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RESUMO

Os estudos em Paleoparasitologia sdo ainda escassos em todo o mundo. Interdisciplinares,
utilizam técnicas de diversas areas do conhecimento, tais como Paleontologia, Arqueologia,
Medicina, Epidemiologia, Biologia Molecular, Biologia Evolutiva e Ecologia. As informacoes
obtidas nos estudos paleoparasitoldgicos dizem respeito ndo apenas aos organismos e as
parasitoses, mas também fornecem informacGes sobre o paleoambiente e sobre as relacGes
paleoecoldgicas envolvidas em tais interacdes. Neste trabalho, foram analisados trés diferentes
tipos de materiais da colecdo paleontoldgica do Laboratorio de Paleoecologia e Paleoicnologia
(LPP), da Universidade Federal de S&o Carlos, em S&o Carlos-SP. Estes foram coletados em
outros contextos de trabalho de Graduacdo e Pos-graduacdo no LPP, e estudados no presente
Doutorado por apresentarem algum tipo de evidéncia de endoparasitismo ou ectoparasitismo.
Os materiais analisados foram: coprdlitos de diferentes vertebrados, datados do Pleistoceno e
Holoceno, provenientes da regido Nordeste do Brasil. Eles foram coletados no sitio
arqueoldgico e paleontoldgico Lagoa Uri de Cima, na regido de Salgueiro, Pernambuco, em
uma parceria com a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz — Rio de Janeiro). Foram encontradas e
registradas larvas de Nematoda em dois dos coprolitos. Apesar de ndo serem confirmadas como
parasitas, 0 registro destes organismos € bastante importante para evitar a sua sub-
representacdo no ambiente no passado. Além disso, foram encontrados restos de material
vegetal (como grdos de pdélen, amido e fitolitos) e de outros tipos de dieta, por meio de
observagdo macroscopica da dieta dos animais, microscopia optica e analise por meio de
microtomografia computadorizada. Outro tipo de material analisado foram 1300 osteodermos
de trés individuos de pampatério Holmesina Cryptae (Xenarthra, Cingulata, Pampatheriidae),
depositados na colecdo do LPP. Esse material foi obtido apds duas expedi¢es, realizadas nos
anos de 2012 e 2014, na Gruta da Lapinha, no municipio de Iramaia, Bahia. Os osteodermos
que apresentavam marcas possivelmente relacionadas a parasitismo foram observados com
microscépio estereoscOpico e por microscopia eletrénica de varredura. As marcas foram
divididas em trés tipos: as causadas possivelmente por infeccdo fangica, sendo a primeira
descricdo deste tipo em osteodermos fossilizados, as resultantes de infec¢do secundaria, apds
uma lesdo inicial, e as que foram causadas possivelmente por acdo de Siphonaptera (pulgas),
que, sendo assim, j& se encontravam neste hospedeiro h& pelo menos 20 mil anos. Por fim, foi
estudada também a fibula de um dinossauro saurépode do Cretaceo Superior, coletada no
Noroeste do estado de Sdo Paulo e depositada na referida colecdo no ano de 2006. Ela foi

retomada por pesquisadores de Pos-doutorado e Mestrado nos anos de 2017 e 2018, que



fizeram analises histoldgicas utilizando tomografia computadorizada, na Escola de Medicina
da USP e por microscopia eletronica de varredura, na Universidade Estadual de Campinas,
chegando ao resultado de osteomielite aguda. A partir do estudo dessa leséo, foram encontrados
microfdsseis nos canais vasculares do individuo, o que levou a uma investigagdo por
microscopia optica, na Universidade Federal de Sdo Carlos. Como resultado, foram observados
cerca de 70 microrganismos preservados dentro dos canais vasculares do animal, que foram
descritos como uma possivel espécie de parasito sanguineo, sendo o primeiro registro de
parasitos dentro dos 0ssos desses animais. Além dos artigos cientificos, os resultados destes
trabalhos e as discussfes resultantes foram ou serdo apresentados também em um livro, em
eventos de divulgacdo cientifica e em espacos fora das Universidades, com o objetivo de
aumentar o dialogo e auxiliar a firmar a aproximacao entre 0 meio académico e o ambiente

externo aos institutos de pesquisa, envolvendo a sociedade em geral.

Palavras-chave: Paleoecologia. Parasitologia. Ectoparasitos. Tunga. Siphonaptera.

Leishmania. Megafauna. Pampatheriidae. Divulgacdo cientifica.



ABSTRACT

Studies in Paleoparasitology are still scarce worldwide. Interdisciplinary, they can use
techniques from different areas of knowledge, such as Paleontology, Archeology, Medicine,
Epidemiology, Molecular Biology, Evolutionary Biology and Ecology. The information
obtained in paleoparasitological studies concerns not only the organisms and parasitic diseases,
but also can provide a lot of information about the paleoenvironment and about the
paleoecological relationships involved in the interactions. In this work, different materials from
the paleontological collection of the Laboratério de Paleoecologia e Paleoicnologia (LPP), of
the Universidade Federal de Sdo Carlos, in Sdo Carlos-SP were analyzed. Such materials were
previously collected in other Undergraduate and Postgraduate research at the LPP and taken
up again in the present Doctorate because they present some type of evidence of endoparasitism
or ectoparasitism. The materials analyzed were coprolites of different vertebrates, from the
Northeast region of Brazil, from the archaeological and paleontological site Lagoa Uri de Cima,
located in the region of Salgueiro, Pernambuco, collected in a partnership with the Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz do Rio de Janeiro). Dating back to the Pleistocene and Holocene, these
materials have not confirmed evidence of parasites. However, nematode larvae, remains of
plant (such as pollen grains, starch and phytoliths) and other types of diet were found through
macroscopic observation of the diet of the animals, optical microscopy and analysis by
computerized microtomography. Another material analyzed was 1300 osteoderms from three
individuals of Holmesina Cryptae (Xenarthra, Cingulata, Pampatheriidae), deposited in the
LPP collection. This material was obtained after two expeditions, carried out in 2012 and 2014,
at Gruta da Lapinha, in the municipality of Iramaia, Bahia. Osteoderms that had marks possibly
related to parasitism were observed by optical and scanning electron microscopy. The marks
were divided into three types: they could have been caused by fungal infection, being the first
description of this type in fossilized osteoderms, by secondary infection, after an initial injury,
or by the action of Siphonaptera (fleas), which, therefore, already found in this host at least
20,000 years ago. Finally, the fibula of a sauropod dinosaur from the Upper Cretaceous was
also studied, collected in the Northwest of the state of Sdo Paulo and deposited in that collection
in 2006. It was recovered by postdoctoral and master researchers in 2017 and 2018, who
performed histological analyzes using computed tomography, at the Escola de Medicina da
USP and by scanning electron microscopy, at the Universidade do Estado de Campinas, and
obtained the result of acute osteomyelitis. In addition, microfossils were found in the vascular

channels of the animal, which led to an investigation using optical microscopy at the



Universidade Federal de S&o Carlos. As a result, about 70 microorganisms were observed
preserved inside the vascular channels of the animal, which were described as a possible
species of blood parasite, being the first record of parasites inside the bones of these animals.
The results of these works and the resulting discussions have been or will be presented in
scientific articles, but also in a book, in scientific dissemination events and in locations outside
the Universities, with the aim of increasing dialogue and helping to strengthen the
approximation between the academic and the external environment research institutes,

involving society in general.

Keyword: Paleoecology. Parasitology. Ectoparasites. Tunga. Siphonaptera.

Leishmania. Megafauna. Pampatheriidae.
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1 INTRODUCAO

1.1 PARASITOLOGIA

Parasitismo é definido por Neves (2005, p.10) como sendo um tipo de “associagdo entre
seres vivos, na qual existe unilateralismo de beneficios, ou seja, o hospedeiro ¢ espoliado pelo
parasito, pois fornece alimento e abrigo para este” e por Rey (2015, p. 7) como “toda relacao
ecoldgica, desenvolvida entre individuos de espécies diferentes, em que se observa, além de
associacdo intima e duradoura, uma dependéncia metabolica de grau varidvel”. Sendo assim,
nessas definicdes mais classicas, é considerado que apenas um dos organismos envolvidos
obtém beneficios ecologicos significativos, em alguns casos até mesmo dependendo
totalmente do hospedeiro para sua sobrevivéncia (REY, 2015). E o caso, por exemplo, dos
helmintos pertencentes a Classe Cestoda, que apresentam perda de parte do seu sistema
digestorio (NEVES, 2005) ou daqueles que ao longo do tempo chegaram a perder genes
importantes, como os que codificam a sintese de certas enzimas, passando a depender das
correspondentes encontradas no hospedeiro (REY, 2015). Por conta deste aspecto de extrema
dependéncia, quando h& tempo para ocorréncia de eventos co-evolutivos, geralmente o parasito

ndo leva o hospedeiro a morte, ou pelo menos néo rapidamente.

Neves (2005) fornece o exemplo do Trypanosoma cruzi, que é o agente etiolégico da
Doenca de Chagas. Em tatus, onde provavelmente ocorre ja ha algum tempo, um animal
saudavel pode viver por anos com o parasito sem desenvolver lesdes incapacitantes.
Entretanto, na espécie humana e em animais domésticos, como cées e gatos, se ndo houver
interferéncia com algum tipo de tratamento, a expectativa de vida € reduzida abruptamente.
Mesmo dentro da mesma espécie, mas entre populagdes sujeitas a diferentes condigdes
ambientais durante sua histdria evolutiva (inclusive culturalmente, no caso dos humanos), a
reacdo a um mesmo parasita pode ser diferente. Como exemplo destes casos, 0 mesmo autor
cita as diferencas relacionadas a malaria (doenca causada por protozoarios do género
Plasmodium). De acordo com ele, essas variagdes populacionais do hospedeiro € que seriam a
razdo para gque, em zonas endémicas da doenca, a populacdo autdctone costume ser afetada
com menos severidade e em menor porcentagem do que quando chegam pessoas de fora dessas
regides, que, ao adquirir o patdgeno, frequentemente apresentam a doenca de forma bastante

patogénica.
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Essas sdo definicbes mais classicas e “praticas” de parasitismo. Se considerarmos as
complexas interacfes que ocorrem entre possiveis hospedeiros, vetores, reservatorios e
parasitas, bem como a influéncia do ambiente em que estéo inseridos, as defini¢bes podem se

tornar bem mais complicadas.

De qualquer forma, para chegar-se ao desenvolvimento da doenca parasitaria, sao

necessarios os seguintes fatores (NEVES, 2005):

a) Quanto ao hospedeiro: sua idade, estado de nutricdo, ocorréncia de outras
doengas, condicOes da sua resposta imune;

b) Quanto ao parasito: numero de individuos, viruléncia da cepa, localizacdo no
corpo do hospedeiro, tipo de metabolismo, nivel de interacdo com o corpo do

hospedeiro.

A depender de como seja a combinacdo desses fatores, o hospedeiro pode ser

considerado como portador assintomatico, ndo parasitado ou, de fato, doente (NEVES, 2005).

As diversas interacBes que podem ocorrer entre 0S seres Vivos e 0 meio nao Sao
estaticas, caracterizando-se por um dinamismo ao longo do tempo. No ambiente natural, as
alteragdes estdo permanentemente ocorrendo. Dentre os fatores responsaveis por essas
alteracdes, podemos ter catastrofes naturais, acdo antrépica ou inser¢do de novos fatores na
dindmica das populagdes — como a introducdo de agentes infecciosos ou patogénicos. Nos
casos em que as populacdes de possiveis hospedeiros ja estejam mais suscetiveis, tais
alteracGes ambientais podem acabar por criar condi¢es propicias para multiplicacdo
desproporcional dos parasitos ou dos vetores. Se as alteracGes ocorrerem de forma muito
ampla, acentuada, rapida ou repentina, ha chances de termos como resultado a extin¢ao de

algumas ou varias espécies de hospedeiros (NEVES, 2005).

A acdo patogénica dos parasitos pode ocorrer de algumas diferentes formas, como

demonstrado no Quadro 1:
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Quadro 1. Formas de acdo patogénica dos parasitos em relacdo aos seus hospedeiros.

TIPO DE ACAO COMO E CAUSADA

Espoliativa Absorcdo de nutrientes ou sangue do
hospedeiro.
Exemplo de helmintos que se fixam no
intestino do seu hospedeiro, com aparato
bucal modificado para fixacao e succao.

Mecanica Pelo ndmero de individuos ou pelo seu
tamanho, o parasita pode acabar por obstruir
0 6rgdo onde esta alojado, consequentemente
impedindo o fluxo de alimento ou de sangue.

Traumatica Causada diretamente pela movimentagéo ou
algum tipo de acdo do parasita.
Por exemplo, rompimento de hemécias apds
a multiplicacdo de uma das espécies de
Plasmodium, ou as lesdes causadas durante a
migracdo pulmonar das larvas dos helmintos
da familia Ancylostomatidae.

Tobxica Espécies que produzem metabdlitos ou
enzimas que causam les6es nos hospedeiros,
seja por causar reacOes alérgicas, teciduais
ou algum outro tipo de reposta do corpo do
organismo.

Enzimatica Espécies que liberam enzimas que facilitam
a penetracdo na pele do hospedeiro ou que
causam lesdes por onde sdo obtidos os
nutrientes.

Irritativa Causada pela propria presenca do parasita,
que acaba irritando o local afetado.

Fonte: informacOes adaptadas de Neves, 2005.

Carneiro e Antunes (2005) definem a epidemiologia como sendo “a ciéncia que estuda
a distribuicdo de doencas ou enfermidades, assim como seus determinantes na populacédo
humana” (p. 15). Entretanto, apesar de originalmente a epidemiologia ter o foco na saude
humana, métodos e analises de estudos epidemioldgicos podem ser utilizados para entender as

relacGes de salde-doenca também do passado remoto, em animais humanos e ndo-humanos.
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Os conceitos utilizados sdo 0s mesmos, porém com adaptacdes que refletem as limitacGes

encontradas ao se trabalhar com as informacdes do registro fossil.

Uma das premissas basicas da epidemiologia € que, em geral, as doengas nao se
distribuem de forma aleatdria, mas sim de acordo com determinados fatores que propiciam
uma maior propagacdo dos patdgenos em populagdes mais vulneraveis a determinadas
caracteristicas. Desta forma, trés perguntas sdo pecas-chave nestes estudos (adaptado de
CARNEIRO E ANTUNES, 2005):

a) Por que certos individuos adoecem e outros ndo? Levando em consideragcdo o
ambiente em que se encontram, e caracteristicas demogréaficas, bioldgicas e
genéticas. Ou seja, considerando o individuo, quem adoece e por que adoece?

b) Por que certas doengas ocorrem em determinadas regides geograficas (sejam
exclusivamente ou com maior frequéncia)? Por exemplo, pode ser por conta de
limitacdes da distribuicdo geografica dos vetores ou reservatdrios? Aqui, portanto,
é considerado o lugar.

c) Por que a ocorréncia das doencas varia ao longo do tempo? Ocorreu aumento ou
reducdo na frequéncia da doenca ao longo do tempo? Se sim, por que ocorreu essa

variacdo? Neste caso, a referéncia é quanto ao tempo.

Quanto a transmissdo e manutencdo da doenca, depende da interacdo daquilo que é
chamado de triade epidemioldgica: ocorréncias dos agentes causadores, das caracteristicas do
hospedeiro e do meio (CARNEIRO E ANTUNES, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. A chamada triade epidemioldgica de doencas, indicando os fatores

cuja interacdo esta relacionada a transmissao e manutencdo das doengas.

HOSPEDEIRO

VETOR

MEIO
AGENTE AMBIENTE

Fonte: Modificado de Carneiro e Antunes (2005).

1.2 PALEOPARASITOLOGIA

Para a ocorréncia de doencas no passado, podemos considerar os mesmos fatores. De
acordo com Ferigolo (2007), a ciéncia que estuda estes eventos, a Paleopatologia, deve ser
considerada parte da Paleoecologia, pois os patdgenos seriam um dos principais elementos do
ambiente, acarretando acentuada pressdo nos processos adaptativos dos organismos. As
doengas seriam ‘“‘ecologico-dependentes” (p. 88), e a Paleopatologia teria como um dos
principais objetivos elucidar as relacdes envolvidas entre os diferentes organismos, e destes
com o0 meio, neste tipo de dindmica. Neste mesmo trabalho, Ferigolo chega a afirmar que, para
os mamiferos, os micro € macroparasitas seriam os principais reguladores “das populacdes,
tanto hoje quanto no passado” (p. 88). Polémicas a parte, é indiscutivel a afirmacéo do referido
autor de que uma das principais aplicacdes da Paleopatologia é a sua utilizagdo como

ferramenta para evitar incorrecdes em sistematica, detectando as patologias e diferenciando
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anomalias, alteracdes degenerativas (causadas por traumas, sobrecarga ou infec¢des) ou senis

(como artrose e discopatias) de caracteristicas taxonémicas.

Mais especificamente, temos a paleoparasitologia, que pode ser definida como “o
estudo dos parasitos encontrados em remanescentes da espécie humana e de outros animais
recuperados de sitios arqueoldgicos, paleontoldgicos, ou de qualquer outra fonte em que se
mantiveram preservados” (FERREIRA, 2011, p. 27). Como marco do avango dos estudos
paleoparasitologicos, destacam-se os trabalhos do médico francés sir Marc Armand Ruffer no
inicio do Século XX, ao conseguir recuperar ovos de Schistosoma haematobium em mimias
egipcias datadas em cerca de 1250-1100 anos a.C. (FERREIRA, 2011), desenvolvendo técnicas
de reidratacdo de tecidos que foram sendo aperfeicoadas nos anos posteriores. Nas décadas de
1950 e 1960, os botanicos Eric Callen e Thomas Cameron publicaram uma técnica de
reidratacdo especificamente para coprdlitos, constituindo de imersdo em solucdo aquosa de
fosfato trissédico (NasPOs) por 72h, que trouxe excelentes resultados para recuperacgdo de itens
da dieta e parasitolégicos contidos nas fezes, diminuindo efeitos de deformacao ou perda de
estruturas destes elementos (CALLEN E CAMERON, 1955; 1960). Essa técnica continua a ser
utilizada atualmente, fazendo-se ajustes de acordo com as caracteristicas especificas do
coprolito, do seu processo de fossilizacdo e dos elementos que se pretende recuperar

(palinologicos, parasitoldgicos, dieta etc.).

E uma ciéncia interdisciplinar, que frequentemente envolve paleontologia, arqueologia,
ecologia, biologia molecular, epidemiologia, além de biologia dos organismos e medicina
(REINHARD et al., 1986; FERIGOLO, 2007; FERREIRA, 2011). A Paleoparasitologia
beneficia-se dos avancos nessas diferentes areas, permitindo a recuperacdo de informacgdes
cada vez mais detalhadas das amostras, a medida que novos métodos e tecnologias séo

desenvolvidos ou aprimorados.

No Brasil, a partir da década de 1970, Luiz Fernando Ferreira, pesquisador da Escola
Nacional de Saude Publica Sergio Arouca, na Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), do Rio de
Janeiro, iniciou uma série de publicagbes com seus orientados e sua equipe de pesquisa,
analisando material arqueoldgico e paleontolégico (SIANTO et al., 2013) em busca de indicios
de parasitas. Logo em seguida fundaram o primeiro laboratério especializado em estudos
paleoparasitoldgicos do pais, cunhando o termo Paleoparasitologia (FERREIRA, 2011). O
referido laboratdrio continua ativo, e um dos principais materiais da sua cole¢do sdo 0s

coprolitos — ou fezes fossilizadas.
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Ainda atualmente ha relativamente poucos estudos em paleoparasitologia no Brasil e
no mundo. Nas colecGes paleontoldgicas nos museus, laboratorios e instituicGes de pesquisa
ha diversos materiais que poderiam ser estudados sob este aspecto. Contudo, esta perspectiva
muitas vezes ndo é considerada. Sendo assim, o presente trabalho de Doutorado se justifica

pela importancia deste tipo de estudo, que entretanto ainda ¢é bastante escasso.

Para o desenvolvimento de tal trabalho, foram analisadas amostras de coprolitos de
vertebrados, de 0ssos e de osteodermos fossilizados. Esses materiais haviam sido coletados
anteriormente, durante outros trabalhos de graduacdo e pos-graduacdo realizados no
Laboratério de Paleoecologia e Paleoicnologia (LPP), da Universidade Federal de Sdo Carlos,
na cidade de S&o Carlos, estado de S&o Paulo, e depositados na colecdo do referido laboratorio.
Eles foram retomados e compuseram a presente pesquisa por apresentarem algum tipo de

indicio de acédo de ectoparasitos ou endoparasitos.
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2 OBJETIVOS

Os materiais analisados - coprolitos de vertebrados, 0sso de saurdpode e osteodermos
de pampatérios - foram coletados entre os anos de 2006 e 2019 em diversos contextos de
trabalho de graduacdo e pds-graduacdo realizados no Laboratoério de Paleoecologia e
Paleoicnologia (LPP), da Universidade Federal de S&o Carlos, na cidade de Séo Carlos, estado
de Sédo Paulo. Os espécimes que foram identificados como apresentando indicacfes de acdo de
ectoparasitos ou endoparasitos foram analisados no presente trabalho de Doutorado, com o
objetivo geral de analisar esse material paleontoldgico, descrevendo a possivel acdo dos

parasitas.

Os objetivos especificos foram:

a) Analisar os espécimes que apresentavam tais indicios, determinando quais as
melhores analises disponiveis, de acordo com as caracteristicas do material e das
evidéncias encontradas neles;

b) Descrever as lesbes encontradas e 0s possiveis parasitos que as poderiam ter
causado; e

c) Tentar compreender, comparando aos estudos em hospedeiros e parasitos atuais,
quais efeitos essas possiveis parasitoses podem ter causado nos animais hospedeiros

no passado.
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3 COPROLITOS DE VERTEBRADOS

Os fdsseis podem ser classificados em restos ou vestigios, de acordo com o material
preservado. Souto (2017) relembra as definicGes na literatura de restos como a estrutura
corporal total ou parcialmente preservada; e de vestigios como 0 molde ou alguma indicacao

da atividade vital do organismo.

Do grego ikhnos (vestigios) e logos (estudo), a Icnologia é definida por Ekdale et al.
(1984, apud SEDORKO E FRANCISCHINI, 2020) como “a ciéncia que estuda as intera¢des
entre 0s organismos e os substratos, tendo enfoque tanto nos processos quanto nos produtos
dessas interagdes, os tragos ou estruturas biogé€nicas” (p. 15). Sdo exemplos de vestigios 0s
ninhos, pegadas e excrementos fossilizados. E possivel que o icnoféssil seja encontrado longe
do seu local de origem, tendo sido remobilizado, transportado e retrabalhado. Porém, em geral,
0 mais comum é que ele seja encontrado in situ, no local em que foi produzido (NETTO et al.,
2020). Por este motivo, estes registros podem ser 6timos indicadores da interacdo dos
organismos com o meio, auxiliando na reconstrucdo de informacbes paleobioldgicas,
paleoecoldgicas e paleoambientais (CARVALHO, 2007; FUGASSA et al., 2010; SEDORKO
E FRANCISCHINI, 2020).

Uma das grandes vantagens dos icnofdsseis € que, em geral, como eles derivam de
comportamentos que se repetem indmeras vezes ao longo da vida de cada individuo, eles
podem ser encontrados em maior quantidade do que seus fésseis corporais. Por exemplo, um
Unico individuo produz excrementos dezenas a milhares de vezes ao longo da sua vida. Sendo
assim, pela sua quantidade (SOUTO, 2017), pode ocorrer de haver mais registros dos seus
excrementos do que do préprio organismo. Ha casos de sitios em que, até entdo, nunca foram
encontrados fdsseis corporais de certos animais, entretanto ja foram encontrados seus vestigios.
Ou casos em que a diversidade da fauna local pode ser estimada em maiores detalhes pelos

icnofosseis em comparacgdo aos seus fosseis corporais.

Fezes fossilizadas sdo denominadas coprdlitos. Termo derivado dos radicais gregos
Kdpros (excremento) e lithos (pedra), foi introduzido pelo gedlogo britanico William Buckland

em 1829, se referindo a excrementos fossilizados em geral (HUNT et al., 2012).

Em 2012, Hunt e Lucas publicaram uma revisdo definindo o que seriam os bromalitos,
um termo mais amplo que inclui os diversos tipos de excrementos fosseis, além de definigcdes

mais especificas de cada tipo de excremento, dentre eles, os copralitos.
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Os bromalitos seriam, portanto, todos os tragos fosseis relacionados a alimentos

ingeridos, que passaram pela cavidade oral e pelo trato gastrointestinal do seu produtor, sendo

preservados apds serem expelidos ou ainda na parte interna do animal. Os autores supracitados

separaram-nos em diferentes tipos, de acordo com as caracteristicas do material fossilizado.

Um resumo dos principais tipos de bromalitos apresentados por eles encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Alguns dos bromalitos (residuos fossilizados relacionados a alimentacéo) citados e
definidos por Hunt e Lucas (2012).

Classificacéo

Definicado

Coprdlito

Latrinito

Consumdlito

Regurgitolito

Purgolito

Material fecal evacuado, preservado fora do animal, apds a expulsdo pela
porcéo final do trato gastrointestinal.

Acumulacdo de coprolitos. Pode ser caracterizado de acordo com as
especificidades da sua formacgéo, acumulacdo e preservacdo. Por exemplo,
um deposito de guano fossilizado é chamado de guandlito. Se for guano
proveniente de morcegos, trata-se de Chiropteraguandlito; se foi produzido
por aves, é chamado de Ornithoguandlito.

Alimento ingerido e preservado ainda na regido interna do corpo do animal.
Também apresenta classificacdes mais especificas, de acordo com a regido
do corpo em que ficou preservado (regido oral, estbmago, intestino etc.). Por
exemplo, se a preservacgao ocorreu apés passagem pelo estdmago, o material
constitui um cololito. Se o coldlito foi formado dentro de uma vélvula
espiral, € chamado de enterospira.

Alimento regurgitado (expelido pela cavidade oral), digerido total ou
parcialmente. Pode apresentar subclassificagdes, de acordo com o animal
produtor e de onde ele é derivado (antes ou depois do trato gastrointestinal*).

Acumulacéo de regurgitdlito.

*Q que, na verdade, poderia ainda ser diferenciado entre regurgito e vomito.

Fonte: Tabela modificada de Hunt e Lucas (2012), com informagdes adicionais de Sedorko e
Francischini, 2020.

Sendo assim, os coprolitos - restos alimentares digeridos e expelidos - sdo a matéria

fecal fossilizada. A formacdo do material fecal — chamada de coprogénese — sofre agdo dos



21

diversos elementos envolvidos desde a ingestdo, passagem do alimento pelo trato digestorio,
digestdo e extrusdo. A agdo das enzimas envolvidas nestes processos, 0S movimentos dos
orgéos pelos quais o bolo alimentar e a massa fecal passam, o grau de compactagdo que eles
sofrem e a velocidade do seu fluxo vao interferir diretamente na morfologia das fezes
evacuadas, incluindo a formacéo de dobras, ranhuras e ornamentac@es na superficie (SOUTO,
2017). Desta forma, os coprdlitos podem fornecer ndo apenas informacdes sobre os habitos
alimentares do animal produtor, mas também sobre caracteristicas do seu sistema digestorio,
do seu processo de coprogénese, de evacuacdo, e de caracteristicas ecoldgicas, como
informacdes sobre presenca de parasitos no sistema digestorio do produtor, e possiveis relagdes

de parasitismo.

3.1 MATERIAL E METODOS

As fezes fossilizadas analisadas neste estudo séo originarias do sitio Lagoa Uri de Cima,
localizado no Municipio de Salgueiro, regido situada no Vale do Rio S&o Francisco, na margem
do reservatério Negreiros, no Estado de Pernambuco, coordenadas 39°10°35”W e 8°04°42”S
(MUTZENBERG et al., 2013).
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Com dimensdes de 199 m de comprimento e 92 m de largura, 0 ambiente no seu entorno
é caracterizado por solos arenosos, distroficos e de baixa fertilidade (MUTZENBERG et al.,
2013). Vérios afloramentos rochosos sdo encontrados ao seu redor, sendo um sitio a céu aberto,

rodeado de serras, com vegetacdo predominante de caatinga (SIANTO et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2. Vista geral do entorno do Sitio Lagoa Uri de Cima (PE), demonstrando o seu contexto

geoambiental.

Fonte: imagens A e B modificadas de Mitzenberg et al. (2013).

O Uri localiza-se em uma regido onde se encontram inselbergs e macicos graniticos,
com encostas acentuadas e intercaladas por solos arenosos em &reas pediplanadas e
afloramentos rochosos em forma de lajedos. No depocentro da lagoa, a rocha-mae apresenta-
se acentuadamente intemperizada, formando isalterita de coloracdo esverdeada e textura
argilosa. Canais temporérios drenam as areas mais baixas, sob carater confinado e correndo
sobre leito rochoso. A area do entorno da paleolagoa esta inserida nos dominios da bacia

hidrografica do Rio Terra Nova, que apresenta regime intermitente (Mitzenberg et al., 2013).

A exploracédo do sitio ocorreu entre os anos de 2010 e 2013, mediante um projeto do
Instituto de Arqueologia, Paleontologia e Ambiente do Semiarido (INCT/CNPg — INAPAS)

inserido no Projeto de Integragdo do Rio S&o Francisco com as Bacias Hidrogréaficas do
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Nordeste Setentrional (PISF), junto ao Ministério da Integracdo Nacional. Pesquisadores de
diversas instituicdes de pesquisa do pais trabalharam de forma multidisciplinar desde o
planejamento operacional, no trabalho de campo e ainda atualmente em seus respectivos
institutos de pesquisa (PESSIS et al., 2013).

Para a prospecc¢éo, foram utilizadas como unidades basicas trincheiras de 4m x 2m, que
depois originaram trincheiras maiores (Figuras 3 e 4), seccionando a paleolagoa de forma a
gerar um perfil estratigrafico completo, tanto transversal como longitudinal (PESSIS et al.,
2013).



24

Figura 3. Sitio Lagoa Uri de Cima (PE): A. Visdo Geral do trabalho de prospeccéo; B e C.
Abertura das trincheiras no inicio dos trabalhos de campo.

- " “

Fonte: Imagens modificadas de Pessis et al., 203 (A e C) e Miitzenberg et al., 2013 (B). '

Figura 4. Posicionamento das trincheiras definidas para a prospecgao do sitio. Fonte: modificado de Pessis et al. (2013)

(imagem a esquerda) e Mitzenberg et al. (2013) (imagem a direita).
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Um dos trabalhos realizados foi a coleta de amostras de sedimento ao longo do perfil
estratigrafico, utilizando cilindros de ago (Figura 5), para a datacdo por Luminescéncia
Opticamente Estimulada (LOE) no Laboratério de Metrologia Arqueoldgica e Patrimonial da
Universidade Federal de Pernambuco (para mais detalhes, ver MUTZENBERG et al., 2013 e
PESSIS et al., 2013).

Figura 5. Coleta de sedimento em tubos de aco para datacdo pelo método de
Luminescéncia Opticamente Estimulada (LOE) (Imagem modificada de PESSIS et al.
(2013). E Tabela (retirada e modificada de MUTZENBERG et al., 2013) apresentando
os resultados da datacdo para as deposicdes das camadas do sitio.

Camadas Profundidade (m) | Taxa de dose Dac (Gy) E% Idade LOE
_anual (mGy/ano)

Horizonte A 00-06 3,01 104 16,3 3.500 £ 340

Nivel 14 06-10 2,86 13.1 19,6 4.600 £ 900
Nivel 1B - 1° estralo 10-15 253 26,3 12 10.400 £ 1.250
Nivel 1B - 4° estrato 15-17 37 426 46 11.500 x 500
Nivel 18 - 2 1.7-19 3,87 34 14 8.800 £ 1.320
Nivel 2 19-21 3,86 67,5 6,9 18.600 = 1.470

Nivel 3 21-23 2,66 92 2 34.600 + 690

Fonte: imagem modificada de Pessis et al. (2013) e Tabela modificada de Mitzenberg et al.
(2013).
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Foram recuperados materiais arqueologicos (artefatos liticos) e paleontologicos (0ssos,
dentes e coprolitos de vertebrados), inclusive com concomitancia dos dois tipos de registros

em algumas camadas da escavacdo (ver Figura 6).

Figura 6. Secdo estratigrafica da borda da Lagoa Uri de Cima.

Secao estratigrafica tipo - Lagoa Uri de Cima
: Horizonte A - Vertissolo.

Sedimento areno-argiloso com fenoclastos
de seixos polimiticos e presenga de
3.500%360 : ‘ infiltragd@o carbonatica. Pedoturbagao na
i g : formacgao de um Horizonte A de um vertissolo.

anos AP
' : Fluxo de lama.

Nivel 1A

Sedimento areno-argiloso com fenoclastos
de seixos polimiticos e presenga de
infiltragao carbonatica.

Fluxo de lama.

Nivel 1B

Cascalheira média de fabrica aberta com
presencga de
seixos angulosos, suportada por matriz areno-
argilosa.

Fluxo de detritos.

Maior concentracdo de vestigios
arqueologicos.

Nivel 1B-2
Sedimento argiloso (esmectitas) com indicios
de bioturbacao.

Deposicao lacustre bioturbada.

8.800+580 Vestigios arqueologicos e ossos de
anos AP paleofauna.
Nivel 2
Sedimento de textura arenosa e granulos de
quartzo.

Fluxo canalizado.
Ossos de paleofauna.

Nivel 3

Cascalheira média suportada por clastos e
cimentada por
concrecao carbonatica.

Fluxo canalizado.
Ossos de paleofauna.

Fonte: imagem de Miitzenberg et al. (2013).
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Durante todo o trabalho, as amostras semelhantes a coprolitos foram coletadas seguindo
um protocolo pré-estabelecido e enviadas para o Laboratorio de Paleoparasitologia da Escola
Nacional de Saude Publica (ENSP), do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de Janeiro.
Neste laboratdrio, as amostras passaram por uma primeira triagem, para separar 0s coprolitos
dos pseudo coprolitos. Apds as confirmacgbes, as amostras foram medidas, reidratadas e
submetidas as primeiras analises, que auxiliaram na identificacdo dos produtores de cada uma.
Para mais detalhes, ver Sianto et al. (2013).

Figura 7. Coleta dos coprdlitos e posterior anélise no Laboratério de Paleoparasitologia da
ENSP, na Fiocruz (Rio de Janeiro).

7 > A}

ns modificadas de Sianto et al. (2013).'

5

Fonte: ambas as imag

No ano de 2016, foi firmada uma colaboracéo entre o referido laboratorio da ENSP e o
Laboratério de Paleoecologia e Paleoicnologia (LPP) da UFSCar, quando foram cedidos trés
tipos de amostras relacionadas aos coprdlitos coletados:

1. Porc¢des de 0,5 mL de 24 coprolitos ja reidratados e sedimentados;
2. ltens alimentares e restos macroscopicos recuperados em 48 coprolitos do sitio
durante o processo de reidratacao;

3. 17 fragmentos de coprolitos.

Parte desses materiais foi analisado no presente trabalho de Doutorado (Figura 8), como
seré detalhado adiante.
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Figura 8. Rotina de analises nos Laboratorios de Microbiologia e Parasitologia (LMP), Paleoecologia
e Paleoicnologia (LPP) e de Biotecnologia de Algas (Lalgas), da UFSCar com as amostras cedidas pela
Fiocruz. A. a autora no LPP; B. microscopio Nikon Eclipse Ni, no Lalgas; C. caixa com amostras de

dieta de vertebrados; D. alguns dos coprolitos de vertebrados.

Fonte: elaborado pela autora.
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3.1.1 ANALISES DOS COPROLITOS

Os coprélitos podem fornecer informacdes tanto sobre os habitos alimentares do animal
produtor quanto sobre o paleoambiente, permitindo reconstitui¢es relacionadas a niveis
troficos, a cobertura vegetal e a distribuicdo geografica no passado de todos 0s organismos

envolvidos na interacéo.

Os coprolitos de herbivoros, por fornecerem recuperagdo de grdos de pdlen, fitdlitos,
amido e outros materiais palinoldgicos, podem ser auxiliares na compreensao sobre a
composicdo da paleoflora da regido e os tipos de interagcdo que 0s animais apresentavam com
ela (SOUTO, 2017b). Podem fornecer inclusive elementos que ndo haviam sido recuperados
no sedimento, sendo complementares na reconstituicdo do paleoambiente (SOUTO, 2017b).

Os alimentos sdo indispensaveis para 0s animais, para trés principais fatores
(SCHMIDT-NIELSEN, 2002):

1. Fornecimento de energia para todos o0s seus processos fisicos, mesmo os mais
bésicos;

2. Permitirem o desenvolvimento e a reproducdo dos organismos; e

3. Atuarem como matéria-prima de formacgédo e manutencdo dos mecanismos celulares

e metabdlicos.

Para esse fornecimento de energia e material estrutural, sdo utilizados os compostos
quimicos obtidos por meio da alimentacdo. Sdo 0s processos de digestdo que permitem que 0s
alimentos sejam degradados em compostos de menor tamanho ou complexidade, ficando
disponiveis para absorcao e utilizagdo pelos organismos, incluindo compostos organicos que
estes ndo podem sintetizar, e necessitam adquirir por ingestao, tais como alguns aminoacidos
e vitaminas (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Os vertebrados foram ocupando diversos nichos ao longo da sua historia evolutiva,
propiciando uma alta diversidade de habitos alimentares, relativos a obtencédo, ingestdo e
digestéo dos alimentos (DENTZIEN-DIAS E FRANCISCHINI, 2020).

Muitos vertebrados sdo herbivoros, o que traz a necessidade de lidar com a celulose,
material estrutural dos vegetais, para utiliza-la como fonte energética. A celulose, um polimero
formado por glicose, apresenta grandes dificuldades para ser digerida, por uma grande cadeia
insolGvel e bastante resistente a acdo de ataques quimicos do corpo desses organismos.

Diferente de muitos invertebrados, os vertebrados ndo produzem celulases, enzimas que
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digerem esse polimero, e por isso podem ser bastante dependentes de microrganismos

simbidnticos, tais como protozoarios e bactérias, para esta acdo (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Héa alguns grupos que apresentam especializa¢cdes em seu trato digestivo, como € o caso
dos mamiferos ruminantes atuais. Seu estdmago possui quatro compartimentos, que vao
apresentar diferentes caracteristicas entre si (Figura 9). O maior deles, o rimem, atua como um
grande ambiente de fermentacdo, onde sdo encontradas inimeras bactérias e protozoarios, que
degradam a celulose que chega nesse local junto com a saliva do animal, que é uma solugédo
composta em parte por bicarbonato de sddio, e que atua como um tampdo, permitindo um meio
adequado para a manutencdo dos microrganismos, mesmo que os produtos da fermentacéo
sejam, em grande parte, diversos acidos organicos, como acidos butiricos, acético e propidnico.
O bolo alimentar € entdo regurgitado, e sofre uma remastigacdo trabalhando novamente as
substancias fibrosas mais indigestas. Esse material é engolido novamente e volta para o ramen,
onde de novo passa por essa fermentacao acentuada. Desta forma, a celulose, agora degradada,
e outras particulas do alimento passam para o0s préximos compartimentos, onde sofrem a acéo
de sucos digestivos que continuam o processo de quebra desse material. Os produtos deste
processo ficam disponiveis para serem absorvidos e utilizados, enquanto gases, como metano
e didxido de carbono, que podem chegar a 10% da energia do alimento digerido, sdo expelidos
(SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

No caso dos mamiferos herbivoros ndo-ruminantes, o auxilio dos microrganismos
também é fundamental para a digestdo. Além disso, os compartimentos maltiplos relacionados
ao estbmago também estdo presentes, assim como em outros grupos com tipos de dieta
semelhante, como nas preguicas. O intestino delgado também pode estar envolvido nesse
processo, com a fermentagéo da celulose ocorrendo de forma bastante acentuada em uma das
suas porc¢oes, o ceco. Entretanto, essa fermentacao apresenta diferengas importantes em relacao
aquela que ocorre no rumen dos ruminantes, e € por isso que a massa fecal de vacas, por
exemplo, é bastante diferente daquela de ndo-ruminantes, como cavalos. A constante
regurgitacdo e remastigacdo atuam permitem que a fragmentacdo mecénica dos alimentos seja,
em geral, bastante significativa, com particulas que vao se tornando cada vez menores. Além
disso, os produtos da fermentacao, apos passarem pela Gltima vez pelo rimen, posteriormente
ainda vdo passar para o intestino grosso, onde sofrerdo mais etapas da digestdo antes da
absorcédo. Desta forma, em geral, as fezes dos ndo-ruminantes podem apresentar fragmentos de

alimentos maiores e visiveis a olho nu na sua massa fecal; enquanto a dos ruminantes pode
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acabar por se apresentar por uma massa menos consistente, mais macerada, com fragmentos
bem menores (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Outra estratégia possivel entre mamiferos ndo-ruminantes € a coprofagia, com a
reingestao das préprias fezes. No caso dos lagomorfos, o material fermentado no ceco forma
fezes mais moles, diferentes daquelas que ja estdo prontas para serem eliminadas. Esse material
menos consistente € ingerido e ndo se mistura aos demais alimentos no estbmago. Em vez
disso, elas ficam cobertas por uma membrana e vao para o fundo do estbmago, onde continuam
a fermentar por algumas horas. Apds finalizar as proximas etapas da digestao, finalmente sdo
formadas as fezes comuns, em formato esférico, consistentes e mais escuras, que Serao
eliminadas. Em alguns marsupiais e prossimios ja foram observados este mesmo tipo de
comportamento, mas ainda atualmente ndo ha estudos mais aprofundados sobre ele,
demonstrando seus detalhes ou suas consequéncias nutricionais. Algumas espécies de aves e
répteis também apresentam essa estratégia de fermentacdo no intestino posterior, com a atuagdo
de microrganismos em seu intestino posterior. Entretanto, estudos deste tipo nestes grupos séo
ainda mais escassos (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Sendo assim, o tipo de dieta do animal corresponde as possibilidades da fisiologia do
seu aparelho digestivo, bem como os mecanismos digestivos disponiveis (tipos de enzimas
presentes, microrganismos simbiontes, especializa¢fes do seu trato), para que as necessidades
nutricionais e energéticas do animal possam ser supridas, permitindo sua manutencéo,
reproducdo e desenvolvimento. Essas caracteristicas podem mudar de grupo para grupo, tendo

influéncia no produto, que sdo suas excretas.

O material que ndo pode ser digerido e absorvido, tais como fibras vegetais,
microrganismos e células mortas do proprio organismo, é eliminado pelo intestino. Por conta
dos pigmentos biliares que sdo excretados junto com este material, a cor das fezes saudaveis
geralmente é marrom (SCHMIDT-NIELSEN, 1988).

Figura 9. Parte do trato digestivo de ruminantes, evidenciando compartimentos que sao

especializacdes relacionadas a digestdo para o seu tipo de dieta.
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Fonte: elaborado pela autora e Vasilii Piiadov, com imagens de livre utilizacdo da internet?.

Microrganismos podem ser encontrados nos coprolitos, o que € um resultado esperado,
ja que constituem de um material abundante em matéria organica. Dentzien-Dias e Francischini
(2020) lembram que nem sempre esses microrganismos fazem parte diretamente da dieta do
animal, mas sim podem ser ingeridos acidentalmente junto com o alimento ou com a agua, ou

podem ter contaminado as fezes apds expelidas.

Por esse motivo, para evitar confundir o que passou pelo trato digestério do animal com
0 que ficou aderido posteriormente, apds o depdsito das fezes frescas no ambiente, 0s
protocolos de analises recomendam buscar-se as por¢6es mais internas do material, evitando
contaminagdo com 0s microrganismos e elementos que se encontravam no solo e ndo
internamente ao organismo. Entretanto, se o interesse do estudo for no paleoambiente,
considerando quaisquer organismos, microrganismos, elementos e substancias que estivessem
presentes naquele momento no local, entdo todo o coprolito pode ser considerado essencial

para as analises.

No presente trabalho, o objetivo foi analisar os coprélitos amostrados para observar se
havia presenca de parasitas intestinais nos organismos produtores. Os métodos utilizados foram
como descritos adiante. Até o presente momento, com as analises que ja foram concluidas, ndo
foram recuperados indicios conclusivos da acdo de parasitas nos vertebrados produtores das

fezes, entretanto, diversos materiais palinoldgicos foram registrados, tais como grédos de pélen,

1 Imagem de vaca obtida em https://publicdomainvectors.org/pt/vetorial-gratis/Desenho-de-
vaca/62941.html e do estdbmago obtida em https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Abomasum_(PSF).png).
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fitolitos e grdos de amido, que foram devidamente registrados e armazenados para analises

futuras.

3.1.1.1 OBSERVACOES MACROSCOPICAS E POR MICROSCOPIA OPTICA

Além das amostras sedimentadas, foram fornecidos, pelo Laboratério de
Paleoparasitologia da ENSP, quarenta e oito amostras de restos alimentares recuperados ap0s

a reidratacao dos coprolitos da Lagoa Uri de Cima e de outros sitios estudados na Fiocruz.

Durante os anos de 2016 e 2017, a aluna de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas no
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFSCar — Séo Carlos, Brasil, Thandara Jacob
desenvolveu um Projeto de Iniciacdo Cientifica e Tecnologica, com o titulo “Inferéncias
paleoambientais com base na anélise da dieta macroscépica em coprolitos pleistocénicos do
sitio Lagoa Uri de Cima-PE”. Realizando observagdes com a utilizagdo de um microscéopio
estereoscopico, o objetivo principal do trabalho foi identificar os itens alimentares
macroscopicos de origem vegetal e animal presentes nos coprolitos, auxiliando na identificacdo

dos animais produtores e na compreensao dos seus habitos alimentares.

Os dados obtidos por Thandara Jacob foram reunidos aos obtidos no presente trabalho,

e descritos no manuscrito a seguir, em fase de elaboracéo.
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FEZES FOSSILIZADAS DE MAMIFEROS DA LAGOA URI DE CIMA
(PLEISTOCENO FINAL E HOLOCENO DO BRASIL) - CORRELACAO ENTRE TIPO
DE DIETA E RECUPERACAO DE INCLUSOES E MICROINCLUSOES

Carolina S. I. Nascimento?®, Thandara Jacob®, Vasilii Piiadov®, Clovis W. O. de Souza¥,

Marcia Chame®; Marcelo A. Fernandes?
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RESUMO

Nove coprolitos (fezes fossilizadas) do sitio paleontoldgico e arqueoldgico Lagoa Uri de Cima
(Estado de Pernambuco, semiarido do Nordeste do Brasil) foram analisados com auxilio de
microscopia Optica e microscopio estereoscopico em busca de microinclusdes relacionadas a
parasitoses intestinais e a dieta do vertebrado produtor. Como resultado, ndo foram recuperados
vestigios de parasitas em nenhuma das amostras. Entretanto, pode-se observar uma diferenga
no padrao de recuperacao de itens com possibilidade de identificag¢ao, de acordo com o tipo de
dieta dos animais. Os coprolitos provenientes de vertebrados com dieta herbivora ou onivora
podem revelar, ndo apenas macroscopicamente, mas também pela microscopia Optica, diversos
itens da dieta do animal, além de possiveis ingestdes acidentais (espiculas de esponjas e
diatomaceas). A posterior identificagdo de todos esses elementos pode auxiliar em inferéncias
paleoambientais, fornecendo informag¢des fundamentais sobre o cendrio em que esses

organismos ocupavam no passado. Nos animais que apresentam dieta carnivora foram
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recuperados diversos fragmentos macroscopicos de ossos. Entretanto, a andlise microscopica
revelou apenas em algumas amostras € em baixa nimero outros itens que estivessem integros
o suficiente para permitirem identificagdo e consequentemente mais informagdes sobre a dieta
ou o paleoambiente. Desta forma, a comparagao dos coprolitos analisados forneceram insights
quanto a recuperagdo de microinclusdes de acordo com o tipo geral de dieta do produtor do

excremento, e a utilizagao desses itens para reconstitui¢des paleoecologicas e paleoambientais.

KEYWORDS: Paleodieta; coproélitos; megafauna; Nordeste do Brasil
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1. INTRODUCAO

Os organismos necessitam de alimentos por trés principais razdes: provisao de energia
para suas atividades metabdlicas, para o seu desenvolvimento e reprodugdo, e para sintese de
substancias relacionadas a formag¢ao e manutengao dos mecanismos celulares e metabdlicos do
seu corpo (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). No caso dos animais, tanto o material para essa
sintese quanto a energia que necessitam sdo obtidos por meio da oxidacdo de substancias
orginicas (RAMSAY, 1968). Anélises de coprolitos (fezes fossilizadas) em busca de indicios
sobre paleodieta acabam por obter informacdes relacionadas nao apenas a inclusdes
alimentares, mas também informacOes auxiliares na reconstituicdo de cadeias alimentares e
niveis tréficos (SOUTO, 2012). Para além disso, podem preservar inclusive elementos que nao
haviam sido recuperados no sedimento (SOUTO, 2017), sendo complementares na
reconstitui¢do do paleoambiente (como exemplos, ver CARRION et al., 2001 e WOOD et al.,
2012).

Neste trabalho foram analisadas nove fezes fossilizadas coletadas no sitio Lagoa Uri de
Cima. Cinco amostras estao relacionadas a animais com dieta possivelmente onivora, trés a
animais com dieta carnivora, ¢ uma amostra ¢ possivelmente de um herbivoro. Todas foram
submetidas a observacao macroscopica € microscopica, € seus itens alimentares forneceram
insights sobre as diferencas de preservacgao de inclusdes em coprolitos de acordo com o tipo de

dieta do animal produtor.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Contexto Geogrdfico
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As amostras foram coletadas no sitio Lagoa Uri de Cima, um sitio arqueoldgico e
paleontoldgico situado na regidao do municipio de Salgueiro, Estado de Pernambuco (Brasil)
(Figura 10). Localizado nas coordenadas 39°10°35”W e 8°04°42”S, apresenta 199 m de
comprimento, 92 m de largura e um hectare de area escavavel, sendo atualmente uma lagoa
efémera, que se encontra seca a maior parte do ano (VALLI e MUTZENBERG, 2016). Situado
no semiarido no Nordeste do Brasil, na regido predominam macigos graniticos e inselbergs,
com encostas acentuadas e intercaladas por solos arenosos em areas pediplanadas e

afloramentos rochosos em forma de lajedos (MUTZENBERG et al., 2013).

Figura 10. Localizagdo geografica do sitio Lagoa Uri de Cima, no Estado de Pernambuco

(Nordeste do Brasil).
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Fonte: Mapa elaborado e cedido por Jorge Felipe Moura de Jesus.
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O sitio teve seus niveis de escavagdo datados em um trabalho prévio de Miitzenberg et
al. (2013) pelo método de Luminescéncia Opticamente Estimulada (LOE), informacgao que foi
considerada para determinar a antiguidade dos coprolitos, de acordo com o nivel estratigrafico
em que foram coletados. Um total de 24 fezes fossilizadas foram coletadas, e analisadas em
ambas as instituicoes. As analises de nove destas amostras, listadas na Tabela 2, serdo

discutidas aqui.

Tabela 2. Coprolitos de vertebrados do Pleistoceno € Holoceno, coletados no sitio Lagoa Uri
de Cima — Pernambuco, e utilizados neste estudo.

AMOSTRA TIPO DE DIETA DATACAO
A2654 Onivora 18.600+1470
A2667 Carnivora 18.600+1470

A2679% Carnivora 18.600+1470
A2661 Onivora 8.800+1320
A2675 Onivora 8.800+1320

A2681%* Carnivora 8.800+1320
A2713 Onivora 8.800+1320

A2717** Onivora 8.800+1320
A2712 Herbivora 4.600+900

* Coprolitos de mamiferos da familia Felidae.

** Coprolito possivelmente humano, aguardando novas anélises para confirmagao.
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2.2. Reidratacdo das amostras

Os coprolitos coletados no Uri foram enviados para o Laboratorio de Paleoparasitologia
da Escola Nacional de Saude Publica (ENSP), Fiocruz (Rio de Janeiro, Estado do Rio de
Janeiro, Brasil). Neste laboratorio foram fotografados, e suas caracteristicas morfologicas
foram utilizadas para identificar a possivel origem zooldgica do produtor (seguindo o método
de Chame, 2003). Em seguida, 5g de cada amostra foram reidratadas, de acordo com Callen e
Cameron (1960), ficando em solucdo aquosa de fosfato trissddico (Na3PO4) a 0,5% por 72
horas. A amostra A2712 precisou passar por uma etapa adicional para a reidratacao (modificado
de Reinhard et. al., 1986), sendo adicionado 4cido cloridrico 10% em pequenas quantidades,
fornecendo tempos de pausa de 30 minutos, utilizando agitador magnético por 2 minutos para
auxiliar na desagregacao. Apos passar por tamisagdo, o restante da amostra permaneceu no
calice, sedimentando, por no maximo duas horas, para evitar maior tempo de exposi¢do ao
acido cloridrico. Apds esse periodo, o contetudo foi centrifugado por cinco minutos a 2500 rpm,
para concentragdo dos vestigios microscopicos. O liquido sobrenadante formado foi
descartado, e mais trés lavagens como essa foram realizadas. Ao final da tltima lavagem, foi
acrescentada solugdo de formol acético 40% para preservacdo da amostra. Para mais

informacoes, ver Sianto et al. (2013).

2.3. Andalise da dieta e microscopia optica

Em uma parceria com a Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) (municipio de
Sao Carlos, Estado de Sao Paulo, Brasil), as amostras reidratadas foram cedidas ao Laboratorio
de Paleoecologia e Paleoicnologia (LPP). Na mesma instituicdo, no Laboratério de
Microbiologia e Parasitologia (Departamento de Morfologia e Patologia), os reidratados foram

homogeneizados com auxilio de agitador automético por 5 segundos, € em seguida preparados
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para observagdo por microscopia Optica, em laminas de vidro de 26 x 76 mm, que receberam
cadauma 10 pL da amostra e 10 uLL de uma solugao de glicerol 60% e fechados com laminulas
de 22 x 22 mm. As laminas foram observadas em microscopio Optico Nikon Eclipse e
fotografadas com uma camera Nikon DS-Fi2, utilizando o software NIS—-Elements F, v. 4.0,
no Laboratério de Biotecnologia de Algas (Lalgas-UFSCar). Os itens observados foram

medidos utilizando o software Image J.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No sitio Lagoa Uri de Cima foram encontrados fosseis corporais e registros icnoldgicos
de mamiferos da megafauna atualmente extintos, sendo por isso um local de importancia para
estudos paleontologicos da América do Sul. Possivelmente, algumas das ultimas populagdes
desses géneros foram encontradas neste sitio, indicando individuos remanescentes no final do
Pleistoceno (VALLI E MUTZENBERG, 2016; AZEVEDO et al., 2019). A Tabela 3 apresenta
uma lista dessas espécies registradas, e que podem ser alguns dos possiveis produtores dos

coprolitos deste estudo.
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Tabela 3. Fosseis de mamiferos atualmente extintos da megafauna quaternaria da América do Sul encontrados
no sitio Lagoa Uri de Cima (Salgueiro, Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil).

ORDEM/SUPERORDEM ESPECIE

Artiodactyla Paleolama niedae Guérin & Faure, 1999!

Litopterna Macrauchenia  patachonica ~ Owen, 1840!
(Xenorhinotherium bahiense Cartelle & Lessa,
1988)

Notoungulata Toxodon platensis Owen, 1840

Perissodactyla Hippidion bonaerensis Ameghino, 1907

Proboscidea Haplomastodon waringi Holland, 1920

Xenarthra Eremotherium sp. Spillmann, 1948 !

Pampatherium humboldti Lund,1839"

Glyptodon sp. Owen, 1839!

Fonte: Tabela elaborada com material descrito em 'Faure e Guérin (2013), *Valli e Mutzenberg (2016)
e *Azevedo et al. (2019).

Para reconstituir os padrdes de alimentacdo de um animal a partir de registros fosseis,
observa-se a morfologia do animal, buscando informacdes que permitam inferir sobre sua dieta
e estratégias de obtencdo dos alimentos (DENTZIEN-DIAS E FRANCISCHINI, 2020). Desta
forma, caracteristicas cranianas, tais como denticdo, locais de inser¢cdo de musculos e como
seria a sua mastigacdo, dentre outras observacfes, sdo importantes parametros indiretos.

Entretanto, os coprdlitos podem fornecer indicacdes complementares para este tipo de estudo,
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fornecendo inclusive informagdes mais diretas sobre alguns aspectos da alimentacao do animal.
A recuperacdo de fragmentos ésseos, penas, pelos, escamas, grdos de pdlen e material
palinologico em geral fornece indicios importantes sobre a dieta dos animais e seus habitos
alimentares, ja que nas fezes aparecera o que foi ingerido e passou pelo trato digestivo do
individuo.

Além dos itens alimentares, as fezes fossilizadas podem propiciar um ambiente de
preservacao para outros itens e organismos. Parasitas intestinais, bactérias e protozoarios
integrantes do sistema digestorio também frequentemente sdo recuperados neste tipo de
material. Além de insetos, larvas de nematoides e microrganismos que ndo estavam presentes
no animal produtor, mas chegaram apos a deposicao das fezes frescas, e que também podem
fornecer informagGes sobre o ambiente. Sendo assim, mesmo elementos que ndo haviam sido
recuperados no sedimento podem ser recuperados nos coprdlitos, sendo complementares na

reconstituicdo do paleoambiente (SOUTO, 2017).

Dentre as nove amostras analisadas, pdde-se observar um padrdo na recuperagdo das
macro e microinclusdes, de acordo com a dieta do animal produtor das fezes. Nas observagdes
por microscopia Optica, A2667, A2679 e A2681, coprdlitos atribuidos a produtores de dieta
carnivora, apresentaram alto grau de fragmenta¢do nas laminas observadas, com poucos itens
com possibilidade de identificacdo. Enquanto A2654, A2661, A2675, A2713 e A2717
apresentaram campos de observagao também fragmentados, porém com diversos itens integros,
com possibilidade de identificacdo, como exemplo de material palinologico (fitolitos, graos de
polen e amido) e elementos que possivelmente podem ter sido ingeridos acidentalmente, com
alimentos ou com agua, tais como espiculas de esponja e diatomaceas. A2712 foi a Unica
amostra confirmada como sendo de herbivoro, e foi a que mais apresentou inclusdes integras,

com preservacdo de caracteristicas que possivelmente permitam a sua identificacdo. As
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diferencas nos campos de visualizacdo pela microscopia optica estdo exemplificadas pelas

Figuras 11 e 12.

Figura 11. Campo de observacdo padrdo, demonstrando alto grau de fragmentacdo das inclusoes,
nas analises por microscopia Optica de coprolitos de vertebrados carnivoros. A e B: amostra

A2681, coprolito de Felidae, datado em 8.800+1320 anos A.P., em aumento de 10x.




Figura 12. Itens palinoldgicos encontrados na amostra A2654, um coprolito de
vertebrado com dieta onivora da Lagoa Uri de Cima (PE). Com este exemplo pode-se
demonstrar uma observacdo tipica nos coprolitos de onivoros, em que ha alguma
fragmentacdo das inclusdes, porém hé a recuperacao de diversos itens bastante integros,

mesmo nesta amostra que € uma das mais antigas entre todas as analisadas, com datacao
de 18.600£1470 anos A.P.

44
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Figura 13. Fragmentos 6sseos recuperados na amostra A2654. A barra corresponde a 1

cm.

Nas analises iniciais na Fiocruz, a amostra A2667 foi atribuida a um produtor
possivelmente com dieta carnivora, pelas observacdes referentes a sua morfologia e
caracteristicas macroscOpicas. Nesta mesma institui¢do, nas analises preliminares pos-
reidratagdo, essa suspeita foi fortalecida, assim como nas analises subsequentes na
Universidade Federal de Sao Carlos (lupa e microscopio Optico). Os resultados indicam a
possibilidade de este coprolito ter sido produzido por um animal que apresentava dieta
carnivora. No caso desta amostra, além dos fragmentos 6sseos observados na lupa (Figura 14),

também foram recuperadas microscopicamente algumas inclusdes: diatomaceas e fitolitos,
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com a peculiaridade de estarem ainda articulados, apesar do alto grau de fragmentacao

encontrado nos campos de observacao das laminas desta amostra (Figura 15).

Figura 14. Fragmentos 0sseos recuperados em A2667,

coprdlito de carnivoro, datado em 18.600+£1470 anos

Figura 15. Itens vegetais encontrados na amostra A2667, como exemplo de coprolito de vertebrado com
dieta carnivora. Destaque para o fitdlito com partes ainda articuladas (C).




47

Nos vertebrados, o trato digestivo € composto basicamente por cavidade bucal, faringe,
esofago, estobmago, intestino, reto e anus, com uma preparagdo estrutural e funcional para
digestao de grande variedade de alimentos (WITHERS, 1982). Ja os detalhes fisiologicos dos
processos digestivos estdo relacionados a natureza quimica e fisica da dieta (MOYES E

SCHULTE, 2007).

As enzimas digestivas permitem que macromoléculas complexas obtidas na dieta sejam
modificadas em formas possiveis de serem absorvidas, entretanto, nem todos os itens ingeridos
podem ser digeridos pelos animais (MOYES E SCHULTE, 2007). Em geral, os conjuntos de
enzimas digestivas sdo bem conservados dentre os diversos grupos (HILDEBRAND E
GOSLOW, 2006), porém, considerando a significativa diversidade de tipos de alimentacao dos
vertebrados, ha algumas variagdes consideraveis (MOYES E SCHULTE, 2007). H4 uma
correlacdo entre o conteudo enzimatico encontrado em seu suco digestivo e o tipo de alimento
consumido (RAMSAY, 1968). Assim, as enzimas proteoliticas extracelulares dos carnivoros
sdo mais fortes do que as enzimas correspondentes dos herbivoros (RAMSAY, 1968). Por
exemplo, em poucas horas ap6s a ingestdo de alimento, os carnivoros ja conseguem degradar
as proteinas ingeridas e oxidar os aminoacidos provenientes, obtendo 90% das suas
necessidades energéticas, enquanto os herbivoros pouco conseguem obter energia de fontes

proteicas (NELSON E COX, 2014).

Nos grupos que se alimentam de substdncias menos comuns, colOnias de
microrganismos, geralmente bactérias e fungos, podem viver como enterossimbiontes,
permitindo que os animais realizem sua digestio (MOYES E SCHULTE, 2007). E o exemplo
da associagdo entre algumas espécies de animais marinhos e determinadas bactérias, que

permite que eles consigam digerir o exoesqueleto de quitina de organismos planctonicos.

Mamiferos ruminantes e outros animais pseudo ruminantes atuais apresentam a
dificuldade de digerir o material vegetal — formado por polimeros complexos, tais como
hemicelulose e lignina - que consomem em grandes quantidades diarias, ja que vertebrados ndo
produzem celulase (HILDEBRAND E GOSLOW, 2006). Por isso, além de regurgitarem o
alimento para passarem novamente pelo processo de decomposicdo mecanica, esses animais
podem apresentar especializagdes no seu trato gastrointestinal, abrigando bactérias que
auxiliam na digestdo quimica (RAMSAY, 1968; MOYES E SCHULTE, 2007). Eles possuem

também um estdmago digastrico, o que aumenta a sua eficiéncia.
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A depender da dieta, a estrutura do estomago do animal pode ter significativas
modificagcdes (HILDEBRAND E GOSLOW, 2006). Geralmente, as fortes contracdes ritmicas
dos musculos do estomago, junto com a¢do do HCI e das enzimas proteoliticas liberadas por
esse Orgdo, tém agdo de triturar o alimento consumido, quebrando-o e até pulverizando-o
(WITHERS, 1982). Entretanto, nos herbivoros, essas contragdes nao sao tao poderosas a ponto
de ter efeito de trituracdo tdo efetiva (WITHERS, 1982). Parte dessa agdo nos mamiferos
herbivoros ¢ realizada pelos dentes molares com adaptagcdes morfologicas e estruturais que
permitem trituragdo do material vegetal rigido (RAMSAY, 1968). Além disso, a estrutura do
estdbmago do animal pode ter significativas modificacdes, chegando a ser tdo complexo quanto

o estobmago digastrico de ruminantes (RAMSAY, 1968; WITHERS, 1982).

O comprimento do intestino também esta relacionado ao tipo de alimentagdo. Em
carnivoros, normalmente ele ¢ mais curto e simples do que nos herbivoros, em que apresentam
regides de armazenamento e fermentativas (WITHERS, 1982). As propor¢des entre o estdmago
e o intestino grosso, em relagdo ao intestino delgado, caracterizam o coeficiente intestinal (do
inglés “coefficient of gut differentiation”, COD), que também ¢ diferente de acordo com o tipo
de dieta do animal (WITHERS, 1982). Em carnivoros, essa taxa ¢ de 0.1 a 0.4, enquanto em
herbivoros € entre 2 e 6, ou seja, o intestino delgado ¢ bem menor proporcionalmente do que
em carnivoros (WITHERS, 1982). O intestino de animais piscivoros, necrofagos e carnivoros
tende a ser mais curto, porém isso € compensado sendo mais distensivel, permitindo a ingestao
de grandes presas inteiras, se necessario, € uma estocagem temporaria para posterior digestao
de todo esse volume de alimento (HILDEBRAND E GOSLOW, 2006). Penas, pelos e escamas
sdo evitados por alguns animais, mas quando ingeridos podem chegar ao intestino e serem
excretados ou podem até mesmo ser digeridos (HILDEBRAND E GOSLOW, 2006). Nesses
grupos com dieta essencialmente faunivora, as células gastrodérmicas do intestino secretam
enzimas proteoliticas fortes, que conseguem decompor mais facilmente o tecido animal
consumido (RAMSAY, 1968). Por esse motivo alguns predadores conseguem digerir a sua
presa sem que seja imprescindivel um acentuado esfor¢o inicial de mastigacdo (RAMSAY,
1968), mesmo no caso de alguns carnivoros que apresentam o habito de engolir a sua presa

inteira (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

No caso dos onivoros (como humanos), as caracteristicas do intestino sdo variaveis

dentre os grupos, mas em geral ¢ um pouco mais longo do que os faunivoros, € com maior
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diferenciacdo entre suas diferentes por¢des (HILDEBRAND E GOSLOW, 2006), porém a
digestao dos alimentos vegetais consumidos costuma ser mais lenta do que a dos alimentos de

origem animal (HILDEBRAND E GOSLOW, 2006).

Apesar de serem conhecidos essas caracteristicas mais gerais da digestdo dos alimentos
pelos vertebrados, muitos detalhes, especialmente bioquimicos, ainda precisam ser melhor
estudados. Para ilustrar essa falta de informagdes em relacao a certas especificidades, Nelson
e Cox (2014) citam que mesmo a sintese de proteinas, um dos mais complexos mecanismos de

biossintese, ¢ melhor compreendida do que a sua degradacgao.

No debate sobre o porqué de aparentemente os registros de coprolitos de carnivoros
serem mais abundantes do que de herbivoros, Chin (2002) apontou a possibilidade de ser por
conta da alimentagdo composta por carne e 0ssos, contendo componentes quimicos (calcio e
fosforo) que precipitam, sob condigdes tafondmicas particulares, como fosfatos
permineralizantes. Apontando, desta forma, que além do tipo de ambiente deposicional, o tipo

de dieta também determinaria a preservacao e disponibilidade das amostras fecais fossilizadas.

Sendo assim, conhecer melhor as caracteristicas da alimentacao e digestao dos animais
atuais pode nos auxiliar a compreender os processos envolvidos na digestdo de grupos de

vertebrados antigos, bem como detalhes da preservacao dos seus dejetos fossilizados.

Nas amostras analisadas foram encontradas também diatomaceas, espiculas de esponjas
(Porifera) e fungos. As diatoméceas e as espiculas podem ter sido ingeridas acidentalmente, ja
que esses organismos muitas vezes se encontram aderidos a macroéfitas aquaticas ingeridas
pelos animais (MACHADO et al., 2016). A ingestdo acidental também pode ter ocorrido ao
ingerir a 4gua da lagoa ou de outro corpo d’agua préximo, ja que, em certos casos, as espiculas,
que costumam ficar aderidas ao fundo dos lagos, podem acabar em suspensdo (VOLKMER-

RIBEIRO E BATISTA, 2007) e serem obtidas junto com a dgua ingerida.

Os fungos ocorrem também em maior quantidade nos coprolitos dos herbivoros, o que
pode ser explicado pelo fato de as fezes desses animais apresentarem maior quantidade de
matéria organica disponivel, inclusive pela dificuldade de digerir parte do alimento ingerido.
Essa matéria organica abundante atrai organismos necréfagos e detritivoros, como por exemplo

fungos que se encontravam presentes no ambiente onde o animal circulava naquele momento.
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Desta forma, os coprolitos de herbivoros podem fornecer diversas informagdes
relacionadas ao paleoambiente. Os itens vegetais provenientes da dieta do animal, ao serem
identificados, podem contribuir com informagdes sobre a flora da regido e no entorno do sitio,
por onde os animais circulavam. Diatomaceas e espiculas de esponjas igualmente podem
fornecer indicacgdes paleolimnolégicas, tragando um perfil dos corpos d’agua da regido, com
caracteristicas como temperatura da dgua, pH, niveis de oxigenacao e grau de energia. Fungos

e os demais microrganismos indicam sobre a comunidade detritivora.

Adicionalmente, ao se combinar as presentes analises dos coprdlitos com os estudos de
outros materiais retirados de diferentes niveis do sitio, podemos ter indicagdes sobre as

alteracdes no paleoambiente ao longo do tempo.
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INCLUSOES DE NEMATOIDES

Por serem constituidos em sua maior parte por matéria organica, 0s excrementos, ao
serem expelidos e passarem para 0 meio externo ao corpo do animal, podem sofrer a acao de
diversos organismos coprofagos, que vao digerir essa matéria organica (SOUTO, 2017b). Sdo
insetos e suas larvas, nematoides, bactérias e fungos. Sua acao pode acabar por desagregar a
massa fecal, que acaba incorporada ao sedimento (SOUTO, 2017b). Entretanto, sob certas
condigdes, essa degradacdo pode ser interrompida, permitindo a preservacdo das fezes e

posterior fossilizacdo.

De acordo com Souto (2017b), o processo tafondmico dos coprolitos pode ser dividido

em trés estagios:
1°) da excrecéo ao soterramento;
2°) processos de alteracdes fisicas e diagenéticas;

3°) a partir da sua exposicao e da coleta.

No primeiro estdgio, quando as fezes frescas sdo depositadas no sedimento, elas podem
ter aderéncia de estruturas externas, tais como folhas e escamas (SOUTO, 2017b). Ainda com
essa consisténcia fresca, pode também ocorrer entrada de organismos copréfagos, que vao se
alimentar dos restos organicos dentro das fezes, sdo exemplos de besouros, fungos e
nematoides. A diferenciacdo do que estava presente no trato digestivo do animal — e foi
eliminado junto com as suas fezes — e dos organismos que chegaram depois, atraidos pela
matéria organica fresca, muitas vezes é um trabalho complexo. Se houver possibilidade de
identificacdo de tais organismos, pode-se observar os seus habitos atuais, se sdo
decompositores ou estdo presentes no trato intestinal dos animais, como parasitas, por exemplo,
e tracar inferéncias sobre as relagfes no passado entre os individuos envolvidos. Entretanto,
quando ha degradacéo e perda de partes essenciais para identificacdo dessas inclusdes, outros
aspectos devem ser observados para tentar compreender em que momento se iniciou a interagdo
do organismo, se foi com o produtor do coprélito ou diretamente com as fezes, quando ainda
frescas, pds-deposicdo no ambiente. Uma das observagdes é se hd marcas de entrada desses
organismos nas fezes, tais como perfurages, escavacdes e formacao de tlneis. Caso ndo haja

este tipo de indicio, e ndo seja possivel a identificacdo do produtor utilizando caracteristicas
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especificas de sua morfologia, fica prejudicada a tentativa de estabelecer o tipo de relacao entre
0S 0organismos.

Ainda assim, o registro dessas inclusdes pode ser bastante informativo. O manuscrito
seguinte registra o encontro de larvas de nematddeos em dois dos coprolitos analisados:
amostra A2712 (coprolito de um possivel herbivoro, datado em 4.600+900 anos AP) e A2703

(coprdlito de possivel carnivoro, datado em 8.800+1320 anos AP).
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RESUMO

A recuperacdo de formas larvais de nematddeos em coprélitos (fezes fossilizadas) é
menos comum do que a recuperacado dos ovos desses organismos. Por esse motivo, trata-se de
um estagio da sua vida que é sub-representado em material antigo. Até mesmo pela raridade, é
importante que esses encontros sejam registrados, ja que, mesmo naqueles casos em que a
identificacdo da larva ndo € possivel, ela pode indicar caracteristicas paleoambientais, como
temperatura e umidade, informacdes sobre processos tafonémicos e sobre quais organismos
circulavam no ambiente quando as fezes foram depositadas. Para este trabalho, foram
considerados coprolitos de sitios paleontolégicos do Quaternario (Pleistoceno Final e
Holoceno), por meio de uma revisao de literatura, além da analise de duas amostras referentes

ao Nordeste do Brasil, do sitio Lagoa Uri de Cima, Estado de Pernambuco.
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INTRODUCAO

Os nematoides sdo vermes, em sua maioria de formato filiforme, que apresentam
variedade de tamanho, de tipos de vida e de habitats (COSTA, 2005). E estimado que existam
cerca de 500 mil espécies destes organismos, a maioria de vida livre. Entretanto, as espécies
parasitas sdo encontradas em todos os grupos de plantas e de animais, sendo cerca de 80 mil
diferentes tipos apenas para vertebrados (REY, 2008).

Coprdlitos (fezes fossilizadas) sdo um ambiente especifico que pode permitir uma
preservacdo excepcional de itens alimentares consumidos pelos animais (ROBIN et al., 2016).
Ap0s os processos de digestdo, os restos nao-digeridos ficam encapsulados no material fecal,
protegidos da acdo da luz solar direta e das flutuagcdes externas de umidade e temperatura
(SCOTT et al., 2003). Caracteristicas tafonémicas, como diagénese e mineralizacdo, podem
acarretar perda de informacdes, dificultando o estudo dos coprolitos (ROBIN et al., 2016).
Entretanto, em algumas condi¢es especificas de preservacao (por exemplo, dessecacéo), até

mesmo tecidos moles dos organismos podem ser preservados (ROBIN et al., 2016).

Essa mesma protecdo pode ocorrer com parasitas intestinais que sejam eliminados junto
com as fezes — protozoarios e helmintos podem ser recuperados de coprdlitos fornecendo
informacdes sobre doencas do passado. Embora sejam encontrados com mais frequéncia ovos
de helmintos, outras estruturas também podem ser encontradas mais raramente, como cistos de
protozoarios e até mesmo fases larvais de parasitas. O que explicaria a preservacao de tecidos

moles de organismos como larvas de nematodeos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 apresenta os poucos trabalhos em que foram registradas larvas de Nematoda

em coprolitos humanos e de outros animais em diversos sitios datados do Quaternario.

Tabela 4. Larvas de Nematoda encontradas em coprolitos de animais humanos e ndo-humanos,
provenientes de sitios paleontoldgicos do Quaternario ao redor do mundo.

Sitio/Localida : Datacéo do _Tipo d~e Tipo (_je Referénc
Hospedeiro J reidratacdo da material )
de coprolito ia
amostra recuperado

Diversos sitios | Homo sapiens Solugéo Ovos de

. . v . Samuels,
em Wetherill | (Mammalia, alcalina helmintos, 1965

Mesa, Primates) quelante larvas
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Sitio/Localida . Datacédo do . Tipo cle Tipo c_le Referénc
de Hospedeiro coprolito reidratacédo da material ia
amostra recuperado
Montezuma, adaptada, por
Colorado, 24 a 72 horas
EUA
Lovelock .
Homo sapiens Callene Ovos de Dunn &
Cave, . Cerca de 2000 . .
. (Mammalia, Cameron helmintos, Watkins,
Churchill, . anos AP
Nevada, EUA Primates) (1960) larvas 1970
Grut_a do Homo sapiens Entre 360 e Callen e Ovos de Ferreira
Gentio I, . Cameron ;
P (Mammalia, 3610 anos AP helmintos, etal.,
Unai, Minas . (1960), por 72
. . Primates) larvas 1980
Gerais, Brasil horas
Big Bone
Cave, Van Homo SaPIENS | 51991145 anos Callen & Ovo.s de Faulkner
Buren, (Mammalia, AP Cameron helmintos, etal.,
Tennessee, Primates) (1955) larvas 1989
EUA
Diversos sitios, Kerodon Callene OVos de
S&do Raimundo rupestris Entre 2000 e Cameron helmintos Araujo et
Nonato, Piaui, | (Mammalia, 8000 anos AP | (1960), por 72 I ’ al., 1989
. : arvas
Brasil Rodentia) horas
. . Hyaenidae 1,5 milhdo de Jones (1983) e Ferreira
Diversos sitios, . anos AP e .
Italia Central (I\/Iam_malla, 65000 a 30000 Reinhard et al. Larvas etal.,
Carnivora) (1988) 1993
anos AP
Cerro Casa de l-é(li/lngr)nsrﬁg;?: i Callene
Piedra, Santa Primates) OL,I 8920£200 anos Cameron Ovos de Fugassa
Cruz, . AP helmintos, etal.,
A Canidae (1960), por 7
Patagonia, : , larvas 2010
Argentina (I\/Iammaha, dias
Carnivora)
Toca do
Morcego, : Adaptagéo de
Serra da Fehdae_ 2840+100 anos Callene OV(.)S de Sianto et
. (Mammalia, helmintos e
Capivara, Camnivora) AP Cameron larvas al., 2016
Piaui, Nordeste (1960), por 72h
do Brasil*

* Neste caso, trata-se de um sitio em um abrigo sob rocha, um ambiente que em geral proporciona boa

preservacao.
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Neste trabalho também fornecemos uma contribuicdo com o registro de larvas

encontradas em duas amostras:

a) A2712, coprolito de herbivoro, datado em 4.600+900 anos AP;
b) A2703, coprdlito de possivel carnivoro, datado em 8.800+1320 anos AP.

Em cada uma das amostras foi encontrada uma larva de nematddeo. Na amostra A2703,
a larva (Figuras 16A e 16B) apresenta uma das extremidades arredondada, enquanto a outra
extremidade se apresenta disforme, possivelmente uma deformagdo causada por alguma
deterioracdo. Seu contetdo interno esta bastante degradado, ndo sendo possivel diferenciar

0rgdos ou estruturas internas.

Figura 16. Larva de nematoide recuperada em coprdlito de possivel carnivoro, observada
por meio de microscopia Optica. A: microscopia de campo claro (200x); B: observagdo com
contraste de fase, evidenciando o conteido interno bastante degradado. As barras equivalem
a 25 um.

Em A2712 foi possivel observar conteldo interno, com preservacdo de parte dos

orgéos, da porcao final, arredondada (Figura 17) e da porcéo anterior, com visualiza¢do da boca
(Figuras 18A, 18B e 18C). Entretanto, também néo foi possivel identificar esta larva, neste
caso porque as estruturas observadas sdo mais gerais, sem caracteristicas especificas que

indicassem uma possivel classificagdo taxonémica.
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Figura 17. Larva de nematoide encontrada na amostra A2712, coprolito de possivel
herbivoro, observada com a utilizacdo de microscopia optica. A seta vermelha evidencia
a regido bucal da larva. Barra equivalente a 50 pum.
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Figura 18. Detalhes da larva de nematoide encontrada em A2712. A: microscopia de campo
claro (200x); B: observagdo com contraste de fase, evidenciando o conteudo interno; C:
detalhes da extremidade anterior, onde se encontra a regido bucal da larva.
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Quando ndo sdo encontrados outros estagios de desenvolvimento do helminto, so é
possivel a identificacdo das larvas nos casos em que elas apresentam caracteristicas bastante
especificas e diagnosticas. Ainda assim, € necessario considerar a diversidade encontrada nesse
grupo de organismos. Apenas para mamiferos atuais do Brasil, por exemplo, hd uma
diversidade registrada de parasitos nematoides de cerca de 500 espécies, incluidos em 160
géneros e 45 familias (VICENTE et al., 1997). Se considerarmos material antigo, que pode
inclusive apresentar espécies extintas, esse nimero e sua diversidade podem ser ainda maiores.
Alguns nematoides apresentam larvas com morfologia bastante especifica. Ainda assim, em
diagnostico de amostras atuais, além da fase larval sempre ha tentativa de obtencdo de ovos em
amostras do hospedeiro ou outro tipo de diagndstico auxiliar (imunofluorescéncia etc.).
Entretanto, a dificuldade em amostras fossilizadas, como coprolitos, é que geralmente estas

técnicas apresentam diversas limitac6es, ndo podendo ser utilizadas.

Ainda assim, a importancia do registro é evitar a sub-representacdo, ignorando a
presenca de nematoides habitando os animais e circulando no ambiente no passado. Inclusive
porque esses organismos dificilmente sdo encontrados por meio de analises em outro tipo de
material, como fosseis corporais dos hospedeiros ou analise do sedimento ao seu redor. Uma
das possibilidades da recuperacdo desses organismos nos coproélitos pode ser o fato de eles
estarem presentes em alta quantidade, a ponto de, ainda que quase todos os individuos tenham
sido perdidos nos processos tafondémicos, ainda assim alguns conseguiram ser preservados na

amostra — uma questao estatistica, portanto.

Outra dificuldade é na definicdo da origem da larva, identificando se é de fato um
parasita ou um organismo de vida livre. Ha também a possibilidade de serem encontradas
formas parasitas de vegetais, ingeridas durante a alimentacdo do animal produtor do
excremento (SAMUELS, 1965; DUNN E WATKINS, 1970). Para os casos dos parasitas, sua
presenca pode fornecer indicagOes sobre o ambiente onde as fezes foram depositadas.
Trabalhos experimentais com nematoides estrongilideos demonstraram que larvas infectantes
de alguns grupos exigem condicdes climaticas especificas, em especial determinadas faixas de
temperatura e umidade do ar e do solo para iniciar a migracdo do material fecal para o ambiente
externo (por exemplo, FINCHER E STEWART, 1979; STROMBERG, 1997; COUTO et al.,
2009). A umidade influencia no movimento e na motilidade das larvas (STROMBERG, 1997)
e algumas delas chegam a utilizar a chuva como veiculo de disperséo para a vegetacao ou para

0 solo (COUTO et al., 2009). As fezes podem servir como reservatorios das larvas parasitas
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(FINCHER E STEWART, 1979) durante periodos secos, que se abrigam nesse microambiente
até que as condigdes externas sejam favoraveis (COUTO et al., 2009). A medida que o material
fecal seca, as larvas podem acabar por dessecar e morrer (STROMBERG, 1997). A presenca
de uma larva infectante em coprolito preservado por dessecacdo pode indicar que, quando as
fezes foram depositadas, o ambiente externo poderia ndo estar favoravel para o seu
desenvolvimento e migracdo. E a medida em que houve perda de umidade pelo bolo fecal, as
larvas podem ter passado também por dessecacdo e terem morrido, sem oportunidade de sair

do material.

A larva pode ser de um nematddeo necréfago, fazendo parte do chamado necrobioma
(como definido por BENBOW, 2016), sendo nesse caso importante para entender 0 processo

de decomposicdo do material.

Em geral, para recuperagdo de ovos de parasitos, é necessario um esforco de observagéo
em microscopia Optica de dezenas a centenas de laminas para cada amostra (exemplo de 550
laminas em HUGOT et al., 2014). Entretanto, quando ha o encontro das formas larvais,
frequentemente essa recuperagcdo ocorre ja na preparacdo das primeiras laminas para

observagao.

Além da antiguidade do material, € provavel que os métodos de preparacdo das
amostras também sejam um fator de grande influéncia para que haja recuperacdao de larvas.
Métodos de reidratacdo devem levar em consideracdo o cuidado com itens recuperaveis que
tenham maior comprimento do que a maioria dos ovos de helmintos ou que apresentem maior
fragilidade a algumas etapas dos processos de reidratacdo, evitando que sejam fragmentados
ou até perdidos. Em especial, nas etapas em que ha utilizacdo de &cidos, nos casos em que ha
dificuldade de dissolugcdo da amostra, deve haver ajuste dos protocolos de acordo com as
caracteristicas do material, para que tenham o menor efeito destrutivo possivel, comegando
com concentracBes do HCI em valores abaixo de 5%, e aumentando gradativamente (o que em
muitos protocolos ja é previsto) até o minimo necessario para desagregacdo da amostra ao
ponto que seja possivel a sua preparagdo posterior em laminas para microscopia. Por fim, a
centrifugacdo deve apresentar um valor maximo de 2000 rpm, para diminuir a quebra de
estruturas mais frageis ou mais longas, na tentativa de aumentar as chances de recuperacao de

itens como larvas.
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CONCLUSOES

O encontro de formas larvais em fezes fossilizadas ainda € raro, e embora a
identificacdo seja dificultada nos casos em que ndo ha preservacdo de caracteristicas
morfoldgicas diagnosticas, o registro desses organismos € importante para diminuir efeitos de
sua sub-representacdo. Alteracdes em protocolos de reidratacdo e preparacdo das amostras
podem ser uma boa tentativa para auxiliar na recuperacdo de maior nimero de estruturas

frageis, incluindo larvas.
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3.1.1.2 TECNICAS MENOS INVASIVAS OU NAO INVASIVAS

Ao analisar os coprolitos, o ideal é escolher técnicas que permitam a extracdo de
informagOes sem perder irreversivelmente o material analisado (SOUTO, 2017b). Essas
técnicas, menos invasivas ou nao invasivas, permitem a preservacdo da amostra, bem como as
inclusdes contidas nelas (DENTZIEN-DIAS E FRANCISCHINI, 2020). Geralmente sdo
andlises utilizando técnicas de imageamento, que permitem a visualizagdo das inclusGes que
compdem a estrutura interna do coprolito sem necessitar de algum tipo de preparacdo quimica
ou destrutiva, tais como métodos de tomografia e microtomografia (ver QVARNSTROM et
al., 2017 como exemplo).

Com o objetivo de realizar novas analises nos coprolitos da Lagoa Uri de Cima, desta
vez com técnicas menos invasivas, que ndo necessitassem reidratacdo das amostras, foi
realizada uma pesquisa no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O LNLS é um
laboratorio integrante do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM),
localizado na cidade de Campinas (estado de SP) e mantido pelo Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e InovacBes (MCTI). As fontes de luz sincrotron sdo disponibilizadas em diferentes
linhas que sdo escolhidas e utilizadas de acordo com o interesse de pesquisa, permitindo uma

utilizacdo multiusuérios das suas instalacdes.
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Figura 19. Andlise dos coprdlitos no IMX: A. Instalacbes do Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron; B. Amostras; C e D. Processo de coleta de imagens; E e F. Equipamentos para

coleta de imagem.

Fonte: elaborado pela autora.

A finalidade da referida pesquisa foi compreender se esse tipo de analise pode fornecer
novas informagdes, complementares aquelas j& obtidas ou que pretendemos adquirir
futuramente com as analises macroscopicas e por microscopia Optica. Desta forma, foi
submetida em outubro de 2018, e aceita em seguida, uma solicitagdo de anélise das amostras
nas instalages do LNLS. A equipe foi composta por Carolina Santa Isabel Nascimento (LPP-
UFSCar), Vasilii Piiadov e Evandro Ares de Araujo, ambos do Instituto de Fisica da USP Sao
Carlos (IFSC), orientacdo do Prof. Dr. Marcelo Adorna, e colaboragéo de Dr. Douglas Galante
(CNPEM) e Dra. Lara Maldanis Cerqueira Peres (Université Grenoble Alpes).

No apéndice G encontra-se a proposta de pesquisa intitulada “X-ray synchrotron
microtomography applied to analyze microinclusions in coprolites”, submetida e aceita para
ser desenvolvida na Linha de Luz de Microtomografia por Raios-X (IMX). O anexo A
apresenta a entrevista concedida a revista Por Dentro do CNPEM, anuario de 2019, com o

propdsito de divulgar os trabalhos feitos na Instituicao.



67

Foram selecionadas 11 amostras para coleta de imagens, dentre estas, 3 sdo do Uri de

Cima (Tabela 5), e o tratamento dos dados encontra-se em elaboragdo, como demonstrado

parcialmente na Figura 20.

Tabela 5. Coprdlitos do sitio Lagoa Uri de Cima analisados no Laboratdrio Nacional de Luz

Sincrotron, na Linha de Luz de Microtomografia por Raios-X.

Amostra

Datacao

Identificacédo do

Produtor

Informacoes
Recuperadas
Anteriormente
(Por outros
tipos de
analises)

A2726

A2732

A2743

8.800+1320

18.600 + 1.470

Possivel carnivoro (a ser
confirmado com analises

complementares)

Material
palinoldgico,
possiveis
parasitas
intestinais (a
serem
confirmados
com analises
complementares)
e diatomaceas

Ndo analisado
anteriormente

Ndo analisado
anteriormente
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Figura 20. Analise parcial da amostra A2726, observada por microtomografia
computadorizada. Em A e B é possivel observar a matriz (coprélito) e as suas microinclusdes
(indicadas pelas setas azuis em B). C e D ilustram algumas das inclusdes sendo isoladas da

matriz por imagem.
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Fonte: elaborado por Carolina Nascimento e Vasilii Piiadov.
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4 OSTEODERMOS DE PAMPATERIO HOLMESINA CRYPTAE
(XENARTHRA, CINGULATA, PAMPATHERIIDAE)

4.1 ECTOPARASITOS E RELACOES PALEOECOLOGICAS

Além dos parasitos intestinais, é possivel recuperar em materiais fossilizados vestigios

de ectoparasitos. A maioria dos ectoparasitos sdo artropodes (REY, 2015). Eles vivem na

superficie de seus hospedeiros, e embora alguns possam passar um periodo da vida de forma

livre, a0 menos em algum momento do seu ciclo vital necessitam do hospedeiro para sua

sobrevivéncia, apresentando efeito prejudicial em sua satide (GUIMARAES et al., 2001).

Este efeito prejudicial pode ser devido a sua acdo (LINARDI E GUIMARAES, 2000):

a)

b)

espoliadora: de acordo com a intensidade da infestacdo (nimero de parasitos
por hospedeiro), pode ser que o animal tente retirar os individuos do seu corpo,
com mordedura, arranhdes ou esfregando a pele em superficies e objetos, o que
pode levar a lesbes por conta deste comportamento. A gquantidade de sangue
retirado pela aglomeracao de parasitos tambeém pode ser um problema, por levar
0 organismo a quadros de anemia leve a severa; deixando-o debilitado e mais

suscetivel a acdo de outros microrganismos patogénicos e a doencas;

irritativa: reacdes alérgicas provocadas pela propria picada e inoculacdo da
saliva do parasito. Pode haver uma dermatite alérgica ou mesmo uma reacao

generalizada pelo corpo, com reacdo de hipersensibilidade do hospedeiro;

inflamatodria: as lesbes causadas pelo parasito para acessar o sangue do animal
e/ou para se alojar no corpo do hospedeiro podem facilitar a entrada de
microrganismos patogénicos posteriores, responsaveis por infeccdes
secundarias, ou podem diretamente atuar como vetores destes patdégenos (virus,

bactérias, helmintos e protozoarios).

Sendo assim, a acdo de um ectoparasito pode causar, no hospedeiro, anemias, alergias,

hemorragias, dermatites, obstrucdo de orificios (dutos e partes de 6rgdos) e necrose. Além

disso, as acdes listadas acima podem ser responsaveis por alteracGes comportamentais nos

animais parasitados, como irritabilidade, falta de apetite e perda de peso.
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4.2 MATERIAL E METODOS

No ano de 2014, Dr. Jorge Felipe Moura de Jesus, entdo aluno de Mestrado, e
posteriormente de Doutorado do referido Laboratério (LPP), coletou, em parceria com o Grupo
Pierre Martin de Espeleologia (GPME), 1300 osteodermos, pertencentes a trés diferentes
individuos do pampatério Holmesina cryptae (Xenarthra, Cingulata, Pampatheriidae). A coleta
foi feita no municipio de Iramaia, centro-sul do estado da Bahia, na Gruta da Lapinha, uma das

maiores cavernas do estado.

Durante o trabalho de Doutorado, Jorge Felipe realizou a datagéo por **C de um dos
individuos, obtendo um resultado de 20.970+40 anos AP, sendo, portanto, datado do
Pleistoceno. 2

Ao estudar os osteodermos no LPP, Jorge Moura e a entéo aluna de graduagéo Beatriz
Robbi visualizaram marcas em algumas das amostras. Ao notar que se assemelhavam a tragos
deixados por parasitas em osteodermos de animais atuais, fizemos analises macroscopicas e
por meio de microscopio estereoscopico e microscopia eletrénica, com o objetivo de descrever

e analisar as marcas encontradas.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os trés individuos de pampatérios depositados na cole¢do do LPP apresentavam
possiveis lesdes nos seus osteodermos. Dos 1300 osteodermos analisados, 81 deles (portanto,
correspondendo a 6,2% das amostras) apresentavam marcas. Alguns apresentavam mais de
uma, totalizando 86 marcas analisadas e descritas. Essas possiveis lesdes foram divididas em
trés diferentes tipos, de acordo com a origem que atribuimos a sua formagdo. Desta forma,

propusemos divisao das lesdes como sendo causadas:

1. Por ectoparasitas do tipo penetrante, semelhante a acdo causada pelos Siphonaptera
(Tungidae) atuais, inclusive em Xenarthra viventes.

2. Porinfeccgdes fungicas, semelhante a dermatofitoses, sendo o primeiro registro deste
tipo em osteodermos fossilizados;

3. Porinfecgbes secundarias, por microrganismos como bactérias ou fungos, ap6s uma

lesdo inicial.

2 para mais detalhes sobre a coleta, localidade, as amostras e a datagdo, consultar Jesus (2019).
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As analises deste trabalho foram publicadas em duas revistas: na Acta Tropica, com o
titulo “Lesions in osteoderms of pampatheres (Mammalia, Xenarthra, Cingulata) possibly
caused by fleas” e na Journal of South American Earth Sciences, com o titulo “Damaged
armour: Ichnotaxonomy and paleoparasitology of bioerosion lesions in osteoderms of

Quaternary extinct armadillos” (respectivamente, apéndices A e B desta tese).
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5.1 PARASITAS SANGUINEOS E LEISHMANIASES

Os protozoarios do género Leishmania sdo um dos mais comuns a parasitar animais.

H& algumas dezenas de espécies dentro deste grupo, que podem provocar caracteristicas

clinicas e epidemiologicas distintas, sendo divididas de forma mais geral de acordo com 0s

tipos de lesbes que causam (REY, 2015). Essas divisdes estdo apresentadas no Quadro 2:

Quadro 2. Divisdo dos tipos de leishmaniases de acordo com as lesGes que sdo causadas pela

acao do parasito no hospedeiro. Informacdes retiradas de Rey (2015).

Tipos de leishmaniase

LesOes caracteristicas

Cutanea

LesOes cutaneas, que podem ou ndo ser
ulcerosas

Mucocutanea ou cutaneo-mucosa

Pode haver complicagbes no quadro do
doente, com lesdes ulcerosas destrutivas nas
mucosas da boca, nariz e laringe, podendo
ser mutilante e desfigurante

Visceral ou calazar

H& um tropismo acentuado relacionado ao
figado, baco, tecidos linfoides e medula
0ssea do hospedeiro, causando lesGes
viscerais com alta mortalidade se ndo tratada

Cutaneo-difusa

Casos em que o hospedeiro ndo apresenta
grande suscetibilidade a doenca,
apresentando apenas formas cutaneas ndo-
ulcerosas
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5.2 MATERIAL E METODOS

Desde o0 ano de 2006, a Dra. Aline Ghilardi, junto com o Prof. Dr. Marcelo Adorna
coletam fosseis de dinossauros herbivoros e carnivoros do Cretaceo, na regido do Noroeste do
estado de Sao Paulo. No ano de 2017, Aline, entdo pesquisadora no Pds-doutorado, retomou
essa colecdo do LPP para estudos. Em um dos materiais, um fragmento de fibula de um
dinossauro ndo-aviano (Sauropoda, Titanosauria) do Cretaceo Superior, ela percebeu uma
protuberancia de aspecto esponjoso na superficie do 0sso. No ano seguinte, o gedlogo Tito
Aureliano, durante o seu Mestrado na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), sob
orientacdo da Profa. Dra. Fresia Ricardi-Branco, em colaboragdo com o LPP, estudou essas
lesdes. O material foi submetido a analises de Tomografia Computadorizada (ha Escola de
Medicina da USP — S&o Paulo) e a preparacédo de laminas delgadas, que foram observadas por
microscopia eletronica e éptica na UNICAMP e na UFSCar. Por meio de estudos histologicos,
Tito detectou que o animal sofria de osteomielite aguda. A professora Fresia, ao observar as

laminas delgadas, encontrou microfosseis dentro dos canais vasculares do individuo.

A partir de entdo, passamos a realizar as observac6es deste material no Laboratorio de
Biotecnologia de Algas (Lalgas-UFSCar), por meio de microscopia optica (microscopio Nikon
Eclipse Ni). Nos canais vasculares do individuo foram encontrados mais de 70 desses
microfosseis, que foram fotografados com camera Nikon DS—Fi2, utilizando o software NIS—

Elements F, v. 4.0, medidos utilizando o software Image J e tiveram suas estruturas descritas.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os organismos encontrados assemelham-se — em morfologia e localizacdo no corpo do
hospedeiro — a parasitos sanguineos do género Leishmania, protozoarios que ainda atualmente
sd0 responsaveis por doencas em diversos animais, inclusive em humanos. Parasitas
possivelmente relacionados a leishmaniases s6 haviam sido registrados até entdo preservados
em ambar. Pela primeira vez eles foram encontrados dentro do seu possivel hospedeiro
vertebrado. Outra novidade deste trabalho é que foi o primeiro registro de um possivel parasito

no interior de 0ssos de dinossauros.

As analises continuam a ser realizadas, e os resultados parciais deste trabalho foram

publicados no periédico Cretaceous Research, com o titulo “Blood parasites and acute
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osteomyelitis in a non-avian dinosaur (Sauropoda, Titanosauria) from the Upper Cretaceous
Adamantina Formation, Bauru Basin, Southeast Brazil” (Apéndice C desta tese).

Adicionalmente, para mais discussdes sobre leishmaniases e evolucdo dessas doencas, ver o

préximo capitulo.
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6 TRANSMISSAO DE PARASITOSES

A transmissao de um parasito entre diferentes hospedeiros pode ser um evento bastante
complexo, dependendo das especificidades do ciclo de vida do parasito e das condi¢des do
ambiente para que essas especificidades tenham suas exigéncias atendidas (REY, 2015).

Algumas dessas caracteristicas necessarias estdo apresentadas no Quadro 3.

Quadro 3. Eventos necessarios para que haja a possibilidade de haver focos naturais das
parasitoses e que haja circulacdo entre os organismos. Logicamente, ha uma interrelacdo entre

0s aspectos apresentados em ambas as colunas.

Exigéncias relacionadas ao ciclo de vida
do parasito

Exigéncias relacionadas as caracteristicas
do ambiente e do hospedeiro

Saida do parasito, do hospedeiro atual, em
momento propicio a sua sobrevivéncia
durante essa transferéncia.

Todos (hospedeiros, parasitos e vetores)
precisam estar presentes no mesmo espago e
tempo, simultaneamente, para que a
circulacdo possa ocorrer.

Deslocamento adequado, em seguranga, até
0 proximo hospedeiro.

A densidade populacional, tanto dos
hospedeiros definitivos e intermediarios,
quanto dos vetores deve ser o minimo
necessario para que esteja assegurada a
passagem do parasito de um organismo a
outro. Ou seja, deve ser possivel que o
parasito, ao sair do corpo de um hospedeiro,
consiga encontrar outro viavel.

Identificacdo de um proximo hospedeiro
adequado, no qual o parasita possa acessar 0
seu organismo, penetra-lo e manter-se
alojado.

Condicbes ambientais adequadas para que,
ao estar fora do corpo do hospedeiro,
cumprindo parte do seu ciclo de vida (cistos,
larvas, ovos em fase de desenvolvimento no
sedimento) ou apenas em momento de
migragdo para outro organismo, O parasito
consiga se manter no ambiente. Além de
garantir a longevidade dos outros organismos
envolvidos na transmissdo (reservatorios,

vetores, hospedeiros intermediarios e
definitivos).
Capacidade de migracdo dentro do novo | Quando um parasito entra, inclusive

hospedeiro, identificando a localizacéo ideal
onde poderd  completar 0 seu
desenvolvimento (o érgdo em que vai se fixar
e se alojar).

naturalmente, em um novo ambiente, para
manter-se € necessario que todas as demais
condicdes sejam atendidas.
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* Quadro elaborado com informac6es de Rey (2015).

6.1 SITIOS ARQUEOLOGICOS E PALEONTOLOGICOS PLEISTOCENICOS
DA AMERICA DO SUL

Varias hipoteses j& foram elaboradas como tentativa de explicar as possiveis causas da
extingdo de varios dos grandes animais do Quaternario (ADOVASIO, 2011). Uma delas foi a
chamada de Hyperdisease ou Hipdtese da Hiperdoenca, que foi mais explorada nos anos 1990.
De acordo com essa explicacdo, ao chegarem pela primeira vez no continente americano, 0s
grupos humanos poderiam ter trazido virus, bactérias e outros microrganismos, alguns deles
com grande capacidade de disseminacéo e bastante patogénicos (PEREZ E AGNOLIN, 2021).
As populagdes dos megamamiferos deveriam ser altamente suscetiveis a esses patdgenos, tanto
por suas caracteristicas bioldgicas (MACPHEE E MARX, 1997) quanto por ja estarem
fragilizadas pelas oscilagbes climéaticas que vinham ocorrendo durante esse Periodo
(SOIBELZON, 2008). Sendo assim, a chegada dos humanos teria sido uma pressdo importante
para essas diversas espécies (PEREZ E AGNOLIN, 2021).

Entretanto, apesar de haver indicios da convivéncia e contato entre humanos e a
megafauna (Figura 21), muitos autores questionam essa hipbtese. Além de ser dificil
comprovar que algumas doencas possam ter dizimado mais de 30 diferentes géneros destes
animais (ADOVASIO, 2011), também ndo ha indicios de que antes de 10 mil anos as
populacdes humanas se encontrassem com uma densidade demografica tdo significante para

disseminar tdo severamente doengas para todos esses organismos.
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Figura 21. Exemplos de grandes mamiferos (entre 44 a 1000 Kg), presentes na Ameérica do Sul
durante o Pleistoceno. As espécies apresentadas com um ponto (¢) ao lado foram encontradas em

contemporaneidade com grupos humanos antigos, em sitios arqueolégicos.

Grandes mamiferos (44 -1000 kg)

(8 ¢

__ . 'f'\'
\‘9

30 géneros, 46 especies, 5 presentes en sitios arqueologicos( e )

Mega mamiferos (+1000 kg)

19 generos, 37 especies, 9 presentes en sitios archeologicos (o)

Fonte: ambas as imagens foram modificadas de Soibelzon (2008).
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Atualmente, acredita-se que deva ter ocorrido uma combinacédo de fatores (CIONE et
al., 2015). O texto seguinte discute os principais deles. Ele € um dos capitulos do livro “A
origem e o desenvolvimento da arte na linhagem humana: uma abordagem bioldgico-
evolutiva™, de autoria de Carolina Santa Isabel Nascimento e Marcelo Nivert Schlindwein,
com ilustragcdes de Thandara Jacob, aceito para publicacdo pela Editora Appris, e em fase de

ajustes®.

Sitios arqueologicos e paleontoldgicos da América Do Sul - como a arte pode nos

ajudar a desvendar grandes mistérios da histéria do continente

A chegada dos primeiros grupos humanos no continente americano ainda € um grande
mistério, com muitos detalhes a serem desvendados. Na década de 1930 foram encontradas na
cidade de Clovis, no Novo México, Estados Unidos, diversas pontas de langa associadas a
restos fossilizados de mamutes. Era uma industria litica com aspectos bastante especificos,
especialmente quanto a uma caracteristica concavidade localizada em sua base (Figura 22), e
que ao longo das proximas décadas foi sendo encontrada em outros territorios, inclusive em

sitios no México.

3 Por este motivo, alguns elementos de formatagio diferem parcialmente do restante desta tese.

4 As imagens que serdo utilizadas no livro estdo em fase de desenvolvimento. Por isso, nesta versdo
apresentada aqui, estdo sendo utilizadas imagens temporéarias, apenas para ilustragdo do contexto.
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Figura 22. Exemplos de material litico da cultura Clovis, encontrados no
sitio arqueoldgico El Fin del Mundo, no deserto de Sonora, no México.
Fonte: Modificado de Sanchez-Morales, 2018.

Com datacdes de cerca de 10 mil anos, eram até entdo as evidéncias mais antigas de
ocupacdo humana na América. Surgiu a partir dai a imagem do Povo de Clévis, e 0 dogma de
que a entrada dos primeiros humanos no nosso territério deveria ter ocorrido ha, no maximo,
cerca de 12 mil anos, durante o Ultimo Maximo Glacial (LGM, do inglés “Last Glacial
Maximum”). Durante esse periodo, devido as baixas temperaturas, parte da dgua dos oceanos

ficou aprisionada nas geleiras, baixando assim os niveis do mar, e deixando exposta uma
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porcao terrestre que servia de passagem entre a parte asiatica da Sibéria e a América do Norte:

0 estreito de Bering.

Figura 23. Regido de Chukotka, extremo leste da Sibéria, e oeste Alaska,
onde se formou a passagem do estreito de Bering, por onde devem ter
migrado algumas das popula¢Ges humanas que chegaram ao continente.
Imagem modificada de Hoffecker, 2014.

De acordo com essa teoria, também conhecida como “Clovis-First”, os sitios da

América do Norte seriam, entdo, os mais antigos do continente, com nenhuma datacdo podendo
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ser anterior aos referidos 12 mil anos. Assim o paradigma se manteve até a década de 1970,
quando inimeros novos sitios com datagfes mais antigas comecaram a fornecer crescentes
indicios de que tinhamos chegado por aqui hd bem mais do que dez milénios. Na verdade,
diversos pesquisadores relacionados a arqueologia, a antropologia e & linguistica®
questionavam essa teoria ja ha algum tempo, pois, analisando pinturas rupestres de diferentes
tradicBes ao longo do continente, diferencas na industria litica e outros registros culturais,
julgavam improvavel que tamanha diversidade pudesse ter sido criada em tdo pouco tempo. Os
estudiosos das linguas amerindias, por exemplo, ha anos apontavam que 11.200 anos néo seria
um tempo suficiente para as mais de 900 linguas existentes quando 0s europeus chegaram no
continente americano no século XV, especialmente se considerarmos a possibilidade de apenas
um ou poucos pulsos de chegada, com quase todos os habitantes iniciais com as mesmas raizes
linguisticas®. Esses célculos sdo feitos rastreando-se a raiz das palavras utilizadas em um
idioma (ou a “lingua-mae”), e estimando quanto tempo ela demoraria para sofrer tantas
modificacBes até o ou os idiomas atuais estudados. O arquedlogo James M. Adovasio e o editor

de revistas cientificas Jake Page apresentam alguns exemplos:

Para citar apenas a América do Norte, havia aqui trezentas linguas derivadas de seis ou oito
raizes chamadas phyla. Por exemplo, uma dessas raizes era 0 Macro-Siouan, que incluia ndo somente
as linguas das tribos da planicie, mas também dos crow, mandan, omaha, winnebago, sioux, e ainda
mohawks e outras tribos iroquesas do Estado de Nova York e do Canada, bem como cheroquis, que
eram das Carolinas, catawbas, caddoan e guchis. Nos termos dos célculos linguisticos - que medem o
tempo necessario para que uma palavra, como “mae” ou “sol”, se transforme a partir do original -
estava claro que mesmo 15 mil anos ndo bastariam para explicar essa impressionante diversidade

linguistica.’

De fato, nas ultimas décadas, avolumaram-se as evidéncias de que 0s primeiros grupos

humanos devem ter chegado ha mais tempo do que apontava a “Clovis-First”, e provavelmente

% No caso da linguistica, as evidéncias sdo bem mais recentes, trabalhando com os registros feitos a partir
dos primeiros colonizadores europeus do século XVI, que ficaram impressionados com a diversidade de etnias
que encontraram ao chegar no novo continente. Estima-se, baseando-se em tais relatos, que nesse periodo de
chegada dos europeus, deveriam existir cerca de novecentas diferentes linguas entre 0s nativos americanos
(Adovasio e Page, 2011). De acordo com diversos estudiosos dessa area, seriam necessarios mais do que 10 mil
anos para ocorrer tamanha diversificagdo.

® Podem constituir, portanto, mais uma indicagdo da ocorréncia de mais de um pulso de chegada no
continente, por diferentes grupos humanos, com caracteristicas culturais - inclusive linguisticas - distintas.

" Adovasio e Page, 2011, p. 288.
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em mais de um evento de chegada. Diversos sitios tém sido descritos em toda a America Latina
e América do Sul, incluindo localidades no Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, indicando nossa
permanéncia no continente ha pelo menos 25 mil anos. S&o sitios como Monte Verde (19 mil
anos), no Chile, Arroyo del Vizcaino (algumas polémicas datacGes de 30 mil anos), no Uruguai,
e sitios brasileiros (de até talvez cerca de 27 mil anos) estdo entre alguns dos mais antigos
descritos até entfo para o continente. E possivel que grupos humanos tenham chegado por
diferentes rotas, além das terrestres, também por maritimas, utilizando embarcacgdes, e em

Vvarios momentos.
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Figura 24. Alguns dos sitios mais antigos da Ameérica do Sul e de todo o continente americano,
datados em mais de 12 mil anos, ou seja, Pré-Clovis. Modificado de Lahaye, 2013.
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Quando os primeiros humanos chegaram por aqui, se depararam com uma incrivel
fauna, incluindo enormes mamiferos®. A América do Sul havia ficado isolada desde que se
separou da Africa, ha cerca de 120 milhdes de anos, e esse isolamento permitiu o

desenvolvimento de uma fauna bastante diferente e Unica.

8 A esses animais de grandes proporg@es corporais, com mais de 44 Kg, que povoaram varios continentes
durante o Cenozobico, muitos autores se referem como “megafauna”, um termo que nao tem valor taxonémico,
mas € utilizado para se referir genericamente a estes grandes animais, cujas dezenas de géneros desapareceram
até cerca de 10 mil anos atrés.
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Figura 25. Movimento dos continentes entre 94
milhGes de anos até 18 mil atrds (desde o Cretaceo
Superior até o Mioceno), demonstrando as mudancas
ocorridas na América do Sul ao longo do tempo.

Imagens modificadas de paleoportal.org.

Alguns grupos de organismos conseguiram migrar entre as Américas, como roedores e
primatas que podem ter chegado por balsas de vegetacdo, um tipo de aglomeracdo natural de
vegetacdo e porcdes de terra, que se desprendem e por acidente transportam organismos
atravessando rios e mares até o continente. Sendo um ndmero de individuos suficiente para
manter a espécie, eles se estabelecem no local, fundando ali uma nova populagdo. Entretanto,
foi provavelmente durante o Plioceno, entre 2,5 e 4 milhdes de anos atras, quando se formou o
istmo do Panama®, uma estreita porcao de terra que tirou a América do Sul do seu isolamento,
ligando-a @ América do Norte, que uma grande mudan¢a ocorreu. Com essa ligacdo, foi
possivel um significativo intercdmbio faunistico e de outros organismos, chamado de Grande
Intercambio Americano (em inglés, "Great American Biotic Interchange™ ou GABI). Sendo

assim, todo 0 nosso continente ja foi habitado por cavalos nativos??, ursideos, tigres dentes-de-

% Ha controvérsias quanto a data dessa formac&do. Alguns autores chegam a falar em quase 30 milhdes de
anos em que essa passagem terrestre teria comecado a se formar, e finalmente estaria formada entre 10 a 6 milhdes
de anos atras. Entretanto, recentes estudos, incluindo analises moleculares de grupos animais atuais e fgsseis, tém
indicado datas mais recentes de divergéncia e especiacdo (ocorridas com a separagdo geografica de populacées
de espécies marinhas ap6s a formacao do istmo, que se constituiu uma barreira, separando os oceanos Pacifico e
Atlantico), de até cerca de 4 milhdes de anos.

1005 cavalos gue encontramos atualmente na América foram trazidos pelos colonizadores europeus, ndo
sendo, portanto, nativos. Entretanto, até cerca de 10 mil anos atras, faziam parte da megafauna brasileira ao menos
dois géneros de cavalos nativos: os géneros Equus e Hippidion.
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sabre?, proboscideos'?, camelideos® e gigantes tatus* e preguicas®®, que se deslocaram entre

a América do Norte e a América do Sul durante o Plioceno-Pleistoceno.

1 Tanto os felideos quanto os Thylacosmilidae, que eram marsupiais.

12 Ordem dos elefantes atuais. Na América, essa ordem era representada pelos mamutes (que nédo
cruzaram o istmo, sendo encontrados os seus fosseis apenas na América do Norte) e os mastodontes.

13 As extintas espécies de Paleolama.

14 pertencentes a Ordem Cingulata, séo parentes distantes dos tatus atuais. Incluindo os pampatérios e os
gliptodontes, estes representantes antigos podiam chegar ao tamanho de carros do tipo fusca.

15 Diferentes das preguigas atuais, aquelas ndo viviam em arvores, tinham tamanho entre 2,5 a 6 metros
e deviam chegar a pesar até 4 toneladas. Para exemplos e ilustracdes de todos esses animais, consultar Cione et
al. (2015).
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Inmigrantes
sudamericanos

\’) en Norteamérica

'

1. Murcaélagos vampiros 2, Twanos tyera 3, Zangueyas 4, Capibaras 6, Meoobenm 6. Megaloniquidos
7. Armadilos 8. Aves del terror 9. Gliptodontes 10. Loros 11, Pamp libries 13. Py P

Inmigrantes
norteamericanos
en Sudamérica

1. Gonfotenos 2. Osos 3, Felinos dientes de sable 4. Pecaries 6. Conejos 6. Trogones
7. Caballos 8. Zorillos 9. Viboras 10, Ciervos 11, Tapires 12. Llamas 13. Ratones 14, Zorros

Figura 26. Alguns dos grupos de vertebrados que se dispersaram entre a América do Norte e a
América do Sul ap6s a formacdo do istmo do Panam4, ha cerca de 4 milhdes de anos. Esse
movimento € chamado de Grande Intercdmbio Americano (GABI). Modificado de Chéavez,
2008.

O intrigante é que, acompanhando o registro fossil, é possivel notar que dezenas de
géneros (pelo menos 40) desses mamiferos do Quaternario foram sendo extintos desde entao,
com alguns ultimos remanescentes resistindo até cerca de 8 mil anos. A causa (ou as causas)
dessas extingOes sdo ainda desconhecidas. Alguns autores defendem que boa parte do motivo
pode ter sido a influéncia do préprio GABI. Isso porque algumas espécies podem ter
encontrado nos novos ambientes uma vasta oportunidade de se multiplicarem, por ndo terem
ainda predadores estabelecidos e encontrarem locais favoraveis para a sua sobrevivéncia e
reproducdo, se expandindo por algum tempo sem muito controle e modificando as paisagens.

O fluxo de novos organismos permitiu também o intercambio de predadores, alterando as
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populacOes de suas cagas e trazendo novos tipos de interagfes entre as espécies. Assim, as
alteracGes causadas pelo GABI podem também ter influenciado em algumas das extingdes de

grupos que ocorreram mais tarde, nos altimos milénios.

Outras possiveis explicaces foram sendo elaboradas ao longo dos anos, muitas delas
apontando para a influéncia dos grupos humanos recém-chegados ao continente. Uma delas foi
mais aprofundada na década de 60, pelo paleobidlogo estadunidense Paul Martin e
colaboradores: a Hipdtese da Grande Matanca ou extingdo por caga (“Overkill””) considerava
que os humanos teriam sido os principais responsaveis pela extin¢ao desses grandes animais,
por meio de uma pressdo de caga extremamente acentuada, o que, de acordo com eles, seria
comprovado pela industria litica de Clévis, um indicio do poder de caga desses grupos
humanos. Ja a Hipotese da Hiperdoenca'®, desenvolvida na década de 1990, aponta, como uma
possibilidade, que a propria chegada destes grupos ja poderia constituir um problema, por conta
dos microrganismos que chegaram junto com eles. Por ndo terem tido ainda contato com esses
parasitas e potenciais patdgenos, 0s animais que ja se encontravam no continente tornaram-se
fragilizados por este contato, muitos deles se tornando bastante vulneraveis as doencas que
passaram a circular entre os diversos organismos, tanto 0s novos quanto os que ja habitavam

esse territorio.

Entretanto, ainda atualmente, as evidéncias de caca sdo bastante escassas’,
principalmente na América do Sul. Além disso, estudos paleodemogréficos indicam que a
densidade populacional dos primeiros grupos ndo deve ter sido muito alta, talvez até mesmo
devido as condicbes dificeis do caminho percorrido até adentrarem o continente. Apenas entre
12 e 8 mil anos as evidéncias de atividades humanas se tornam mais abundantes em toda a
América, indicando que nessa época ja deveria estar mais densamente ocupada, com
populacbes entre algumas centenas a algumas milhares de pessoas, nos locais com mais

recursos.

Em 2008 foi publicado um trabalho sobre a Hipdtese do Zig-Zag Interrompido ou
Quebrado (“Broken Zig-Zag”), proposta por Alberto Luis Cione, Leopoldo Héctor Soibelzon

e Eduardo Pedro Tonni, pesquisadores da Divisidn Paleontologia Vertebrados do Museo de La

1% Em inglés, “Hyperdisease hypothesis”. Ver Macphee e Marx (1997) e Ferigolo (1999).

7 como indicios de caca, sdo consideradas, por exemplo, pontas de langa fincadas em restos de animais,
clara demonstragéo de raspagem dos 0ssos ou de queima e marcas de corte.
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Plata. Essa hipotese retoma diversas das tentativas de explicacdo anteriores, demonstrando que
elas ndo séo excludentes. Assim, 0 objetivo dos autores foi combinar o que teriam sido os dois
principais fatores responsaveis pelo desaparecimento da megafauna: as oscilag@es climéticas

ocorridas durante o Pleistoceno e a acdo direta ou indireta dos grupos humanos.

OSCILACIONES CLIMATICAS
Interglaciar

AREAS ABIERTAS
Contraccion

DIVERSIDAD GENETICA Y FLUJO GENICO

Baja LAPSO
PERIODICO DE
ALTO RIESGO
ca. 135 ky BP DE EXTINCION

EXTINCION DE LOS MEGA
MAMIFEROS
luego de + 5 ka de coexistencia

Figura 27. Desenho esquematico da hipdtese do Zig-Zag interrompido, de acordo com a
qual as oscilagfes climéticas do Pleistoceno e a a¢do dos grupos humanos, em conjunto,
seriam responsaveis pela extingdo das espécies de grandes mamiferos e outros vertebrados
em varios lugares do mundo durante os dltimos 20 mil anos. Modificado de Soibelzon,
2008.

As oscilacBes climaticas ocorridas durante o Pleistoceno levaram a uma expanséo e
retracdo da vegetacdo nos ambientes por diversas vezes durante esta Epoca. As mudancas
climéaticas foram globais, mas as causas de extin¢do teriam sido eventos mdaltiplos, que
variaram localmente. Na Australia, por exemplo, onde também temos registros de grandes

extingdes da fauna nessa Epoca, tais ocorréncias coincidem com a chegada dos humanos em
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seu territorio, o que pode entdo ter sido um elemento crucial para tal evento. Ja para a America,
e em especial para a América do Sul, até entdo ndo temos evidéncias de caga em grandes
proporgoes, que pudesse indicar que a agdo humana, sozinha ou como fator principal, pudesse
ter sido a causa do desaparecimento dessas espécies. Porém, pode sim ter sido uma influéncia

adicional.

Nos ultimos dois milhdes de anos, as oscilagbes climéticas ocorridas globalmente
levaram a varias flutuacdes na fauna e flora em diversas partes do mundo. No continente
americano, essas flutuacdes levaram a extincdo de diversos grupos, incluindo os enormes
animais da megafauna. Na América do Sul, os ultimos remanescentes sobreviveram até cerca
de 8 mil anos atras. O ultimo periodo glacial se encerrou ha cerca de 12 mil anos, iniciando-se
um periodo interglacial no qual ainda estamos vivendo. Essas oscila¢@es levam a mudancas na
paisagem, com ambientes que se alternam entre mais abertos ou fechados, e com taxas de
umidade e faixas de temperatura sofrendo mudancas e alterando completamente a composi¢éo
da flora e da fauna associada, alternando, por exemplo, entre florestas, bosques, desertos,

pampas, cuja composicdo de espécies é bastante distinta.



91

20 ' A 20-

! " 4
§
A

40

1 40-
W @) )
& v e BN G e 100 , 40
Bl Mosaico de selvas abiertas y savanas Il Sclvas siempre verdes
Bl sabanas abiertas Bl Selvas siempre verdes y semi perennes
7] Pastizales / Estepas Bl Selvas
L Pastizales / Estepas frias Bl sabanas
| Hielo, altas cumbres y desiertos [ Pastizales

[ | Pastizales / Estepas
| Hielo, altas cumbres y desiertos

Figura 28. Alternancia entre ambientes com vegetacdo mais aberta e mais fechada. A.
durante o ultimo periodo glacial, até cerca de 12 mil anos atras; e B. no periodo

interglacial atual. Modificado de Cione et al. (2009).

As oscilagdes climaticas ocorridas durante o Pleistoceno levaram a alteracoes
sucessivas nas paisagens, que alternavam em ora mais fechadas, ora mais abertas, relacionadas
as variacdes nas taxas de umidade e temperatura no ambiente. Assim, havia momentos de maior
e outros de menor disponibilidade de recursos para os grandes mamiferos. O resultado com o
tempo pode ter sido uma reducédo da sua biomassa, que é o numero de individuos encontrados
por area. As populacdes remanescentes ficavam restritas a ilhas de vegetacdo (Figura 28), que

se expandiam ou retraiam de acordo com os periodos glaciais ou interglaciais. Essa restricdo a
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esses espacos menores, e com reducdo do numero de individuos, deve ter trazido inimeros
problemas relacionados a diminuicéo populacional. No caso de 0s cruzamentos consanguineos
terem se tornado consequentemente mais frequentes, a diversidade genética das populagdes
deve ter sido reduzida, com individuos com menor possibilidade de enfrentarem adversidades
ambientais e mais suscetiveis a doencas relacionadas ao cruzamento entre individuos
aparentados. Além disso, por estarem isolados nessas manchas de vegetacdo, o fluxo génico
(troca genética entre os individuos de diferentes populacGes) deve ter ficado bem mais dificil,
0 que também contribui muito para esse empobrecimento genético, deixando as populagdes
com um menor repertério de resposta a patdgenos e doencas em geral e a alteracBes no
ambiente. Mesmo quando as areas propicias a sua sobrevivéncia voltavam a se expandir, pode
ser que a partir de algum momento essas populacdes ja ndo fossem viaveis, até que ndo mais
conseguiram se recuperar. O que 0s autores chamam de Zig-Zag é justamente essa alternancia
entre a biomassa das populac@es durante essas mudancgas no ambiente, em que elas diminuem
e depois voltavam a se recuperar e se estabelecer, quando o ambiente ficava de novo mais
favoravel. O que essa hipdtese propde é que ao introduzir um elemento novo nessa dinamica,
que foi a chegada®® dos grupos humanos, a condigéo de restabelecimento foi interrompida, pois
as populacdes fragilizadas tiveram ainda mais individuos retirados, seja de forma direta, por
caca, ou indiretamente, por meio de outros tipos de interacdo, até um ponto em que nao

conseguiram mais se recuperar.

Certas caracteristicas bioldgicas das proprias espécies poderiam também influenciar na
permanéncia das suas populacGes ao longo do tempo nestas condi¢Bes aqui apontadas,
dificultando a sua manutengdo e sobrevivéncia, e aumentando a sua fragilidade. Tais
caracteristicas estariam relacionadas ao porte (tamanho e massa corporal) desses individuos.

Nos as resumimos no Quadro 4, adaptado e modificado a partir de Soibelzon (2008):

8 ou quem sabe o0 aumento no ndmero de individuos nas populag¢des humanas, aumentando a pressao
de caca e as interagdes com as populagdes desses outros animais.
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Quadro 4. Algumas caracteristicas bioldgicas das espécies de grandes mamiferos atuais que
poderiam estar presentes nos grupos antigos e aumentar a sua vulnerabilidade sob as condi¢6es

desfavoraveis discutidas no capitulo. Modificado de Soibelzon (2008).

A quantidade de vezes que uma fémea
consegue reproduzir por ano. Por conta dos longos
periodos de gestagdo, de lactdncia e de anos
necessarios de cuidado parental que ocorrem com 0s
grandes mamiferos atuais, e provavelmente deveriam
ocorrer de forma semelhante na megafauna extinta, é
TAXA REPRODUTIVA possivel que as fémeas ndo dessem a luz mais de uma
vez por ano, e possivelmente cerca de seis vezes
durante toda a vida. Esse numero baixo pode fazer
com que 0 nimero de individuos na popula¢do nao
aumente muito ao longo dos anos, e que cada fémea
retirada (por caca ou outro fator que a leve a morte)
tenha uma grande influéncia na viabilidade

populacional.

Com qual idade as fémeas podem ter 0s seus
primeiros filhotes. Nas espécies de mamiferos de
médio porte atuais, essa idade pode ser a partir de 6
IDADE EM QUE AS FEMEAS | meses. Entretanto, no caso dos grandes mamiferos
ATINGEM A MATURIDADE terrestres, como elefantes e rinocerontes, essa idade

SEXUAL pode ser acima dos 10 anos. Isso significa que o
individuo precisa sobreviver mais de uma década a
todas as adversidades ambientais para comecar a

deixar seus primeiros descendentes.
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DURACAO DO PERIODO DE
GESTACAO

E um periodo em que a fémea se encontra
mais vulneravel, e que nos megamamiferos atuais
pode chegar a mais de 660 dias, como é o caso das

espécies de elefantes.

DURACAO DO PERIODO DE
LACTACAO

E bastante variavel entre as espécies. E
também bastante custoso para a mae, que precisa
obter e alocar energia para a producdo do leite, que
vai nutrir e permitir o crescimento e desenvolvimento
do filhote. Além de todas as alterac@es fisioldgicas,

morfoldgicas e comportamentais a que é submetida.

DURACAO DO PERIODO DO
CUIDADO PARENTAL

E comum, entre 0s megamamiferos, uma
dependéncia por anos por parte dos filhotes, sendo
esse convivio também necessario para aprenderem
como e onde buscar alimentos, agua, abrigo e
aprenderem sobre comportamento social do grupo.
Desta forma, em muitas espécies, por mais de 2 a 3
anos a cria fica totalmente dependente do cuidado dos

adultos, sendo extremamente vulneravel.

Como ja discutimos aqui, a chegada dos primeiros humanos deve ter ocorrido ha pelo

menos 20 mil anos. Esse evento pode ter aumentado a pressdo sobre essas populacoes,

fragilizadas pela diminuicdo do seu nimero populacional devido a todos os fatores apontados

anteriormente. Assim, elas podem ter ficado ainda mais vulneraveis com a atuacdo dos

humanos que chegaram e se estabeleceram no continente, seja por acdo direta - por meio da

caca, com a retirada de individuos - ou por acao indireta, com as alteracfes causadas na

dindmica dos ambientes. Por exemplo, com transmissao de patogenos e introducdo de doencas

para as quais esses individuos ainda nao tinham defesa ou outro conjunto de fatores, que tenham

causado ainda mais danos a essas populacdes ja em declinio. Sendo assim, em resumo, as
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mudancas climaticas devem ter sido uma das maiores causas do declinio dessas populacdes, e
a atuacdo dos grupos humanos (por caca, por contaminacdo por parasitas ou patdégenos em
geral e por alteragdes no ambiente) pode ter sido mais um elemento, e talvez um acelerador,

desses processos de extingao.

Foi ao analisar os fosseis da megafauna das Américas que o naturalista francés Georges
Cuvier definiu, no final do seculo XVIII, o conceito de extin¢ao de espécies, que ndo tinha uma
caracterizacdo bem estabelecida até entdo. Por meio da Anatomia Comparada, descreveu
espécimes de proboscideos, demonstrando que os mamutes encontrados no Novo Mundo, 0s
elefantes asiaticos e os elefantes africanos eram espécies distintas. A inclusdo dos organismos
fésseis nos sistemas de classificacdo taxondmica, utilizando-os nas compara¢Ges com 0s
organismos viventes, foi também uma importante novidade. Porém, a despeito da sua enorme
contribuicdo para diversas areas do conhecimento, em especial para a Paleontologia, Cuvier
cometeu enormes erros. Um deles foi o fato de ndo aceitar a ideia de evolucdo bioldgica, e
considerar que as extingdes fossem sempre decorrentes de algum tipo de catéastrofe (corrente
de pensamento que ficou conhecida como Catastrofismo*®), com espécies antigas, que entéo

seriam eliminadas por tais eventos, sendo substituidas por espécies novas.

19 A teoria catastrofista afirmava que periodicamente eventos geoldgicos catastroficos (chamados por
Cuvier de “revolucdes™) ocorrem no planeta, causando grandes extingdes que dizimam boa parte das espécies
existentes. Apos essa fase, novas espécies surgem, além das sobreviventes, que migram para o0s locais mais
atingidos, repovoando esses ambientes. Para fortalecer sua teoria, Cuvier utilizou grandes animais fosseis do Novo
e do Velho Mundo, como os proboscideos aqui citados, afirmando que se ndo ocorressem tais substituicdes, ainda
teriamos essa grande fauna existindo em algum lugar. O grande erro de Cuvier foi acreditar que apenas desta
forma, pelas revolugdes, é que haveria mudancas tanto nas caracteristicas da superficie do planeta quanto na
ocorréncia de espécies bioldgicas. Vale lembrar que ele ndo acreditava na ideia de evolugdo biol6gica, mas sim
defendia que as espécies eram fixas, imutaveis, ou seja, ndo sofreriam modifica¢des ao longo do tempo. Sendo
assim, ndo concebia a ideia, por exemplo, de que espécies fossilizadas poderiam ser ancestrais de espécies
viventes. De acordo com as suas convicgdes, a modificacdo dos organismos ocorreria sempre por substituicdo das
espécies antigas, dizimadas pelas revolucdes, e ndo poderia ser de forma gradual, lenta e continua, com pequenas
alteracBGes acumuladas ao longo do tempo, como era defendido por pesquisadores como Lamarck (a quem se
opunha fortemente em varias discussdes, chegando a ridiculariza-lo apés a morte deste), como o geélogo britanico
Charles Lyell (que utilizou a ideia de gradualismo na Geologia, para compor a sua tese do uniformitarismo), e
como iria se popularizar essa ideia ap6s a publicacéo dos trabalhos de Alfred Wallace e de Charles Darwin (este
altimo em A Origem das Espécies), cinco décadas depois.
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Figura 29. llustracdo comparativa entre as mandibulas de
uma espécie de mamute da América (imagem superior) e
de um elefante-indiano atual (Elephas maximus indicus)

(imagem inferior). Modificado de Cuvier (1799).

Um pouco mais tarde, no século XIX, o brilhante naturalista dinamarqués Peter Lund
mudou-se para o Brasil, se estabelecendo na regido de Lagoa Santa (interior do estado de Minas
Gerais), atualmente bastante conhecida por conta dos famosos esqueletos do povo de Luzia.
Cientificamente chamada de Hominideo | - Lapa Vermelha IV, Luzia foi descoberta entre 0s

anos de 1974 e 1975, por uma equipe franco-brasileira liderada pela arquedloga Annette
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Laming-Emperaire. Datada em cerca de 11,5 mil anos, constitui os restos fossilizados
(portanto, evidéncia direta) mais antiga de humanos no nosso continente, sendo, portanto, de
extrema importancia para essa discussdo arqueoldgica. Décadas antes de Luzia ser encontrada,
Lund ja visitava sitios da regido, chegando a orientar estudos em cerca de 800 cavernas, abrigos
sob rocha e grutas, fazendo inimeras descobertas e contribui¢cdes de pesquisa. Nessas cavernas,
ele se deparou com fésseis de uma fauna extinta impressionante, que incluia tigres dentes-de-
sabre, cavalos, mastodontes, preguicas e tatus gigantes. Em alguns desses sitios, Lund
encontrou fosseis de individuos humanos nos mesmos niveis estratigraficos desses animais
atualmente extintos, apontando evidéncias, pela primeira vez para o continente, de coexisténcia
e convivéncia entre eles. Essa convivéncia ja era esperada por outros pesquisadores, porém,
ndo havia provas claras até entdo. Resolvida essa duvida, foi retomada outra questdo: qual era
a relacdo entre esses grupos humanos antigos e 0s outros animais que habitavam o continente

americano quando eles chegaram.

De fato, ainda séo raras as evidéncias de interacdo entre os humanos antigos e a
megafauna, e por isso € um tema que gera indmeras discussdes mesmo atualmente. Embora
haja uma quantidade consideravel de sitios com industria litica e restos de animais da
megafauna pleistocénica nos mesmos niveis estratigraficos, ainda hd uma resisténcia da
maioria dos pesquisadores em considerar que tipos de relacGes havia entre as populagdes
humanas e as demais espécies encontradas na fauna brasileira e sul-americana até cerca de dez
mil anos atras. Esses pesquisadores defendem que, enquanto ndo houver evidéncias diretas (por
exemplo, ossos desses animais com pontas de flechas cravadas diretamente neles), ndo é

possivel afirmar sobre a convivéncia e inclusive predacdo desses grandes mamiferos.

Diferente de periodos histdricos, em que é possivel acessar textos escritos de membros,
observadores e pesquisadores relatando e fazendo observacgdes diretas do seu cotidiano, nos
estudos de populagfes antigas é necessario utilizar vestigios e evidéncias indiretas de suas
atividades. A andlise dos fosseis corporais?®® e de objetos utilizados por essas populagdes
humanas pode nos dar indicios sobre a sua origem e ancestralidade, as doencas que circulavam
entre esses grupos, sua alimentacdo, e outros habitos de vida. Mas ha também as evidéncias

indiretas, o patriménio imaterial, que pode ter uma importancia inestimavel ndo apenas como

20 por meio da analise de suas caracteristicas anatbmicas, comparando a povos de diferentes lugares do
mundo. A depender do grau de preservacao desses fosseis, é possivel, adicionalmente, tentar extrair DNA antigo,
um tipo de pesquisa que é relativamente recente no Brasil.
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registro das suas expressoes culturais, mas também desses habitos de vida e de suas interacbes

com 0s outros organismos que ja habitavam esses territorios.

Existem algumas lendas amazoénicas que podem ter se originado da convivéncia dos
primeiros humanos no continente com a megafauna pleistocénica. O argumento é que
populacdes ja raras, quase extintas, podem ter sido vistas por alguns humanos, que tiveram
contato e ficaram impressionados com esses individuos remanescentes. Florentino Ameghino,
importante paleont6logo argentino, que descreveu inimeros fosseis sul-americanos no século
XIX, prop6s que a lenda do Mapinguari?! pode ter se originado da observagio de alguma das
espécies de preguicas-gigantes, cujos tltimos individuos podem ter sobrevivido até pelo menos
cerca de 10 mil anos atrés, e convivido com popula¢Ges humanas pré-amerindias. Alguns
autores ndo acreditam nessa versdo, e apontam diferencas significativas entre 0 Mapinguari e
as preguicas gigantes, por exemplo o fato de ele ndo apresentar cauda, e ser descrito
assemelhando-se mais a algum tipo de primata. Além disso, essas criaturas seriam carnivoras,
chegando a consumir inclusive carne humana em alguns dos relatos. Entretanto, ha algumas
diferentes versdes da lenda do Mapinguari, e obviamente, ao longo das geracdes, as
informacdes podem sofrer indmeras modificagbes, transformando as histérias em algo

totalmente diferente da transmissao original.

Talvez nunca saibamos com certeza quais animais deram origem a tais historias, ou
quais seriam os limites entre o real e a imaginacdo nessas antigas lendas amazonicas.
Entretanto, ha outras evidéncias que podem nos fornecer mais pistas sobre com quem tivemos

contato no passado. E o caso das manifestacdes artisticas e culturais.

Foi Lund quem registrou também, pela primeira vez, arte rupestre sul-americana. Desde
entdo, registros tém sido feitos a medida que esse tipo de estudo se aprofunda. Pinturas
rupestres, por exemplo, podem indicar sobre possiveis domesticacfes e manejo de animais e
plantas, representando cenas da rotina dos grupos humanos antigos, com suas estratégias de
subsisténcia, ou retratando, nas imagens, caracteristicas morfoldgicas que indiquem algum

grau de domesticagdo dos organismos. Outras revelagdes vindas das pinturas dizem respeito as

Lo Mapinguari seria uma enorme criatura, relatada por diversos grupos indigenas atuais que habitam a
regido amazonica, que se referem ao ser como sendo conhecido por geragdes muito anteriores (pelos “avds dos
bisavos”), as vezes descrito como um “bicho-preguica gigante”, as vezes como um “macacao” ou “macaco-
preguica gigante”, com enormes unhas em forma de garras, barulhento, muito alto, ameagador (pelo seu tamanho
e/ou pela ferocidade, depende do relato), de andar bipede curvado, que se locomove afastando as arvores com
seus enormes bracos, e exalando um cheiro forte e horrivel.
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interacdes sociais entre a fauna representada®?, como interagdes entre machos e fémeas,
disputas entre individuos, deslocamento de manadas, cuidado parental. Assim como a relacao
dos grupos humanos antigos com esses outros animais. Também fornecem indicacGes de
plantas que eram utilizadas por essas populacoes, e até as que comegavam a ser cultivadas ou
ao menos sofriam algum tipo de manejo. Informacdes sobre as plantas e animais que ocorriam
naquele ambiente, indicacdes sobre a relacdo dos grupos humanos com eles. Em conjunto com
outras evidéncias arqueoldgicas e paleontoldgicas (por exemplo, analise de coprélitos, que sdo
fezes fossilizadas, restos deixados em fogueiras e em objetos de preparacéo e armazenamento
de alimentos), é possivel saber sobre dieta, estratégias de subsisténcia e habitos alimentares,

cotidianos e culturais desses grupos (cerimdnias rituais, habitos de cacada, sepultamentos, etc.).

Na América do Sul, ha regibes com sitios arqueologicos valiosissimos para tais
discussdes. Na regido Nordeste do Brasil, no estado do Piaui, ha o Parque Nacional da Serra
da Capivara. Criado em 1979, este Parque apresenta uma area de 130 mil hectares, onde ja
foram registrados mais de 1000 sitios paleontolégicos e arqueoldgicos. Varios desses sitios
abrigam centenas de pinturas e gravuras rupestres em areas abertas, em cavernas e em abrigos
sob rocha, sendo datadas em até 12 mil anos, e representando um dos maiores complexos de

inscrigdes rupestres no mundo.

Entre essas pinturas, estdo representadas cenas de dangas, partos, amamentacao,
atividades sexuais, utilizagéo de plantas em rituais, celebracdes, conflitos, momentos de lazer
e de outras interacOes sociais. Ha também representacdes de atividades de coleta, de pesca, de
caca em pequenos e em grandes grupos, utilizando-se diversos tipos de ferramentas, como
redes de pesca e lancas, e a divisdo posterior da caca entre os individuos. Tais registros graficos
permitem reconstituir o cotidiano dessas populagdes, bem como sua relagdo com o ambiente
em que estavam inseridas. Sobre isso, 0 pesquisador brasileiro Justamand (2007) afirma: “As
pinturas atuavam como meio de conservagao das informagdes e conhecimentos acumulados,

auxiliando no desenvolvimento desses instrumentos técnicos”?e,

E possivel separar os grupos em diferentes tradicdes culturais, de acordo com o estilo

das pinturas, e como sao representados 0s corpos e as paisagens. Além disso, € possivel também

22 Como exemplo, ver Morcote-Rios et al (2020) e Brumm et al (2021).

23 Michel Justamand (2007), em O Brasil desconhecido: as pinturas rupestres de Sdo Raimundo Nonato
- Piaui.
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utilizar esses registros para se ter uma nogdo das alteracbes no paleoambiente ao longo do
tempo: observando as pinturas mais antigas, percebemos que parte da fauna e flora
representadas ndo ocorrem mais na regido. O Parque engloba as localidades de Sdo Raimundo
Nonato, Coronel José Dias, Sdo Jodo do Piaui e Canto do Buriti, municipios inseridos em uma
regido de caatinga, um bioma brasileiro cujo clima semiarido é marcado por altas temperaturas
(média de 25 a 30 °C anuais) e baixa umidade na maior parte do ano, o que leva em muitos
lugares a uma vegetacdo com predominio de cactaceas e outros grupos tipicos de areas secas,
além da ocorréncia de diversos rios de regime intermitente. Entretanto, os painéis com animais
como as capivaras que, de tdo comuns nas representacdes, ddo nome ao Parque, indicam que
alguns milhares de anos atras aquela regido era bastante diferente. Era bem mais imida e com
outro tipo de vegetagéo, que abrigava e proporcionava recursos que permitiam a manutencao

das populacdes desses animais de grande porte.

As datages para os sitios da Serra da Capivara sdo fonte ainda de bastante controvérsia,
mas utilizando as andlises de outros tipos de vestigios acredita-se que a ocupa¢do humana no
local deve ter uma antiguidade de pelo menos 20 mil anos, 0 que sugere que esses primeiros
grupos foram contemporaneos a megafauna pleistocénica, ou pelo menos aquelas espécies que
ainda eram viventes nesse momento. De fato, os sitios paleontolégicos revelam uma megafauna
que circulava pela regido até pelo menos 10 mil anos atrés. J& foram encontrados fosseis de
tigre dentes-de-sabre, preguicas e tatus gigantes, cavalos nativos da América, camelideos,
canideos e proboscideos. Entretanto, ndo foram identificadas com seguranca nenhuma pintura

que demonstrasse claramente relagdes de contato com esses remanescentes.

Essa situacdo é diferente em sitios recém-descritos mais detalhadamente na regido da
Amazonia. Eles se mostraram ricos ndo apenas em artefatos liticos e em 0ssos desses grandes
animais, mas também em surpreendentes pinturas de individuos humanos ao lado destes
grandes animais, evidenciando a diferenca de tamanho entre as espécies, além de
representacdes do que se assemelham a instrumentos de caca. E o caso de Serrania La Lindosa.
Situada no noroeste da Colémbia, ela faz parte de um complexo encontrado nos ultimos anos

na regido amazonica. Tais sitios indicam uma ocupagdo humana de pelo menos 12 mil anos?

24 Na verdade, unindo o conjunto de evidéncias da arqueobotanica, da zooarqueologia e palinoldgicas
encontradas na regido, alguns pesquisadores defendem que esses primeiros grupos humanos devem ter chegado
bem antes, h& pelo menos 20 mil anos, mas que nesse periodo de 12 mil anos estavam bem estabelecidos, com
algum manejo e cultivo de plantas, com estratégias mais eficientes de caca e pesca, que devem ter permitido
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na regiao, tendo, como indicios, materiais liticos, restos de fogueiras e pinturas em dezenas de
painéis em abrigos sob rocha. Sdo desenhos de figuras geométricas, marcas de maos, alem de
registros de plantas, animais, e cenas de interagcdo entre os individuos humanos e toda essa

diversidade local.

Uma das partes mais impressionantes desses painéis € que eles registram inclusive
interagbes com animais com caracteristicas anatdmicas diferentes dos animais que
encontramos atualmente em todo o continente. Sdo animais com estruturas semelhantes a
proboscides, ou com tamanhos descomunalmente maiores do que os humanos que os tentam
cacar em Vérias das cenas representadas. Todas essas caracteristicas levantam uma suspeita de
gue os grupos representados sejam na verdade animais atualmente extintos da megafauna, em
surpreendentes registros que indicam que de fato as antigas popula¢es humanas do continente
americano coexistiram, conviveram e interagiram com esses grandes mamiferos, inclusive com

estratégias de caca ou tentativas de caca.

inclusive um aumento populacional, e um consequente maior nimero de rastros e restos sendo deixados nos sitios
a partir de entéo.
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Figura 30. Alguns dos animais representados nos painéis do sitio Serrania La Lindosa (Colémbia), e suas possiveis
identificacGes taxondmicas, indicadas pelos autores dos estudos: a. morfologia da cabeca, do térax, garras proeminentes
e tamanho representado em rela¢do aos humanos, sugerindo semelhancgas com espécies de preguicas gigantes; b. Forma
do tronco e prolongamento como um focinho alongado, assemelhando-se ao encontrado em mastodontes; c. Pescoco
longo e cabega proporcionalmente de pequeno tamanho, como o encontrado em camelideos extintos, tais quais os do
género Palaeolama, e distintos dos camelideos atuais pintados em outros painéis; d, e. Bastante semelhantes a cavalos,
e pela datacao das pinturas, pre-colonizacédo europeia, se de fato foram cavalos, referem-se a uma das espécies nativas
extintas; f. Animal com longo pescoco, pés com trés dedos e com uma protuberancia semelhante a como deveriam
apresentar as macrauquénias (Familia Macraucheniidae, da ordem Litopterna, hoje totalmente extinta). Imagem e

legenda modificadas e adaptadas de Morcote-Rios et al (2020).
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Sendo assim, La Lindosa € uma fonte de evidéncias que nos demonstra que talvez ainda
tenhamos muito o que encontrar e descrever de indicios que nos indiquem com quem
conviviamos, quando, como era a nossa interacdo com esses organismos e com a paisagem em
tempos remotos. E é surpreendente e maravilhoso que além das indicacdes mais classicas e
indiretas, como ferramentas, fogueiras e evidéncias de caca, possamos somar manifestacdes

simbolicas, que além de tudo nos revelam os cenarios em que toda essa dindmica acontecia.

Materiais culturais mais recentes podem ajudar também a desvendar alguns mistérios
sobre a origem de doencas. Com a chegada dos colonizadores europeus no século XV, além da
violéncia e do modo de vida impostos pelos recém-chegados, foram trazidas também dezenas
de doencas, que causaram epidemias e contribuiram para o genocidio dos povos nativos
americanos. Nos séculos seguintes, espanhdis e portugueses mantiveram centenas de milhares
de individuos negros africanos escravizados, trazendo-os para trabalharem nas colonias. Sendo
assim, foi intensa a circulagdo de doengas entre todos os povos que foram envolvidos nesta
dindmica, e é comum atualmente, nos estudos epidemioldgicos, ainda termos algumas

incertezas sobre a origem das doencas mais comuns desse periodo.

Um exemplo s&o as davidas relacionadas as leishmanioses. Elas sdo, na verdade, um
conjunto de doencas parasitarias, que ocorrem atualmente em mais de 80 paises, tropicais e
subtropicais. No caso especifico da leishmaniose tegumentar americana (LTA), é causada por
protozoarios do género Leishmania, que tém como hospedeiros vertebrados diversos
mamiferos, inclusive os humanos. Uma das suas formas é a cutaneomucosa (LCM), que é
caracterizada por lesbes agressivas, que podem atingir a regido dos labios e destruir a
cartilagem do nariz, comprometendo o septo e causando mudancas anatémicas, o que resulta
em deformidades na face da pessoa doente. Os primeiros registros escritos da doenga constam
em documentos espanhois do século XV (aos quais se referem ao chamado “mal en las
narices?®”), descrevendo sua ocorréncia em indigenas na América do Sul. Entretanto, bem mais
antigos, datando do Século Primeiro depois de Cristo, estdo potes de ceramica peruana pré-
inca, além de outras pecas do Equador e colombianos, que apresentam representaces de
humanos com mutila¢6es nas regides dos labios e do nariz, lesdes bastante semelhantes aquelas

causadas pela leishmaniose cutaneomucosa.

25 A . .
Em portugués, o “mal dos narizes” ou “doenca dos narizes”.
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Figura 31. Exemplo de materiais culturais que podem
auxiliar a desvendar alguns dos mistérios
relacionados a circulacdo de doencas no nosso
continente: vaso de ceramica sul-americano
representando um individuo com possiveis lesdes
desfigurantes. Modificado de Altamirano-Enciso et al
(2003).

A partir do periodo historico, é possivel unir os escritos de pesquisadores que viajavam
pelo continente — documentando as paisagens naturais e as interacdes sociais — a evidéncias
indiretas, como pinturas, esculturas e ceramicas. Unindo os registros etno-histéricos com o0s
objetos culturais, é possivel observar que ambos ocorrem em locais que ainda hoje séo

endémicos para a doenca, sugerindo que, de fato, podem estar se referindo a LCM. Ela poderia
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ser encontrada primeiramente aqui na América do Sul, talvez na regido amazonica,
posteriormente sendo difundida em outros lugares do mundo, por meio da circulagdo dos
colonizadores europeus. Atualmente, analises moleculares dos parasitas, e outros estudos
bioldgicos incluindo os hospedeiros, somam-se a essas evidéncias indiretas, reforcando a
possibilidade de uma maior antiguidade da leishmaniose tegumentar cutaneomucosa na

América do Sul, posteriormente se espalhando para outros continentes.
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7 DIVULGACAO DOS TRABALHOS REALIZADOS

Além dos trabalhos desenvolvidos durante o Doutorado, estas e outras pesquisas
desenvolvidas no Laboratdrio de Paleoecologia e Paleoicnologia foram apresentados em alguns
eventos e espacos voltados ao publico externo as Universidades e Instituicbes de Pesquisa. O
objetivo foi manter um dialogo, e assim auxiliar a aproximacédo entre 0 meio académico e a
sociedade em geral. Apresentando os projetos que sdo desenvolvidos nestes ambientes, o
propésito foi tornar mais claro como eles se relacionam com o dia a dia e a realidade de toda a
populagédo. Os resultados de tais trabalhos foram publicados posteriormente, em congressos e
eventos cientificos, para auxiliar na troca de informac6es e melhorias para projetos futuros.
Estes trabalhos publicados estdo exemplificados nos apéndices E e F. Outros trabalhos de
divulgacdo cientifica, desenvolvidos a partir de trabalhos realizados no LPP, ou com alunos
envolvidos no referido laboratorio, estdo exemplificados no apéndice D e anexo A.
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8 CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos paleoparasitoldgicos podem fornecer preciosas informacdes sobre as
parasitoses e sobre os organismos envolvidos em tais interag0es: o0s parasitos, 0s hospedeiros
— intermediarios e finais —, 0s vetores e 0s reservatdrios. Porém, além disso, podem contribuir
também com indicios sobre o paleoambiente e os tipos de interacdo que provavelmente
ocorriam entre os diversos organismos que ali circulavam. Infelizmente, tais possibilidades de
estudos e inferéncias sdo, muitas vezes, ignoradas, resultando na escassez de trabalhos em
paleoparasitologia em todo o mundo. Neste trabalho, buscou-se contribuir com estudos nessa
area, e demonstrar como a realizacdo de anéalises parasitologicas em materiais de colecdes
paleontolégicas, com um olhar mais atento para evidéncias de ectoparasitismo e
endoparasitismo, podem ser bastante Uteis, contribuindo com informag6es ndo apenas sobre a

paleobiologia dos organismos envolvidos, mas também sobre paleoecologia e paleoambiente.
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GLOSSARIO

Termos utilizados em Parasitologia

Agente infeccioso — organismo que produz infeccdo em outros organismos.

Cepa — linhagem dentro da espécie de um agente infeccioso, caracterizada por determinadas

caracteristicas da sua biologia (especificidades da sua propagacao, grau de viruléncia etc.).

Ciclo heteroxeno — quando, para completar o seu ciclo vital, o parasito necessita passar, em
uma sequéncia determinada, por mais de um hospedeiro. Aqueles em que passam as primeiras
fases do seu ciclo, sdo os hospedeiros intermediarios; onde vivem a sua forma adulta sdo os

hospedeiros definitivos.

Ciclo monoxeno — quando o parasito depende de apenas um hospedeiro para completar o seu
ciclo de vida. Se ele passar para outro hospedeiro, ird repetir 0s mesmos passos do seu
desenvolvimento, e 0s mesmos eventos fisiologicos.

Epidemiologia —estudo da distribuicdo da doenca na populacéo (por ex., por faixa etaria, sexo,
renda) e os fatores relacionados a sua frequéncia. Por exemplo, certas doencas tropicais que
estdo mais relacionadas a geografia e fatores socioecondmicos da populacéo.

Fonte de infeccdo — organismos, objetos ou substancias (alimento ou &gua, por exemplo) a

partir dos quais um agente infeccioso pode passar diretamente para um hospedeiro.

Incidéncia — frequéncia (por tanto, em porcentagem) de uma doenga em um periodo de tempo
e em uma parte especifica da populagédo (por exemplo, ocorréncia de determinada infec¢éo na

populacdo de homens adultos no Brasil, nos Gltimos dois anos).
Parasito eurixeno — pode infectar véarias diferentes espécies de hospedeiros.
Parasito estenoxeno — pode infectar apenas uma ou poucas espécies bastante préximas.

Prevaléncia — nimero total de casos da doenca na populacdo, em um determinado periodo

(anos ou décadas, por exemplo).

Reservatdrio — organismo (geralmente sendo pouco patogénico para este), sedimentos,
substratos ou matéria organica onde habitam e se reproduzem os agentes infecciosos, passando

posteriormente para 0s hospedeiros.

Vetor — organismo que atua como veiculo, transmitindo um parasito entre diferentes

hospedeiros.
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Viruléncia — gravidade e velocidade com que um agente infeccioso (virus, bactéria ou outro)
pode causar lesbes no hospedeiro.

Zoonose — doencas transmitidas naturalmente entre humanos e outros animais. EX.:

toxoplasmose e raiva.



116

APENDICES



PUBLICACOES RESULTANTES DAS PESQUISAS DE DOUTORADO

APENDICE A

117

Artigo “Lesions in osteoderms of pampatheres (Mammalia, Xenarthra, Cingulata)

possibly caused by fleas”, publicado no ano de 2020, na revista Acta Tropica.

Acta Tropica 211 (2020) 105614

journal homepage: www.elsevier.com/locate/actatropica

Contents lists available at ScienceDirect

ACTA
TROPICA

Acta Tropica

Lesions in osteoderms of pampatheres (Mammalia, Xenarthra, Cingulata) )

possibly caused by fleas

Check for
updates |

Carolina Santa Isabel Nascimento™", Jorge Felipe Moura®, Beatriz Robbi",

Marcelo Adorna Fernandes®

“ Programa de Pés-Graduagdo em Ecologia e Recursos Naturais, Lab.

grio de Pale logia e Paleoicnologia, Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva,

Universidade Federal de Sdo Carlos, Rod. Washington Lufs, km 235, Sdo Carlos, SP, Brasil

b Programa de Pés-Graduagdo em Conservagdo da Fauna, Universidade Federal de Sao Carlos, Rod. Washington Luis, km 235, Sdo Carlos,

SP, Brasil

ARTICLE INFO

Keywords:
Paleoparasitology
Siphonaptera
Pampatheriidae
Tunga perforans
Holmesina

ABSTRACT

In this study, the first records of lesions in osteoderms of Holmesina, a group of fossil cingulates related to
armadillos, possibly caused by the action of penetrating fleas (Siphonaptera) are described. Three individuals of
Holmesina cryptae (Pampatheriidae) were collected from Quaternary sediments in Lapinha Cave (Iramaia, Bahia
state, Brazil). Their derms were analyzed by ing electron microscopy and al-
terations on their surfaces were recognized. We found 63 marks distributed in 23 of 1300 analyzed osteoderms
(approximately 1.8% of the total of osteoderms), characterized by vertical cavities with well-delimited circular
borders similar to those lesions made by Tungidae fleas in extant mammals. These records indicate that there
was an interaction between penetrating fleas and pampatheres during the Quaternary in Brazilian Intertropical
Region, and contribute to the understanding of the evolution of these ectoparasites and the relationship with

icroscope and

their hosts.

1. Introduction

Xenarthra is a superorder of placental mammals endemic to the
American continent; anteaters and sloths (order Pilosa) and armadillos
(order Cingulata) are the extant representatives of this group
(Delsuc et al., 2001). Cingulates are the only mammals that have os-
teoderms (dermal bony plates) (Hill, 2006; Krmpotic et al., 2015).
However, isolated osteoderms have also been found in the tegument of
extinct ground sloths from the family Mylodontidae (Hill, 2006).

In cingulates, hundreds of articulated osteoderms form a tegumen-
tary armor that is divided in: a) the cephalic shield, dorsally on the
head; b) the carapace, dorsolaterally on the trunk; and c) the caudal
sheath completely surrounding the tail, except in Cabassous (Hill, 2006;
Krmpotic et al., 2015; Fernicola et al., 2017; Moura et al., 2019). The
carapace can be subdivided depending on the species (see
Fernicola et al., 2017). In pampatheres and living armadillos the car-
apace consists of three regions — scapular buckler and pelvic buckler
that are composed of fixed osteoderms, and bands (or belts) region
composed of movable osteoderms (Fig. 1) (Gois et al, 2013;
Moura et al., 2019). Moreover, keratinous scales form the most external
layers of the armor (Hill, 2006; Chen et al., 2011).

In the same specimen, the osteoderms may have different

* Corresponding author.
E-mail address: carolina.staisabel@gmail.com (C.S.I. Nascimento).

https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2020.105614

morphologies and ornamentations. The external surface of the fixed
osteoderms only has an exposed (or ornamental) surface with omna-
mentations and piliferous foramina. The movable and pelvic semi-
movable present an exposed surface divided in an intermediate and a
posterior portion (Fig. 2). In addition, there is an articular surface that
is imbricated under the posterior portion of an osteoderm of the ante-
rior band, thus allowing carapace articulation (Gois et al., 2013).

Some ectoparasites may lodge in these osteoderms.
Ezquiaga et al. (2015) recently described Tunga perforans, a flea species
that pierces the bone tissue of cingulate osteoderms. Marks related to
the actions of these fleas were observed in osteoderms of fossil arma-
dillos and glyptodonts (Hammond et al., 2014; Tomassini et al., 2016;
Lima and Porpino, 2018). In this paper, we describe for the first time
lesions possibly caused by fleas in osteoderms of pampatheres, a group
of fossil cingulates.

2. Materials and methods
2.1. Geographic context

The studied osteoderms in this work are from Lapinha Cave, one of
the largest limestone caves in Iramaia Municipality in Bahia state,
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Fig. 1. Schematic drawing of armor of Dasypus novemcinctus, with a carapace divided into two bucklers (scapular and pelvic) and intermediate bands.

basal surface

Q e
s | S
= T
= S
7] a
— —
© kel
= =
S| &
5| ®
)
il B F
5 =
2] T o
T 3=
g Eg
(9] @ 3] -
=|S|E
=15 8
» 5 ;é
Bl = 5
n [] 7]
o o w
o o
X ) =
) ‘= 2
) 5
% 7]
o
a

Fig. 2. Nomenclature of movable pampatheriid osteoderms proposed by
Gois et al. (2013) represented in an osteoderm of Holmesina cryptae (LPP-PV-
003) in lateral and dorsal (external) view. The terms “external” and “basal”
surfaces are proposed by Scheyer and Sander (2004). Scale bar = 20 mm.

Brazil (Fig. 3). Its lithology is part of Gabriel and Nova América Units
(Salitre Formation — Neoproterozoic) (Vieira et al., 2005) and presents
bone accumulation of Quaternary mammals (Moura et al., 2019). The
osteoderms were found associated to three individuals of Holmesina
cryptae (Pampatheriidae) that were partially covered by the cave sedi-
ment (Moura et al., 2019).

2.2. Osteoderms analyses

The analyzed material corresponds to 1300 osteoderms of three
Holmesina cryptae (Pampatheriidae) specimens from Lapinha Cave that
are registered as LPP-PV-001, LPP-PV-002 and LPP-PV-003 in the pa-
leontological collection of the Paleoecology and Paleoichnology
Laboratory (LPP)-Ecology and Evolutionary Biology Department
(DEBE), Federal University of Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos, Sao
Paulo state, Brazil. In this paper the osteodermal nomenclature is in
accordance with Gais et al. (2013) (Fig. 2).

LPP-PV-001 is the specimen that has the largest number of elements
of the endoskeleton and armor, followed by LPP-PV-002, and LPP-PV-
003. First, a macroscopic inspection of the osteoderms of the three
specimens was performed to identify alterations in their surfaces. The
osteoderms that presented such alterations were separated and mea-
sured with a mechanical caliper (accuracy of 0.02 mm). Photographs
were taken with a camera Leica DFC 295 coupled to a stereomicroscope
Leica M205C with an object-glass Planapo 1.0x and produced by
composition of multiple pictures using the software LAS (Leica
Application Suite) v3.7. The injured osteoderms were observed with a
scanning electron microscope (SEM). These microscopic methods were
made at Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia dos Hymenoptera
Parasitoides da Regiao Sudeste Brasileira (INCT-Hympar Sudeste), in
DEBE, UFSCar.

The software ImageJ 1.51n Fiji was used to measure the area of the
osteoderms and the lesions because these shapes are not geometrically
regular. With these values, it was then possible to calculate the pro-
portional lesioned area of the osteoderms. The means and standard
deviations of the measurements are shown in Table 1.

The observed lesions were compared with those in osteoderms of
other cingulates and tetrapods described in literature. The nomen-
clature used by Britt et al. (2008) and Matthias et al. (2016) was fol-
lowed to describe and classify the marks.

3. Results
3.1. Description of the lesions

Perforation marks were observed in 23 of 1300 examined osteo-
derms (approximately 1.8% of the total). In some of them there was
more than one mark, totaling 63 injuries. They are vertical cavities with
a well-delimited circular border that reach the trabecular bone zone
(Type 1) or the compact bone zone (Type 1*) (Figure 4 and Figure 5).
The means of the areas of the lesions vary between 0.10 cm?® and 1.10
em? The marks occupy 15.74 + 1.8% of the exposed surface of the
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Fig. 3. Map and location of Lapinha Cave. A-B, location of Iramaia Municipality in Bahia state, Brazil. C, map of Lapinha Cave highlighting its second lower level and
the points where the fossils were found (adapted map provided by GPME Speleology Group). Legend of C: white, ground level of the cave; yellow, first lower level;
light blue, second lower level; and dark green, third lower level of the cave. Abbreviations: P1, P2 and P3 (LPP-PV-001, 002 and 003, respectively), the sites where
the pampatheres were collected. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 1

Means and standard deviation of the measurements of the marked osteoderms and their lesions of three specimens of Holmesina cryptae.

Specimen Type of Armor Qty. Osteoderm dimensions Lesion dimensions Proportional dimensions of PPOS in movable and
lesion  region of ost. semimovable osteoderms
Length (cm)  Area (cm?) Lesion area (cm?) Lesion area/ area  PPOS length PPOS area (cm?)  Lesion/ area PPOS
ost. (%) (em) (%)
LPP-PV-001 1 cephalic 4 3.06 + 0.39 6.82 + 1.01 113 + 049 16.14 + 4.54
scapular 18 374 + 092 9.59 + 362 1.38 = 1.09 16.52 + 16.4
ASM 8 468 + 0.31 1386 * 1.21 179 = 138 12.54 + 8.68
movable 9 9.67 + 1.52 26,40 *+ 7.13 255 * 0.66 9.36 + 9.10 4.16 * 0.36 11.49 % 215 1416 + 13.93
PSM 1 8.80 27.27 1.76 6.44 3.90 13.77 8.97
pelvic 5 556 + 0.55 16.37 * 3.33 1.36 + 148 8.07 + 7.37
caudal 8 318 + 1.31 6.46 + 346 098 + 0.68 22,56 *+ 19.5
1 cephalic 1 3.93 9.17 0.21 225
scapular 3 3.02 + 040 6.15 + 1.19 0.10 + 0.03 1.67 + 0.03
PSM 1 6.70 18.57 0.24 1.29 377 11.27 1.56
LPP-PV-002 1 PSM 1 6.70 17.01 1.67 9.81 4.01 10.49 11.98
pelvic 1 5.40 13.70 3.36 24.51
LPP-PV-003 1 scapular 1 5.03 13.82 0.66 4.75
ASM 1 4.57 12.39 0.45 3.59
1* pelvic 1 1.85 2.42 0.10 3.68

Type 1 lesions reach the trabecular bone zone; and Type 1* lesions reach the compact bone zone of the osteoderms. ASM - anterior semimovable band; ost. —

osteoderm; PPOS - posterior portion of the ornamented surface; PSM - posterior semimovable band; Qty. — quantity.
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Fig. 4. Osteoderms of Holmesina cryptae evidencing the possible lesions caused by penetrating Siphonaptera. A. LPP-PV-001-500, showing a lesion of Type 1* that
reaches the compact bone zone of the osteoderm; B and C. LPP-PV-001-514 and LPP-PV-001-518, respectively, showing Type 1 lesions that reach the trabecular bone
zone of the osteoderms. B and C are similar to honeycomb-like lesions, caused by several fleas simultaneously housed in the region, which can indicate high

infestation in the host.

osteoderms. The lesions and their distributions are described in Table 1.

4. Discussion

The observed marks in the osteoderms show a well-defined pattern
that is repeated in several parts of the armor in all three individuals.
This indicates consistency with the condition of being not random and
being of biological origin.

Superina et al. (2009) observed various injuries in osteoderms of the
euphractine armadillo Zaedyus pichiy that were caused during in-
traspecific fights, predator attacks or abrasion in contact with the en-
vironment, mostly during digging. Fiorelli (2010) observed predation
marks in osteoderms of crocodyliforms from the Upper Cretaceous of
Argentina, whereas Avilla et al. (2004) described bite marks on a cro-
codylomorph and interpreted them as the result of intraspecific

N

interaction. However, the injuries that were analyzed in this study do
not resemble those of teeth, nails or claws.

The marks described here are similar to lesions caused by pene-
trating fleas. This idea is reinforced by the fact that in all examined
specimens, they were only present in the external surface of the os-
teoderms, but not in the endoskeletal elements. This also indicates that
the lesions were made ante mortem. Moreover, the movable and pos-
terior semimovable osteoderms showed the marks only in the exposed
surface.

The marks observed in the osteoderms are similar to the lesions
caused by insects of the order Siphonaptera, commonly known as fleas.
Adults of Siphonaptera are laterally flattened, holometabolous, with
accentuated sexual dimorphism (Rey, 2010; Linardi, 2011). Fifteen
living families of this order are known, and the penetrating and semi-
penetrating species are included in the family Tungidae (Linardi and

B
A
.
/ E
o

Cc

Fig. 5. A-C. Lesion in LPP-PV-001-500 observed in Scanning Electron Microscope, under different amplifications: (A) 41x; (B) 67x; and (C) 131x, highlighting the
details of the excavations possibly made by an individual of penetrating Siphonaptera.
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Guimaraes, 2000). Tunga is considered one of the most specialized
genera in the order because the adult females are penetrating ecto-
parasites (Linardi and Guimaraes, 2000; Ezquiaga et al., 2008, 2015;
Tomassini et al., 2016). After mating and fertilization, the females
suffer morphological alterations while housed in the host body, re-
sulting in the formation of the neosoma, a cuticle thickening and body
hypertrophy (Audy et al., 1972; Linardi and Avelar, 2014). The size and
the shape of the neosoma vary according to the flea species and the host
(Linardi and Guimaraes, 2000). For example, in the case of Tunga pe-
netrans in the human host skin, its body can increase about 2000 times
in 10 days (Miller et al., 2019).

Several species of fleas that parasitize xenarthrans are known, but
studies about their relationship are scarce in the literature. The Type 1
marks observed in H. cryptae resemble the lesions caused by Tunga
perforans perforating osteoderms of Chaetophractus vellerosus and
Zaedyus pichiy (Ezquiaga et al., 2015). In living cingulates, T. perforans
females pierce the osteoderm and position themselves with the anterior
region inwards the armadillo tegument (Ezquiaga et al., 2015). Similar
marks were also described by Tomassini et al. (2016) in Chasicotatus
ameghinoi and Vetelia perforata fossils from Miocene, while
Hammond et al. (2014) observed them in carapaces of Z. pichiy in an
archeological context. More recently, Lima and Porpino (2018) also
described marks in fossils of cingulates from the Brazilian Intertropical
Region. In all these studies, the perforations are described as circular
verticalized erosions (Lima and Porpino, 2018) on the external surface
of the osteoderms, sometimes reaching the trabecular zone
(Tomassini et al., 2016) or even perforating completely through the
osteoderm (Hammond et al., 2014; Ezquiaga et al., 2015).

In the samples observed with SEM, perforation marks correspond to
a verticalized cavity with a well-defined circular border. They differ
from the regular foramina of the osteoderm and from crating or pitting
marks (horizontal superficial erosion structures) (see Matthias et al.,
2016). Some of them erode only the compact bone zone (type 1*) but
they also resemble the marks described by Tomassini et al. (2016),
which were attributed to T. perforans.

In the present time, various species of fleas parasitize different
species of armadillos and other xenarthrans. However, for now T. per-
forans is the only recorded species perforating the osteoderms of cin-
gulates (Ezquiaga et al., 2015; Tomassini et al., 2016).

The variation in size of the lesions may be related to the con-
comitant infestation with several fleas, forming a kind of cluster and
thus increasing the size of these observed perforations. Humans can be
infested with large numbers of T. penetrans, with dozens of females
causing multiple cutaneous lesions and forming a cluster called hon-
eycomb-like lesions (Kehr et al., 2006; Cestari et al., 2007) when lodged
very close to each other (Linardi, 2005; Miller et al., 2019). In these
cases that there is a great number of parasites, mainly in limbs, a dif-
ficult in the movement can occur (Kehr et al., 2006), as well as ul-
cerations and osseous and tendinous necroses (Matias, 1989). In H.
cryptae, in cases of high infestation possibly could have been malaise
caused by dermatitides and ulcerations, and some difficulty in move-
ment and locomotion depending on where these clusters occurred.
However, in this work, evidences of ectoparasites was identified just in
the armor, in regions that provide insufficient information about these
possible conditions.

Observing marks of osteophagous insects in bones of the sauropod
Moabosaurus utahensis from the Cretaceous, Britt et al. (2017) verified
that usually the articular surfaces, condyles and processes are pre-
ferably eaten by these insects. These authors also observed the absence
of many parts of the bones, assigning it to the action of osteophagy and
trampling by larger vertebrates. Britt et al. (2009) pointed out that
osteophagy could have a negative impact on the fossil record due to the
loss of paleobiological and taphonomic information. Only five groups of
osteophagous insects are known: beetles (Coleoptera, Dermestidae),
termites (Blattodea, Isoptera, several families), mayflies (Ephemer-
optera, Polymitarcyidae), moths (Lepidoptera, Tineidae) (Britt et al.,
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2008) and ants (Hymenoptera: Formicidae) of the genus Nylanderia
(Go 2018).

Dermestids in pupation usually produce pits (oval cavities)
(Huchet et al., 2011). These coleopterans in general consume the sur-
faces and subsurfaces of the bones (Britt et al., 2017) and they need a
subaerial environment to perform osteophagy (Britt et al., 2008). Iso-
pterans can attack exposed and buried bones, producing tunnels in the
bones and in the soil (surrounding mud) (Huchet et al., 2011). Mayfly
nymphs need a subaquatic environment (Britt et al., 2017) and tineids
are very destructive (Huchet et al., 2011). However, the exposed and
dry cave environment where the skeletons of H. cryptae were found
excludes the presence of mayflies and dermestids, and the preservation
degree of the bones and osteoderms indicates absence of tineids, ter-
mites and ants. Furthermore, the marks registered in the present study
do not resemble those described for these insects, being more similar to
those lesions made by penetrating fleas of the genus Tunga.

5. Conclusions

In this paper, lesions found in osteoderms of pampatheres Holmesina
cryptae are described. The pattern of the marks and their distribution in
the examined individuals strongly suggest an ante mortem and biolo-
gical origin. The cause of the lesions was attributed to the action of fleas
with tungid behavior, which suggests a parasite-host interaction be-
tween penetrating Siphonaptera and pampatheres during the
Quaternary of Brazilian Intertropical Region. There are still few records
of this type of lesion, and further studies are needed in this group of
fossil animals and their living representatives.
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Osteoderms are dermal ossifications present in several vertebrates and assemble a carapace on armadillos. Here
we describe ichnotaxonomically two types of bioerosion traces as well as paleopathologically ulcerative lesions
on osteoderms of three specimens of Late Pleistocene Holmesina cryptae armadillos (Xenarthra, Cingulata,
Pampatheriidae) found in Lapinha Cave, Iramaia municipality, Bahia State, Brazil. The traces are always on the
external surface of the osteoderms, none on endoskeleton elements, which are also different from bites and
taphonomic process marks. This is evidence of the biological and syn vivo origin of the traces, making them
remarkable and useful to access animal health. Karethraichnus minimum isp. nov. are individual holes interpreted
as produced by sand flea sessile females, probably from the Tunga genus, based on already described lesions in
living armadillos. This trace reveals a paleoparasitism behavior useful for tracking this relation deep in time in
armoured animals. Violinichnus p igen. etisp. nov. is formed by consecutive tiny holes, forming an overall
elliptical /violin-like shape. This is attributed to lesions produced by the action of fungi over osteoderms, similar
to mycose-like dermatophytosis (ringworm) in modern mammal skin. In contrast, the ulcerative lesions are
recorded as necrosis of bone material, producing a corrosive-like disruption on the external surface of the
osteoderms formed by imregular pits and exposition of spongy bone. These are ulcerative lesions probably pro-
duced by secondary infections by microorganisms such as fungi or bacteria, or even a destructive immunological
response. This would begin as a more restricted lesion with several potential agents for this: abrasion from the
soil, plants; lesions from intraspecific fights or predation; dermatitis; ectoparasites (e.g., mites, ticks, fleas,
mosquitoes) or initial mycosis or bacterial infection. Since a bioerosive process cannot be demonstrated and is
rather unlikely for the ulcerative lesions, these structures are not considered trace fossils. It is reasonable to
assume that the flea lesion Karethraichnus minimum isp. nov. and fungal lesion Violinichnus punctatus igen. et isp.
nov. could lead to an ulcerative lesion. As syn vivo traces, all these are tools to access the health of the animals to
which the osteoderm belongs. Further support on ectoparasite and infection studies on living armoured animals
would even allow inferences regarding extinct populations and interpretations of ancient ecosystems.

1. Introduction

with vegetation or soil, as a result of intra/interspecific interactions, or
having a pathological or ectoparasitic origin (Superina et al., 2009);

Osteoderms are dermal ossifications present in the integument of lesions produced during death, even that caused death, in case of a fatal
various vertebrate groups (Hill, 2005; Vickaryous and Sire, 2009). Le- injury (e.g., perforation, fall, predation); or they may be post mortem, a
sions are often observed in such elements (Nascimento et al., 2020) that result of scavenging, and other taphonomic processes (Avilla et al.,

can be produced syn vivo (ante mortem), such as those caused by abrasion 2004; Fiorelli, 2010; De Lima and Porpino, 2018).
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In an ichnological point of view, some of these lesions in fossil
osteoderms are bioerosion trace fossils, and the record of behavior is of
living organisms in osteoderm hard substrates (Bromley, 1996; Vallon
et al., 2016). The interpretation of the process, the producer, and when
the trace fossil were engraved on the osteoderms allows us to access
paleoecological and taphonomic information concerning the animal to
which the osteoderms belonged. This makes it much more useful in the
study of South American Pleistocene fauna as the main causes that led to
the relatively recent disappearance of these animals are still being
actively discussed, and there is little data from Brazil (e.g., Hubbe et al.,
2007; Cione et al, 2015; Marshall et al, 2015; Surovell et al., 2016;
Villavicencio et al., 2016; Monjeau et al., 2017; Pino et al., 2019, and
references therein).

Having said that, here we describe two new ichnospecies of bio-
erosion trace fossils in osteoderms of Holmesina cryptae (Mammalia,
Xenarthra, Cingulata, Pampatheriidae). We sustain that these traces
were produced syn vivo and interpret them as lesions produced by fleas,
fungi, and bacteria. Assyn vivo traces, they are useful to access the health
of an armoured animal and the description of these new ichnotaxa are
the establishment of a tool that can be applied to other individuals or
even populations, whether of Cingulata or other armoured animals.

1.1. Osteoderms and their lesions

Osteoderms are present in several tetrapod groups such as amphib-
ians, sauropsids (Lepidosauria, Archosauria, Testudines, ‘Parareptilia’,
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and Placodontia), and are only known in synapsids in some Permian
Varanopidae; some extinct sloths (dispersed in the skin) (Hill, 2005;
Vickaryous and Sire, 2009; McDonald, 2018) and are in all Cingulata
(McDonald, 2018; Bergqvist et al., 2019). The Cingulata armour
(Fig. 1A) consists of hundreds of osteoderms that articulate with each
other and that mainly cover the dorsolateral region. The armour is
divided into: the cephalic shield; the carapace (dorsal shield) covering
the thoracolumbar and pelvic regions of the body, and the caudal sheath
swrrounding the tail (or caudal tube in some glyptodonts), except for the
genus Cabassous (naked-tailed armadillos) (Hill, 2006; Fernicola and
Porpino, 2012; Krmpotic et al., 2015; Moura et al., 2019). Scattered
osteoderms may also be within the integument of the rostrum, the
ventral part of the trunk, and the dorsum of the limbs, although not
forming continuous shields in those areas (Soibelzon et al., 2006;
Krmpotic et al., 2015).

Different lineages of Cingulata have different carapace compositions
(see Fernicola et al., 2017). The carapace of extant armadillos (Fig. 1A)
and Pampatheriidae have a scapular and a pelvic buckler of fixed
osteoderms separated by a banded shield composed of bands (belts) of
movable osteoderms (three bands in all Pampatheriidae) (Cartelle and
Bohorquez, 1984; Chen et al., 2011; Gois et al., 2013).

Xenarthra osteoderms grow in the papillary and reticular layers of
the dermis (Hill, 2006; Chen et al., 2011). They are formed by compact
bone tissue containing osteons, as well as a trabecular region (corre-
sponding respectively to the cortical and spongy bone in Pirrone et al.,
2014a) containing mainly adipose bone marrow (yellow), but there may

Fig. 1. Amadillo armour scheme. A. Nomenclature

armour of parts in armour (Dasypus novemcinctus - nine-
I banded armadillo). B. Nomenclature of the parts of
carapace an lerm from ble bands of Holmesi
lpelViC movable scapular| cryptae. Although the terminology “external” and
buckler bands buckler “exposed” suggest “environmental contact”, these

cauda
sheath

external surface

osteoderms comprise dermal bony tissue and are
recovered by other integumentary tissues (dermal
upper layer and epidemis including horny scales).
Osteoderm nomenclature follows Scheyer and Sander
(2004), Hill (2006), Kimpotic et al. (2009), Gois et al.
(2013), and Krmpotic et al. (2015). Image modified
from Nascimento et al. (2020).

cephalic
shield

I exposed surface

articular surface ]

I intermediate"
posterior portion portion

anterior portion

sutural surface

basal surface
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also be red bone marrow (Hill, 2006; Krmpotic et al., 2009, 2015). osteoderms entirely overlap the articular surface of the movable osteo-
The osteoderm basal surface faces the hypodermis, whereas the derm of the first band, and the basal surface of the movable osteoderms
external surface is overlaid by a thin dermal layer of loose connective of the last band overlaps the articular surface of the pelvic (posterior)
tissue and more externally by the epidermis attached to a highly kera- semimovable osteoderms (Kimpotic et al., 2009; Gois et al., 2013,
tinized layer forming hormy scales (exposed to the air) (Scheyer and Fig. 3).
Sander, 2004; Hill, 2006; Krmpotic et al., 2009, 2015). The sutural There are piliferous and glandular foramina on the extemal surface
surface is where the osteoderms articulate with each other and are of the osteoderms of all Cingulata. These structures, punctuations, sulei,
interconnected by a dense connective tissue with Sharpey fibers elevations and depressions of the surface form figures and ornamenta-
(Krmpotic et al., 2009, 2015). Sharpey fibers also anchor the osteoderm tions characteristic of each species (Scillato-Yané et al., 2005; Hill, 2006;
basal surface to the hypodermis and its external surface to the epidermis Gois et al., 201 3; Tomassini et al., 2016), in contrast, the basal surface is
(Scheyer and Sander, 2004; Hill, 2006; Krmpotic et al., 2009, 2015). smooth with neurovascular foramina and pits for lamellar corpuscles
Movable osteoderms are rectangular, longer than wide, and are ar- (Hill, 2006; Vickaryous and Sire, 2009; Kimpotic et al., 2015). The le-
ranged differently (Hill, 2006). They are interconnected laterally to their sions described here are different morphologically and structurally from
adjacent one to form a band (Fig. 1A), thus the bands imbricate ante- foramina of osteoderms (Ciancio et al., 2019): (1) the lesions have a
roposteriorly partially overlapping the next one (see Fig. 3 in Gois et al., random distribution on the external surface of the osteoderm, without a

2013). Accordingly, movable osteoderms (also pelvic semimovable preferential location. Osteoderm foramina have a predictable location
osteoderms) are morphologically distinct from others and their external and an aggregate arrangement (see Ciancio et al., 2019); (2) the lesions
surfaces are divided into: the articular surface that coincides with the do not have the same depth of foramina, which advance to the internal
anterior portion (overlapped surface) that is smooth and lacks a corni- structure of the osteoderm; (3) they differ from neurovascular bundles in
fied epidermis on its external surface; and the ornamented or exposed which they are on the external surface of the osteoderm, unlike the
surface (formed by the intermediate and posterior portions), that despite neurovascular bundles that are present on the basal surface of the

the name, is covered by dermis and scales; it is rougher and ornamented. osteoderm; (4) the lesions have a deformed or coarse rim, differing from
The intermediate portion is a transverse depression (Hill, 2006; the foramina, which have a smooth border and a very rounded rim (see
Krmpotic et al., 2009; Gois et al., 2013; Krmpotic et al., 2015, Fig. 1B). Ciancio et al., 2019, Figs. 1-5).

Semimovable osteoderms limit the region between each carapace We summarise a review of the publications describing lesions in

buckler with the movable bands. The scapular (anterior) semimovable vertebrate armours in Table 1. It is important to note that despite several
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Fig. 2. Map and Location of the Lapinha Cave (—13.3209843°/-40.9793787°). A. Bahia State location in Brazil. B. location of the Municipality of Iramaia, in the state
of Bahia, Brazil. C. map of the Lapinha cave. D. highlighting its second lower level and points where the fossils were found (map adapted from GPME). Abbreviations:
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publications addressing pathologies and parasitic interactions in ani-
mals with osteoderms, we stick to those describing lesions in
osteoderms.

1.2. Geological and geographic context

Lapinha Cave (Gruta da Lapinha) is located in the Iramaia munici-
pality, Bahia State, Brazil (—13.3209843°/-40.9793787°) (Fig. 2). This
carbonate (laminated limestone) cave measures 1777.47min length and
is about 641m above sea level and presents an accumulation of Qua-
ternary mammals (Mowra et al., 2019). Its lithology corresponds to
Gabriel and Nova América undivided Units (Salitre Formation — Neo-
proterozoic) (Vieira et al., 2005). Three specimens of Holmesina cryptae
(family Pampatheriidae) from the Lujanian South American Land
Mammal Age — SALMA (Late Pleistocene) were found on the second

lower level of the cave during an expedition of the speleologists of the
Grupo Pierre Martin de Espeleologia (GPME) in 2012 and 2014 (Moura
et al., 2019). The endoskeletons of the specimens were completely ar-
ticulated and partially covered by loose clastic sediment of the cave that
forms the superficial stratum (silt and thin small plates that are break-
down fragments of the bedrock). The osteoderms were not articulated
but associated and superficially scattered around the endoskeletal ele-
ments. At the same site, osteoderms and bones of juvenile specimens of
glyptodont were found (Moura et al., 2019).

Given the integrity of the material found, it is likely that the three
individuals of H. cryptae died inside the cave, with no biostratinomic
signs of transport or abrasion on the bones and osteoderms. Only
desiccation marks were observed on the surface of the endoskeletal el-
ements, probably because the Gruta da Lapinha environment is dry;
Behrensmeyer (1975) points out that the organic components of bones,
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Fig. 4. Interpretative drawing of the process of sand fleas (Tunga sp.) infection in armadillo osteoderms. (A) Female flea (~1 mm) penetrates the upper layers of the
armour integument (epidermis, dermis and osteoderm), the free-range male fecundates them from the outside. The abdomen of the female begins to swell (B). After
being totally swollen into a neosome (C), the cavity in the osteoderm formed by the flea neosome (swollen abdomen inside the host integument) is Karethraichnus

minimum isp. nov. Scheme based on Mehlhorn (2016). Not to scale.

such as collagen, dehydrate quickly in drier environments, resulting in
bone cracking. In contrast, despite being found in the same chamber, the
remains of the glyptodonts suffered some transportation, showing
abrasion marks, and some elements were fragmented. This material was
found spread in the middle of clasts from landslides of an upper level of
the cave.

2. Material and methods

The three Holmesina cryptae specimens are registered as LPP-PV-001,
LPP-PV-002, and LPP-PV-003, and deposited in the paleontological
collection of the Laboratério de Pal. logia e Paleoicnologia (LPP) at the
Department of Ecology and Evolutionary Biology (DEBE) at the Federal
University of Sao Carlos (UFSCar), in Sao Carlos, Sao Paulo, Brazil.

This published work and the nomenclatural acts it contains have
been registered in ZooBank, the online registration system for the ICZN.
The ZooBank LSIDs (Life Science Identifiers) can be resolved and the
associated information viewed through any standard web browser by
appending the LSID to the prefix ‘zoobank.org/‘. The LSID for this
publication  is:  urn:Isid:zoobank.org:pub:74135EB5-845D-4F2A-
B2B9-C1FD4D3A14B9. The LSID for the Karethraichnus minimum isp.
nov. described here is urn:lsid:zoobank.org:act: D3C4BAA8-BECA-4AC1 -
B9A8-4902C551B427 for the new ichnospecies. The LSID for the Vio-
linichnus punctatus igen. et isp. nov. described here are urn:Isid:zoobank.
org:act:7A3B88B5-2B51-474C-93B0-A35FF1CO1ABD for the new ich-
nogenus, and um:lsid:zoobank org:act:D8431407-A891-4544-AC55-
C69178AD3C33 for the new ichnospecies. The Holmesina cryptae holo-
type (LPP-PV-001) which hold some of the traces described here is
registered in Zoobank under the LSID: umn:lsid:zoobank.org:act
COEF7033-E8B8-47B5-97CC-937AD0811401.

Each osteoderm has a catalog subnumeration (LPP-PV-00Y-XXXX; Y
= animal number; XXXX = osteoderm number) that follows the main
catalog number of its specimen (see Supplementary Material Table 51).
Besides, two osteoderms of a juvenile glyptodont individual from the

same cave and collection (LPP-PV-005-0051 and 0052) with a lesion
between them were also analysed and described here (Sup. Mat. Fig. 52).

The traces in the osteoderms were analysed under a stereomicro-
scope and the lesions were measured with a mechanical caliper (cali-
bration 0.5 mm) and photographed. The photographs were taken with a
Leica DFC 295 camera coupled to a Leica M205C stereomicroscope with
Planapo 1.0x objective and produced by assembling multiple photos
using the LAS software (Leica Application Suite) v3.7. Part of the ma-
terial was observed using the Scanning Electron Microscope (SEM FEI
Quanta 250), in low-vacuum mode with uncoated specimens, HV 15.00
kv, 3.5 Spot, and WD 10.2-14.1 mm. The traces in the images were
measured using ImageJ 1.51n Fiji and Zeiss ZEN 2.5 (Blue Edition).

For the osteoderm nomenclature, we followed Scheyer and Sander
(2004), Hill (2006), Krmpotic et al. (2009), Gois et al. (2013) and
Krmpotic et al. (2015). To describe the traces, we used the works of Britt
et al. (2008), Pirrone et al. (2014a), Matthias et al. (2016), and Wisshak
et al. (2019). The general guidelines for nomenclature and the ichno-
taxonomical approach were given by Bertling et al. (2006), Rindsberg
(2015), Rindsberg (2018). The specific ichnological approach for traces
in bones (e.g., ichnotaxobases, nomenclature) was given by Pirrone et al.
(2014a), Hopner and Bertling (2017) and Wisshak et al. (2019). We
consider as valid bioerosion ichnotaxa those reviewed by Wisshak et al.
(2019).

The graphics and statistical data were produced in the R (4.0.3)
language using the integrated development environment RStudio
(1.3.1073). The ‘readxl’ (Wickham and Bryan, 2017) package was used
to support the import of Excel files ("xls’ and ‘.xlsx’) into R. The
‘ggplot2’ (Wickham, 2011) package was used to produce the graphics of
the paper, together with the "ggridges’ (Wilke, 2018) package for the
production of ridgeline plots. We used ‘stats’ (R Core Team, 2013) base
package for R to produce the results of statistical analysis of significant
differences between the samples and normality tests.

For the normality, we used the Shapiro-Wilk test (Royston, 1982),
and for significant differences, we chose Kruskal-Wallis (Hollander and
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Fig. 5. Osteoderms of Holmesina cryptae with Karethraichnus minimum isp. nov. lesions. A. Holotype: LPP-PV-001-0500; B. Paratype 1 (LPP-PV-001-0509) and C.
Paratype 2 (LPP-PV-001-0508), and osteoderms of Holmesina cryptae with Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. lesions. D. Holotype: LPP-PV-002-0201; E. Paratype

1 (LPP-PV-002-0200) and F. Paratype 2 (LPP-PV-001-0524).

Wolfe, 1973) and Mann-Whitney-Wilcoxon (Bauer, 1972) for paired
analysis. We chose Kruskal-Wallis and Mann-Whitney-Wilcoxon due to
the data being non-parametric. The ‘moments’ (Komsta and Novo-
mestky, 2015) package was used to identify the presence of data
skewness, as well as its value using the D’Agostino (D" Agostino, 1970)
test of skewness. The ‘multimode’ (Ameijeiras-Alonso et al., 2018)
package was used to identify whether the data was uni or multimodal
using the ACR test (Ameijeiras-Alonso et al., 2019). Null (Hy), alterna-
tive (H;) hypotheses, p-values, and statistical results can be found in the
Supplementary Material Tables S4-S5. The R script can be found in the
Supplementary Material.

One of the tests was used to understand how ‘un-circular’ (eccen-
tricity) the flea traces were. We used the work of Ayoub (2003) as a
basis. The eccentricity of a conic section is defined by: P is any point on a
conic section, the eccentricity is defined to be the ratio PF: PC, where PF
is the distance of P from the conic section focus F, and PC s its distance
from the directrix corresponding to this focus. With equation: e =
(V/a®>b?)/a; where e is the eccentricity value, a is the radius of the lesion
in the length direction, and b is the radius of the lesion in the width
direction, the e result will be a number between 0 and co, where: e = 0 is
a perfect circle; 0 < e < 1 is an ellipse, where the closer to 1, the more
elliptical this conic section is; e = 1 is a parabola, and e > 1 is a hy-
perbola. In the case of lesions, it is not possible to be a parabola or hy-
perbola, therefore the data will be: e = 0 (perfect circle) and 0 < e < 1
(ellipse). For a more detailed mathematical description of the method,

see Ayoub (2003).
3. Results and discussion
3.1. Distribution of the traces in the carapace

115 traces were found in 101 osteoderms, which is equivalent to
approximately 7.7% of the total material studied. The lesions were
found in osteoderms from different regions of the armour of the
H. cryptae specimens, the ulcerative lesions are the most frequent
(~51%), followed by Karethraichnus minimum isp. nov. (~27%), and
Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. (—21%). Moreover, 32% of the
traces are in scapular osteoderms, followed by pelvic (~24%), anterior
semimovable (~10%), movable (~9%), caudal (~7%), cephalic (~7%),
posterior semimovable (—4%), appendicular (~3%), and carapace edge
(—2%). There is no preferential distribution of the lesion type con-
cerning the type of osteoderm (Fig. 3D). Osteoderms in which there is a
greater presence of certain types of lesions (i.e., appendicular osteo-
derms with ulcerative lesions), the sample is too small to infer any hy-
pothesis. This is probably due to the larger sample of certain types of
injuries, in this case, ulcerative.

These lesions were previously analysed by Nascimento et al. (2020),
where ‘Type 1" and ‘Type 1*, have been named as Karethraichnus min-
imum isp. nov. The interpretation of the flea producer remained, but
there is an alteration of some samples to the ulcerative lesions (see
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Table 1
Vertebrate armour traces and lesion records. Lesion records caused by fleas in
Table 2.

Animal Lesion cause Material ~ Reference

Cingulata Fungi Living Wenker et al.
(1998)

Cingulata Fractures Fossil Alexander et al.
(1999)

Cingulata Diverse Living Superina et al.
(2009)

Cingulata Bacteria Mycobacterium Living Superina and
leprae

Cingulata Infection Fossil Barbosa and Luna

(2014)

Cingulata Flea borings Living Hammond et al

(2014)
Cingulata Flea borings Living
(2015)

Cingulata Circular borings attributed ~ Fossil Pirrone and Luna
to parasitism (probably (2015)
fleas)

Cingulata Flea borings Fossil Tomassini et al.

(2016)

Cingulata Flea borings and infection  Fossil De Lima and

Porpino, 2018

Cingulata Flea borings Living Ez 1

Cingulata Flea boring and other Fossil
invertebrates

Cingulata Flea borings (the same Fossil
material described here)

Crocedilians Bites Fossil

(2004)

(¢ dili N izing d itis. Fossil Wolff et al,
Surficial bacterial/fungal (2007)
infection

Crocodilians Bites Fossil Fiorelli (2010)

Dinosaur Bites Fossil Marinho and lori

Dinosaur: Ulcerative pits Fossil

Ankylosauridae (2016)

Lizards Pathologic ossification of Fossil Sullivan (1979)
regenerated tail osteoderm

Reptiles Diverse Living Maas, 2013

Reptiles: Diverse Living Schoemaker

Testudines (2016)

Turtles Dermatitis/ulcerations. Living Biot (2017)
Secondary microorganism
infection

Turtles Ectoparasites/ Fossil Zonneveld et al
mesoparasites borings

Turtles Abrasions, indentations, Living
fractures, and fire damage

Turtles Bites Fossil

Turtles Bivalve borings Fossil

section 3.3., and samples in Sup. Mat. Tables 51 and 52).

The observations that the lesions present well-defined patterns that
are repeated in more than one region of the armour of the same indi-
vidual, and more than one individual, are highly consistent with the
condition of being of biological origin.

3.2. Ichnotaxonomy

Ichnog Karethraichnus Zonneveld et al., 2015.

Type ichnospecies: Karethraichnus lakkos Zonneveld et al. (2015).

Original Diagnosis: Circular to subcircular holes bored into a bone
substrate. Holes may penetrate fully through the substrate or terminate
within the bone. Penetrative holes may have straight or convex vertical
margins. Non-penetrative pits terminate within the substrate as a
shallow, bowl-shaped pit or as a deeper shaft with a rounded, blunt, or

pointed terminus (Zonneveld et al., 2015).
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Emended Diagnosis: Circular to elliptical holes in bony armour
substrates produced always from the outside. Holes may pass through
the armour elements or terminate within the bone. Those passing
through the armour may have straight or convex vertical walls. Those
that do not pass through the armour terminate within the substrate as a
shallow, bowl-shaped pit or as a deeper shaft with a rounded, blunt, or
pointed terminus.

Remarks: Karethraichnus has a striking paleoecological and behav-
ioral relevance: Karethraichnus lakkos (Zonneveld et al., 2015),
K. zaratan (Sato and Jenkins, 2020) and Karethraichnus minimum isp.
nov. are always on the external surface of the host bony armour and,
despite K. fiale passes through it, they were probably all bored from the
outside, with K. lakkos and K. fiale, and K. zaratan bearing signs of bone
healing (Zonneveld et al., 2015; Sato and Jenkins, 2020). This is evi-
dence that these traces were produced by ectoparasite/endobiotic or-
ganisms when the animals were alive. Therefore, it is reasonable to
restrict Karethraichnus to traces in bony armours, on its external surface
or with evidence that this was bored from the outside, representing a
syn-vivo relation, whether an attachment or a parasite trace.

Among bioerosion traces in armour elements, but produced post
mortem by scavengers, and that worth be cited, there is Osedacoides
jurassicus Karl et al. (2012), which are millimetric borings produced by
osteophagous Polychaeta, described in the hypoplastron of fossil turtles
(seems to be more visible on their external surface). This resembles
Karethraichnus, but differs as it has deeper tubes and, according to the
diagnosis, branched. Karethraichnus does not resemble the Aurimorpha
varia, especially the tongue-shaped flat microboring cavities (Wisshalk
et al., 2008; Molinu et al., 2015).

Given the simple morphology of Karethraichus, it also resembles
several bioerosion traces in different substrates, and produced by
different behaviors and tracemakers. Despite not being a scavenger
trace, Karethraichnus resembles the ichnogenus Cubiculum when it is
produced perpendicular to the surface (Roberts et al., 2007; Pirrone
et al., 2014b; Ozeki et al., 2020), but Cubiculum ornatus, C. Inornatus and
C. cooperi are elongated; Cubiculum ornatus have bioglyphs onits internal
wall; the bottom of the chamber of C. cooperi is flat (Pirrone et al.,
2014b; Parkinson, 2016; Xing et al., 2016) and C. levis, despite exter-
nally similar to Karethraichnus, has an interior bowl-shaped morphology
with a marked constriction of walls in the upper area, different from the
ogive/cone-shape of Karethraichnus (Pirrone et al., 2014b).

still concerning bone bioerosions: Cuniculichnus, Amphifaoichnus
seilacheri, Osteichnus ossibiontum are less similar: they are post mortem
scavengers bone modification, usually passive filled, cylindrical/tunnel
shape or pouch-shaped, much more ellipsoidal due to the tubular surface
morphology, and Osteichnus ossibiontum has fused U-loops (Thenius and
Klaus, 1978; Thenius, 1988; Pirrone and Buatois, 2016; Hopner and
Bertling, 2017; Serrano-Branas et al., 2018; Ozeki et al., 2020).

Ich i Karethraichnu isp. nov (Fig.
Fig. 6a—c).

Synonyms: 2020 Type 1, Nascimento et al., p.4, Fig. 4B.

2020 Type 1*, Nascimento et al., p.4, Fig. 4A.

Etymology: minimum (Latin, n.) for small, tiny, smallest.

Diagnosis: Individual, unbranched, circular to elliptical holes in
bony armour substrates produced always from the outside, perpendic-
ular or slightly angled. Smooth hole rim, and relatively smooth internal
wall. The interior cavity of the hole forms a tapered upside-down ogive/
cone shape.

Horizon, type locality and Strata: Municipality of Iramaia, in the
State of Bahia, Brazil Lapinha cave, second lower level.
—13.3209843°/-40.9793787° (Fig. 2). Lujanian SALMA (Late Pleisto-
cene) (Moura et al., 2019).

Holotype: The trace fossils are in the external surfaces of the
osteoderms, deposited in the collection of the Laboratorio de Paleo-
ecologia e Pdleoicnologia (LPP) of the Federal University of Sao Carlos
(UFSCar), Sao Carlos, Sao Paulo, Brazil. Holotype: LPP-PV-001-0500
(Figs. 5a, 6a-c).

S5a-c,
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Table 2
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Parasite flea borings on xenarthrans and Neosome/Lesion diameters. Empty cell = no measure information; Archeo = Archaeological context. Data of

Karethraichnus minimum isp. nov. = Q; - [My] - Qs.

Order Host Parasite/Ichnofossil Neosome/Lesion Diameter (mm) Material Reference
Cingulata Cabassous sp. Tunga terasma 8-10 Living Linardi (2011)
T. penetrans Living Linardi and Guimaraes (2000)
Cabassous unicinctus T. terasma Living Linardi and Guimaraes (2000)
Chasi hinoi T. perfc 1.05-1.25 Fossil Tomassini et al. (2016)
Chactoph 1l T. perf 20-3.9 Living . (2020)
T. perforans 21-2.6 Living (2015)
T. penetrans Living 2017)
T. terasma Living l. (2017)
Chaetophactus villosus T. perforans 21-2.6 Living . (2020)
T. penetrans Living (2008)
Dasypus sp. T. travassosi 10-13 Living Linardi (2011)
Dasypus hybridus T. penetrans Living E aga et al. (2008)
Dasypus novemcinctus T. penetrans 4-5 Living Linardi and De Avelar (2014)
T. terasma 9-13 Living Linardi and De Avelar (2014)
T. travassosi 410 Living Linardi (2011)
Euphractus sp. T. terasma 8-10 Living Linardi (2011)
Euphractus sexcinctus T. perforans 2.4-3.0 Living Ezquiaga et al. (2020)
T. terasma Living Linardi and Guimaraes (2000)
T. travassosi Living Da Fonseca, 1936
Glyptodontidae cf. Karethraichnus fiale 9.79-11.15 Fossil Work presented here
Glyptotherium sp. Tunga sp. 89 Fossil De Lima and Porpino (2018)
Glyptatelus sp. Borings Type 1 5.7 Fossil Perea et al. (2020)
Holmesina cryptae Karethraichnus minimum isp. nov. 2.40-[2.79] -3.67 Fossil Work presented here
of. Karethraichnus fiale 416-8.89 Fossil Work presented here
Neuryurus sp. Borings Type 1 29 Fossil Perea et al. (2020)
Pachyarmatherium brasiliense ~ Tunga sp. 21-4.3 Fossil De Lima and Porpino (2018)
Priodontes maximus T. perforans 2.0-2.3 Living Ezquiaga et al. (2020)
T. terasma Living Linardi and De Avelar (2014)
Zaedyus pichiy T. perforans 20-2.3 Living Ezquiaga et al. (2015)
Tunga sp. 1.97-2.92 Archaeo Hammond et al. (2014)
T. perforans Living Ezquiaga et al 20)
Tolypeutes matacus T. perforans 22-3.2 Living Ezquiaga et al. (2020)
T. penetrans 5-5 Living
Vetelia perforata T. perforans 3.35-3.55 Fossil
Pilosa M; h idactyl T.p Living
Tamandua sp. T. penetrans Living
Tamandua tetradactyla T. bondari Living Linardi and Guin (2000)

Paratypes: LPP-PV-001-0509 and LPP-PV-001-0508 (Fig. 5b-c).

Material: LPP-PV-001 to 003 (Sup. Mat. Table 51)

Description: Mostly one lesion per osteoderm, Karethraichnus mini-
mum isp. nov. is on average (Fig. 3 and Sup. Mat. Table $3) length: 0.415
+ 0.280 cm; width: 0.326 + 0.228 cm; area: 0.135 + 0.186 cmz; occu-
pying 1.113 + 1.073% of the osteoderm. Diameter of 0.240 - [0.279] -
0.367 cm (Q; - [My] - Q3) (see Table 2 and Sup. Mat. Table $3). The
lesions have an average value of eccentricity (e) of 0.269 + 0.105, being
almost circular to slightly-elliptical. All medians are in Sup. Mat.
Table S3. Most measures are non-normal-unimodal (where visual mul-
timodality in Sup. Mat. Fig. S1 is probably the result of outliers, see
Shapiro-Wilks and ACR in Sup. Mat. Table 54) with positive skewness
(see Sup. Mat. Fig. 51 and Table 54), only the eccentricity value has
negative skewness (Sup. Mat. Fig. S1e and Table 54). Regarding both the
area of the lesion and the percentage occupied in the osteoderm, there is
a significant difference (Kruskal-Wallis and Wilcoxon p < 0.05, see Sup.
Mat. Table S5) between Karethraichnus minimum isp. nov. x Violinichnus
punctatus igen. et isp. nov., and Karethraichnus minimum isp. nov. x Ul-
cerative lesions.

Remarks: Karethraichus minimum isp. nov. is the first description of a
trace attributed to fleas. Karethraichus minimum isp. nov. differ from
K. fiale mainly in that it does not pass through the animal’s bony armor.
K. minimum isp. nov. differ from K. lakkos Zonneveld et al. (2015) on the
internal surface of its cavity inside the bony armour, that is
ogive/cone-shape in K. minimum isp. nov. and is a shallow round/-
hemispherical hole in K. lakkos in early stage, and cylindrical with
rounded to flattened termination in advanced developmental stages of
K. lakkos (described as K. kulindros Zonneveld et al., 2015, but regarded
as a subjective junior synonym of K. lakkos by Wisshalk et al., 2019).

Karethraichus minimum isp. nov. differ from K. zaratan Sato and Jenkins
(2020) on the internal surface of its cavity inside the bony armour, that
is ogive/cone-shape in K. minimum isp. nov. and is hemispherical to
clavate in shape in K. zaratan.

Tracemaker interpretation: The regular circular shape of Kar-
ethraichnus minimum isp. nov. rules out ulcers that would produce a pit
lesion (e.g., Wolff et al., 2007; Matthias et al., 2016; Biot, 2017). Kar-
ethraichnus minimum isp. nov. was not produced by bites from other
vertebrates since it does not bear collapsed (broken), crushed areas or
crumpled edges, features seen in these kinds of lesions (e.g., Avillaetal.,
2004; Fiorelli, 2010; Marinho and lori, 2011).

The specimens described here as Karethraichnus minimum isp. nov.
were reported in a parasitological approach by Nascimento et al. (2020),
which have been interpreted as lesions caused by sessile fleas (Siphon-
aptera), such as Tunga perforans borings on osteoderms of extant
armadillos (Ezquiaga et al., 2015). Similar borings to Karethraichnus
minimum isp. nov. were also described on fossil osteoderms of Cingulata
by other authors. We summarised and comment on these occurrences as
follows:

- On the glyptodont Neuryurus sp., Fray Bentos Formation, Late
Oligocene (‘Type 1’ in their Fig. 6, B2 and maybe B1) and on Glyp-
tatelus sp., Dolores Formation, Late Pleistocene-Early Holocene
(“Type 1" in their Fig. 5A) all from Uruguay (Perea et al., 2020). This
work has an ichnotaxonomical approach but as there were no ich-
notaxa that encompass this morphology, the authors named these
similar borings as “Type 17;

- On the armadillos Chasicotatus ameghinoi and Vetelia perforata, from
the Late Miocene in Argentina (Tomassini et al., 2016);
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Fig. 6. The holotypes of the two traces described here and an ulcerative lesion example focus on the microstructure of each one in Holmesina cryptae osteoderms.
(1-0500) A. Total view of osteoderm with a focus on lesion Karethraichnus minimum isp. nov.; B. and C. SEM (Secondary Electron) focus on the lesion Karethraichnus

isp. nov. d

iting the bioerosion microstructure; (2-0201) D. Total view of osteoderm with focus on lesion Violinichnus punctatus igen. et isp. nov.; E.

and F. Stereomicroscope focus on the lesion Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. demonstrating the pattern of merging holes into larger ones, as well as the
maintenance of single holes by a thin layer of bone, and misshapen perimeter; (1-0492) G. Total view, H. Stereomicroscope and I. SEM (Backscattered-Electron) of
the ulcerative lesion demonstrating an aggregate pattern of misshapen superficial holes/pits and the formation of a degradation pattemn inside the osteoderm
(necrosis). Dashed rectangles = focus of the right next image; Scale bars: A, D, E, G = 5.0 mm; B, F, H, I = 1.0 mm; C = 500 pm.

- On the carapace of Pachyarmatherium brasiliense (Pachyarmather-
iidae) and Glyptotherium sp. (De Lima and Porpino, 2018);

- Probably the traces on osteoderms reported by Pirrone and Luna
(2015) of the Late Pleistocene of Argentina;

- On the extant armadillo Zaedyus pichiy in an archaeological context
(370 years old) in Patagonia, Argentina (Hammond et al., 2014);

- On the extant armadillos Chaetophractus vellerosus, Euphractus sex-
cinctus, Priodontes maximus, Tolypeutes matacus, Zaedyus pichiy
(Ezquiaga et al., 2020).

No Karethraichnus minimum isp. nov. in the three Holmesina cryptae
specimens reach the spongy bone, however this behavior was described
in flea borings in fossil osteoderms of Cingulata (Tomassini et al., 2016).
There are also reports on flea borings passing through osteoderms in
living armadillos (Hammond et al., 2014; Ezquiaga et al., 2015, 2020).
This could be related to the thickness of the cortical region of the
osteoderms, as H. cryptae is a much larger animal with thicker
osteoderms.

There are two osteoderms of Holmesina cryptae (1-0337, from the

movable bands, and 1-0814, from the caudal sheath) with lesions on the
edge, passing through the osteoderms (Sup. Mat. Figs. 52, B, and C). As
these are larger than other Karethraichnus minimum isp. nov. and there
are only two occurrences, we regard them as cf. Karethraichnus fiale.
These lesions could be characteristic of tungid lesions in the edge of
osteoderms, in the junction with an adjacent osteoderm, since a similar
lesion was found also between two osteoderms of a juvenile glyptodont
found in the same cave (Sup. Mat. Figs. S2 and A). Regarding these le-
sions in glyptodonts, unlike most Karethraichnus minimum isp. nov.
found in H. cryptae, in addition to going through the osteoderms, they
are more tubular than ogive/cone-shape (see Sup. Mat. Fig. 52). This
resembles morphologically, and in size (see Table 2), more the lesions on
glyptodonts of De Lima and Porpino (2018) and the “type 1 borings™ in
Perea et al. (2020) than those described here in H. cryptae. Since there is
only one lesion in the glyptodon studied here, we exempt ourselves from
going further in ichnotaxonomy, identifying it as cf. Karethraichnus fiale
(Table 2).

Fleas (Siphonaptera) are obligate hematophagous ectoparasites of
birds and mammals and have a close evolutionary relation with Theria

131



J.F. Moura et al.

(Linardi and De Avelar, 2014; Zhu et al., 2015). Most of them are
free-living parasites (Rothschild, 1992), but in the genus Tunga the adult
females fully penetrate their body into the integument of their hosts and,
after fertilisation, their abdomen grows into an enlarged structure
(neosome) (Linardi and De Avelar, 2014). Modem xenarthrans can carry
several species of Tunga (Table 2), attacking different body parts
(Linardi and De Avelar, 2014), but only Tunga perforans have been ever
recorded to bury themselves into the osteoderm of their host carapace
(Ezquiaga et al., 2015, 2020; Tomassini et al., 2016).

Having said that, Karethraichnus minimum isp. nov. was probably
produced by a female of sessile ectoparasite sand fleas, with high
chances belonging to the Tunga genus or at least in Tungidae, due to the
high specialisation in these groups (Linardi and De Avelar, 2014), and
the remarkable similarity in size of the borings of Tunga perforans in
modern armadillos and the Karethraichnus minimum isp. nov. in Holme-
sina cryptae (see Table 2, T. perforans records).

As in a common sand flea’s life cycle (Tunga penetrans) (Nagy et al.,
2007), the flea probably begins boring a tight tube penetrating the horny
scales, the epidermis, the dermis (all not preserved) and then reaching
the osteoderm, therefore Karethraichnus minimum isp. nov. is the
resulting cavity formed by the enlargement of the abdomen of the fe-
male flea (neosome growth) in this tight tube (Fig. 4). A phenomenon
like this, with a different tracemaker, could also have generated the
convex outwards internal walls of K. fiale. This differs from most of the
bioerosion traces in bones, that are a direct product of the mechanical or
chemical boring process in hard substrates (Pirrone et al., 2014b;
Hopner and Bertling, 2017; Wisshak et al., 2019). The process was not
histologically described in osteoderms but does not seem to have trig-
gered an inflammatory response enough to modify the primary
morphology of Karethraichnus minimum isp. nov., as there are no ulcer-
ative and necrosis signs. The well-known bone remodeling process
(Raggatt and Partridge, 2010) should operate to accommodate the
growing abdomen of the female flea. The size and shape of the trace
conform to most species of Tunga (Table 2) and also to the record of this
sort of trace in living and fossil Cingulata.

Karethraichnus minimum isp. nov. follows the common pattern of one
boring per osteoderm, with only one osteoderm (1-0821) with more
than one ectoparasite boring. Intense Tunga infestations can occur in
several animal groups and cause the harmful tungiasis disease (Pampi-
glione et al., 2009; Karunamoorthi, 2013; Miller et al, 2019), although
an insulation trend in the females could be naturally selected to avoid
competition by other fleas. This pattern is observed both in fossil records
(e.g., De Lima and Porpino, 2018) and in living armadillos (Montalvo
et al., 2016). This is also taken as evidence of a syn vivo formation, as
other lesions (e.g., necrophagous beetles) have an accumulation (several
lesions per osteoderm) and excavation patterns, generating inter-
connected chambers (Pirrone et al., 2014a).

Few Karethraichnus minimum isp. nov. do not necessarily mean low
ectoparasitic infestations, since there are registers of ectoparasite fleas
restricted to the soft skin on the ventral body surface of armadillos
(Medri, 2008; Deem et al., 2009; Superina et al., 2009). However, many
Karethraichnus minimum isp. nov. on the carapace could indicate an ill
animal, since modem armadillos typically bear few ectoparasites
(Medri, 2008; Deem et al., 2009; Superina et al., 2009), and we are
recognising only the infestations that were preserved in the armour.

Ichnogenus: Violinichnus igen. nov.

Etymology: violino (Italian, m.) violin instrument, referring to the
violin shape of the trace -+ ichnus (Latinized Greek, m., n.) small trace.

Diagnosis: Consecutive grouped holes always on the external sur-
face of the armour, forming a curved or wavy perimeter line in overall
elliptical shape. It can constrain in the perimeter region of the ellipse’s
smaller axis, forming a violin-like shape. The consecutive holes can
merge, or the bone between the consecutive holes can be missing.

Type ichnospecies: Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. (mono-
typic ichnotaxon)

Remarks: Violinichnus punctatus igen. et isp nov. is the first fungi
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bioerosion trace described in osteoderms. This, and Palaeomycelites
lacustris, are the only fungal bioerosions in bone substrate described so
far.

Circumpodichnus serialis Wisshalc and Hiine (2019), an adhesion trace
of an unknown calcareous encruster, is the most similar bioerosion
trace, despite being produced by a different behavior. Violinichnus
punctatus igen. et isp nov. is different since its consecutive holes are not
shallow attachment etchings, but deeper holes generated by destruc-
tion/reabsorption of bone material; it did not exhibit peripheral pouches
or central pits, and it has a delimited and recurrent overall outline
pattern (elliptical /violin-like), not exhibiting continuous connection to
neighbouring segments like C. serialis. It is noteworthy that they differ in
their substrate, a valid ichnotaxobase in case of bioerosions (Bertling
etal., 2006; Wisshak et al., 2019): Violinichnus punctatus igen. et isp nov.
occurs in osteoderms and C. serialis in calcitic belemnite rostrum.

Violinichnus punctatus igen. et isp nov. vaguely resembles other
attachment structures with circular outlines and depressions/oval
shapes: The brachiopod attachment traces in Podichnus Bromley and
Surlyk (1973) have similar pits, but their spatial arrangement is
different.

Ophthalmichnus lyolithon Wisshal et al. (2014) is a microscopical
individual ring-shaped diatom attachment etching. It differs in that the
ring is a continuous groove that is not composed of individual pits.
Solealites ovalis Uchman and Rattazzi (2018) is a macroscopical indi-
vidual ring-shaped, probably produced by limpet gastropods, attach-
ment etchings differing by the ring and is a continuous groove that is not
composed of individual pits, and its lithic substrate.

Augoichnus dituberculatus Arendt (2012), an attachment trace (gas-
tropods?), may occur in serial arrangement, but does not form an overall
elliptical /violin-like outline on the osteoderm. Finichnus (Taylor et al.,
1999, 201 3) are etchings of cheilostome bryozoans, they differ as they
are oval depressions only, with no elliptical /violin-like macrostructure,
and occur in a different substrate (calcareous). Camarichnus Santos and
Mayoral (2006) are uniserial foraminifera attachment traces. This oc-
curs in a different substrate (calcareous) and differs as they are
composed of very shallow grooves that are connected by a central
furrow, not consecutive holes with an overall elliptical/violin-like
outline.

Most fungal bioerosions are filamentous penetrating and ramifying
forming extending networks, not forming an elliptical /violin-like su-
perficial macrostructure like Violinichnus punctatus igen. et isp. nov..
These are: Flagrichnus (Wisshak et al., 2005, 2011; Wisshak and Porter,
2006; Thuy et al., 2014; Seuss et al., 2016; Seuss and Niitzel, 2019),
Orthogonum (Wisshak, 2008; Wisshak et al., 2008; Radtke et al., 2011;
Cherchi et al., 2012; Meyer et al., 2020), Palaeomycelites lacustris (Lucas,
2016), Polyactina araneola (Wisshak, 2008; Wisshak et al., 2008, 2011;
Beuck et al., 2010; Thuy et al.,, 2014; Seuss and Niitzel, 2019), and
Saccomorpha (Radtke and Golubi¢, 2005; Golubic et al., 2014; Seuss and
Niitzel, 2019; Meyer et al., 2020).

Other ramifying microborings with lateral, or terminal swellings, but
no elliptical /violin-like superficial macrostructure are: Conchocelichnus
seilacheri (Radtke et al., 2016; Tribollet et al., 2018; Meyer et al., 2020),
Eurygonum (Perry and Macdonald, 2002; Radtke and Golubi¢, 2005;
Wisshak et al., 2005, 2011; Seuss and Niitzel, 2019), and Ichnoreticulina
elegans (Radtke and Golubi¢, 2005; Santos and Mayoral, 2008; Wisshak
et al., 2011; Cherchi et al., 2012; Seuss and Niitzel, 2019; Meyer et al.,
2020), which show the same pattern, but no violin-like macrostructure.

Ichnospecies: Violinict P isp. nov (Fig. 5-f, 6d-f).

Etymology: punctatus (Latin, m.) adjective for dotted or speckled,
referring to the dotted rim of the trace.

Diagnosis: Same as for the ichnogenus.

Horizon, type locality and strata: Municipality of Iramaia, in the
State of Bahia, Brazil Lapinha cave, second lower level.
—13.3209843°/-40.9793787° (Fig. 2). Lujanian SALMA (Late Pleisto-
cene) (Moura et al., 2019).

Holotype: The trace fossils are in the external suirfaces of the
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osteoderms, deposited in the collection of the Laboratorio de Paleo-
ecologia e Paleoicnologia (LPP) of the Federal University of Sao Carlos
(UFSCar), Sao Carlos, Sao Paulo, Brazil. Holotype: LPP-PV-002-0201
(Figs. 5d and 6d).

Paratypes: LPP-PV-002-0200 and LPP-PV-001-0524 (Fig. Se-f).

Material: LPP-PV-001 to 003 (Sup. Mat. Table 51)

Description: Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. is on average
(Fig. 3 and Sup. Mat. Table 53) area: 1.820 + 1.274 em?; occupying on
average 16.382 + 9.653% of the osteoderm. Median values are in Sup.
Mat. Table S2. The area is non-normal-unimodal with positive skewness
and the percentage of the occupied area on the osteoderm is normal-
unimodal (see Sup. Mat. Fig. 51 and Table 54). Regarding both the
area of the lesion and the percentage occupied in the osteoderm, there is
a significant difference (p < 0.05, see Sup. Mat. Table 55) between
Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. x Karethraichnus minimum isp.
nov., and no significant difference in Violinichnus punctatus igen. et isp.
nov. x Ulcerative lesions.

Tracemaker interpretation: Violinichnus punctatus igen. et isp. nov.
resembles lesions caused by fungi infections in living animals, like
ringworms (Hau and Van Hoosier, 2003; Degreef, 2008) also presenting
internal microfilaments network similar to some ichnotaxa presented
here (e.g., Ichnoreticulina elegans, Orthogonum) (see Kushida and Wata-
nabe, 1975; Jensen, 2003). Although fungi can participate in the bone
tissue decomposition process (see Piepenbrink, 19586), the morphology
of these traces and their presence on the three specimens that underwent
distinct taphonomic processes due to the different microenvironments of
the cave, indicate that the lesions occurred syn vivo. It is not clear
whether the loss of bone material forming the small borings of Violin-
ichnus punctatus igen. et isp. nov. was caused directly by the feeding of
the fungus or by the reabsorption reaction of the host’s body as the
fungus spread.

Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. does not seem to carry an
observable response of the host body, like an inflammatory and ulcer-
ative process recorded as the necrosis of bone material on the osteoderm
external face. Moreover, Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. is after
all, a product of a fungal infection, with a specific morphology, tied to its
behavior and perhaps to the producer of the trace, and it is not possible
to be attributed to any other agent, or to a spontaneous response of the
host body, which justifies an ichnotaxonomical treatment.

Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. resemble mycoses including
dermatophytosis (Ringworm infections), with a similar pattern (ellip-
tical/violin-shaped) in other mammals: like humans (Cox and lrving,
1993; Gupta and Summerbell, 2000; Degreef, 2008), dogs and cats
(Kushida and Watanabe, 1975; Wright, 1989), cattle (Rook and
Frain-Bell, 1954), exotic pets (e.g., mice, guineapigs, chinchilla) (Don-
nelly et al., 2000), and several others (see Hau and Van Hoosier, 2003).

Although the low body temperature of armadillos is considered a
defense against some microorganisms (Truman, 2005), living armadillos
are known hosts and reservoirs of some fungi. An example that causes
skin lesions in these animals is Sporothrix schenckii (Barros et al., 2011),
responsible for sporotrichosis in several animal groups. These injuries
are characterised by being an inflammatory and superficial process,
which can cause bone degradation (Wenker et al., 1998). The trans-
mission normally occurs via inoculation of S. schenckii by scratches and
small injuries (Indranil, 2015) (see section 3.3. of Sporotrichosis).

Armadillos inhabit underground dens, where they are in contact with
organic matter, moisture, and abrasive material (e.g., rocks and roots),
exposing them to different fungi found in these environments, that can
infect the host by inhalation or by traumatic route (Queiroz-Telles etal.,
2017) and cause diseases and injuries (Superina et al., 2009; Richini—
Pereira et al., 2009) similar to those described here.

The thermodimorphic fungi of the family Ajellomycetaceae are
found as filamentous form when in saprobic conditions, in soil or guano
(Dukik et al., 2017). Some species of this family are capable of degrading
keratin (Bagagli et al., 2006), including causing injuries to armadillos.
When foraging, digging or burrowing, armadillos can come into contact
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with contaminated environments (Jellison and Lord, 1964) and, thus,
inhale the fungus, which at the host temperature develops as yeastlike
forms (Bagagli et al., 2006; Richini-Pereira et al., 2008).

Paracoccidioides brasiliensis is an example of species of Ajellomyce-
taceae associated with several wild animals, including armadillos
(Seyedmousavi et al., 2015). It is one of the etiological agents of para-
coccidioidomycosis currently considered one of the most important and
prevalent systemic mycoses in Latin America (Bagagli et al., 2006;
Richini-Pereira et al., 2008; Queiroz-Telles et al., 2017). This species is
frequently found in nine-banded armadillo (Dasypus novemcinctus)
(Bagagli et al., 2006), and there is evidence that it has evolved in the
same geographical distribution as the armadillos (Richini-Pereira et al.,
2008). Indeed, several features of this family are highly conserved,
probably because of the coevolution with its mammalian host (Dukik
et al., 2017).

Some Lobomycosis subepidermal infections, caused by Loboa loboi,
are mostly reported in humans, however, in turtles, tortoises, and
armadillos, the lesion can develops much faster and accompanied by
liquefactive necrosis of the osteoderm (Hau and Van Hoosier, 2003).
This is a potential initiator of the secondary ulceration described in
section 3.3.

3.3. Ulcerative lesions

We attribute the ulcerative lesions to microbiological infections or
destructive immune response, but since the extent of the influence of the
microbiological infection and the host body reaction are unknown, we
separated this section to discuss them in a paleoparasitological approach
as opposed to an ichnotaxonomical approach.

There are ulcerative lesions in two of the three Holmesina cryptae
specimens. The lesions are corrosive-like disruption on the surface of the
osteoderm, forming irregular shaped holes/pits, not limited to the
cortical bone and can also reach the spongy bone. They are always on
the external surface of the osteoderm. None of the lesions exceed an
osteoderm reaching adjacent ones, but there are records of similar le-
sions affecting several osteoderms (Barbosa and Luna, 2014; De Lima
and Porpino, 2018). There is no evidence of bone response in our
specimens, but there are records of this (Barbosa and Luna, 2014; De
Lima and Porpino, 2018).

The ulcerative lesions have on average (Fig. 3 and Sup. Mat.
Table $3) area: 1.795 + 1.383 cm? occupying on average 18.485 +
14.911% of the osteoderm. The measures are non-normal-unimodal
with positive skewness (see Sup. Mat. Fig. S1 and Table S4). Median
values are in Sup. Mat. Table 52. Regarding both the area of the lesion
and the percentage occupied in the osteoderm, there is a significant
difference (p < 0.05, see Sup. Mat. Table 55) between the ulcerative
lesions x Karethraichnus minimum isp. nov., and no significant difference
in the ulcerative lesions x Violinichnus punctatus igen. et isp. nov.

The irregular rim of the lesion and the exposed cortical area of the
osteoderm are evidence of a final product of secondary opportunistic
infection by microorganisms, destructive immunological response
(Matthias et al., 2016), or a serious ulcerative lesion (Wenker et al.,
1998). Similar ulcerative lesions were described in osteoderms of other
Cingulata (Panochthus sp. and Glyptotherium sp.) (Barbosa and Luna,
2014; De Lima and Porpino, 2018), in Crocodyliformes (Wolff et al.,
2007) and Ankylosauridae (Matthias et al., 2016). This type of lesion can
be superficially different in each animal group. Despite being all
osteoderms, they are remarkably different in external morphology,
ornamentation, internal structure, and have been evolved indepen-
dently in each group (Vickaryous and Sire, 2009), belonging to animals
with different metabolisms and habitat (e.g., Wolff et al., 2007 croc-
odyliform is ectothermic and semiaquatic). Moreover, these are all ul-
cerative lesions with loss of superficial bone material (necrosis).

According to the different sizes observed in the samples (Fig. 7), the
lesion would begin more restricted, with several potential agents for the
primary lesion: abrasion from the soil, plants; lesions from intraspecific
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Fig. 7. Osteoderms of Holmesina cryptae with ulcerative lesions with a range of sizes and depths, indicating injuries with different severities. (LPP-PV-001-0492). A.
top view and B. side view. (LPP-PV-001-0493) C. top view and D. side view. (LPP-PV-001-0495) E. top view and F. side view. (LPP-PV-001-0489) G. top view and H.

side view. (LPP-PV-001-0341) L. top view and J. side view.

fights or predation; dermatitis; ectoparasites (e.g., mites, ticks, fleas,
mosquitoes); initial mycoses or bacterial infection. The ulcerative le-
sions in Holmesina cryptae specimens described here do not spread
beyond an osteoderm, as is seen in some glyptodonts (Barbosa and Luna,
2014, see Fig. 1; De Lima and Porpino, 201 8; see Figs. 3 and 4). They are
probably still the same type of lesion, produced by the same infectious
behavior. There could be bone growth over the lesion, probably a
healing process (Barbosa and Luna, 2014, see Fig. la; De Lima and
Porpino, 2018; see white arrows in Fig. 3).

Therefore, it is reasonable to assume that the flea lesion Kar-
ethraichnus minimum isp. nov. and fungal lesion Violinichnus punctatus
igen. et isp. nov. could become an ulcerative lesion after secondary
pathogen infection, inducing loss of bone material (necrosis) recorded
on the osteoderms. This can be seen by the low presence of Kar-
ethraichnus minimum isp. nov. or Violinichnus punctatus igen. et isp. nov.
lesions in osteoderms where there is ulceration (—~7%). When ulcerative
lesions are present, the other types of lesions are usually absent, prob-
ably because they were precursors to the ulcerative lesion.

These ulcerative lesions are present in circular/elliptical shape
(Fig. 7) and a more irregular shape (Fig. 7). This suggests different stages
of ulceration (sizes). It is likely that the ulcerative lesions with a more
circular/elliptical shape are secondary infections of a Karethraichnus

minimum isp. nov., while the most irregular shaped, are of a Violinichnus
punctatus igen. et isp. nov.. Karethraichnus minimum isp. nov. lesions
have a smaller area and occupy a smaller portion of the osteoderm (%)
than Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. and the ulcerative lesions
(significant difference p < 0.05, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney-
Wilcoxon, Sup. Mat. Table S5). Comparing Violinichnus punctatus igen.
et isp. nov. and these ulcerations, the difference is not significant (p >
0.05). This would indicate that ulcerative lesions were more commonly
formed in a fungal/post-fungal infection (Violinichnus punctatus igen. et
isp. nov.) context.

There is a greater number of ulcerations at an early stage (occupying
a small area of the osteoderm) than at an advanced stage (large area with
high osteoderm occupation). This can be seen in the density graph (Sup.
Mat. Fig. S1a) with positive skewness (D'Agostino p < 0.05) of both the
area (D’Agostino skew: 2.29) and the occupation of the osteoderm
(D’ Agostino skew: 1.65).

Thisdiffers from the records of large areas of ulceration in glyptodont
osteoderms seen by Barbosa and Luna (2014) and De Lima and Porpino
(2018). The presence of spondyloarthropathy together with a greater
infection in the armour of glyptodonts described by Barbosa and Luna
(2014) could be a case of a previously sick or weak animal, more propi-
tious to a large spread of an opportunistic pathogens (Collins, 1989).
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Superina et al. (2009) observed in the extant dwairf armadillo Zae-
dyus pichiy taken from the wild that lesions and scars are common and
probably related to intraspecific fights and predation, those on the
dorsal area are mostly worn-out scutes and are probably related with
contact with soil. Infections in these lesions are rare, but Superina et al.
(2009) observed in captive Zaedyus pichiy moist dermatitis with
epidermal detachment and infection of the lesions with bacteria that are
commonly found in soil, such as Pseudomonas, Citrobacter, and Escher-
ichia coli, assigning this and other skin diseases in free-ranging Z. pichiy
to high humidity (Superina et al., 2009). All these skin lesions reported
by Superina el al. (2009) could potentially produce ulcerations in the
osteoderm.

Bites from ectoparasites such as fleas and ticks can cause dermatitis
and allergic reactions or skin lesions which may facilitate a subsequent
fungal or bacterial colonisation (Sanusi et al., 1989; Linardi, 2005)
causing secondary infections suitable to produce ulcerations. Sand flea
infections (probable producers of Karethraichnus minimum isp. nov.) are
known to facilitate microbiological infections (Linardi and De Avelar,
2014).

Another potential producer of ulcerations is sporotrichosis caused by
Sporothrix schenckii fungi (possibly a cause of the Violinichnus punctatus
igen. et isp. nov. as well) (Wenker et al., 1998). In Dasypus novemcinctus
armour, ulcerative infections occupying some osteoderms have been
reported (Kaplan et al.,, 1982; Wenker et al., 1998), but also lesions
occupying a large part of the armour (6-7 em in diameter), directly
affecting the bone tissue of osteoderms, producing inflammatory
osteolysis (Wenker et al., 1998, see Fig. 1). This large inflammatory
ulceration is also similar to that reported by Barbosa and Luna (2014),
which occupies a large part of the glyptodont armour. According to the
description and images by Wenker et al. (1998), this sporotrichosis
lesion is very similar to those found here in Holmesina cryptae.

Species of armadillo are also hosts and reservoirs of Mycobacterium
leprae (Truman, 2005; Frota et al., 2012). As all Xenarthra, armadillos
have low metabolism and exhibit low, and often highly variable, body
temperatures (McNab, 1985); these are thought to be responsible for the
nine-banded (Dasypus novemcinctus) and the six-banded armadillos
(Euphractus sexcinctus) being the only free-ranging vertebrates other
than humans that exhibit naturally-occurring infections of M. leprae, the
causative agent of leprosy (Truman, 2005, 2008; Oliveira et al., 2019;
Deps et al, 2020). As underground dwellers (Superina and Loughry,
2012), the close contact with underground soil, often moist, and their
low metabolism and body temperature, are all factors that could pro-
mote infection capable of producing ulcerations in Holmesina cryptae
osteoderms.

The ulcerative lesions could also arise from an autoinflammatory
process, such as the painful ulcers of Pyoderma Gangrenosum in
humans, a disease thought to be caused by immunological dysfunction
(Maverakis et al., 2018) and that could theoretically leave traces in
osteoderms if affecting an armoured animal.

3.4. Why these are syn vivo traces

Evidence points the traces reported here were produced syn vivo: in
all the three Pampatheriidae, the traces are on the external surface of the
osteoderms, and none of the traces were found on the internal surface, or
on the endoskeleton elements. The traces also differ from those products
of post mortem processes like scavengers (see grazing traces, necrophagic
larvae, and predation traces in Pirrone et al., 2014a; Fernandez-Jalvo
and Andrews, 2016; Wisshak et al., 2019), transport and weathering (see
Aratijo-Junior et al., 2013; Lopes and Ferigolo, 2017) or acid attacksina
cave context (Fernandez-Jalvo and Andrews, 2016). If instead of traces
these were marks (see Vallon et al., 2015 for traces/marks difference),
that is, a product of post mortem, it was expected there were marks on all
surfaces of the elements. Moreover, the traces are similar to those found
in modern armadillos, in which the producer is known. As syn vivo
traces, they are useful to access the health of armoured animals and the
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description of these new ichnotaxa are the establishment of a tool that
can be applied to other individuals or even populations, whether of
Cingulata or other armoured animals.

3.5. Traces on living tissues

The traces described here were produced syn vivo, and as a living
tissue, an osteoderm can respond to injury healing (Bryant and Bellairs,
1967; Alexander et al., 1999; Sos, 2012; Maas, 201 3; Barbosa and Luna,
2014; Vickaryous et al., 2015; Zonneveld et al., 2015; Spadola and
Morici, 2016; 2017; Biaggini and Corti, 2018; De Lima and Porpino,
2018; Alibardi, 2019; Sato and Jenkins, 2020), therefore potentially
modifying the morphology of a trace. There is an ongoing discussion
about the ichnotaxonomical status of traces on responsive substrates
(see Bertling et al., 2006; Zonneveld et al., 2015; Wisshak et al., 2019)
and here we endorse the definition given by Wisshak et al. (2019, p.24),
considering as bioerosions those cases where ‘bioerosive action is pre-
dominant and identified as largely independent from the host reaction".

No host response was noted in Karethraichnus minimum isp. nov. and
Violinichnus punctatus igen. et isp nov., but we cannot rule out the role of
bone resorption and remodeling (Raggatt and Partridge, 2010) in their
formation, as in some parasitic and endobiont traces (Zonneveld et al.,
2015; Sato and Jenkins, 2020). In the case of the ulcerative lesion re-
ported here, we cannot safely say that, since the extent of the influence
of the microbiological infection and the host body reaction (reabsorp-
tion and necrosis) in the morphology of the final lesion is unknown, also
masking the trace responsible for the initial lesion that paved the way to
the ulcerative lesion.

3.6. Paleoecological implications

All the traces reported here are produced by ectoparasite and
microorganism infections when the animal was alive (syn vivo), thus
having paleoecological relevance. It is known that ectoparasites weaken
an animal or further weaken those previously sick due to high in-
festations, co-infestation, or co-infection, with endoparasites or other
diseases. Ectoparasites as an infesting agent, cause dermatitis and skin
lesions, leading to itching, discomfort and thus malaise to the host, being
also vectors of pathogens, transmitting bacteria, viruses, helminths, and
protozoans (Linardi, 2011), as well as borings for feeding facilitate
subsequent infection by opportunistic pathogens, such as fungi, bacte-
ria, and viruses or even by other ectoparasites (Linardi, 2011).

Quaternary climate change has reduced the populations of large
South American herbivores (Cione et al., 2015). These smaller pop-
ulations would have less genetic diversity and so would be more
vulnerable to extinction (Frankham, 2005). This low genetic diversity
can decrease the resistance of individuals to pathogens that previously
circulated in the population (Spielman et al., 2004). This can even be
observed by the presence of Karethraichnus minimum isp. nov., Violin-
ichnus punctatus igen. et isp. nov. and ulcerative lesions in the three
different individuals of Holmesina cryptae. Therefore, the action of par-
asites could accentuate the fragility of these weak populations, by
reducing the ability of individuals to forage, avoid predation, conse-
quently contributing in some way to the extinction processes.

Inhabitants of rural areas in Mendoza Province (Argentina) have
reported an association between rainy periods and a skin disease on the
armadillo Zaedyus pichiy, leading even to local extinctions (Superina
et al., 2009). This disease would be caused by opportunistic bacterial
colonisation as an effect of excessive moisture (Superina et al., 2009).
This is a keen example of how a climate variation can hit a population
with a disease that could potentially produce these lesions in Cingulata.
Furthermore, some ectoparasites species are host specific (Linardi,
2011), therefore the host extinction heavily impacts parasites that could
not use other hosts, having a broader paleoecological effect.
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4. Conclusions

The traces described here are syn vivo lesions produced by ectopar-
asites (sessile fleas) and microorganisms (fungi and bacteria). Kar-
ethraichnus minimum isp. nov. is individual, unbranched, circular to
slightly ellipsoidal hole with a smooth rim and smooth interior. This
trace is produced by a sessile female flea, probably from the Tunga genus
(based on already described lesions in modern armadillos) and unveil a
paleoparasitism behavior useful to track this relation deep in time in
armoured animals.

Violinichnus punctatus igen. et isp. nov. is formed by consecutive,
grouped, or merged tiny holes, forming an overall elliptical or violin-like
shape. This is attributed to lesions produced by the action of fungi over
osteoderms, similar to dermatophytosis (ringworm) in modern mammal
skin.

The ulcerative lesions are recorded as the necrosis of bone material,
producing a corrosive-like disruption on the external surface of the
osteoderms formed by misshapen pits and exposition of spongy bone.
These ulcerative lesions are probably produced by secondary infections
by microorganisms such as fungi or bacteria, or even a destructive
immunological response. The lesion can be limited to one osteoderm or
spread over several ones. Ulceration would begin as a more restrict
lesion, with several potential agents for this: abrasion from the soil,
plants; lesions from intraspecific fights or predation; dermatitis; ecto-
parasites (e.g., mites, ticks, fleas, mosquitoes) or an initial mycoses or
bacterial infection.

As syn vivo traces, these are tools to access the health of the animals
to which the osteoderm belongs. Further support on ectoparasites and
infections studies on living armoured animals would even allow in-
ferences regarding extinct populations and interpretations of ancient
ecosystems. Accessing their parasites and infections could provide a
glimpse into how and why these animals disappeared, as well as the
biotic interactions that occurred in these contexts, and the evolution of
parasites in Quaternary mammals, deep in time.
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This research documents for the first time the detailed histological description of severe bone inflam-
mation and the exceptional preservation of soft-bodied parasitical microorganisms inside the vascular
canals of a non-avian dinosaur. The results bring new insights into the fields of parasitology, pathology,
and histology in the fossil record. A senile titanosaur from the Upper Cretaceous of Southeast Brazil
presented acute osteomyelitis, identified by the presence of a highly reactive periosteum with a filigree
pattern, and localized dome-like cortical tissue inflammation connecting the former to the medulla.
Furthermore, tens of parasites were identified throughout the specimen’s vascular canals. Novel histo-
logical insights resulted from the developmental description of an aggressive case of osteomyelitis. The
lesions were either caused or facilitated by the parasitic infestation. This may be the earliest occurrence
of infectious bone disease associated with parasites, adding new information to the complex biogeo-
graphic and evolutionary history of parasitic ailments.

Tomography

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Pathologies preserved in the fossil record can provide valuable
information on the physiology and behavior of individuals and their
environmental pressures (e.g. Rothschild and Martin, 2006; Surmik
et al, 2018; Xing et al., 2018). Paleoparasitological records, in turn,
offer insights not only about the physiology of organisms and the
ecology of communities but also about the evolution of parasites,
hosts, and their relationship over time (Dentzien-Dias et al., 2013;
Ebert and Herre, 1996; Poinar, 2008a; Poinar and Poinar, 2004). The
association of parasitization and pathology in the fossil record,
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ultimately, can be considered exceptional. It offers a unique op-
portunity to access several pieces of information regarding ancient
organisms and ecosystems and refine our understanding of the
past.

The occurrence of osteomyelitis in dinosaurs is rare (Hunt et al.,
2019), but recent studies have corroborated the occurrence of this
form of bone inflammation in Sauropodomorpha (Lew and
Waldvogel, 2004; Garcia et al., 2017; Barbosa et al., 2018; Xing
et al., 2018). Evidence of fossil endoparasites of vertebrates has
already been found in coprolites and invertebrate vectors preserved
in amber (eg. Dentzien-Dias et al., 2013; Poinar, 2019; Poinar and
Boucot, 2006; Poinar Jr and Poinar, 2004; Poinar and Poinar,
2004). However, fossil parasites preserved directly in vertebrate
tissues were unknown until the present date. Herein we describe in
detail the developmental histology of a fossil bone disease,
responsible for tissue deformities in a long bone of an Upper
Cretaceous sauropod dinosaur, and the first record of a parasite
preserved inside fossilized bone tissue.
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2. Materials and methods

Institutional abbreviations: FM-USP, Faculty of Medicine of the
University of Sao Paulo, Sao Paulo city, Brazil; IGe-M, Laboratory of
Electron Microscopy, Institute of Geosciences, Campinas State
University, Campinas, Brazil; Lalgas, Laboratory of Algae Biotech-
nology, Federal University of Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos, Brazil;
LPP-PV, Laboratdrio de Paleoecologia e Paleoicnologia (UFSCar),
Sao Carlos, Brazil.

The studied specimen (LPP-PV-0043; Fig. 1) corresponds to a
fragmentary titanosaur fibula. The material is deposited at the
Laboratory of Paleoecology and Paleoichnology (LPP) of the Federal
University of Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos city, Sao Paulo state,
Brazil.

Cretaceous Research 118 (2021) 104672
2.1. CT-scan

3D reconstruction of the specimen was attained by using a
Philips Diamond Select Brilliance CT 16-slice medical scanner with
more than 200 slices and a voxel size of 0.75 mm at the FM-USP.
Software 3D-Slicer v4.6 (Fedorov et al., 2012) was used to process
images (e.g. density contrast calculation) and generate the model.

2.2. Bone histology

For the histological analysis, we followed the general method-
ology presented by (Lamm, 2013). First, the specimen was saturated
with penetrant stabilizer cyanoacrylate glue (PaleoBond®). Then, it
was cut and immersed in resin (Araldite® 2020). Finally, samples

Fig. 1. Three-dimensionally reconstructed CT-Scan model of the partial titanosaur fibula LPP-PV-0043, from the Upper Cretaceous A ina Fc
Brazil. A, medial; B, lateral; C, anterior; D, posterior.; E, detailed photograph of the fossilized lesion showing erupted elliptical shape and ‘aero candy-like' texture; F, reconstructed
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total size of the fibula. E and F are rotated 90° clockwise. Abbreviations: Pr, periosteal reaction. Scale bar in A~D, F =5 cm; inE = 1 cm.
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were polished until section thickness was around 40 pm. Trans-
versal sections were used for skeletochronological analysis and
longitudinal sections were used to describe bone lesions. Thin
sections were observed and photographed by using a petrographic
ZEISS Axioscope microscope with coupled AxioCam MRc 5 camera,
and imaging software ZEISS Application Suite v.4.4. Pictures were
corrected for brightness and contrast in Adobe Photoshop CC 20.0.1
and composite images were prepared in Corel Draw X6.

Histological nomenclature is in accordance with Huttenlocker
et al. (2013) and Padian and Lamm (2013). Vascular canal caliber
measurements followed the procedures of Fleischle et al. (2019)
and Huttenlocker and Farmer (2017).

2.3. Parasite identification

We used petrographic and non-filtered optical microscopes to
observe and track the forms interpreted as parasites. In the first
case, the same hardware used for histology was applied. For non-
filtered light analysis, thin sections were studied under a Nikon
Eclipse optical microscope with attached Nikon DS — Fi2 camera,
and imaging software NIS — Elements F v4.0 at the LBA. Electron
microscopy was conducted with an Oxford X-act EDS attached to a
Zeiss LEO 430i SEM at the 1Ge-M. Samples were metalized in C
(Carbon) before readings. Structures observed were measured us-
ing Image] v1.4 software (Schneider et al., 2012).

2.4. Parasite morphometry

We performed ordinary least-squares (OLS) regression analysis
to test the association of individual width and the total length of the
parasite population (in pm) in an allometric model. Additionally,
we also investigated parasite size in relation to the host area
spectrum in order to recover more information regarding their
autecology. All computations were performed using Minitab 17
(https://www.minitab.com).

2.5. Data availability

Parasite measurements, further statistical data, EDS readings,
and additional images are available as supplementary material. The
CT-Scan data is available for download at the Morphobank (http://
morphobank.org/permalink/?P3814).

Specimen: fragmentary titanosaur fibula LPP-PV-0043.

Locality and horizon: Ibira municipality, Adamantina Forma-
tion (ca. 85.2 + 2.7 Ma, Santonian; Castro et al., 2018), Bauru Group,
Sao Paulo state, Southeast Brazil.

2.6. Diagnosis

The shaft is massive and its cross-section is ‘D shaped’ (Figs. 1
and 2.A.al-a4). The lateral process is partially preserved and is
slightly lateroanteriorly oriented (Fig. 1.B-C). Cancellous bone en-
closes the medullary cavity completely, a characteristic typical of
sauropods (e.g. Stein et al., 2010; Klein et al.,, 2012; Garcia et al.,
2015; Ghilardi et al., 2016), absent in theropods (except in Spino-
saurinae; see Aureliano et al., 2018; Ibrahim et al., 2020, 2014). LPP-
PV-0043 is a fibula diaphysis (Fig. 1.E) associated with additional
elements of a new Saltasauridae titanosaur taxon currently being
described separately.

Cretaceous Research 118 (2021) 104672
3. Results
3.1. CT-scan

Tomography slices and three-dimensional model allowed in-
ternal observation of the lesioned bone (Figs. 1,2). Lesions blend the
surrounding bone with a sharply defined transition zone. In Fig. 2.B,
it is noticeable the distinct densities/textures of lesioned and
healthy cortical bone tissue. Erosions from the inner cortex and
periosteum are united posterolaterally and extend from the me-
dulla to the cortical surface. Periosteal reaction is focal poster-
olaterally and anteromedially (but it is much stronger in the former
portion). It is dome-shaped, with a ‘geographically eroded’ surface
sensu Rothschild and Martin (2006). Connections between ex-
tremities occur two times in tower-like structures (Fig. 2.A.a5-7).
The distinct texture of pathologically-affected areas follows a fili-
gree pattern (‘aero candy-like’ sensu Rothschild and Martin, 2006).
These reactions are elliptical posteriorly and interrupted on the
surface (Fig. 1.A-D). Moreover, periosteum elevates forming two
outpocketings posterolaterally (Fig. 2.A.a5,6 and Fig. 2.B). Periosteal
reaction presents a ‘disorganized’ profile sensu Rana et al. (2009) in
a longitudinal view.

3.2. Paleohistology

Samples were well preserved and histological details could be
assessed. Specific topics are subdivided below. Longitudinal and
cross-sections are present in Fig. S1 (see supplementary material).

3.3. Taphonomical remarks

There are no preparation marks on the surface, but isolated
spots of truncated osteons populate the external bone perimeter
anteromedially (Fig. S2.A; see supplementary material). Truncation
may have been caused either by pre-burial transport, reworking or
by post-exhumation transport. Mineral grains fill cavities in some
areas, especially in the medulla (Fig. S2.B). Thin oxide layers invade
secondary osteons longitudinally in the medial shaft (Fig. S2.A, C).
These are early diagenetic features (Pfretzschner, 2001), despite the
current absence of sulfur in these samples (see Fig. S4 in
supplementary information). There are a few longitudinal diage-
netic cracks (Fig. S2.D). Well-preserved phosphatized microorgan-
isms inside vascular cavities may indicate rapid burial.
Nevertheless, thin sections show moderate infilling of mineral
grains from earlier burial stages. Despite these subsequent tapho-
nomic features, the microstructure is well preserved. Titanosaur
histology and parasite microanatomy could be assessed (Fig. S2 and
Figs. 3-5).

34. Skeletochronology

The extent and type of healthy tissue vascularization maintain
its pattern across thin sections (Fig. 3.A). The entire cortex has been
secondarily remodeled and lacks an interstitial laminar primary
bone (Fig. 3.B). At least three generations of secondary osteons
overlap one another (Fig. 3.C). These latter are longitudinally ar-
ranged and present remarkable varying sizes and shapes. Each
secondary osteon contains up to six layers of centripetally depos-
ited lamellar bone. Regarding vascularization (sensu Huttenlocker
and Farmer, 2017), the minimum canal caliber (Canp;,) is 26 um
and the harmonic mean canal caliber (Canparmean) is 106 pum. No
LAGs (Lines of Arrested Growth) or annuli have been identified.
There is no evidence of an EFS (External Fundamental System),
which is a common feature marked in the growth strategy of adult-
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Fig. 2. A, reconstructed CT-Scan model of LPP-PV-0043 presenting transverse (al-4) and longitudinal (a5-7) x-ray slices. B, density contrast applied to a longitudinally sliced CT-
Scan model longitudinally sliced. Dark (blue) represents the denser bone matrix (eg. compacta). Light (green) comprises lower densities (eg. regular medullary spongiosa - MCb -,
and lesioned cortex - Pr, CL, PML). Note the spread lesion on the surface forming two outpocketings posterolaterally. Also, observe the connection between these and the lesioned
medulla throughout tower-like structures in the cortex (see CL in A.a5 and B). Abbreviations: CL, lesioned cortex; Pr, periosteal reaction; PML, perimedullary lesion; M, medulla.
Scale bar = 5 cm. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

derived titanosaurs (Stein et al., 2010; Garcia et al., 2015; Curry reinforced by applying the three-front model of (Mitchell and
Rogers and Kulik, 2018). Sander, 2014) to the anteromedial area of the bone (Fig. 3.D).

Extreme remodeling activity completely obliterating primary There is no precise definition of maturity status beyond ‘senescent’
tissue suggests this individual had long ceased its growth at the or ‘senile’ in the mentioned literature. However, there is a
moment of its death (Type G bone tissue and HOS stage 13 from consensus for the increasing number of successive overlapping
Klein and Sander, 2008). Furthermore, the ‘senescent’ status is generations of secondary osteons corresponding to an older
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Senescent

= Fast

=——— Moderate

— — Slow

AF HSF RF

Fig. 3. Histology of titanosaur specimen LPP-PV-0043. A, profile at the medial portion of the shaft. Marked bone deposition fronts according to (Mitchell and Sander, 2014). B,
longitudinally arranged secondary bone in the anteromedial inner cortex. C, three generations of secondary osteons overlapping one another. Note there are up to six centripetally
deposited Haversian layers around osteons. Images were taken under polarized light (crossed nicols). D, Three-front model indicating a senile ontogenetic status according to
(Mitchell and Sander, 2014). Abbreviations: AF, apposition front; HSF, Haversian substitution front; RF, resorption front. Scale bar in A = 1 mm; in B, C = 500 ym.

individual age (Stein et al., 2010; Mitchell and Sander, 2014; Garcia
et al,, 2015; Curry Rogers and Kulik, 2018).

3.5. Histology of lesion

There is no sign of ruptured tissue obstructions in the sur-
rounding areas of the dome-shaped lesions (e.g. those expected in
bite marks and other mechanical fractures) (Fig. 4A-E). The elevated
periosteum producing outpocketings present reticular primary
tissue. In the outer cortex, these structures (lesions) comprise
highly vascularized periosteum with radial to reticulated bone
(Fig. 4.D, E), a condition usually observed in the fast-growing bone
of juvenile amniotes (Huttenlocker et al., 2013). The frontier be-
tween senile secondary tissue and the newly formed lesioned tis-
sue is well marked (Fig. 4.A-C) and is anomalous (ontogenetically

speaking). Therefore, it could only have been formed by a disease.
Lesion spreads inwards to the inner cortex with a noticeable in-
crease in local vascularity (as seen in Fig. 2.B and Fig. S1.A) and
connects to the medulla.

Affected tissues are not uniform across the bone. At the
moment of death, the disease was spreading in distinct stages in
different areas. This enabled the observation of the graded
development of this malady. In the area presenting the lowest
periosteal reaction, there is a focal concentration of longitudinal
fibrolamellar bone localized over the Harversian substitution
front. The cortical surface shows signs of irregularity (Fig. 4.A).
There is a predominance of radial canals from the surface in areas
with increased periosteal reaction (Fig. 4.B,C). Zones with
advanced periosteal reaction radial and reticular patterns spread
all over the surface (Fig. 4.D). The most aggressive periosteal
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Fig. 4. Histology of the periosteal reaction to the spreading infectious lesion. Increasing tissue deformity (bone lesion) from A to E. A, the early stage of periosteal tissue alteration
and bone sequestrum. Longitudinal fibrolamellar bone (arrow) localized over the Harversian substitution front. Note the irregular cortical surface. Localized decomposition of
Haversian canals (woven matrix around osteons) in the outer cortex (white arrows). B, first radial canals appear from the surface (yellow arrows). C, the lesioned area expands on
the surface and penetrates the cortex slightly. Radial vascularization is also present (arrows). D, aggressive periosteal reaction zone lesion spreads all over the surface comprises
dominant Rad and Ret vascularization (one-tail arrows). Some spots contain Ret (one-tail arrows) and ResCav (two-tail arrow) and give rise to a small outpocketing. E, the well-
developed outpocketing comprises predominantly Ret (one-tail arrows) containing large ResCav (two-tail arrows) in the zone with the most aggressive periosteal reaction. F,
grouped iron oxide punctuated structures localized in the outpocketing suggest potential secondary infection with bacteria (schematic drawing in G). The anteromedial portion in
cross-section in A~C were taken under (polarized light and, crossed nicols). The lateral portion in longitudinal view in D and E in (polarized light and, parallel nicols). Lambda
compensator in C. Abbreviations: Pr, periosteal reaction; Rad, radial canals; ResCav, resorption cavities; Ret, reticulated tissue. Scale bar in A, C~E = 500 pm; in B, F, G = 200 pm.
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 5. Fossilized parasites preserved inside the sauropod vascular canals (A, B, E~H) and bone medulla (C, D). Individuals are indicated by red arrows. Cross-sections in A-D.
Longitudinal sections in E~H. Non-filtered light in A~D. Polarized light with crossed nicols in E, and parallel nicols in F~H. Lambda compensator in E. Abbreviation: mp, mud pellet.
Scale bar in A~D, F = 100 pm; in G, H = 200 pm; in E = 50 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this

article.)

reaction areas comprise a predominant increase in reticular
vascularization and resorption cavities, and give rise to the out-
pocketings (Fig. 4.D, E).

3.6. Differential diagnosis

Since the observed area does not pertain to articulation, arthritis
(e.g. spondyloarthropathies) can be discarded (Rothschild and

Martin, 2006). Identification of tuberculosis can be eliminated
because tissue anomalies present a filigree pattern (Rothschild and
Martin, 2006; Surmik et al,, 2018). Furthermore, the lesion also
does not comprise a solid avascular periosteum (as a case previ-
ously observed in a Triassic marine reptile; Surmik et al., 2018).
Neoplasm (cancer) can be discarded as well because surface
eruptions and tissue reactions follow a filigree pattern (Rothschild
and Martin, 2006). The presence of periosteal and perimedullary
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reactions, the filigree pattern, and the dome-like cortical tissue
inflammation connecting Pr to medulla are indicatives of osteo-
myelitis (Rothschild and Martin, 2006). In this work, we followed
the definition that osteomyelitis is an infection-driven bone lesion
not limited to the external surface (Rothschild et al., 2012). In
addition, the ‘disorganized’ profile of the periosteal reaction, the
outpocketings, the high vascularization, and the abundance of
resorption chambers support an aggressive acute infection (Carek
et al, 2001; Costa et al, 2009; Fondi and Franchi, 2007;
Hatzenbuehler and Pulling, 2011; Rana et al., 2009) (see Fig. 4). The
occurrence of concentrated horizontally-deposited dark dots
localized strictly on top of an outpocketing (see Fig. 4.F, G) suggests
bacterial colonization (Pesquero et al., 2010; Pfretzschner, 2001;
Shapiro and Spangler, 2009; Trueman and Martill, 2002).
Notwithstanding, this might have been an effect of secondary
infection with bacteria after ulceration (The Institute for
International Cooperation in Animal Biologics and the Center for
Food Security and Public Health, 2017).

3.7. Paleoparasitology

Abundant dark grey to slightly green fusiform shapes (n = 64),
measuring between 100 and 650 pum in length, and 10-80 um in
width, were observed inside cortical vascular canals and medullary
spongiosa of both lesioned area and healthy cortex, and the me-
dulla (Figs. 5, 6).

All referred forms have irregular anisotropy (see Fig. 5.D, E), and
EDS readings demonstrate they are not chemically uniform, being
mostly formed by calcium phosphate with some localized readings
of clay minerals and silica (see Fig. S5 in supplementary material).

Cretaceous Research 118 (2021) 104672

The morphology of these structures is constant, always showing
one subtle more tapered end.

Two dark/more opaque spots, one larger located centrally and
one smaller located close to the more tapered end, were observed
in several of the analyzed specimens. When visible, these spots
were of consistent size and location. Electron microscopy attested
their denser nature and distinct chemical composition (Fig. S5).

The fusiform shapes here described are tentatively interpreted
as indeterminate fossilized microorganisms.

The linear regression analysis performed indicated that sample
size (n = 64) and the nature of this population fit well in a
compatibility model. The resulting equation was: Y =
6.358 + 0.09884 X, where Y is total length, and X is width (both in
um). The relationship between the structure width and total length
is mostly compatible with the model (P < 0.001; R-sq = 77.38%).
The great majority of forms lays between the 95% compatibility
intervals. Few lesser compatible elements vary slightly out of these
intervals (residual standard deviation = 6.7 um; Fig. 6).

Data also suggest the proportions of the forms may be corre-
lated with the bone region (cortex/medulla), or available vascular
space. Smaller forms were found both in the cortex and the me-
dulla, while the largest individuals (>500 um) were all found in the
medullary region (Fig. 6).

4. Discussion

4.1. Osteomyelitis histological development

Osteomyelitis identification has been historically neglected in
dinosaurs due to its rarity in modern-day archosaurs (Lew and

Parasite size and parasitization area spectrum
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Fig. 6. Linear regression analysis relating parasite width and total length (in um). Point cloud shapes and colors indicate the parasitized area spectrum (cortex, medulla, and
lesioned cortex). Note that the medulla supports the larger forms and the lesioned cortex is the bone area that mostly restricts parasite dimensions. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

148



T. Aureliano, C.S.I. Nascimento, M.A. Fernandes et al.

Cretaceous Research 118 (2021) 104672

Fig. 7. Life reconstruction of the titanosaur LPP-PV-0043 from the Upper Cretaceous Adamantina Formation in Sao Paulo backcountry, Southeast Brazil. The animal was recon-
structed based on associated saltasaurid specimens in the area. Ulcerations reconstructed based on fossil pathologies. Artist: Hugo Cafasso.

Waldvogel, 2004). However, there are punctual occurrences in
cerapods (Hunt et al., 2019; Ramirez-Velasco et al., 2017; Tanke and
Rothschild, 2014), thyreophorans (McWhinney et al., 2001), and
theropods (Hanna, 2002; Senter and Juengst, 2016). Furthermore,
recent findings (Garcia et al., 2017; Xing et al,, 2018) and reanalyses
of specimens (e.g. Barbosa et al.,, 2016; sensu; Xing et al., 2018)
demonstrated this infirmity was also present in sauropodomorphs.
Unfortunately, previous studies focused on diagnoses strictly based
on macroscopical inspections, x-ray charts, and (rarely) tomogra-
phies (Rothschild and Martin, 2006; Garcia et al., 2017; Barbosa
et al,, 2018; Xing et al., 2018).

In this titanosaur specimen, some areas remained unaffected by
osteomyelitis and we were able to estimate an ontogenetic matu-
rity. There are some natural patterns in bone growth throughout
tetrapods (Francillon-Viellot et al., 1990; Huttenlocker et al., 2013).
In amniotes, new bone tissue deposits centripetally around the
medulla and the volume increases to the opposite direction of the
latter. Every stage of skeletal maturity has its own vascularization
pattern and changes dramatically throughout the life of a dinosaur.
Especially titanosaurs which present high rates of secondary
remodeling (Curry Rogers and Kulik, 2018). In LPP-PV-0043, there is
secondary bone (Harvesian bone; see Huttenlocker et al., 2013;
Klein and Sander, 2008; Mitchell and Sander, 2014; Woodward
et al., 2013), even in the cortical surface of the remaining healthy
area of the specimen (see Fig. 3). That is expected for a senile
sauropod (Klein and Sander, 2008; Mitchell and Sander, 2014).
However, the infectious periosteal reaction altered the vasculari-
zation in most of the outer cortex. Here we describe for the first
time different manifestations of infection-induced periosteal re-
action in detail and the histological development of the

osteomyelitis. There is a gradual increase in vascularization and a
decrease in bone tissue density during the advance of the infection.
The lesions of this bone are not homogeneous in scale and present
different sizes throughout the fibular surface. Five different scales
of periosteal reaction were detected in this specimen (Fig. 4).
Furthermore, the areas with periosteal alteration present different
histological profiles (distinct vascular patterns). We found that
there is a certain correlation between periosteal reaction intensity
and the change in vascularization pattern found in a tetrapod
ontogenetic series (see Huttenlocker et al., 2013, for a resume on
these patterns). Consequently, we interpreted five distinct histo-
logical manifestations of osteomyelitis development in this
specimen:

1) In the area presenting the lowest periosteal reaction, the cortical
surface shows signs of irregularity but there are no noticeable
vascular alterations.

2) A few radial canals appear from the surface, perpendicularly.

3) The lesion expands along the surface and penetrates the cortex
in a dominant radial pattern.

4) Bone reacts all over the surrounding surface in radial and
reticular patterns.

5) Finally, the increase of both reticular vascularization and
resorption cavities results in the rise of outpocketings. Addi-
tionally, the occurrence of concentrated horizontally-deposited
oxidized bacterial colony traces on an outpocketing suggests
there might have been ulceration and aerial exposure.

Despite the previous propositions of some classification systems
of osteomyelitis in stages (Carek et al., 2001; Hatzenbuehler and
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Pulling, 2011; Pineda et al., 2009), those are based in radiography
and other non-invasive analyses. However, most of the literature
agrees that a histological profile comprising an increase in the bone
lesion vascularization and resorption zones accompanied by peri-
osteal reactions is expected for aggressive osteomyelitis prior to
osteonecrosis (Carek et al, 2001; Fondi and Franchi, 2007;
Hatzenbuehler and Pulling, 2011; Rana et al., 2009). Consequently,
our results corroborate with previous pathology studies and pro-
vide a detailed histological description of the development of
osteomyelitis.

Putative life reconstruction of the diseased dinosaur is depicted
in Fig. 7.

4.2. Parasite identification

The irregular anisotropy and chemistry of the fusiform struc-
tures preserved inside the vascular regions of the analyzed fossil
bone, plus the sample morphometry compatibility with an allo-
metric model supports the biological origin of the referred
structures.

The parasites described herein essentially differ from the Try-
panosomatidae Paleoleishmania in size and behavior (Poinar,
2008b; Poinar Jr and Poinar, 2004). Our parasitic forms are much
larger (~100—650 pum in length) than Paleoleishmania (5-10 um in
length). Size is in excess for most of the protozoan parasites, with an
exception of certain amoeba-like organisms. However, further an-
alyses and specimens are necessary to elucidate the taxonomy of
these Brazilian forms.

4.3. The exceptional preservation of microorganisms

The occurrence of parasites in paleontological material is rare,
especially in the Mesozoic (Dentzien-Dias et al., 2013; Poinar and
Boucot, 2006; Poinar Jr and Poinar, 2004; Poinar and Poinar,
2004). Most paleoparasitological records consist of helminth eggs
and, more rarely, stages of protozoan development preserved
either in coprolites or amber (Dentzien-Dias et al., 2013; Leung,
2015; Poinar Jr and Poinar, 2004). While most gastrointestinal
parasites generally exhibit developmental stages that confer some
degree of resistance to their bodies, parasites inhabiting host tis-
sues usually are less prone to fossilization (Poinar and Boucot,
2006). In the case here described, the exceptional preservation of
trypanosomatids possibly occurred through the replication of
authigenic minerals (Briggs, 2003). Si, Al, Ca, P, and other elements
detected in the SEM/EDS analysis (see Fig. S5 in supplemental in-
formation) would have favored the authigenic mineralization dur-
ing early diagenesis. In this stage, bone elements come into contact
with the geochemical and biological systems leading to tissue
decay (Keenan, 2016). Bone decomposition may have provided the
ions needed for authigenic mineralization, along with the mineral
grains introduced before burial, under the influence of microbial
activity.

5. Conclusions

This research opened a new possibility for paleontological
studies by linking the fields of parasitology, pathology, and histol-
ogy. The analyzed titanosaur showed acute osteomyelitis with
elliptical ulcerations, present throughout all the bone. Bone
inflammation was either caused by the referred parasite or facili-
tated its infestation. The histological development of an aggressive
case of osteomyelitis was described in detail for the first time.

This investigation contributes substantially to understanding
the histology of pathological bone disease, macroevolution and
ecology of blood parasites, and the early history of tropical diseases.
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A palavra reliquia, nome dado ao que resta dos santos ou aos objetos
que pertenceram a um santo ou tiveram contato com seu corpo, tem sido
informalmente estendida para definir algo precioso e antigo. Nesse
sentido mais amplo, uma nova reliquia foi descoberta recentemente no
Marrocos: um tesouro cientifico. Sao os fosseis humanos mais antigos ja
encontrados até entdo, indicando que o surgimento da nossa
espécie ocorreu pelo menos 100.000 anos antes do que se pensava. O
conjunto de fosseis foi encontrado no sitio arqueologico de Jebel Irhoud
e ajudam a entender quando o Homo sapiens divergiu do grupo dos
Homo heidelbergensis, contribuindo para a nossa compreensdo da
historia evolutiva da espécie humana e sua dispersao pelo planeta

Terra. Alguns fragmentos de cranio ja haviam sido encontrados neste

mesmo sitio em escavagdes da década de 1960, e naquela ocasiao foram
atribuidos a espécie neandertal. Entretanto, novos fragmentos, associados

Sitio arqueoldgico e zoom da mandibula

a novas tecnologias de datagdo e de reconstrucao digital, levaram a uma
encontrada. Fonte: Comunicado para imprensa do Instituto Max

Planck (EVA). Autores: Shannon McPherron e Jean-Jacques Hublin. nova classificagdo desse material, apontando maior afinidade com a

nossa espécie (Homo sapiens).

Localizado no norte da Africa, o Marrocos é conhecido ndo sé pelas lindas paisagens desérticas, mas também pela grande quantidade de
tesouros arqueologicos e paleontologicos. Isso tem uma explicagao: no passado, a regido do Magrebe (que inclui o Marrocos) era muito
diferente da paisagem desértica atual. O ambiente era mais imido, permitindo a existéncia de uma savana com ampla diversidade de vida.
Tais condigoes favoreceram a preservacao de fosseis, tornando possivel conhecer a vida nesse ambiente antigo, incluindo formas humanas

antigas (chamadas pelos cientistas de hominineos), que trazem informagdes importantes sobre a historia evolutiva da nossa espécie.

Fragmentos do primeiro cranio adulto foram acidentalmente encontrados na regiao em 1961, durante atividades de mineracao, dando inicio
a escavagdes arqueologicas nesta area e a descoberta de um rico sitio paleontolégico que incluia também um extenso contetido faunistico do
Pleistoceno. Os fragmentos do cranio tiveram, na época, sua antiguidade estimada em cerca de 40 mil anos. Porém, para esta datagao, os
cientistas ndo consideraram alguns fosseis da fauna que os acompanhavam. Foi apenas em escavagdes mais recentes que os pesquisadores
puderam realizar a montagem de uma linha cronolégica dos depositos fosseis, além de encontrar novos fragmentos que foram utilizados no
estudo. O novo material encontrado apresentava uma grande semelhanca com o material das primeiras escavagdes, demonstrando que
pertencia a uma mesma camada de sedimento e a uma faixa de tempo bem delimitada. Entre os novos materiais, foram encontrados um



cranio adulto, fragmentos de face, elementos pos-cranianos (ossos do esqueleto), dentes e
uma maxila quase completa, pertencentes a individuos com diferentes idades
de desenvolvimento.

Novas analises envolvendo comparagao morfologica e métodos mais recentes de datagao
foram aplicadas aos fragmentos antigos e as novas amostras, possibilitando a reconstrugao
digital de um cranio completo cujas caracteristicas proporcionaram novas possibilidades de
interpretagdo. A primeira é que Homo sapiens do norte da Africa teriam hibridizado com
Neandertais (Homo neanderthalensis). A segunda refere-se a uma forma ancestral de Homo
sapiens, divergente de Homo heidelbergensis, fornecendo evidéncias de uma fase inicial da

evolugio daquele hominineo na Africa, com data de surgimento ha quase 300 mil anos,
cerca de cem mil anos mais antiga do que se pensava. Esses hominineos de Jebel Irhoud

Reconstrucéo do cranio e fragmentos utilizados.  serjam representantes norte-africanos mais antigos, confirmando a origem africana da
Fonte: Comunicado para imprensa do Instituto

cie. alises tatmb . - s .
Max Planck (EVA). Autor: Sarah Freidiine. espécie. As analises também sugerem divergéncia de trajetorias evolutivas entre as formas

arcaicas do Pleistoceno Médio Africano e formas mais antigas de Homo sapiens, refor¢ando
a hipotese de uma mudanga anatomica rapida ou de uma mudanca anatémica fruto de cruzamento entre diferentes espécies que habitavam o
mesmo ambiente.

Além dos incriveis avang¢os na compreensao

do aparecimento e histéria evolutiva

Mudanga do formato e tamanho da

da espécie humana, o estudo demonstrou calom craniani am dacorancla;do

aumento do volume cerebral.

como a aplica¢do de analises com tecnologias
de ponta permite a obtencao de informagoes

inéditas, tanto em novas descobertas como
5 5 NE e Diferencas morfologicas da
em fosseis ja coletados no passado. Também estrutura orbital relacionadas|

ao sexo.

demonstrou que sitios paleontologicos

ja conhecidos ha muito tempo provavelmente
ainda guardam importantes tesouros a

serem descobertos. Resta aos cientistas Dantes grandesie cont mortologha.
semelhantes as dos Humanos
continuar procurando, seja onde fosseis ja AnstomicAmsii Moot

foram encontrados, ou prospectar por novas

localidades, e inovar ao explorar as Cranio finalizado e suas principais caracteristicas. Fonte: Comunicado para imprensa do Instituto
possibilidades de  responder  perguntas Max Planck (EVA). Autor: Philipp Gunz.

complexas com a aplicagao das novas técnicas

de analises que surgem a cada dia.

A jornada humana

O género Homo esta intimamente associado ao que pesquisadores consideram como sendo humano, por isso ha grande curiosidade sobre
seu local de origem e época de surgimento, que provavelmente ocorreu entre dois e trés milhdes de anos, com o aparecimento dos primeiros
exemplares do Homo habilis. Descobertos pela primeira vez em 1960 na Tanzénia, com cerca de 1,8 milhdes de anos, os restos de Homo
habilis foram um dos grandes marcos para o género Homo, pois com eles foi encontrada grande quantidade de ferramentas de pedra lascada,
sugerindo grande capacidade mental e habilidades manuais, além de contribuir para as ideias que colocam o continente Africano como
centro de origem e dispersao do género. Evidéncias mostram que o Homo habilis transitava entre o ambiente arboreo e terrestre, enquanto o
Homo erectus, que teria surgido pouco mais tarde, era estritamente bipede. Homo erectus ja apresentava semelhanca morfologica com
o Homo sapiens, sugerindo uma ligacao direta entre essas duas linhagens. Seus registros indicam que este ja estava presente ha 1,8 milhoes
de anos na regidao do Quénia, o que sugere a convivéncia em tempo e espago com os primeiros hominineos, incluindo Homo habilis. Sua
dispersdo ocorreu por grande parte da Europa e Asia, dando origem ao que se consideram variagdes regionais desta espécie. Existem
diversas hipoteses que tentam explicar a dispersao dos hominineos fora da Africa e o periodo em que se deu, acreditando estar relacionada a
uma tendéncia evolutiva de aumento do volume do cérebro. Além dessa caracteristica, podemos relacionar também o aumento da estatura e
do tamanho dos membros inferiores, e a diminui¢ao do tamanho dos bragos, com essas propor¢des entre os membros sendo também fatores
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vantajosos ao pioneirismo do Homo erectus nesta jornada.

O Homo erectus que permaneceu na Africa continuou sofrendo modificagdes e, ha cerca de 600 mil anos, deu origem a novas populagoes
que possuiam um desenvolvimento craniano maior e grande semelhanga com nossa espécie. E o chamado Homo heidelbergensis, que assim
como alguns de seus antepassados, migraram para fora do continente, em diregao ao Oriente Médio. Ja fora da Africa, esses individuos
deram origem a pelo menos duas diferentes espécies, Homo neanderthalensis (Neandertais) e denisovanos, enquanto os que permaneceram
na Africa deram origem a uma variante que hoje se conhece como Homo sapiens (a nossa espécie), ha cerca de 200 mil anos.

A primeira onda de migragio do Homo sapiens para fora da Africa provavelmente ocorreu ha 120 mil anos, colonizando a regiio onde hoje
¢ Israel e Palestina. Uma segunda grande migragao, ha cerca de 50 mil anos, foi responsavel pela dispersao e colonizagao da espécie, dessa
vez por todo o planeta, substituindo, talvez por competicao, os demais hominineos - Homo neanderthalensis e denisovanos. Acredita-se que

neste processo houve hibridagao entre espécies, o que explicaria a presenca de tragos genéticos destas outras espécies no DNA de parte da

populagao atual.

O povoamento da América.
Qual a importancia do Brasil
nessa discussio?

O continente americano foi o wltimo a ser
habitado por humanos, sendo que, até entdo,
so6 ha evidéncias da ocorréncia de uma tunica
espécie, o Homo sapiens. A chegada
dos primeiros grupos humanos na Ameérica é
justamente um dos principais focos nas
pesquisas em Paleoantropologia no Brasil.
Até a década de 1970, a teoria vigente era a
de chegada desses primeiros grupos entre 11 a
13.000 anos atras, por meio do Estreito de
Bering, uma conexao terrestre entre a Sibéria
(Asia) e o Alasca (América do Norte), que
ficou exposta com a diminui¢do dos niveis
dos oceanos no ultimo periodo glacial. Essa
teoria foi reforcada a partir da década de
1930, com o encontro de sitios na regiao do
Novo Meéxico, nos Estados Unidos, onde
havia, associados a ossos de megafauna,
artefatos liticos apresentando uma cultura
especifica, chamada de Cultura Clovis (nome
da regidao onde se encontravam os registros).
Esses achados originaram a hipotese do
“Clovis-First”, que defendia a chegada
dos primeiros humanos por essa rota terrestre,
seguindo da Asia para a América do Norte,

O que é Evolugao?

Evolugdo é um processo natural que afeta todos os seres vivos. Para que ela ocorra,
necessariamente o organismo em questdo tem que se reproduzir, e seus descendentes tém que
herdar parte de suas caracteristicas, tais como aquelas relacionadas a morfologia, fisiologia e
comportamento. Portanto, pode ser definida como altera¢cdes nos organismos ao longo das
geracdes, com a sele¢cdo daquelas caracteristicas que melhor respondem ao ambiente, e serdo
passadas para a prole e firmadas na I} i fl iam a
adaptacdo e o processo reprodutivo estdo i prir predacdo e
conquista de habitat.

Um dos mecanismos que promove a evolugdo é a selecdo natural, quando os individuos melhor
adaptados a determinados fatores ambientais possuem uma maior probabilidade de
sobrevivéncia, chegando até a maturidade sexual, e deixando maior nimero de descendentes com
chances de alcancarem a fase adulta.

Assim, pode-se comparar a sele¢do natural com uma peneira, que permite a passagem de certos
elementos e retém outros: individuos que conseguem passar suas informacées genéticas para a
prole atravessam a peneira, enquanto os que ndo obtém sucesso sdo retidos. Ao longo do tempo,
as informacgdes que foram selecionadas pelo ambiente acabam se fixando na populacdo, e na
maioria das vezes sao as responsaveis pelo éxito dos individuos que foram selecionados. Em suma,
uma parcela cada vez maior da populagdo apresenta as caracteristicas que fizeram com que o
antepassado conseguisse passar pela “peneira” da selecdo natural. Logo, a sele¢do natural atua
sobre os individuos e, devido a ela, a populagdo evolui com base nos caracteres que se modificam
ao longo do tempo.

Os cientistas acompanham essas modificacdes por meio do estudo dos fésseis. Com esses
remanescentes é possivel acessar a histéria evolutiva de um grupo ao estudar as variagdes nas
caracteristicas morfolégicas de organismos relacionados, ou seja, de um mesmo grupo,
acompanhando seus fésseis ao longo das camadas sucessivas de rocha. As diferentes
caracteristicas morfoldgicas sao fixadas pela selecdo natural, de acordo com o ambiente em que
cada populacdo viveu.

O surgimento de uma nova espécie ocorre quando uma populacdo deixa de se reproduzir com as
outras, formando um grupo onde as caracteristicas selecionadas ficam restritas a ele. Essa
restricdo acontece porque ha algum tipo de isolamento reprodutivo, onde os membros de um
grupo so reproduzem dentro do mesmo. O isol to reprodutivo pode por causa de
barreiras geograficas, como a separagdo de continentes e aparecimento de rios, ou por diferengas
comportamentais, entre outras. Se um determinado grupo comec¢a a procurar comida apenas
durante o dia, enquanto outro grupo sé sai a procura de alimento durante a noite, pode ser que os
individuos destes grupos passem a ndo se encontrar mais para reproducdo; entdo eles passam a
ficar isolados reprodutivamente, e ha a possibilidade de que se formem duas espécies distintas,
pois estes passam a evoluir independentemente, ou seja, as caracteristicas que vao aparecendo e
se fixando em cada populagao sao diferentes.

Assim, outro conceito importante a ser entendido é o de linhagem, que consiste nos ramos da
arvore filogenética, e representam a diferenciagdo de um grupo em uma nova espécie, ou seja,
quando um grupo de individuos ndo se reproduz mais com a populagdo como um todo, mas
apenas com individuos do préprio grupo gerando uma nova espécie, surge uma nova linhagem.
Duas linhagens s3o ligadas por um descendente comum, daquela populacao inicial de onde a
espécie se diferenciou. Esse mesmo descendente pode ser comum a varias espécies, a medida em
que grupos dentro das populagées se isolam e divergem em sua jornada evolutiva.

Os fatores que i
ite a alin a

e posteriormente se dispersando pela América Central e por fim chegando a América do Sul.

Entretanto, nas ultimas décadas, novos sitios tdo ou mais antigos do que os de Clovis tém sido encontrados, especialmente na Ameérica do
Sul, levando a discussdes sobre novas possibilidades de rotas e de antiguidade de chegada dos primeiros humanos. Alguns dos
que revolucionaram tais discussoes foram os encontrados na regiao de Monte Verde, no Centro-Sul do Chile, com datagoes chegando a até
19.000 anos.

O Brasil também tem uma participa¢ao bastante importante nessas discussoes, ja que o territorio brasileiro abriga alguns dos mais antigos
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registros arqueoldgicos ja encontrados em todo o continente. E o caso da regido de Lagoa Santa (Minas Gerais), onde foi encontrada a
famosa Luzia e outros individuos do seu grupo, apresentando caracteristicas morfologicas que sugerem mais de um pulso de chegada de
grupos humanos no continente. No Nordeste do pais ha os Parques Nacionais Serra da Capivara e Serra das Confusdes, ambos no estado do
Piaui, com mais de 1.000 sitios, alguns chegando a até 25.000 anos, o que seriam entdo os vestigios mais antigos de grupos humanos no
continente americano. Além de sitios em outras localidades, como Santa Elina e Cidade de Pedra (Mato Grosso), Dourado, Sao Manuel e

Analandia (Sao Paulo) e tantos outros nas diversas regides do pais, ainda aguardando para serem descritos e estudados.
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APENDICE E

“Importancia dos museus, em conjunto com a educagédo formal, no ensino de Paleontologia™:
resumo apresentado no XI Simpdsio Brasileiro de Paleontologia de Vertebrados, no ano de
2017.

IMPORTANCIA DOS MUSEUS, EM CONJUNTO COM A
EDUCACAO FORMAL, NO ENSINO DE
PALEONTOLOGIA

IMPORTANCE OF MUSEUMS, IN CONJUNCTION WITH FORMAL EDUCATION, IN
THE TEACHING OF PALEONTOLOGY

THAIS S. CARVALHO; CAROLINA S. I. NASCIMENTO; PIETRA M. MICHELETTI; JORGE F. M. DE JESUS & MARCELO A. FERNANDES
Universidade Federal de S3o Carlos, Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, L io de P; e P: i ia (LPP), S3o Carlos, SP.
carvalhosilthais@gmail.com

"RODUCAO

Os museus 530 espagos de educagdo ndo-formal que estimulam a curiosidade
do publico por meio da realizagdo de palestras e exposicdes, além de
treinamentos na formacdo de professores (CASSAB, 2004). Muitas vezes JESPTS
apresentando convénio com universidades, eles atuam na difusdo entre a
populagdo do papel da Ciéncia e sua importdncia , incluindo os fundamentos da
Paleontologia e a importéncia da conservacdo do patrimdnio féssil (CASSAB,

2004)

ETODOLOGIA

Foi realizada na cidade de S3o Carlos-SP (Figura 1) uma coleta de dados no
Parque Ecologico de Sdo Carlos (Fig. 2), visando investigar a percep¢do do publico
visitante sobre assuntos relacionados a Paleontologia e Evolugdo. No total, 63

pessoas aceitaram participar do trabalho, dentre publico infanto-juvenil e seus

pais, assinando um termo de consentimento e anonimato.

A ferramenta escolhida foi um questiondrio estruturado, com questdes

objetivas e subjetivas, permitindo uma abordagem quali-quantitativa. Dentre as

SCUS CLUSA
perguntas elaboradas, havia aquelas relacionadas a termos especificos da 8 DISCUSSAO E CONCLUSAO
| Icnologia, j@ que Sdo Carlos conta com um “museu a céu aberto” com icnofésseis

Foi possivel notar entre os entrevistados o conhecimento de termos especificos
palhados pelas calgadas de toda a cidade (Fig. 3), e ha ainda um Museu de P : P

-ia e o . g aleoicnoldgicos (Grafico 1), os quais, em geral, sdo pouco trabalhados nos espacos formais
Ciéncias - Prof. Mdrio Tolentino - na regido central da cidade, com exposigdo fixa P 8 ' ) qus e P Pag

Bt = _ ; —" § de ensino. De acordo com os entrevistados, tais conceitos foram obtidos por meio ndo
de Paleontologia (Fig. 4), composta, em sua grande maioria, por registros

apenas da e formal (escolas, f 3 des formais de ensin: as
icnolgicos de Paleovertebrados e Paleoinvertebrados apenas da educacdo formal (escolas, faculdad outras instituicdes formais de ensino), m
também por outros meios, apontados nos questionarios (Grafico es, a utilizagdo
RESULT 0S de veiculos mididticos como principal fonte de informagGes cientificas acompanha uma
preocupagdo, jé que nem sempre sdo fontes confidveis e com informagbes adequadas.
Grafico 1. Porcentagem de entrevistados que definiu de forma J4 nas escolas, quando as aulas sdo desenvolvidas nos espagos ndo-formais e/ou em conjunto
parcial ou satisfatoria termos especificos de Paleontologia e
Evolugao. com estes, hd a ampliagdo das possibilidades de aprendizagem, proporcionando um ganho
de conhecimento, ja que os museus de ciéncias 2 m instigando os visitantes, e permitem
que estes atuem como sujeitos ativos, por meio do uso de tecnologias e ferramentas de

interacdo com as exposicdes, objetivando aumentar a percepcdo sobre o papel e a

importancia da ciéncia na sociedade.

REFERENCIAS

Grafico 2. Principais fontes de informacdo sobre termos
paleoicnolégicos apontadas pelos entrevistados.
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APENDICE F

Resumo “Confec¢do de materiais para acessibilidade da exposicao de Paleontologia do Museu
da Ciéncia ‘Prof. Mério Tolentino’, Sdo Carlos, SP”, apresentado no evento Paleo SP, no ano
de 2018.

CONFECGCAO DE MATERIAIS PARA ACESSIBILIDADE DA
EXPOSICAO DE PALEONTOLOGIA DO MUSEU DA
CIENCIA “PROF. MARIO TOLENTINO”, SAO CARLOS, SP

THAIS S. CARVALHO; CAROLINA S. |. NASCIMENTO; THANDARA JACOB; JORGE F. M. DE JESUS; MARCELO A. FERNANDES

Universidade Federal de Sao Carlos, Depar de Ecologia e i iva, Laboratorio de Paleoecologia e Paleoicnologia {LPP), Sdo Carlos, SP.
carvalhosilthais@gmail.com

INTRODUGCAOQ

RESULTADOS

Os muscus dc ciéncias instigam a aprendizagem, por permitirem que
os visitantes atuem como sujeitos ativos, tendo o objetivo de
aumentar a percep¢do do papel e da importincia da ciéncia na
sociedade. Considerando que quase 24% da populagdo brasileira
possui alguma deficiéncia, o trabalho com outros sentidos, além da
visdo, pode ser explorado por meio de uma “mediagdo
multissensorial”, tornando o processo de ensino-aprendizagem
condizente com a realidade da pessoa com deficiéncia. Na cidade de
Sdo Carlos, Sdo Paulo, foram confeccionados novos recursos
didaticos na exposi¢do de Paleontologia do Museu da Ciéncia “Prof.
Mdrio Tolentino”, com o objetivo de tornar acessivel a deficientes
visuais (pessoas cegas e com baixa visdo) a exposi¢do paleontoldgica
presente no Muscu.

PARANA

METODOLOGIA

No segundo semestre do ano de 2018, foram desenvolvidos novos
recursos diddticos de maneira a permitir ao pablico com deficiéncia - e

barvasde escala = 2 cm

visual, em especifico, pessoas cegas ¢ com baixa visdo, uma aproximagdo 3a 3b 3¢
com a exposicdo paleontolégica do Muscu de Ciéncia Prof. Mdrio
Tolentino (Sdo Carlos/Sdo Paulo). Alguns desses recursos preparados
foram placas em Braille, confeccionadas com o auxilio de uma maquina
para escrita em Braille, cedida pelo curso de Licenciatura em Educacdo
Especial da Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCar, as quais contém
informagdes como o nome do material em exposicao, seu contexto e sua
procedéncia; réplicas dos materiais da exposicio paleontolégica,
permitindo manuseio do material; lupas manuais para ampliacdo das
informagdes e dos materiais, como auxilio na leitura e visualizacdo dos
fosscis; lanternas de mdo, para mclhorar a iluminagdo do material
quando necessario. Além de estar em desenvolvimento a implementagao ) . %
FIGURAS: 1. Localizagéo da cidade de S&o Carlos, SP; 2.Museu da Ciéncia “Prof.

audio descri¢do de cada pega exposta, de maneira a disponibilizar mais  pario Tolentino”; 3a, 3b e 3c. Réplicas de parte do acervo paleontoldgico do referido

detalhes descritivos dos fésseis. Museu; 4. Maquina para escrita em Braille; 5. Lupa de m&o 800 mm para palavras e
objetos em exposigao.

LUPA 8OMM

DISCUSSAO E CONCLUSAOQ

Visto que museus sdo espagos que possuem uma grande importéancia sociocultural e que sdo relevantes para a divulgacao dos saberes cientificos
para toda a comunidade, a estruturacdo de exposi¢des museoldgicas deve ser planejada como um ambiente democratico, que valorize toda forma
de percepgdo e aquisigdo de conhecimento. Com a implementagdo dos novos recursos diddticos no Museu de Ciéncia Prof. Mario Tolentino,
permitiu-se uma maior aproximagcéio e integracao de pessoas com deficiéncia visual no contexto de um museu e da histéria contada por toda a
exposi¢io.
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APENDICE G

Proposta de pesquisa intitulada “X-ray synchrotron microtomography applied to analyze
microinclusions in coprolites”, submetida ao IMX (Linha de Luz de Microtomografia por
Raios-X), no CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais), na cidade de
Campinas, estado de Sao Paulo, Brasil.
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Description

Research proposal for application for beam time at LNLS

LN LS sk

X-ray synchrotron microtomography applied to analyze microinclusions in coprolites

1) Is this a continuation of a previous proposal?
No. It is a new proposal.

2) Scientific background.
Classical techniques of paleontological investigation are informative and accessible since require equipment available

in most laboratories and research institutions. However, there are some significant drawbacks. Fossils are some rare
materials, sometimes fragile and even the only specimen knows for an extinct organism. Therefore, the use of non-
invasive and non-destructive methods is of utmost importance in Paleontology to avoid damaged or even destroyed
the fossils (Tafforeau et al., 2006; Qvarnstrom et al., 2017; Voeten et al, 2018). Some recent examples of X-ray
microtomography use in paleontology studies are the fossilized hearts of Cretaceous fish Rhacolepis buccalis analyzed
by Maldanis et al. (2016); wing bones geometry of the extinct Archeopteryx demonstrating some flight characteristics
of the taxon (Voeten et al.,, 2018); and Qvarnstrom et al. (2017) investigating coprolites and inclusions that revealed
new palaeobiological data. Coprolites (fossilized feces) are important means of access information on trophic and
ecological ancient interactions, being considered by some authors as a small Lagerstitten reservoirs (sites with
exceptional fossils preservation) (Qvarnstrom et al,, 2017). It is possible to find structures difficult to preserve in
other environments, such as tissues, blood cells in capillaries (Chin et al,, 2003) and eggs of parasites (Dentzien-Dias
et al,, 2013). However, the classical techniques of analysis (e.g. optical and electronic microscopy) can lead to great
loss of information. Their preparation requires acids or other destructive substances as well as involve cutting and
macerating part of the samples. In this way, parts very informative but very delicate of the inclusions can be damaged
or permanently lost.

3) Expected results.
The samples for analyzes correspond to different geological periods, from the Permian to the Quaternary and various

paleontological sites of the Northeast and Southeast of Brazil. They have different animal groups origin, as
Mesossaurids, terrestrial and aquatic crocodilians, chelonians, and among the most recent samples (approximately
8.000 years B.P.) there are possibly Homo sapiens coprolites from ancient human populations. Analysis of the
microinclusions can even help to solve the coprolites producer based in their diets.

The chemical composition of the microinclusions are quite different of the matrix and since it is a non-destructive
technique, it is expected that the results obtained by X-ray microtomography provide innovative additional
information to those obtained by classical approaches. For instance, because it does not require previous preparation
with chemical substances or maceration, fragile microinclusions could be preserved, including those there are not
usually recovered because they are destroyed during preparation. Thus, it is possible that greater diversity could be
observed, and even additional information on morphology of the inclusions, including details that are important to
taxonomic identification. Whereas 3D images represent accurate information, it also allows the possibility of
quantitative analysis (Tafforeau et al., 2006), especially in cases that are several samples from the same locality
(Qvarnstrom et al., 2017), which is the case of this proposal in question. This set of data allows us to draw possible
paleoenvironmental scenarios, information about evolution of the organisms and palaeoecological interactions as
trophic relations, food web and circulation of parasites in the past.

Previous analysis of part of our team at IMX beamline with rocks containing fossil pollens, acritarches and
cyanobacteria showed that the absorption contrast and resolution obtained in this beamline can allow the
identification of different types of cells (figure 1).
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Description

Research proposal for application for beam time at LNLS

Figure 1. Pollen (A), possibly cyanobacteria (B)
and spore (C) identified by p-CT at IMX beamline
with a 5x objective. The 3D morphology and the
relative density of the structures (compared to
the silica matrix) can allow us to identify the
different specimens present in the rock in a non-
destructive way.

4) Previous characterization.

Some of the samples from the present proposal were previously analyzed by part of our team using light microscopy.
For such approaches, the samples needed to be prepared. It was removed 5g of each one and rehydrated using
aqueous solution of trisodium phosphate (Na3P0O4) 0.5% and hydrochloric acid (HCI) 10%. Slides were prepared with
these rehydrated samples and observed by light microscopy. Some inclusions (Figures 2A-2F) were found by these
method, as diatoms, starch grains, phytoliths, fungi and possible parasite eggs, some of them fragmented or with
modifications (e.g. corrosion) that may have occurred during the material preparation steps. The inclusions have
several sizes, from 20 to 100 pm or larger.
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Figure 2. Biological structures found in preliminary analyz?b’y optical microscopy in some cdprolites samples.
Unidentified starch (A); fragmented phytolith (B), diatoms (C-D) and sponge spicules (E); probable helminth egg (F).
5) Experimental method.

Fragments of at least 30 different coprolites will be analyzed. Fragments with a maximum size of 1.5mm of each
coprolite will be analyzed using lenses with a magnification of 10x, providing a resolution of approximately 0.82um
and field of 1.7mm. This resolution is appropriated to allow visualization of details of the microinclusions, including
the important ones for taxonomic identification. No prior preparation of the samples is required. We plan to work
with a pink beam to get the higher number of photons since our samples are relatively dense.
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6) Beam time requested justification.
According to the number of samples, it will be requested approximately four (4) days to perform the analysis.
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ANEXO A

Revista Por Dentro do CNPEM e entrevista concedida para o anuério de 2019, relatando os

trabalhos desenvolvidos no Doutorado.
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de raios X de amostras de fezes fosseis.

Carolina utilizou a linha de luz IMX para realizar microtomografias

Carolina used the IMX beamline to perform X-ray microtomographies of fossil stool samples.

Técnicas permitem ampliar conhecimento sobre megafauna brasileira
Techniques to expand knowledge on Brazilian megafauna

Carolina Santa Isabel Nascimento é estudante de
doutorado do Programa de Pés-gradua¢ao em Eco-
logia e Recursos Naturais (PPGERN) da Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar)

Um dos objetivos da pesquisa de Carolina é des-
cobrir habitos e comportamentos alimentares de
animais da megafauna brasileira, através da identifi-
cagdo direta ou indireta de restos de vegetais, 0ssos,
pelos ou parasitas. Para isso, ela estuda micro-inclu-
soes em fezes fossilizadas de animais (coprolitos), uti-
lizando amostras de diferentes sitios arqueolégicos e
paleontolégicos brasileiros. Segundo a pesquisadora,
as técnicas classicas de andlise desse tipo de material
sao destrutivas e contraindicadas para trabalhos com
amostras tdo raras quanto fésseis. O uso da microto-
mografia de raios X permite recuperar informacées
detalhadas sem danificar as amostras.

Ao longo de seus estudos, Carolina descobriu o po-
tencial do uso de técnicas de luz sincrotron em sua
area de pesquisa, e durante uma visita da Universi-
dade ao Centro pdde conhecer melhor as instala-
¢Oes laboratoriais do CNPEM e suas potencialidades.

m POR DENTRO DO CNPEM 2019

Carolina Santa Isabel Nascimento is a doctoral stu-
dent of the Postgraduate Program in Ecology and
Natural Resources (PPGERN) of the Federal Univer-
sity of Sdo Carlos (UFSCar)

One of the objectives of Carolina’s research is
to discover the eating habits and behaviors of Bra-
zilian megafauna animals through direct or indi-
rect identification of plant remains, bones, hairs or
parasites. For this, she studies micro-inclusions in
fossilized feces of animals (coprolites), using sam-
ples from different Brazilian archaeological and
paleontological sites. According to the researcher,
the classical techniques of analysis of this type of
material are destructive and contraindicated for
works with samples as rare as fossils. The use
of X-ray microtomography allows detailed infor-
mation recovery without damaging the samples.

During her studies, Carolina discovered the
potential of using synchrotron light techniques in
her area of research. After a University’s visit to the
Center she could better understand the facilities at
CNPEM and its potentialities.

¢ Muitas vezes,
em um sitio
paleontolégico,

nao encontramos

o esqueleto
do animal,
mas temos

evidéncias de
sua passagem
por aquele
territorio.
O coprolito é
uma dessas
evidéncias.»
“Often in a
paleontological
site we do not find
the skeleton of
the animal, but we
have evidence of
its passage through
that territory.
Coprolites are one
of such pieces
of evidence”

CAROLINA SANTA
ISABEL NASCIMENTO
Universidade Federal
de Sdo Carlos (UESCar)
Federal University
of Sdo Carlos (UFSCar)
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Marcelo Adorna Fernandes
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