressaltar, que segundo a mesma autora, 0s
grupos do PARNA Serra do Catimbau sobreviviam nesse espaco de forma semelhante, porque
se tratava de um “refigio” dentro do semiarido nordestino. Esse novo modo de vida trouxe
desafios nunca dantes encarados, incluindo enfermidades advindas de novas interagGes
parasito-hospedeiro-ambiente (REINHARD, 1991).
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Dentre os sitios arqueologicos identificados no estado de Pernambuco, certamente até o
momento, o sitio arqueoldgico vizinho, Furna do Estrago, foi o mais estudado em diversos
aspectos. Nele, uma grande variedade de parasitos humanos e animais ja foram encontrados
desde a principal escavacdo ocorrida em 1989. Posteriormente, em 1994, coprélitos do mesmo
PARNA foram estudados por Duarte. Nesse estudo, os coprolitos humanos foram negativos na
busca de parasitos, mas nos de origem animal (Felidae, Myrmecophagidae, Cervidae,
Tayassuidae, Kerodon rupestris, Caviidae e Thrichomys apereoides) foram identificados
diversos parasitos, sendo relevante que Duarte também diagnosticou ovos
de Spirometra sp. nos coprélitos de Felidae (Duarte, 1994). Essa deteccdo, entre outras,
corrobora com o achado do estudo e reforga o potencial zoondtico da regido dos sitios de
tradicdo do Agreste, onde esta inserido o sitio estudado.

Em estudos paleoparasitologicos, a deteccdo de parasitos de animais em material antigo
de origem humana, é achado ja documentado. O estudo de Sianto em 2009 por exemplo,
realizado com amostras de coproélitos humanos de sitios arqueoldgicos do PARNA da Serra da
Capivara-Pl, mostrou que além dos helmintos intestinais frequentemente diagnosticados em
grupos humanos remotos, esses grupos também estavam suscetiveis e infectados por helmintos
exclusivos de animais, capazes de infectar, transitoriamente ou ndo, o hospedeiro humano.

Fomentando o pensamento de que o grupo humano da Pedra do Tubardo poderia estar
infectado com parasito primordialmente animal e potencialmente especifico de origem felina,
tal qual esse estudo, Sianto e colaboradores (2009), com amostras datadas com até 30.000 anos
AP, identificaram Spirometra sp. em coprélitos de felinos, no PARNA da Serra da Capivara,
também localizado no Nordeste Brasileiro. Corroborando, em anos ulteriores, novamente,
Sianto et al. em outros estudos (2012a, 2012b, 2014, 2016) também identificaram outros
parasitos de animais com ou sem potencial zoondtico, ja debatendo nesses trabalhos sua
presenca como apontador de risco de infeccdo humana, chamando atencdo para a real
perspectiva de que tanto Spirometra sp., quanto outros parasitos ja circulavam e se mantinham
(em contato direto ou indireto) entre grupos humanos pré-histéricos.

Os autores concordam que quanto maior o niumero de infec¢des parasitarias do passado
detectadas e novas inferéncias sobre infeccdes zoondticas forem realizadas, mais se amplifica
0 conhecimento do processo satde/doenca humana, principalmente em seus prismas bioldgicos
e comportamentais. Une-se a isso, 0 beneficio de entender melhor a evolu¢do conjunta e
concomitante dos parasitos e hospedeiros de animais e do homem ao longo do tempo, com

reflexos na atualidade. Sobre isso, complementa Ferreira et al. (2011, p. 335).



73

Identificar as zoonoses que acometiam povos ancestrais, entendendo seus
mecanismos de transmissdo e os fatores que afetam essa dindmica, sejam eles
biogeograficos, ecolégicos, culturais, histéricos ou sociais, pode ajudar a tragar
modelos de previsibilidade que ajudem a controlar as doengas parasitarias logo apés
seu surgimento, ou preveni-las antes mesmo que se tornem problemas de salde
publica.

Contemporaneamente, apesar dos avancos globais nos padrdes de seguranca alimentar,
0s humanos continuam em risco pela exposicdo a doencas transmitidas pela dgua, alimentos e
zoonoses (NEWELL et al., 2010). Nessa teia de permanéncia de parasitoses entre 0s homens
ao longo da historia, Barnes et al. (2017) reitera que as zoonoses, com destaque para 0s parasitos
entéricos sdo onipresentes e continuam sendo uma ameaca a salde publica, devido a nossa
estreita e historica relacdo com animais domeésticos e selvagens, unida a fatores que
permanecem atualmente, como o uso de agua inadequada, falta de saneamento, precéarias
praticas de higiene e/ou a dieta.

Tecendo um link entre o passado e o presente, é importante relatar a constancia da
circulacédo na atualidade do Spirometra sp em felinos e outros mamiferos. Diversos estudos no
Brasil e fora dele demostram a presenca de ovos deste parasito através de técnicas
coproparasitologicas, como o de Marques et al. (2019), que relataram positividade em gatos
domésticos e um gato maracaja em Porto Alegre, RS; Dall’Agnol et al. (2010) e Ferraz et al.
(2020) que também diagnosticaram esse parasito em gatos urbanos no Sul do Brasil; Dib et al.
(2019) em amostras de fezes de mamiferos silvestres no Rio de Janeiro-Brasil; Aranda et al.
(2013) com registro positivo em felinos silvestres em zooldgico no Peru.

Quando a esparganose humana como desfecho, o primeiro caso em um homem chinés,
foi descrito em 1882. No entanto, o primeiro caso humano na literatura com caracteristicas
especificas ja havia sido relatado ja em 1596 (COBBOLD et al., 1883; KUTCHA et al., 2015).
Embora com maior frequéncia de registros na Asia, principalmente na China, Tailandia e Coreia
do Sul, também foram relatados casos nos Estados Unidos, onde a maioria dos pacientes sdo
homens da costa leste e onde cerca de 70 casos de todos os tipos de esparganose foram
diagnosticados (LI et al., 2011; ANANTAPHRUTI et al., 2011; KUCHTA et al., 2015).

Alguns casos de esparganose também foram relatados na Itdlia e Franca
(PAMPIGLIONE et al., 2003) e sua ocorréncia também vem sendo registrada na Africa, com
30 casos registrados até a década de 80 neste continente, principalmente nas regides costeiras.
Na Australia, quatro casos autctones de esparganose subcutanea foram relatados, além de
varios paises da América do Sul (Argentina, Colémbia, Uruguai, Paraguai, Venezuela, Guiana,

Equador e Brasil), com relatos de esparganose proliferativa, sua forma mais grave (FROES,
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1967 apud GOMES et al., 1996; HOLODNIY et al., 1991 apud GOMES et al., 1996 KRON et
al., 1991; HUGHES; BIGGS, 2002; CHUNG et al., 2012).

Globalmente, Qiu e Qiu (2009) relataram pelo menos 1.400 casos de esparganose
humana registrados, mas o0s autores destacaram ainda naquele ano, que esse nimero é deveras
subjugado, e na maioria das vezes ndo ocorre o registro correto e real por dificuldades
diagndsticas. Nos anos mais recentes podemos citar: 37 casos raros de esparganose em lesdes
cutaneas abertas no Suddo do Sul e Etidpia, diagnosticados e tratados de 2012 a 2015
(EBERHARD et al., 2015); esparganose ocular na Tailandia (WIWANITKIT, 2014); em
Assam (India) (NATH; GOGOI, 2015) e na China (LI; HU; YANG, 2019). Assim, a
esparganose deve ser considerada como uma infecgdo parasitaria humana emergente, porém,
apesar da importancia consideravel, esta entre as mais negligenciadas parasitoses humanas
(LOTFY, 2020).

No Brasil, em 1996, Gomes et al., relataram caso no interior do estado S&o Paulo, uma
adolescente (17 anos) foi atendida em 1994 na urgéncia hospitalar com fortes dores, nauseas,
vomitos, febre, fadiga, anemia e um abdome doloroso na regido periumbilical. Foi constatada
a presenca de uma tumoracdo proximo a cicatriz umbilical e um parasito, branco, sem vida,
com 40 centimetros de comprimento, foi retirado com uma pinga. A paciente foi submetida a
laparotomia exploratéria, sendo o diagnostico de esparganose diretamente relacionado ao
consumo de agua de rio. Outro caso nos Ultimos anos se trata de esparganose ocular numa
paciente jovem de Santa Catarina-Brasil relatado por Mentz et al. em 2011 (Figura 9).

Os autores concordam que sdo necessarias mais realizacdes de inventarios de fauna
parasitologica em mamiferos, tanto de espécimes domésticas quanto de silvestres e que, este
género de parasito tem sua prevaléncia subestimada nestas espécies. Um exemplo recente da
subatencdo dedicada a esparganose animal como potencial prejuizo a sadde humana, ocorreu
em 2018 quando, Kotodziej-Sobocinska e Miniuk diagnosticaram esparganose multiplas em
animais silvestre na Poldnia, animais estes que sdo cacados como esporte e tém sua carne
consumida com relativa frequéncia no pais, bem como em outros paises no mundo, como 0s
javalis. Concordam também, a exemplo de Sianto et al. (2014), que de forma geral, no intuito
de atender as demandas relacionadas a pesquisa em grupos humanos, a busca por parasitos de
origem animal em material remoto é deixada em segundo plano. Nesse sentido, o estudo de
coprolitos de felinos ainda é escasso.

Em relacdo & origem zooldgica das amostras registrada como coprdlitos e

pontuadamente quanto a amostra positiva para Spirometra sp, nos registros de escavagdo sob
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tutela da UFPE, consta no livro de registros da escavacao arqueolégica realizada em 1989, como
de origem animal, porém dois pontos devem ser analisados: 1- Os coprolitos estudados no
presente trabalho foram encontrados embaralhados entre os restos de esqueletos e outros
materiais recuperados do cemitério anexo ao pareddo abrigo, sendo o Cemitério do Cabloco
considerado area de ritual de enterramento do sitio arqueoldgico estudado. Segundo Luft
(1990), ambos os sitios arqueoldgicos séo resultado da mesma ocupacéo, que utilizava a Pedra
do Tubardo como habitacdo e Cemitério do Caboclo como cemitério (area de enterramento).
Ponto 2- o material chegou ao Laboratério de Paleoparasitologia Eduardo Marques
(ENSP/FIOCRUZ) para estudo em sacos plasticos lacrados e devidamente identificados, no
entanto, sem tamanho e forma original definidos (fragmentos e farelo). Dessa forma, ndo foi
possivel realizar a analise visual (morfométrica) das fezes tal qual descreve Chame (2003).

Em contraponto aos elementos supracitados, ao relembrar que a aplicacdo da
patoecologia é essencial em todos os contextos, principalmente em locais onde a preservagédo
da materia fecal € comprometida devido a interferéncia de inimeros fatores, especialmente os
tafondbmicos, como pode ter ocorrido com as amostras deste estudo.

A auséncia de identificagdo morfométrica da amostra importa, mas, ndo deve ofuscar a
lucidez das inferéncias patoecoldgicas do estudo, ademais o achado de 70 ovos de Spirometra
sp. numa Unica amostra, auxilia no entendimento da dinamica de infeccédo no contexto do sitio.
Reiterando esse pensamento, Souza (2013) afirmou, num estudo que envolveu 67 amostras de
coprolitos num sitio do PARNA da Serra da Capivara-Pl, que por sinal pertence a mesma regiao
do Brasil, tem clima tropical arido, umidade e caracteristicas do solo semelhantes ao sitio
estudado, em algumas ocasides, processos tafondmicos, armazenamento ou mesmo transporte
inadequado dos coprolitos podem comprometer a forma original do material, impossibilitando
a identificacdo zoologica baseados na morfologia e morfometria.

Ainda sobre o estudo de Souza (2013), autora afirma que nesses casos, 0s resultados
obtidos dos estudos paleoparasitolégicos nos coprolitos sdo fundamentais para a identificacéo
de sua origem, e prossegue citando que “a identificagdo zooldgica se torna ainda mais
inquestionavel quando encontramos formas evolutivas de parasitos especificos de uma
determinada espécie de animal” (p.10), como ocorrido no resultado do presente estudo. Em seu
estudo e também no de Duarte (1994), realizado com amostras de um sitio localizado no estado
do Pernambuco, mesmo complexo arqueoldgico da Pedra do Tubardo, Duarte identificou a

presenca de pelos e fragmentos 6sseos em coprolitos de Felidae, acrescido aos achados de ovos
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de Spirometra sp., mesmo parasito identificado no estudo e de outros parasitos especificos de

animais, auxiliando assim na confirmacdo da origem zoolégica dessa familia.

12.2 SUBSIDIOS PARA A PALEOEPIDEMIOLOGIA: COMPARANDO METODOS DE
QUANTIFICACAO DE OVOS POR GRAMA (OPG)

Com vistas a fornecer subsidios para a Paleoepidemiologia e suas inferéncias,
prosseguiu-se a realizacdo da etapa experimental de quantificacdo de ovos (OPG). Na aplicagédo
da andlise de varidncia (ANOVA), as hipdteses erguidas de que “todos 0s trés métodos
empregados (americano, coreano e inglés) para a quantificacdo de OPG conseguiriam estimar
quantidades médias de ovos iguais ao parametro considerado”, ou seja, a hipotese inicial (HO),
bem como a hipdtese de que “pelo menos uma das médias de OPG das tecnicas estimaria
estatisticamente OPG igual a média da técnica de referéncia” foram rejeitadas.

Em suma, comparando as multiplas médias de OPG, com nivel de 0,05 de significancia,
nenhuma das técnicas replicadas neste estudo conseguiu se igualar estatisticamente ao
parametro aplicado em fase precedente, ou seja, ao coprolito experimental controle (Técnica de

Stoll), conforme a saida do Teste ANOVA representado na tabela 2.

Tabela 2- Teste ANOVA: Comparacdo aos pares das metodologias reproduzidas.

. Soma dos Quadrados
Fontes de Variacao GL
Quadrados Médios
Tratamentos (Colunas) 3 55,4 e+04 18,5 e+04
Erro 16 46,2 e+03 28,9 e+02
F (tratamentos) = 63,94
p-valor (tratamentos) = < 0,0001

Colunas: B (metodologia controle - Método Stoll), C (metodologia sul-coreana), D (metodologia americana) e E

(metodologia inglesa).

Na sequéncia da andlise estatistica, foram aplicados dois pds-laboratoriais. O primeiro
elencado como apropriado foi o Teste de Dunnett, escolhido por haver um método de contagem
de referéncia. Sendo ele capaz de apontar qual seria 0 método ou técnica significativamente
diferente de quem, além de qual ou quais técnicas seria(m) diferente(s) da referéncia. Desse
modo, o teste de Dunnet evidenciou, ao nivel de significancia 0,05, que a técnica de

quantificagdo americana (coluna D),bem como a sul-coreana (coluna C) mais se aproximaram
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da propor¢cdo de OPG considerada (técnica controle-coluna B), numérica e estatisticamente,

conforme ilustrado na tabela 3 abaixo. Sendo, a americana em propor¢do superior,

superestimando a quantidade de OPG da amostra e a sul-coreana, de forma contraria,

subestimando.

Tabela 3 - Pos-teste de Dunnet: significancia estatistica dos métodos de quantificagdo

de OPGem  relacdo ao método controle.

Dunnet Diferenca *SE qQ Valor Critico | Conclusdo
ColunasBx C 214.8000 33.9804 6.3213 2.0600 p <0,05
ColunasBxD 193.8000 33.9804 5.7033 2.0600 p <0,05
Colunas BxE 197.4000 33.9804 5.8092 2.0600 p > 0,05
Colunas CxD 408.6000 31.4293 13.0006 1.7800 p <0,05
Colunas CxE 17.4000 31.4293 0.5536 1.7800 p >0,05
ColunasDeE 391.2000 38.4635 10.1707 - p >0,05

#SE — Soma dos erros; **Q — Quadrados; p — nivel de significancia

Na sequéncia, de forma complementar, para analise comparativa das repeticbes de

leitura e contagem de ovos de A. lumbricoides na amostra segundo cada protocolo adotado, foi

aplicado o pds-teste de Tukey (interacdes entre as linhas I, 11, 111, 1V, V). Nessa andlise, aceita-

se HO: as quantidades médias de ovos encontrados nas repeticdes através dos métodos

empregados sdo estatisticamente iguais, ao nivel de significancia de 0,05. Essa constatacdo

remete a anulagcdo do chamado “viés do observador”, ou seja, a qualidade e eficiéncia da leitura

fatigante das laminas durante a execucao dos protocolos laboratoriais do processo de contagem

dos ovos um-a-um, em cinco repeticGes cada, para posterior aplicacdo dos algoritmos e

estimacdo do numero de OPG das trés técnicas elencadas no estudo, manteve-se no mesmo

padrdo, do inicio ao fim, como demonstrado no quadro 3.



Quadro 3 - Pos-teste de Tukey: diferenca das médias obtidas das contagens sucessivas de

ovos por leitura microscopica
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FONTES DE VARIAGAO (1 x Il) GL sQ am
Tratamentos 1 180.500 180.500
Erro 6 24.0 e+04 39.9 e+03
F= 0.0045
p-valor 0,9472
FONTES DE VARIAGCAO (1 x Ill) GL sQ QM
Tratamentos 1 136.125 136.125
Erro 6 24.5 e+04 40.8 e+03
F= 0.0033
p-valor 0,9548
FONTES DE VARIAGAO (I x IV) GL sQ QoM
Tratamentos 1 30.0 e+02 30.0 e+02
Erro 6 32.2 e+04 53.7 e+03
F= 0.0560
p-valor 0,8145
FONTES DE VARIAGAO (I x V) GL sQ am
Tratamentos 1 36.125 36.125
Erro 6 23.1e+04 38.4 e+03
F= 0.0009
p-valor 0,9752
FONTES DE VARIAGAO (Il x 1) GL sQ am
Tratamentos 1 630.125 630.125
Erro 6 18.9 e+04 31.6 e+03
F= 0.0200
p-valor 0,8870
FONTES DE VARIAGAO (Il x IV) GL sQ QM
Tratamentos 1 46.6 e+02 46.6 e+02
Erro 6 26.6 e+04 44.4 e+03
F= 0.1048
p-valor 0,7536
FONTES DE VARIAGAO (1l x V) GL sQ QM
Tratamentos 1 378.125 378.125
Erro 6 17.5 e+04 29.2 e+03
F= 0.0129
p-valor 0,9092

FONTES DE VARIAGAO (Il x IV) GL SQ aM
Tratamentos 1 18.6 e+02 18.6 e+02
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Erro 6 27.2 e+04 45.3 e+03
F= 0.0411

(p) = 0,8395

FONTES DE VARIAGAO (lil x V) GL sQ amMm
Tratamentos 1 32.000 32.000
Erro 6 18.1 e+04 30.1 e+03
F= 0.0011

p-valor 0,9738

FONTES DE VARIAGAO (IV x V) GL sQ am
Tratamentos 1 23.8 e+02 23.8 e+02
Erro 6 25.8 e+04 42.9 e+03
F= 0.0554

p-valor 0.8153

e+ - variacdo do erro; F- variacdo entre as médias amostrais

12.3 SIMILITUDES E ESPECIFICIDADES DAS METODOLOGIAS APLICADAS

A comparabilidade dos percursos metodoldgicos aplicados na quantificacdo de OPG,
correspondentes a cada metodologia elencada, ratificando que estas foram escolhidas
considerando suas representatividades no cenario da Paleoparasitologia internacional e
adaptacOes de técnicas ja consolidadas, é de sumo interesse a comunidade cientifica da area.
Dessa maneira, poder realizar cada metodologia em uma mesma amostra, com a estimativa de
quantificacdo com o0 mesmo parasito e ter um parametro anterior fez-se mister.

A escolha de aplicacdo do método Stoll (1923) modificado por DeCarli (2007) como
parametro aplicado nas fezes antes da desidratacdo extrema se deve a robustez, simplicidade e
tradicionalidade do método, corroborando com Dufour e Le Bailly (2013) na escolha controle
para quantificacdo no estudo, onde o objetivo era testar comparativamente a acao de diferentes
acidos e combinacdes de base utilizados nas técnicas de processamento de amostras e extracdo
de ovos de parasitos em sedimentos arqueolégicos em relacdo a metodologia tradicional
aplicada na palinologia realizadas na Franca. No quadro 4 abaixo estéo registradas as contagens,

médias e quantificacdo controle do método.
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Quadro 4- Quantificacdo-controle. Método Stoll (1923) modificado por DeCarli
(2007). Registro da quantificacdo de OPG realizada no pool de fezes recentes.

Quantificagdo controle - Técnica STOLL

Ajuste da férmula | Média final dos
Média parcial das
Soma das | (X100x 3 valores de OPG
repeticBes contagem

de OPL

médias (pastosa obtidos:

diarreica)

114

128

134
487 146.100

111

113

178

222

97
663 198.900 222.900

166

163

258

328

237
1.079 323.700

256

235

* OPL - ovos por lamina; OPG - ovos por grama

Vale salientar que todas as repeticdes metodoldgicas de quantificacdo foram realizadas
no mesmo laboratério, utilizando o mesmo equipamento para a pipetagem das amostras e 0
mesmo microscépio (LEICA-750P) para a analise das laminas e contagem dos ovos, sendo
aplicado um método de cada vez e as cinco repeti¢des de cada técnica realizadas em sequéncia,

conforme resumido no quadro 5.
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Quadro 5- Resultado numérico resumido das quantificacdes de OPG nas metodologias testadas.

Metodologias | Valor médio de Quantificagdes Média da

aplicadas ovos contados calculadas estimativa de OPG

477.500
377.750
Americana 1.666 324.250 416.400
530.000
372.500

6.966
3.326
Coreana 7.916 7.146 7.916
9.332
12.814

8.545
21.525
Inglesa 5.009 16.140 5.009
31.000
48.020

12.4 METODOLOGIA APLICADA NOS ESTADOS UNIDOS

Pathoecology Laboratory, School of Natural Resources, University of Nebraska-
Lincoln, EUA (REINHARD et al., 1986; 1986a)

Sem divida, o ponto que mais diferencia a metodologia americana de quantificacdo das
demais é a adicdo de esporos de Lycopodium a amostra processada como um elemento de
proporcionalidade na etapa da contagem de ovos, e especificamente neste estudo, com a
utilizacdo de ovos de Ascaris lumbricoides. Desse modo, a determinacdo de OPG se baseia na
adicdo de uma quantidade conhecida de esporos de plantas exéticas (aproximadamente 12.500
esporos em cada tablete), conforme o volume ou peso do coprdlito analisado (MORROW,
2016; PEARSALL, 2016).

Exemplificando estudos com adicdo de Lycopodium como método de escolha para
quantificacdo de OPG, Racz et al. (2015) calcularam um namero elevado de OPG para 12
coprolitos recuperados do abdome de trés mimias originarias da Bélgica, datadas £1.000 D.C
(depois de Cristo), sendo em uma delas identificado um volume alusivo de blogueio intestinal,
sugerido pelos autores como sinergia de alta carga parasitaria e dieta. Os resultados desse

mesmo estudo demonstraram alta parasitemia de Trichuris trichiura (1.577.679 OPG) e Ascaris


https://www.sciencedirect.com/topics/social-sciences/synergy
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lumbricoides (202.350 OPG), e assim concluiram que isso representava uma carga parasitéria
humanamente intoleravel e que, possivelmente, cooperou para a morte do individuo,
acrescentando ainda, que as analises estatisticas revelaram correlacdo positiva entre os parasitos
diagnosticados.

Mais recentemente, Camacho e Reinhard (2020) constataram altas prevaléncias de
parasitoses, revelando um novo panorama paleoparasitologico da infeccdo por Enterobius
vermiculares em populacGes de Pueblo Ancestral (populagdes ancestrais da regido do Planalto
Colorado do sudoeste americano), num estudo realizado em coprélitos humanos recuperados
de latrinas de trés sitios arqueoldgicos, de diferentes periodos, onde foram encontradas dispares
prevaléncias para E. vermiculares entre os sitios. Paleoepidemiologicamente, concluiram neste
estudo, que a mais alta prevaléncia encontrada (72,7%), correlacionava-se com o estilo de
habitacéo existente ao longo do tempo, sendo este percentual até maior que nimeros médios da
atualidade.

No presente estudo o percurso metodologico americano foi composto pela sequéncia
dos métodos Callen — Lycopodium. Sequéncia essa recomendada por Camacho et al. (2018),
quando concluiram que a recuperacao de parasitos em mumias e seus coprolitos possibilitam a
realizacdo de uma abordagem epidemiologica, sendo aquela combinacdo de métodos a
adaptacdo mais bem sucedida, diferentemente do que pode ser observado com a utilizacdo da
metodologia de Lutz (1919).

No tangente ao valor minimo de esporos de Lycopodium contabilizados como
referencial proporcional para quantificacdo de ovos de A. lumbricoides no presente
experimento, a escolha de contabilizar os ovos até o nimero de 50 esporos foi fomentada no
fato de que se trata de um estudo experimental que envolveu um pool de fezes recentes, onde a
quantidade de ovos era conhecidamente ampla. Desse modo, a possibilidade dos ovos presentes
na amostra ndo serem quantificados seguramente, devido a um nimero baixo de esporos, era
minima. Essa escolha numérica foi ratificada também na saida da aplicacdo do pds-teste
estatistico de Tukey (quadro 4), onde as quantidades médias de ovos nas cinco repeticdes da
técnica americana foram, com nivel de significancia 0,05, estatisticamente iguais,
demonstrando assim boa sensibilidade diagnostica ou seja, que a distribuicdo de esporos/ovos
nas laminas seguiu um padrao de proporcionalidade.

De forma complementar, ainda sobre o nimero minimo de esporos a serem

contabilizados como ideal e/ou adequado, apresenta-se a seguir exemplificacdes de estudos que
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também elencaram um namero especifico de esporos que variou de acordo com seus objetivos,
aspectos tafonémicos, percurso metodoldgico escolhido e o tipo de material a ser analisado.

Assim, no recente “Manual para a analise de microparticulas em amostras
arqueoldgicas”, no capitulo escrito por Camacho, Perri e Reinhard (2020) sdo descritas técnicas
laboratoriais utilizadas nas ultimas décadas e suas adapta¢des para o trabalho com amostras
antigas, onde os autores delinearam um minimo de 25 esporos de Lycopodium contabilizados
para cada amostra de sedimento analisada. Este nUmero minimo de 25 esporos também foi
aplicado na metodologia de Reinhard et al. (2008), onde foram diagnosticados e quantificados
ovos de T.trichiura, A. lubricoides e o raro parasita do figado chinés (Clonorchis sinensis), em
latrinas datadas entre 1880 e 1930, no estado americano da Califérnia. Valor adequado e
suficiente de esporos, segundo os autores, para a quantificacdo de ovos de parasitos no contexto
de latrinas.

Esse mesmo valor minimo (25) de esporos também foi aplicado na metodologia de
Kumm et at. (2010) onde identificaram 154 ovos de T. trichiura, quantificando 34.529 OPG
em amostras viscerais (coproélitos) de mamia masculina adulta de entidade religiosa italiana
(Sicilia). Em sua tese Camacho (2018) resume uma série de estudos com coprolitos realizados
em grupos populacionais da cultura Pueblo, com 6timo nivel de preservacgéo dos sitios, situados
primordialmente na América do Norte. Nesses, foi estabelecida a quantificacdo com contagem
minima de ovos de parasitos até que atingisse a propor¢do também de 25 esporos de
Lycopodium (REINHARD, 1992, REINHARD; ARAUJO; MORROW, 2016; REINHARD et
al., 2012).

As imagens a seguir, foram obtidas no momento da contagem dos ovos da técnica
(lamina 4), e demonstram o par ovo/esporo de Lycopodium e a direita, um esporo ampliado
100x.


https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/978-3-030-42622-4.pdf
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/978-3-030-42622-4.pdf
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Figuras 10 - Par ovo/esporo de Lycopodium e a direita (40x), um esporo ampliado em ocular
100x.

Fonte: COSTA, A. C., 2020

12.5 METODOLOGIA APLICADA NA COREIA DO SUL

Department of Anatomy, Seoul National University College of Medicine, Korea
(Shin et al. 2009).

Inicialmente, enfatizam-se trés pontos especificos da técnica de quantificacdo sul-
coreana, a seguir: 1- O fato de ndo haver refrigeracdo da amostra durante os sete dias da etapa
metodologica de reidratacdo; 2- Embora o precipitado tenha, como passo do experimento,
recebido formalina tamponada neutra a 10% (solucéo de Railliet & Henry), no intuito de evitar
a proliferacdo fungica no tubo plastico com tampa de rosca, a amostra desenvolveu uma camada
espessa e escura, indicativo de formacdo fangica na superficie (sobrenadante).

Levando em consideracao que era més de setembro na cidade do Rio de Janeiro, sugere-
se que a causa pode estar relacionada a temperatura ambiente (nada amena) a qual a amostra
reidratada foi exposta durante os 7 dias de repouso ndo refrigerado. Antes da realizagdo da
pipetagem para montagem das laminas, essa camada foi cuidadosamente descartada, a amostra
foi “lavada” duas vezes com dgua destilada e novamente centrifugada conforme protocolo, até
que voltasse a ser limpida; 3- O tubo plastico contendo a amostra, durante a reidratacdo, foi
agitado vigorosa, diaria e manualmente por sete dias, passo ndo existente em nenhuma outra
metodologia.

Essa metodologia de processamento e quantificacdo tem sido aplicada em diversos
paises asiaticos, com énfase nos estudos coreanos. Entre eles podemos enumerar: o estudo de



85

Shin et al. (2009), que, analisando paleoparasitologicamente amostras de solo e lama (contetido
de uso sanitéario) do fosso das antigas ruinas do palacio Weolseong da Dinastia Silla, com
habitacdo intensa entre os séculos V e VIII DC, depararam-se com muitos ovos de T.
trichiura e um Ascaris lumbricoides precipitados no chdo do fosso, numa quantificacdo de
100,25 OPG para o primeiro parasito. Esse resultado corrobora com um resumo apresentado
neste mesmo estudo sobre as altas prevaléncias de tricuriase encontradas nas amostras
arqueoldgicas da Coreia do Sul ao longo do tempo, principalmente nos anos imediatamente
anteriores ao estudo supracitado (SEO et al., 2007, 2008), estudos esses também conduzidos
com a mesma metodologia.

Anos depois, Seo et al. (2014) confirmaram a presenca de diversos parasitos
(A.lumbricoides, T.trichiura, Metagonimus  sp., Paragonimus  westermani e Clonorchis
sinensis) em quatro mumias da sociedade medieval coreana Joseon (1392-1897 DC), hoje
correspondente a cidade de Seul, com realce para dois pontos: a alta prevaléncia de infeccGes
parasitarias por C. sinenesis e P. westermani, que se mostraram mais elevadas no passado,
entre 0s Joseon, que entre seus descendentes em estudos realizados dos anos 1960, o que para
0s autores ndo foi surpreendente, considerando sua forte e historica tradicdo de consumo de
peixe, evidenciada pelas inUmeras receitas encontradas em documentos historicos e ponto dois,
a proporcdo de achados positivos nas amostras do estudo para A. lumbricoidese T.
trichiura que foram de 50% e 77,8%, respectivamente.

Os autores supracitados destacam ainda, assim como o trabalho de Seo et al. realizado
em 2010, também lancando médo da mesma metodologia de quantificacdo, que a presenca de
ovos diversos e muitos deles integros, esta diretamente correlacionada com o bom nivel de
preservacdo de certos tipos de elementos culturais ou restos humanos do pais, como artefatos,
tecidos e cabelo. Nesse estudo de 2010 Seo et al realizaram exames em solo de tumbas
medievais coreanas que permaneceram em uma situacdo peculiar, encapsuladas por uma
barreira de mistura de cal e solo, barreira esta que permitiu e garantiu 6timos niveis de
preservacdo, a ponto de obterem diagnostico positivo de ovos de parasitos antigos, ndo tdo
comumente encontrados em amostras de sedimentos, como A. lumbricoides, T. trichiura e P.
westermani.

Anos depois, em 2016, Kim et al. também aplicaram a mesma metodologia de

processamento e quantificacdo em 49 amostras de um sitio arqueoldgico localizado numa
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fortaleza medieval do antigo Reino de Silla na Coreia do Sul (57 aC-935 DC), onde especifi-
camente, nas amostras do reservatorio desta fortaleza, foram diagnosticados ovos de Taenia sp.,
A. lumbricoides e Trichuris sp.

Dentre as técnicas reproduzidas, as goticulas depositadas nas laminas sul-coreanas
possuiam a coloracdo mais escura, que por vezes dificultava a contagem dos ovos, necessitando
de um leve ajuste na luminosidade, porém nada que um pouco mais de atencdo do pesquisador
ndo contornasse. As figuras 11 e 12 trazem registros da montagem das laminas da técnica sul-

coreana e ao lado uma visao microscopica da turbidez citada em uma delas.

Figuras 11- Montagem das laminas da técnica sul-coreana. Figura 12 (a direita) - Visdo

microscépica da turbidez nas laminas da técnica sul-coreana 40x.

Fonte: COSTA, A. C., 2020.

Embora nas 3 técnicas tenham sido observados ovos sem a membrana mamilonada ou
com algum grau de degradacdo, nas laminas da técnica sul-coreana, notou-se uma maior
quantidade de ovos que perderam parcial ou completamente sua membrana e/ou estavam
degradados.

Segundo afirmam Barbera, Hertzelb, Reinhard (2020) nos dltimos anos, tem havido um
aumento de relatos de ovos de parasitos decorticados e/ou degradados em contextos arqueologi-
cos, particularmente de ovos de A. lumbricoides. Os autores seguem afirmando que a membrana
albuminosa (mamilonada) pode sofrer algum grau de dano no processamento, como ser

removida por esforgos mecanicos como trituracdo, agitacéo, peneiramento vigoroso através de
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micro malhas ou ainda banho ultrassénico. Sobre esse ponto, Roche et al.
(2019), complementam refor¢ando que o problema com os ovos decorticados é que eles perdem
sua caracteristica principal de diagndstico, e que, portanto é necessario cautela ao classifica-los
como tipos de ascarideos.

Embora estudos clinicos experimentais tenham discutido que apenas muito poucos
acidos e desinfetantes poderiam ser capazes de assolar o revestimento de albumina dos ovos de
A.lumbricoides, a exemplo de Oh et al. (2016), as afirmativas citadas anteriormente, nos fazem
refletir se ha uma razdo no experimento que teria motivado tanto o escurecimento do substrato
da metodologia da escola sul-coreana, quanto a decorticagdo mais acentuada. O que remete a
possibilidade de sugerir que a decorticacédo tenha relacdo direta com a agitacéo vigorosa manual
por sete dias, acoplada a permanéncia da amostra processada em temperatura ambiente.

Quanto ao algoritmo aplicado para a quantificacdo sul-coreana de OPG, este chama a
atencdo por ser de aplicacdo relativamente simples, onde a quantidade total de ovos
contabilizados na amostra € multiplicada pelo peso total da amostra em gramas. E sendo no
presente experimento esse peso de 1g, assim como a maioria dos estudos que adotam esse
método, consequentemente, o total de ovos contados (7.916) ja constitui 0 numero final de
OPG.

N&o se pode deixar de citar que na metodologia da escola sul-coreana, embora com o
mesmo volume a ser pipetado por lamina preparada (20 ul), na descri¢cdo do método, existe um
intervalo no quantitativo destas (entre 12 e 18 laminas).

O presente experimento foi executado com o critério de realizar o nimero maximo de
volume a ser analisado e ovos contabilizados em todas as metodologias replicadas, de tal modo
que o volume final contabilizado da técnica sul-coreana foi de 18 laminas, totalizando 360 pl.
Os estudos de referéncia para este método citam, na grande maioria, 0 valor de 200 ul
analisados, o que gerou reflexdo no presente estudo, pois se as analises tivessem sido realizadas
com o menor quantitativo de laminas, geralmente analisado em outros estudos, ou seja 10 a 12
laminas em um volume total de 200 ul, o nimero total de ovos desse experimento
provavelmente seria aquém do valor contado e despontaria com uma diferenca maior ainda
entre ele e o parametro considerado, ou seja, 0 nimero de ovos com valor subestimado em
maior escala.

Por fim, ainda sobre a significativa diferenca de valor entre a média dos ovos
quantificados e o valor controle dessa metodologia, observando que o valor ndo se altera ao ser

multiplicado por 1 (peso da amostra de 1g), pode-se refletir sobre a necessidade da realizac&o
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de mais experimentos, com A. lumbricoides ou outros parasitos, que, assim como esse, tenham
0 auxilio metodolégico de quantificagdo controle, com vistas a testar a possibilidade de ajuste
na formula (algoritmo). Segue abaixo, na figura 13, uma captura de ovo intacto de A.

lumbricoides na ldamina 8 da contagem sul-coreana.

Figura 13- Ovo intacto de A. lumbricoides numa lamina da contagem sul-coreana
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Fonte: Registro fotografico 100x COSTA, A. C., 2020.

12.6 METODOLOGIA APLICADA NO REINO UNIDO

Department of Archaeology and Anthropology, University of Cambridge
(Yeh et al. 2016).

Decisivamente, na metodologia inglesa, o que detém mais atencdo € seu algoritmo, mais
especificamente, a multiplicacdo do numero de ovos contabilizados em 200ul da amostra
processada por cinco.

No modelo de referéncia, Yeh et al. (2016) citam que essa multiplicacdo dispensa a
adicdo de Lycopodium como parametro proporcional de quantificacdo de OPG, mas o estudo
ndo traz uma explanacdo clara do porqué do numero cinco. No estudo citado, foram
quantificados ovos de parasitos encontrados em pool de fezes que se encontravam presos em
tecidos enrolados em bastdes de bambu, utilizados como limpeza perianal apos eliminacéo de
fezes, em latrinas na hospedaria Xuanquanzhi (caracterizado como local de transi¢éo, descanso,

hospedaria e alimentacdo) na historica e relevante rota da seda chinesa. Foram diagnosticados
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entdo, ovos de T.trichiura, A. lumbricoides, Taenia sp. e C.sinensis, sendo o Ultimo a
descoberta epidemioldgica mais significativa para 0s autores por representar a confirmacdo da
migracdo de longas distancias de pessoas de uma area irrigada do sul ou leste da China para
esta estacdo retransmissora na Rota da Seda. De forma geral, os resultados do estudo geraram
deducdes sobre condicdes de higiene, consumo de alimentos e padrdes de migragdo de pessoas
na China da antiguidade, trazendo inferéncias a respeito da influéncia real da grande circulacdo
de pessoas de diversas regides e nacionalidades na rota da seda e seu consequente papel na
disseminacdo de doencas infecciosas entre o Leste Asiatico, o Oriente Médio e a Europa ha
mais de 2.000 anos.

Em 2015, com lideranga do britanico Dr. Piers Mitchell, Yeh et al. também langaram
méo da mesma metodologia em estudo que objetivava determinar quais parasitos estavam
presentes em uma latrina medieval na cidade velha de Jerusalém datada entre os seculos XV e
XVI. Nele, em 12 amostras de coprolitos e sedimentos, analisados com microscopia de luz e
ensaio imunoenzimatico (ELISA), seis espécies de parasitos intestinais foram identificadas (A.
lumbricoides, T. trichiura, Taenia sp., Diphyllobothrium sp., Entamoeba histolytica e Giardia
duodenalis). A diversidade de parasitos identificados corrobora com papel atribuido a
Jerusalém ao longo dos séculos, como local para comércio de longa distancia, migracdo ou
peregrinacao.

Quanto a reproducdo da metodologia inglesa, com a multiplicacdo do total de ovos
contabilizados em 0,2g de amostra pelo nimero cinco, os autores supracitados justificam tal

qual o artigo de Yeh et al. (2016, p.70), declarando que

A aplicagio desse algoritmo carrega a “vantagem” de evitar a necessidade de adi¢do
de esporos exdticos e também “evita o viés potencial de tomar uma aliquota de fluido
desagregado para representar a amostra original maior, quando os ovos podem nao ser
uniformemente distribuidos por todo o fluido.

Sobre a significativa diferenca de valor entre a média dos ovos quantificados e o valor
controle dessa metodologia, eles foram diferentes numérica e estatisticamente, e em maior
desproporcdo para menor valor dos trés métodos replicados. Segue na figura 14, uma captura

de ovos intactos de A. lumbricoides numa lamina da técnica inglesa.



Figura 14 - Ovos intactos de A. lumbricoides numa lamina da contagem inglesa.

Fonte: Registro fotografico 100x COSTA, A. C., 2020.
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13 CONCLUSAO

Patoecologicamente, a comprovacao e a possivel manutencdo do parasito diagnosticado
neste trabalho, Spirometra sp. no ambiente evidenciadas pelas condi¢fes bioticas e abidticas
favoraveis encontradas na éarea, além dos habitos de subsisténcia desta populacdo, ja
conhecidos, sdo evidéncias que permitem debater o potencial zoonético deste parasito, bem
como a esparganose como provavel patologia desfecho dessa infec¢do, impactando em maior
Ou menor grau na saude do grupo humano estudado.

No presente estudo, encontram-se contempladas as novas perspectivas para a
Paleoparasitologia, valorizando: a relevancia e consolidacdo de uma, com o acréscimo dos
fatores culturais aos conceitos de nidalidade, e a modernidade da outra, com 0 acréscimo de
modelos estatisticos como ferramenta de suporte epidemiologico.

Os parasitos proporcionam dados sobre 0 modo de vida dos diferentes grupos que
viviam em uma determinada regido, indicando direta ou indiretamente, condi¢Ges de saude e
doenca no decorrer do processo de evolucéo da espécie. Sendo a intensidade de uma infeccédo
parasitaria, ferramenta recente e relevantemente aplicada a paleoepidemiologia, estimada por
sitio ou grupo populacional e calculada por meio da razdo entre o somatério de OPG
quantificado e o nimero de amostras positivas em cada sitio. Desse modo, conhecer qual técnica
ou método de quantificacdo atual mais se aproxima de uma distribuicdo proporcional de
parasitos em amostras de tempos remotos, além do ineditismo da proposta experimental, em
busca do padr@o-ouro no contexto da nova Paleoparasitologia, traz ndo sé seguranca cientifica,
como endossa a relacdo da epidemiologia contemporanea com sua irma paleoepidemiologia.

De forma sucinta, mirando que dados epidemioldgicos de infeccbes em populacdes
remotas, oriundos de sitios com boa preservacdo, possam ser correlacionados com dados de
populacdes atuais, esse estudo experimental, demostrou que das trés técnicas de quantificacao
de OPG aplicadas (americana, sul-coreana e inglesa), nenhuma foi estatisticamente abonada em
relacdo a quantificacdo controle. Da-se énfase na metodologia americana, em virtude da
proximidade numérica da quantificacdo nas fases controle e coprélito experimental.

Os resultados da inédita comparacao das técnicas indica que americana e sul-coreana
foram as que mais se aproximaram estatisticamente do parametro, sendo por conseguinte,
metodologias para aplicacbes em coprolitos, com fins de inferéncias paleoepidemioldgicas,

igualmente recomendadas como elegiveis para realizacdo de mais estudos que visem um
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consenso de qual técnica de quantificacdo pode ser considerada “padrdo ouro” em analises

paleoepidemioldgicas populacionais em sitios com boa preservacéo.
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