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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Ludmila Lima Gurjao

A Paleoparasitologia, o estudo de parasitos encontrados em materiais
arqueologicos, foi criada como ramo da Parasitologia com o objetivo principal de
estudar a origem e evolucao de infec¢cbes parasitarias. lgualmente, a Paleogenética
tendo como fonte de estudo o DNA antigo, tem fornecido informacé&o genética ndo so
do parasito, mas também do hospedeiro, da dieta e do ambiente. Estudos
paleoparasitolégicos em populacdes ancestrais tém contribuido com o conhecimento
da origem, introducéo e dispersao dos parasitos, assim como das migracdes de seus
hospedeiros humanos. O sitio arqueoldgico pré-colombiano Gruta do Gentio Il (GGII)
(12,000 — 410 A.P.) possui vestigios de sepultamentos humanos, restos alimentares
e artefatos culturais como ceramicas. Coprdélitos (fezes fossilizadas e dessecadas),
foram encontrados distribuidos nas diversas camadas estratigraficas dos 16 setores
escavados. Neste estudo, coprélitos (n=80) de diferentes morfologias e morfometrias
foram submetidos a um sistema de classificacdo de coprdlitos segundo Jouy-Avantin
e colaboradores (2003). As amostras foram analisadas para a identificacdo da origem
animal e de presenca de parasitos gastrointestinais, com o objetivo de entender sobre
o panorama de infe¢cBes parasitarias por helmintos e a paleoecologia do sitio
arqueoldgico. As amostras foram reidratadas e submetidas a analise
paleoparasitolégica por microscopia de luz, analise paleogenética por PCR e
sequenciamento nucleotidico para a determinacao da origem animal ou humana dos
coprolitos. Foram identificados 669 fragmentos de coprélitos em 11 estratos, com 4
volumes distintos e 10 padrdes de coloragdo. A analise paleoparasitologica
demonstrou a presenca de 5 taxons de parasitos: Capillariidae, Trichostrongylus sp.,
Ancylostomatidae, Echinostoma sp. e Spirometra sp. Os resultados paleogenéticos
permitiram a identificacdo de coprolitos de diversos animais silvestres como onca
pintada, jaguatirica, gamba de orelha branca e cuica. Os graficos de integracdo dos
dados da paleoparasitologia e paleogenética no contexto arqueolégico, sao discutidos
para propor um cenario paleoecologico da infeccéo no sitio GGII. O estudo contribui
para um maior entendimento da dindmica das infec¢des parasitarias no periodo pré-
colombiano do Brasil.
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ABSTRACT

MASTER DISOERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Ludmila Lima Gurjao

Paleoparasitology, the study of parasite findings in archeological materials, was
created as a branch of parasitology, with the principal goal of studying the origin and
evolution of parasitic infections. Equally, paleogenetics has focus in study of ancient
DNA, providing genetic information of parasites, hosts, diet and the environment.
Paleoparasitological studies in ancient population are contributing with the origin,
introduction and dispersion of parasites, as well as migrations of the human host. In
the pre-Columbian archeological site Gruta do Gentio Il (GGII) (12.000-410 A.P.)
elements of human burials, food remains and cultural artefacts as pottery were found.
Coprolites (fossilized or desiccated feces), where found distributed in several
stratigraphical layers of 16 sectors in GGII. In this study, coprolites (n=80) with different
morphometries and morphologies were submitted to a classification system of
coprolites proposed by Jouy-Avantin and collaborators (2003). The samples were
analyzed for the identification of animal origin and the presence of gastrointestinal
parasites, with the intent to understand about the panorama of helminth parasitic
infections and the paleoecology, the study of GGl site ecosystems, in the past. The
samples were rehydrated and submitted to paleoparasitological analyses through light
microscopy. Paleogenetic analyses were conducted by PCR and nucleotide
sequencing for origin determination. Were identified 669 coprolites fragments in 11
layers, with 4 types of volume and 10 patterns of color. The paleoparasitological
analyses showed the presence of 4 parasites taxon of Capillariidae, Trichostrongylus
sp., Ancylostomatidae, Echinostoma sp. and Spirometra sp. The paleogenetic result
allowed the identification of diverse animal coprolites, as jaguar, ocelot, white-ear
opossum and gray four-eyed opossum. The graphics of paleoparasitological and
paleogenetic data integration in the archeological context, were discussed to propose
a paleoecological scenario of infection in GGI| site. The study contributed to a major
knowledge about parasitic infection dynamics in the pre-Columbian period of Brazil.
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1  INTRODUCAO

11 A Paleoparasitologia

A Paleoparasitologia, segundo Ferreira, Reinhard e Aradjo (1), se estruturou e
cresceu na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), apesar de pesquisadores ja
analisarem parasitos em materiais arqueologicos desde o principio do século XX.
Considerado o precursor da paleopatologia, Sir Marc Armand Ruffer, descreveu em
1909, ovos calcificados de Schistosoma haematobium em rins de mumias datadas em
5,200 A.P. (Antes do Presente) (2).

A Paleoparasitologia, foi criada como uma nova linha de pesquisa para
recuperar e tracar a origem e evolucao das infeccfes parasitarias, por meio da analise
de remanescentes arqueoldgicos e paleontoldgicos (3). E considerada como um ramo
da Parasitologia e da Paleopatologia. Segundo Araujo e colaboradores (4), na
Parasitologia, assume o0 conceito amplo de parasito que inclui virus, bactérias,
protozoarios, helmintos e outros organismos com nicho ecolégico em umhospedeiro.
A Paleopatologia, disciplina que investiga a saude das populacées do passado, tem
como objeto o estudo de evidéncias primarias depois da morte, como 0sso0s, tecidos
calcificados, corpos preservados, mumias e coprolitos (4,5).

O estudos relacionado a coprolitos se inicia no século XIX (6). Informacgdes
biomoleculares importantes como o DNA, recuperadas via componentes da dieta e
tecidos moles de individuos mumificados, auxiliam na recuperacdo de dados
paleoecolégicos, palinolégicos e de interagdo entre organismos. A preservagdo do
material acontece por meio de uma completa ou parcial inibicdo de processos de
decomposicdo do material organico, que abrange alteracbes ambientais de
oxigenagao, temperatura e/ou pH (7).

Szidat (8) e Pizzi e Schenone (9), foram os primeiros a pesquisar ovos de
parasitos em coprélitos nos anos de 1944 e 1954, respectivamente. Posteriormente,
técnicas da Parasitologia, como a sedimentacdo espontanea segundo Lutz, foram
aplicadas as analises morfolégica, morfométrica, quimica e de microvestigios em
coprolitos. Os achados de ovos de parasitos em material arqueoldgico, contribuem
para um melhor entendimento sobre as infec¢cdes parasitarias no passado (10,11).
Coprdlitos recuperados de escavacdes arqueoldgicas e latrinas tém proporcionado a

observacdo de uma grande diversidade de ovos de helmintos preservados,
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microvestigios e fitdlitos, que podem ser componentes de dieta, fonte para estudos
paleoparasitologicos. A boa preservacdo do material arqueologico, dependera de
condi¢cbes climaticas apropriadas, como alta temperatura e baixa acidez no solo.
Porém, regibes com alta concentracdo de oxigénio atmosférico e de clima umido,
também possuem potencial para investigacfes paleoparasitoldgicas (12).

Os chamados geohelmintos, sdo parasitos que tém uma fase do ciclo de vida
obrigatério no solo, onde as larvas eclodem e atingem o estagio infectante em
condicbes ambientais como temperaturas entre 17-30°C e alta umidade (13). A
presenca de geohelmintos nas populacdes pré-colombianas da América, é
considerada uma evidéncia de rotas alternativas de povoamento a via pelo estreito de
Bering. A tenacidade dos ovos destes helmintos € diretamente proporcional a
capacidade de resisténcia aos fatores climaticos do meio ambiente. O
desenvolvimento da larva, depende de solos mornos, imidos e sombreados, além do
que, nao existem registros pré-historicos de infec¢cbes ocasionadas por
ancilostomideos e tricurideos nas regides articas da Ameérica do Norte (1,14).

No parasitismo, é importante compreender a fisiologia do hospedeiro, utilizado
como habitat no ciclo de desenvolvimento do parasito. Fatores como a resposta imune
do hospedeiro, conjuntamente com a bioquimica celular, gerando energia metabdlica,
estdo relacionados a interacdo parasito — hospedeiro (15). O desenvolvimento de
estagios de vida livre de uma larva no meio ambiente depende de temperaturas entre
17°C e 30°C, influenciando na distribui¢éo do parasito. Por exemplo, as duas espécies
de ancilostomideos que infectam o homem, possuem distintas tolerancias ao
ambiente, o Ancylostoma duodenale possui uma taxa de eclosao larvar de 90% a uma
temperatura entre 15°-25°C, enquanto Necator americanus, de 20°-35°C. Assim como
larvas de Ascaris lumbricodes e Trichuris trichiura, estes s6 conseguem atingir seu
estagio infectante em um ambiente de solo especifico, com baixa umidade e
temperatura superior a 20°C (16).

Infeccdes zoondticas parasitarias, podem ser transmitidas por meio de fases
infectantes de parasitos presentes no meio ambiente, como larvas, esporos de fungos
e cistos de protozoarios. Estagios de desenvolvimento infectante, podem ser
transmitidos via 4gua e alimentos contaminados com fezes contendo parasitos.
Juntamente, a pratica do consumo de vegetais e carnes cruas ou pouco cozidas, pode
aumentar o risco de transmissodes relacionados a alimentacao (17). Estudos sobre a
dieta de populacbes do paleolitico, relatam que em altas latitudes, o consumo de

carnes de caca, principalmente herbivoros, era constante. Em baixas latitudes, o
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maior consumo era de vegetais e animais de pequeno porte, incluindo peixes. De um
modo geral, frutas e vegetais eram consumidos quando disponiveis (18,19).

Com o advento da agricultura, o aumento de alimentos cultivaveis comecou a
se tornar expressivo. No Velho Mundo, trigo e arroz, juntamente com outros cereais,
possibilitaram o crescimento da populacdo e da energia utilizada. A transicado entre
populacdes cacadoras coletoras e agricultoras, ocasionou uma diminuicdo da
robustez e tamanho dos corpos humanos, enquanto marcadores de estresse
nutricional, como a hiperosteose poroética, alteracdo na constituicdo Ossea de
principalmente regides do cranio, aumentaram (20). O comércio de carnes também
cresceu, principalmente na metade do século XIX, o que proporcionou um maior
consumo de gordura animal (21).

Os primeiros indicios da origem da agricultura no Novo Mundo apareceram no
neolitico, entre 9.000 e 4.000 A.P. nas redondezas do México, grupos cacadores-
coletores comecgaram a se unir na estacado Umida para praticar a colheita da pimenta
e do abacate. Apesar destes grupos ainda apresentarem um carater ndmade na baixa
estacao, a populacdo se organizou em vilarejos que dependiam muito mais da colheita
de alimentos, agora mais diversos, com a presenca de milho, abébora e abobrinha.
Somente ha 3.500 A.P. que a agricultura comecou a de fato se estabelecer na
Ameérica, com o cultivo de uma maior variedade de leguminosas e raizes tuberosas
como a mandioca. A maior disponibilidade de alimentos passou a suprir as
necessidades cal6ricas e nutricionais da populagdo humana, e juntamente com a
presenca do algoddo que possuia uma propriedade téxtil, a agricultura se tornou
exclusiva e predominante (22).

Com o objetivo de entender mais sobre o cenério social e ecolégico de doengas
emergentes desde o paleolitico até a revolucao industrial, Barret e colaboradores (23),
propuseram uma nova teoria para explicar o advento da agricultura entre as
populacdes humanas, com base na teoria inicial de Omran em 1971 (24). A primeira
transicao foi relacionada de cagador-coletor para um estilo de vida sedentario, em que
a producdo de alimento era priorizada. A segunda, com a revolugao industrial do
século XIX e a terceira com a reemergéncia de doengas infecciosas (23).

A capacidade de adaptagdo do homem a varios ambientes o possibilitou de ser
encontrado em diversos nichos ecolégicos. Como exemplo, a aquisicdo de parasitos
de origem animal, aconteceu por meio da adaptacéo gastronémica a novas e distintas
faunas. A presenca de novos parasitos, estd comumente relacionada ao aumento das

praticas agricolas, domesticacdo de animais e acumulo de dejetos (25).
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No Novo Mundo, nativos americanos se expuseram a uma grande variedade
de parasitos zoonoticos, por meio do grande contato com animais silvestres. A maioria
das espécies parasitarias encontradas em sitios arqueoldgicos da América, sdo de
potencial zoonotico (23,25). Ainda, segundo Reinhard e colaboradores (25), a pratica
alimenticia de carnes malcozidas e ingestdo de pequenos animais, permaneceu
mesmo depois do advento da agricultura na América do Norte, onde 80% dos sitios
arqueoldgicos pré-agricolas e 50% dos sitios arqueologicos pds-agricolas, mostraram
fragmentos de 0ssos de pequenos animais, expondo 0os humanos a infecgdes diretas
e indiretas. Diferente do Velho Mundo, onde as infec¢des parasitarias comecaram a
aumentar a partir da domesticacéo de animais e aglomeracéo populacional (25).

Durante o periodo das grandes navegacdes, iniciado no século XV, europeus
trouxeram para indigenas americanos, virus e bactérias localizados no Velho Mundo
(26). No fim do século XIX, a parasitologia e as migracbes humanas pelo globo, ja
despertavam o interesse de pesquisadores, 0 que coopera para a teoria de vias
alternativas migratérias para o povoamento das Américas. Achados
paleoparasitolégicos, mudaram as concepcgdes previamente aceitas sobre a origem
de infec¢des no Novo Mundo (27).

O Estreito de Bering, era considerado a Unica rota de entrada do homem e seus
parasitos nas Américas. Araljo e colaboradores (1), propdem que 0s parasitos
humanos adquiridos pela via filogenética, via que relata a origem de parasitos
humanos por meio da hereditariedade com outras espécies de primatas (28) ao longo
da evolucdo de hospedeiros filogeneticamente proximos ao homem, tém
acompanhado as migracbes humanas pelo planeta. Entretanto, a presenca de
ancilostomideos, T. trichiura e Strongyloides stercoralis em coprolitos humanos de
sitios americanos pré-colombianos, ndo pode ser facilmente justificada pela
passagem no Estreito de Bering, ja que o ciclo biologico destes parasitos nao se

sustentaria nas temperaturas extremamente baixas da Beringia (3,14,29).
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1.2 A Paleogenética

A paleogenética tem como fonte de estudo o DNA antigo (aDNA), contribuindo
com informacéo genética ndo s6 do parasito, como também do hospedeiro, da dieta
e do entorno ambiental (30). Resultados paleogenéticos de parasitos e de seus
hospedeiros humanos, tém contribuido com o entendimento da origem e a
epidemiologia de infec¢Bes que acometeram populagBes em periodos passados (30—
32).

Era assumido que em circunstancias naturais, o DNA degradaria rapidamente
logo ap6s a morte e sO seria preservado em condicdes excepcionais, como em
mumias e materiais conservados em permafrost, camada geoldgica composta de
terra, rocha e gelo. Com o advento de técnicas moleculares como a PCR (Polymerase
Chain Reaction), diversos estudos em materiais de tecidos duros como 0SSOs e
dentes, demonstraram nao existir uma datacdo limite predeterminada para a
recuperacdo do aDNA. O termo aDNA (ancient DNA), que designa fragmentos de DNA
encontrados em material biolégico fossilizado e preservado, € relevante para o estudo
de diversas disciplinas como argueologia, ciéncia forense, paleontologia, genética de
populacdes, taxonomia e zoologia (33).

Uma das primeiras recuperacées de aDNA em material arqueoldgico, foi
proveniente de uma espécie de zebra extinta ha 150 anos, conservada em acervo
museologico (34). Paabo (35), demonstrou a clonagem de 3400 pares de bases
recuperados de uma mumia egipcia datada em 4.550 A.P. Nao s6 a PCR, mas
diversas técnicas como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), IFA
(Imunofluorescéncia), MET (Microscopia Eletronica de Transmisséo), e MEV
(Microscopia Eletrdnica de Varredura), foram empregadas para recuperar informacoes
sobre populagdes do passado e seus parasitos (36,37).

Para que estas técnicas sejam empregadas, € necessario que o material esteja
viavel para analise. Condic¢des e tempo de preservacao depois da escavacao e coleta,
sdo primordiais para preservar o aDNA e evitar deterioragdo. Apds a coleta, €
necessaria a preservagao imediata do material. O uso de EPI's (Equipamentos de
Protecdo Individual) para cada material & utilizado com o objetivo de evitar
contaminagcdo entre amostras ou com DNA moderno. A amostra arqueoldgica deve
ser manipulada com materiais e ferramentas estéreis, protegida da luz e mantida em

baixas temperaturas (37,38).
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A abordagem de cddigos de barras de DNA ou “Barcoding DNA”, aplica
marcadores genéticos com o objetivo de descriminar e identificar espécies biolégicas
como plantas, fungos e animais. Dentre as contribuicdes desta abordagem, podem-
se citar: Avancos na tecnologia biomédica com o reconhecimento de parasitos e
vetores, na area ambiental, com deteccdo de espécies em perigo de extincdo e na
agricultura, permitindo uma maior eficiéncia no controle de pestes (39). Os dados
gerados via Barcoding DNA, sdo corroborados com resultados apresentados por
taxonomistas na descricdo de novas espécies e estudos de estagios evolutivos de um
mesmo organismo. Assim como a identificacdo de clados, relagbes evolutivas e
reconstrucdo de arvores filogenéticas que auxiliam na descriminacdo de espécies
cripticas (39).

Apesar da dificuldade de se recuperar curtos fragmentos de DNA com um
namero reduzido de copias, os estudos de aDNA, proporcionam novos dados sobre
aspectos paleoecolégicos do passado, com informacbes sobre paleofauna,
microbiomas orais ancestrais, paleodietas e paleoambientes (40). Juntamente com
identificacdo de parasitos e hospedeiros em diversos materiais, incluindo coprolitos
(41-43).

O fenbmeno parasitismo surgiu desde o inicio da vida na Terra. Nao ha
organismo que nao seja parasitado, portanto, existe uma grande diversidade de
parasitos que sob a influéncia de processos evolutivos, resultaram nas espécies que
parasitam os hospedeiros atuais (44). Estudos filogenéticos, mostraram associacdes
persistentes entre espécies de parasitos e hospedeiros com padrdes de coevolugao.
Andlises paleoparasitolégicas, demonstram a presenca de parasitos em material
arqueolégico e paleontoldgico, o que contribuiu para estabelecer relacdes
filogenéticas dos parasitos e situar temporalmente o inicio das relagbes parasito-
hospedeiro (45).

Recentemente, com a aplicacao das técnicas da fronteira do conhecimento em
paleogenética, novas evidéncias de contatos transpacificos pré-colombianos foram
encontradas. Moreno-Mayar e coautores (46) descreveram um possivel evento de
mistura genética entre nativos da América e a populacdo Rapa Nui. Os cientistas
reportaram informacao genética de Nativos Americanos por meio de analise genética
de marcadores de 27 nativos de Rapa Nui. O estudo estabelece um contato
transpacifico entre 1280-1425 Anno Domini (A.D.), muito antes da data em que a
Europa acreditava ter encontrado a ilha, por volta de 1722 A.D. Da mesma maneira,

a analise de genomas completos de dois indigenas Botocudos do Brasil, demostrou
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informacao genética de individuos polinésios, situando um contato transpacifico muito
antes do que a histéria reporta (47).

IRiguez e colaboradores (42) recuperaram aDNA de Enterobius vermicularis em
coprolitos humanos de populacdes pré-colombianas das Américas, 0 oxilro possui
uma longa historia evolutiva com o0 homem. Uma linhagem do parasito detectada num
sitio Unico da costa de Chile, diferente a encontrada nos outros sitios arqueologicos
da América do Norte e do Sul, assim como nas populacfes atuais, reascendeu a

hipotese de um evento de introducao alternativa do parasito nas Américas (31).

1.3 O Sitio Arqueoldgico Gruta do Gentio |l

O sitio arqueoldgico Gruta do Gentio Il (GGII), foi identificado em 1973 pela
equipe do Instituto de Arqueologia Brasileira (IAB) como parte do Programa Nacional
de Pesquisas Arqueolégicas (PRONAPA), quando este abrangeu os municipios de
Unai e Paracatu. O sitio GGIl est& localizado dentro da fazenda Vargem Bonita no
municipio de Unai, MG e € associado a um paredao de calcéario de 2,5km de altura. A
area interna apresenta 200m2 com abrigos e pequenas grutas, caracterizadas pela
presenca de diversos vestigios humanos, vegetais e animais. Os sucessivos

desmoronamentos ao longo dos anos, acumularam rochas no saldo principal, que nao

dispunha de um espac¢o muito amplo para a permanéncia de animais (48).

o :{ "' .

Figura 1: Imagem do Interior do Sitio Arqueoldgico GG Il durante as escavac¢des em 1976. Fonte: Sene,
2007.
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Segundo Sene (48), houveram quatro expedi¢cdes de escavacgdo no sitio, em
1976, 1977, 1984 e 1987, com a sondagem inicial em 1973. O sitio € constituido por
dois horizontes de subsisténcia bem definidos, o de cacador—coletor (12.000 a 7.295
+/- 150 A.P.), com vestigios liticos e restos alimentares, e o horticultor (3.490 +/- 120
a410 +/- 60 A.P.), mais recente, associado a uma ocupacao de ceramistas onde foram
encontrados os exemplares arqueolégicos mais antigos da tradicdo ceramista Una.
No total, 140m2 do sitio foi decapado, e os estratos escavados subdivididos em quatro
camadas principais:

IV - A mais antiga, datada em 10.190 +/- 120 A.P. Representa o horizonte
cacador-coletor mais profundo, com coloragdo marrom escura e espessura de 10 cm.

Il - Camada intermediéria, ainda representativa do horizonte cagcador— coletor,
com datacao entre 8.595 +/- 215 e 9.040 +/- 70 A.P., possui coloracdo avermelhada e
vestigios de carvao.

Il - Camada mais recente representante do horizonte cacador—coletor,também
possui coloracao avermelhada. A regido superior representa uma regiao de abandono,
possui quatro datacfes distintas entre 7.295 +/- 150 e 8.125 +/- 120 A.P., as demais
datacBes sao superiores a 8 mil anos.

| Inferior — Primeira por¢cdo da camada mais recente, associada ao horizonte
horticultor. Possui desmoronamentos pontuais e grande quantidade de vestigios
culturais, com datacao de 3.490 +/- 120 A.P.

| Superior — Segunda porcdo do horizonte horticultor, possui coloragao
acinzentada e 30 cm maximo de espessura, com grande quantidade de vestigios
culturais. Datacdes entre 1.820 +/- 75 e 410 +/- 60 A.P.

Entre os dois horizontes de subsisténcia, durante um intervalo de 3.500 anos,
o sitio sofreu um periodo de abandono, caracterizado pela auséncia de vestigios
humanos e carvao. Adicionalmente, pinturas rupestres foram observadas no interior,
com figuras antropomorfas, zoomorfas e geométricas. Dos sitios arqueoldgicos do
municipio de Unai, GGl foi o Unico sitio que apresentou gravuras, mesmo simples,
esquematicas, com tracos finos paralelos ou entrecruzados. Dentre as pinturas
identificadas, cervideos, felinos, lagartos, aves e outros animais diversos foram
descritos, distribuidos nas poucas composi¢des. Gotas de tinta nos solos escavados
foram identificadas em estratos arqueoldgicos abaixo de camadas com datagbes
superiores a 10 mil anos (Comunicacéo Pessoal Dr. Paulo Seda) (49,50).

Nem todas as camadas ocorrem na extensao total do sitio. De forma geral, o

espaco se apresenta em relevos horizontais ou bastante inclinadas, com presenca de
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blocos de calcario e perturbagdes ambientais que podem estar relacionadas aos
enterramentos. As camadas estdo distribuidas de forma heterogénea em toda
extensdo da gruta, com ocorréncia de maiores ou menores quantidades de camadas

em cada setor (49).
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Figura 2: Imagem de um corte transversal da disposi¢cdo das camadas inseridas nos setores NA1, NA2,
NA3 e NA4. Fonte: Arquivo IAB.

Segundo Costa (51), estudos de registros liticos do sitio arqueoldgico,
detectaram a presenca de rochas como o silex, que possuem potencial para a
confeccdo de armas brancas e faiscas. A escolha da matéria prima acompanhou o
desenvolvimento da GGIl, com uma mudan¢a na abundancia e qualidade de
compostos liticos durante os dois horizontes culturais. Testes de atividade magnéticas
por meio de um sensor magnético sensivel chamado SQUID (Superconducting
Quantum Interference Devices), foram realizados com o0 objetivo de entender a
constituicdo das amostras. Foi possivel observar que certas rochas tinham passado
pelo processo de tratamento térmico, que inclui a exposicdo a altas temperaturas
antes do lascamento do material (51).

Durantes as expedi¢des conduzidas pelo IAB, além de remanescentes 0sseos
de humanos e animais, enterramentos e vestigios alimentares, coprélitos isolados,
sem associacdo arqueologica da possivel origem foram identificados em diversas
camadas estratigraficas. A caverna possui um microclima que propiciou a mumificacédo
natural de corpos, com um grande namero de enterramentos nos dois
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horizontes culturais. O sitio arqueoldgico foi caracterizado como cerimonial e cemitério
(52).

Estudos paleobotanicos também realizados durante as escavacoes,
demonstraram compostos de aproximadamente 14.048 espécies, incluindo abdboras,
amendoins, milhos (bem conservados e em diversos estagios de domesticagao),
tubérculos, gréos, algodéao e diversas outras plantas. Vestigios de cestaria complexas
também foram encontrados nas camadas mais superficiais, junto a plumas, adornos,
conchas e ceramicas simples, condizentes da tradicdo Una (49,53).

A Tradicdo denominada Una, apresenta uma das ceramicas mais antigas do
Brasil, possivelmente originada na Amazonia. Possui quatro fases, a Una localizada
no litoral do Rio de Janeiro, Mucuri e Piumhy encontradas no Cerrado brasileiro, e a
Tangui que € encontrada na serra capixaba. A tradicdo se inicia na GGII, Noroeste de
MG por volta de 3.500 anos A.P., e se expande por todo o Sudeste. Atinge o sul de
MG, o norte de Sao Paulo, a Serra Fluminense, a Baixada de Campos, o litoral do Rio
de Janeiro e, por fim, a serra e o litoral do Espirito Santo (53-55).

Esta Tradigc&o se caracteriza pela técnica de uma morfologia cerdmica peculiar,
assim como, por especificos padrdes de sepultamentos (56). Ocupantes da gruta
eram portadores de uma ceramica pequena, tecnologicamente acabada, submetida a
qgueima redutora, ou seja, realizada sem a presenca de oxigénio (54) e com alguma

decoracao.

Figura 3: Vestigios humanos encontrados durante as escavacdes do Sitio Arqueoldgico Gruta do
Gentio Il. A- Milho, tubérculo e amedoim. B- Cabaca. C- Tecidos D- Colar de dente de macaco. Fonte:
Sene, 2007.
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No sitio GGIl, foram escavados ao todo 95 enterramentos e 176 individuos,
distribuidos entre as camadas dos dois horizontes de subsisténcia. No horizonte
cacador-coletor, o0os remanescentes humanos foram encontrados em 26
enterramentos (n=38 individuos), 7 masculinos, 4 femininos e 27 indeterminados,
incluindo 13 criangas. No horizonte horticultor, foram 69 enterramentos, (n=138
individuos) com uma boa representacao de cada sexo (29 masculinos e 26 femininos)
e 83 indeterminados, a maioria criancas e adolescentes. Ossos de animais de varias
espécies também foram escavados, associados aos enterramentos ou a locais de
fogueira, assim como possiveis restos alimentares de mamiferos da fauna local,

juntamente com peixes e resquicios malacolégicos (53).

1.4 Justificativa

Desde que o sitio arqueoldgico foi objeto de muito estudo, por ser o primeiro e
com mais informacgbes da tradicdo Una, o presente trabalho tem como objetivo
principal aumentar nosso conhecimento acerca da dispersdo das infeccdes
parasitarias, composicao parasitaria da fauna local e identificacdo genética da origem
de coprdlitos, com abordagem de “Barcoding DNA”, utilizada para identificacdo de
diversas espécies de taxons. Os dados genéticos corroboram com estudos
morfolégicos e morfométricos da caracterizacao de coprolitos, ja que apesar de serem
descritivos, ndo proporcionam um resultado especifico sobre origem da amostra
arqueoldgica.

A catalogacdo dos coprolitos para a construcdo de um banco de dados, assim
como dados temporais e espaciais sobre a presenca e distribuicdo de materiais em
varias camadas estratigraficas distintas, contribui com informacbes para a
interpretacdo dos resultados em individuos infectados que, juntamente com as
analises paleoparasitologicas, paleogenéticas e arqueologicas, ajudam a formular
hipoteses sobre a distribuicdo das infec¢bes parasitéarias e seus hospedeiros no
passado.

A integracao da paleoparasitologia e a paleogenética, se apropriando também
do estado da arte da parasitologia, genética e epidemiologia, resulta em um desenho
de um panorama paleoepidemiol6gico mais abrangente e informativo. Esta proposta
almeja investigar as infec¢des parasitarias intestinais em um sitio arqueoldgicos da

tradicdo Una, para obter uma perspectiva diacrénica das infec¢des parasitarias, e
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ainda contribuir com informagdes sobre a dindmica da transmissao dos parasitos e

origem de materiais, como os coprolitos.

2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Estabelecer, com a integracdo da analise Paleoparasitoldgica e Paleogenética,
um panorama das infe¢des parasitarias por helmintos com base na analise de ovos
de parasitos em coprolitos provenientes do sitio arqueoldgico pré-colombiano Gruta
do Gentio Il (12.000 a 410 +/-60 A.P.).

2.2  Objetivos Especificos

1. Aplicar um sistema de classificacdo morfologico de coprélitos para a identificacédo
da origem animal ou humana;

2. Determinar o perfil paleoparasitologico de humanos e animais por meio da técnica
de concentracdo parasitaria de Lutz e microscopia de luz de campo claro;

3. Determinar a origem dos coprolitos pela analise paleogenética por meio da

abordagem de “DNA Barcoding”,

3. MATERIAL & METODOS

3.1 Medidas para a andlise paleogenética

Amostras biologicas de coprolitos, provenientes do sitio arqueologico GGlI
foram analisadas segundo o0s procedimentos paleogenéticos para evitar
contaminacgdo, como descrito por Ifiiguez (37). O material foi analisado no laboratério
de paleogenética (LP/LABTRIP/IOC), geograficamente distante do laboratorio de
processamento de material moderno (BIOMOL/LABTRIP). O mesmo possui um
controle rigido de pessoas e uma antessala para a vestimenta de todos os EPI's
necessarios: jaleco, mascara, pro pé e touca. Seu interior € subdivido em pequenas
salas especificas para a preparacdo e extracdo do material, assim como 0s

procedimentos de PCR.
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O LP é limpo pelos préprios operadores semanalmente. A descontaminagéo de
superficie metalica é feita por meio de alcool 70% e a de superficie ndo metalica por
hipoclorito de sédio a 1%, seguidos pela irradiacdo por luz U.V. durante 15 minutos na
cabine ou na capela a serem utilizadas. Todo o material utilizado (placa de petri, gaze,
funil de decantacéo, célice de vidro e bastéo de vidro), foi previamente esterilizado por
meio de autoclave e irradiado com luz U.V. por 15 minutos. Visando as medidas de
autenticacao de resultados na pesquisa paleogenética, para controlar a contaminacao
do aDNA com DNA moderno e a contaminacdo cruzada, ou mesmo resquicios de
microvestigios associados a superficie, para cada coprolito, foi utilizado um material

especifico e individual (37).

3.2 Coleta

Um total de 80 coprodlitos foram coletados para o presente estudo. A coleta
paleogenética do material arqueolégico foi conduzida pela equipe do LP do LABTRIP,
IOC, no IAB nos meses de novembro de 2016 e fevereiro de 2017. As amostras
permaneceram armazenadas na Paleoteca de remanescentes humanos e animais do
LP, sob a responsabilidade da Dra. Alena M. Iiiiguez, localizado no LABTRIP/IOC.

A coleta paleogenética que € utilizada tanto no sitio arqueolégico como no
acervo museolégico, considera dois aspectos: (A) a preservacdo da amostra
imediatamente apds a escavacao/selecao, em materiais estéreis e inertes, protegidas
da luz e em baixas temperaturas; (B) Evitar ao maximo o contato da amostra com o
operador durante a coleta, onde € essencial que, o arqueblogo ou o geneticista, faca
uso dos equipamentos de protecéo individual (EPIs), jaleco, luvas, toucas, sapatilhas
e mascaras descartaveis, com o proposito de evitar a contaminacdo/perturbagéo do
sitio/acervo, individuos ou amostras (37).

Os coprolitos foram submetidos a trés procedimentos laboratoriais, o registro
morfolégico e morfométrico por meio de uma ficha de dados de classificacdo de
coprdlitos, a analise paleoparasitoldgica utilizando microscopia de luz e a analise

paleogenética, com o objetivo de identificar a proveniéncia das amostras.

3.3 Sistema de classificacdo de coprolitos

Para um registro padronizado e completo sobre todas as informacdes

macroscopicas dos coprolitos, foi construido um banco de dados (Excel 2013)
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seguindo a ficha de dados de classificacdo de coproélitos, proposta por Jouy-Avantin e
colaboradores (57) (Figura 4). Informacdes detalhadas das analises microscopicas
(dieta e identificacdo parasitaria), analise da coloracdo do coprdlito no ambiente e
apos a reidratacdo e analise molecular, juntamente com o registro dos vestigios
encontrados no sitio arqueoldgico, como pegadas e moradia de animais, contidos na
ficha descritiva, foram catalogadas.

A ficha de dados foi dividida em cinco tépicos. O primeiro detalha o registro de
tempo cronoldégico, e informacgdes da localizacdo dos coprdlitos no interior de GGII. O
segundo topico leva em consideracao os diferentes atributos da morfologia externa do
material. O terceiro, detalha a macroanalise descritiva do interior das amostras. O
quarto, considera todas as analises paleogenéticas, paleoparasitoldgicas e outras que
dao suporte a identificacdo da origem dos coprélitos. E o quinto, conclui com a
integracdo de dados que identifica a origem do material.

Adicionalmente, os autores (57) indicam uma ficha de referéncia de atributos a
serem considerados para o preenchimento da ficha de dados de classificacdo de
coprélitos. A exemplo, uma das opcdes da chave descritva é a forma das
extremidades dos coprolitos, que podem ser descritas como: Redondo (RD), Pontudas
(PT) ou Quebrado (QB) (Figura 5).

LOCALIZACAQ

Sitio Nome do Investigador Data

Profundidade Arqueolégica  Setor Data do Estrato (AP):
Coordenadas x,y,z Numero de Identificacéo

DESCRICAQ EXTERNA

Coloracéo Estado de preservacao
Volume Constricdes
Extremidade Espessura (mm)
Comprimento (mm)  Peso (g)
Largura (mm) Inclusdes Modifica¢@o Tafondmica
~ .
Textura Dureza Coloracao
. .
Macrocompostos
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Vegetais

Fauna
Microcompostos

Palinologia

Paleoparasitologia
Biologia Molecular

IDENTIFICACAQ ZOOLOGICA

Figura 4: Ficha de dados de classificagdo de coprélitos. Fonte: Jouy-Avantin e colaboradores (2003),
versdo modificada e traduzida.

Atributos Caracteristicas Abreviacao

Cor Externa do Coprdlito De acordo com o Munsell Soil Chart

Estado de Preservagéo Coprdlito inteiro El
O coprolito pode ser restaurado com x fragmentos Ex
O coprolito consiste em um Gnico isolado F1
O coprolito ndo pode ser restaurado com x fragmentos Fx

Volume Cilindrico Cl
Esférico ES
Conico CoO
Achatado AC
Complexo CX*

Constricdes Anotar o numero de constricdes

Formato das Extremidades Redondo RD
Pontudo PT
Quebrado QB

Comprimento, Altura e Espessura Medida em milimetro

Peso Medida em grama

Modificacdes Tafonbmicas Buracos BR
Vacuolo VA
Fissuras FI
Auséncia AU

Inclusdes Osso oS
Dente DT
Vestigio de insetos VI
Cabelo CB
Pena PN
Conchas CH
Sementes SE
Pedras PD
Carvao Ccv
Vestigio vegetal A%,
Vestigio indeterminado Vi
Auséncia AU

Textura Homogénea HOM
Agregados compactos > 1 AGG
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Agregados compactos < 1 agg

Mistura Homogénea com alguns agregados H/A

Muitos agregados em uma mistura homogénea A/H
Dureza Quebradica QB

Dura DR
Cor Interna do Coprdlito De acordo com o Munsell soil chart

Figura 5: Ficha de referéncia de atributos do sistema de classificagédo de coprdlitos, versdo modificada

e traduzida. * - Modificado para este estudo (de Indeterminado para Complexo).

Como critérios de selecdo, o fragmento de maior representatividade foi
escolhido segundo: (1) Maior peso (2) Maior tamanho. Posteriormente a similaridade
guanto a morfologia e morfometria descritos por Chame e colaboradores (58) foram
levados em consideragdo. Este estudo € uma checklist morfométrica e descritiva de

fezes de mamiferos terrestres.

0 i o B

Tayassu tajacu Dasypus Alouatia caraya Tamandua tetradactyla

- novemcincius
Y~ -1
Oryzomys
subflavus Kerodon rupestris

l‘ -
L 8~ Mazama gouazoubira
»

. = .
A .
-4 . o
Calomys Panthera onca
Callosus f.

Leopardus tigrinus

Cerdocyon thous

Tavassu pecari
G 6/, Galea I ’0 Trichomys
* 3 Tem <> C\/n\:\‘t 0 - apereoides
Puma concolor
Feces' shape from Northeastern Brazilian Mammals

Figura 6: Imagem de fezes de mamiferos terrestres do nordeste brasileiro, Fonte: Chame e

colaboradores (2003).

As analises de identificacdo de cor, foram realizadas segundo um Munsell Soil

Chart (59) como recomendado por Jouy-Avantin e colaboradores (57).
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Figura 7: Representagéo do Munsell Soil Chart utilizado como referéncia para a identificag&o das cores

tanto internas quanto externas dos coprélitos neste estudo. Fonte: Munsell Color 1975.

3.4 Anélise Paleoparasitolégica

Os coprolitos foram raspados em todas as superficies e posteriormente
irradiados com luz U.V. durante 15 minutos. Apds descontaminacdo externa, 0s
fragmentos foram pesados em balanca analitica (QUIMIS modelo BG1000) e
submetidos a técnica de reidratagdo segundo Callen e Cameron (60). O material foi
submergido na solucédo aquosa de fosfato trissédico (NasPoas) a 0,5% por 48h, e
posteriormente macerado com ajuda de um cadinho de porcelana ou bastéo de vidro.
O coprdlito reidratado foi submetido a técnica de concentracdo parasitaria de
sedimentacao espontanea segundo Lutz (61). A técnica consiste na sedimentacao do
material fecal em solucéo durante 2h ap0ds filtrado por gaze em funil de decantacéo.
Deste modo, ovos e larvas presentes no material analisado, irdo se depositar por
gravidade na parte inferior do calice, o que foi denominado neste estudo como
sedimento fecal.
Uma aliquota de 200ul de sedimento fecal de cada amostra, foi separada para
a analise paleoparasitologica e 200ul para a analise paleogenética. Foram
confeccionadas e analisadas laminas para a visualizagcdo em microscopio de luz
(PHYSIS) nas objetivas de 10X, 40X e 100X. Os dados morfométricos foram
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registrados e fotografados em microscopio (ZEISS modelo AXIOPLAN). Na
preparacao das laminas, foram utilizados aproximadamente 20ul de amostra e 20pl
de glicerol 100%. A identificacao foi feita com base na morfologia e morfometria de
ovos de parasitos segundo Coura (13) e Roberts (62). Além da procura por parasitos,
foram também levados em consideracdo achados de vegetais, graos de pdlens,

fungos e microvestigios comumente encontrados em remanescentes arqueoldgicos.

341 Teste de tempo de reidratacao

Devido aos longos periodos de reidratacédo, a auséncia de conservantes, pode
promover a proliferacdo de bactérias e fungos que afetam os procedimentos
paleogenéticos. Amostras (n=7) foram submetidas aos tempos de reidratacdo de 24h,
48h e 72h. Posteriormente na microscopia de luz de campo claro se aplicou 0 menor

tempo, que proporcionou a recuperacdo de mais estruturas para todo o estudo.

342 Analise morfolégica e morfométrica de ovos de parasitos

Na caracterizacdo morfolégica e morfométrica dos ovos de parasitos helmintos
encontrados no interior dos coprdlitos, foram levados em consideracdo amorfometria
e a morfologia, incluindo a estrutura externa, especificamente no caso dos ovos de
capilarideos. Comprimento e largura foram medidos em todos os exemplares (Figura

8). Nos diferentes morfotipos de ovos de capilarideos, foram acrescentadas medidas

de comprimento e largura dos plugs polares nas extremidades.

—
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Figura 8: Imagens dos dados morfolégicos e morfométricos considerados na andlise dos ovos de
parasitos neste estudo A: plano externo de um ovo de capilarideo com a ornamentagdo estriada
sinalizado pela seta (100x). B: Medidas de 1: Comprimento - 76.923um, 2: Largura 30.312um, 3:

Largura opérculo: 9.739um. 4: Comprimento opérculo 7.192um.

3.5 Andlise Paleogenética

Aproximadamente 200ul de sedimento de coprolitos foram submetidos a
extracdo de aDNA por meio do kit QIAmp DNA Investigator (Qiagen), com
modificacdes para a digestdo fisica utilizando nitrogénio liquido e digestdo quimica
com Proteinase K a 20mg/mL (Promega). Foram incluidos controles negativos da
extracdo para cada seis amostras. Todas as superficies e equipamentos foram
descontaminados antes da sua utilizacdo. Controles positivos ndo foram incluidos
para diminuir o risco de contaminagdo das amostras. O critério de autenticidade inclui
a auséncia de pPCRs (Produtos de PCR) detectaveis no controle negativo da extracao
e da PCR. A deteccdo da concentracdo de aDNA foi estimada em espectrofotbmetro
Nanodrop ND 1000 (37).

Para a determinacdo da origem de cada coprolito, foram utilizados os
iniciadores FA1 e FA2 na deteccéo do alvo 12S rDNA mitocondrial de 215 pb, segundo
as condicdes descrita por Kitano e colaboradores (63). A reacdo da PCR com volume
final de 25ul, continha 2U de GoTaq G2 Hot Start, 1X de tampéao, 3mM de MgClz,
0,4mM de dNTP e 1uM de cada iniciador. A ciclagem consistiu em 95°C por 3 min,
com 45 ciclos de 30 seg a 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, com
uma extensdo de 10 seg a 72°C. As reacdOes foram submetidas ao termociclador
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Os processamentos de eletroforese, sequenciamento de DNA e analise dos
resultados foram conduzidos no Laboratério de Biologia Molecular, que processa
material moderno (LABTRIP/IOC/FIOCRUZ), situado em prédio geograficamente
distante do LP/LABTRIP, com o0 objetivo de evitar a contaminacdo do material
arqueoldgico com pPCRs. As eletroforeses foram realizadas em gel de agarose Low
Menting a 3% (Invitrogen), marcador de peso molecular ladder 50pb (Ludwing) e
corante Gel Red a 1% da (BIOTIUM). Para a purificacdo dos pPCRs, foram utilizados
os kits: MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) e Wizard Genomic DNA Purification Kit

(Promega).
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No sequenciamento nucleotidico foi utilizado o kit Big Dye Terminator v 3.1
(Applied Biosystems) e sequenciador automético ABI 3730 (Applied Biosystems) da
Plataforma de Sequenciamento/Fiocruz. As sequencias foram editadas com os
programas SeqMan v.7.00 (DNASTAR) e BioEdit v.704, comparadas com a
ferramenta Blast/NCBI, utilizada para comparar as sequéncias obtidas no estudo com
as sequéncias genéticas depositadas no banco de dados internacional de sequéncias,
GenBank. Posteriormente as sequéncias obtidas e comparadas, foram depositadas

no GenBank.

3.6  Andlise integrada de resultados do Sitio Gruta do Gentio Il

Para entender os resultados das analises do presente estudo em relacdo a
base arqueolégica do sitio GGII, foram construidos diagramas dos setores
representativos para cada estrato arqueoldgico. Foram integrados os resultados
positivos para a presenca de parasitos, a identificacdo da origem dos coproélitos e os
atributos do sitio, como entrada da gruta, fogueira e enterramentos humanos. Como

demonstrado no exemplo da Figura 9.
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ocs 0BS5S 0AS NAS ND5 NES NFS
oc4 0B4 044 NA4 ND4 NE4 NF4
0oc3 0B3 0A3 NAZ NB3 NE3 NF3
ocz 062 NAZ NEZ NCZ NDZ NEZ NF2
ac1 0B 041 HA1 NE1 NCA NDA1 NE1 NF1

H/r\\ N & :

\-L/-/

N
aco 0BO 0AD NAD NBD NCO HDO NED NFO
SC0 SB0 SA0 NBD LB LCO LD0 LED LF0
ENTRADA

SC1 SB1 SA1 LB1 LB1 LC1 L1 LEI LF1

Figura 9: Representagéo espacial da analise integrada por setor no estrato de 20/30cm.

@ — Ovo de Trichostrongylus spp.

% - Enterramento humano.

- Fogueira

N - Representacao de marsupial segundo a paleogenética

- Representagdo de humano segundo a paleogenética
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4. RESULTADOS

Um total de 80 coprdlitos e seus 669 fragmentos foram catalogados segundo a
ficha de dados de classificacao de coprolitos. Na analise paleoparasitologica, também
foi examinado o numero total de amostras.

Neste estudo, a analise paleogenética para determinacdo da origem dos
coprolitos foi restrita a uma selecao total de 19 amostras, segundo os critérios: 1)
positividade na andlise paleoparasitologica (n=17) e 2) morfologia de coprélito
representativa com volume cilindrico ou esférico (n=2).

Do total de 72 setores do ambito arqueoldgico, 16 constavam com a presenca
de coprolitos. Nestes foram analisados a geografia total do sitio arqueoldgico,
juntamente com os estratos, volume e coloragdo, representados por meio de graficos
(Graficos do 1 ao 5). Dos 16 setores avaliados, 6 apresentaram positividade para a
presenca de ovos de parasitos intestinais, 7 apresentaram microvestigios como
vegetais, larvas e fragmentos de invertebrados, e todos apresentaram gréos de

poélens.

4.1 Andlise daficha de dados de classificacdo de coprolitos

A identificacdo da origem dos coprolitos (n=80) foi conduzida pela analise de
atributos internos e externos descritos na ficha de dados como exemplificado para os
resultados da amostra GGO1 (Figura 10). As informacdes de um total de 669
fragmentos de coprdlitos provenientes de 16 setores, apresentaram 10 padrées de

cores, 4 tipos de volumes e em 11 estratos de profundidade.
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GGO01 -

LOCALIZACAQ
Sitio: Gruta do Gentio |l Nome do Investigador - Data: 09/02/1987
Profundidade Arqueoldgica: 10/20cm  Setor: ND3 Data do Estrato (AP): -

Coordenadas: 16° 15'S/46°02°W  Numero de Identificacéo: -

DESCRICAQ EXTERNA
Coloracao: 5/2 Estado de preservacgéo: Fs
Volume: CX Constriges: 2

Extremidade: BR/BR Espessura (mm): 69mm
Comprimento (mm): 127mm Peso (g): 21,4828g
Largura (mm): 109mm Inclusdes: VV Modifica¢do Tafondmica: AU

DESCRICAQ INTERNA DO COPROLITO

Textura: agg Dureza: DR Coloracao: 5/2

CONTEUDO DO COPROLITO

Macrocompostos
Vegetais: AUSENCIA
Fauna: AUSENCIA
Microcompostos
Palinologia: PRESENCA
Paleoparasitologia: PRESENCA, 1 ovo de capilarideo

~ .

Panthera onca (ong¢a-pintada): Analise paleogenética alvo 12s rDNA

A AT

lcm
||

Figura 10: Ficha de dados de classificac@o de coprolitos da amostra GGO1.
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Os coprolitos selecionado e classificados segundo Chame e colaboradores (58)
(Figura 11 e 12) sdo: Amostras GGO1 (Figura 10) e GG38 (Figura 11), que possuem
morfologia e morfometria similar as fezes da ordem Carnivora. As amostras GG15,
GG35, GG43, GG51 e GG74 possuem morfologia e morfometria similares com os
registrados em fezes de marsupiais, primatas, tatus (Dasypodidae: Xenarthra), gado
domeéstico, bisdo, bufalo (GG 35, GG43, GG51) e de primatas ancestrais e humanos
(GG74) (Figura 11).

A B C

D E F
l1cm 1cm

Figura 11: Morfologia dos coprélitos analisados similares as fezes de mamiferos. A— Ordem Carnivora,

lcm

l1cm

B- Marsupial, C, D e E- Bovino, F- Primatas ancestrais e homem. Fonte: PaleoG

As amostras selecionadas e que ndo possuiram similaridade com as fezes
descritas por Chame e colaboradores séo: GG02, GG13, GG30, GG32, GG33, GG41,
GG48, GG52 e GG58 (Figura 12)

1cm 1cm
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E
Icm

Figura 12: Morfologia dos coprolitos analisados diferentes das fezes de mamiferos. A- GG02, B- GG13,
C- GG30 D- GG32, E- GG33, F- GG41, G- GG48, H- GG52, |- GG58. Fonte: PaleoG

Gréficos foram construidos com o objetivo de compreender melhor a dindmica
de disposicao, distribuicdo, morfologia e morfometria dos coprélitos (Graficos 1 a 5).
De maneira geral os 80 coprdlitos estdo bem distribuidos entre todos os setores do

sitio arqueoldgico (Gréfico 1).

Copralitos por Setores do Sitio Arqueoldgico
14

I
¢
<S50_

I
m
[
.
[
I

7

|
O & B 0 0 S L} S S
SN LI ITLF & o
K N4 Nalell

Grafico 1: Numero de coprolitos (N= 80) por setor do sitio arqueoldgico Gruta do Gentio Il, Unai, MG.
Eixo x — Nomenclaturas dos setores escavados. Eixo y — Quantidade de coprélitos encontrados, <> -

Coprdélitos sem informacgéo de setor.

Em relacdo a estratigrafia, indicativo de antiguidade por setorizacdo, foi
observada em uma extensdo de 0 a 155cm de profundidade escavada no sitio, o
destaque para os setores LBO e NB4 com 7 camadas estratigraficas (Gréafico 2).
Especificamente no setor NB4 sado reportadas datacdes de 8.125 a 7.295 A.P. e
3.490+ 410 A.P. para as camadas de 30 a 70cm e de 0 a 20cm, respectivamente.
Quanto a coloragdo dos coprolitos, foram identificadas 10 cores, com a predominante
5/2, e o setor NA4 com 6 tonalidades diferentes (Gréfico 3).
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Todos as classes de volumes descritos foram encontradas no sitio GGII, a
classe “complexo” esta distribuida em todas as camadas estratigraficas e a maior
variedade foi de 3 classes de volume em duas camadas estratificas, a de 10 a 20cm
e de 20 a 30cm (Gréfico 4). Na andlise combinada de nimero de coprdlitos e suas
classes de volumes por setor, se destaca o setor NC4, com um maior nimero de

amostras e diversidade de volumes (Gréfico 5).

Estratigrafia das Amostras por Setor do Sitio Arqueoldgico

S/ D)1
(O 1331 s
OoB2
ND3NC3 1
NC4 I I
NCO |
NB4 NB3 I P — ]
NB2
NBONCO |
TN 30
NAZ
L 3 ()
HEMIND3 . B ]
AOO |
|
0/10cm 10/20cm = 20/30cm 30/40cm
m40/50cm m 50/60cm m 60/70cm m 70/80cm
m 80/90cm m90cm/1Tm m 150/155cm

Grafico 2: Estratigrafia das amostras escavadas em por setor do sitio arqueoldgico. Eixo x —

Estratigrafia determinada profundidade por cores; Eixo y — Setor.
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Tipos de Coloracdo das Amostras por Setor do Sitio
Arqueolbgico

SAD I
LBO
e ———

H’é(i e —————F e

NB2 I 2,5//2
OB2

ND3/NC3 I, 2

OAO/SAO 5/

NBO/NCO | s/
NCO I

OB3 I 5//3

AOO T ———T
NB4 e

ND3 e ——————

HEMI/ND3 T ————
NC4 I

NB3 I — L
NBO
NA4 —l—

Grafico 3: Diversidade de coloragdo das amostras por setor. Eixo x-Coloragdo segundo Munsell Soil

Chart; Eixo y — Setor.

Tipos de Volume por Estratigrafia do Sitio Arqueoldgico

150/155cm
90cm/1m
80/90cm
70/80cm
60/70cm
50/60cm
40/50cm
30/40cm
20/30cm
10/20cm
0/10cm

)
x

20% 40% 60% 80% 100%
mCY mFL mSP mCX

Grafico 4: Tipos de volume das amostras de coprélitos segundo a estratigrafia onde foram escavados.
CY: Cilindrico; FL: Achatado; SP: Esférico; CX: Complexo.
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Gréafico de Amostras por Volume e Setor

14
12
10
8
6
4
2
0
FPLLE LT ,\g?’\\‘\orb & \gi\‘\ozw\db XL &QQ\@@ A
é@ €$ é@ CF

CY mFL mSP = CX

Grafico 5: Numero de amostras de coprdlitos e tipo de volume em relacdo ao setor onde foram
escavados. CY: Cilindrico; FL: Achatado; SP: Esférico; CX: Complexo. Eixo x: Setoriza¢édo e Volume;

Eixo y: Nimero de amostras.

4.2 Andlise Paleoparasitologica

421 Teste do tempo de reidratacao

De cada uma das 7 amostras utilizadas no teste, foram separados 3 fragmentos
para os coprélito nos periodos de 24h, 48h e 72h de tempo de reidratacdo para
posterior analise microscopica. Diversos microvestigios, como graos de pélens, larvas
nematoides de taxonomia indeterminada e ovos de parasitos foram identificados
(Gréficos 6-7).
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Numero de Microvestigios por Amostra de Copralito

4
3 3
2
1 1 1 1 1 1
OO I 0 0 0 00 O 0

GGO1 GG02 GG04 GGO05 GGO06 GGO7 GGo61

w

N

—_

24H m48H m72H

Grafico 6: Numero total de microvestigios encontrados por amostras de coprdlitos incluidas no teste

de tempo de reidratagéo.

Foram encontrados 12 graos de polens, 11 larvas de taxonomiaindeterminada
e 2 ovos de parasitos. Apesar dos microvestigios estarem distribuidos de maneira
heterogénea dentre as amostras teste, foi observado que o tempo de 48 horas de
reidratacdo possibilitou a recuperacao ndo s6 de grdos de pélens e de larvas, mas
como do ovo de parasito identificado. Desta forma, foi padronizado durante todo o

estudo, o uso de 48h de reidratagdo no processamento das amostras restantes.

Numero de Microvestigios por Tempos de Reidratacao
8

O P, N W » O O N 0 O
w
(98}

Larvas de helmintos de Pélens Ovos de parasitos
taxonomia indeterminada

24h w48h m72h

Grafico 7: Numero de microvestigios encontrados na analise de tempo de reidratagao.
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422 Id

entificacdo de parasitos

Na analise paleoparasitologica dos 80 coprélitos, foi possivel identificar ovos de

parasitos helmintos, assim também como larvas de taxonomia indeterminada. Das 17

amostras positivas na analise paleoparasitolégica, um total de 78 ovos de parasitos

foram encontrados em 9 coprolitos distintos. Em relacao as larvas, foram 8 amostras

positivas contendo 32 larvas de taxonomia indeterminada.

taxondém

Em relagdo aos parasitos encontrados, usando como base a literatura

ica dos grupos, foram observados 2 ovos de tricostrongilideos, 2 ovos de

ancilostomideos (62), 10 ovos de capilarideos (64), 63 ovos de Spirometra sp. (65) e

2 ovos de Echinostoma sp. (66,67) (Grafico 8).

70
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50

40

30

20
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A74

Gréfico 8:

Ovos de Parasitos Encontrados por Amostra de Coprolito

A30 A32 A33 A13 A61 A58 A48 A41 A43 A48 A51 A52 A35 A2 A1 A15 A38
m capilarideo Larvas indeterminadasatricostrongilideo
ancilostomideo W Echinostoma sp. m Spirometrasp.

Ovos de parasitos encontrados por amostra de coprélitos do Sitio Arqueoldgico GGIl. Eixo

X: Ovos de parasitos identificados em suas respectivas amostras. Eixo Y: Nimero de ovos de parasitos.

Datacéo Coprolito Estrato Setor ID Medidas
do Parasito Comprimento  Largura  Comp.Opérculo  Larg.Opérculo
NP GGO01 10/20cm ND3 Capillariidae 51,672um 25,032um 6,444um 2,348um
NP GG15 NI ND3 Capillaridae ~ 76,923um 30,312um 9,739um 7,192um
NP GG15 NI ND3 Capillariidae 60,740pum 41,027um NP NP
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NP GG15 NI ND3 Capillariidae 63,556um 43,221um NP NP

NP GG15 NI ND3 Capillariidae 59,952um 39,741um NP NP

NP GG15 NI ND3 Capillariidae 41,204pum 52,644um NP NP

NP GG15 NI ND3 Capillariidae 58,636um 41,086um NP NP

NP GG74 50/60cm LBO Ancylostomatidae 67,453um 34,913um NA NA
8.125a GG30 30/40cm NB4  Trichostrongylus sp. 84.,46pum 47,200um NA NA
7.295 A.P.
8.125a GG32 20/30cm NB4 Trichostrongylus sp. 80,553um 42,828um NA NA
7.295 AP.

NP GG33 0/10cm NB4 Capillariidae 48,830um 21,103um NA NA
3.490 GG38 10/20cm OAO0 Echinostoma sp. 123,389um 53,356pum NA NA
+410A.P.

3.490 GG38 10/20cm OAO0 Echinostoma sp. 98,929um 63,424um NA NA
+410A.P.
3.490 GG38 10/20cm OAO0 Spirometra sp.  60,27um 43.284um NA NA
+410A.P.
3.490 GG38 10/20cm OAO0 Spirometra sp. 61,881um  43,519um NA NA
+ 410 A.P.
3.490 GG38 10/20cm OAO0 Spirometra sp. 64.,29um 36.,64um NA NA
+ 410 A.P.
3.490 GG38 10/20cm OA0 Spirometra sp. 60,190um  37,543um NA NA
+410A.P.
3.490 GG38 10/20cm OA0 Spirometra sp. 64,991um  34,021um NA NA
+410A.P.
NP GG51 40/50cm NC4 Capillariidae 49,779um  26,073um 6.808um  6.714um
NP GG58 10/20cm NC4 Ancylostomatidae ~ 69,730um  37,541um NA NA

Tabela 1: Resultados da analise paleoparasitoldgica dos coproélitos da GGIl analisados neste estudo.
Contendo Informagdes de setorizacdo, datagdo e morfometria dos ovos de helmintos encontrados. NI-

N&o informado. NP — Nao possui. NA — N&o se aplica.

Foram encontrados ovos de capilarideos com pelo menos quatro morfotipos,
segundo a literatura especifica do grupo (64), em quatro amostras, GG0O1 (n=1), GG15
(n=6), GG33 (n=1) e GG51 (n=1). Foram identificados 4 morfotipos, por meio das
ornamentagcdes externas da casca dos ovos. O primeiro morfotipo de ovo de
capilarideo encontrado na amostra GGO01, apresentou ornamentacgéo do tipo estriada
(Figura 13).
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Figura 13: Ovo de capilarideo da amostra GGO1. A: Plano morfométrico B: Detalhes da ornamentagéo

estriada externa. Primeiro morfotipo.

O segundo e o terceiro morfotipo de ovos de capilarideos foram encontrados
na amostra GG15 (Figuras 14-15). Ambos apresentaram morfologia externa lisa, ou
seja, a auséncia de ornamentacdo na casca. Na andlise do segundo morfotipo, 0
diagnostico de Trichuris vulpis foi considerado devido aos dados de morfometria e
auséncia de ornamentagdo, comparados aos outros morfotipos de capilarideos
identificados no estudo. O diagnostico diferencial descartou a espécie T. vulpis por
apresentar morfometria distinta do ovo identificado neste trabalho (76um - 30um)
(Tabela 1), segundo a literatura de Hall (média de 82um - 38um) (68).

No terceiro morfotipo (Figura 15), analises de média e desvio padrdo foram
acrescentados ao estudo, corroborando com o resultado parasitologico e
morfométrico. Os cinco espécimes de ovo da familia Capillariidae foram levados em
consideracao decorrente ao valor de morfologia similares. A média dos comprimentos
dos cinco ovos encontrados do segundo morfotipo foi de X = 59,874, an 0 desvio
padrao foi de o = 2,338. Enquanto que a média das larguras do mesmo morfotipo foi
de X = 41,256 com o desvio padréo de 0 =1,117.




Figura 14: Ovo de capilarideo da amostra GG15. A-B: Detalhes da ornamentacéo externado tipo lisa.
Segundo morfotipo.

Figura 15. Ovo de capilarideo na amostra GG15. A-B: larva no interior do ovo visivel. B: Detalhes da

ornamentacéo lisa externa (100X). Terceiro morfotipo.

O quarto morfotipo (Figura 16) foi encontrado na amostra GG33, apresentou
ornamentacdo externa de casca do tipo estriada, mas com formato diferente do

encontrado no primeiro morfotipo, assim também como com diferente morfometria.

o - 8 {‘ ;:’»'\s.

. [;-‘;359’
Figura 16: A: Ovo de capilarideo da amostra GG33. B: Detalhes da ornamentacéo estriada externa.

Quarto morfotipo.

O ultimo morfotipo (Figura 17) foi encontrado na amostra 51. Também possui
externamente ornamentacao estriada, diferentes das apresentadas no primeiro e no

quarto morfotipo, assim como as medidas de comprimento e largura (Tabela 1).
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Figura 17: A: Ovo de capilarideo da amostra GG51. B: Detalhes da ornamentagéo estriada externa.

Os ovos de ancilostomideos (Figura 18) foram identificados com caracteristicas
de formato elipsoide, casca hialina e delgada, a presenca de embrido morulado no
interior e morfometria entre 50um - 70um de comprimento e 36um - 42um de largura,

segundo a literatura do grupo (62).
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Figura 18: Ovos de ancilostomideo encontrados neste estudo. A: Amostra GG74. B: Amostra GG58.

Os ovos de tricostrongilideos (Figura 19) foram identificados com
caracteristicas morfolégicas similares aos ovos de ancilostomideos, de formato
elipsdéide e casca delgada, porém, com maior tamanho, entre 8lum - 104um de

comprimento e 40um - 48um de largura, segundo a literatura do grupo (62).
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Figura 19: Ovos e trichostrongilideo encontrados neste estudo. A; Amostra GG30 (40X). B: Amostra
GG32.

Ovos de Spirometra sp. (Figura 20A e B) foram identificados com base nas
extremidades pontiagudas e cobnicas préximas aos opérculos, assim como a
morfometria descrita segundo a literatura do grupo (65um - 37um) (65). Dois
morfotipos de ovos de Echinostoma sp., foram identificados (Figura 20C e D) pela
forma eliptica, coloracdo amarela-marrom e medidas como descritos na literatura (64),

entre 90um - 130um para comprimento e 50um — 70um para largura.




Figura 20: A; B - Ovos de Spirometra sp. C; D - Ovos de Echinostoma sp. Todos na amostra GG38

Larvas de helmintos de taxonomia indeterminada foram observadas em 10
amostras, GG01, GG02, GG13, GG31, GG35, GG41, GG43, GG48, GG52 e GGH1.

Larvas de Taxonomia Indeterminada por Amostra
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Grafico 8: Larvas de taxonomia por amostra identificadas neste estudo.
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Figura 21: Morfotipos de larvas de taxonomia indeterminada.

Juntamente com os achados paleoparasitoldgicos, foram encontrados vestigios
de vegetais, graos de polens, invertebrados e fitdlitos na analise microscopica dos

coprolitos.

L ) = bl

Figura 22: Sedimentos idenﬁficados durante a analise microscépica dos coprdélitos. A, C,D, E, G,H e

I: Gréos de pdlens. B: Vestigio vegetal. F: Acimulo de fitolitos de planta do tipo réfide.

o1



A 100 pum

Figura 23: Vestigio de invertebrados identificados durante a analise microscépica dos coprolitos. A, B
e E: Vestigios de insetos. C e D: Acaros.
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4.3 Anélise Paleogenética

As extracOes de aDNA dos coprolitos demonstraram concentracdes que
variavam de 10 ng/ul a 20 ng/ul. A anélise paleogenética para a determinacdo da
origem animal dos coprolitos foi conduzida em 19 amostras que apresentaram
positividade para ovos de parasitos e larvas (Tabela 2). Das amostras positivas na
paleoparasitologia submetidas a Barcoding DNA, somente em uma nao foi possivel
identificar a origem do hospedeiro, pois mostrou um perfil de sequéncia multipla

superposta, desta forma, esta amostra sera submetida a analises posteriores.

Resultados

Amostra Paleoparasitologia Paleogenética  Méxima ldentidade  Cobertura Referéncia

Genética de Sequéncia  GenBank

GGO01 Capillariidae Panthera Onca (Onga Pintada) 98,48% 100% KX419751
GG15 Capillariidae Didelphis albiventris

(Gambé de Orelha Branca) 99,06% 100% F128227
GG74 Ancylostomatidae Homo sapiens 99,53% 100% MG571158
GG30 Trichostrongylus sp. Homo sapiens 100% 100% MG571158
GG32 Trichostrongylus sp. Homo sapiens 99,33% 100% MG571158
GG33 Capillariidae Bos taurus (Gado doméstico) 100% 99% AB098857
GG38 Spirometra sp./ Leopardus pardalis (Jaguatirica) 99,54% 100% KP202284

Echisnostoma sp

GG51 Capillariidae Bos taurus (Gado doméstico) 98,13% 100% AB098857
GG58 Ancylostomatidae Homo sapiens 99,32% 100% MG571158
GG02 Larva Tl Homo sapiens 99,48% 100% MG571158
GG13 Larva Tl Homo sapiens 100% 100% MG571158
GG35 Larva TI Bos taurus (Gado doméstico) 98,63% 100% MKO028750
GG41 Larva TI Philander opossum (Cuica) 98,51% 100% KJ868146
GG43 Larva TI Bos taurus (Gado doméstico) 100% 100% MKO028750
GG48 Larva TI Homo sapiens 99,33% 97% MG571158
GG52 Larva Tl Homo sapiens 100% 100% MG571158

Tabela 2: Resultados paleoparasitologicos e paleogenéticos positivos das amostras positivas. Larva Tl

— Larva de Taxonomia indeterminada

53


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG571158.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2811&RID=7B66MZ5K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG571158.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2811&RID=7B66MZ5K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG571158.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2811&RID=7B66MZ5K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB098857.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=7D1XZZNX01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP202284.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=7D23Y3N701N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB098857.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=7D1XZZNX01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG571158.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2811&RID=7B66MZ5K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG571158.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2811&RID=7B66MZ5K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG571158.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2811&RID=7B66MZ5K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ868146.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=8JJJ77MJ015
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Figura 24: Eletroforese em gel de agarose low melting a 3%, amplificacfes do alvo 12S rDNA para
identificacdo da origem do coproélito em amostras positivas na analise paleoparasitoldgica. Pista 1:
Marcador de peso molecular DNA 50pb (Ludwig). Pistas 3-10: amostra GG 13; GG31; GG 35; GG41;
GG51; GG43; GG48, GG52, GGO02. Pista 12: Controle negativo da PCR. Alvo Molecular: 215pb.

Figura 25: Eletroforese em gel de agarose low melting a 3%, amplificacbes do alvo 12S rDNA para
identificacdo da origem do coprolito em amostras positivas na analise paleoparasitologica. Pista 1:
Marcador de peso molecular DNA 50pb (Ludwig). Pistas 2-8: amostras GG 32; GG33; GG 38; GG30;
GG51; GG58; GG74. Pista 10: Controle negativo da PCR. Alvo Molecular: 215pb.
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4.4  Andlise integrada dos coprolitos do sitio Gruta do Gentio |l

Com aintencao de entender mais sobre a distribuicdo paleoecolégica das
amostras positivas nas analises paleoparasitolégicas e paleogenéticas, uma tabela foi
formada com dados de setorizacdo, camada estratigrafica e datacdo quando presente.

Em relacédo a analise integrativa dos resultados por datacao arqueoldgica, trés

coprolitos foram associados ao horizonte cagador-coletor, que arqueologicamente
possui uma maior quantidade de registros liticos usados para caga e sobrevivéncia,
além de elementos malacolégicos e 0ossos de animais (48). Dois foram encontrados
no setor NB4 (Figura 28 e 29), em um mesmo estrato que possui datacdo condizente
com a pedra fogueira, 8.215 A. P. O registro de coprélitos em estrato com a mesma
datacdo da Unica fogueira datada em GGIl possuem origem humana, assim como a
presenca de ovos de Trichostrongylus sp. O terceiro coprolito localizado no setor ND3
(Figura 27), proximo a regido da fogueira foi identificado como de origem humana e
possuia a presenca de larvas de taxonomia indeterminada.

Trés coprolitos estavam associados ao horizonte horticultor. O primeiro no setor
OAO (Figura 26), e o0 segundo no setor NBO (Figura 28), os quais estavam localizados
proximos a entrada principal. O terceiro, no setor OB3, (Figura 28) se localiza na regiao
oeste da gruta. O primeiro coprélito, identificado como de jaguatirica, revelou a
presenca de Spirometra sp. Ja o segundo e o terceiro possuiam a presenca de larvas
de taxonomia indeterminada e a origem de cuica e humano, respectivamente.

As demais amostras contendo parasitos ndo tém datagcéo, e como cada setor
possui um tempo geoldgico distinto para cada estrato arqueoldgico, sé é possivel aferir
a respeito da profundidade onde estas se encontravam. Destas, uma amostra
identificada em uma profundidade de 5 a 10 cm (Figura 32), localizada no setor NB4
com determinacao de origem de gado doméstico, demostrou um ovo de capilarideo.
Duas amostras estavam depositadas na profundidade de 10 a 20 cm, uma com origem
de oncga pintada e presenc¢a de um ovo de capilarideo, e a segunda, com um ovo de
ancilostomideo, e origem do coprolito humano, nos setores ND3 e NC4,
respectivamente (Figura 26). Uma amostra no setor NC4, no nivel de 40 a 50 cm
possuiu a origem de gado domeéstico contendo ovo de capilarideo (Figura 27). Na
profundidade de 50 a 60 cm no setor LBO, foi identificado uma amostra contendo ovo
de ancilostomideo com origem humana (Figura 31). A presenca de coprolito de D.

albiventris foi constatada em material do salvamento de uma camada nao identificada,
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e desta forma, é necessaria uma maior investigacao com o objetivo de atribuir 0

achado ao tempo cronolégico determinado.

5. DISCUSSAO

5.1 Sistemade classificacdo dos coprolitos do sitio Gruta do Gentio |l

Foi possivel observar e recuperar dos coprolitos da GGIl informacbes de
modificacdes tafondmicas como alteracdes fisicas do material em relacdo ao tempo
de preservacdao, inclusées como dentes ou penas de animais, restos de vegetais,
graos de polens, fitdlitos e fragmentos de insetos (Figuras 22 e 23). Segundo Lorente
e colaboradores (70) os compostos do solo no Cerrado, abundantes em nutrientes
vegetais como milheto, clima seco e semi—Umido nas datacdes de 11.000 a 5.000
A.P., e a baixa taxa de umidade, se assemelha ao clima do Cerrado atualmente, o que
auxiliou na preservacao do material organico (70-72).

Os coprélitos podem ser considerados reservatorios qualitativos ou
guantitativos de informacfes paleoecoldgicas (73). O material passa por processos
tafondmicos e a “prefossilizacao” deve ocorrer prontamente ao contato com o solo.
Para a formacao dos coprolitos, a amostra precisa estar em uma condicdo onde exista
estagnacéo dos mecanismos de degradacéo e da perda de materiais organicos. Desta
forma, os coprolitos preservados podem ser considerados, conservant lagerstatten
(Depdbsitos conservantes), depdsitos paleoecoldgicos que ajudam na conservacao de
restos animais, 0ssos e restos de alimentacao (71,74) e parasitos, como observado
no presente estudo.

Grutas podem ser utilizadas como local de sepultamentos ritualisticos. O ritual
funerario se entende como o conjunto de manifestacdes coletivas pela ocasido da
morte de um membro do grupo, esta forma de expressdo cultural pode ser
manifestada em locais construidos somente para o fim funerario (52).

Os humanos modernos divergiram de seu ancestral “arcaico” a mais de 200
milhares de anos atras na Africa, idade relativamente recente comparada a outros
hominideos como o Neanderthal e Denisovan, que utilizavam pedras para a confeccéo
de ferramentas ha 500 mil anos A.P. Pinturas rupestres em rochas ja foram
identificadas com datagbes anteriores a 32 mil anos A.P., evidenciando que em
épocas remotas, cavernas e grutas ja eram utilizadas pelos hominideos, seja para

habitacdo ou rituais funerarios (75,76).
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O sitio GGII foi caracterizado como um local ritualistico. O ritual da morte em
algumas culturas se apresenta de forma complexa, onde todos os integrantes de uma
aldeia se mobilizavam para o evento (48). Segundo Sene (48), as celebracbes e
homenagens podiam perdurar por muitos dias, levando o espac¢o cerimonial a ser
utilizando para alimentacéo. Apesar do encontro de ceramicas, cestarias e alimentos,
nenhum resquicio de cozinha, latrina ou qualquer outra evidéncia relacionada a vida
cotidiana foi encontrado durante as escavacoes.

E neste contexto que GGIl se encaixa, seus ocupantes a visitavam
sazonalmente para o enterramento de individuos do grupo e ficavam no
estabelecimento apenas o tempo para o ritual se concretizar. Desta forma, enquanto
0 grupo se mantinha ausente, animais de varias classes podiam utilizar do espaco
para sobrevivéncia, como toca, abrigo temporario e até mesmo em busca por
alimentos. A presenca de coprélitos de animais carnivoros e onivoros pode nos
oferecer varias perspectivas em relacdo as espécies que frequentaram o espaco, e a
temporalidade em relagédo aos enterramentos humanos.

A diversidade observada apos a aplicacdo do sistema de classificacdo dos
coprdlitos se confirma pelos resultados da analise paleogenética que mostrou a
presenca de Didelphis albiventris, Philander opossum, Panthera onca, Leopardus
pardalis, Bos taururs e Homo sapiens. Neste trabalho, se demonstra que GGIl foi
utilizada ndo s6 por humanos, como também por animais. Os resultados que
demonstraram a presenca de animais neste estudo, sugerem gue ha muito tempo ja
existe esta interacao na GGill.

Segundo Costa e colaboradores (77), o bioma Cerrado apresenta inUmeras
classes de formacdes vegetais, como o campo limpo e sujo, cerradao, veredas,
florestas-galerias e capdes de mata, que apresentam uma infinita diversidade de flora
e fauna. A fauna do Cerrado brasileiro é caracterizada por uma grande riqueza de
espécies, algumas com carater endémico. Animais como a raposa do campo, veado
campeiro, porco do mato, tatu canastra e ouri¢o cacheiro, estéo incluidos em uma lista
de aproximadamente 1501 espécies de aves, mamiferos e répteis, endémicas da
regidao (77). O que nos da uma perspectiva da grande diversidade de espécimes
circulantes. Estes animais, ja habitavam o Cerrado ha mais de 10 mil anos atras,
inclusive utilizando cavernas para abrigo, caca, hibernagcédo, moradia fixa ou sazonal
(78).

Em toda a regido Brasileira existem registros fosseis de mamiferos em diversos

tempos geologicos (79) e o Cerrado na regido de MG se mostrou rico em resquicios
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zooldgicos. Ossos de diversos mamiferos do Pleistoceno, de pequeno, médio, grande
porte, e inclusive da megafauna, foram identificados em sitios arqueoldgicos
localizados em cavernas ao redor da regido da Lagoa Santa, MG. Ossos de animais
como canideos, felinos, e roedores, foram recuperados e analisados para
identificacdo taxondmica da fauna local (80-82).

Os coprélitos analisados no presente estudo apresentaram uma grande
diversidade morfolégica e morfométrica segundo os parametros de identificacdo
segundo Jouy-Avantin e colaboradores (57). Esta € a proposta de classificacado de
coprdlitos mais atualizada, e apesar de bem detalhada, precisa ser adequada a
realidade de cada regido e material a ser utilizado. Neste estudo, muitos coprolitos de
formatos diversos foram catalogados como de forma “indeterminada”, nomenclatura
modificada para “complexa” por se ajustar mais a presente analise.

Chame (58,83) desenvolveu um trabalho de andlise morfolégica de fezes de
animais da regido nordeste, com o principal objetivo de correlacionar aos achados
paleoparasitolégicos da época, e obter mais informacfes sobre a origem do material
analisado. Posteriormente, o artigo de morfologia de fezes de alguns animais
brasileiros foi utilizado como parametro de comparacdo com amostras de diversos
trabalhos académicos (84-87), inclusive no presente estudo.

A presenca de algumas morfologias distintas as caraterizadas por Chame (58)
pode ser devido as a¢bes tafondmicas do solo no material, que podem ter mudado a
forma externa com o passar dos anos e acumulo de camadas estratigraficas. Assim
como possiveis perturbacbes ocasionadas por desmoronamentos de certas areas
onde enterramentos foram encontrados, separados ou misturados.

O sitio GGII possui dois horizontes de subsisténcia definidos, o de cacador-
coletor, mais antigo, e o horticultor, mais recente. Estes dois horizontes condizem a
estratos e a datacdes distintas. O sitio foi separado dentro de cada horizonte em
camadas estratigraficas por meio de coloragéo e datagéo, e pela sua complexidade,
nem todos os estratos possuiam a mesma profundidade estimada por datacdo em
cada setor. Em um determinado setor NBO, o estrato de 20 a 30 centimetros possui a
datacdo de 3.490 = 410 A.P., mas no setor ao lado NB1, o estrato de 20 a 30
centimetros pbéde apresentar uma datacdo distinta, pois foram levados em
consideracao declives, depressdes e relevos. GGIl possui um piso quase que
inteiramente desigual (49).

Desta forma, ndo foi possivel recuperar as datacdes de todos os setores

arqueoldgicos, e muitos dos que ja tinham informacgdes, ndo condiziam com setores
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gue continham coprélitos. Algumas amostras que possuiam ovos de parasitos
intestinais, foram encontradas proximas ou associadas a unica fogueira datada em
8.125 A.P. Sene & Seda (53) relatam a presenca de resquicios liticos, fogueiras e
inclusive enterramentos desde o horizonte cagador-coletor, demonstrando que GGll ja
era utilizada e frequentada por humanos desde 12 mil anos A.P.

GGl foi utilizada como local de cerimbnia por muito anos, onde os humanos
gue a frequentavam, comecaram a expressar elementos da cultura Una. No horizonte
cacador-coletor, os enterramentos eram simples, sem objetos ou alimentos
associados, a ndo ser por instrumentos liticos e fogueiras. O horizonte horticultor,
apresenta um maior numero de vestigios humanos, com cestarias, colares de dentes
de animais e de sementes. Além de alimentos, este apresentou um maior nimero de
artefatos encontrados durante as escavagdes, assim como diversos enterramentos
humanos. E estimado que aproximadamente 100 gerac6es tenham frequentado o sitio
arqueoldgico entre 7.450 e 10.300 A.P. (48).

A grande variedade de coprdlitos por setor distribuidas em varios estratos, e
em tempos cronologicos distintos, € reflexo da diversidade de mamiferos que
constituem a fauna onde GGll esta inserida. Como mencionado, animais de pequeno,
grande e mega porte ja habitavam o Cerrado Brasileiro antes do inicio do Holoceno
(88).

Os estratos argueoldgicos possuem datacfes diferentes e remetem a uma
cronologia distinta nos horizontes culturais. Das nove amostras positivas para
parasitos, quatro apresentaram informacdes referente as datacdes dos estratos. Duas
estavam relacionadas ao horizonte horticultor em camadas datadas em 3.500 A.P., e
duas referentes ao horizonte cacador-coletor, em camadas datadas em 8.125 a 7.295
A.P.

Na analise integrativa dos resultados do Sitio GGII, no setor ND3, localizado ao
leste da fogueira, foram coletados coprélitos em 6 camadas estratigraficas, de 10 a
155 cm, com resultados paleoparasitoldgicos positivos em 3 amostras. Um primeiro
coprdlito positivo para ovos de capilarideos, e de origem determinada como D.
albiventris foi recuperado durante o salvamento do setor, segundo os registros do |AB.
Parasitos da familia Capillaridae foram reportados neste marsupial, gamba mais
comumente encontrado no Cerrado Brasileiro, nos estados do Rio Grande do Sul e
Minas Gerias (89-91). O segundo coprolito identificado como de P. onca, positivo para

um ovo de capilarideo, estava no extrato de 10 a 20 cm (Figura 26). Este é o primeiro
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registo de ovo de parasito da familia Capillariidae parasitando felino da espécie P.

onca no Brasil.
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Figura 26: Representacdo espacial da andlise integrada por setor no estrato de 10/20cm.

I — Delimitacao dos setores onde foram encontrados coprdlitos durante as escavacoes.
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— Representacéo de larva de taxonomia indeterminada.

% - Representacao de ovo de capilarideo.

Y
" - Representac&o de &caro.

— Representacéo de ovo de ancilostomideo.

%— Representagéo de ovo de Spirometra sp.
@ - Representacéo do ovo de Echinostoma sp.
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% - Representacdo de humano segundo a paleogenética

Atualmente, infec¢Bes por capilarideos foram registrados em felinos silvestres
no Sudeste do Brasil, como Leopardus gruttlus, L. pardalis, L. wiedii e P. concolor,
encontrados principalmente na Mata Atlantica. Felinos sdo considerados animais de
topo de cadeia, por este motivo, predam diversos animais que circulam em ambientes
distintos e que podem estar infectados com parasitos (92,93).

No setor ao norte de ND3, foi documentada uma perturbacédo do enterramento
de 1 individuo por algum animal logo ap6s o sepultamento. Se sugere que um
carnivoro atraido pelos vestigios humanos do enterramento, alterou o setor com o
objetivo de se alimentar. A identificacdo do coprélito como de Panthera onca, indica a
possibilidade deste grande felino ter sido o responsavel pela perturbacdo. Mais
profundamente, de 40 a 50 cm (Figura 27), o terceiro coprdlito do setor foi recuperado
em estrato associado ao horizonte cagador-coletor, com datacdo de até 8.125 A.P. O
coprolito possuia larvas de taxonomia indeterminada e origem humana. Dada a
decorréncia de enterramentos integros nos estratos de 10 a 60 centimetros, a

possibilidade de perturbacdo em estratos profundos, foi descartada.
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Figura 27: Representacdo espacial da analise integrada por setor no estrato de 40/50cm.

— Delimitacdo dos setores onde foram encontrados coprdlitos durante as escavacoes.
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% — Representacgédo de ovo de capilarideo.
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% - Representacdo enterramento humano
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- Representacao de humano segundo a paleogenética
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; - Representacao de bovideo segundo a paleogenética

Os setores que apresentavam a fogueira datada em 8.125 A.P. sdo: NC4, NB4,
NB3 e NC3. Foram recuperados coprolitos nos 4 setores e resultados
paleoparasitolégicos positivos identificados em 2, NB4 e NC4. No setor NB4, foram
coletados coprolitos de 7 camadas, com identificacdo paleoparasitologica em 3
amostras. Na primeira camada, a amostra positiva para um ovo de capilarideo foi
identificada com origem de Bos taurus (Figura 33). Espécies de capilarideos em gado
de pecuéria foram registradas mundialmente, e no Brasil, nos estados de Sdo Paulo
e Minas Gerais (94-96). Devido a sua localizagdo superficial, um evento de
perturbacdo local pode ter ocorrido tanto na época do contato europeu, com a
introducéo do gado no pais, (97) quanto durante o processo de escavacao.

Na profundidade de 20 a 30 cm (Figura 28) e 30 a 40 cm (Figura 29), com e
datacéo de até 8.125 A.P., os dois coprdélitos identificados possuem origem humana e
a presenca de ovos de tricostrongilideos. Na GGlI, estudos anteriores demonstraram
a infeccao por tricostrongilideos em coproélitos humanos e em um individuo semi
mumificado datado em 3.490 A.P. (98,99). Devido a localizacao estratigréfica e a
presenca de enterramentos integros entre 20 e 60 cm, qualquer evento de perturbacéo
foi descartado e limitado somente a camada mais superficial. O presente estudo
confirma uma persisténcia de infec¢do por tricostrongilideos no povo da GGIl pelo
menos desde 8.125 A.P.
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Figura 28: Representacdo espacial da andlise integrada por setor no estrato de 20/30cm.

| — Delimitacdo dos setores onde foram encontrados coprélitos durante as escavacgdes.

% — Ovo de Trichostrongylus spp.
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% - Representacdo de humano segundo a paleogenética
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Figura 29: Representacdo espacial da andlise integrada por setor no estrato de 30/40cm.
— Delimitacdo dos setores onde foram encontrados coprélitos durante as escavacgoes.

— Ovo de Trichostrongylus spp.
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ﬁ - Representacédo de humano segundo a paleogenética

No segundo setor associado a fogueira, NC4, foram recuperados coprolitos em
6 camadas, e resultados paleoparasitologicos positivos em 3. O primeiro coprdlito,
localizado no estrato de 10 a 20 cm (Figura 26), continha um ovo de ancilostomideo e
a identificagdo molecular de origem humana. O segundo coprolito, também de origem
humana, foi encontrado a 30 a 40 cm (Figura 29) com a presenca de larvas
nematoides. Analises moleculares posteriores serdo necessarias para identificar se
estas sdo de vida livre ou de um estagio evolutivo parasitario. O terceiro copralito,
estava localizado a uma profundidade de 40 a 50 cm, sua origem foi identificada como
de Bos taurus (Figura 27). Devido a falta de datacdo dos estratos deste setor e
nenhum enterramento articulado, sugerimos que um evento de perturbacao possa ter
ocorrido no momento da escavacao, visto que periodos de desmoronamentos foram
reportados no setor pela equipe de arquedlogos. Desta maneira, ha uma possibilidade
de que os resultados paleoparasitolégicos das camadas superiores, possam estar
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relacionados a um evento pds contato. Apesar de infeccdbes humanas por
ancilostomideos, ja serem reportadas nos primeiros estudos paleoparasitolégicos do
sitio (98,99).

No setor NA4, que esta situado ao oeste do setor NB4 onde esta localizada a
fogueira associada ao horizonte cacador-coletor, foram encontrados enterramentos
articulados nos estratos de 5 a 80 cm. Entretanto, na profundidade de 80 a 90 cm, o
anico coprolito do setor revelou a origem de Bos taurus e a presenca de larvas
nematoides (Figura 30). Enterramentos integros foram coletados nas camadas
superiores a este achado, assim, sugerimos que um evento de perturbacdo local
ocorreu quando o extrato ficou exposto a desmoronamentos durante as campanhas

de escavacao.
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Figura 30: Representacdo espacial da analise integrada por setor no estrato de 80/90cm.

I — Delimitacao dos setores onde foram encontrados coprdlitos durante as escavacoes.
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; - Representacao de bovideo segundo a paleogenética

Apresentou coprolitos em 4 camadas distintas e larvas de taxonomia indeterminada
em coproélito de P. opossum, marsupial com ampla distribuicdo nos biomas do Brasil,
inclusive no Cerrado (88). Esta amostra foi encontrada em uma profundidade de 30a
40 cm (Figura 29) e datacdo de até 3.490 A.P., associado ao horizonte horticultor.
Neste setor também foram escavadas séries esqueletais completas entre as

profundidas de 5 a 70 cm, o0 que descarta qualquer possibilidade de perturbacao.

setor LBO, um ovo de ancilostomideo foi encontrado em coprélito humano na
profundidade de 50 a 60 cm (Figura 31), como € relatado na literatura para este sitio.

O setor NBO, apresentou um coprdlito de origem humana, positivo para larvas de

nematoides na camada de profundidade de 20 a 30 cm (Figura 28).

O setor OB3 estéa localizado ao oeste da GGIl, o mais distante da fogueira.

Os setores LB0O, NBO e OAOQ estao localizados préximos a entrada da GGII. No
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Figura 31: Representacdo espacial da andlise integrada por setor no estrato de 50/60cm.

I — Delimitagdo dos setores onde foram encontrados coprdlitos durante as escavacdes.
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— Representacao de ovo de ancilostomideo.
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O setor OAO, localizado na regido oeste da entrada principal, continha
coprolitos em 3 estratos, 2 positivos para a analise paleoparasitologica. A primeira
amostra, localizada superficialmente, com larvas nematoides e origem de Bos taurus,
representa outro evento localizado de perturbacao pés-contato (Figura 32). O segundo
copradlito, determinado como de Leopardus pardalis e positivo para Spirometra spp.,
estava localizado a uma profundidade de 10 a 20 cm e datacdo de até 3.490 A.P.
(Figura 26). Espécies de Spirometra foram registradas em felinos silvestres das
regides Sul e Sudeste do pais, inclusive em L. pardalis no estado de Minas Gerais
(100,101). Devido a presenca de enterramentos articulados entre as profundidades de

10 a 60 cm, eventos de perturbacdo foram descartados.
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Figura 32: Representacdo espacial da andlise integrada por setor no estrato de 5/10cm.
— Delimitacdo dos setores onde foram encontrados coprélitos durante as escavacgoes.

. — Representacdo de larva de taxonomia indeterminada.
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; - Representacgédo de bovideo segundo a paleogenética

A morfologia dos coprélitos identificados como de humanos contendo ovos de
ancilostomideos foram bem diferentes neste estudo das ja relatadas anteriormente
(Figura 25). Assim como a maioria dos coprélitos identificados, esta diferenca pode
estar relacionada a fatores tafonémicos ou de perturbagédo. Toda a diversidade de
coprolitos encontrada, morfolégica e morfometricamente, corrobora tanto com o0s
resultados paleoparasitologicos, quanto com o0s paleogenéticos, ja que em um

contexto primariamente humano, diversos outros animais foram identificados.
5.2 Paleoparasitologia

Coprdélitos sédo fonte de estudo para pesquisas paleoparasitologicas desde o
comeco do século, proporcionando informacdo de uma diversidade de parasitos e
hospedeiros. Coprdlitos podem ser encontrados em varios ambientes diferentes,
como dentro de corpos mumificados e latrinas, mas a melhor preservacao de material
arqueoldgico se encontra dentro de cavernas e abrigos feitos de pedra, como
observados no sitio arqueoldgico do presente estudo (102—-104).

Foi observada uma grande variedade de ovos de helmintos na analise
paleoparasitoldégica. A presenca de microorganismos como fungos e bactérias,
comumente encontrados em vestigios arqueoldgicos, degradam o material e podem
persistir na inativacdo de macromoléculas, mesmo depois de estacionados em baixas
temperaturas. Para diminuir o tempo de reidratacdo e consequentemente diminuir a
proliferacdo de microorganismos sem alterar a analise paleoparasitologica, o tempo
de 48h de reidratagdo se mostrou eficaz, pois foi possivel recuperar uma maior
guantidade de microvestigios do que a reidratacao de 24h e 72h. Este teste de tempo
de reidratacao foi observado como eficiente nesta pesquisa, e € necessario avaliar o
impacto nas analises paleogenéticas posteriores.

A presenca de coprolitos contendo ovos de parasitos em épocas tao distintas
cronologicamente e culturalmente, nos proporciona informacdes paleoecologicas
antes, durante e depois do desenvolvimento da tradicdo Una no Brasil. Coproélitos de
origem humana ja eram esperados por conta do contexto arqueoldgico previamente
estudado (98,99), mas a hipotese da presenca de animais de diversas espécies, dada

a grande diversidade de morfologia e morfometria de todas as amostras, foi
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confirmada. Além de identificar uma diversidade de hospedeiros, houve também
riqueza parasitaria, 0 que sugere que estes parasitos estavam presentes na GGill,
durante praticamente todo o periodo que esta foi utilizada para fins funerarios.

Os coprolitos associados a fogueira, que apresentaram parasitos como
tricostrongilideos e capilarideos, estavam proximos a um local de grande circulacéo.
Tricostrongilideos e capilarideos sdo geohelmintos, ou seja, necessitam que uma
parte do ciclo biol6égico aconteca no solo, com temperaturas entre 17° e 30°C e uma
alta taxa de umidade para desenvolvimento (13).

Os nematddeos da familia Trichostrongylidae, do género Trichostrongylus,
acometem o trato respiratorio e digestivo de um amplo espectro de espécies de
animais. Além dos humanos, parasitam desde caprinos e equinos a aves e mamiferos
de pequeno porte, com maior distribuicdo entre os herbivoros. Espécies como T.
orientalis, T. vitrinus, T. axei, T. capricola, T. probolurus, T. skrjabin e T. colubriformis
podem parasitar humanos (105-107). Os parasitos adultos se encontram no epitélio
intestinal durante todos os estagios de desenvolvimento. O agravamento da doenca,
a tricostrongilose, tanto em humanos quanto em animais, esté relacionada a adultos
no intestino delgado que podem causar severa enterite, resultando em falta de apetite,
diarréia, perda de proteinas enddgenas, comprometimento na absorcdo de alimentos
e dor abdominal (105,108).

Uma andlise paleopatoldgica dos restos humanos de enterramentos de GGill,
seria necessaria para corroborar com dados do estado de saude e infeccéo
parasitaria. Recentemente um estudo demonstrou a presenca de marcadores
osteoldgicos de estresse, nutricdo e infeccéo (cribra orbitalia e hiperestose porotica)
em individuos indigenas pertencentes aos grupo Tenetehara-Guajajara infectados
com Mycobacterium tuberculosis (MTB), em €poca pos contato aos europeus no Brasil
(109).

O sucesso de desenvolvimento do parasito esta relacionado as condi¢des de
temperatura e umidade ideais em que as larvas de estagio de vida livre se encontram.
Estas condicbes possuem grande influéncia na epidemiologia de helmintos
gastrointestinais (106). A infec¢do por Trichostrongylus spp., ocorre por meio de
ingestéo da larva infectante L3. Em humanos e animais, normalmente acontece pelo
consumo de agua ou alimentos contaminados (105,110).

Na atualidade, infec¢cdes humanas por Trichostrongylus spp. foram observadas
em Laos, Tailandia, China, Africa do Sul, Egito, Peru e no Brasil, tanto em populactes

rurais, quanto urbanas (105,111,112). Infec¢Bes por enteroparasitos ainda sdo um
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problema em paises em desenvolvimento, diretamente relacionado a problemas
socioeconémicos e culturais. Uma maior prevaléncia da infeccdo se reporta em
regides rurais onde ha um maior contato com animais herbivoros e o solo
(105,112,113).

Em estudos paleoparasitologicos, ovos de tricostrongilideos tém sido
reportados em varios lugares do mundo. No Velho Mundo, Sianto e colaboradores
(114) descrevem ovos pertencentes ao género Trychostrongylus em sedimentos
coletados da regido pélvica de individuos provavelmente pertencentes a idade média
ou século IX em Portugal. Assim como Seo e colaboradores (115) descrevem ovos e
larvas do parasito em mumias da Dinastia Joseon na Coréia. No Novo Mundo,
Reinhard e colabores (116) descrevem o achado do parasito em coprolitos humanos
de um sitio arqueolégico dos Estados Unidos, datado em 6.800 a 4.800 A.P. Fugassa
e colaboradores (117) relatam a presenca de um ovo fraturado identificado como de
tricostrongilideo em material da Patagonia, cujos estratos estdo datados ente 9.700e
3.400 A.P., porém, a origem do material analisada por meio da identificacéo
morfolégica do coprdlito, permanece indeterminada entre humana ou canina.

De Souza e colaboradores (105) também relatam a presenca de ovos deste
parasito em coprolitos do periodo pré-inca em sitio arqueoldgico localizado no Chile.
Até a revisdo de Goncgalves e colaboradores (118), os unicos achados do parasito
estavam restritos ao Novo Mundo, distribuidos no Chile, México, Argentina, Brasil e
Estados Unidos, atribuidos ao consumo de animais silvestres como cervideos.

No Brasil, o Unico achado paleoparasitologico de Trichostrongylus sp.,
realizado por Araljo e colaboradores (119), provém de corpos mumificados
pertencentes ao século XVIII. O presente estudo, revela o achado mais antigo de ovos
de Trichostrongylus sp. no Brasil, cuja origem humana € confirmada pela analise
paleogenética. Dez espécies de Trichostrongylus ja foram descritas parasitando
humanos, as espécies T. colubriformis e T. orientalis sdo as mais comumente
encontradas ao redor do mundo (107,110,111). Em paises como Coréia, Ird e em todo
continente americano, infecgbes humanas sado geralmente relacionadas a um maior
contato com animais herbivoros (111,120). Desta forma, os ovos de tricostrongilideos
identificados neste estudo, pertencem a algumas destas espécies. A determinacgéo a
nivel de espécie acontece por meio da analise taxonémica de adultos e molecular de
parasitos (111,120).

Existem mais de 300 espécies da familia Capillariidae, descritas em diversas

classes de vertebrados distribuidos pelo mundo (121). Sdo amplamente reportadas
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em anfibios, peixes, répteis, aves e mamiferos, podendo ter ciclo biolégico tanto
monexénico como heteroxénico. Algumas espécies sdo descritas com importancia
econdmica por serem patogénicas em humanos. Dada a variacdo de i) Morfometria
do parasito, ii) Especificidade de Hospedeiro e iii) Especificidade de Habitat, a
classificacdo das espécies tem sido bastante complicada (121,122).

Em algumas espécies de parasitos, como Calodium hepaticum, a infecgcéo
ocorre quando o hospedeiro ingere ovos fecundados embrionados presentes no meio
ambiente, proveniente de fezes contaminadas. Por meio de desenvolvimento no solo,
0 ovo se torna embrionado, portanto, infectivo. Dentro do organismo do hospedeiro,
se desenvolve e se estabelece no figado de animais e seres humanos. A ingestao de
ovos fecundados, mas ndo embrionados, quando o hospedeiro se alimenta da carcaca
de animais com figado contendo o parasito, pode caracterizar um falso parasitismo,
onde o desenvolvimento embriondrio sé ird ser completo com o contato do ovo com o
solo (123).

Animais sdo importantes no ciclo parasitario da C. hepaticum, ja que estes
possuem um grande potencial zoon6tico. Comumente associados a infec¢cdes em
canideos, felinos, suinos, roedores e em primatas (124,125). Casos esporadicos de
infeccbes tém sido relatados ao redor do mundo na atualidade, em paises como a
Turquia, em regifes remotas como a Sibéria, e em paises tropicais como o Brasil
(126-128). A presenca de ovos de capilarideos em fezes de populagBes amazobnicas
e do sul do Brasil, foram descritas. Estas populacdes possuem o costume de ingerir
carne de caca que muitas vezes se encontra malcozida. Fezes contendo ovos
fecundados mas ndo embrionados dos parasitos entram em contato com o solo, estes
se tornam infectivos, quando ingeridos, podem causar a capilariose hepéatica (129—
131).

A C. hepaticum é reportada em diversos animais no Brasil. Canideos e felinos
(93), roedores nas regides amazonicas (132), ratos domésticos no sudeste do Brasil
(133), canideos silvestres (134), em espécies distintas de morcegos (134) entre
outros. Em felinos silvestres, ja foram registrados diversos parasitos em material fecal,
inclusive capilarideos de felinos na Mata Atlantica (92,135). Adicionalmente, infec¢des
em marsupiais, sdo amplamente registrados no pais (136), tanto em regifes de mata
de galeria (137) quanto nas grandes capitais das regides sul e sudeste do Brasil,
parasitando espécies de Didelphis albiventris (89-91).

Em animais de pecuéaria também é descrita a presenca de capilarideos, em

criagdo de ovinos, inclusive em cortes de visceras com propoésito econémico (138),
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bovinos em diversos paises incluindo Japéao (94), Estados Unidos (95) e no Brasil em
animais adultos e bezerros, onde na maioria dos casos existe coinfeccdo com outros
parasitos, incluindo espécies de Trichostrongylus (96,139,140).

Segundo Moravec (64), existem mais de 10 géneros com diversas espécies da
familia Capillariidae que podem infectar mamiferos. O parasito que mais se encontra
parasitando ruminantes e animais da familia Bovidae € do género Aonchotheca
espécie bovis (syn. Capillaria bovis) (141-144). Enquanto que em felinos, osgéneros
e espécies mais encontrados sao: Pearsonema feliscati (syn. C. feliscati),
Pearsonema plica (syn. C. plica), Eucoleus aerophilus (syn. C. aerophila),
Aonchotheca erinacei (syn. C. erinacei), Eucoleus boehmi (syn. C. boehmi) e
Calodium hepaticum (syn. C. hepatica)(135,145-149). Em marsupiais, 0s parasitos da
familia Capillariidae que foram identificados, pertencem a mais de 13 espécies do
género Eucoleus, assim como espécies dos géneros Baruscapillaria, Aonchotecha e
Capillaria (89,121).

Em contexto arqueoldgico, espécies de capilarideos sdo reportados no Velho
Mundo. Bouchet e colaboradores (150,151) discorrem sobre a presenca de ovos do
parasito com até trés morfotipos distintos em coprélitos humanos de sitio da Franca,
datado em até 3.200 A.P., com base na ornamentacdo externa da casca do ovo,
podendo ser indicio de hospedeiros diferentes. Na idade do bronze, coprélitos de
ovelhas no Ird demonstraram 3 ovos com morfologias externas diferentes, sugestivas
de espécies distintas (152).

No Novo Mundo, coprdlitos de diferentes animais, incluindo canideos, felinos,
ungulados de até 8.000 A.P., carnivoros e cervideos do Holoceno na Patagbdnia e no
Peru, foram analisados e identificados com a presenca de ovos de capilarideos
(86,153-157). No Brasil, existe apenas 1 achados de ovos de capilarideos em
copralitos do nordeste Brasileiro. Sianto e colaboradores (158) descrevem a presenca
de diversos capilarideos e de outros parasitos como Spirometra sp. em coprolitos de
felinos localizados em camadas estratigraficas datadas em até 9.150 A.P.,
encontrados no Parque Nacional Serra da Capivara.

No presente estudo, foram identificados quatro morfotipos de ovos de
capilarideos em contexto arqueologico no Brasil, com dados que sugerem a presenca
e circulacdo de diferentes espécies de parasitos em hospedeiros distintos.

Espécies de Spirometra infectam em maior quantidade felinos e canideos. Nos
paises asiaticos, usualmente é encontrada a espécie Spirometra mansoni, quanto que

no continente americano, a espécie Spirometra mansonoides é mais comum. O ciclo
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biolégico de ambas espécies necessita de dois hospedeiros intermediarios, o
invertebrado aquatico que pode ser um crustaceo copépodo, onde ocorrera o
desenvolvimento da fase larvar denominada procercéide. O crustaceo € predado pelo
segundo hospedeiro intermediario que pode ser um anfibio, réptil ou mamifero,
geralmente de pequeno porte, ocasionando o desenvolvimento da fase procercoide
em plerocercdide. A segunda fase larvar infectiva, atinge seu hospedeiro definitivo,
geralmente um felino quando este preda o segundo hospedeiro intermediario,
completando seu desenvolvimento até a fase adulta. O homem entra no ciclo evolutivo
do parasito como hospedeiro acidental, a larva plerocercéide pode desenvolver a
doenca chamada esparganose (159,160).

Segundo Meyer (159), quando a fase plerocercéide infectante chamada
também de Sparganum, alcanca o seu hospedeiro definitivo, os parasitos adultos
podem estimular processos inflamatérios por meio de acdo mecéanica no intestino. A
larva migra até a parede intestinal e se estabelece no tecido subcutaneo ou muscular,
onde ird atingir a maturidade. No homem, a infeccédo por Spirometra spp., se adquire
por ingestdo de agua contaminada com copépodos infectados contendo o primeiro
estagio larvar, ou por meio de carne malcozida de animais com o0 segundo estagio
larvar. Além de acometer o intestino, a larva plerocercoéide pode se alojar em tecido
ocular, pulmonar, facial, neurolégico entre outros (161-164).

Como um dos hospedeiros definitivo, casos de infeccdo em felinos séo
descritos em todo o mundo, a presengca de ovos de Spirometra spp. foram
identificadas desde em grandes felinos como ledes da savana africana, felinos de
pequeno porte domésticos da Coréia e Estados Unidos, até felinos selvagens nas ilhas
Cayman da América Central (165). Na América do Sul, ja foram relatados casos de
infeccbes em raposas na Argentina. No Brasil, casos foram identificados com a
presenca de ovos de Spirometra spp. nas fezes, ou parasitos adultos no intestino,
tanto em pequenos mamiferos como didelfideos, quanto em oncas pintadas da Mata
Atlantica (160,165-168).

Ovos de Spirometra spp. foram encontrados em associacdo com outros
parasitos de animais em coprolitos de felinos datados em 9.000 A.P., localizados em
sitio arqueoldgico no parque nacional da Serra da Capivara, nordeste do Brasil. Assim
como o bioma Cerrado, a Caatinga brasileira abriga e registra a presenca de grandes
felinos incluindo a Jaguatirica. O achado deste estudo é o segundo registo da
presenca de espécies de Spirometra em felinos no periodo pré-colombiano do Brasil.

A distancia geogréfica e particularidade climatica e vegetal de cada bioma, demostra
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que em tempos remotos, o0 parasito possuia uma ampla distribuicdo e possivelmente
em espécies de hospedeiros distintos, como Leopardus tigrinus, Leopardus pardalis,
Leopardus wiedii, Puma yaguaroundi, Panthera onca e Puma concolor, citados em
Sianto e colaboradores (158). N&o pode ser descartada a possibilidade deste parasito
circular entre populacées pré-histéricas ndo s6 animais, como humanas (12,161).

Espécies do género Echinostoma séo trematodeos digenéticos hermafroditas
gue habitam o intestino de mamiferos e aves, ocasionalmente infectam humanos. A
maioria das espécies ndo possui especificidade ao hospedeiro final, e por isso sdo
encontrados em uma diversidade de animais silvestres e domeésticos (62). Na
identificacdo taxondmica das espécies, sdo observados carateres como: morfologia
das cercarias, tamanho dos 37 espinhos no colar cefalico dos adultos e aspectos do
ciclo evolutivo (66). Espécies como Echinostoma caproni e E. trivolvis ja foram
identificados parasitando roedores, musaranhos, patos domésticos e cisnes (66,69).

No ciclo evolutivo de Echinostoma spp., sao liberados junto aos dejetos de
aves ou mamiferos, ovos do parasito em lagos ou corregos. Na agua, 0S 0vV0S
fertilizados demoram até 3 semanas para atingirem o estadio de miracidio, que
acontecera mais rapidamente quando a temperatura da agua estiver em torno de 26°
a 28°C. Os miracidios penetram em caracoéis geralmente da espécie Biomphalaria
glabrata e se desenvolvem em cercarias que permanecerdo encistadas nos rins até
serem predados pelo segundo hospedeiro intermediario. Estes podem ser desde
outras espécies de caracdis, até anfibios e peixes. O parasito atinge seu hospedeiro
definitivo quando mamiferos e aves predam o segundo hospedeiro intermediariocom
cistos de metacercaria. Os cistos irdo se desincistar no intestino e se desenvolver em
parasitos adultos, dando continuidade ao ciclo evolutivo (66).

Apesar de néo existir atualmente registros de felinos no Brasil infectados com
espécies de Echinostoma, Sianto e colaboradores (169), identificaram um ovo com
medidas correspondentes a das espécies E. erraticum e E. neglectum em coprolitos
de felinos. Estas duas espécies sdo comumente identificadas em aves. Desta forma,
0s autores concluiram que o caso poderia ser caracterizado como falso parasitismo,
onde o felino pbéde ter predado a ave que ja albergava a fase adulta do parasito.

Dentre as oito espécies de Echinostoma identificadas na América do Sul, trés
foram reportadas em mamiferos de Minas Gerais: E. echinatum, E. paraensei e E.
rodriguesi (Syn. E. trivolvis). Por estes parasitos ndo possuirem um hospedeiro
definitivo conhecido e parasita diversos animais, incluindo felinos, a possibilidade de
infecc@o verdadeira ndo é descartada. A morfometria dos ovos de Echinostoma spp.
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no presente estudo corresponde a descrita para as espécies E. paraensei e E.
rodriguesi (Syn. E. trivolvis) (66,67,69,170).

Ancylostoma duodenale e Necator americanus sao espécies de
ancilostomideos considerados especificos de humanos e de primatas ndo humanos,
filogeneticamente préximos. O primeiro com possivel origem na Asia e o segundo na
Africa. Ambas espécies podem ser identificadas em um mesmo individuo. Os
ancilostomideos sdo pequenos vermes que se fixam na vilosidade intestinal do
hospedeiro para se alimentar de sangue, algumas espécies de outros animais como
canideos, conseguem penetrar na pele, porém sem concluir o ciclo evolutivo, as
chamadas larvas migrans (171).

Infeccbes por ancilostomideos sdo consideradas doencas tropicais
negligenciadas e estima-se que atualmente um bilhdo de pessoas estejam
parasitadas, principalmente em paises subdesenvolvidos (172). Individuos com a
presenca da larva apresentam quadro de dor abdominal, enjoou e severa deficiéncia
em ferro. Anemia se manifesta quando existe uma grande carga parasitaria com
duracédo de infeccdo persistente. A eclosédo da larva esta diretamente relacionada a
temperatura, tipo e porcentagem de umidade do solo. Nestas circunstancias, o ovo
depositado no solo ir4 de desenvolver na primeira fase larvar. A larva se alimentara
dos compostos organicos e chegara ao estadio infectivo, para entdo penetrar o tecido
epitelial principalmente de individuos que néo utilizam cal¢cados (172,173).

Elevadas altitudes e baixas temperaturas (<20°), limitam a transmissdo do
parasito, desta forma, a migracdo lenta dos cacadores-coletores que durou varias
geracdes na Beringia para posterior introducdo e povoamento das Américas, serviu
como “filtro” para algumas infecgdes parasitarias, incluindo a por ancilostomideos em
humanos. O povoamento da América por vias alternativas ndo pode ser descartada,
principalmente com achados arqueologicos de larvas de ancilostomideos que assim
como A. duodenalis, originado de climas subtropicais asiaticos, necessitam de
temperaturas maiores que 20°C para desenvolvimento (14). Este clima subtropical se
assemelha com a temperaturas do Sudeste do Brasil, e em Minas Gerais, 0 clima
semiumido diferente da Amazo6nia brasileira, proporciona que larvas deste parasito
pudessem se adaptar bem ao solo do Cerrado, sendo bem exemplificado pela
presenca dos dois achados de ancilostomideos de origem humana no interior e GGl|
neste estudo. N&o s6 a possibilidade de espécies destes parasitos estarem circulando
nos proporciona informacdes paleoecoldgicas, mas demonstra a manifestacao cultural

de que esta populacéo estaria andando de pés descalcos.
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Estudos anteriores ja demonstraram a presenca de ancilostomideos em
materiais arqueoldgicos no Novo e Velho Mundo. No Brasil, existem achados em sitio
localizados de Norte ao Sul do pais, com o mais antigo datado em 7.230 A.P. no
Parque Nacional Serra da Capivara, Piaui. No estado de MG, a presenca do parasito
ja foi reportada no sitio Boqueirdo Soberbo e nos primeiros estudos arqueologicos de
sedimento sacral e coprélitos do sitio GGII, conduzido pelo Dr. Luiz Fernando Ferreira,
na década de 80. O primeiro estudo publicado em revista cientifica sobre material
arqueologico no Brasil, foi relatado por Fernandes e colaboradores (174) na Fundagéo
Oswaldo Cruz. O artigo descreve a identificacdo de sete amostras de coprolitos
contendo ovos de tricurideos e ancilostomideos, incluindo a identificacao de possiveis
larvas nematoides (98,99,118).

5.3 Paleogenética

N&o € comum encontrar estudos que correlacionem dados arqueolégicos e
moleculares para a identificacdo da origem de coprolitos em sitios arqueoldgicos.
Geralmente, caracteristicas morfolégicas, quimicas, palinoldgicas, dieta e de
inclusdes sdo analisados, além da comparacdo com dejetos animais e humanos na
atualidade. Da mesma forma, uma analise de possiveis resquicios deixados pelo
hospedeiro, como no caso de humanos, também sao registrados, a exemplo de
vestigios de fogueira, intimamente relacionada com ocupacdo humana (175-177).
Com a utilizacdo de métodos para a recuperacdo de ovos de parasitos em
material arqueolégico, como a técnica de concentracdo de Lutz, estudos
paleoparasitolégicos em coprélitos, comecaram a identificar quantitativamente ovos
de parasitos. Apesar dos avancos, a dificuldade de conhecer a origem zoologica do
material, persistia. Desta forma, identificagdes morfoldgicas para obter mais
informacdes sobre os coprolitos foram aplicadas, integrando dados
paleoparasitolégicos com a morfometria e morfologia de parasitos espécie-especificos
(36).

Hunt e Lucas (178) estabelecem uma identificacdo de “produtores de
coprolitos”. Os autores relatam a dificuldade de identificar a origem, e propdem
atributos gerais que podem ser utilizados para a caracterizacdo do material. Sado
levados em consideracdo a profundidade estratigrafica, tamanho, constituicdo
quimica, conteudo interno e abundancia. Adicionalmente, atributos especificos como

morfologia e constituicdo bioquimica sé&o acrescentados.
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Este modelo de analise é utilizado por varios autores como uma forma
alternativa a identificacdo molecular. Reinhard e colaboradores (116), fizeram a
correlacdo entre ossos encontrados dentro de coprolitos e 0ssos recuperados nos
estratos dos sitios arqueoldgicos Hinds Cave e Dust Devil Cave, com evidéncia de
assentamento humano. Ferreira e colaboradores (104) identificaram coprdlitos de
origem humana no Nordeste do Chile, dada a presenca de carvao e particulas de
guartzo em sua constituicdo. Assim como em trabalho posterior, onde os autores
propdem a origem humana das amostras de coprdlitos datados em 11,060 a 11,040
A.P. pela proximidade com enterramentos humanos (179).

Atualmente, alguns autores ainda utilizam a identificacdo morfologica e
morfométricas juntamente a aspectos quimicos e fisicos de componentes da dieta do
hospedeiro para a identificacdo da origem do coprdlito, sem utilizar de técnicas da
biologia molecular (86,180,181). Porém, as técnicas moleculares sdo empregadas
como uma ferramenta importante na identificacdo de materiais arqueolégicos de todos
os tipos, desde pequenos 0ssos com boa capacidade de preservacdo de material
genético como 0 0SS0 petroso, até materiais encontrados no solo, como sedimentos
de terra e coprolitos (43,182,183). O foco da maioria dos estudos em relacdo a
identificacdo molecular da origem dos coprélitos, se concentra em animais da
megafauna extintos em contexto paleontoldgico (184-186). A fauna de mamiferos de
meédio e pequeno porte em tempos geoldgicos do quaternario é pouco explorada com
0 uso de técnicas de biologia molecular. Pesquisadores estudam principalmente
estruturas osteoldgicas, correlacionando em algumas das vezes, com andlise de graos
de pdlens e dieta dos animais (178,187).

Os Unicos trabalhos recentes que correlacionam analise morfolégica e
morfométricas de coprolitos com a identificagdo molecular de mamiferos de grande,
pequeno e meédio porte sdo os de Petrigh e Fugassa (188) e Fugassa e colaboradores
(189). O primeiro, analisa morfoldgica e morfometricamente coprélitos similares a de
carnivoros datados em até 5.100 anos, confirmado pela analise molecular com 99%
de identidade genética com sequéncia de Puma concolor depositadas no GenBank.
O segundo, analisa além de morfologia, morfometria e analise molecular, a
paleoparasitologia de coprdlitos datados em 2.900 anos. Foi identificado 99% de
identidade genética com sequéncia de raposa-colorada depositada no GenBank.
Ambas as classificacbes moleculares estéo relacionadas a carnivoros de médio e

grande porte encontrados na Ameérica do Sul.
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Em Petrigh & Fugassa (188), os autores relatam que as amostras continham
sequéncias com maxima de identidade genética com sequéncias de oncas pardas
(Puma concolor) do Brasil, geneticamente préximas as oncgas pardas da Patagonia.

Espécies de felinos como Leopardus pardalis e Panthera onca, cuicas da
espécie Philander opossum, e o unico marsupial do género Didelphis encontrado no
Cerrado, da espécie albiventris, sdo também recuperados atualmente no estado de
MG. O achado de coprolitos em época pré-colombiana destes animais, indica que
estes ja circulavam nesta regido entre a transicdo Pleistoceno-Holoceno (77). A
introducdo de gado no Brasil data a primeira metade do século XVI, durante as
grandes navegacfes provenientes da Peninsula Ibérica e da llha do Cabo Verde, a
maioria sendo gado europeu (Bos taurus), mas alguns exemplares eram mesticos do
zebu (Bos indicus) (97). A presenca de coprolito destes animais em camadas
superficiais do sitio arqueoldgico, é sugestivo de contato historico ou de perturbacao
do sitio. O sitio arqueoldgico GGIl se encontra inserido dentro de uma fazenda
particular que ainda opera como tal nos dias atuais. A criacao de gado da espécie Bos
taurus poderia ter sido fonte da economia local na época do Brasil colonial, onde estes
pastavam nas dependéncias da fazenda, inclusive nas proximidades do sitio
arqueoldgico (97).

No Brasil, ndo existem estudos de identificagcdo molecular da origem animal
corroborado com dados de caracterizacdo morfol6gica e morfométrica de coprolitos.
Entretanto, a identificacdo da origem humana e classificacdo haplotipica de
ancestralidade tem sido incluida aos estudos paleoparasitologicos e paleogenéticos
no pais (31,109,190-194). O presente estudo, € o primeiro no Brasil que recupera
sequéncias genéticas de animais oferecendo a oportunidade de uma identificacédo
mais especifica da origem dos coprolitos. Os estudos paleogenéticos em animais no
pais ainda sdo escassos, o entendimento da origem genética de materiais como 0Sso0s
e coproélitos, associados a estudos do passado, como proposto neste trabalho, sédo
importantes para entendimento paleoecologico.

O processo de entendimento dos tempos ancestrais, engloba uma grande
interdisciplinaridade de estudos sobre dieta, afinidade cultural, abrigos, influéncia da
arte e aspectos da vida cotidiana identificados como indicadores. Juntamente com 0s
estudos dos parasitos circulantes, da dinamica entre estes e seus diversos
hospedeiros. A descoberta de varios componentes materiais e organicos nos

diferentes estratos no sitio arqueologico GGlI, nos proporcionar informacdes néo sé
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sobre a cultura desta populacdo e seus costumes cerimoniais, mas sobre aspectos
comportamentais e de interagdo com diferentes animais.

No presente estudo, a identificacdo de 5 taxons de parasitos e 6 taxons de
hospedeiros incluindo humanos, em uma cronologia de 8.125 a 3.490 A.P,
proporcionou informacdes sobre a circulacdo de parasitos que podem infectar
humanos dentro do espaco geogréfico que frequentavam, assim como a presenca de
diversos animais presentes no bioma Cerrado. O estudo mostra um carater integrativo
por utilizar ferramentas paleoparasitolégicas e paleogenéticas que proporcionaram
informacdes que auxiliam a propor um cenario paleoecolégico do sitio GGII.

Como perspectivas para a continuidade desta pesquisa, 0 espaco geografico
do sitio GGII sera mais amplamente explorado, continuando com a procura de um
maior entendimento da espacialidade dos setores e das camadas estratigraficas que
ndo possuiam datacdes atribuidas. Adicionalmente, informaces dos enterramentos
humanos de GGIl previamente estudados. Novas analises de remanescentes
humanos e de animais do sitio arqueoldgico serdo estudados e acrescentados. A
andlise paleogenética molecular sera aplicada com marcadores especificos para
determinacdo da ancestralidade das amostras humanas encontradas, assim como

para a determinacéo de espécies e linhagens dos helmintos intestinais identificados.

6. CONCLUSAO

O sistema de classificacdo de origem de coprélitos demonstrou que uma

diversidade de animais, incluindo o homem, circulavam temporalmente e

espacialmente no GGilI.

» A técnica de reidratacdo de coprolitos modificada para um periodo de 48h foi
eficiente na recuperagéo de ovos de parasitos e outros microvestigios.

= A analise paleoparasitoldégica demonstrou uma riqueza de helmintos parasitos
enzooticos e zoondticos, como morfotipos de Capillariidae, Trichostrongylus
sp., Ancylostomatidae, Spirometra sp. e Echinostoma sp. em GGII.

= A andlise paleogenética, por meio da abordagem de Barcoding de DNA,

demostrou a circulagdo dos animais onga pintada (Panthera onca), gamba de

orelha branca (Didelphis albiventris), jaguatirica (Leopardus pardalis), e cuica

(Philander opossum) em GGill.
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A identificacdo molecular de coproélitos de gado doméstico (Bos taurus), espécie
introduzida no Brasil no século XVI, indica uma perturbacdo pds- contato e
restrita no sitio GGII.

Individuos do sitio arqueoldgico GGlI estavam infectados com tricostrongilideos
desde 8.125 A.P.

A presenca de marsupiais e felinos infectados por helmintos de potencial
zoonotico, provavelmente possibilitou o compartilhamento de parasitos com o0s
humanos que frequentavam GGill.

A presenca de diversos morfotipos de capilarideos em coprolitos
morfologicamente e geneticamente caraterizados como provenientes de onca
pintada e do gamba de orelha branca, sugere infeccdo por diferentes espécies

desta familia de helmintos.
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