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RESUMO

A paleoepidemiologia utiliza como fonte de estudo, remanescentes de corpos
humanos provenientes de série esquelética. Destas séries, sdo utilizados como
instrumento de estudo a analise de aparatos dentarios/dentes para melhor compreensao
da saude oral de povos pré-historicos, principalmente no que se refere a exposicédo
ambiente bioldgico, patdgenos, praticas alimentares e padrdes nutricionais. Estes fatores
contribuem para melhor compreensdo de aspectos culturais e ambientais para obter

resultados consistentes sobre modo de vida e saude das popula¢fes no passado.

Neste trabalho foram utilizados 19 dentes provenientes da série esquelética do
Sambaqui de Cabecuda, sitio arqueoldgico qual o povo que ali habitava possui uma
caracteristica singular, em comparacdo aos demais sitios estudados no que se refere a
salide oral: dentes com auséncia do processo cariogénico. E sabido que povos
sambaqueiros possuem uma alta exposicdo ao ambiente marinho, o qual, bactérias de
Vibrio sdo universalmente presentes. Estes cenarios, motivaram a presente pesquisa, 0
qual problematizou tal auséncia do processo cariogénico e levantou a hipotese da
possivel presenca de bactérias do tipo Vibrio de dgua salina na cavidade oral dos povos
de sambaquieiros, especialmente aqueles cujo estilo de vida fosse mais intimamente
relacionada a questdo do uso e exposicdo ao ambiente aquético litoraneo, expresso no
uso e consumo de materiais oriundos das lagunas e do mar. O presente trabalho,
objetivou de forma geral, investigar a presenca de vibriGes, pela documentacdo e
interpretacdo da morfologia dos microfosseis bacterianos encontrados nos célculos
dentérios provenientes de esqueletos humanos do sambaqui de Cabecuda.

A andlise dos microfésseis bacterianos, propés uma primeira interpretacao sobre
a constituicdo dos biofilmes que originaram os calculos dentérios e sua possivel relagdo

com a auséncia de caries dentarias naquele grupo pré-histérico.

Palavras-chave: paleoepidemiologia, carie dentéria, calculos dentarios, microfdsseis

bacterianos



ABSTRACT

The paleoepidemiology uses as a source of study, remains of human bodies from
skeletal series. Of these series are used as tool to study the analysis of dental
apparatuses / teeth for a better understanding of prehistoric oral health, especially with
regard to exposure biological environment, pathogens, food and nutritional practices
standards. These factors contribute to better understanding of cultural and
environmental aspects for consistent results on lifestyle and health of populations in the

past.

In this study was used 19 teeth from skeletal series of Sambaqui de Cabecguda,
archaeological site that has a unique feature compared to the other sites studied in
relation to oral health: teeth with lack of cariogenic process. It is known that
sambaqueiros groups have a high exposure to the marine environment, which, Vibrio
bacteria are universally present. This scenarios have motivated this research, which
problematized such absence of cariogenic process and hypothesized the possible
presence of bacteria Vibrio, type of saline water in the oral cavity of the sambaquis
groups, especially those whose lifestyle was more closely related to question of the use
and exposure to coastal aquatic environment, expressed in the use and consumption of
materials from the lagoons and the sea. This study aimed in general, investigate the
presence of Vibrio, the documentation and interpretation of the morphology of bacterial

microfossils found in dental calculus from human skeletons sambaqui of Cabecuda.

The analysis of bacterial microfossils, proposed an initial interpretation of the
constitution of biofilms that originated dental calculus and the possible relation with

absence of dental caries in that prehistoric group.

Keywords: paleoepidemiology, dental carie, dental calculus, bacterial microfossils
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I. INTRODUCAO

Paleopatologia é o estudo das doencas, disturbios fisiologicos e deficiéncias que
acometeram organismos vivos, podendo ajudar a reconstituir a vida humana no passado.
Esta disciplina comprovou que as doencas podem ser estudadas em humanos e animais
desde a mais remota antiguidade. As informagdes sobre as doencas sdo elementos
importantes para ajudar a pensar sobre o estilo de vida e historia dos grupos humanos do
passado. As informacGes contidas na biologia esquelética fornecem um conjunto Gnico
de evidéncias que auxiliam no diagndstico de doencas infecciosas e ndo infecciosas no
passado, podendo haver uma melhor interpretacdo do modo como a espécie humana se
adaptou as mudancgas que ocorriam no meio ambiente e como as varia¢des da cultura e
das sociedades ao longo do tempo e do espaco afetaram a salde humana
(ZUCKERMAN et al., 2012; BOLDSEN; MILNER, 2012; ORTNER, 2011;

MENDONCA DE SOUZA et al., 2003).

A analise das informacdes paleopatoldgicas em contexto populacional é de interesse
da paleoepidemiologia, que observa os sinais patolégicos em andlises de remanescentes
de corpos humanos provenientes de séries arqueoldgicas, a fim de reconstruir a
distribuicdo de espacial, temporal e social da saude e doenca em grupos do passado. Isto
é feito com base em modelos bioculturais e objetiva a distribuicdo de determinantes de
estados relacionados com a salude, em grupos especificos no passado (BOLDSEN;

MILNER, 2012; MENDONCA DE SOUZA et al., 2003; LARSEN, 1997).

Os dados de saude oral referentes a exposicdo ao ambiente bioldgico, patdgenos,
praticas alimentares e padrbées nutricionais também contribuem para a melhor

compreensdo de aspectos culturais e ambientais. A reconstru¢cdo do modo de vida em
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relacdo a salde oral vem sendo estudada em diferentes aspectos, sejam eles
relacionados a dieta alimentar de grupos arqueoldgicos, através da analise de
indicadores, enfocando processos dento-patolégicos, ou condigdes de processos
infecciosos dentarios ou periodontais, como por exemplo, a cérie dentaria (LUKACS,

1989; WESOLOWSKI et al, 2007; MENDONCA DE SOUZA, 1995).

A cérie dentéria € uma doencga infecciosa multicausal, que resulta da interacdo de
trés variaveis principais: bactérias, acucares e susceptibilidade do hospedeiro. Micro-
organismos tais como Streptococcus salivaris, Streptococcus mutans e lactobacilos,
estdo presentes na microbiota oral com outras espécies ndo cariogénicas. Alguns autores
postulam que a microbiota potencialmente cariogénica € composta de um numero de
bactérias acidogénicas e acidofilas que, em combinacdo diferente, pode causar caries
quando as condi¢cBes ambientais forem apropriadas para tal processo. Além de causar
doencas orais, tais como gengivite e periodontite, podem também causar doencas
sistémicas como problemas cardiovasculares (KLEINBERG, 2002; SOCRANSKY;

MANGANIELLO, 1971) tornando-se um importante problema de saude publica.

No Brasil, a maioria dos estudos paleoepidemiologicos de carie foram realizados em
amostras de sitios arqueoldgicos conhecidos como ‘“sambaqui”, que sdo sitios pré-
historicos, construidos intencionalmente por grupos de pescadores-coletores-cacadores
que viveram ao longo da costa brasileira. Os sitios arqueoldgicos deixados por tais
povos sdo encontrados com maior freqiiéncia no Sul e Sudeste do Brasil. Estes estdo
localizados geralmente em manguezais, perto de estuarios costeiros, lagoas, lagunas e
baias. O estilo de vida dos grupos que construiam os sambaquis 0s deixava expostos em
contato com uma ecologia peculiar, a ecologia dos ambientes costeiros onde é forte a

influéncia da agua salina. Eram populacGes especializadas na exploragcdo econémica de
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ambientes costeiros (GASPAR, 1994; GASPAR, 2004; GIANNINI et. al., 2010), onde
mesmo 0s povos da atualidade, apresentam superficies corporais colonizadas por micro-
organismos tipicos destes ambientes e sofrem as consequéncias da exposi¢cdo aos
mesmaos. Infeccdes cutaneas, diarréias, periostite, ente outros problemas, decorrem desta
condicdo, e estdo descritos para a Franca, Japdo e outros paises (MENDONCA DE

SOUZA, 1995).

Apesar de haver muitos estudos sobre saide dos dentes e da boca em sitios pré-
historicos, as linhas de investigacdo paleoepidemiol6gicas da carie geralmente buscam
evidéncias do uso de dietas mais ou menos favoraveis. As dietas mais favoraveis sdo
associadas geralmente com a domesticacdo e 0 aumento de ingestdo de carboidratos.
Entretanto sdo poucos o0s estudos que buscam verificar a presenca dos agentes
causadores da infeccdo crénicas, como forma de explicar as diferentes frequéncias de
caries no passado. As novas técnicas desenvolvidas nos Ultimos anos comecam a
permitir uma abordagem etiol6gica mais especifica. Uma delas é o estudo baseado na
biologia molecular (ADLER et al., 2013), e outro € a analise de microfosseis contidos

nos célculos dentarios, onde as bactérias podem ser diretamente visualizadas.

O presente estudo buscou um melhor entendimento da satde oral em um contexto
biocultural destas populacGes, visualizando por meio de microscopia eletrénica de
varredura os microfdsseis bacterianos existentes nos célculos dentéarios, fonte de
informacdo sobre a microbiota bacteriana oral destes grupos e seu potencial cariogénico,
a partir da hipétese de Mendongca de Souza (1995) sobre uma possivel ecologia

diferenciada e ndo favoravel a cérie.

Para tanto foram desenvolvidos alguns procedimentos para evidenciar 0s

microfdsseis bacterianos e propor sua caracterizacao inicial para explicar a auséncia de
13



carie no sambaqui de Cabecuda, situado em Laguna, Santa Catarina, Brasil, cuja
colecdo de esqueletos humanos chama atencdo pela auséncia da doenca carie em

milhares de dentes e centenas de individuos estudados.

A presente pesquisa problematizou a auséncia de carie neste grupo do sambaqui
de Cabecuda e questiona de hé na flora oral destes grupos bactérias ndo cariogénicas em

proporcédo que justifiqgue uma ecologia da boca diferenciada e ndo favoravel a carie?

Para tal questionamento, foi levantado como hipotese inicial que a auséncia de
carie no grupo do sambaqui de Cabecuda pode ser associada, com a presenca de

vibribes, que sdo bactérias ndo cariogénicas
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Os dentes humanos e sua anatomia: tecidos duros

A arcada dentaria humana se aproxima da forma de uma parébola. A direcdo e o
lado no qual os dentes estdo posicionados servem de referéncia para seu estudo, sendo o
lado esquerdo e direito, superiores e inferiores, anteriores e posteriores. Aos dentes séo
atribuidas as seguintes funcfes: mastigacdo (incisivo: cortar, caninos: dilacerar, pré-
molares e molares: triturar), fonagdo, estética e suporte facial (WARWICK;

WILLIAMS, 1979; HAM, 1967; BATH-BALOGH; FEHRENBACH, 2012).

A denticdo humana ¢é classificada como difiodonte, sendo caracterizada por duas

denticBes: primaria ou decidua, comumente conhecida como “de leite” ¢ secundario ou

permanente. (WARWICK; WILLIAMS, 1979, STEELE; BRAMBLETT, 2007).

H& vinte dentes normalmente na denticdo primaria, dez localizados na
mandibula (arcada inferior) e dez localizados no maxilar (arcada superior). Os dois
primeiros dentes de cada lado da linha média do maxilar e da mandibula sdo chamados
de incisivos centrais e proximos a eles estdo os incisivos laterais. Localizados mais para
tras da boca, estdo 0s caninos, e em posi¢do mais distal, ha dois dentes molares de cada
lado, nomeados de primeiro e segundo molar. Os dentes permanentes ou secundarios se
desenvolvem no apice e entre as raizes dos primarios. Na denti¢cdo secundaria hd em
média trinta e dois dentes, dezesseis localizados no maxilar e dezesseis localizados na
mandibula. S&o semelhantes aos dentes primarios, porém mais resistentes, e 0s dentes
frontais também sdo os incisivos laterais e centrais e caninos. Logo atras dos caninos se
encontram os pré-molares, formados em espacos que foram inicialmente ocupados pelos

molares primarios. Atras dos pré-molares existem trés dentes molares, chamados de
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primeiro, segundo e terceiro molar. O primeiro molar surge aos seis anos idade, o
segundo surge por volta dos doze anos de idade e o terceiro molar, também conhecido
como “dente do siso” surge mais tarde, geralmente aos dezoitos anos, embora possa ndo
se formar ou erupcionar (HAM, 1967; WARWICK; WILLIAMS, 1979; BATH-

BALOGH; FEHRENBACH, 2012)

A nomenclatura dentaria foi criada para distinguir e caracterizar os detalhes do
aparelho dentario. Quando descrevemos uma lesdo, a localizacdo pode ser descrita
pela superficie do dente que esta envolvida, e as classifica¢cdes mais usuais das faces
dentérias podem ser encontradas em Warwick e Williams (1979).

A raiz do dente é a porcdo do mesmo, que serve de fixacdo ou articulacdo, e fica
mergulhada nos alvéolos maxilares e mandibulares. Contém um forame apical, por onde
entram e saem vasos sanguineos e terminagdes nervosas, sendo mais longa que a coroa,
fato este que mantém o dente em equilibrio. Os dentes podem ser uni, bi ou tri-
radicular. As raizes possuem coloracdo amarelada e auséncia de brilho, sendo revestida
pelo cemento, que é um tecido conjuntivo calcificado, semelhante ao 0sso. Este
cemento da raiz € separado do alvéolo ésseo por um tecido mole, chamado de ligamento
periodontal, o qual possui como suas principais fun¢bes manter o dente suspenso em
seu alvéolo e prover informacdo sensitiva por meio dos pressorreceptores. Ha dois tipos
de cementos: acelular, o qual reveste a metade da parte coronal e ndo possui celula na
sua raiz, e cemento celular, o qual possui células. Ja a coroa dentaria é a porcéo visivel
do dente quando este estd implantado no seu alvéolo. Apresenta uma superficie lisa e
polida revestida pelo esmalte. Todas as coroas sdo construidas segundo um mesmo
plano arquiteténico (HAM, 1967, WARWICK; WILLIAMS, 1979, LANGMAN, 1970,

BATH-BALOGH; FEHRENBACH, 2012).
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O esmalte do dente se espalha gradualmente em direcdo ao colo, formando uma
cobertura em toda a coroa do dente. Sendo a estrutura mais dura e densamente
mineralizada do corpo humano, o esmalte contém 98% de sais organicos, estrutura
cristalina de hidrdxi-apatita, carbonato-apatita 2% a 4 % e matéria organica e agua. E
camada mais externa da superficie do dente e também a mais resistente sendo a Ultima a
se decompor no solo, sendo assim, o tecido mais preservado em sitios arqueologicos
(HAM, 1967; WARWICK; WILLIAMS, 1979; LANGMAN, 1970; BATH-BALOGH,;

FEHRENBACH, 2012).

A dentina constitui a maior parte do dente. E um tipo especial de tecido conjuntivo
calcificado e ndo é exposta a0 meio exterior. E organizada em ttibulos e canaliculos, que
desempenham papel importante na conducéo de estimulos através do dente. Contém
65% a 75 % de substancias minerais (material inorganico semelhante ao esmalte), 25%
de substancias organicas (proteinas do grupo dos colagenos) e 10% de agua. Relaciona-
se internamente com a polpa e externamente com o esmalte. Contém um canal central,
que é chamado de cavidade da polpa (preenchido por tecido situado no centro do dente,
onde se encontram 0S nervos e 0S vasos sanguineos). Dentro se encontram células de
tecido conjuntivo modificado chamado de odontoblastos, responsaveis pela formacéo da
pré-dentina que é depositada na camada dentaria interna. Com o tempo a pré-dentina se
calcifica e se transforma na dentina definitiva. Os odontoblastos persistem durante toda
a vida do dente. A dentina se diferencia em partes, tais como: dentina peritubular, que é
a mais mineralizada e a dentina intertubular. A regido adjacente a juncdo esmalte-
dentina € menos mineralizada que a dentina intertubular e é chamada de dentina do
manto, usada para se distinguir da restante que € a dentina circumpulpar. A dentina

produzida pelo dente, logo ap6s a erupcgéo é a dentina secundaria fisioldgica, podendo
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ser distinguida da primeira, dentina primaria, por uma subita mudanca na direcdo dos
tibulos da dentina (HAM, 1967; WARWICK; WILLIAMS, 1979; LANGMAN, 1970;

BATH-BALOGH; FEHRENBACH, 2012).
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2.2. Microbiota bacteriana e ecologia da cavidade oral

A cavidade oral € um ambiente Umido que é mantido a uma temperatura
relativamente constante (34°C a 36 ° C) e um pH proximos da neutralidade, na maioria
das areas e, portanto, suporta o crescimento de uma ampla variedade de micro-
organismos. O crescimento de microorganismos orais € influenciada por uma variedade
de fatores, tais como temperatura, pH (o pH é mantido proximo da neutralidade entre
6,7 a 7,3, pois 0s microrganismos geralmente ndo toleraram valores extremos de pH da
saliva), potencial de oxidacdo-reducdo, a disponibilidade de nutrientes e agua, a
anatomia de estruturas orais, fluxo salivar e substancias antimicrobianas (MARCOTTE;

LAVOIE, 1988).

A cavidade oral de seres humanos € habitada por diferentes espécies de bactérias, a
maioria das quais é necessaria para manter o equilibrio do ecossistema do ambiente oral
(MARSH, 2010). As bactérias acumulam-se tanto em tecidos orais duros quanto moles,

ou em biofilmes/placa dentaria. (GIBBONS; VAN HOUTE, 1975; MARSH, 2010).

Pouco é conhecido sobre a microbiota da cavidade oral saudavel (PASTER et al.,
2001). De acordo com Jorn et al. (2005), mais de 700 espécies ou filotipos de bactérias
tém sido detectados no interior da cavidade oral. Algumas dessas espécies sdo
consideradas comensais, 0 que é uma caracteristica positiva da nossa microbiota
saudavel, enquanto outras sdo consideradas patogénicas. A colonizacdo por bactérias
patogénicas é provavelmente dependente da interacdo destas e organismos comensais. A
presenca de diferentes micro-organismos na cavidade oral ajuda a compor um ambiente
ecoldgico, e a variacdo desta microbiota, ao longo da vida, relacionada aos hébitos e

tipos de exposicdo ocorridas, em funcdo da idade, susceptibilidade, contagios, etc.
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produz diferentes condi¢des que podem ser mais ou menos propicias a carie e outros

agravos nas estruturas anatdmicas da boca (JORN et al., 2005).

De acordo com Gibbons e Van Houte (1975), Marcotte e Lavoie (1998) e Marsh
(2009), diversos géneros de bactérias anaerdbicas e aerdbicas constituem os segmentos
da microbiota oral. Bacilos Gram-positivos, como Lactobacillus, (os principais sendo
,L.gasseri, L. ultunensis, L. salivarius, L.rhamnosus, L. caseli, L. crispatus, L. delbruecki
I, L. fermentume L. gallinarum) e Staphylococcus; bacilos Gram-negativos, como,
Leptotrichia, Corynebacterium, Actinomyces, Fusobacterium e Porphyromonas. Cocos
Gram-positivos, como, Peptostreptococcus, Rothia dentocariose e Streptococcus,
ocorrem, porém os predominantes sdo as espécies S. mitis, S. sanguis e S. salivarius.
Cocos Gram-negativos, como, Neisseria e Veillonella e mesmo espiroquetas como,
Treponema e Borrelia sdo presentes na area do sulco gengival. Outros elementos
descritos sdo os bastonetes Gram-negativos, principalmente os Bacteroides e Spirillum e
as leveduras da espécie Candida albicans. Os Enterococcus sdo frequentemente
presentes, porém, pouco numerosos. E Sims (1970) menciona que espécies de
Hemophilus, incluindo H. injiuenzae e H. parainjiuenzae, podem em média se
apresentar em mais de 107 organismos por mililitro de saliva. Por outro lado, a presenca
de vibrides, bastonetes Gram-negativos moveis, dotados de flagelos, na cavidade oral
ndo sdo totalmente conhecidas, sendo apresentada por alguns autores. Assim sendo,
estes micro-organismos podem, portanto, também ser pertencentes a microbiota
bacteriana oral (GIBBONS; VAN HOUTE, 1975; ROSEBURY, 1952; COOLRIDGE,
1946; SMITH 1930, LOESCHE, 1985) especialmente em situacdes de exposicdo a

algumas condigdes de ambiente e estilo de vida.
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Os vibrides sdo bactérias alongadas e curvas, medindo 0,5 pm x 1,5-3,0 pm
(BERGEY, 1975), que podem e colonizam a pele e membranas mucosas daqueles
individuos que tém contato frequente, por exemplo, com o0s ambientes e materiais de
aguas salinas. No caso dos vibrides de agua salina, podem ser ingeridos com alimentos
crus ou mal cozidos, causando diarréia e até mesmo reacbes do peridsteo, outras
manifestacdes infecciosas, tais como, otite, infeccBes cutaneas, tem sido associadas a
estas infeccdes, sendo transferidos para nosso corpo pelo contato com agua salina,
podem ser encontrados ocasionalmente ou permanentemente em tecidos humanos,
dependendo das condicdes de vida e interacGes com o0 meio ambiente.

(MENDONCA DE SOUZA, 1995). Tais tipos de bactérias sdo conhecidas e estudadas
largamente pela sua importancia epidemioldgica, e entre estas podem ser citadas o
Vibrio parahaemolyticus, espécie Gram-negativa, capsulada, que apresenta cepas
patogénicas e anteriormente ja respondeu por até 70% das infeccdes alimentares no
Japdo (BRAUDE; DAVIES; FIERER, 1986). Esta espécie pode ser facilmente destruida
pelo calor, porém podem contaminar alimentos ja cozidos pelo manuseamento ou

transferido para seres vivos e matérias pelos insetos, principalmente moscas.

A maior biomassa de bactérias da cavidade oral € encontrada nas superficies dos
dentes, em biofilmes e no dorso da lingua. As concentracdes de bactérias na regido do
palato sdo mais baixas geralmente de 5 a 25 bactérias por célula epitelial. As
concentracdes de bactérias presentes na saliva podem variar durante o dia (GIBBONS et
al. 1964) e cada bactéria possui uma caracteristica dentro da cavidade oral (GIBBONS
ET AL., 1964; GORDON; JONG, 1968; SOCRANSKY; MANGANIELLO, 1971). Por
exemplo, S. salivaris coloniza preferencialmente a superficie dorsal da lingua, enquanto

que S. sanguis e S. mutans tem os dentes como seu habitat preferido. S. mitis séo
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predominantes colonizadores da mucosa bucal, enquanto que, as espiroquetas e 0s
vibrides sdo principalmente colonizadores na area do sulco gengival. Lactobacilos estdo
associados principalmente em locais de retencdo, como pocos e fissuras oclusais (VAN
HOUTE et al. 1972). Além da colonizagdo das bactérias em diferentes locais,
primeiramente € necessario que ocorra a aderéncia das bactérias no ambiente oral. A
localizacdo preferencial dos diferentes tipos de bactérias associado ao seu potencial
cariogénico pode ajudar a explicar sua presenca nos célculos dentarios, o tipo de
distribuicdo de patologias associadas, e assim por diante (GIBBONS et al., 1964,

GORDON; JONG, 1968; SOCRANSKY; MANGANIELLO, 1971)

De acordo com Rosan et al. (1985), Taubman (1992) e Curtis et al. (2005), a
adesdo microbiana aos tecidos do hospedeiro é determinada pela interagdo de adesinas
bacterianas e receptores teciduais. A adesdo significa a fixacdo ativa de uma bactéria a
uma determinada superficie, que pode ser qualquer estrutura organica ou inorganica,
inclusive a superficie de outra bactéria, o que é chamado de co-agregacdo. Na adesdo as
bactérias podem se aderir a uma superficie mole, como a mucosa, ou a estrutura dura,
mineralizada do dente. As adesinas sdo macromoléculas ligantes encontradas na
superficie das bactérias, geralmente encontradas nas fibrilas ou nas fimbrias daquelas.
Na superficie dos tecidos do hospedeiro existem moléculas receptoras que reconhecem
as adesinas bacterianas e com elas interagem. Esta interacdo bioquimica forma pontes
de ligacdo, que sdo as bases da aderéncia bacteriana. As adesinas comumente
conhecidas sao as lectinas, que sdo adesinas proteicas que possuem afinidade especifica
por carboidratos, elas s6 se fixam nos tecidos (mucosa ou superficie dental) em cujas
superficies existam o carboidrato e as adesinas hidrofobicas. Existe um elevado grau de

especificidade na interacdo entre as adesinas e 0s receptores. Essa especificidade explica

22



por que diferentes espécies bacterianas, mesmo pertencentes a um mesmo género, tém
afinidades por diferentes estruturas da boca. Na aderéncia interbacteriana ou
coagregacdo, que é a responsavel por conferir volume a microbiota, uma bactéria pode
se fixar a superficie de outra bactéria da mesma espécie (coagregacdo homotipica) ou,

entdo, de espécies diferentes (coagregacao heterotipica).

Os Streptococcus predominam nas placas bacterianas da boca, formando pares
ou séries curtas quando presentes em meio solido, ou séries longas ou agrupadas,
quando presentes em caldo. Suas dimensdes variam de 0,75 um a 1,25 pum. Possuem
parede celular grossa e membrana simples. Sdo imoveis, ja que ndo possuem 6Orgdos de
locomocgdo como flagelos (ZHOU; LI, 2015). Estas bactérias tém sido encontradas,
tanto em superficies de coroa dentaria como radiculares, em individuos positivos ou
negativos em relacéo a ocorréncia de cérie (SCHIEE, 1994; NYVAD; KILIAN, 1990).
Os estudos revelaram que o inicio da colonizacdo pelos estreptococos se da
principalmente por trés espécies: Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e
Streptococcus sanguis. Os individuos ndo portadores de cérie dentaria sdo colonizados
em maior nimero por S. sanguis e com reduzido do nimero de S. mitis e S.mutans que
sdo micro-organimos que irdo colonizar em maior numero individuos que possuem
carie. Os numeros de S. oralis, por outro lado, sdo semelhantes tanto nos individuos que
possuem cérie, quanto os que nio possuem. E possivel distinguir as espécies através
parte da mucosa oral o qual colonizam (NYVAD; KILIAN, 1990).

A adesdo microbiana ocorre em etapas, e comeca pelo transporte de nutrientes e
matéria organica a superficie do dente, ocasido em que ocorre a formacdo de uma
camada de nutrientes. Em seguida ha adesdo dos micro-organismos a superficie do

dente e seu crescimento, favorecido pela pelicula nutridora e principalmente na presenga
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de carboidratos em abundancia. Ocorre intenso metabolismo no biofilme e ha liberacéo
de micro-organismos das superficies, o que favorece sua desmineralizacdo. A adesdo
microbiana pode ocorrer de duas distintas formas: reversivel e irreversivel. A primeira,
por atracdo instantanea de micro-organismos a superficie do dente. Esta fase envolve o
transporte inicial de uma bactéria a superficie do dente, mediada por processos quimicos
e fisicos da superficie dentaria que atraem ou repelem os micro-organismos, tais como a
forca de Van der Waals e a forca eletroestatica. A forma irreversivel envolve reagdes
bioldgicas especificas que promovem a aderéncia de micro-organismos (SCHEIE,
1994).

A maioria dos micro-organismos orais tem alta superficie de energia livre, 0 que
indica que eles aderem preferencialmente as superficies com alta energia livre como o
esmalte dentario (WEERKAMP et al., 1989). Teoricamente, diminuindo a superficie de
energia livre de dentes também se reduz a colonizacdo. A maioria dos micro-
organismos possui um vasto numero de adesinas que se pode ligar quimicamente a
receptores complementares que interagem na superficie (SCHIEI, 1994).

A técnica de fluorescéncia vital demonstra que o nimero de micro-organismos
viaveis é menor no inicio (quatro horas) da colonizacdo da superficie do dente do que
mais tarde (vinte e quatro horas depois), nas fases da formacéo da placa, provavelmente
devido a uma maior sensibilidade e acessibilidade para fatores antimicrobianos salivares
contra os primeiros colonizadores (WEIGER et al., 1993). Esta Gltima observacao apoia
a ideia de que, além de propriedades adesivas microbianas, as condi¢des ecologicas do
meio bucal favorecem a reproducéo das bactérias e tém impacto decisivo na formacao
da placa dentaria desde cedo (SCHEIE, 1994).

Em um estudo clinico realizado para a formacédo da placa dentéria pela adeséo e

crescimento microbiano ha o pressuposto quanto ao tempo necessario para atingir 108
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micro-organismos, para aderéncia, seriam quatro dias, mas apenas 12h se o processo
fosse de crescimento microbiano (ORSTAVIK, 1984). Contudo, outros autores
discutem estes pressupostos, pois tanto a importancia do crescimento, como o papel de
aderéncia podem ser superestimados. As diferencas na formacédo de placas tornam-se
evidentes durante a fase proliferativa 12h-24h, apoiando assim a importancia do
crescimento microbiano para a formacdo de placa dentaria e pela sua diversidade
composicdo (CRITCHLEY; BOWEN, 1970). Quando se considerar calculos dentarios
por outro lado, varios fatores sisttmicos afetam tanto a quantidade quanto a velocidade
de formacdo dos mesmos, em intervalo de 30 dias, individuos saudaveis podem formar
depdsitos minimos ou quantidades de calculo grandes, havendo diferentes fatores que

contribuem para este processo (ORSTAVIK, 1984).

Dickschat (2009) concluiu que a formacéo de biofilmes também pode ser suprimida
pela degradacdo enzimatica de moléculas AHL, ou pela interferéncia de metabolitos
secundarios de outras espécies bacterianas que interagem com os sistemas de deteccao
de “qudérum” de bactérias que se comunicam. Em seu trabalho, o autor apontou
bactérias do género Vibrio como sendo auto-indutores de formacdo de biofilme
bacteriano, ressaltando que o biofilme bacteriano € uma estrutura notavel em que micro-
organismos unicelulares organizam uma forma de vida multicelular. A arquitetura do
biofilme € construida principalmente a partir de polissacarideos extracelulares,
fornecendo a base estrutural para a melhoria do abastecimento de nutrientes e protecao
contra estresses ambientais. Em muitas bactérias a biossintese destes polissacarideos e
a formacéo de biofilme, é chamado de “quorum sensing”, o qual envolve moléculas
auto indutoras. Contudo, bactérias do género Vibrio s@o auto indutoras e também

suprimem a formacdo de biofilme. A autoinducdo ndo é apenas responsavel por
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formacdo biofilme, mas também para muitos outros processos tais como a expressao
fatores de viruléncia. O processamento intracelular de “quorum sensing” bacteriano
podem envolver de maneira importante o complexo de cascatas reguladoras das
moléculas auto indutoras, como para 0 género Vibrio, dando uma imagem clara de
como a expressédo de fatores de viruléncia e a formacao de biofilmes é regulada por auto

indutores dentro do género Vibrio (DICKSCHAT, 2009).

De acordo com Nunes et al. (2007), o “quorum sensing” pode dar propriedades
distintas ao biofilme. Possui potencial para influenciar a estrutura da comunidade,
estimulando o crescimento de espécies benéficas (ao biofilme) e inibindo o crescimento

de competidoras.
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2.3.  Célculos dentérios: relacbes com a formacéo de placas e a dieta

A formacdo de calculo dentério depende da formacéo de placa dentéria/biofilme,
sendo resultante da mineralizacdo ocasionada pela deposi¢do de sais de célcio e fosfato
no interior da matriz organica da placa (LAWIN-SCOTT; COSTERTON, 1995;
SCHIEE, 1994; KOLENBRANDER, 2000). A formacdo de calculo pode néo ter
relacdo direta com a formacdo de caries e outros processos infecciosos, ja que na
pratica, séries populacionais com grandes volumes de célculos e altas frequéncias dos
mesmos, podem ter indices muito baixos de carie dentaria. Alguns estudos
epidemioldgicos apontam que as propriedades fisicas dos alimentos, como adesividade
e solubilidade, podem influenciar o potencial cariogénico sendo alimentos mais
adesivos ou com tempos prolongados de permanéncia no ambiente oral mais
freqientemente relacionados a eventos severos de desenvolvimento de cérie
(CALDWELL, 1970; WHITE, 1975; KLEINBERG ET AL., 1981).

O conjunto diversificado de espécies de bactérias que colonizam a cavidade oral
e as suas intera¢bes permite a maturacdo da placa dentaria, e ajudam a determinar sua
posterior mineralizacdo, formando o célculo (SCHIEE, 1994; HILLSON, 1996;
KOLENBRANDER, 2000). Durante o complexo processo de adesdo, esta descrito que
as células bacterianas alteraram os seus fendtipos em resposta a proximidade de uma
superficie. Durante o primeiro estadgio de formagdo do calculo dentario, as bactérias
sésseis encontram-se em uma justaposicdo estavel com as células da mesma espécie e
com as de outras espécies. Diferentes bactérias presentes no calculo dentario respondem
as condicBes de microambiente especificas com diferentes padrdes de crescimento, e

este calculo se desenvolve gradualmente (FLETCHER, 1991; HAMILTON, 1987;
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LAWIN-SCOTT; COSTERTON, 1995; LAWRENCE; KORBER; CALDWELL,
1995).

O processo e a velocidade de formacéo do calculo dentério e sua velocidade se
dao de forma variada entre os humanos, contudo, a dieta parece ser um fator de grande
influéncia. Dietas menos ricas em actcar e com conteudo elevado de minerais, além de
habitos alimentares que ndo estimulam eventos multiplos de ingestdo, a0 manterem o
pH salivar alcalino, parecem estimular a precipitacdo de fosfato de calcio e assim
aumentam a formacdo de céalculo (GAARE; ROLLA, 1989). Alguns achados
epidemioldgicos sugerem que a populacdo masculina é mais acometida por célculos
dentarios do que a populacdo feminina e se apresentam em maior frequéncia em
individuos com idades mais avangadas (ANEROUD; LOE; BOYSER, 1991).

Os calculos dentarios extraidos de individuos atuais, quando examinados por
diferentes técnicas de amplificacdo de imagem permitem visualizar a diversidade de
microbiota que os constitui, além de mostrar sua intrincada arquitetura. Estes podem ser
diferenciados em calculo dentario supragengival e subgengival. O célculo supragengival
é o resultado dos depositos bacterianos nos dentes, que também sdo influenciados pela
secrecdo da glandula salivar e desta forma a maior quantidade de céalculo supragengival
é normalmente encontrada na superficie vestibular dos molares superiores adjacentes ao
ducto pardtideo e nas faces linguais dos incisivos inferiores adjacentes ao ducto
submandibular. O calculo subgengival é formado apicalmente & margem gengival e
normalmente ndo € visivel, sendo detectado com a exploracdo da sonda periodontal

(LOESCHE, 1994).

De acordo com Wilson (2001), do ponto de vista epidemiologico, existe forte

associacdo entre calculo dentario, carie e periodontites, mas ndo ha evidencias que
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implique o calculo dentario como causa primaria de carie, entretanto, o calculo possui
potencial para concentrar tanto toxinas, quanto nutrientes, e isto pode influenciar a
ecologia bacteriana ou o biofilme. O autor menciona que a remocéo tanto do calculo
subgengival, quanto dos depositos bacterianos subgengivais, permite manter um estado
de saude periodontal por longos periodos de tempo. N&o existem estudos ao longo prazo

que tenham avaliado os resultados da remog&o do célculo.

Em paleopatologia, os estudos sobre célculos dentérios sdo encontrados de
maneira fragmentada na literatura, porém, de uma perspectiva geral, os calculos
dentérios sdo relatados como abundantes, tanto quanto ao nimero de dentes como
quanto ao numero de individuos acometidos (MENDONCA DE SOUZA,
WESOLOWSKI; RODRIGUES-CARVALHO, 2006; LUKACS, 1989;
WESOLOWSKI, 2000; WESOLOWSKI, 2007; LARSEN, 1981, PREUS et al., 2011,
WARINNER et al., 2015).

De acordo com Preus et al. (2011), hd um crescente reconhecimento dos calculos
dentérios arqueoldgicos como fonte de informagfes importante sobre o tipo de dieta e
condicdo de saude oral em grupos pré-histéricos. Leigh (1925) realizou os primeiros
estudos com célculos dentérios arqueoldgicos, contudo, este tipo de estudo, comegou a
ganhar mais importancia no campo da arqueologia no inicio dos anos 1960 (ROWLES
et al., 1961; BROTHWELL, 1972; KLEPINGER et al., 1977). Ao longo dos anos,
calculos dentarios arqueoldgicos foram utilizados para correlacionar meétodos de
subsisténcias e tornou-se importante para analise de vestigios humanos (DOBNEY;
BROTHWELL, 1986; DOBNEY; BROTHWELL, 1988; LIEVERSE, 1999;

ARENSBURG, 1996; DOBNEY, 1994).
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O trabalho pioneiro de investigagdo microscopica de calculos dentarios
arqueoldgicos foi realizado por Dobney e Brothwell (1986), que revelou uma grande
diversidade de micro-organismos bem preservado e microfosseis alimentares no ambito
da saude bucal arqueoldgica. Pap et al. (1995), Vandermeersch et al. (1994), Arensburg
(1996), revelaram a presenca de microfdsseis bacterianos bem preservados em céalculos
dentarios de hominideos datados do periodo do Mioceno empregando microscopia
eletronica de varredura. Mais recentemente, foi realizada a primeira técnica de
investigacdo biomolecular para identificar patdégenos orais em calculos dentarios

(PREUS et al., 2011).
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2.4. Chérie dentéaria

Fejerskov (1997) postula que a cérie dentaria € uma doenca multifatorial. O
autor sugere que sem a presenca da placa, ndo é possivel o aparecimento de carie. Em
contraponto, a placa ndo chega a ser considerada fator determinante para a formacéao de
carie, sendo formacdo da placa na superficie do dente um fendmeno fisioldgico
determinado pela biodiversidade da cavidade bucal.

Oliveira Lima (2007) conceitua carie como um processo anormal. Este propde
que certos grupos antigos que viviam em condic¢des naturais ndo desenvolviam lesdo no
esmalte que pudesse ser considerada carie dentaria. Segundo o autor, mesmo
apresentando os elementos necessarios para desenvolver cérie, viveriam inseridos em
uma biodiversidade comandada pela natureza, mantendo equilibrio fisico-quimico do
ambiente da boca e pouco sujeito as caries, assim sendo a mudanca da forma natural
para a forma domesticada dos alimentos teria gerado um desequilibrio da biodiversidade
bucal, possibilitando o desenvolvimento de cérie dentéria. Esta interpretacdo néo
encontra total respaldo nos estudos de paleopatologia dentaria, ja que muitos grupos
antigos desenvolveram diferentes frequéncias desta lesdo. Entretanto, as mudancas
culturais, principalmente de dieta, seguramente trouxeram um aumento na prevaléncia
desta doenca, principalmente apds o advento da agricultura e depois da industrializacéo
de alimentos (LUKACS, 1989)

A carie dentaria é descrita como uma doenca multifatorial, infecciosa, onde
fatores como a anatomia da cavidade oral, a resisténcia dentaria, a composic¢éo da saliva
e a dieta sdo tdo importantes quanto a formacdo da placa bacteriana e os micro-
organismos que causam a doenga. A carie é resultado de um processo que aparece apos

algum tempo da presenca e da interacdo destes fatores (OLIVEIRA LIMA, 2007;
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PEREIRA et al., 2010). Os locais mais afetados costumam ser fissuras, fossulas, sulcos
e faces proximais, incluindo superficies radiculares (TANZER, 1995).

Existem duas abordagens tedricas distintas quanto ao agente microbiano
causador da doenca carie: 0s conceitos de agente espécie-especifico - complexo
Streptococcus mutans (LOESCHE, 1986); e, a de agente composto - microbiota
bacteriana acidogénica e aciddrica composta (KLEINBERG, 2002).

Na década de 40, a cérie dentaria foi considerada como uma doenca infecciosa e
transmissivel, mas os principais micro-organismos causadores deste tipo de doenca,
estreptococos e lactobacilos, sé foram identificados na década seguinte e 0s mecanismos
imunoldgicos da doenca sé foram identificados na década de 80, considerando-se o
devido impacto na Saude Pablica (PEREIRA et al., 2010).

A carie dentaria tem sido descrita como uma doenca cronica que progride
lentamente na maior parte dos individuos. Na auséncia de tratamento, ocorre uma
progressdo da lesdo, que é muitas vezes representada em uma escala linear que vai
desde a desmineralizacao até a destruicdo total do dente (FEJERSKOV et al., 2008). A
suscetibilidade a carie deve diferenciar entre a suscetibilidade do individuo como um
todo e a do proprio dente.

Do ponto de vista bioguimico, o processo de carie € muito complexo. Processos
metabolicos estdo constantemente ocorrendo na placa dentaria, como resultado de
atividade microbiana (NEWMAN et al., 1979). Muito embora o0 micro-organismo nédo
seja 0 unico a participar no desenvolvimento da lesdo (MARSH, 1994; NYVAD, 1993),
e somente a sua presenca ndo explique a variagdo nas caries, sua participacdo €
inquestionavel e indispensavel, j& que a lesdo de carie passa pelo metabolismo
bacteriano. Este metabolismo culmina com a formagdo de acido que promove a

desmineralizacdo do esmalte, desencadeando um processo fisiolégico (MANJI et al.,
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1991). Os fatores etioldgicos primarios para que ocorra a carie dentaria € a microbiota
da placa dental, os substratos originados da dieta e hospedeiro suscetivel (KEYES,
1960)

A Acidificacdo do biofilme, decorrente da fermentacao de diversos carboidratos,
inibe o crescimento de diversos micro-organismos. Mudancas na atividade bacteriana e
pH no biofilme, quando, por exemplo, ocorre 0 aumento de carboidratos ou reducéo da
depuracdo salivar podem mudar a atividade de cariogénese (METEE et al., 1993). De
acordo com Tadashi e Nyvad (2008), a placa dentaria representa um ecossistema
microbiano em que as bactérias ndo-mutans sdo 0s principais micro-oganismos
responsaveis pela manutencdo da estabilidade dindmica sobre a superficie do dente. O
acido microbial e a "baixa de pH ' desempenham um papel critico para desestabilizar a
homeostase da placa, facilitando a desmineralizacdo. Uma vez que o meio &cido foi
estabelecido, Streptococcus mutans e outras bactérias podem aumentar e promover o
desenvolvimento de lesGes, tendo um ambiente caracterizados por “perda de mineral”,
Assim, altas proporcdes de S. mutans e/ou outras bactérias aciddfilas podem ser
considerado biomarcadores de réapida progressdo da carie. Bactérias como 0s
Lactobacillus spp. ndo sdo capazes de se aderir e acumular em superficies higidas pouco
retentivas, mas aumentam em propor¢do em microbiotas ecoldgicas de alta
acidogenicidade assim como o S. mutans que possui afinidade pelo meio acido, logo, a
auséncia ou baixa de Lactobacillus spp. indica a baixa acidez e talvez um baixo risco de
cariogénese (LOESCHE, 1986).

A cavidade oral é essencialmente estéril no momento do parto, mas o
desenvolvimento da microbiota bacteriana bucal é relativamente rapido, assim sendo
durante as primeiras 24 horas de vida extra-uterina a boca é contaminada por varias

especies de bactérias até o surgimento dos dentes (SOCRANSKY; MANGANIELLO,
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1971). Logo ao nascimento as criangas adquirem uma série de micro-organismos que
vao compor a microbiota bucal, transmitidos através da saliva por individuos com os
quais as criangas vao manter contato, como pai e mde (GRONROOS et al., 1998;
KOHLER et al., 1983; LI et al., 1983) Os colonizadores iniciais das superficies dos
dentes constituem uma parte importante da microbiota oral, principalmente S. sanguinis,
S. oralis e S. mitis (NYVAD; KILIAN, 1987). Juntas, estas trés espécies de
estreptococos podem ser responsaveis por 56% do total da micromicrobiota inicial
(NYVAD; KILIAN, 1987). Contudo, Streptococus mutans corresponde a apenas 2%, ou
menos, da populacgdo inicial de estreptococos. A chance da colonizacdo por S. mutans s
aumenta com a erupcdo dos dentes, uma vez que esta espécie depende de superficies
que ndo descamam para se acumular na cavidade oral. Nas lesdes da cavidade da
dentina, Streptococus mutans estdo associadas com progressivas fases de carie
(NYVAD; KILIAN, 1990). Existe um fenémeno conhecido como “janela da
infectividade” que corresponde ao periodo em que as criangas entre 1,5 e 2,5 anos de
idade apresentam maior risco de aquisicdo de S. mutans (CAULFIELD et al., 1993).
N&do se sabe ao certo o que determina a ocorréncia desta janela de infectividade na
primeira infancia. Sabe-se que entre 19 a 32 meses ocorre a erup¢do dos molares
deciduos, os quais apresentam superficies oclusais retentivas. E sugerido que com a
erupcdo dos dentes molares com superficies retentivas virgens, possa favorecer a
colonizagdo por S. mutans (CAULFIELD et al., 1993; CAULFIELD et al., 2000). Esta
janela de infectividade sO fecharia porque, uma vez completa a erupgdo dentéria, e
estabelecida uma microbiota indigena comensal nas superficies recém-irrompidas, esta
microbiota atuaria como uma barreira ecologica competitiva para o estabelecimento de

S. mutans nas placas dentarias (CAULFIELD et al., 2000).
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A microbiota é composta por uma serie de bactérias acidogénicas e acidofilas,
entre as quais as mais conspicuas sdao o complexo de Streptococcus mutans,
lactobacilos, cepas acidogénicas e aciddricas de Neisseria sp., Bacteroidis sp.,
Actinomyces sp. e Streptococcus ndo-mutans, as quais em conjunto, e em associagdes
variadas, podem provocar carie quando as condicdes ecoldgicas da cavidade oral
favorecem (KLEINBERG, 2002).

Todavia, outro fator que também modula a presenca de cérie € a dieta. Dietas
ricas em acucares e prevaléncias altas de caries sdo eventos relacionados (NEWBURN,
1982). De acordo com Thylstrup & Fejerskov (1995) a cariogenicidade da dieta é
determinada pela presenca de acucares que servem de substrato para que oS micro-
organismos da cavidade bucal sintetizem polissacarideos extracelulares com um
importante papel na formacao da placa e, também, na producao de acidos organicos, que
promovem a desmineralizacdo do esmalte e podem desencadear o processo de carie.
Contudo, é importante lembrar que as bactérias do biofilme precisam se adaptar as
variacdes drasticas dos nutrientes disponiveis, como por exemplo, a ingestdo de acglcar
(AJDIC et al., 2002).

De acordo com Ditterich (2004) diversos pesquisadores tém apontado o aglcar
como principal fator dietético na etiologia da carie dentaria e consideram a carie uma
“doenca da civiliza¢do”, vinculada a ingestdo de alimentos processados. Para Sheiham
(1984) o0 aumento da carie esteve associado ao aumento no consumo do agucar, pois em
todos os paises nos quais a prevaléncia da carie aumentou, houve também o aumento no
consumo “per capita” desse produto. Todos os agucares comuns da dieta alimentar
(sacarose, glicose, frutose e lactose) s@o utilizados no metabolismo de energia de muitas
bactérias da placa, estando portanto sujeitos a serem fermentados por micro-organismos

(THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1995). Alimentos amilaceos, na medida em que o0s
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amidos séo carboidratos e permanecem frequentemente aderidos aos dentes e mucosas
favorecendo a formacdo de placas, também sdo apontados como cariogénicos
(MANDEL, 1995).

A suscetibilidade do individuo para o processo de desencadeamento de cérie
pode ser determinada por fatores extrinsecos, como o fluxo, composicdo e capacidade
tampédo da saliva para tamponar a acidez do meio ambiente dentro da boca; o grau de
mineralizacdo dos dentes; até mesmo as condi¢cBes como a estrutura sociocultural na
qual o individuo esta inserido, além de aspectos hereditarios e imunologicos
(OLIVEIRA LIMA, 2007)

De acordo com Marcotte e Lavoie (1988), em relacdo aos fatores imunoldgicos,
a imunoglobulina A salivar (SIgA), constitui o principal mecanismo de defesa
imunitario especifico na saliva, e pode desempenhar um papel importante na
homeostase da microbiota oral. Estes anticorpos que sdo reativos contra uma variedade
de bactérias, sdo detectaveis na saliva, podendo controlar a microbiota oral por reduzir a
aderéncia de bactérias a mucosa oral e dentes. A principal funcdo de anticorpos (SIgA)
parece ser a de limitar a aderéncia microbiana, bem como a penetracdo de antigenos
estranhos na mucosa (BRATTHALL; GIBBONS, 1964; JR MCGHEE et al.,
1992; MCNABB; TOMASI, 1981). Contudo, até 0 momento, os estudos que avaliaram
o papel da SIgA na ecologia microbiana da cavidade oral, deu resultados
contraditorios. Em experiéncias in vitro tém demonstrado que a SIgA podem inibir
( KILIAN et al., 1981; REINHOLDT; KILIAN, 1987 ) ou promover (KILIAN et al.,
1981; LILJEMARK et al., 1979) a adesdao de bactérias orais nos dentes. As
experiéncias com modelos animais mostraram que a presenca de IgA salivar induzido
contra Streptococcus mutans leva a uma redugdo na colonizacdo pela bactéria bem

como na prevencdo de caries (MICHALEK; CHILDERS, 1990). Os estudos mais
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recentes, no entanto, indicam que a imunidade ndo é mantida (RIVIERE et al.,
1992). Humanos deficientes em IgA parecem ser mais ou menos susceptiveis a cérie e

doencas periodontais (ROBERTSON et al., 1978; ROBERTSON et al., 1980).
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2.5.  Estudos sobre saude bucal em populagdes antigas

Segundo Hilson (1996), a analise das alteracfes e patologias das pecas dentarias
possibilita inferir aspectos de subsisténcia, estilo de vida e processo saude-doenca de
grupos humanos passados, cujo significado paleoepidemioldgico é de grande interesse
para a pré-historia. O aparato dentario interage com eventos da vida cotidiana dos
individuos, pois estdo envolvidos em procedimentos culturais estéticos e laborais, além
de atuar diretamente na alimentacdo. A preservacdo do esmalte dentério € favorecida
mesmo em condicdes relativamente diversas, nos sitios arqueologicos, e desse modo 0s
dentes sdo um material de grande interesse para estudo, e tem sido frequentemente
utilizados nas pesquisas paleopatoldgicas e paleoepidemioldgicas.

Os grupos pré-historicos do Velho Mundo vem sendo intensivamente estudados
ha longo tempo. Dentre eles um dos mais interessantes ¢ o chamado povo Natufiano,
por representar um grupo muito antigo do Oriente Proximo, um dos primeiros que
viveram a transicdo para a sedentarizagdo e a adogdo da agricultura como economia
basica na producédo de alimentos. Este grupo tem recebido uma atencédo especial, pois o
desenvolvimento da dieta neste periodo estd intimamente relacionado com o
desenvolvimento da producdo de alimentos (SILLEN, 1984). Consequentemente ao
estudo da dieta dos Natufianos e de outros povos pré-historicos, existem pesquisas

relacionadas a sua condicao de salde dentaria.

Smith (1972) comparou espécimes de Natufianos de trés locais diferentes,
Kebara , El Wad e Eynan, testando hipoteses relativas ao tipo de dieta e os métodos de
preparacdo dos alimentos destes grupos pré-histdricos, comparando as taxas de desgaste
nos dentes examinados. A autora observou que no sitio de Kebara a frequéncia de cérie,

doenca periodontal e desgaste dentario foram menores e considerou que as diferencas
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no contelido de vegetais da dieta entre os individuos recuperados era o principal fator da
diferenca observada entre os sitios. Hershkovitz et al. (2001), realizou uma analise
comparativa de dentes permanentes e deciduos de amostra do Pleistoceno Médio
buscando mais conhecimentos sobre a linhagem evolutiva humana, descobrindo
inclusive dentes com algumas afinidades morfoldgicas que remetem aos membros da

linhagem evolutiva Neandertal.

Eshed e Hershkovitz (2006) estudaram esqueletos da populagdo de cacadores-
coletores Natufianos (10.500-8.300 AC) e os esqueletos da populacdo Neolitica (8.300-
5500 AC) para avaliar os impactos das diferencas dos padrbes de dieta e de

subsisténcia através da analise de patologia dentaria.

Estes, como outros autores, observaram que a transicdo da caga e coleta para
uma economia produtora de alimentos ndo promoveu mudancas na saude dental, como
se acreditava anteriormente, contrariando a primeira sintese sobre a transi¢do para a
agricultura apresentada em Cohen & Armelagos (1984). As mudancas nas técnicas de
preparacdo de alimentos explicam grande parte da variacdo na condi¢do dentaria em
populacdes antes e depois da revolugdo agricola nagqueles povos Natufianos. Pesquisas
com material esquelético de diferentes origens do passado indicam que a frequéncia de
carie aumentou quando associada ao tipo de dieta decorrente do cultivo de alimentos,
em muitos casos, mas esta mudanca atingiu valores significativamente altos apos a
introducgdo de alimentos ricos em acucar livre. Este fato, no entanto, € muito recente e se
deu apenas apdés a revolucdo industrial, tal como outros fatos da transicdo
epidemioldgica (LARSEN, 1981; LUCAKS, 1989; LARSEN et al., 1990). Por esta
razdo, a frequéncia de lesBGes cariosas, ndo podem ser simplesmente indicativas de

sedentarismo ou domesticacdo (WESOLOWSKI, 2000).
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Em estudos recentes, Warinner et al. (2015), analisou estudos feitos em célculos
dentarios para caracterizar a microbiota oral antiga confirmando que este tipo de estudo
tem se mostrado um reservatéorio abundante de informacdes. Os calculos preservados
ndo s6 os vestigios do tipo de dieta, mas também os micro-organismos e seu estudo tem
se aprimorado. A autora lembra que a investigacdo da microbiota humana possui um
papel fundamental para o entendimento da salde e da doenca cronica, levantando
questdes sobre as mudancas na ecologia microbiana, sua diversidade e funcéo ao longo
do tempo. A autora também menciona que existe um vasto campo de possibilidades
futuras para a elucidacdo da relacdo evolutiva intima entre seres humanos e seus micro-

organismos.

No que se refere especificamente a cérie, Preus et al. (2011), realizaram uma
investigacdo em 1996, em célculos dentarios, objetivando identificar Steptoccoccus
mutans atraves da analise imuno-histoquimica. Em 2011, a preservacdo do DNA da
bactéria nos calculos dentarios foi confirmada por microscopia eletronica de
transmissdo marcada por ouro, sendo identificadas também diferentes espécies, tais
como, Steptoccoccus mutans, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces naeslundii,

Porphyromonas gingivalis, Streptococcus gorgonii.

No Brasil, diversas pesquisas (SALLES CUNHA, 1963; UCHOA, 1973;
MENDONCA DE SOUZA, 1995; RODRIGUES-CARVALHO, 1997; RODRIGUES-
CARVALHO; MENDONCA DE SOUZA, 1998; WESOLOWSKI, 2000; HAUBERT
et al., 2004; WESOLOWSKI, 2006; MENDONCA DE SOUZA; WESOLOWSKI;
RODRIGUES-CARVALHO, 2006; WESOLOWSKI et al., 2007; entre outros) trataram
do estudo da paleopatologia dentéria, em especial da céarie dentaria, em grupos pré-

historicos, tanto em séries esqueléticas de acampamentos litoraneos, quanto em séries
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oriundas de sambaquis tipicos. No ultimo estudo (WESOLOWSKI, 2007), feito com o
objetivo de recuperar e analisar micro-residuos vegetais retidos em célculos dentarios,
foram identificados os microfosseis bacterianos pela primeira vez em material

arqueoldgico estudado no Brasil.

Mendonca de Souza (1995) j& havia proposto que existem restrigdes quanto a
compreensdo do processo salde-doenca dos grupos pescadores-coletores-cagadores do
litoral brasileiro, sobretudo no que diz respeito a satde oral, por fatores limitantes, tais
como, a falta de informagdes sobre a totalidade dos componentes da dieta destes grupos.
Outro fator seria o reducionismo excessivo dos modelos paleopatolégicos, que
relacionavam estratégias de subsisténcia e estados fisiopatolégicos orais especificos.
Com o advento de novas possibilidades, como a producdo de dados sobre a dieta
(amido) e a microbiota oral em célculos dentarios, os estudos paleoepidemiol6gicos
sobre a cérie dentaria também ganharam novas perspectivas.

A intensiva ocupacdo do litoral por pescadores-coletores-cacadores
posteriormente foram substituidos por grupos horticultores e disseminacdo de alimentos
cultivados e ricos em carboidratos nos Gltimos anos sobre as popula¢des do passado do
Brasil, levam a hipdtese da ocorréncia também de uma transicdo na salde, a qual
significaria mudanca na patocenose, com possivel aumento das frequéncias de
indicadores inespecificos de estresse e patologias, como caries e infecgdes, tal como foi
sugerido em Cohen e Armelagos (1984), Goodman et al. (1984a, 1984b), Larsen (1981,
1984), e Larsen et al. (1990). Neste cenario o trabalho de investigacdo da saide dentaria
vem buscando comparar ao longo do tempo, considerando entre outros aspectos, esta
transicdo. Assumindo que o uso da ceramica seria um indicador da domesticacdo de

plantas, Wesolowski (2000) e Neves e Wesolowski (2002) analisaram alteragdes
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fisiopatoldgicas associadas com uso desta tecnologia, supondo que as frequéncias de
lesbes dentarias se apresentariam diferentes nos grupos sem ceramica quando
comparados aos com ceramica, assumindo que a presenca da tecnologia ceramica seria
um indicativo também de mudancas na dieta. Contudo, os resultados encontrados nédo
mostraram diferencas entre as séries esqueléticas oriundas de sitios litoraneas com
ceramica e aquelas provenientes de sitios sem ceramica, o que levou os autores a
confirmarem que a cerdmica, nestes casos, ndo significava que os grupos fossem
horticultores, ou usassem alimentos domesticados, a tal ponto de ter aumento em suas
frequéncias de carie. Mais tarde em sua tese de doutorado e trabalhos subsequentes
(WESOLOWSKI et al., 2007) a mesma autora e colaboradores provaram que a
associacdo de dieta com carie era valida, a partir de microrresiduos de alimentos
amilaceos encontrados nos célculos dentarios.

Entretanto, apesar da confirmacdo da presenca de frequéncias elevadas de caries
estivessem associadas a presenca e consumo de amidos, principalmente de um tipo
especial e muito adesivo aos dentes (inhame, Dioscorea sp.), observou-se no mesmo
trabalho (WESOLOWSKI et al. 2007) e em outros existentes na literatura, que a
frequéncia de caries podia variar em grupos onde se detectou amidos nos dentes,
confirmando tal como preconiza a literatura odontolégica que a carie depende de
diferentes fatores e circunstancias. Portanto, a presenga, mas principalmente a auséncia
de caries, tal como preconiza a literatura sobre os Natufianos e outros grupos, deveria
ser correlacionada ndo apenas aos alimentos, mas a presenca de outros fatores, sendo o
principal deles a biota e ecologia da cavidade oral.

Salles Cunha (1963) um autor pioneiro da paleopatologia dentéria no Brasil, ao
analisar 1329 dentes provenientes do sambaqui de Cabecuda, relatou a auséncia do

processo cariogénico em todos os dentes analisados, sendo este resultado confirmado
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posteriormente. Um novo cenario surgiu com estes resultados, pois s6 havia registros de
baixa frequiéncia de carie, sendo este o primeiro relato de um grupo livre de cérie da
pré-histéria do Brasil. Alguns anos mais tarde Mendonca de Souza (1995) levanta a
hipdtese da possivel presenca de bactérias do tipo vibriGes de agua salina na cavidade
oral dos povos de sambaquis, especialmente aqueles cujo estilo de vida fosse mais
intimamente relacionada a questdo do uso e exposicdo ao ambiente aquatico litoraneo,
expresso no uso e consumo de materiais oriundos das lagunas e do mar, tais bactérias
estdo naturalmente presentes.

Estudando os mesmos dentes, anos depois em sua dissertacdo de mestrado
Rodrigues-Carvalho (1997) confirmou no sambaqui de Cabecuda a auséncia de lesbes
cariosas e baixas ocorréncias dos outros processos dento-maxilares, exceto o célculo
dentario e o desgaste. A perda dentaria em vida foi observada principalmente em
homens, nos incisivos inferiores, sugerindo uma causa cultural como o uso de adorno
labial (RODRIGUES-CARVALHO; MENDONCA DE SOUZA, 2003) e a partir de
seus resultados as autoras sugerem uma alimentacdo uniforme para o grupo,
hipocaldrica e de baixo impacto na saide oral. As primeiras tentativas de identificacao
de amidos e célculos dentarios em no sambaqui de Cabecuda mostraram poucos amidos
domesticados, como o inhame e as batatas, sugerindo o uso predominante de alimentos
vegetais selvagens (comunicacdo pessoal, FIGUEIREDO, A.C. — dissertacdo de
mestrado em andamento em Saude Publica/ ENSP).

A auséncia de caries em uma série relativamente grande de dentes examinados
surpreende, sendo provavel que mesmo na auséncia de dieta fortemente cariogénica
outro fator deveria ser buscado para explicar os resultados. A hipdtese de uma ecologia
bucal ndo favoravel a carie, continua a ser considerada para estes grupos pré-historicos

brasileiros, motivando o presente estudo.
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2.6. Povos construtores de sambaqui: sitios arqueolégicos, cultura e ambiente

Acredita-se que o nome ‘“sambaqui”, dado a este tipo de sitio arqueoldgico
existente no Brasil, seja originado de uma palavra de origem Tupi, a qual significa
“amontado de conchas” (PROUS, 1993; GASPAR, 2004). Esta interpretacédo deriva do
fato de serem estes sitios constituidos por construcdes geralmente em forma de
morrotes, constituidas em grande parte por conchas, ou seja, carapacas de moluscos.
Estes sitios foram construidos intencionalmente por grupos de pescadores-coletores-
cacadores que habitaram parte do litoral brasileiro no periodo pré-colonial (GASPAR,
2004; GASPAR et al., 2008).

Assim sendo, sambaquis sdo sitios pré-historicos formados por amontoados de
conchas associadas com sedimentos, restos faunisticos e de vegetais, onde podem ser
encontrados objetos e artefatos, além de enterros humanos. Sdo encontrados em
diferentes partes do mundo. Com diferentes usos, formatos e datacbes recebem
denominagdo genéricas de “shell mounds” ou “shell middens”, além de termos
equivalentes em outras linguas, como por exemplo, “conchales” em espanhol. No
entanto, é no Brasil que se encontram as maiores concentracdes destes sitios
arqueoldgicos e também alguns dos maiores ja construidos. Neste territorio, por outro
lado, ha sitios construidos com conchas de diferentes tipos e em diferentes lugares, ao
longo do litoral e dos grandes rios. Mas o conjunto de sitios, mais tipicamente
conhecidos pela denominacdo sambaqui, € encontrado ao longo da estreita faixa
litordnea entre as regifes Sul e Sudeste do Brasil (GASPAR, 2004; GASPAR et al.,
2008).

Neles sdo encontrados vestigios de culturas pescadoras, coletoras e cagadoras que

viveram entre cerca de 8.000 e 1.500 anos atras. Utensilios, ferramentas, adornos, restos
44



alimentares, cinzas e carvdes de antigas fogueiras, além de sepultamentos humanos,
objetos que provavelmente foram usados para fins de rituais, além de vestigios de
antigas cabanas (ANDRADE LIMA, 2000), tem servido de base para a descri¢do de seu
estilo de vida, economia e cultura.

Em relacdo a origem destes sitios, no século XIX, os pesquisadores se dividiam
entre duas vertentes: “naturalista” e “artificialista”. A vertente “naturalista” apontava 0s
sambaquis como formacg6es naturais, resultantes do nivel marinho, como o recuo e
avanco do mar, acdo dos ventos sobre as conchas que teriam sido carreadas
passivamente formando os amontoados. Nesta perspectiva os sambaquis eram vistos
como “jazidas” naturais (KLOKLER, 2001). A vertente “artificialista” postulava a
influéncia antrépica na construcdo dos sambaquis. Junto a esta vertente, havia duas
concepcdes. A primeira consistia na ideia do sambaqui como local para acimulo néo-
intencional de lixo sendo associado a falta de cuidados dos grupos que habitavam locais
préximos, chegando a ser comparados aos sitios conhecidos como shell middens, que
sdo encontrados em outros paises, como, Dinamarca e os Estados Unidos. A segunda
era baseada na percep¢do do sambaqui como uma construcdo intencional, reflexo da
cultura e organizacdo social do sambaquieiros que além de construi-los voltados para
funcdes ritualisticas, os utilizavam como local de moradia. A medida que os estudos
sobre sambaquis avangavam, a vertente ‘“naturalista” se mostrou geologicamente
improvavel devido a forma de deposi¢édo antropica dos sedimentos que constituem estes
sitios, assumindo a vertente “artificialista” como a mais provavel. A partir dai observou-
se que desempenhavam diversas funcdes, como, local de enterramento dos individuos
que ali habitavam, local de moradia e descarte de restos alimentares (GASPAR, 2004;

GASPAR et al., 2008; GUIMARAES, 2003).
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Os grupos construtores de sambaquis possuiam atividades ritualisticas, e hoje
sabe-se que grande parte dos sambaquis ja escavados foram construidos para servir
como local de sepultamento dos individuos vivam aquele estilo de vida. De acordo com
alguns estudos feitos em sambaquis, os individuos podiam ser enterrados com adornos e
artefatos de uso cotidiano, persistindo nos sitios ldaminas de machados feitas de pedra,
pontas 0sseas, quebra-coquinho entre outros artefatos de pedra, adornos como colares
feitos de dentes de tubardes perfurados e outros animais, conchas, 0ssos de peixe, etc
(GASPAR, 1994).

Estes sitios possuem hoje formas e dimensdes variaveis que resultam de sua
construcdo, mas também de sua erosdo e uso posteriores, podendo ser semiesféricos,
conicos, alongados, arredondados ou achatados. No estado de Santa Catarina, Brasil, em
particular, estes sitios alcancam grandes dimens6es, podendo medir até mais de 30m de
altura por centenas de metros de extensdo. Construidos em &reas de manguezais, em
restingas, borda de lagunas, proximo de praias abrigadas e baia, estuarios de rios, em
muitos casos ficam expostos a inundacdes periddicas, ao efeito das marés e outras
influéncias das aguas salinas, ou as inundagdes provocadas pela alta pluviosidade dos
ambientes tropicais quentes e umidos onde se localizam, principalmente no verdo
(HEREDIA; BELTRAO, 1980).

A localizacdo destes sitios aponta para uma estratégia de subsisténcia. Em todo o
mundo ela esta associada a busca por locais que ofereciam alimentos abundantes e
constantes, marcando um ciclo em gque os grupos humanos passaram a buscar junto aos
grandes corpos de agua a sua fonte de subsisténcia. 1sso na Europa caracterizou o
chamado Mesolitico, quando os grupos humanos comecaram a fixar-se mais a terra e
mesmo sem ter adotado formas de producdo baseada na domesticacdo de plantas ou

animais, deixaram de ser tdo moveis. No Brasil os povos sambaquieiros encontravam
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neste ambiente litordneo uma oferta abundante e constante de proteinas na forma de
moluscos, peixes, mamiferos aquaticos e ainda diferentes tipos de caca (GASPAR,
2004, HEREDIA; BELTRAO, 1980; GIANNINI et al., 2010). Mas também
encontravam vegetais e outros recursos econdmicos importantes, e por esta razdo estes
grupos persistiram dominando o litoral do Brasil por milhares de anos, tal como refere
Gaspar (2004), verdadeiros “soberanos da costa”. A localizacdo dos sitios proximos a
corpos de agua salina oferecia alimento abundante, o que reforca a interpretacdo de que
o sambaqui poderia ser um local de moradia (TENORIO, 1999), embora raros sitios
mostrem evidéncia de habitacGes.

A fartura e a disponibilidade permanente de alimento, além de minimizar a
mobilidade destes grupos, reduzia também a necessidade de obtencdo de recursos
alternativos, favorecendo o sedentarismo independente da producdo de alimento
domesticado, como as horticulturas, e oferecia oportunidade para a formacéo de grupos
maiores (ANDRADE LIMA, 2000). Embora haja muitas diferencas entre os sambaquis,
sugerindo que ndo viviam todos exatamente da mesma maneira, em alguns parece que a
relacdo com as aguas salinas pode ter sido mais intensa (MENDONCA DE SOUZA,
1995). Por outro lado os ambientes litoraneos também tém suas diferencas, desde a
presenca de diferentes tipos de microbiota bacteriana nas aguas dos ambientes
especificos deve ter variado, tal como atualmente. Assim a exposi¢éo aos riscos a saude
representados pelos ambientes costeiros deve ter sido diferente para os diferentes
grupos, dependendo de época, de comportamentos culturalmente determinados, da
condigdo ecoldgica local, etc. Andrade Lima (1991), por exemplo, observa em seu
estudo sobre o sambaqui da Ilha do Algodao diferentes exploracfes de recursos pelos

grupos que construiram os diferentes sitios estudados pela autora.

47



Na revisdo de literatura verifica-se que 0s grupos de sambaquis sdo 0s mais bem
estudados no Brasil, pela boa preservacdo dos remanescentes esqueléticos e dentarios de
milhares de enterramentos humanos ja encontrados nestes sitios. Os estudos dentarios
foram numerosos e integrados com o seu estilo de vida e sua cultura, também
relacionado a exposicdo aos riscos ambientais proprios da regido costeira e de uma
atividade econémica totalmente voltada para o contato com as aguas salinas do mar e de
lagunas, onde vibrides seriam abundantes, podendo colonizar tecidos e 6rgdos humanos

pela exposicao cotidiana.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar a presenca de vibrides, pela documentacdo e interpretacdo da morfologia
dos microfésseis nos calculos dentarios provenientes de esqueletos humanos do
sambaqui de Cabecuda, e propor uma primeira interpretacdo sobre a constituicdo dos
biofilmes que originaram os calculos dentarios e sua possivel relacdo com a auséncia de

caries dentarias naquele grupo pré-historico.

3.2. Objetivos especificos

1) Testar e desenvolver técnicas de extracdo e documentacdo de microfosseis de
bactérias presentes em calculos dentarios arqueoldgicos;

2) Descrever os diferentes tipos de morfologias bacterianas presentes nos calculos
dentarios;

3) Correlacionar os provaveis tipos bacterianos com os descritos na literatura,
propondo uma classificacéo;

4) Correlacionar a classificacdo dos microfosseis com o contexto cultural e
ecologico dos povos sambaquieiros estudados;

5) Propor um modelo paleoepidemioldgico para explicar a auséncia de carie nos

individuos sepultados no sambaqui de Cabecuda;
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4. MATERIAL E METODOS

Foram analisados nesta pesquisa, dentes provenientes de individuos que foram
escavados no sambaqui de Cabecuda entre os anos de 1950 e 1951, pelo pesquisador
Luiz de Castro Faria, do Museu Nacional que ficou conhecido, como a primeira
escavacgdo cientifica oficialmente feita em um sambaqui brasileiro (CASTRO FARIA,
1955). O sambaqui de Cabecuda (3870 + 40AP, BETA 280004), foi um dos maiores do
Brasil, e quando foi escavado, apesar de j& se encontrar em parte destruido pela
atividade de mineracdo de conchas para fabricacdo de calcério, ainda media mais de
20m de altura ocupando cerca de 53.000 m2. Este sitio pré-historico localiza-se entre as
lagunas de Santo Antonio dos Anjos e Imarui, no municipio de Laguna, estado de Santa
Catarina, onde ainda resta parte de suas camadas mais antigas, estudadas por diferentes
projetos que vem sendo realizado pelo Museu Nacional/UFRJ e pela Universidade do

Sul de Santa Catarina/UNISUL.

A sua estrutura estratigrafica mostra camadas multiplas e alternada do topo para a
base do sitio, que consistem de uma mistura de conchas, 0ssos, carvdo e pequenos
blocos de granito (CASTRO FARIA, 1955). Centenas de enterros foram encontrados
em Cabecuda, tendo sido objeto de estudos e publicacdes (SALLES CUNHA, 1963;
MENDONCA DE SOUZA, 1995; RODRIGUES-CARVALHO, 2003). A principal e
mais antiga colecéo de esqueletos de Cabecuda se encontra no Museu Nacional, Rio de
Janeiro, sendo constituidos por uma serie antiga e outra mais recente, proveniente das
escavagoes dos ultimos 10 anos. Escavagdes posteriores permitiram a formacéo de uma

nova colecdo, a qual se encontra no Museu de Tubardo, Santa Catarina. O material

L AP: Antes do presente
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estudado na presente dissertacdo € proveniente do acervo mais antigo do Museu

Nacional/UFRJ.

O sitio é formado por conchas limpas de berbigdes, por lentes contendo 0ssos de
peixe, principalmente bagres e miraguaias (Tachysuridae e Scienidae), todos
provavelmente obtidos na laguna proxima ao sitio. Ossos de aves e de pequenos
mamiferos, carvdo e pequenos blocos de granito e diabasio eram também encontrados
no sitio Vestigios de fogo das antigas fogueiras e também de fogdes construidos com
pedras, mostrando espessas lentes de carvdo, sugeriram, na época, 0 uso daquele sitio

como local habitacdo (GASPAR, 2004; MENDONCA DE SOUZA, 1995).

Os estudos do sitio foram feitos nos ultimos anos por projetos que revisitam a
base, ainda preservada, retornando a escavar e obter novos dados por méetodos mais
modernos e novas datacBes, o que deve levar a mudancgas nas interpretacdes futuras
sobre o sitio (projetos pertencentes a UFRJ e UNISUL). Entretanto, o presente trabalho
estudara apenas o material das escavacOes pioneiras, ja que 0s materiais atuais podem
representar uma etapa diferente de ocupacdo, de diferente periodo e com diferente

condicdo de satde dentaria e patocenose (MENDONCA DE SOUZA, 1995).

Durante a década de 1960, a auséncia de cérie foi documentada em 1329 dentes
provenientes do sambaqui de Cabeguda assim como, em outros sambaquis, onde a baixa
frequéncia de carie tambem foi descrita. De acordo com Salles Cunha (1963), o baixo
indice de cérie seria explicado pela resisténcia natural dos dentes daqueles povos pre-

historicos costeiros a doenca.

Alguns anos mais tarde foi discutida a possivel relagdo entre a auséncia de cérie e

presenca universal de bactérias do género de Vibrio, vibrides de vida livre em agua
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salinas, tais bactérias colonizam a mucosa da boca dos individuos que viveram expostas
a agua salina, o que provavelmente podem ser encontrados universalmente em
superficies de objetos e seres que viviam em contatos com aquelas aguas, cujo estilo de
vida nos sambaquis, 0s expusessem a esta ecologia peculiar, tal como argumenta
Mendonga de Souza (1995): “A existéncia de patdgenos , cuja especificidade pode ser
atribuida a esse tipo de ambiente e estilo de vida , atenderia melhor a necessidade de
formulacdo de um modelo explicativo para o observado, e essa condi¢do é dada pela
patogenicidade dos vibrides de aguas salinas, presentes universalmente. Micro-
organismos desse tipo, tais como o Vibrio parahaemoliticus, estariam presentes
amplamente no ambiente em que viveram 0s grupos sambaquieiros, causando além de
gastroenterites severas, otites, infec¢fes cutaneas ulceradas e até septicemias letais. A
presenca desses patdgenos, no cotidiano dos sambaquis, certamente poderia explicar o
desenho patocendtico encontrado e representar o fator de estresse mais significativo

para esses grupos’.

O material esta listado no Livro de Tombo do Setor de Antropologia Bioldgica
do Museu Nacional da Quinta da Boa Vista. Ali foi possivel confirmar a distribuicdo
estratigrafica dos achados, com base nos registros dos esqueletos feito durante a
escavacdo. Esta listagem confirma que os sepultamentos foram encontrados em
praticamente todos os niveis escavados (MENDONCA DE SOUZA, 1995). De acordo
com Castro Faria (1955), existe uma diferenga na concentracdo dos sepultamentos o que
correspondem a uma transi¢cdo na ocupacdo humana deste sitio, a qual implicou em

praticas culturais diferentes.
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Figura 1: vista do sambaqui de Cabecuda com setas indicando o local de escavacao
realizada em 1950/1951 (CASTRO FARIA, 1955).

A colecdo de esqueletos humanos que constitui o acervo do sambaqui de
Cabecuda foi estimada em um minimo de 162 individuos adultos e 83 jovens e criancas,
em diferentes condic¢des de preservacdo (MENDONCA DE SOUZA, 1991). Do total de
esqueletos, no acervo do Museu Nacional existem 73 nimeros de tombo com dentes,

uns contendo cranio e mandibula vinculados e outros contendo dentes avulsos.

Os critérios de inclusdo dos individuos para amostras para o estudo foram: 1) a
presenca de calculos dentarios de tamanho minimo (pelo menos 0,00109) e localizacdo
que permitissem a remocdo para o estudo; 2) dentes permanentes; 3) a procedéncia

confirmada do material pelo registro no Livro de Tombo;

Foram selecionados 19 diferentes dentes permanentes, 13 dentes ndo articulados

e 6 dentes articulados. Como a perda de dentes incisivos & maior em vida
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(RODRIGUES-CARVALHO; MENDONCA DE SOUZA, 2003.), foi acordado que
para esta pesquisa fossem escolhidos preferencialmente os dentes molares, pois sofrem
menos perda em vida nesta série pré-historica e também apresentam maior volume de

calculos, pela proximidade dos dutos de glandulas salivares.

Inicialmente foram lidos os arquivos do Livro de Tombo, onde a colecdo
escolhida para estudo estd registrada. Tratando-se de uma grande cole¢do e sendo o
tempo disponivel para estudo curto foi proposta a utilizacdo de um conjunto reduzido
para esta tentativa pioneira da documentacdo de bactérias em calculos dentéarios do

Brasil.

Apds exame dos exemplares da colecdo pré-selecionados, e a vista desarmada,
foram escolhidos os dentes seguindo tais procedimentos: 1) documentacdo e registro
dos exemplares 2) exame e higienizagdo do calculo “in situ”; 3) remocdo do célculo
dentario; 4) exposicdo dos microfdsseis; 5) microscopia eletrdnica de varredura; 6)

caracteristica e identificacdo dos microfdsseis e sua interpretagdo;

A dificuldade de acesso aos materiais e o carater experimental da metodologia
justificaram a escolha preferencial para o presente estudo de dentes ja avulsionados, o
que causaria menor impacto sobre a colecdo. Para esta decisdo levamos em conta o
carater destrutivo da anéalise, uma vez que os calculos seriam retirados e desagregados,

ndo retornando ao museu.

FASE 1 - DOCUMENTACAO E REGISTRO DOS EXEMPLARES

Apos a selecdo dos exemplares, cujos dentes estavam ou ndo articulados, 0s
mesmos foram detalhadamente documentados por meio de fichas descritivas (apéndice),
onde constaram as informacdes referentes ao exemplar e ao dente. Para este fim foram
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elaboradas fichas para o registro grafico dos calculos, indicando inclusive a area do qual
haviam sido removidas. Nestas fichas foram também incluidas as informacGes que
permitiam identificar exemplares, sua localizacdo arqueoldgica e quando articulado,
informacao sobre o cranio e a mandibula. Foram também registradas caracteristicas da
superficie dos dentes utilizados no estudo, e dos calculos antes e depois da higienizacao.
Finalmente foram registradas as referéncias para controle das fotografias obtidas em

arquivo digital apropriado.

Os dentes escolhidos para a retirada de amostras de calculos foram identificados
e descritos. O exame de todos os exemplares foi feito em condi¢cdo de iluminagéo
artificial semelhante, respeitando periodos de observacdo com intervalos de descanso
para reduzir o erro intra-observador. Foram fotografados com a camera digital Nikon
D90 18-105mm. Foi feito a documentacdo do conjunto 6sseo (cranio/mandibula)

guando existente antes da remocao do dente e do calculo, para cada individuo analisado.

FASE 2 - EXAME E HIGIENIZACAO DO CALCULO “IN SITU”

O calculo foi examinado, documentado e descrito antes de ser removido, tanto
no dente articulado, como no dente avulsionado. Fotografias obtidas com lupa digital
Avantgarde® com aumento de 50x foram usadas para caracterizacdo da superficie

externa do calculo e o do dente.

A superficie do dente e do célculo a ser removido foi higienizado com auxilio de
escova interdental Colgate®, sendo aplicada apenas &gua destilada para remocéo de
residuos de solo, cinzas e carvado aderidos. O procedimento foi cuidado para ndo haver
desprendimento do céalculo dentério.
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O exame da superficie, com lupa e a vista desarmada foi repetido apds

higienizacao da superficie dos calculos, e antes de sua remogé&o.

FASE 3 - REMOCAO DO CALCULO

Foram removidos da mesma forma os calculos dos dentes articulados e
avulsionados. A remocao do calculo foi feita sem sua retirada do alvéolo, preservando a
peca, como o preconizado por Wesolowski (2007), com auxilio de uma cureta
odontoldgica, sendo o calculo desprendido com ligeira pressdo na base do calculo entre

araiz e a coroa do dente, tendo o dente ou a arcada dentaria sob uma placa de petri.

Uma vez removidos os célculos, ou fragmentos recolhidos na placa de petri,
foram novamente examinados, sendo identificada a superficie que se encontrava em
contato com o esmalte dentério. Esta superficie também foi e fotografada com a lupa
digital, ndo havendo necessidade de higienizé-lo. O calculo foi entdo pesado em balanca
digital SPLABOR e guardado em Eppendorf de 2ml, contendo informagdes do material

que sera preservado para analise.

O fragmento de célculo de cada individuo foi particionada, tendo em vista seu

uso para outros estudos em andamento, ou a revisdo do presente estudo.

FASE 4 - EXPOSICAO DOS MICROFOSSEIS

A primeira técnica testada para liberacdo dos microfésseis para exame foi
baseada na desagregagdo mecénica por meio do ultrassom. Esta técnica foi proposta

baseada em outros experimentos do laboratorio de Paleoparasitologia e visava liberar
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sem uso de dissolu¢do quimica os menores componentes do calculo, que possuia
microfdésseis de bactérias. Uma vez desagregado e liberado em meio aquoso, 0s
microresiduos e fdsseis poderiam ser concentrados sobre superficie padronizada e
depois levados ao microscopio de varredura (MEV), sendo visualizados, descritos e
documentados. Os primeiros testes realizados, no entanto, mostraram ser os calculos
dentarios de Cabecuda de muito dificil desagregacdo, principalmente por serem

mineralizados e muito resistentes a este processo fisico.

A dissolucdo do célculo, tal como realizado por estudo de outros tipos de
microfosseis, como resto vegetais (Wesolowski, 2007), ndo pode ser empregado neste
caso porque ao contrario daqueles, os microfosseis bacterianos estdo mineralizados

sendo desfeitos quando expostos ao acido.

Diante da impossibilidade de desagregar os calculos por ultrassom, foi
reutilizada uma técnica alternativa, sendo os célculo fragmentados e as superficies de

fratura examinadas diretamente apos montados nos “stubs” apropriados.

Apesar da limitacdo decorrente desta abordagem, ela permitiu uma pioneira
documentacdo de molde e microfosseis em diferentes superficies dos calculos

examinados.

FASE 5 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os fragmentos desagregados de calculo dentario foram montados sobre fita de
carbono (Ted Pella Inc) e preso aos stubs, sendo em seguida mineralizados, ou seja,
revestidas com ouro. As preparacdes foram entdo levadas aos microscopios eletronicos

de varredura Quanta 250 (FEI company) e Zeiss EVO MA10 operado a alto vacuo
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(10kv). Foram utilizados dois microscopios eletronicos diferentes no periodo de
realizacéo do trabalho, pois houve complicages com microscopio Zeiss EVO MAL0, o
qual foi orginalmente utilizado para a pesquisa, passando desta maneira a ser utilizado o
microscopio Quanta 250 (FEI company). Em ambos os microscopios foram realizadas
imagens com magnitudes diferenciadas, pois cada material necessitava um aumento
diferente para que fosse melhor visualizado. O trabalho foi realizado no Laboratério de
Ultraestrutura Celular Herta Mayer, Instituto de Biofisica Carlos Chagas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, que mantém cooperacdo com o Laboratério de
Paleoparasitologia da ENSP. A preparacdo e a as fotografias foram realizadas pela
técnica Rachel Rachid da equipe do Dr. Wanderley Souza, sendo acompanhada pela

autora.

FASE 6 — CARACTERISTICA E IDENTIFICACAO DOS MICROFOSSEIS E

SUA INTERPRETACAO

Os microfosseis bacterianos foram caracterizados nas imagens, levando em
conta as medidas padrdo de largura/comprimento para bastonetes, e diametro maximo
para cocos, passando a ser comparados com a morfologia das bactérias modernas,

seguindo a referéncia de literatura proposta por Bergey (1975) e por Zhou e Li, (2015).

Os tipos de morfologias identificadas permitiram discutir a possivel presenca de
vibrides e outras bactérias nos calculos examinados. Os resultados foram
correlacionados com a literatura atual em relacdo os achados em célculos dentarios,
sobre a microbiota de placas e biofilmes da cavidade oral, e também eram levados em

conta trabalhos publicados sobre patologia dentaria.

58



As cavidades microbianas e microfosseis bacterianos, em cada exemplar, foram
contabilizados da seguinte maneira: foi selecionada a foto de microscopia eletronica de
varredura, que melhor representasse o célculo dentario. Esta foi dividida em quatro
quadrantes e cada quadrante foi contabilizado pelo menos 3 vezes, em periodos
espacados, para minimizar o Vviés intra-observador e em seguida, somada as contagens e
realizada a média das mesmas. As cavidades foram identificadas apenas quando a

quebra era longitudinal permitindo confirmar que se tratava de bastonetes.

Foi realizada a planimetria das imagens, com a finalidade de obter a densidade
de bactérias existentes por umz2. A técnica se baseou principalmente em calcular a area
total da imagem, utilizando a unidade de medida relatada nas fotos (um), algumas
imagens tiveram partes excluidas no momento do célculo da é&rea, pois estes
correspondiam a fragdes que ndo havia fragmentos de calculo dentério. Ap6s obter a
area total de cada imagem, estes nimeros foram utilizados como denominadores para
calcular o total de bactérias em cada superficie fotografada. Como numerador, foi

utilizada a soma total das cavidades e bactérias existentes, conforme a seguinte formula:

Densidade = 0° de microfosseis de bactérias+cavidades

area total da imagem (pm?)

O resultado foi discutido a luz de modelos atuais sobre a formacéo dos calculos,

a cariogénese e a luz do contexto conhecido para o grupo pré-histérico.
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5. RESULTADOS

O total de exemplares analisados foi de 13 dentes ndo articulados e 6 dentes
provenientes de cranio e/ou mandibula ainda preservado. Os exemplares estudados
apresentaram sua posi¢do no sitio arqueoldgico, variando de 1,50m-1,75m a 6,00m-
6,25m, sendo provenientes de diferentes quadras. As diferentes profundidades indicam
que os esqueletos haviam sido sepultados em dois diferentes conjuntos de uso do
cemitério, mas em ambos se observa a auséncia de cérie, indicando que ambos

provavelmente estiveram sob a mesma condicdo paleoepidemioldgica.

Na totalidade do estudo, foram utilizados preferencialmente dentes molares, pois
com a excecdo de um exemplar, cujo dente onde havia maior formacdo do calculo
dentario, era o canino. Os dados que caracterizam os exemplares estudados podem ser

visualizados na tabela 1.
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Tabela 1: Identificacdo, localizacdo espacial e estratigrafica, e caracteristicas dos dentes
escolhidos e peso dos calculos humanos estudados para o sambaqui de Cabecuda.

NuUmero do Quadra Nivel Avulso Tipo de dente Peso do
exemplar estratigrafico sim/nédo célculo
1673 11 B(A) 2,50m-2,75m Néo Molar Inferior Esquerdo 0,0020g
1674 11 B(C) 2,50m-2,75m Nao Molar Inferior Esquerdo 0,0030g
1675 I-A 2,00m-2,25m Sim Molar Inferior Esquerdo 0,0050g
1691 ni-F 4,00m-4,25m Sim Molar Superior Direito 0,0033g
1701 IV-D 2,25m-2,50m Néo Canino Superior Esquerdo  0,0028g
1729 V-A 1,50m-1,75m N&o Molar Inferior Direito 0,0018g
1738 VII-A 2,25m-2,50m Néo Molar Inferior Esquerdo  0,0029g
1743 IV-F 4,00m-4,75m Sim Molar Superior Direito 0,0024g
1744 V-VII-VIII  2,50m-2,75m Sim Molar Superior Direito 0,0031g
1753 S/ S/ Sim Molar Superior Direito 0,0019g
1771 VI-F 5,20m Sim Molar Superior Direito 0,0010g
1778 VII-H 6,00m-6,25m Sim Molar Superior Direito 0,00169
1793 S/ S/ Sim Molar Superior Direito 0,0012g
1796 S/l S/ Sim Molar Superior Esquerdo  0,0016g
1916 S/ S/ Sim Molar Superior Direito 0,0021g
1918 S/l S/l Sim Molar Inferior Direito 0,0041g
1920 VII-G 6,00m-6,25m Sim Molar Inferior Direito 0,00169
1924 B 2,00m-2,75m Sim Molar Superior Esquerdo  0,0023g
1942 S/ S/ Sim Molar Inferior Esquerdo  0,0028g

Legenda: S/l — Sem Indicagéo
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A microscopia eletrébnica de varredura (MEV), confirmou que além dos
microfdsseis bacterianos era possivel observar as cavidades deixadas pelos corpos
bacterianos que originalmente formavam a placa. Os microfdsseis permitiram o registro
morfoldgico, que por sua vez foram analisados para forma e tamanho, tendo em vista a

classificacdo das bactérias.

A quantidade de microfdsseis por imagem variou de 48 a 300, pois as mesmas se
encontram em diferentes magnificacdes. Para melhor visualizacdo dos microfdsseis no
presente trabalho, os mesmos foram coloridos pelo programa Adobe Photoshop CC
2014.2.2 (Fig. 2B; Fig. 3B; Fig. 4B; Fig. 5B; Fig. 6B; Fig. 7B; Fig. 8B; Fig. 9B; Fig.
10B; Fig. 11B; Fig. 12B; Fig. 13B; Fig. 14B; Fig. 15B; Fig. 16B; Fig. 17B; Fig. 18B;
Fig. 19B; Fig. 20B). As cavidades que representam a moldagem dos corpos bacterianos
pela matriz mineralizada do célculo, foram contabilizadas e houve a variagao foi de 32 a
190 cavidades. Néo foi possivel identificar a que tipo bactérias as cavidades deixadas
pertenciam, pois o angulo o qual se encontravam, poderia ndo corresponder

corretamente.

A densidade de bactérias estimada para cada superficie de calculo dentario
analisada variou de 0,056 bactérias por um?2 a 0,83 bactérias por umz2 (grafico 1). Estes

resultados se encontram sumarizados na tabela 2.
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Tabela 2: Tipo de equipamento utilizado no estudo dos calculos dentarios humanos do
sambaqui de Cabecuda, quantidade de fotos obtidas e total de microfdsseis e cavidades
em cada imagem de cada exemplar.

NUmero do Tipo de Magnificacdo Quantidade Total de Total de Densidade
exemplar microscopio de fotos microfésseis  cavidades de
empregado obtidas naimagem  naimagem  microfosseis
analisada analisada por pm?

1673 Quanta 250 8.000x 4 132 210 0,32
1674 Quanta 250 1.600x 4 85 60 0,0049?
1675 Zeiss EVO MA10 5.250x 6 57 116 0,11
1691 Zeiss EVO MA10 7.050x 4 86 63 0,10
1701 Quanta 250 20.000x 4 60 32 0,47
1729 Quanta 250 9.752x 4 138 70 0,26
1738 Quanta 250 6.000x 4 153 120 0,13
1743 Zeiss EVO MA10 8 84 190 0,83
1744 Quanta 250 6.000x 4 158 110 0,13
1753 Zeiss EVO MA10 16.560x 4 65 138 0,82
1771 Zeiss EVO MA10 12.110x 4 48 100 0,38
1778 Zeiss EVO MA10 9.490x 8 109 135 0,38
1793 Quanta 250 10.000x 8 149 45 0,24
1796 Zeiss EVO MA10 9.430x 7 70 180 0,43
1916 Zeiss EVO MA10 6.490x 4 360 165 0,36
1918 Zeiss EVO MA10 13.210x 4 58 60 0,30
1920 Zeiss EVO MA10 9.250x 7 80 68 0,19
1924 Zeiss EVO MA10 10.480x 4 85 60 0,37
1942 Zeiss EVO MA10 5.000x 4 80 70 0,056
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Gréafico 1: Densidade de bactérias por pum?2 de superficie nos calculos dentarios

estudados.
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A técnica utilizada (MEV) permitiu imagens tridimensionais de alta resolugdo. A
visualizacdo de apenas uma superficie dificultou a identificacdo presuntiva dos géneros
bacterianos possivelmente presentes neste nicho ecologico. Todavia foi possivel excluir,
por meio da visualizacdo, alguns géneros morfologicamente distintos daqueles
observados. As fotografias foram obtidas em diferentes magnificacdes, devido a
dificuldade de visualizacdo das estruturas presentes em alguns célculos dentérios, logo,

alguns exemplares necessitaram de maiores aumentos.

A classificacdo dos microfosseis de acordo com suas dimensdes e caracteristicas
morfolégicas, resultou nos seguintes tipos: “Tipo A”, “Tipo B”, “Tipo C”, “Tipo D” e
“Tipo E”. A partir dos tipos gerados, estes foram correlacionados com as bactérias
descritas na literatura como pertencentes a microbiota dos calculos dentarios humanos
atuais, 0 que permitiu propor 0s provaveis micro-organismos presentes nas imagens.

Estes resultados podem ser visualizados na tabela 3.
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Tabela 3: Classificacdo dos microfdsseis dos calculos dentarios humanos provenientes
do sambaqui de Cabecuda, suas respectivas dimensdes e caracteristicas e as bactérias
provavelmente representadas por cada tipo, a partir da correlagdo com a literatura.

Tipo de Variagdo das Caracteristicas Provéaveis bactérias
Microfossil dimensoes
“Tipo A” 0,5um a 0,8um de Corpos bacterianos Lactobacillus spp.;

) Iargura retos, em forma de Porphyromonass spp.;
Provavel vareta, se Actinomyces spp
bastonete 1,0um a 3,5um de apresentam em '

comprimento cadeias ou
individualmente.
“Tipo B” 0,6 uma0,8umde  Corpos bacterianos Lactobacillus spp.;

) largura curvados, que se Lepotrichia spp.
Provavel apresentam em
bastonete 1,3um a 3,8um de cadeias ou

comprimento individualmente.
“Tipo C” 0,5uma 1,3um de Corpos bacterianos  Rothia spp.; Neisseria spp.;
didmetro esféricos, Staphylococcus spp.
Provavel coco ocorrendo
isoladamente.
“Tipo D” 0,5um a 0,8um de Corpos bacterianos  Rothia spp.; Neisseria spp.;
) didmetro esféricos, Veillonella spp.;
Provavel coco ocorrendo em Peptrostreptococcus spp.;
formacéo de Streptococcus spp.
cadeias
“Tipo E” 0,5um a 0,8um de Corpos bacterianos  Rothia spp.; Neisseria spp.;
didmetro esféricos, Staphylococcus spp.

Provavel coco

ocorrendo em pares
ou tétrades.
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Figura 2 A e B: Calculo dentério do individuo 1673, sambaqui de Cabecguda, SC, Brasil,
em microscopia eletrénica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.?

2 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfosseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis;
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Figura 3 A e B: Célculo dentéario do individuo 1674, sambaqui de Cabecguda, SC, Brasil,
em microscopia eletrébnica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.?

3 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do calculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 4 A e B: Calculo dentério do individuo 1675, sambaqui de Cabecuda, SC, Brasil,
em microscopia eletrébnica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.*

4 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (4) Area de
superficie externa do célculo preservada, homogénea, formada por material calcificado
(matriz);
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Figura 5 A e B: Calculo dentéario do individuo 1691, sambaqui de Cabecuda, SC, Brasil,
em microscopia eletrébnica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.®

5 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfésseis e cavidades visiveis;
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Figura 6 A e B: Calculo dentério do individuo 1701, sambaqui de Cabecuda, SC, Brasil,
em microscopia eletrdnica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.’

7 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfosseis bacterianos; 4) Area de
superficie externa do célculo preservada, homogénea, formada por material calcificado
(matriz);
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Figura 7 A e B: Célculo dentério do individuo 1729, sambaqui de Cabecuda, SC, Brasil,
em microscopia eletrbnica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.®

¢ Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do calculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 8 A e B: Calculo dentéario do individuo 1738, sambaqui de Cabecguda, SC, Brasil,
em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.’

9 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis;

73



Figura 9 A e B: Calculo dentéario do individuo 1743, sambaqui de Cabecguda, SC, Brasil,
em microscopia eletrdnica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.®

1 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfdsseis bacterianos; (3) Area interna
com microfésseis e cavidades visiveis;
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Figura 10 A e B: Célculo dentério do individuo 1744, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletrénica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.

1 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do célculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 11 A e B: Célculo dentério do individuo 1753, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.!?

12 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis;
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Figura 12 A e B: Célculo dentério do individuo 1771, sambaqui de Cabecguda, SC,
Brasil, em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.®®

13 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfdsseis bacterianos; (3) Area interna
com microfésseis e cavidades visiveis;
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Figura 13 A e B: Célculo dentério do individuo 1778, sambaqui de Cabecguda, SC,
Brasil, em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.*

14 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do célculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 14 A e B: Célculo dentério do individuo 1793, sambaqui de Cabecguda, SC,
Brasil, em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.™

15 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do célculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 15 A e B: Célculo dentério do individuo 1796, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletrénica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.'®

16 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis;
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Figura 16 A e B: Célculo dentério do individuo 1916, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletrénica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.’

17 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do calculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 17 A e B: Célculo dentéario do individuo 1918, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletrénica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.*®

18 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do calculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 18 A e B: Célculo dentério do individuo 1920, sambaqui de Cabecguda, SC,
Brasil, em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.*®

1 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis; (4) Area de superficie externa do célculo
preservada, homogénea, formada por material calcificado (matriz);
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Figura 19 A e B: Calculo dentario do individuo 1924, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletrénica de varredura. Figura B, com microfosseis bacterianos
destacados.?

2 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (3) Area interna
com microfdsseis e cavidades visiveis;
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Figura 20 A e B: Célculo dentério do individuo 1942, sambaqui de Cabecuda, SC,
Brasil, em microscopia eletronica de varredura. Figura B, com microfdsseis bacterianos
destacados.?!

2 Legenda: (1) Cavidades microbianas; (2) Microfésseis bacterianos; (4) Area de
superficie externa do célculo preservada, homogénea, formada por material calcificado
(matriz);
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6. DISCUSSAO

A hipotese que motivou esta pesquisa, que relata a possivel presenca de bactérias
do tipo Vibrio na cavidade oral dos construtores do sambaqui de Cabecuda havida sido
proposta inicialmente por Mendonca de Souza (1995). Esta hipétese foi baseada na
contaminacdo de populacGes que pelo seu estilo de vida, dieta e ambiente em que
habitava, estariam frequentemente sujeitos a exposi¢do a agua salinas, onde estas
bactérias sdo habituais, e onde se descrevem diferentes espécies entre os quais Vibrio
Parahaemolyticus, Vibrio vunificus, e outros (BRAUDE; DAVIES; FIERER, 1986). A
presenca de Vibrio ja havia sido referida anteriormente como encontrada na cavidade
oral por Gibbons e Van Houte, (1975); Rosebury, (1952); Coolridge, (1946); Smith

1930; Loesche et al. (1985).

Os géneros de bactérias propostos como presentes na microbiota dos calculos de
Cabecuda (tabela 3) sdo consistentes com os descritos na literatura para a placa dentaria
a partir da qual se formam os célculos, como por exemplo, os achados de Gibbons e
Van Houte (1975), Marcotte e Lavoie (1998) e Marsh et al. (2009), ainda que sua
identificacdo aproximada e apenas morfoldgica seja precaria. Por meio da metodologia
escolhida para este trabalho, tais bactérias ndo puderam ser plenamente confirmadas,
para tanto seria necessario a extracdo de aDNA, ou estudos baseados em RNA de lesdes
cariosas, para revelar o diverso ecossistema que pode ter uma pequena fragdo de uma
comunidade bacteriana, como aponta Simon-Soro e Mira (2014) em seus estudos
recentes. Para tais procedimentos é necessario um tempo maior de estudo, o que ndo
seria possivel devido até mesmo ao tempo e pelas condigdes laboratoriais disponiveis

para 0 mestrado.
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Embora ndo tenha sido confirmada a presenca de Vibrio nos célculos dentarios
deste estudo, os trabalhos de Gibbons e Van Houte (1975), Rosebury (1952), Coolridge
(1946), Smith (1930), reconhecem este género como um daqueles presentes na cavidade
oral humana, como citado anteriormente. A presenca de microfésseis com formas
compativeis com vibrides e em tamanhos correspondentes aos descritos na literatura foi
observada em algumas fotografias, entretanto ndo ha preservacdo de detalhes nos
microfdsseis para confirmar esta possibilidade, nem exclui-la. Uma vez que segundo a
literatura, os vibrides, ainda que presentes na cavidade oral, ndo sdo importantes
povoadores da placa dentaria, 0 seu achado no presente caso seria pouco provavel,
mesmo que 0s mesmos colonizassem as mucosas, tal como proposto por Mendonca de

Souza em sua tese (MENDONGCA DE SOUZA, 1995).

Dos 10 géneros que puderam ser propostos como possiveis atuadores no célculo
dentério, encontrados neste trabalho, apenas 3 sdo classificados como cariogénicos ou
participantes deste processo: Streptococcus spp., Lactobacillus spp. e Actinomyces spp.
Contudo, de acordo com os autores Nyvad e Kilian (1990), Loesche (1986), Metee et al.
(1993), Tadashi e Nyvad (2008), Kleinberg (2002) e Nunes et al (2007) para que estas
bactérias se estabelecam na placa dentéria, e para que atinjam um crescimento que
represente um risco de causar cérie, € necessario todo um ambiente, principalmente
relacionado ao pH da boca. Estes tipos de bactérias necessitam de um meio &cido para
se estabelecerem, e se estiverem em quantidade pouco significativa, ndo sdo capazes de
induzir o processo de formacdo de cérie. Bactérias do tipo Actinomyces spp., e
Streptococcus spp. foram relatadas como predominantes na fase inicial da formacao do
biofilme (Nunes et al. 2007), mas ndo necessariamente causando lesdes cariosas.

Bactérias do género Vibrio, por outro lado, possuem preferéncia para crescimento e
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reproducdo em ambientes com pH alcalinos, logo a acidificagdo do ambiente inibe o seu
crescimento, tal como o de diversos outros micro-organismos, como proposto por Metee

et al. (1993).

Os outros géneros encontrados neste trabalho sé&o relatados como comensais, ou
seja, aqueles que sdo encontradas no célculo dentério, sem beneficiar ou causar danos
ao hospedeiro, como também proposto por Gibbons e Van Houte (1975), Rosebury
(1952), Coolridge (1946), Smith (1930) e Nunes et al. (2007). Bactérias do género
Vibrio, ndo foram confirmadas neste trabalho, ndo sendo possivel observar nada
semelhante a morfologia desta bactéria que confirmasse, inequivocamente, a presenca
da mesma. Por outro lado, sua presenca também ndo pode ser excluida, pois seu
tamanho e forma poderiam ser confundidos com outros bacilos, e a visualizagdo de
flagelos ndo seria possivel no presente material. Estas bactérias poderiam estar
representadas na microbiota oral, localizada em outra parte da boca, como por exemplo,
0 sulco gengival, como propde Santos (1978). Neste caso, pela sua proximidade,
poderia estar interferindo no crescimento da placa, através do mecanismo de
comunicagdo entre bactérias “quérum sensing”, ainda que ausente de fato nos célculos

dentarios.

Ao considerar a presenca de vibribes na microbiota oral deste grupo
sambagquieiro, outros aspectos devem ser levados em conta. Dickschat (2009) aponta em
sua pesquisa as bactérias do género Vibrio como capazes de intervir na formacéo do
biofilme bacteriano e de grande importancia em relacdo a expressdo de fatores de
viruléncia. Segundo o referido trabalho, os biofilmes tém como sua base estrutural
polissacarideos que fornecem protegdo contra estresses ambientais. Em algumas

bactérias, como nos Vibrio, as formacbes desses polissacarideos sdo reguladas pelo
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chamado “quérum sesing”, um processo que envolve moléculas auto-indutoras de
formac&o de biofilme. E plausivel discutir que mesmo Vibrio possuindo a caracteristica
de inibir a formacdo de biofilme, poderia afetar a formacdo da placa bacteriana
depositada sobre o dente, principalmente se levarmos em conta sua localizacédo
preferencial (SANTOS, 1978). Mesmo que 0 grupo sambaquieiro estudado ndo o
possuisse em sua microbiota de placa em quantidade expressiva, este tipo bacteriano
poderia estar presente na microbiota oral, exercendo influéncia por proximidade sobre

os biofilmes dentéarios.

N&o foi realizado um estudo quantitativo em relacdo aos possiveis tipos de
bactérias, devido a estas possuirem caracteristicas e variagdes em suas dimensdes muito
semelhantes, o que dificultou o diagndstico especifico e a contabilizacdo das mesmas.
Contudo, neste trabalho foi proposta uma abordagem que permitisse aproximar a
densidade de microfésseis existentes por area total das imagens estudadas, sendo
realizado o célculo de densidade para relativizar a quantidade de microfésseis/cavidades
existentes por umz2, reduzindo o viés que poderia ter sido ocasionado pelas diferentes

magnificacdes das imagens.

Na maior parte das amostras houve flutuacdo do valor dentro de uma faixa
relativamente proxima, que variou entre 0,10 um2. e 0,50 um2. A maior excecdo foi o
valor encontrado no exemplar 1674, cujo resultado foi, aparentemente, discrepante. Este
valor representou um nimero muito reduzido de microfésseis/cavidades no calculo, ou
seja, baixa densidade de bactérias, o que poderia dever-se ao fato da face fotografada
ndo representar uma area do calculo com bactérias, mas sim uma por¢édo superficial ou
de contato com o dente. E possivel observar as diferencas entre as densidades na tabela

2 e no gréfico 1.
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As diferentes densidades podem ser explicadas pela velocidade de formacao do
calculo dentario, pois o calculo dentario que possui formacdo muito acelerada, ndo gera
0 tempo necessario para colonizagdo seguida da multiplicacdo de bactérias patogénicas,
como proposto por Aneroud, Lée e Boyser (1991). Neste caso, o calculo com
baixissima densidade de bactérias poderia ser também um caso extremo de formacao

acelerada.

Ajdic et al. (2002), preconiza que as bactérias presentes no biofilme precisam se
adaptar as variacOes drasticas dos nutrientes disponiveis. E sabido que a alimentago
desses grupos sambaquieiros era essencialmente hipocaldrica, com baixa introducéo de
carboidratos/acucares, cuja fonte era principalmente plantas da flora natural, ndo
domesticadas. Logo, o ambiente da boca, neste caso, com pouco carboidrato de
fermentacgdo rapida, e meio pouco acido, modularia a formacéo do biofilme. A baixa
ingestdo de carboidratos e amidos, e a alta ingestdo de proteina, como ocorre na
populagdo do sambaqui de Cabeguda, contribui assim para explicar a baixa prevaléncia
de cérie nestes grupos, influindo na propor¢do dos tipos bacterianos presentes, mesmo
que entre eles houvesse alguns cariogénicos como Lactobacillus spp, Actinomyces spp.,
e Streptococcus spp. Tal como destacam Wesolowski e colaboradores (2007), esta
condicdo de dieta hiperproteica, liberando radicais amoniacais e mantendo o pH

alcalino, aceleraria a formacédo dos célculos.

Rodrigues-Carvalho e Souza (2003) e Mendonga de Souza (1995), propdem que
independentemente do estilo de vida do grupo sambaquieiro de construtores de
Cabecuda, e das condi¢Ges ambientais que viviam esses grupos, a possibilidade de uma
ecologia bucal ndo favoravel a doenca cérie deve ser considerada. A alta exposigdo as

aguas salinas e a alta probabilidade de incorporar as bactérias presentes neste ambiente
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na microbiota oral, at¢é mesmo pela fonte de alimento ser de origem marinha,
fundamenta a hipotese de que os Vibrio, ainda que ndo confirmados aqui,
provavelmente estivessem presentes na microbiota oral, podendo agir sobre a formacao

de placa e a colonizacdo.

Diante da anélise morfol6gica dos microfésseis, os célculos dentarios analisados
neste trabalho mostraram-se semelhantes em sua composicdo e tipo de microbiota, o
que resulta em um padrdo detectado para estes grupos. Foi avaliado se haveria
interferéncia em relacdo a posicdo a qual estes individuos/dentes se encontravam
originalmente no sitio. Para avaliar essa situagdo, foi observado o nivel o qual se
encontravam originalmente no sitio arqueoldgico e pbde-se observar que todas as

amostras se encontravam na mesma condic¢édo paleoepidemioldgica.

O célculo dentario possui uma superficie interna de contato com o dente e uma
superficie externa. Quando ha a fragmentacéo do calculo, como ocorreu neste trabalho,
ndo hd como saber o que originalmente é superficie e 0 que é a parte interna. A
diferenca quantitativa pode estar relacionada com a parte do calculo que foi extraida
para andlise. O calculo dentario ndo é homogéneo, possuindo uma estratificacdo, até
mesmo em relacdo a colonizacdo das bactérias. Como citado anteriormente, algumas
bactérias fixam primeiro no calculo, como descrito por Nunes et al. (2007), e a variacao
de padrdo observada nas imagens sugere que em alguns casos podemos ter

documentado partes iniciais da formacéo das placas e em outras partes mais periféricas.

Né&o havendo definicdo de idade e sexo ou conhecimento de diferengas sociais
entre eles, ndo foi possivel correlagdes sobre pequenas diferencas nos calculos com

outras caracteristicas de interesse epidemioldgico.
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Para os fatores imunoldgicos, € conhecida a presenca da imunoglobulina A
(SIgA) na cavidade oral, e esta atua na fase de formacéo inicial da placa dentaria.
(SCANNAPIECO; LEVINE, 1999; FUBARA; FRETER, 1973). Robertson et al. (1978)
e Robertson et al. (1980), apontam nos resultados de suas pesquisas que humanos
deficientes de SIgA sdo mais ou menos suscetiveis a carie. Este fator também foi
estudado por outros autores (KILIAN ET AL. 1981; REINHOLDT; KILIAN, 1987;
LILJEMARK et al., 1979), e constatado que esta imunoglobulina presente na cavidade
oral, tem a capacidade de inibir ou promover a adesdo de certas bactérias orais no
dentes. Por meio destes resultados gerados por estes autores, se faz possivel discutir a
possibilidade de uma alta concentracdo de SIgA na cavidade oral destes grupos
sambaquieiros, e consequentemente uma baixa adesdo de bactérias de bactérias
cariogénicas, como a principal atuante, S. mutans, como foi demonstrado no estudo de
Michalek e Childers (1990) que realizou experiéncia com modelos animais e mostrou
que a presenca de SIgA induzido contra S. mutans leva a uma reducdo na colonizagdo
da bactéria bem como na prevencao de caries. Estes resultados nos possibilitam pensar

em um grupo que talvez possuisse altos niveis de SIgA na cavidade oral.

Em relacdo a cadeia de transmissdo de micro-organismos, ao nascer, nos
infectamos com 0S micro-organismos presentes em pessoas as quais mantemos mais
contato, como pai e mée tal como preconizado por Gronroos et al. (1998), Kohler et al.
(1983) e Li et al. (1983). Tendo vista a cadeia de transmissdo existente entre maes e
filhos, devemos considerar a ecologia a qual estes grupos sambaquieiros estavam
expostos, incluindo a presenca dos Vibrio na superficie corporal da mae, devido seu
frequente contato com aguas salinas. Esta exposicdo dos lactentes até a idade do

desmame e erupcdo dentaria, poderia causar mudanca na dinamica dos biofilmes,
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sujeitos a introducdo microbiota oral de Vibrio, interferindo na instalacdo de espécies

cariogénicas.

Os individuos pertencentes ao sambaqui de Cabecuda, por outro lado, também
poderiam apresentar uma baixa suscetibilidade para o desencadeamento de cérie, como
proposto por Oliveira Lima (2007), que menciona que essa suscetibilidade é
determinada por fatores extrinsecos, como por exemplo, estrutura sociocultural e os

aspectos imunoldgicos e hereditarios.

Ha diversos trabalhos sobre calculo dentario realizados com abordagens
paleoepidemioldgicas sobre os dentes do Sambaqui de Cabecuda, e outros sitios do
mesmo tipo, em especial os realizados por Salles Cunha (1963), Mendonca de Souza
(1995), Rodrigues-Carvalho (2006) e Wesoloswki (2007), todavia, nos trabalhos
realizados ndo houve pesquisas voltadas para a parte de bacteriologia dos célculos,
estudava-se a auséncia ou a baixa prevaléncia de céarie, porém em relacdo a outras
vertentes, principalmente voltadas para alimentacdo e desgastes dentarios. Apesar da
modesta contribuicdo, este € o primeiro trabalho a ser realizado para evidenciar e tentar
identificar, ainda que com base em morfologia, as bactérias presentes em céalculos
dentarios do sambaqui de Cabecuda. Outros estudos tal como existentes na literatura
poderdo dar seguimento a este, tanto utilizando outros tipos de microscopia como
utilizando analises bioquimicas e de paleogenética. Estes estudos em breve poderdo
oferecer respostas mais detalhadas. Muito embora seja apenas uma contribuicao inicial a
paleoepidemiologia da carie dentaria, do ponto de visto ecoldgico e dos seus possiveis
agentes etiolégicos (bactérias), foi possivel apontar evidencias e oferecer dados, que

poderdo levar a pesquisas futuras na continuidade da investigacao do tema.
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Outras técnicas, como, por exemplo, a de biologia molecular, realizado por
Warrier et al. (2015), fazendo sequenciamento das bactérias presentes nos calculos
dentarios arqueoldgicos; ou a analise imuno-histoquimica e microscopia eletrénica de
transmissdo marcado por ouro, como realizado por Preus et al (2011), poderdo ser
aplicadas para contribuir na investigacdo deste tema, pois se faz necessario uma maior
exploracdo deste material, de modo a obter uma identificacdo mais precisa das bactérias

presentes nos célculos dentarios.

A continuidade dos testes para a desagregacao dos calculos devera proporcionar
no futuro melhores abordagens para o estudo morfolégico de microfdsseis, pois
atualmente nos deparamos com problemas ainda metodoldgicos. O célculo varia de
tamanho, entdo quando removido, 0 mesmo se particiona, perdendo o controle de qual
parte do célculo estd sendo analisada. Somando-se a este fato, ndo foi possivel
posicionar os calculos dos diferentes exemplares, da mesma maneira no “stub”, e este
fator dificultava a interpretacdo das fotografias e a padronizacdo do tamanho das fotos.
Ainda em relacdo a metodologia, pode ser visualizado nesta pesquisa que para a
observacdo/realizacdo de amostras arqueoldgicas, 0 microscopio Quanta 250 (FEI
company), se mostrou mais eficiente, com melhores resolu¢des de imagens, até mesmo
devido a quilovoltagem, quando comparado ao microscopio Zeiss EVO MAI0.
Finalmente, o melhor entendimento do processo de formacdo dos microfdsseis e a

variacdo de sua preservacdo poderd permitir a inovacao de técnicas para estudos futuros.
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7. CONCLUSAO

Diferentes tipos de bactérias estdo preservadas nos célculos dentarios de
Cabecuda, tanto na forma de microfosseis como de cavidades moldadas na
matriz mineralizada. Os géneros compativeis com as morfologias encontradas
foram os seguintes: Lactobacillus spp.; Porphyromonas spp. Actinomyces spp.;
Lepotrichia spp.; Rothia spp.; Nisseria spp.; Staphylococcus spp.;

Peptrostreptococcus spp.; Streptococcus spp.

Embora ndo tenha sido possivel confirmar, inequivocadamente, a presenca de
Vibrio, também ndo é possivel afastar sua existéncia nos célculos dentarios do

grupo do Sambaqui de Cabecuda

Embora ndo tenha sido possivel confirmar a proporcdo dos diferentes tipos, a
densidade de micro-organismos nos exemplares estudados pode ser aproximado

para cada area fotografada, variando de 0,056pum?2 a 0,82 um2.

E proposto aqui, como modelo ecoldgico a ser testado futuramente, a possivel
atuacdo do Vibrio (mesmo ausente dos célculos) na formacéo e crescimento do
biofilme que forma as placas; e ainda, que a velocidade de formacdo do calculo

seria outro fator detendo da placa e seu potencial cariogénico.
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FICHA DE REGISTRO DENTARIO

1) IDENTIFICACAO DO EXEMPLAR  N° tombo:

Nome do sitio:

Localidade:

Quadra: Nivel:

I1) DESCRICAO DO DENTE/CALCULO ELEGIVEL

Tipo de dente:  Incisivo Pré-molar Molar D Canino D

Localizagdo: Mandibula[__]  Maxilar [_]

Lado: Direito [__] Esquerdo[ ]
Face: Oclusal [__]  Bucal 1 Lingual [_]

111) DESCRICAO DO DENTE/CALCULO ELEGIVEL

Tipo de dente:  Incisivo D Pré-molar Molar D Canino D
Localizagdo: Mandibula[ ]  Maxilar [ ]

Lado: Direito [__] Esquerdo[ ]
Face: Oclusal [__]  Bucal 1 Lingual [__]

IV) REGISTRO DE FOTO

Foto macroscopica:

Foto microscopia éptica:

Foto microscopia eletrbnica de varredura:

Fotografia digital:

109



avsn1o0

LINGUAL

1t 2 3 4 5 6 7 8 |9 10 11 12 13 14 15 16
ESQUERDA

32 A 30 29 28 27 26 25|24 23 22 21 20 19 18 17

LINGUAL

OCLUSAL

=]
WsN100

MANDIBULAR

Fonte: adaptado para portugués de Buikstra & Ubelaker (1994)

|:| Dente
[ calculo dentario elegivel

Observacoes:

110



