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RESUMO

Informacdes sobre o componente vegetal da dieta de povos pré-histéricos construtores de
sambaquis ainda sdo escassas. Em calculos dentarios, pode-se encontrar granulos de amido,
vestigios da dieta vegetal destes individuos, uma vez que durante a formacdo dos célculos
estes microrresiduos sdo aprisionados em sua matriz, podendo ser extraidos, analisados e em
alguns casos identificados, fornecendo informacdes sobre o consumo de alimentos amilaceos,
identificando o vegetal de origem e até mesmo obtendo informacGes sobre um possivel
processamento que possam ter sofrido. Os carboidratos tém grande importancia na dieta
humana, consequentemente na salde geral e bucal. Uma vez que os alimentos amilaceos tém
papel importante no desenvolvimento da céarie dentaria, os resultados deste trabalho
proporcionam dados para a elucidacdo de um questionamento a respeito da auséncia de caries
no sambaqui de Cabecuda (Laguna, SC). Os resultados de achados de granulos de amido
foram interpretados como contaminagdo por amido atual, considerando a inexisténcia de
granulos de amido provenientes dos célculos dentarios estudados. Diante deste resultado,
supde-se um baixo consumo de alimentos amilaceos pelos povos estudados, este baixo
consumo, junto com outros fatores apresentados na literatura, parece ter relagdo com a

auséncia de carie apresentada nos dentes de individuos deste sitio.

Palavras-chave: amido, céalculos dentarios, carie, sambaquis.



ABSTRACT

Information about the vegetable component from diet of pre-historic Brazilian shell mounds
builders is very poor. In dental calculus, may be found starch granules, from the diet once this
component is entrapped in dental calculus matrix. These granules can be extracted and
sometimes identified; creating data about the use of starchy vegetables that may have been
consumed, sometimes identifying the vegetables, as well as if they have been through any
food processing. Carbohydrates are very important in the human diet, thus in general and oral
health. Once starchy foods play an important role in the development of dental caries, the
results of this study provide data to help elucidate a question about the lack of dental caries in
the sambaqui of Cabecuda. The findings of starch granules on the samples were interpreted as
modern starch contamination, and it was considered the inexistence of starch granules from
dental calculus. Given this result, it is assumed a low consumption of starchy foods by the
group studied, this low consumption, along with other factors in the literature, seems to be

related to the absence of dental caries presented in the teeth of individuals from this site.

Key words: starch, dental calculus, dental caries, shell mounds.
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1. INTRODUCAO

Na dieta de povos pré-histéricos construtores de sambaquis, a parte protéica é bem
conhecida e valorizada nas pesquisas, no que se refere a parcela oriunda de peixes, moluscos e
animais terrestres (FIGUTI, 1993; SCHEEL-YBERT et al., 2003). Ja informagfes sobre o
consumo vegetal destes povos sdo escassas, tendo tido inicialmente como evidéncias diretas
apenas algumas sementes e coquinhos queimados encontrados em sitios arqueoldgicos
(SCHEEL-YBERT, 1999, 2001; SCHEEL-YBERT et al., 2003). Apds algum tempo outras
técnicas para a recuperacdo da parte vegetal da dieta foram sendo usadas, iniciando-se no
Brasil com a antracologia, que permitiu discutir a presenca de raizes comestiveis naqueles
sitios, e progredindo com os achados de granulos de amidos em coprdlitos e célculos
dentarios, sugerindo que estes povos faziam uso de alimentos amildceos também
(BOYADJIAN, 2007, 2012, SCHEEL-YBERT, 1999, 2001; SCHEEL-YBERT et al., 2003;
TEIXEIRA, 2010; WESOLOWSKI, 2007).

Devido a relevancia dos carboidratos na nutricdo humana e a grande relacdo com a
salde, o estudo da parte vegetal da dieta de povos pré-historicos se faz necessario e
importante, tendo grande impacto nas inferéncias sobre a salde destes grupos. Quer seja
complementando estudos sobre o balangco energético dos alimentos, quer seja para ajudar a
compreender a satde dentaria. Com o estudo dos amidos também é possivel inferir sobre as
tecnologias empregadas na preparacdo dos alimentos, como o uso do calor, principalmente o

fogo, por estes povos.

A pesquisa sobre o amido encontrado em sitios arqueoldgicos, sé se estabeleceu nos
ultimos 20 anos, porém seu potencial ja havia sido reconhecido hd um século (BECK;
TORRENCE, 2006; WITTMACK, 1905). Houve certa demora até que 0s estudiosos usassem
essa valiosa fonte de informacéo sobre o ambiente do passado, as plantas utilizadas, a dieta, e
mesmo a fungdo de artefatos, devido a dificuldade de encontrar tais restos vegetais
preservados. Nos registros arqueoldgicos o amido pode ser encontrado em diversos tipos e
locais de deposicdo, e em vérias partes do mundo, mas principalmente em cavernas secas, que
fornecem condi¢Oes ideais para a recuperacdo do mesmo. Entretanto, ele também pode ser
recuperado em lugares cujas condicOes de preservacdo dos componentes organicos Sao
extremamente pobres, como em sitios abertos (TORRENCE; BARTON, 2006).



Nas regides tropicais umidas, por sua vez, é grande a dificuldade de encontrar restos
vegetais preservados. Por isso 0 estudo dos amidos conservados na forma de microvestigios
no calculo dos dentes passou a representar um grande potencial para a reconstituicdo das
dietas pré-histdricas a partir dos restos humanos sepultados em diferentes sitios, mesmo em
areas abertas. Como 0s microvestigios vegetais estdo incorporados a matriz dos célculos
dentérios, podem estar mais bem protegidos podendo entdo fornecer registro direto de plantas
que passaram pela boca. Adiciona-se a isso a vantagem de remeterem mais diretamente a
dieta, na medida em que estdo preservados no ambiente em que foram consumidos, ou seja,
na boca. Revelam constituintes da dieta do individuo ou, pelo menos, de produtos e plantas
que foram mascadas, cortadas ou desfibradas com os dentes, j& que estes também podem fazer
0 papel de “ferramentas” para alguns destes povos (HENRY & PIPERNO, 2008;
REINHARD et al., 2001; BOYADJIAN, 2012; HARDY 2005).

O estudo dos microvestigios como o amido pode fornecer informagdes Uteis sobre
como se desenvolveu 0 uso ou 0 maior consumo de alimentos ricos em carboidratos, ajudando
a inferir sobre 0 manejo de plantas e até mesmo sobre sua domesticacdo. Seu estudo contribui
para o registro da presenca de horticultura como uma forma de producdo de alimentos. Sobre
0s microvestigios da dieta destaca-se estudo anterior feito na Escola Nacional de Salde
Publica Sérgio Arouca, cujos resultados foram os primeiros para uma série arqueoldgica
numerosa de amostras, e publicados dentro e fora do pais (WESOLOWSKI et al., 2007,
2010). Nesta tese foi confirmada ndo apenas a presenca de fitolitos e amidos em todas as
séries esqueléticas de sambaquis estudados, mas também confirmado o potencial deste tipo de
estudo para a compreensdo do processo saude-doenca, através de uma correlacdo positiva
entre o tipo de amido encontrado e a frequéncia elevada de carie dentaria em um dos grupos

estudado.

Devido ao pouco investimento em estudos de microvestigios em materiais
arqueologicos, entretanto, o conhecimento atual sobre o uso e consumo de vegetais pelos
povos pré-histéricos em areas tropicais ainda é escasso, ainda que saibamos que este
conhecimento é importante para ajudar a entender os diferentes estilos de vida e
adaptabilidade na pré-histéria. Uma vez que a dieta estd fortemente relacionada a salde os
microvestigios sdo atualmente uma das chaves para a compreensao de alguns processos
relacionados & mesma (CHAVES; REINHARD, 2006; WESOLOWSKI et al., 2007).



Tendo a ingestdo de carboidratos fermentaveis, como os vegetais amilaceos, papel
importante no desenvolvimento da cérie dental, o estudo se faz importante, principalmente no
que diz respeito a saude bucal dos grupos que foram sepultados no sitio escolhido para o
presente trabalho, o sambaqui de Cabecuda. Analises de arcadas dentarias provenientes de
sepultamentos deste sitio mostraram auséncia de carie, e 0 motivo para tal fendmeno ainda
néo ter sido elucidado torna importante a obtencdo de mais informagdes sobre o consumo

destes vegetais pelos grupos em questao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. AMIDO

Distribuido em diversas espécies vegetais como um carboidrato de reserva, 0s
grénulos de amido sdo encontrados em maior quantidade em gréos de cereais (40% a 90% do
peso seco), leguminosas (30% a 50% do peso seco), tubérculos (65% a 85% do peso seco) e
frutas imaturas ou verdes (40% a 70% do peso seco), tal como indicam Denardin e Silva
(2009). Para a maioria das culturas, o amido € também a maior fonte de energia para o ser
humano, tornando-se reserva energética na forma de glicogénio no figado e como componente
das membranas celulares. Estocado na forma de reserva, poupa as proteinas da funcgéo
energética, mantendo-as para sua funcdo de construcéo de tecidos (FAO/WHO, 1997, 1998;
PACHECO, 2006).

A sintese de amido se inicia com o processo de fotossintese. Esse processo se inicia
dentro de cloroplastos, os plastidios verdes, organelas intracelulares que déo cor verde as
plantas. A energia da luz solar inicia uma série de reacdes que quebram dgua em hidrogénio e
oxigénio, e depois recombinam o hidrogénio livre com diéxido de carbono absorvido do ar
ambiente para formar a molécula da glicose. Parte desta glicose é levada dos cloroplastos para
Orgdos de estocagem das plantas, onde, dentro de unidades especializadas chamadas
amiloplastos (plastidios de amido), a glicose vai ser convertida em amido reserva. Quando a
planta necessita de energia, o amido reserva é convertido novamente em glicose e

transportado para as partes da planta onde é necessitado (PREISS, 2009).

O amido é constituido basicamente por dois tipos de polimeros de glicose, um de
estrutura linear, a amilose, e um de estrutura ramificada, a amilopectina. Estes dois compostos
sdo organizados dentro dos amiloplastos de forma alternada ao redor de um ponto inicial
chamado hilo. A estrutura amilose-amilopectina é geneticamente controlada, o que faz com
que a morfologia do granulo seja caracterizada para 0s grupos taxonémicos, possibilitando
entdo a identificacdo do vegetal de origem (GALLANT; BOUCHET; BALDWIN, 1997)

Quando observados em luz polarizada, os granulos se mostram birrefringentes,
apresentando uma estrutura tipo “Cruz-de-malta”. Entretanto, essa birrefringéncia ndo tem

relagdo com uma forma cristalina, e sim com o alto grau de orientacdo molecular interna a
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estrutura da organela (BILIADERIS, 2009; COULTATE, 2004; DENARDIN; SILVA, 2009;
SANTOS, 2009).

Figura 1 Gréanulos de amido de inhame (Dioscorea sp.) sob luz transmitida (A) e luz polarizada (B). Fonte:
Colecdo de referéncia — Foto: Ana Carolina Figueiredo.

O amido é encontrado em quase todos os tecidos das plantas, inclusive em folhas,
raizes e caules; mas os amidos que mais exploramos para fins econémicos e principalmente
nutricionais estdo nas raizes, tubérculos, frutos e sementes (PREISS, 2009). A localizacdo e a
densidade do granulo de amido podem variar dependendo do érgédo de estoque. Por exemplo,
nas batatas ha maior quantidade de amido nas partes maduras dos tubérculos. J& no inhame e
na mandioca ha diferentes padrbes de distribuicdo de amido nos 6rgdos de estocagem
(TORRENCE; BARTON, 2006).

Os amidos podem ser classificados como simples, quando cada amiloplasto contém
somente um granulo. Também podem ser classificados como compostos, quando formados
por varios sub-granulos que se formam dentro de apenas um amiloplasto, mesmo neste tipo de
granulo, cada um exibe sua prépria cruz de polarizacdo. Algumas plantas produzem amidos
semi-compostos, que comegam como amidos compostos, mas seus sub-granulos se fundem,
tendo como resultado final, varias subunidades sem nenhuma separacéo, gerando uma camada
de granulos amorfos, podendo conter mais de um hilo (PEREDA, 2005; TORRENCE;
BARTON, 2006).

O tamanho dos granulos estéa relacionado a quantidade de 4gua que ha dentro dele, e

sua maturacdo também influencia este fator; graos imaturos sdo menores que graos maduros.
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O estado nutricional da planta também pode afetar o tamanho dos granulos. Algumas plantas,
quando estressadas, produzem menos carboidrato, consequentemente granulos menores
(TORRENCE; BARTON, 2006).

Apesar do granulo de amido variar de forma e tamanho, suas propriedades gerais sao
tipicas. Geralmente, granulos de amido podem ser distinguidos com relativa facilidade de
outros componentes microscopicos de plantas. O hilo é o ponto a partir de onde o granulo
comeca a se formar. Ele é comumente situado préximo ao centro do granulo, mas também
pode ser excéntrico, em direcdo ao final do granulo, como na batata (Solanum tuberosum) e
no inhame (Dioscorea sp.). Em algumas espécies ha fissuras que emanam do hilo. Lamelas,
que sdo camadas de crescimento ou de formacdo dos granulos, séo visiveis em granulos
grandes e em granulos de certas espécies (PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009).

Como a relacdo amilose-amilopectina é geneticamente dependente, a forma, tamanho
e estrutura dos granulos de amido variam entre as fontes botéanicas. O tamanho dos granulos
pode variar de 1um até mais de 100um, dependendo da fonte botanica analisada. Suas formas
podem ser tanto regulares, como esféricas, ovoides ou angulares, quanto ser extremamente
irregulares (THOMAS; ATWELL, 1999).

Os granulos de amido sdo insolveis em éagua fria, podendo absorver uma pequena
quantidade de &gua, 0 que causa um pequeno inchamento. Quando a temperatura aumenta, as
moléculas vibram e rompem as ligacGes intermoleculares, estabelecendo pontes de hidrogénio
com a agua. Isto provoca o inchamento do granulo e a diminuicdo das suas areas cristalinas,
como demonstra a perda da birrefringéncia apds a exposicdo ao cozimento. Se o tratamento
térmico for continuo, como nos alimentos bem cozidos, os granulos podem se romper devido
a forte pressdo que exercem uns contra os outros. Quando a birrefringéncia desaparece tem-se
0 chamado ponto ou temperatura de gelatinizacdo (BABOT, 2003; BECK; TORRENCE,
2006; CAMERON; DONALD, 1993). Contudo, a gelatinizacdo do amido, ndao depende
somente da temperatura, mas também de outros componentes da solucdo, que podem
modificar o tempo de inchamento dos granulos. Tais componentes podem ser agucares,
proteinas, gorduras e acidos. Esta gelatinizacdo faz com que o amido fique mais acessivel a
acdo de enzimas e, portanto, mais facilmente digerido, o que aumenta seu rendimento
nutricional (BECK; TORRENCE, 2006; FREITAS; LEONEL, 2009; LINEBACK;
WONGSRIKASEM, 1980; LOBO; SILVA, 2003; PEREDA, 2005).
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A digestdo do amido comega na boca, onde a enzima a-amilase salivar atua de
maneira aleatdria hidrolisando parte dos carboidratos. No estdmago ndo ha hidrdlise de
carboidratos, pois o pH alto do mesmo inativa a enzima a-amilase salivar. Apos chegar ao
intestino delgado, o contetdo do estdbmago € neutralizado pelo bicarbonato secretado pelo
pancreas, permitindo que a enzima o-amilase pancreatica continue a hidrolise de carboidratos,
inclusive do amido. A digestéo final do amido ocorre no jejuno superior pela agéo de enzimas
como a isomaltase, a sacarase, a maltase e a lactase que hidrolisam os produtos da degradacao
priméaria do amido (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).

A taxa de hidrdlise e absorcdo do amido pode ser influenciada por diferentes fatores.
Como o amido de diferentes espécies vegetais tem diferencas importantes na sua composi¢éo
e comportamento quimico, sua hidrolise e absorcdo dependem da sua origem botanica, que
influencia a relacdo amilose/amilopectina, o grau de cristalinidade e sua forma fisica e na
quantidade de amido presente no alimento. Estes sdo os principais fatores intrinsecos aos
alimentos, mas também devem ser consideradas as interacfes ocorridas entre 0 amido e outros
constituintes do alimento, como a presenca de complexos amido-lipideos e amido-proteinas,
que funcionam como inibidores de a-amilase; ou ainda polissacarideos nao-amilaceos
presentes na dieta. Entre os fatores extrinsecos, esta o tempo da mastigacao, que determina a
acessibilidade fisica do amido contido nos componentes rigidos do alimento as enzimas, 0
tempo do transito do alimento desde a boca até o ileo terminal, a concentragdo de amilase no
intestino e também o tipo de processamento ao qual o alimento foi submetido. Dessa forma,
uma quantidade de amido sempre pode escapar da digestdo e chegar ao colon onde vai ser
fermentado. Este amido é chamado amido resistente (AR). O amido resistente é representado
pelo amido e produtos de sua degradacdo que ndo sdo absorvidos no intestino delgado de
individuos saudaveis (CUMMINGS; ROBERFROID, 1997; WALTER; SILVA;
EMANUELLLI, 2005; WALTER; SILVA; PERDOMO, 2005).
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2.2. AMIDO EM MATERIAL ARQUEOLOGICO

O amido tem sido atil na investigacdo do uso de vegetais por grupos humanos do
passado através da recuperacdo, identificacdo e andlise do mesmo. Gracas ao fato dos
granulos apresentarem diferentes morfologias e caracteristicas, se faz possivel tentar

identificar sua origem vegetal quando recuperados em contextos arqueolégicos.

Os primeiros trabalhos que utilizaram granulos de amido para identificar o taxon de
vegetais preservados por dessecacdo foram os trabalhos de Ugent e colaboradores, que
demonstraram que os granulos de amido podem se preservar ao longo do tempo e que estes
gréanulos de amido podem apontar para a sua origem vegetal (UGENT; DILLEHAY;
RAMIREZ, 1987; UGENT; POZORSKI; POZORSKI, 1982, 1986).

Nos registros arqueoldgicos o amido tem sido encontrado em diversos tipos e locais de
deposicdo, e em varias partes do mundo, estando presente em diferentes materiais
arqueoldgicos como alimentos preservados por carbonizacdo, artefatos, coprolitos, amostras
de solo, além de calculos dentarios (BOYADJIAN, 2007, 2012; BUCKLEY et al., 2014;
HART; IVES, 2013; HENRY; BROOKS; PIPERNO, 2011b; HENRY; PIPERNO, 2008;
HORROCKS et al., 2004; PIPERNO et al., 2000; PIPERNO; DILLEHAY, 2008; PIPERNO;
HOLST, 1998; WESOLOWSKI et al., 2007; ZARRILLO; KOOYMAN, 2006).

Informagdes sobre dietas de povos antigos, obtidas apenas a partir de estudos de
depdsitos arqueoldgicos ou sugeridas pelas partes vegetais encontradas em artefatos, por
exemplo, podem levar a interpretacdes incompletas, ou vieses de interpretacdo. Tais registros
podem incluir, por exemplo, o uso de plantas que ndo foram ingeridas, embora possam ter
sido utilizadas e mesmo processadas, e podem deixar de lado outras cujas evidéncias néo

sejam localizadas como frutas e tubérculos assados.

Para contornar este problema, e aproximar-se mais do que realmente teria sido o
alimento consumido, passou-se a investigar também microvestigios preservados em célculos
dentarios, ja que estes representam a parcela de vegetais que foram expostos e desfeitos no
ambiente da boca, aumentando a probabilidade de terem sido ingeridos (BOYADJIAN, 2007,
2012; HARDY et al., 2009; HENRY; BROOKS; PIPERNO, 2011a; HENRY; PIPERNO,
2008; PIPERNO; DILLEHAY, 2008; WESOLOWSKI et al., 2007).
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Henry; Brooks e Piperno, (2011a) encontraram microvestigios em célculos dentérios,
que sugerem o consumo de vegetais na dieta de neandertais na Bélgica e no Iraque. O mesmo
estudo mostrou também que varias das plantas consumidas teriam sido cozidas, indicando que
estes povos investiam tempo e trabalho preparando estes vegetais, 0 que 0s tornava mais
digeriveis, aumentando sua qualidade nutricional. Parte deste conhecimento se baseia no fato
de que as plantas identificadas iriam requerer um nivel maior de preparacdo e ndo poderiam

ser ingeridas "in natura”.

No Brasil, Wesolowski e colaboradores (2007), em seus achados de amidos em
calculos dentarios humanos de sambaquis, observaram grande ocorréncia de granulos de
amido de Dioscorea sp no sambaqui de Morro do Ouro, localizado no estado de Santa
Catarina onde ja havia sido descrita freqiiéncia elevada de caries. A maior frequéncia de
caries registrada entre os individuos sepultados neste sambaqui, quando comparada a de
outras séries, parece ter associa¢do ao achado de Dioscorea sp., pois 0 amido daquele vegetal
possui caracteristicas que lhe conferem maior adesividade, fixando o residuo daquele
alimento a superficie dental, dificultando a limpeza naturalmente feita pela mastigacao e pela
saliva e funcionando como substrato de carboidrato para a acdo digestiva das bactérias. Esta
hipo6tese de que haveria relacdo entre a maior ocorréncia de granulos de Dioscorea sp. e 0 alto
indice de carie naquele grupo pré-historico seria ainda um indicio da pratica inicial de
horticultura ou, pelo menos, do manejo de formas selvagens deste vegetal. J& em outros sitios
do mesmo tipo sambaqui, localizados também em Santa Catarina, 0s mesmos autores
observaram maior variabilidade de tipos de amido associada a menor frequéncia de caries,
sugerindo que os individuos que ndo especializaram sua dieta em Dioscorea sp., valendo-se
de uma diversidade de vegetais coletados em seu ambiente, teriam ficado menos suscetiveis

aquela doenca dentaria.

No mesmo estudo, os achados de carvdo e areia contidos também nos célculos,
sugerem que a coccdo dos alimentos poderia ter sido feita em contato com o carvao das
fogueiras e com o solo, como quando o alimento é preparado em fornos escavados no chéo,
por exemplo. Esses mesmos microvestigios de carvao e minerais, além de ossiculos de peixes
e outros residuos duros que costumam estar presentes na dieta dos povos costeiros, teriam
contribuido para os fortes desgastes dentarios encontrados nos individuos (WESOLOWSKI et
al., 2007).
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Apesar do pequeno numero de estudos sobre amido em célculos dentarios, o protocolo
de extracdo e de andlise de microvestigios para calculos dentarios ja apresenta algumas
variagbes. A medida que os estudos sdo realizados, novos problemas e inovagdes s&o
propostas e dificuldades superadas. Desafios como o da identificacdo dos amidos processados
e 0 da quantificacdo dos microvestigios tem sido preocupagdo dos pesquisadores em seus
trabalhos.

Fox; Juan e Albert (1996); Middleton (1990, 1994); Reinhard e colaboradores (2001);
Walshaw (1999) basearam seus protocolos para extracdo e analise de microvestigios retidos
em célculos dentarios humanos no protocolo de (MIDDLETON, 1990, 1994), que por sua vez
foi adaptado do protocolo de (ARMITAGE, 1975), ambos para extracdo de microrresiduos
contidos em célculos dentarios de herbivoros. Estes se utilizam da digestdo quimica da matriz
do calculo para liberacdo dos microvestigios. A utilizacdo do acido tem por objetivo liberar
microvestigios incorporados na matriz de calculos dentérios, e parte do pressuposto que este
procedimento ndo causaria dano significativo aos grdos de amido e eliminando por dissolucéo

a matriz que, entre outros efeitos, poderia mascarar a presenca do amido.

Apesar dos protocolos que utilizam &cido em seus procedimentos apresentarem
pequenas variacOes entre eles, destaca-se em um deles a recomendacdo de adicdo de um
marcador, os esporos de Lycopodium clavatum, que ao serem adicionados em uma quantidade
conhecida, possibilitam o calculo da concentracdo daqueles microvestigios em cada amostra,
tornando possivel uma comparacdo entre as diversas amostras estudadas (REINHARD et al.,
2001).

O uso de esporos de licopodio nas preparacdes para 0 estudo quantitativo de
microvestigios vegetais, como polens, em amostras arqueoldgicas, tem sido descrito na
literatura como um método baseado na proporcionalidade (PEARSALL, 2000). A diluicdo de
uma proporc¢éao conhecida do marcador em uma solucdo que contém microvestigios permitiria
estimar indiretamente a concentracdo dos mesmos a partir da sua contagem nas laminas,

desde que assegurada a homogeneidade da preparacéo.

A replicacdo desta metodologia em diferentes particdes de amostras, no entanto, levou
a resultados aparentemente contraditorios (FIGUEIREDO; WESOLOWSKI; MENDONCA
DE SOUZA, 2013), o que aponta para uma possivel variabilidade nas preparacfes com viés
nos resultados, sugerindo a necessidade de reavaliacdo deste procedimento, melhores

controles das preparacOes obtidas antes da sua montagem e afericdo. Diferentes fatores
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poderiam estar introduzindo vieses quantitativos, entre eles: calibragéo de pipetas, o volume
pipetado de solucdo, os procedimentos de homogeneizagdo, o lapso de tempo entre o
processamento da amostra e o preparo das laminas, etc., 0 que devera ser objeto de

experimentacdes futuras.

Com base na contagem de Licopodio, entretanto, alguns trabalhos anteriores
estimaram a concentracdo de grdos de amido nas amostras processadas, na tentativa de
relacionar a quantidade de amido ingerida com o desenvolvimento da cérie dentaria
(REINHARD et al., 2001; WESOLOWSKI et al., 2007). Entretanto, questiona-se se é
realmente possivel estimar um maior ou menor consumo de vegetais baseado em uma maior
ou menor concentracdo de grdos de amido no célculo dental, desde que é sabido haver
variacdo fisiologica em processos de formacdo de calculos, além dos célculos néo
representarem a acumulacao de toda a alimentacdo de um individuo ao longo de sua vida. Isto
torna o quantitativo de amido em uma amostra de calculo, ou mesmo no célculo total, um

dado variavel e circustancial.

Outro complicador nesta metodologia é que o processamento de célculo dentario
utiliza volumes muito pequenos, em contraste com os maiores volumes utilizados para analise
de outros microvestigios como polen. Por esta razdo, a aplicagdo do marcador, que funciona
bem em certas analises, parece mostrar-se mais sujeita a erros no caso do amido dentério,
onde a influéncia de quaisquer desses fatores acima mencionados pode ser consideravelmente
mais elevada, em face da exiguidade dos microvestigios preservados e o pequeno volume de
amostra de célculo que pode ser processada, o que explicaria as contradi¢fes observadas ao se

repetir as analises para amido.

Embora trabalhos venham sendo realizados ha mais de duas décadas, investigacOes
experimentais ainda sdo necessarias antes que se possa propor o melhor método para a analise
guantitativa do amido arqueoldgico no calculo dentario, os modos de quantificar os resultados

e a confiabilidade de sua abordagem.
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2.3. AMIDO MODIFICADO: DESAFIOS DE SUA IDENTIFICACAO

A tecnologia do processamento de alimentos por povos antigos é uma parte importante
do conhecimento sobre as maneiras como 0s humanos utilizavam e manejavam 0S recursos
vegetais na pré-historia, tendo relagdo, inclusive, com o rendimento e o aproveitamento dos
alimentos. A interpretacdo de granulos de amido modificados encontrados em diversos
depdsitos arqueoldgicos permite aos pesquisadores reconstruir também técnicas de
processamento de plantas empregadas no passado, assim como diferenciar variagcbes no uso

dos alimentos por diferentes grupos humanos desaparecidos (BABOT, 2006).

Além do aquecimento, outros tipos de processamento também podem alterar os
granulos. Estes diversos processamentos provocam alteracfes de diferentes intensidades nas
caracteristicas morfolégicas dos amidos, o que pode dificultar, ou mesmo impedir a
identificacdo dos mesmos em contextos arqueoldgicos. Por esta razao é necessaria também a
identificacdo das alteracbes na morfologia dos granulos apo6s diferentes tipos de
processamento, de modo a auxiliar a identificacdo dos achados arqueoldgicos. Este tipo de
pesquisa vem sendo feita em alguns trabalhos (BABOT, 2003; FIGUEIREDO, 2012;
HENRY; HUDSON; PIPERNO, 2009; MESSNER; SCHINDLER, 2010; ROBERTSON,
2006; TORRENCE; BARTON, 2006).

Entre os relatos de experimentos sobre as modificagdes ocorridas nos amidos depois
de diferentes tipos de processamentos estd o trabalho de Babot (2003) que examinou o
impacto de algumas técnicas de processamento tradicionais andinas na preservagdo e coc¢do
de vegetais amilaceos. Entre as plantas utilizadas estavam milho (Zea Mays L.), amaranto
(Amaranthus mantegazzianus Passer. e Amaranthus caudatus L.) quinoa (Chenopodium
quinoa Willd), batatas (Solanum tuberosum L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Um dos
procedimentos experimentais utilizados foi a desidratacdo e reidratacdo dos granulos de
amido de todos os vegetais relacionados acima. Em todos os casos, apds esse tipo de
processamento apenas uma pequena quantidade de granulos apresentaram modificacGes na
morfologia e na birrefringéncia, mas a quantidade e variedade de altera¢6es foi proporcional a
intensidade da desidratacdo. Os granulos desidratados de amido de batata ndo apresentaram as
lamelas caracteristicas de granulos de batata sem processamento. Alguns granulos de feijao,
milho e batata apresentaram maior nimero das pequenas fissuras normalmente presentes,

além de apresentarem uma pequena abertura no hilo com fissuras relacionadas. Devido aos
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gréanulos de quinoa e amaranto serem extremamente pequenos 0 autor ndo descreve estas

modificagdes nos mesmos.

Outro tipo de processamento usado por Babot (2003) foi a torrefacdo das amostras.
Nas amostras de milho foram encontrados granulos de amido intactos, alguns com a aparéncia
achatada e alguns com a aparéncia de granulos desidratados. Alguns se mostraram com uma
fraca birrefringéncia ou com danos parciais a cruz de polarizagdo. Muitos grdos pareceram
estar gelatinizados e uma caracteristica importante nestes granulos foi a ocorréncia de
projecdes arredondadas, irregulares ou em forma de estrela do hilo, que apareciam como
partes escuras no centro dos granulos. Nos granulos de amido de quinoa, os Unicos danos
encontrados foram alteracGes na forma da cruz de polarizagdo, uma leve gelatinizacéo e a

formacéo de aglomerados de granulos compostos.

Outro tipo de teste foi feito pela mesma autora com a desidratacdo por congelamento,
um tratamento tipico dos Andes que produz o chamado chufio de papa, ou de batata. Os
resultados mostraram granulos achatados, sem lamelas visiveis e muitos granulos perderam
sua birrefringéncia, ndo sendo mais possivel visualizar sua cruz de polarizacdo, que quando
visivel estava deformada. E em todos os casos, os granulos maiores parecem ter sido mais

danificados do que os menores.

Loy (1994) refere que uma simples desidratacdo dos granulos de amido pode causar a
reducdo da birrefringéncia ou desaparecimento da cruz de polarizagcdo dos mesmos, mas esta
pode voltar a aparecer ap0s sua reidratacdo, mas este fenémeno foi raramente encontrado no
estudo de Babot (2003).

Henry, Hudson e Piperno (2009) realizaram um extenso trabalho experimental sobre
alteracdes de granulos de amido de trigo (Triticum aestivum L.), cevada (Hordeum vulgare
L.), aveia (Avena sterilis L.), milheto (Panicum miliaceum L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench), arroz (Oryza sativa L.), lentilha (Lens culinaris Medik.), grdo de bico (Cicer
arietinum L.), ervilha (Pisum sativum L.), e feijdo (Vigna radiata (L.) R. Wilczek),
submetidos a diversos tipos de processamentos como fermentacdo, coc¢do em agua fervente,
coccao em forno, aquecimento (sem agua) em alta temperatura em forno mufla e um processo
de aquecimento em panela de agco com tampa fechada colocada em cima de uma chapa
elétrica até que o pericarpo fosse rompido e o endosperma amilaceo visualizado. Os
resultados mostraram que quanto maior o tempo de coc¢do, mais as caracteristicas dos

granulos foram perdidas, até que ao atingir a completa gelatinizagdo os mesmos tornam-se
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irreconheciveis. Granulos compostos, quando inchados, perderam a forma multifacetada
comum neste tipo de granulo, e os granulos simples tomaram formas irregulares e enrugadas
ao incharem. Granulos de amostras que foram moidas apresentaram mais alteraces em menor
tempo de coccdo do que granulos de amostras que passaram inteiras pelos procedimentos,
mostrando que os granulos do centro das amostras estariam protegidos durante o

processamento.

Danos a cruz de polarizagdo se mostraram bons indicadores de que o alimento tivesse
passado por algum tipo de cocgdo, pois alguns granulos que passaram por este processo se
apresentarem sem alteracfes em luz transmitida, muito embora tivessem danos a cruz de
polarizagdo. Também foi observado que em todas as amostras, exceto as fervidas por 60min, e
algumas das assadas, os granulos de amido permaneceram reconheciveis como amido, mesmo
depois de intensas alteracGes. Em algumas amostras fervidas por menos de 10min, de 25-50%
dos granulos se preservaram ao ponto de poderem ainda ser taxonomicamente identificados,

esse padréo se confirmou particularmente em amostras inteiras.

Como resultado final do estudo de Henry, Hudson e Piperno (2009), poucas alteracfes
puderam ser associadas a técnicas especificas de coccdo. Uma associacdo encontrada foi a
alteracdo que ocorreu nos granulos fermentados, cujas superficies apresentaram areas que
pareciam escavadas ou faltando. Com base em outros estudos de fermentacdo, estas areas
foram interpretadas como os locais onde as leveduras teriam atacado e destruido o amido. O
trabalho mostra que, mesmo que o método de processamento ndo possa ser identificado, é

possivel identificar quando o alimento passou por algum tipo de processamento.

Em trabalho que precedeu esta dissertacdo (Figueiredo, 2012), foi realizado um
experimento para testar e descrever modificacfes de grdos de amido extraidos de vegetais
domeésticos modernos como o inhame, batata-doce e batata inglesa em uso comercial no Rio
de Janeiro, sem especificacdo de espécie. Todas as fontes botanicas foram submetidas a
secagem em estufa, coccdo em forno convencional, e coccdo em agua em ebulicdo. No
processo de secagem em estufa em baixa temperatura, nenhum dos granulos de amido de
todos os tubérculos e raizes testados apresentaram alteracGes em sua morfologia ou tamanho,
se mostrando intactos quando submetidos a este processo. J& na cocg¢do por forno
convencional, foram observadas as seguintes alteracdes no amido da batata inglesa: um
aumento de 2x no tamanho dos granulos do amido, perda parcial da birrefringéncia, perda de

sua forma caracteristica, estrias no corpo de alguns granulos, rachadura central iniciada no
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hilo e ruptura. Todas essas alteracbes foram percebidas em diferentes tempos de
processamento, sendo mais observadas nos tempos mais longos. Nos primeiros 5 minutos
nenhuma destas alteracdes foi notada. Ja o0 inhame apresentou amido mais resistente, pois as
amostras coccionadas por 5 e 10 minutos ndo mostraram modificacbes na estrutura ou
tamanho dos granulos. Aos 20 e 30 minutos ocorreram modificagdes na estrutura do granulo e
pouquissima alteracdo no tamanho dos mesmos. As modificacGes observadas foram um
pequeno aumento de tamanho dos granulos, a perda parcial ou total da birrefringéncia, ruptura
de alguns granulos e algumas estrias e dobras no corpo dos mesmos; sua forma caracteristica
foi pouco comprometida. Assim como descrito para a batata inglesa, o que diferiu em relagéo
aos tempos de coccdo foi a maior frequéncia das mudancas na cocgdo mais prolongada. Nos
primeiros 5 minutos de coccdo da batata-doce ndo puderam ser observadas alteracfes no
tamanho ou na morfologia dos grdos. Aos 10 minutos, embora alguns granulos ja ndo
possuissem mais sua forma caracteristica, permaneciam com as mesmas dimensdes. Apos 20
e 30 minutos ocorreu a perda parcial ou total da birrefringéncia, ruptura de alguns granulos e
algumas estrias no corpo dos mesmos. Na coc¢do em agua em ebulicdo, os granulos de todas
as fontes botanicas aumentaram de tamanho em cerca de 10x, perderam completamente sua
caracteristica de birrefringéncia, sua forma, hilo e lamelas, ou seja, todas as caracteristicas
diagnosticas de um granulo de amido, assim como a perda da textura da observada

anteriormente.

Ainda existem poucas descri¢cbes da morfologia dos granulos de amido que passaram
por processamento. Ha& necessidade de experimentar mais para tentar definir melhor os
processamentos pelos quais os granulos passaram. Por outro lado, buscar possibilidades de
identificacdo para confirmar a natureza amilacea do material quando o granulo se torna uma
massa amorfa, sem suas caracteristicas diagnosticas como a cruz de polarizacdo e lamelas,

podendo entdo passar desapercebidos.

O processamento térmico do amido faz com que suas cadeias de hidrogénio se
rompam, permitindo assim que a agua seja absorvida pelos granulos, causando inchamento e
outras mudangas nas caracteristicas dos granulos (CHIU; SOLAREK, 2009). Devido a esta
quebra das liga¢des, além da agua, tambem se torna possivel que os granulos absorvam certos
corantes, como o corante vermelho congo, que parece reagir com a amilose exposta quando 0s
granulos estdo danificados. Isto ndo acontece com granulos intactos, que sédo hidrofébicos
(LAMB; LOY, 2005; WESTON, 2009), e desse modo € possivel ajudar a identificar o amido

processado. O vermelho congo é um corante solivel em &gua que depende de ligagdes
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lineares de hidrogénio para ser absorvido. Estudos ja confirmaram seu uso para tingir
celulose, fibrilas amil6ides e produtos amilaceos agricolas (CHOU; TSAI; LO, 2001; CONN;
LILLIE, 1969; RAMESH; THARANATHAN, 1999). O corante s6 consegue tingir fibrilas
amildides em pH acido, sendo assim, em pH neutro somente a celulose e o amido podem ser
corados com o0 mesmo (CONN; LILLIE, 1969; CORTELLA; POCHETTINO, 1994; LOY,
1994; MEHTA; RAJPUT, 1998). Como as estruturas da celulose e o granulo de amido sdo
bem diferentes, ndo ha como confundi-los ao serem encontrados em uma solugdo. Lamb e
Loy (2005) propuseram protocolo do vermelho congo para coloracdo de granulos de amido
extraidos de artefatos. Apesar do protocolo descrito no trabalho de Lamb e Loy (2005) ter
sido proposto para a remocdo e tingimento de residuos arqueoldgicos de amido provenientes
de artefatos, tal processo parece poder ser adaptado aos residuos oriundos de célculos
dentarios, ja que no protocolo preconizado por Lamb e Loy os residuos contidos nos artefatos
devem ser preparados em Iaminas cobertas com laminulas, e s6 depois deste procedimento o
corante é aplicado. Muito embora tal adaptacdo tenha sido encontrada na literatura, o
aperfeicoamento de protocolos como este devera permitir melhor identificacdo futura de

residuos de amido modificado também em célculos dentarios.

2.4. SAUDE BUCAL X ALIMENTACAO

Na cavidade oral, tém sido encontradas mais de 700 espécies ou filotipos de bactérias
(AAS et al., 2005), mas muito ainda tem-se a descobrir sobre a microbiota da vacidade oral
saudavel (PASTER et al., 2001). Como uma caracteristica positiva da nossa microbiota
saudavel, algumas espécies de bactérias sdo consideradas comensais, porém existem também
as chamadas patogénicas. A cavidade oral funciona como um ambiente ecolégico, devido a
presenca de diferentes microorganismos que compdem a microbiota oral, fazendo com que ao
longo da vida, relacionado aos habitos e tipos de exposi¢do ocorridas, em funcdo da idade,
susceptibilidade, contagios, etc, esta microbiota produza condi¢cdes que podem ser mais ou

menos favoraveis a cérie e outras enfermidades da cavidade bucal (AAS et al., 2005).

Entre os fatores externos que modificam ou favorecem a microbiota bucal ao

desenvolvimento de patologias dentarias estd a alimentacéo, se mostrando um fator de grande
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importancia para dois agravos que mais possuem relevancia no presente trabalho, a cérie
(JENSEN, 1999) e o célculo dentério (LIEVERSE, 1999).

A carie é uma doenca multifatorial, cujos principais fatores envolvidos sdo a
microbiota cariogénica, a susceptibilidade do hospedeiro e a dieta. A interacdo entre esses trés
fatores e 0 tempo de interagdo entre 0os mesmos resulta no aparecimento da doenca
(LOESCHE, 1986; OLIVEIRA LIMA, 2007; PEREIRA et al., 2010).

O desenvolvimento da carie somente ocorre na presenca de microrganismos na
superficie dental, contudo, a simples presenca destes ndo é suficiente para o desenvolvimento
da doenca (PERINETTI et al., 2005). Ha certa controvérsia sobre o papel das bactérias no
processo de aparecimento da carie por existirem duas abordagens tedricas diferentes. Estas
abordagens se diferem pelos conceitos de agente espécie-especifico, referente ao complexo
Streptococcus mutans (LOESCHE, 1986), e o conceito de agente composto, referente a

presenca de microbiota bacteriana acidogénica e acidirica composta (KLEINBERG, 2002).

O complexo S. mutans estd bem definido referindo-se aos “Estreptococos do Grupo
Mutans”, ou EGM, composto por sete espécies das quais, entretanto, apenas duas espécies, a
S. mutans e S. sobrinus, apresentam potencial cariogénico em humanos. Os EGM sdo um
grupo de microrganismos altamente cariogénicos com alta capacidade de colonizar a
superficie dentéria (FLORIO et al., 2004). Sao fermentadores ativos de carboidratos, possuem
alta producdo de polissacarideos extracelulares do tipo glicanas favorecendo a formacéo de
biofilme (SHKLAIR et al., 1979), possuem alta capacidade acidogénica e aciddrica,
caracterizando-se como microorganismos desmineralizantes de esmalte e sobreviventes ao pH
acido (MENAKER; MORHART; NAVIA, 1986). Além disso, acumulam grandes
quantidades de polissacarideos intracelulares de glicose que serdo metabolizados quando os

acucares exdgenos estiverem esgotados, resultando na formacéao de acido latico.

O conceito de agente cariogénico composto proposto por Kleinberg (2002) propde que
ndo necessariamente 0 S. mutans seja 0 agente especifico responsavel pela carie, mas sim
outras bacterias acidofilas cujo conjunto encontre-se presente na flora bacteriana oral. O autor
argumenta que a presenca massiva de S. mutans nos processos cariogénicos pode ser
considerado mais associativa do que causal (Sims, 1985), visto que esta bactéria se adapta
bem em um ambiente de pH acido rico em agucares, além de que a carie pode se desenvolver

Sem sua presenca.
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A suscetibilidade do hospedeiro € outro fator importante para o surgimento de céries
principalmente quanto ao fluxo salivar e a composicéo da saliva. Qualquer problema nestes
mecanismos resulta numa possiblilidade maior do hospedeiro desenvolver carie, porque a
acao de lavagem mecénica da saliva € um mecanismo muito eficiente na remocéo de residuos
alimentares e microorganismos orais ndo aderidos. Ainda, a saliva possui eficiente capacidade
tamponante que tende a neutralizar os acidos produzidos pelas bactérias do biofilme na
superficie dos dentes, sendo ainda supersaturada com ions calcio e fésforo, importantes na
remineralizacdo das lesdes de mancha branca. A saliva também atua como veiculo de
distribuicéo de flior (SAMARANAYAKE, 2013).

Muitas bactérias do biofilme utilizam aclcares presentes na dieta (sacarose, glicose,
frutose e lactose) para seu metabolismo energético. A carie dentaria € uma doenca alimentar-
bacteriana e a sacarose é considerada como sendo o carboidrato mais cariogénico porque além
da fermentacdo, € igualmente transformado em polissacarideo extracelular na placa dentaria.
A presenca destes polissacaridos no biofilme aumenta também a porosidade da matriz da

placa dentaria, aumentando a cariogenicidade da sacarose (CURY et al., 2003).

As propriedades de uma dieta ou de um alimento podem provocar a carie. A
cariogenicidade de um alimento varia, dependendo da forma na qual ele é encontrado, da
composicdo de nutrientes, de quando ele é consumido com relacdo a outros alimentos e
liquidos, da duracdo de sua exposicdo ao dente e da freqliéncia com que é consumido. As
caracteristicas fisicas dos alimentos e sua consisténcia também devem ser levadas em conta.
Um alimento acucarado pegajoso é mais dificil de ser removido e vai ficar mais tempo em
contato com a superficie do dente (FEIJO; IWASAKI, 2014).

Os amidos séo carboidratos contidos em alimentos cuja adesividade ao dente varia.
Podem ser hidrolisados por amilases salivares e bacterianas, transformando-se em maltose,
maltotriose e dextrinas de peso molecular baixo (MORMANN; MUHLEMANN, 1981). A
hidrolise do amido nas superficies dos dentes € iniciada rapidamente ap6s a entrada do
alimento na boca, e particulas de comida aprisionadas podem acumular niveis elevados de
maltose e maltotriose, que sdo bons substratos para a producdo de acido pelas bactérias
(IMFELD, 1983; KASHKET; YASKELL; MURPHY, 1994; KASHKET; ZHANG; VAN
HOUTE, 1996; NEFF, 1967).

A fermentacdo de maltose requer adaptacdo bacteriana sob certas condicbes
(KASHKET; YASKELL; MURPHY, 1994), entretanto nos seres humanos a placa bacteriana
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parece estar adaptada e pode fermentar esse aclcar sem demora (IMFELD, 1983;
LINGSTROM et al., 1993; NEFF, 1967).

De Stoppelaar; Van Houte; Backer Dirks (1970) estudaram a influéncia da restri¢éo
de carboidratos na ocorréncia das bactérias S. mutans, S. sanguis e da produtora de
polissacarideos S. iodophilic. Seis individuos foram privados de carboidratos por 17 dias e 0s
niveis de estreptococus dos trés tipos foram comparados antes e depois da restricdo do
componente na dieta. Foi constatada a diminui¢do da porcentagem de S. mutans a um nivel
muito baixo ou indetectavel. Simultaneamente a porcentagem de S. sanguis aumentou. A
porcentagem de S. iodophilic também foi baixa durante este periodo. Este estudo demonstra o
grande papel dos carboidratos na modulagdo do processo cariogénico.

A placa dentaria é composta principalmente por algumas espécies de microorganismos
da microbiota oral que aderem e se reproduzem na pelicula de glicoproteinas salivares,
formando um filme que reveste todas as superficies dentarias expostas ao ambiente bucal
(ROSAN; LAMONT, 2000). A placa € constituida por estreptococos de varias espécies, e
ainda lactobacilos e bacilos gram-positivos e gram-negativos, além de organismos
filamentosos em menor frequéncia. A placa dentaria tem sido encontrada tanto em individuos
positivos ou negativos quanto a presenca de céarie (NYVAD; KILIAN, 1990; SILVA et al.,
2008; SCHIEE, 1994).

O calculo dentério é o resultado da mineralizagdo da placa dentéria, que ocorre pela
deposicdo de sais de célcio e fosfato no interior da matriz organica da placa. A formacéo do
calculo é dependente da formacdo da placa dentaria, e facilitada pelo pH alcalino que aumenta
a precipitacdo de célcio e fosfato (COSTERTON et al., 1995; JIN; YIP, 2002;
KOLENBRANDER, 2000; LIEVERSE, 1999) SCHIEE 1994;

A formacdo do calculo dentario pode ser intensificada pelo aumento de concentracdo
de uréia na saliva, pelo fato da mesma alcalinizar o pH bucal. O alto consumo de proteina
pode levar a um aumento na formacdo de calculos por dois mecanismos: aumentando a
concentracdo de uréia no organismo e produzindo residuos fibrosos que sao retidos entre os
dentes e quando decompostos continuam a produzir uréia por mais tempo. Assim, as dietas
ricas em proteinas podem aumentar os niveis séricos de uréia, fazendo com que esses niveis
também aumentem na saliva (ABDELLATIF; HEGAZY; EPSTEIN, MANDEL E SCOPP,
1980; CHOW; PETERSON, 1979; JIN; YIP, 2002; KLEINBERG, 2002; YOUSSEF, 2011).

Devido a relacdo entre 0 aumento do consumo de proteina e 0 aumento da formacéo
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de célculos dentarios podemos entender a grande quantidade do volume dos depoésitos de
calculos encontrados em individuos da cultura pré-historica dos construtores de sambaqui,
enguanto em outros tipos de sitios a quantidade de calculos ndo é tdo expressiva. Por serem
sitios litoraneos, estes grupos teriam os peixes e moluscos como principais fontes de proteina,
sendo encontrados em abundancia, podendo entdo esta alimentacdo explicar o porqué da
maior frequéncia de célculos dentarios em sitios deste tipo (SALLES CUNHA, 1963a).

2.5. SAMBAQUIS

Dentre os sitios arqueoldgicos pré-histéricos mais numerosos e estudados do Brasil,
estdo os sambaquis. Descritos em geral com forma de meia-laranja, elevagdo de forma
arredondada, podendo chegar até 30 metros de altura ou mais, sdo depdsitos
internacionalmente classificados como mounds. No Brasil sdo construidos geralmente com
conchas marinhas, 0ssos de peixes e mamiferos, entre outros materiais remanescentes de
préaticas alimentares e rituais, por grupos de pescadores e coletores que ocuparam a faixa
litoranea. Em muitos destes sitios encontram-se areas destinadas a rituais funerarios, o que faz
com que estejam hoje entre o0s sitios mais ricos em remanescentes humanos, contando
centenas de esqueletos. S&o vistos hoje como constru¢gdes monumentais intencionais tendo
entre outras finalidades demarcar o territério de grupos que seriam semi-sedentarios e que ja
davam inicio ao manejo de plantas ricas em carboidratos, embora isto pareca ter ocorrido
apenas em alguns pontos do territdrio e em alguns momentos temporais especificos (FIGUTI,
1993; GASPAR, 1998; PROUS, 1991; REINHARD et al., 2001; SCHEEL-YBERT et al.,
2003; WESOLOWSKI et al., 2007).

Quando os sambaquis comecaram a ser estudados, uma questdo dificil de ser
estabelecida era se os mesmos teriam sido derivados de processos naturais ou artificiais.
Assim, duas vertentes disputaram a explicacdo cientifica para seu aparecimento, uma
"naturalista” e outra “artificialista”. A primeira considerava que 0s sambaquis seriam
resultados do recuo do mar e da acdo do vento exercida sobre as conchas langadas a praia. A
presenca de vestigios humanos, como objetos e esqueletos era dita como resultado de

naufragios. Ja a vertente “artificialista” considerava que estes sitios teriam sido resultado da
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acdao humana, propondo diversas explicacOes para tal interpretacdo. Dentre estas explicagdes
estava a de que o acumulo de restos de comida teria ocorrido pelo acumulo de restos
descartados ao redor das areas habitadas, como se fossem lixo. Apds diversas pesquisas em
varios sitios e a descoberta de diversos indicios de ocupacdo humana, a vertente naturalista foi
perdendo sua forga. Entretanto, até a década de 1940 ainda era questdo de discussdo entre
alguns pesquisadores (GASPAR, 2004; GASPAR et al., 2008; GUIMARAES, 2003).

Até os anos 1980, a maioria das informac6es publicadas sobre a saude destes grupos
era direcionada ao perfil paleodontoldgico, com destaque para a baixa frequéncia de caries e
intenso desgaste dentério. A presenca frequente de calculos dentarios grandes também ja era
mencionada para as séries esqueléticas (SALLES CUNHA, 1963a, 1963b).

No inicio da década de 1990, o numero de pesquisas dedicadas ao modo de vida destes
povos pré-histdricos especializados na economia costeira que colonizaram ou ocuparam 0
litoral brasileiro aumentaram. A respeito das possiveis mudancas e/ou diversidade na dieta
daqueles povos, a principio os estudos foram baseados apenas nos macrorrestos esqueléticos,
e s6 se pbde sugerir a existéncia de uma transi¢cdo da coleta de molusco para a pesca em
alguns sitios, seguindo-se estudos zooarqueoldgicos mais especializados que diversificaram as
interpretagdes mostrando a importancia da pesca, em detrimento da coleta de moluscos,
contrariando a aparéncia resultante do acimulo de carapagas nos sitios (FIGUTI, 1993).
Posteriormente, métodos mais modernos, principalmente baseados em isétopos radioativos
(COLONESE et al., 2014) confirmaram que a pesca sempre foi uma importante atividade de
subsisténcia para estes povos, ainda que 0s restos e vestigios deixados por ela fossem
menores do que enormes amontoados de conchas que resultavam das coletas de moluscos
(GASPAR, 2004; GASPAR et al., 2008).

Entretanto, o grande acumulo de restos esqueléticos nunca pode ser totalmente
associado a dieta cotidiana, ainda que a sua dieta tivesse um forte componente protéico de
origem animal. Hoje admite-se que parte dos achados faunisticos nos sambaquis possa
representar principalmente atividades de festins funerarios ou comida ritual, j& que os dados
paleonutricionais permitiram analisar marcadores como 0s is6topos de nitrogénio e carbono,
confirmando sua escolha alimentar (BASTOS, 2009; COLONESE et al., 2014). No entanto,
pouco se pode investigar sobre os alimentos de origem vegetal utilizados por estes grupos,

inclusive pela dificuldade de separar, do ponto de vista bioquimico, indicadores de tal uso.
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A parte vegetal da dieta destes grupos teve seu estudo menos destacado pela
dificuldade em se encontrar evidéncia do uso direto de plantas. Devido a dificuldade de sua
preservacdo em ambiente tropical umido e sitios abertos, os achados se restringiam em geral a
coquinhos comestiveis queimados, admitindo-se, entretanto que seu uso pudesse ter sido

apenas como combustivel e ritual.

Entre as evidéncias indiretas do possivel uso de vegetais na alimentacdo, alguns
objetos encontrados nos sitios foram atribuidos a preparacdo dos alimentos (KNEIP, 1977,
1994; TENORIO, 1991; GASPAR, 1995), foram valorizados, mas ndo foram
comprovadamente portadores de evidéncias da dieta. Achados das primeiras sementes de
plantas que produzem o&rgdos comestiveis, em sambaqui, foram feitas nos estudos

antracologicos por Scheel-Ybert (2001).

Mesmo com a dificuldade de preservacdo de restos vegetais em sambaquis, algumas
pesquisas avancaram em diferentes técnicas e métodos para resgatar mais informacdes sobre a
parte vegetal da dieta destes povos, aplicando técnicas utilizadas em outros tipos de sitios e
materiais arqueologicos. Entre estes se encontram as técnicas para recuperar microvestigios
de amidos e fitdlitos que podem ser encontrados aprisionados em moedores de pedra, na
matriz de célculos dentarios (BOYADJIAN, 2012; REINHARD et al., 2001; WESOLOWSKI
et al., 2007), e algumas vezes em sedimentos (REINHARD; EGGERS, 2003).

2.5.1. O Sambaqui de Cabecuda

Um dos maiores sitios do Brasil, o sambaqui de Cabecuda, escavado entre 1950 e
1951 pelo pesquisador Luiz de Castro Faria, do Museu Nacional do Rio de Janeiro, esta
localizado entre as lagunas de Santo Antdnio dos Anjos e Imarui, no municipio de Laguna,
estado de Santa Catarina (Castro Faria, 1955). Deste sambaqui foi recuperado um numero
significativo de esqueletos humanos, somando mais de uma centena de individuos, sendo uma
das maiores colecBes de remanescentes humanos pre-histdricos litoraneos do Brasil. A
colecdo de Cabecuda, sob guarda do Setor de Antropologia Bioldgica do Departamento de
Antropologia do Museu Nacional, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, foi iniciada por

Castro Faria, mas hoje é constituida também por esqueletos recuperados em 2011, por um
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projeto coordenado por Rita Scheel-Ybert (Projeto: “Gente, plantas e bichos: uma
investigacdo multidisciplinar sobre o ritual funerario em dois importantes sambaquis do sul de
Santa Catarina (Jabuticabeira-1l e Cabecuda)”) do Museu Nacional. Além disso, mais
esqueletos foram recuperados em uma escavacao em 2012 coordenada por Deisi Scunderlick,
da UNISUL.

A estrutura estratigrafica do sitio mostrava camadas alternadas do topo até a base,
formado por conchas e 0ssos de peixes, provavelmente provenientes da laguna préxima ao
sitio. Ossos de pequenos mamiferos e de aves também foram encontrados, além de carvao e
pequenos blocos de granito e diabasio. Havia também muitos vestigios de fogo, fogueiras e
fogbes de pedras sugerindo a interpretacdo inicial de que houvesse uma ocupacgéo e habitacédo
humana prolongada neste sambaqui (Castro Faria, 1955). Foram encontrados na escavacao
inicial do sitio partes de artefatos para caca e pesca, tais como pontas em 0sso, arpdes, e
anzoéis, além de objetos para moagem, quebra ou trituracdo tais como quebra-cocos,
almofarizes e batedores, e grande blocos de pedra cortados em diabasio.
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Figura 2. Vista do sambaqui de Cabecguda (Fundo Castro Faria, Arquivo de Historia da Ciéncia, Museu de
Astronomia/ MCT).

Dentre os resultados de estudos obtidos para este sitio destaca-se o trabalho de Salles

Cunha, que na década de 60 documentou a auséncia de carie em 1329 dente

s provenientes do sambaqui de Cabecuda. Em 1997, estudando as patologias e
processos orais em esqueletos também do sitio de Cabecuda, Rodrigues-Carvalho (1997)
também relata auséncia de carie no material esquelético estudado, ressaltando, entretanto a

grande formagé&o de célculos dentarios.

Dentre as explicagdes para este indice de carie nessas séries, Salles Cunha, (1963b)
sugere uma resisténcia natural dos dentes daqueles povos a esta doenca. Ja Aradjo (1970)
estudando outros sitios do mesmo tipo, aborda a baixa freqliéncia de caries sugerindo que a
alta ingestdo de calcio e vitaminas A e D, pela subsisténcia adaptada a ambientes costeiros,
auxiliariam na prevencdo desta enfermidade devido ao fortalecimento dos tecidos
mineralizados que estes compostos promovem. Em estudo sistémico sobre a salde daquele
grupo de Cabecuda, Mendonga de Souza (1995) propfe uma interpretacdo mais ecoldgica, e
sugere uma competicdo entre microorganismos devido ao favorecimento ou introducdo de
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outras espécies, como os vibrides de aguas salinas, mudando a microbiota oral pela auséncia

de bactérias acidogénicas que seriam responsaveis pelo desenvolvimento da carie.

Para explicar a auséncia da carie dentaria foram sugeridos ainda, além do aporte
protéico, de minerais e fosforo na dieta, a presenca e a disponibilidade de vitamina D. Salles
Cunha (1963b) lembra que as arcadas dentarias de Cabecuda mostram formacao de célculo
dental, por vezes exuberante, comprovando a formacéao de placas de residuos alimentares, mas
ressalta ndo ter havido proliferacdo bacteriana cariogénica. A esse respeito chega a ser
considerado que as condi¢bes de ambiente bucal dos individuos ndo fossem propicias ao

desenvolvimento de flora acidofilica.

A auséncia total de cérie, entretanto, ainda ndo foi totalmente entendida ou explicada.
Esse indice sugere uma dieta provavelmente reduzida em calorias provenientes de
carboidratos fermentaveis, mas essa hipotese ainda ndo tinha sido testada o que motivou o

presente trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho é analisar calculos dentarios humanos provenientes do
sambaqui de Cabecuda, em busca de granulos de amido oriundos da dieta de grupos humanos
pré-historicos que ali sepultaram seus mortos, identificando-os, quando possivel, a fim de
propor hipoteses sobre o componente vegetal da dieta e correlaciona-lo com a auséncia de

caries para 0 mesmo sitio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar presenca ou auséncia de granulos de amido na matriz dos fragmentos de

calculos dentérios coletados;
2. ldentificar taxons vegetais a partir do amido recuperado nos calculos dentérios;

3. ldentificar sinais de modificacbes no amido decorrente do seu processamento

anterior a ingestao;

4. Propor interpretacfes sobre a salde dentaria e salde geral dos grupos estudados

considerando o componente de dieta vegetal e o0 processamento de alimentos;

5. Propor interpretacfes sobre a relacdo entre a salde dentaria destes grupos e o uso de

vegetais disponiveis em seu ambiente natural e/ou introduzidos por praticas culturais.

33



4. MATERIAL E METODOS

Foram analisados 25 fragmentos de célculos dentarios de dentes de individuos
provenientes do sambaqui de Cabecuda. O material esta listado no Livro de Tombo do Setor
de Antropologia Bioldgica do Museu Nacional do Rio de Janeiro, localizado na Quinta da
Boa Vista, e pertencente a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os dentes
estudados sdo provenientes de esqueletos escavados por Castro Faria (1950) e apenas 3
esqueletos pertencentes a escavacdo de 2011 coordenada por Rita Scheel-Ybert (amostras
234, 235 e 236). Uma parte das amostras, apesar de proveniente do sitio, ndo tem indicacdo

estratigréfica precisa.

A escolha de dentes da bateria mencionada deu-se pela maior acumulacdo de calculos
naqueles, proporcionando mais material para a analise, ja que o presente estudo compartilhou
as amostras de célculos com outra dissertacdo (PESSANHA, 2015) feita na Escola Nacional
de Salde publica Sergio Arouca — FIOCRUZ. Tratando-se de estudos destrutivos das
amostras, e por serem materiais raros e insubstituiveis, a orientacdo nas analises de material

arqueoldgico busca sempre a abordagem mais conservadora possivel.

As amostras foram processadas e analisadas em momentos diferentes, sendo estas
divididas em duas séries: o primeiro grupo ja havia sido processado durante a realizagdo de
uma primeira abordagem do material deste sitio, antes do mestrado, pela autora em 2012,
englobando as amostras 234 a 244. Outra série de amostras do mesmo sitio foi processada e

analisada em 2015 e 2016, durante o mestrado, englobando as amostras 268 a 281.

A metodologia do processamento das amostras difere-se de uma série para outra

devido a ajustes feitos na mesma, estas serdo sinalizadas no decorrer do texto.
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Tabela 1. Identificacdo e localizagdo dos individuos, caracteristicas dos dentes e peso dos calculos escolhidos.

Amostra

234
235
236
237
238
239
240

241

242
243
244
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281

Individuo/n

° tombo
Sep 4/-
Sep 3/-
Sep 1/-
-/ MN1674
-/ MN1673
-/ MN1677
-/ MN
1678
-/ MN
1840
-/ MN1834
-/ MN1825
-/ MN1828
-/1743
-/1691
-/1920
-/1674
-/1729
-/1778
-/1675
-/1918
-/1924
/1771
-/1793
-/1916
-/1796
-/1753

Dente

1° Molar inferior esquerdo
2° molar superior esquerdo
1° molar superior esquerdo
2° Molar superior esquerdo
2° Molar superior esquerdo
1° Molar inferior esquerdo
1° Molar inferior direito

2° Molar superior esquerdo

2° Molar superior esquerdo
1° Molar inferior esquerdo
1 Molar superior direito
Molar superior direito
Molar superior direito
Molar inferior direito
Molar inferior esquerdo
Molar inferior direito
Molar superior direito
Molar inferior esquerdo
Molar inferior direito
Molar superior esquerdo
Molar superior direito
Molar superior direito
Molar superior direito
Molar superior esquerdo

Molar superior direito

Peso
Utilizado

0,0018g
0,0027g
0,0034g
0,0004g
0,0030g
0,0027g
0,0049g

0,0111g

0,0007g
0,0078g
0,00369
0,0044g
0,0212g
0,00269
0,0038g
0,0105g
0,0041g
0,0022g
0,0012g
0,0060g
0,0116g
0,0004g
0,001g
0,0005g
0,0022g

Peso
total

0,0018g
0,0027g
0,0034g
0,0004g
0,0030g
0,0027g
0,0049g

0,0111g

0,0007g
0,0078g
0,0036g
0,0068g
0,0245¢
0,0042g
0,0068g
0,0123g
0,0057g
0,0072g
0,0056g
0,0083g
0,0126g
0,0016g
0,0031g
0,0021g
0,0041g

Quadra

11 B(A)
11 B(C)

IV-F
1I-F
VII-G
11 B(A)
V-A
VII-H
1-A

Nivel

estratigrafico

2,50m-2,75m
2,50m-2,75m

4,00m-4,75m
4,00m-4,25m
6,00m-6,25m
2,50m-2,75m
1,50m-1,75m
6,00m-6,25m
2,00m-2,25m
2,00m-2,75m
5,20m
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4.1. ESCOLHA E RETIRADA DOS CALCULOS

Os dentes foram escolhidos com base nos seguintes critérios: dentes com presenca de
calculos dentéarios de tamanho médio; facilidade de desarticulacdo do dente e retirada do
calculo; procedéncia confirmada do material pelo Livro de Tombo; menor quantidade de
sedimento possivel aderido ao dente.

Na primeira seérie de calculos analisados e processados foram seguidos 0s
procedimentos padronizados por Wesolowski (2007) para a retirada dos calculos, registro das
caracteristicas dos mesmos, extracdo de microvestigios e analise microscopica dos
microvestigios encontrados. Ja na segunda serie de célculos, parte da fase de extracdo dos
microvestigios e a montagem para exame microscopico foram adaptadas com variacdes das

metodologias.

A retirada dos célculos foi feita na instituicio de origem do acervo (Museu
Nacional/UFRJ) e de acordo com a prévia autorizacdo de curadores, para evitar o translado
dos materiais arqueologicos. Devido as instalagbes do lugar de origem do acervo nao
apresentarem condicdes ideais para que ndo houvesse contaminacdo do material com

microrresiduos modernos, algumas medidas preventivas foram tomadas.

Com portas e janelas fechadas, uma bancada da sala em que os dentes foram
registrados e os célculos retirados foi limpa com agua e hipoclorito de sédio, com uso de
esponja de espuma sintética, pois materiais como tecido e papel poderiam contaminar as
amostras com fibras por conterem muito deste material. As amostras foram manipuladas

apenas com luvas descartaveis de vinil sem talco.

Os dentes, ainda com os célculos em sua situacdo original, foram fotografados. A
seguir a superficie externa dos calculos foi fotografada com lupa digital (Avantgarde®) com
aumento de 100x. Foram feitos também registros da superficie oclusal do dente, do 0sso da
mandibula ou maxila (dependendo do dente escolhido), do limite entre o célculo e a superficie
de esmalte do dente (vestibular), e do limite do calculo com a raiz de cada dente, na area do

colo dentério.

Cada dente e respectivo célculo foram limpos com &agua destilada, com auxilio de
escovas interdentais macias e descartaveis. O procedimento se deu pela a aplicacdo da escova

molhada em agua, em movimentos repetidos e direcionados na superficie a ser limpa, com
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objetivo de remover o méximo dos sedimentos de solo que ficaram presos nos relevos e nos
poros da superficie. O movimento repetiu-se até se obter uma superficie clara e sem residuos
visiveis a olho nu. Apo6s a limpeza de cada dente a escova usada foi descartada, passando-se
entdo a operacdo em outro dente. Apds os procedimentos de limpeza, foram feitas novas
fotografias com a mesma lupa digital, para confirmar a eficiéncia da limpeza, pois a presenca
de materiais aderidos poderia mascarar 0s resultados com microvestigios existentes na

superficie das amostras.

Os célculos foram entdo retirados dos dentes. Essa retirada foi feita mediante a
aplicacdo de uma leve pressdao com uma cureta odontolégica no limite entre o calculo e a raiz
do dente, no sentido da coroa para a raiz; a remocao foi feita em cima de uma placa de Petri
coberta com papel aliminio. Na primeira série de célculos, cada calculo foi pesado em
balanca digital SPLABOR e armazenado separadamente em eppendorf com capacidade para
1,5ml, devidamente identificado. Na segunda série, apds pesado, uma particdo de cada célculo
foi retirada para documentacdo dos microvestigios bacterianos nos mesmos (PESSANHA,

2015); o que restou foi novamente pesado e utilizado no presente trabalho.

4.2. PROCESSAMENTO DOS CALCULOS E MONTAGEM DAS LAMINAS

Série 1

O processamento dos célculos dentarios ocorreu no Laboratorio de Ecologia da ENSP.
Para que ndo houvesse contaminacao foi usada a capela do laboratorio, ap6s higienizagdo com
hipoclorito de s6dio. Também para prevenir contaminacdo os reagentes utilizados foram
novos, sendo abertos para este uso especifico, assim como as pisetas. As provetas utilizadas
foram limpas também com hipoclorito de sédio. Foram utilizadas luvas descartaveis de vinil
sem po, e nenhum outro material que ndo os calculos foi manipulado no laboratério, durante

Seu processamento.

A dissolucdo das amostras ocorreu em duas etapas. Os célculos foram separados em 2
lotes, sendo incluidos dois eppendorfs vazios (controle) para cada lote de céalculos analisados.
A dissolucdo seguiu o protocolo de Wesolowski (2007). Neste primeiro experimento ndo foi
registrada contaminacdo por amido moderno nos controles do laboratorio, ainda que 0 mesmo
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tenha ocorrido em outro momento de testagem do local. O processamento das amostras
iniciou-se pela adi¢cdo de um tablete de esporos de Licopodio a cada microtubo contendo uma
amostra de célculo dentario. A seguir foi acrescentado 1,5 ml de acido cloridrico (HCI) a 10%
a cada amostra de célculo dentario, e também as amostras controle. As amostras
permaneceram no HCI até a dissolugdo completa do célculo. Na seqliéncia da dissolugdo as
amostras foram centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi retirado. Foi
acrescentado 1,5ml de &gua destilada a cada amostra, que a seguir foram novamente
centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos. Este procedimento foi repetido 2 vezes para que as
amostras ficassem bem lavadas e o HCI fosse eliminado. Apos a segunda lavagem com agua
destilada foi acrescentado 1,5ml de etanol PA (ETOH 100) a cada amostra, para desidratagao.
As amostras foram novamente centrifugadas a 1000 RPM, durante 5 minutos, o sobrenadante
foi retirado e as amostras foram padronizadas no volume de 0,5ml em cada microtubo.

Para a montagem das laminas foi colocada uma gota de glicerol (50%) em cada lamina
e 10ul do material dissolvido no eppendorf foi entdo pipetado sobre a glicerina, coberto com

laminula e selado com Entellan®; sendo montada uma lamina para cada calculo.

Série 2

O processamento dos célculos dentarios passou a ser feito no Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos, Instituto  Nacional de Infectologia
Evandro Chagas — FIOCRUZ. O local do processamento das amostras foi modificado depois
que foi confirmada através de testes-controle a maior contaminacao por amido no laboratério
anteriormente utilizado. Para esta escolha foram testados trés laboratérios: Laboratorio de
Ecologia da ENSP (onde o primeiro grupo de calculos havia sido processado), o Laboratorio
de Paleoparasitologia da ENSP e 0 Laboratorio de pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos do INI - FIOCRUZ). Apesar de ter
ocorrido contaminacdo por amido moderno em todos os ambientes, o laboratério escolhido
para analise desta série de amostras foi 0 que apresentou menor contaminacdo durante 0s

testes.

Para tentar prevenir uma possivel contaminacdo do material processado foi usado o
fluxo laminar do laboratério, limpo anteriormente com hipoclorito de sédio. Tal como nos

experimentos anteriores 0s reagentes eram novos, e 0s demais materiais utilizados eram
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estéreis, e alem disso foram utilizadas luvas descartaveis de vinil sem pd, e nenhum outro

material que ndo os célculos foi manipulado no laboratdrio, durante seu processamento.

A dissolucdo das amostras ocorreu em duas etapas. Os calculos foram separados em 2
lotes, sendo incluidos dois eppendorfs vazios (controle) para cada lote de calculos analisados.
A dissolucdo seguiu o protocolo de Wesolowski (2007). Sendo assim, o processamento das
amostras iniciou-se pela adicdo de um tablete de esporos de Licopodio a cada microtubo
contendo uma amostra de célculo dentario. A seguir foi acrescentado 1,5 ml de acido
cloridrico (HCI) a 10% a cada amostra de célculo dentario, e também as amostras controle. As
amostras permaneceram no HCI até a dissolugdo completa do calculo. Na seqliéncia da
dissolucdo as amostras foram centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi
retirado. Foi acrescentado 1,5ml de agua destilada a cada amostra, que a seguir foram
novamente centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos. Este procedimento foi repetido 2 vezes
para que as amostras ficassem bem lavadas e o HCI fosse eliminado. Apés a segunda lavagem
com &gua destilada foi acrescentado 1,5ml de etanol PA (ETOH 100) a cada amostra, para
desidratacdo. As amostras foram novamente centrifugadas a 1000 RPM, durante 5 minutos e o

sobrenadante retirado.

Para a montagem das laminas foi feito outro ajuste da metodologia, visando examinar
o0 volume total de cada amostra de célculo processado. Todo o material restante no eppendorf
apos a retirada do sobrenadante foi montado, mantendo-se entretanto o padrdo de 10ul por
lamina, coberto com laminula e selado com esmalte, em substituicdo ao entelan, em falta no
periodo no laboratorio. A gquantidade de Iaminas por amostra variou devido ao tamanho do
fragmento de céalculo utilizado (ver tabela 2, p.44) e consequentemente ao volume
originalmente presente em cada microtubo. Essa variagdo ocorreu por conta do tamanho de
cada calculo, tendo os maiores céalculos, maior volume de amostra e consequentemente

gerando maior quantidade de laminas montadas, que variaram de 3 a 5 laminas por amostra.

As laminas das duas séries foram observadas em microscéopio de luz transmitida e luz
polarizada em aumento de 400x. O exame das laminas comegou sempre pelo canto superior
esquerdo, observando-se até o final da linha, sempre para a direita. Ao final desta primeira
linha, a lamina era movida um campo e meio para baixo, e a observacdo prosseguia em
sentido contrario. O processo era repetido até que toda a lamina fosse examinada. Apenas
amidos e esporos de Licopodio foram contados, fotografados e tiveram suas quantidades

registradas em ficha desenvolvida para este fim.
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5. RESULTADOS

O processamento dos calculos ocorreu satisfatoriamente, os mesmos se dissolveram
em um maximo uma hora e meia, havendo variacdo entre eles, mas aparentemente sem
relagdo com o peso do célculo. Os descartes foram sempre analisados ndo sendo encontrados
esporos de Licopodio ou qualquer outro microvestigio que sugerisse ter ocorrido perda do

material processado.

Em relacdo aos controles de contaminacdo por amido, tal como informado
anteriormente, todas as laminas feitas foram positivas, em ambas as séries. Este resultado,
contrastando com o ocorrido na primeira etapa do estudo, manteve-se em diferentes dias, em
que foram realizados testes anteriores ao processamento dos calculos, repetindo-se todo o
protocolo apenas em eppendorfs sem calculos. Esta condi¢do apontou para uma contaminagao
por amido atual persistente e de origem ambiental, que repetiu-se nos trés laboratorios

disponibilizados para o estudo, ainda que em maior ou menor quantidade.

Escolhido para processamento dos célculos o laboratério que mostrava niveis mais
baixos de contaminacdo, os calculos foram processados, assumindo o valor maximo de gréos
por ldmina contaminada naquele laboratério como o "nivel zero" para contagem de amido nos

calculos processados.

Tabela 2. Contagem de granulos de amido e Licopodio por ldamina analisada.

Individuo/n® Dente Peso Peso total Lamina Licopodio Amido
tombo Utilizado
SERIE 1
234 #1 210 1
Sep 4/- 1IMIE 0,0018g 0,0018g
234 #2 133 0
235#1 63 0
Sep 3/- 2MSE 0,0027g 0,0027g
235#2 112 0
236 #1 163 0
Sep 1/- 1MSE 0,0034g 0,0034g
236 #2 59 1
MN1674 2MSE 0,0004g 0,0004g 237 #1 168 0
238 #1 158 0
MN1673 2MSE 0,0030g 0,0030g
238 #2 140 1
239 #1 127 0]
MN1677 1IMIE 0,0027g 0,0027g
239 #2 265 0
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-/ MN 1678

-/ MN 1840

MN1834

MN1825

MN1828

Controle 1
Controle 2
Controle 3

Controle 4

-/1743

-/1691

-/1920

-11674

-11729

-/1778

-/1675

-/1918

-/1924

1MID

2MSE

2MSE

1IMIE

1MSD

MSD

MSD

MID

MIE

MID

MSD

MIE

MID

MSE

0,0049g

0,0111g

0,0007g

0,0078g

0,00369

0,0044g

0,0212g

0,0026g

0,0038g

0,0105g

0,0041g

0,0022g

0,0012g

0,0060g

0,0049g

0,0111g

0,0007g
0,0078g

0,00369

SERIE 2

0,0068g

0,0245g

0,0042g

0,0068g

0,0123g

0,0057g

0,0072g

0,0056g

0,0083g

240 #1
240 #2
241 #1
241 #2
242 #1
242 #2
243 #1
244 #1
244 #2
Controlel
Controle 2
Controle 3

Controle 4

268#1
268#2

268#3
269#1
269#2
269#3
270#1
270#2
270#3
271#1
271#2
272#1
272#2
272#3
272#4
273#1
273#2
273#3
274#1
274#2
274#3
275#1
275#2
276#1
276#2
276#3
276#4

138
89
144
87
143
171
137
35
122
142
186
201
169

112

99

88
400
359
230
227
427
186
445
205

15
102

77

94

12
100
115
453
354
271
226
407
412
292
201
117
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276#5 59 0
277#1 1329 3

-/11771 MSD 0,0116g 0,01269
277#2 383 0
278#1 588 7
-/1793 MSD 0,0004g 0,0016g 278#2 478 0
278#3 460 0
279#1 579 2
-/1916 MSD 0,001g 0,0031g 27942 428 0
279%#3 386 0
280#1 301 3

-/1796 MSE 0,0005g 0,0021g
280#2 226 1
281#1 337 1
-/1753 MSD 0,0022g 0,0041g 281#2 217 1
281#3 118 0
Controle 1 C01#1 950 1
C01#2 358 2
Co2#1 764 2

Controle 2 - - -

C02#2 406 B3

Ao contrario do esperado a partir dos relatos da literatura para outros sambaquis
brasileiros, os resultados dos célculos processados para 0 Sambaqui de Cabecuda mostraram

um ndmero extremamente baixo de granulos de amido por Id&mina analisada.

A Tabela 2 mostra os valores absolutos de granulos de amido encontrados em cada
lamina, incluindo as laminas de controle, onde os mesmos aparecem pela contaminagéo.
Apenas em uma lamina de cada uma das amostras #1920 (5 gréos por lamina) e #1793 (7
grdos por ldamina) o numero de graos de amido contado foi superior a0 maximo de grdos de

amido (3 por 1damina) observado nos controles.

Foram encontrados granulos de amido em 20 dos 25 calculos analisados. Para 14 das
amostras (segunda série de calculos) o resultado expressa a anlise do total de amido existente
em cada amostra, diferente do realizado para a primeira série de célculos no presente trabalho,
e também para estudos anteriores publicados na literatura (WESOLOWSKI, 2007) para o
Brasil, onde as laminas foram montadas com apenas uma parcela da solugéo de calculo, sendo
observados e contados somente granulos desta parcela da amostra. As 8 laminas feitas para
controle tiveram resultados positivos para granulos de amido, em maior quantidade variavel,
mas ndo ultrapassando 3 granulos por lamina. Estimando-se grosseiramente uma quantidade

de granulos por microlitro tem-se nos controles da primeira série 0,12 granulos/microlitro e
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nos controles da segunda série 0,2 grénulos por microlitro. J& nas amostras de célculo
dentério, na primeira série a quantidade de granulos por microlitros ficou em 0,05
granulos/microlitro e nas amostras de calculos dentarios da segunda série foi de 0,1

granulo/microlitro.

Diferentes tipos de granulos foram encontrados, a maioria deles granulos modificados
apresentando rompimento do granulo, rompimento do hilo, alteragdes na birrefringéncia e
dobramentos nos granulos. Um granulos de amido é sugestivo de Ipomoea batatas (batata
doce) por comparagdo com colecdo de referéncia. Todos os outros ndo foram identificados. O
namero reduzido de observacdes torna dificil a comparacdo, mas aparentemente ndo houve

especificidade na ocorréncia de um ou outro tipo de amido em controles ou amostras.

Considerando-se o parametro adotado no presente estudo para interpretacdo dos
resultados, os mesmos apontam para a auséncia de amido na maior parte das laminas
preparadas com os célculos dentarios humanos provenientes do sambaqui de Cabecuda,
podendo admitir-se em duas laminas representando dois diferentes individuos a presenca de
um pequeno numero de grdos sugerindo achado positivo para este componente nutricional.
Em ambos os casos que poderiam ser considerados positivos ndo foi possivel identificar o

taxon vegetal representado pelo amido presente.
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Figura 3. Granulos de amido de calculos dentarios do sambaqui de Cabeguda, série 1. Aumento de 400x.
A: Amostra 234#1, B Amostra 236#1, C: Amostra 238#1, D: Amostra 240#1, E: Amostra 240#2, F:
Amostra 242#1, G: Amostra 242#2, H: Amostra 242#2 (2), |: Amostra 244#1, J: Amostra 244#2. Nenhum

granulo foi identificado.
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Figura 4. Granulos de amido encontrados nas amostras controle da Série 1. Aumento de 400x.
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30 pm

Figura 5. Granulos de amido nos calculos do sambaqui de Cabeguda, série 2. Aumento de 400x. A: Amostra
268#1, B Amostra 268#2, C: Amostra 269#2, D: Amostra 269#2 (2), E: Amostra 269#2 (3), F: Amostra
270#1, G: Amostra 27042, H: Amostra 27042 (2) (2), I: Amostra 270#2(3), J: Amostra 270#2(4), K: Amostra
270#2 (5), L: Amostra 270#3. M: Amostra 271#1, N: Amostra 271#1 (2).
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Figura 6. Granulos de amido nos célculos do sambaqui de Cabecuda, série 2 (2). Aumento de 400x. A:
Amostra 271#2, amido sugestivo de batata doce (modificado?) B Amostra 271#2 (2), C: Amostra 272#2, D:
Amostra 272#2 (2), E: Amostra 272#4 (3), F: Amostra 274#2, G: Amostra 274#2 (2), H: Amostra 275#1, I:
Amostra 275#1, J: Amostra 275#2, K: Amostra 275#2 (2), L: Amostra 276#1, M: Amostra 277 #1, N: Amostra

277 #1 (2), O: Amostra 277 #1 (3).



Figura 7. Granulos de amido nos calculos do sambaqui de Cabecuda, série 2 (2). Aumento de 400x. A: Amostra
278#1, B Amostra 278#1 (2), C: Amostra 278#1 (3), D: Amostra 278#1 (4), E: Amostra 278#1 (5), F:
Amostra 279#1, G: Amostra 279#1 (2), H: Amostra 280#1, I: Amostra 280#1 (2), J: Amostra 280#1 (3), K:

Amostra 280#2, L: Amostra 281#1, M: Amostra 281 #2.
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Figura 8. Granulos de amido encontrados nas amostras controle da Série 1. Aumento de 400x.
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6. DISCUSSAO

6.1. QUESTOES METODOLOGICAS

A proposta de realizar este trabalho foi inicialmente motivada apenas pela necessidade
de ampliar as amostras estudadas para o sambaqui de Cabecuda e confirmar a suspeita inicial
de que naquele grupo muito pouco amido estava presente nos calculos dentarios, o que era
coerente com a auséncia de céries pela qual o grupo tornou-se conhecido desde os primeiros
estudos (SALLES CUNHA, 1963b). Na medida em que os experimentos em laboratério
foram sendo desenvolvidos, entretanto, as questdes metodoldgicas surgiram tornando
necessarios ajustes e levando a questionamento do que anteriormente vinha sendo feito. Deste
modo a pesquisa desdobrou-se em ensaios e questdes que, mesmo ndo podendo ser
conduzidas no ambito do presente estudo, ficam como desafios futuros para a linha de

pesquisas em microvestigios e calculos dentarios.

A primeira e mais contundente questdo enfrentada durante a pesquisa foi a
contaminagdo do material preparado no ambiente do laboratério por amido recente. Desde 0s
primeiros trabalho publicados é possivel acompanhar a preocupacdo com este aspecto que
pode enviesar 0s resultados de uma pesquisa com material arqueolégico (WESOLOWSKI,
2007). Trabalhos com outros microvestigios tém enfrentado situacBes semelhantes, e é
notorio, por exemplo, as preocupacfes com a contaminacdo dos estudos polinicos pelas
chuvas de polen naturais durante as analises e coletas de amostras (CHAVES; REINHARD,

2006) e assim por diante.

No caso dos calculos, Wesolowski e colaboradores (2010) ressaltam a importancia de
prevenir ou minimizar este problema, que torna-se muito mais grave e leva a vieses muito
maiores por serem 0s achados de amido nos calculos muito reduzidos em ndmero, fazendo
com que qualquer contaminacdo impacte profundamente do ponto de vista qualitativo e

quantitativo os resultados.

Trabalhos experimentais desenvolvidos por Laurence e colaboradores (2011) e estudo
de materiais de uso cotidiano, como cosméticos mostram que a dispersdo de amido de
diferentes tipos nos nossos ambientes é importante uma vez que seu uso em diferentes

produtos e materiais € larga. Por esta razdo, anteriormente a este estudo, experimentos de
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controle de ambiente j& vinham sendo feitos nos laboratérios da ENSP, de maneira a avaliar o
risco de tais situagOes para os resultados da pesquisa. Ainda que ndo publicados, foram
realizados testes para medir a presenca de graos de amido de diferentes tipos e em diferentes
condicdes de preservacdo e modificacdo no ar ambiente. Da mesma forma os cuidados
empregados no controle de materiais usados na limpeza da vidraria (detergentes, por
exemplo), que em alguns casos tiveram que ser substituidos, por conterem residuos de amido.
Finalmente a preocupacdo em usar materiais novos, e ndo reciclados, e em controlar a origem

dos materiais adquiridos a partir de critérios de qualidade testados dentro do laboratorio.

Em razdo deste cenario, e com a experiéncia acumulada, foi feito um esforgo adicional
com ajustes metodoldgicos no presente estudo, de modo a permitir mais seguranca na
interpretacdo do reduzido numero de grdos observados nas laminas analisadas para o

sambaqui de Cabecuda.

Ao ser constatado que a contaminacdo era presente e os cuidados em seu controle
eram insuficientes, restando sempre uma contaminacdo minima foi necessério, portanto,
assumir a mesma como “ruido de fundo” e tratar sua eliminagao a partir do estabelecimento
de um critério de minimo de granulos acima do qual passariamos a aceitar o resultado como

expressdo da presenca de amido no material arqueoldgico.

Devido a variedade de granulos de amido encontrados nas laminas de controle, ndo foi
possivel descartar a contamina¢do com base apenas nos tipos de granulos encontrados nas

mesmas.

Assim sendo, a pequena quantidade de granulos encontrados na grande maioria das
laminas das amostras arqueoldgicas, levou a propor que os granulos de amido encontrados
seriam provenientes de uma possivel contaminacdo do laboratério, e ndo dos calculos

dentarios dos individuos do sambaqui.

Apesar de ter sido feito o possivel para evitar contaminacdo durante o processamento
dos dois grupos de amostras de calculos dentarios, a persisténcia de contaminacdo passou a
exigir explicaces. Nesse sentido foi possivel verificar que algumas praticas descontinuadas
podem explicar a persisténcia no ambiente de residuos de amido. Uma delas foi o uso
alternado por outros, de luvas com p6 e sem po no laboratério, ja que o fornecimento do

material é irregular.

Outro aspecto & que em determinado momento este contaminante pode estar ainda em

suspensdo no ar, contaminando as amostras processadas, mesmo que de maneira menos
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perceptivel. Se as luvas de vinil sem po6 forem fabricadas no mesmo ambiente que as luvas
com po, elas carreardo alguma contaminagdo, o que foi observado em testes iniciais durante
este estudo. Devido a suas caracteristicas os granulos de amido podem ficar suspensos em ar
por longo tempo, o que favorece a contaminacdo seja na fabrica, seja no laboratorio. O
mesmo acontece com as laminas e laminulas que também podem vir contaminadas de fabrica.
Foi testado o procedimento de lavagem destas laminas com detergente Extran, a fim de deixéa-
las o mais livre possivel de qualquer contaminante, mas mesmo refinando-se o processo de
lavagem das laminas houve contaminacdo nos testes. Por outro lado, a falta de presséo
positiva e de isolamento dos ambientes de laboratério em relagdo aos ambientes externos
torna quase impossivel manter a estabilidade da descontaminacdo dentro dos laboratérios

disponibilizados para este estudo.

Finalmente, outro importante aspecto modificado nesta dissertacdo foi a utilizacdo de
montagens para microscopia muito mais concentradas do que as preconizadas nos protocolos
utilizados como base para a metodologia deste trabalho. Esta decisdo deveu-se a intencao
inicial de realizar também a microscopia de varredura nos microvestigios encontrados.

Entretanto, esta outra forma de documentar o amido ndo p6de ser realizada.

Um desafio da preparacdo de material menos diluido era a dificuldade de observacdo e
identificacéo pelo risco de mascaramento dos microvestigios. Os testes feitos anteriormente a
preparacdo do material a ser estudado mostraram que seria possivel, sem prejuizo das

analises.

A aplicacdo desta variacdo da metodologia tornou possivel o exame da totalidade do
material processado, o que teve efeito ndo planejado, ou seja, o reforco da interpretagdo de
serem as observacGes fruto apenas da contaminacdo, ja que a quantidade esperada de amido
residual de dieta nos calculos, em especial considerando a concentracdo na preparacdo das
amostras, deveria ser muito superior aos observados nos controles. Isto permitiu confirmar a
utilidade dos limites de “ruido” empregados e a hipotese de auséncia de amido (ou sua
presenca em niveis despreziveis) nas amostras de Cabecuda, na direcdo do proposto por
Souza (1995).

Com a variagdo da metodologia observamos duas séries de amostras com dilui¢cGes
diferentes. Comparando grosseiramente a quantidade de granulos de amido encontrados, na
segunda série (mais concentrada, totalizando toda a amostra) esta quantidade parece ser

ligeiramente maior do que a quantidade de granulos encontrados na primeira série (diluida,
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apresentando somente parte da amostra total). Tal evento é compativel com o esperado, mas
também sugere que as amostras ndo tenham sido contaminadas durante a montagem de
laminas, visto que, considerando os granulos como contaminacdo, se esta tivesse ocorrido
durante as montagens, provavelmente ndo haveria essa flutuacdo. Corroborando com essa
sugestdo, observamos dois calculos de dentes diferentes, do mesmo individuo, onde um deles
foi preparado com uma maior concentragdo e outro com uma menor. O célculo com
preparacdo concentrada apresenta maior quantidade de amido do que as laminas preparadas

com uma menor concentragéo.

6.2. A AUSENCIA DE AMIDO IDENTIFICAVEL E SEU SIGNIFICADO PARA A
SAUDE BUCAL NO CABECUDA

A quantidade de granulos de amido acima do limite admitido como contaminacdo ou
“ruido”, encontrada nos exemplares de calculo dentario dos individuos sepultados no
sambaqui de Cabecuda, foi extremamente baixa, principalmente se comparada a contagem de
amido em trabalhos com outras séries de sambaquis processadas por metodologia semelhante.
Wesolowski (2007), por exemplo, encontra em 53 amostras analisadas um total de 555
granulos de amido, enquanto Boyadjian (2012) em 19 amostras encontra 90 granulos de
amido. Nestes dois trabalhos, as médias de grdos por lamina ficam em torno de 10 e 5,
respectivamente, devendo-se observar que em ambos os casos as laminas foram preparadas
com diluicdo superior aquela empregada no presente trabalho, o que sugere que se fossem
preparadas com igual concentracdo muito provavelmente apresentariam contagens muito mais

altas de amido.

Mesmo que quiséssemos considerar a hipGtese remota de que o amido encontrado nas
amostras fosse originario da alimentacdo do grupo do sambaqui, ainda assim os valores
extremamente baixos deste amido levariam a interpretar sua dieta como muito pobre em
alimentos com reserva de amido importante, como tubérculos por exemplo. Muito embora
este estudo ndo permita excluir completamente o consumo de amido por aquela populacdo, é
certo que um baixo consumo de alimentos amilaceos ajudaria a explicar o baixo indice de
carie encontrado nas séries esqueléticas do sambaqui de Cabeguda por Salles Cunha na
década de 60 e por Rodrigues-Carvalho (1997).
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Até o atual momento, ndo ha resultados de reconstituicdo de dieta vegetal para estes
povos, e ndo devemos excluir completamente co-fatores tais como a resisténcia natural dos
dentes (SALLES CUNHA, 1963b), ou os efeitos da dieta propostos por (ARAUJO, 1970)
pela alta ingestdo de célcio e vitaminas A e D, devido a sua subsisténcia adaptada a ambientes
costeiros. Estudos mais recentes de paleobotanica feitos a partir de coletas em escavacdes na
base do sitio arqueoldgico de Cabecuda (dissertacdo em andamento no Museu Nacional)

poderdo acrescentar novos dados a esta discussao.

Outra proposta interpretativa discutida para este sitio em especial foi a de que
bactérias do tipo Vibrio provenientes do meio aquatico salino, pudessem condicionar um
ambiente peculiar e menos cariogénico na boca. A presenca de tais conponentes nos biofilmes
foi relatada no ambiente bucal por Gibbons e Van Houte, (1975); Rosebury, (1952); Loesche
et al. (1985), incluindo Vibrio Parahaemolyticus, Vibrio vunificus e outros (BRAUDE;
DAVIES; FIERER, 1986). Baseado no estilo de vida, dieta e ambiente em que habitavam os
individuos do sambaqui de Cabeguda, Mendonca de Souza (1995) propbs que uma possivel
presenca de bactérias deste tipo faria com que estas agissem como agentes modificadores da
cariogénese, ja que variacbes na microbiota oral poderiam modular a atuacdo dos
microorganismos. Seguindo esta hipotese, Pessanha (2015) estudou os mesmo célculos
dentérios do sambaqui de Cabeguda utilizados no presente trabalho, a procura de bactérias do
tipo vibrides. O resultado da analise dos célculos com base em microscopia de varredura
identificou diferentes morfologias nos biofilmes dentarios, mas ndo permitiu confirmar a
presenca predominante de vibrides, j& que em apenas poucas imagens sua morfologia foi
sugestiva. Entretanto, sua presenca aparentemente pouco expressiva no biofilme dos calculos,
ndo excluiria sua presenca determinante no ambiente da boca, ja que Santos (1978) propde
que as bactérias do tipo vibries teriam tendéncia a localizar-se preferencialmente nos sulcos
gengivais. A literatura sugere que estas bactérias poderiam interferir, pela sua proximidade,
no crescimento da placa bacteriana. Desta forma, dois fatores aparentemente poderiam estar
colaborando para a reducédo da populagdo de microorganismos cariogénicos na boca daqueles
individuos: a dieta pobre em carboidratos e a modulacdo causada pela presenga dos vibrides

na ecologia da boca.

O ambiente em que estes grupos viviam, ao qual haviam se adaptado com uma
economia de pesca e coleta costeiras, por sua vez, também contribuia com uma alta ingestao
de proteina. Sabe-se que a ingestdo de proteina, principalmente em grande quantidade,

colabora para deixar o ambiente bucal mais alcalino, o que além de dificultar que as bactérias
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acidifiguem o ambiente contribuindo para a desmineralizacdo do esmalte dentario, favorece a
rdpida mineralizacdo da placa dentéria, formando os célculos e inibindo as bactérias de

atuarem no biofilme.

Os resultados deste estudo, apontando para a quase auséncia de amido nos calculos
dentérios, tornam possivel confirmar que a dieta deve ter colaborado com o baixo de indice de
carie deste sitio. Uma vez que ndo s6 os aglcares, mas também os carboidratos da dieta séo
fatores ligados ao aparecimento da carie dental, um baixo consumo do mesmo reforca
inegavelmente a explicacdo para tal indice, j& que os carboidratos funcionam como
combustivel para a cariogénese, através da fermentacdo e liberacdo de &cidos que

desmineralizam o esmalte dentario abrindo a formacéo de cérie.

Assim, é possivel propor que o indice de carie descrito para os individuos sepultados
neste sitio possa ser resultado da juncdo de ao menos trés fatores. Os vibrides poderiam
modular a atuacdo das bactérias cariogénicas, diminuindo sua atividade no biofilme; o baixo
consumo de carboidrato acarretaria em pouco substratro a ser fermentado pelas bactérias; e o
alto consumo de proteina, além de fazer com que o ambiente bucal permanecesse
alcalinizado, ajudaria a assegurar a constituicdo dos tecidos dentarios, conferindo mais

resisténcia e salde aos dentes.

55



7. CONCLUSOES

O achado de granulos de amido nos célculos dentarios estudados foi interpretado como
originado da contaminacdo por amido atual durante o processamento. Este amido
provavelmente estava disperso no ambiente do laboratorio, ainda que em quantidade minima.

Considerando que apenas duas laminas apresentaram poucos granulos de amido acima
do limite adotado como paradmetro para a interpretacdo, e portanto poderiam ser provenientes
dos célculos dentarios, considerou-se como resultado final que praticamente inexiste amido
nos calculos dentérios dos 25 individuos estudados para o sambaqui de Cabeguda.

O resultado aponta para um baixo consumo de carboidratos pelos grupos estudados, o
que esta coerente com os resultados de estudos dos dentes apresentados na literatura, ou seja,
com a auséncia de carie nos dentes destes individuos.

O resultado do estudo do microfilme nos mesmos calculos dentarios, feito
anteriormente, embora ndo confirmando a presenca dos vibrides de agua salina, ja sugere que
uma modificacdo da ecologia do ambiente bucal, principalmente associada ao alto consumo
de proteinas, poderia reduzir a atividade cariogénica.

Com o presente resultado conclui-se, portanto, que havendo também baixo consumo
de carboidratos seria ainda menos provavel o desenvolvimento de céries naqueles individuos.

Finalmente, como desdobramento das adaptacGes na técnica empregada, concluimos
que é possivel, sem prejuizo da qualidade e da confiabilidade da leitura, fazer montagens de
laminas com maior concentracdo de material proveniente da dissolucdo dos calculos, sendo

essa forma de preparag@o conveniente como demonstrado no presente caso.
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