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RESUMO

Os estudos paleoparasitologicos se caracterizam pela busca de parasitos em material
arqueoldgico e paleontolégico. Em geral, a maioria das pesquisas gira em torno de
material de épocas mais recentes, principalmente relacionados a grupos humanos, que
ndo chegam a datacdes de um milhdo de anos. A busca por explicagdes mais antigas em
relagdo ao surgimento das parasitoses nos leva aos animais extintos, que revelam nos
vestigios deixados por eles, os parasitos que circulavam antes do surgimento dos seres
humanos. Esse trabalho objetivou identificar parasitos que por ventura fossem
encontrados em vestigios de animais extintos de diferentes idades geoldgicas. Entdo, 32
coprolitos de 6 hospedeiros diferentes (caprino, hiena, duas espécies de peixes,
cinodonte e dicinodonte), foram analisados nessa pesquisa, com datacdes que
compreendem do Quaternario ao Triassico (10 mil a 240 milhdes de anos antes do
presente). Varias técnicas de recuperacdo de material mineralizado e dessecado foram
utilizadas, de acordo com que cada coprélito foi preservado. Se mineralizado, técnicas
com &cido e aparelho de ultrassom possibilitaram a andlise, ja para os coprdlitos
dessecados, foi feita apenas a reidratacdo com fosfato trissodico. Amostras de 4
hospedeiros foram positivas para parasitos. Cisto de protozoario em caprino, dois ovos
de helmintos em coprolitos de hiena, um nematoda em dicinodonte, foram encontrados.
Além de um ascarideo e um oxyurideo em coprélito de cinodonte, um réptil
mamaliforme pertencente a um clado que originou os mamiferos, que apresentaram dois
parasitos comumente achados em mamiferos modernos. Portanto, esses achados
permitem que respostas sejam respondidas para compreender melhor a relagdo parasito-
hospedeiro-ambiente em diferentes épocas da histéria da vida.

Palavras chave: paleoparasitologia, helmintos, oxiurideo, ascarideo, coprélito.



ABSTRACT

Paleoparasitological studies are characterized by the search for parasites in
archaeological and paleontological material. In general, most research centers around
more recent material, mainly related to human groups, which doesn’t reach the dating of
a million years. The search for older explanations in relation to the emergence of
parasites leads us to extinct animals, which reveal on the traces left by them, the
parasites that circulates before the appearance of humans. This study aimed to identify
parasites that were found in traces of extinct animals of different geological ages.
Thereby, 32 coprolites 6 different hosts (goat, hyena, two species of fish, cynodont and
dicynodonte) were analyzed in this study, with dating comprising from Quaternary to
Triassic (10 thousands to 240 million years before present). Several techniques for
recovery of mineralized and dried material were used in accordance with the way each
coprolite was preserved. If mineralized, techniques with acid and ultrasound device
enabled the analysis, and for the disiccated coprolites, it was only made rehydration
with trisodium phosphate. Samples of 4 hosts were positive for parasites. Protozoan cyst
in goats, two eggs of helminths in coprolites of hyena and nematode in dicynodonte,
were found. In addition, an ascarid and an oxyurid egg in a coprolites of cynodont, a
mamaliforme reptile that belongs to a monophiletic clade that originated mammals,
which showed two parasites commonly found in modern mammals. Therefore, these
findings allow to fill gaps to understand the host-parasite-environment relationship

better at different times in the history of life.

Key words: Paleoparasitology, helminths, oxiurid, ascarid, coprolite.
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1. INTRODUCAO

O conceito de parasitismo se refere a relacdo parasito-hospedeiro como a
estabelecida entre espécies diferentes onde h& dependéncia metabdlica de grau variado,
0 que define o parasito como aquele que encontra em outro individuo, nesse caso o
hospedeiro, seu nicho ecolégico’. A presenca do parasito no organismo de seu
hospedeiro caracteriza uma infeccdo parasitaria. Quando sdo desencadeados sinais e
sintomas, podendo trazer prejuizos & saude do hospedeiro, estabelece-se a doenca

parasitaria’.

As infeccbes parasitarias j& vém sendo estudadas hd algumas décadas em
populacdes antigas. Este ramo da ciéncia, que estuda os parasitos em material
arqueolégico e paleontoldgico, foi denominado de paleoparasitologia®. Tem como
principal material de estudo o coprolito (do grego: kopros=fezes e lithos=pedra), que
sdo fezes mineralizadas ou dessecadas. Também podem-se encontrar vestigios de
parasitos em tecidos mumificados, como no encontro de ovos de Schistosoma
haematobium em rins de mimias egipcias por Sir Marc Armand Ruffer’, e em outros

materiais como 0ssos e sedimento de latrina e urnas funerarias.

No Brasil, as pesquisas tiveram inicio com indagacdes sobre as doencas
parasitarias nas populacGes pré-historicas do Novo Mundo e quais eram autoctones do
continente e quais foram introduzidas ap6s o seu descobrimento. Os primeiros
resultados constataram ovos de Trichuris trichiura e ancilostomideos em grupos pré-
Colombianos®. Devido a esses achados, foram definidas novas rotas sobre a vinda de
populacbes humanas para as Américas, pois devido ao ciclo bioldgico destes

geohelmintos, seria improvével a migracdo somente pelo estreito de Bering®.

Com a aplicacdo de técnicas de biologia molecular em material arqueolégico foi
possivel ter resultados antes ndo detectados por outras técnicas, como identificar
material genético de helmintos como Ascaris lumbricoides em coprolitos de humanos
na América do Sul®’, que até entdo eram raros em populacBes pré-Colombianas.
Recuperou-se também ADN antigo (aDNA — ancient DNA) de Trypanosoma cruzi, em
corpos mumificados datados de 4.500 — 7.000 anos® em territério brasileiro, mostrando-
se que a infeccdo chagasica ocorria desde a pré-histdria em outras regides, do outro lado

da cordilheira dos Andes. Este resultado mudou o paradigma sobre a origem da infeccéo



humana por Trypanosoma cruzi a partir da domesticacdo de pequenos roedores nos
altiplanos bolivianos ao se comprovar a ocorréncia ha pelo menos 7.000 anos, em Minas

Gerais®.

Os coprolitos de animais também sdo fonte de informacgdes importantes.
Primeiro pelo fato de muitos dos parasitos de animais terem carater zoondtico, como
visto nos resultados obtidos por Sianto e colaboradores™, ao encontrarem parasitos de
animais em coprolitos de populacdes humanas pré-histéricas do nordeste do Brasil. Ao
se analisar infeccGes parasitarias em grupos de animais que precederam 0s hominideos
podem estabelecer-se relagbes evolutivas entre os parasitos do passado com os da
atualidade, nas popula¢cdes humanas e também de demais hospedeiros.

As primeiras analises em material de animal extinto foram feitas em coprdlitos
de preguica gigante por Eames**, porém apenas com descricdes de vestigios alimentares
e grdos de pélen. Posteriormente, Schmidt e colaboradores* descreveram ovos de
helmintos e cistos de protozoarios de uma espécie de preguica gigante, Nothrotheriops

shastensis, no Arizona, EUA.

A partir de entdo, foram feitas pesquisas em animais de épocas cada vez mais
antigas, como, por exemplo, em Iguadodon, um réptil do periodo Cretaceo onde foram
descritas novas espécies de helmintos e protozoarios™®. Assim como as pesquisas no
Brasil mostraram resultados com os estudos em animais extintos ao se analisarem
coprolitos de hiena, encontrados na Italia, datados de 1,5 milhdes de anos, descrevendo-
se larvas de nematéide™®. Outro resultado interessante foi o achado de ovos de um
helminto, Spirometra sp., em coproélito de onca (Panthera onca) datado do Pleistoceno,

carnivoro ainda existente na fauna atual®®.

O grupo de Poinar Jr. pesquisou materiais pouco usuais na paleoparasitologia,
como o ambar, que mostrou resultados bem peculiares. Em uma dessas pesquisas, foram
descobertos protozoarios parasitos de térmitas, datados do Cretaceo™®. E outro achado
foi de uma espécie de Plasmodium encontrado ao se analisar um mosquito extinto da
familia Culicidae, também preservado em ambar, datado de 15 a 45 milhdes de anos. O
achado desses parasitos nessa amostra deu suporte a teorias sobre a presenca de um tipo
de maléaria primitiva na regido antes da descoberta do que hoje chama-se Novo

Mundo?’.



A paleopatologia que investiga a ocorréncia de doenca em humanos e animais
em grupos antigos, e tem provado que tais doencas acompanham a espécie humana
desde o0 seu surgimento na terra*®, e a evidéncia de helmintos e protozoarios em animais
extintos mostra a presenca de doencas infecto-parasitarias antes mesmo do surgimento
dos hominideos. Deste modo, com dados de helmintiases e protozooses em animais
extintos, pode-se tracar um perfil paleoepidemioldgico para tentar reconstruir espacial e

temporalmente a distribuicdo dessas doencas e compreender suas formas evolutivas'®.

Portanto, infere-se que parasitos encontrados em animais extintos podem ser
identificados e comparados com 0s presentes em hospedeiros atuais, filogeneticamente
proximos, inclusive humanos. Assim, o presente trabalho buscou por parasitos em
animais de épocas remotas e, quando encontrados, foram identificados em diferentes

graus taxonémicos e tracados caminhos evolutivos até seus hospedeiros atuais.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar parasitos em coprolitos de animais extintos e associados a insetos em

ambar depositados na colecédo de Paleoparasitologia da ENSP/FIOCRUZ.

2.2. Objetivos Especificos

= |dentificar cistos de protozoarios, ovos e larvas de helmintos em coprolitos de

animais extintos;

= Identificar evidéncias de protozoarios, helmintos e fungos em artropodes e

outros restos organicos presentes em ambar;

= Comparar os achados em animais extintos com 0s parasitos presentes em seus

representantes atuais.



3. JUSTIFICATIVA

Este trabalho propGe-se a estudar as relacfes parasitarias em grupos de animais
extintos que podem responder a indagacdes sobre o surgimento de infec¢bes parasitarias
em populagdes atuais. Pretende-se contribuir para 0 conhecimento quanto a interacéo

parasito-hospedeiro-ambiente e, possivelmente, o perfil paleoepidemioldgico.

Os trabalhos que se referem a infec¢Bes parasitarias no passado ainda sdao muito
escassos, apesar da sua constante expansdo; quando se tratam de animais extintos as
referéncias sdo ainda mais raras. Estudos com esse foco ajudam a melhor compreender a
continuidade ou evolucdo no que se refere as relacdes parasito-hospedeiro-ambiente.
Abre também novos caminhos para que se possa entender melhor a dindmica das

infeccdes parasitarias em populagdes antigas.

A justificativa central deste projeto é pautar-se nos vestigios parasitoldgicos
encontrados em grupos extintos e identificar se existe relacdo com o0s parasitos
encontrados em grupos atuais, filogeneticamente proximos. Ainda que nao se tenha
dados suficientes para afirmar a ocorréncia das doencas que acometiam esses animais

extintos, é possivel comparar as parasitoses antigas com as atuais.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Paleoparasitologia

O encontro de parasitos em material arqueoldgico foi feito pela primeira vez
por Sir Marc Armand Ruffer em 1910°. A criacdo da técnica para reidratacdo de
tecidos mumificados possibilitou o exame histolégico dos rins de mumias Egipcias
datadas de 3.200 anos, onde foram identificados ovos de Schistosoma

haematobium?®.

A Paleoparasitologia foi assim nomeada em 1979 pelo Dr. Luiz Fernando
Ferreira, pesquisador emérito da Fundacdo Oswaldo Cruz, quando iniciou essa
ciéncia no Brasil gerando a publicacdo de um trabalho sobre achados de ovos de
Trichuris trichiura e ancilostomideos em coprolitos datados do periodo pré-
Colombiano, com o objetivo de mostrar a antiguidade das parasitoses intestinais na

populacéo do Novo Mundo?®.

Por definicdo, a paleoparasitologia ¢ o estudo de parasitos em material
arqueoldgico ou paleontolégico®. Tem como principal material de estudo o coprélito
(Képros = excremento e Lithos = pedra)®, que sdo fezes que, em condicdes
favoraveis, preservam-se por processo de dessecacdo ou mineralizacdo?'. Coprélitos
podem ser encontrados em camadas arqueoldgicas ou paleontoldgicas, assim como em

fossas ou no interior de corpos mumificados?.

Um trabalho realizado por Szidat®® em 1944, foi um dos pioneiros a utilizar
o coprolito como fonte principal da pesquisa para fins parasitolégicos, ao mostrar a
presenca de ovos de Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura em corpos datados

de 1.500 anos, preservados em um pantano na Prussia.

No Brasil, as pesquisas do fim da década de 70 publicadas por Ferreira,
Araljo e Confalonieri® e no inicio da década de 80 pelos mesmos autores, que com
achados de larvas e ovos de helmintos em coprolitos humanos, foram o0 marco inicial

da paleoparasitologia no pais®*?>2%2".

Em outros paises a busca por parasitos em material arqueoldgico também

apresentou resultados positivos para diversas parasitoses. Na Franca, Bouchet e



colaboradores®® encontraram ovos de Schistosoma mansoni em material datado de 1.500
anos em latrina na Franga, 0 que seria 0 primeiro registro dessa infeccdo na Europa,
provavelmente trazida por escravos africanos. Fugassa e colaboradores®, na Argentina,
descreveram oocistos de Eimeria macusaniensis em coprolitos e sedimentos da
Patagbnia, datados do Holoceno, sugerindo uma evolucdo do parasito em relacdo a
diminuicdo do tamanho do oocisto. E nos Estados Unidos com Reinhard e
colaboradores®, ao descrever um caso de megacolon como caso de doenca de Chagas

em mumia encontrada no Deserto de Chihuahuan, Texas.

Uma questdo que a paleoparasitologia tenta elucidar é sobre as migracGes
humanas e o povoamento nas Américas. Achados como os de Trichuris trichiura e
ancilostomideos em populagdes pré-colombianas, afastam a possibilidade de
povoamento das Américas apenas pelo Estreito de Bering, devido a impossibilidade da
manutencdo do ciclo bioldgico desses parasitos®’. O que difere de achados de
Enterobius vermicularis, que por independer das condi¢des climaticas da regido para
sua manutencdo na populacdo, sua dispersdo pode ter-se dado por qualquer rota

proposta®.

A partir de entdo, é possivel ver a diferenca na presenca dos parasitos
intestinais na época medieval no Velho Mundo e no pré-contato do Novo Mundo. Os
achados nessas duas regides, apesar de semelhantes quanto aos parasitos, diferem na
frequéncia em que estdo presentes nas amostras. No Velho Mundo ha uma prevaléncia
muito maior do que no Novo Mundo, explicado pelo modo de vida ndmade dos
cacadores coletores na América pré-historica que dificultava a manutencéo do ciclo de

alguns parasitos®*,

Devido a diferentes ambientes, periodos de escassez de alimentos e adaptacdes
culturais, o contato entre humanos e parasitos de animais se tornou mais constante®. As
zoonoses, definidas como qualquer doenca ou infeccdo que acomete humanos,
transmitida por animais®®, foram observadas em populaces pré-histéricas do Novo e
Velho Mundo nas teses de Fugassa® e Le Bailly*®. O primeiro autor pode constatar
parasitoses zoondticas em grupos de cacadores-coletores da Patagbnia com a
comparacdo de parasitos encontrados em coproélitos animais®’; ja o segundo faz
comparagOes entre diferentes vilarejos lacustres que tem a carga parasitaria variando
com o tempo devido a mudangas na sua alimentag¢do, com consumo de diferentes fontes

animais e no clima da regi&o®.



A tese de Sianto®® apresentou uma revisdo dos parasitos zoon6ticos

encontrados em coprolitos humanos no Velho e Novo Mundo. Demonstrou por

localidades os principais achados, e que desde o passado recente (Holoceno) ha

evidéncia da circulacdo de parasitos de animais em populacGes humanas. As tabelas 1 e

2 mostram um resumo por hospedeiro dessa revisao.

Tabela 1. Achados de helmintos potencialmente zoondticos em coprolitos humanos no

Velho Mundo.

Hospedeiro Natural

Parasitos encontrados

Espécies identificadas

Dicrocoelium sp.

Herbivoros Trematoda . : »
Dicrocoelium dendriticum
Rum,lnantes e outros Trematoda Fasc!ola sp. N
herbivoros Fasciola hepatica
Bovinos e Suinos CeStOda Taenla Sp
Opistorchis sp.
Trematoda Opistochiformes
Carnivoros Cestoda Clonorchis sinensis
Nematoda Diphylobothrium sp.
Diphylobothrium latum
Dioctophyma renale
Mamifero (Carnivoros) Trematoda Paragonimus sp.
Véarios mamiferos e aves  Nematoda Capillaria spp.
Cées, gatos, suinos e aves  Trematoda Metagonimus yokogawai
Aves (Ostraceiros) Trematoda Gymnophalloides seoi
Herbivoros, carnivoros, . . .
Trematoda Schistosoma japonicum

suinos e roedores

Tabela adaptada de Sianto™.



Tabela 2. Achados de helmintos potencialmente zoondticos em coprdélitos humanos no

Novo Mundo.

Hospedeiro Natural Parasitos encontrados Espécies identificadas

VR e A Trematoda Echl_nost_oma sp.
Nematoda Capillaria spp.

\Varios mamiferos Nematoda Trlchgrls spp. .
Acantocephala Moniliformis clarki

Mamiferos (Carnivoros)  Trematoda Paragonimus sp.

Diphylobothrium sp.

Carnivoros Cestoda Diphylobothrium latum
Diphylobothrium pacificum

Canideos e primatas Nematoda Strongyloides sp.

Ruml'nantes € outros Nematoda Trichostrongylus sp.

mamiferos

Varios vertebrados Trematoda Physaloptera sp.

Tabela adaptada de Sianto™.

Mais evidéncias de zoonoses sdo relatadas em tempos passados. Beltrame e
colaboradoes*® encontraram oocistos de Eimeria macusaniensis, além de ovos de
capilarideos, tricostrongilideos e tenideos. Apesar da origem humana do coprdlito ser
incerta, esse estudo evidencia a circulacdo de parasitos com potencial zoondtico em um

sitio holocénico, com intensa atividade antrépica, na Patagonia.

Ha também casos de falso parasitismo, como visto em coprolitos humanos de
10 mil anos antes do presente (AP), oriundos do nordeste do Brasil. O achado de ovos
de Pharyngodonidae, um nematddeo tipico de lagartos, nesses coprolitos, nao representa
uma infec¢do verdadeira. O consumo do lagarto, que ocorre até os dias atuais na regiao,

explica os ovos encontrados®'.

Uma importante contribuicdo na paleoparasitologia foi a introducdo de
técnicas de biologia molecular aplicadas ao material arqueoldgico, que com o
aperfeicoamento de técnicas para a recuperacdo de DNA antigo possibilitou, como
por exemplo, a identificacdo de ascarideos em material humano da América do Sul



datados do pré-contato®’. Até entdo esta infeccdo parasitaria era considerara muita

rara no continente sul americano.

Identificou-se uma grande ocorréncia, ou frequéncia, da infeccdo por
Trypanosoma cruzi em tecidos mumificados datados de 9.000 — 450 AP, em
populagdes da costa pacifica da América do Sul*. Isto foi possivel com as técnicas de
PCR, pois a doenca de Chagas em sua fase aguda ndo deixaria marcas detectaveis em

corpos mumificados.

A par dos dados parasitoldgicos, junta-se a palinologia para preencher
algumas lacunas ndo esclarecidas. Essa ciéncia se caracteriza pelo estudo de
palinomorfos, grdos de pdlen e esporos em seu ciclo reprodutivo. Além de estruturas
vegetais, os esporos de fungos e algas estdo incluidos nessa ciéncia que pode ser
aplicada tanto em registros atuais como em paleontologia e arqueologia®***. Seus

45,46,47,48
1

dados podem informar sobre a paleovegetacédo e o paleoclima do ambiente e

com o coprélito como objeto de estudo, pode-se também, determinar a paleodieta®.

Assim foi possivel identificar o uso de plantas medicinais em grupos pré-
historicos da Ameérica do Sul, datados de 8450 + 80 e 7230 + 80 anos, pelo encontro
de sementes, grdos de pélen e fitélitos presentes nos coprélitos™. Isto também foi
objeto de estudo na dissertacdo de mestrado de Teixeira-Santos™, em que foi
sugerido o uso destas plantas com propriedades anti-helminticas por povos pré-

histéricos das Américas.

Com os dados obtidos dos estudos paleoparasitolégicos aliados a outras
ciéncias é possivel inferir sobre a origem e distribuicdo de infecgbes parasitérias,
contribuir para revelar as migracbes humanas do passado e entender a relagcdo

parasito-hospedeiro-ambiente?..
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4.2. Animais Extintos

Os estudos com animais extintos, tanto parasitologicos como de paleodieta,
tentam buscar nos vestigios coprologicos explicacdes sobre as relacdes da vida no
passado e suas relacGes parasitarias. Os primeiros a trabalhar com coprolitos de
animais extintos foram Renault e Bertrand em 1895°, que ao analisar coproélitos de
vertebrados identificaram estruturas identificadas como bactérias. Logo apos,
Eames®®, em 1930, ao analisar coprélitos de preguica gigante do Novo México,
descreveu restos alimentares e graos de pdlen, porém negativo para parasitos.
Ringuelet® por sua vez, encontrou provéveis ovos de nemat6ides em coprélitos de

preguica gigante (Mylodon listai) datada de mais de 10.000 anos.

Posteriormente, Schmidt, Duszynski e Martin®> descreveram cistos de
protozoarios, ovos de helmintos e larvas de nematdides em coprélitos de preguica
gigante de outra espécie (Nothrotheriops shastensi). Ja Poinar e colaboradores® ao
utilizarem técnicas de biologia molecular descreveram a dieta de N. shastensi,

porém, ndo foi investigado evidéncias parasitoldgicas.

Coprdlitos de outros animais que viveram na época do Pleistoceno também
forem estudados. Assim Backwell e colaboradores®” acharam provaveis cabelos
humanos em coprolitos de hiena (Parahyena brunnea). Concluem que podem ter
sido devido ao héabito carniceiro das hienas o que torna improvavel a hipotese de

predacdo.

Bouchet e colaboradores?® examinaram sedimentos datados do Pleistoceno
de cavernas na Franca, encontraram ovos de Toxocara canis. Concluiram que hienas
extintas da espécie Crocuta spelaea eram o0 hospedeiro do parasito por serem 0s
carnivoros predominantes na regido aquela época, obtendo assim, novos dados de
infeccBes parasitarias no passado. J& em pesquisas realizadas no Brasil, Ferreira,
Aradjo e Duarte'* analisaram coprélitos de hiena, encontrada na Itélia e datada de
1,5 milhGes de anos, onde foram encontradas larvas de nematodides. Este foi o

primeiro trabalho com animais extintos realizado no Brasil.

Outro coprolito de carnivoro datado do Pleistoceno foi analisado com relato

da presenca de ovos de Spirometra sp. O carnivoro era provavelmente uma onca

|15

(Panthera onca), ainda existente na fauna atual™. Contudo, ainda ha espaco para
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estudos da relacdo filogenética desse parasito, embora ndo tenham sido abordados
maiores detalhes acerca do achado. Com a Palaeolama major (Camelidae), outro
animal da megafauna das Ameéricas, confirmou-se a preferéncia por uma
alimentacdo em ambientes de floresta a ingestdo de gramineas em areas abertas,
devido a analises realizadas em coprdlito para investigar os componentes de sua
dieta®®.

Os achados em animais extintos vdo além dos datados de tempos mais
recentes como o Pleistoceno. Chin e colaboradores®® descreveram fragmentos de
0ss0os em um grande coprdlito de carnivoro datado do Cretaceo, sendo
provavelmente de um tiranossaurideo. Até entdo, este foi o maior coprolito
analisado, medindo 44cm de comprimento e pesando 7,1kg. Por anélise tafonémica
concluiu-se que coprolitos de carnivoros tém uma preservacdo melhor devido a altas
concentragdes de calcio. Isto se confirma pela pesquisa desenvolvida por Dentzien-
Dias®® que, ao estudar uma &rea em que havia concentracdo de muitos coprélitos,
relacionou a morfologia de cada um aos respectivos animais excretores, chegou
entdo, a mesma conclusdo de que coprdlitos de animais carnivoros sao melhor

preservados devido a presenca mais frequente de coprolitos dos mesmos.

Em Alberta, Canada, outro coprélito de tiranossaurideo datado do Cretaceo
revelou tecidos musculares bem preservados, 0 que possibilita propor sua digestdo e
a historia diagénica do tecido®. Pela analise de coprélito de dinossauro na Bélgica,
foi descoberta a presenca de parasitismo pela presenca de ovos de helmintos e cistos
de protozoarios. Também, foram encontrados resquicios vegetais e graos de pdlen,
porém, estes ndo foram descritos detalhadamente®®. Também em tiranossaurideo
(Tyrannosaurus rex), foi diagnosticada através de analises de mandibulas lesionadas,
infeccdo por Trichomonas gallinae, o que representa a mais antiga referéncia da
infec¢do por esse protozoario em um grupo ndo aviario, sugerindo sua transmissao

pela predagdo de animais infectados®.

Sharma e colaboradores® sugeriram que o Isisaurus (Titanosaurus), um
sauropode do Cretaceo, vivia em um clima tropical-subtropical, descrevendo sua
dieta através da presenca de esporos de fungos no coprdlito do animal,
possibilitando descrever os tipos vegetais de que se alimentavam. Datados da mesma

época, coprdlitos de titanossaurideo foram estudados com o auxilio de is6topos de
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carbono e nitrogénio que mostraram variadas plantas que estavam presentes na dieta

e indicaram auséncia de fermentacéo na digestdo desse herbivoro®.

Wood e colaboradores®® analisaram 84 coproélitos de 4 espécies extintas de
aves terrestres (Dinornithiformes), onde foram encontrados coccideos, nematodeos e
trematddeos, aparentemente, muitos desses parasitos eram hospedeiro-especificos e
sugerem, assim, que estudos paleoparasitoldgicos podem elucidar a ideia de co-
extincdo de parasito-hospedeiro. J& com a analise de 116 coprolitos, também com
espécies de aves terrestres, foi revelado que a dieta desses animais variava mais de
acordo com o ambiente do que entre espécies, além de evidenciar a diferenca na

ecologia alimentar dessas aves com os mamiferos herbivoros®’.

Foi sugerida uma dieta onivora de um crocodilomorfo extinto
(Mariliasuchus amarali) no Brasil através de analises da composi¢cdo quimica e da
morfologia do coprélito, e também da estrutura dentaria e maxilar®. Elaborou-se
uma hipotese de extingdo da cabra da espécie Myotragus balearicus a partir de
analises de seu coprolito, ao mostrar sua dependéncia alimentar com a planta Buxus
balearica, endémicas das Ilhas Baledricas no Mediterraneo, que por ter sua
distribuicdo afetada pela mudancga climéatica provocou o desaparecimento desta
espécie de cabra®®.

O achado mais antigo de evidéncia de parasitismo foi em coproélito de
tubardo datado de 270 milhdes de anos, periodo Permiano, que evidencia a presenca
de cestddeos em grupos de arraias e tubardes primitivos que ndo eram considerados

como hospedeiros até entéo .

N&o s6 em coprdlitos sdo feitos achados de parasitos em animais extintos.
Um estudo realizado na Argentina analisou material regurgitado de aves de rapina
(pelotas/bolota de regurgitacdo), datado do Holoceno, identificaram-se parasitos
intestinais como Trichuris, Calodium e tenideo, provavelmente parasitos da presa
dessa ave, sugerindo-se roedores’*. Assim como estudos com fésseis de 349 peixes
teledsteos de cinco espécies do norte da Italia, onde foram encontrado nddulos na
epiderme desses peixes, apesar de serem de causa inespecifica podem ser causados

por parasitos’?.

Como visto, algumas pesquisas com animais extintos apresentaram

resultados parasitolégicos que evidenciam a presenca da relagdo parasito-hospedeiro
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desde tempos pretéritos e que se preservaram até hoje. E em alguns casos pode-se
inferir sobre sua distribuicdo, extingdo e manifestacdo de doencgas naqueles animais.
Pode-se ver na tabela abaixo (tabela 1) uma lista dos parasitos e seus hospedeiros

para melhor visualizagcdo dos achados.
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Tabela 3. Parasitos encontrados em coprolitos de animais extintos.

Hospedeiro Organismos Encontrados Organismos Identificados Datacéo Referéncia
Vertebrado (ndo Vestigios de cocos e bacilos - Permiano Renault e Bertrand
identificado) g (1895)%2
Mamifero , i i 54
. Ovo de nematddeo - Pleistoceno Ringuelet (1957)
(Preguica gigante)
Agamofilari r
. Ovos de nematodeos gamo .a a Oxyu 6}
Mamifero Strongyloides shatensis . . 55
. i . Pleistoceno Schmidt et al. (1992)
(Preguica gigante) Protozoarios Archeococcidea antiques
Archeococcidea nothotheriopsae
L Entamoebites antiquus
Protozoarios . .
- Digenites proterus ] Poinar Jr. e Boucot
Réptil . . Cretaceo 62
Ovos de nematédeo Ascarites priscus (2006)
Ascarites gerus
Dinossauro - . . -
Protozoarios Trichomonas gallinae Terciario Wolff et al.(2009)%®

(Tiranossaurideo)

15



Hospedeiro Organismos Encontrados Organismos Identificados Datacéo Referéncia
Protozoérios Cryptosporidium
) Eimeriorina
Aves Terrestres Ovos de nematodeos Heterakoidea Holoceno Wood et al. (2013)°°
) Trichostrongylidae
Ovos de trematddeos . gy_
Echinostomida
Dinossauro .
) Esporos de fungos - Cretaceo Sharma et al. (2005)%*
(Saurdpode)
Mamifero (Hiena) Ovo de nematodeo Toxocara canis Pleistoceno  Bouchet et al. (2003)%?
Mamifero (Hiena) Larva de nematddeo - Pleistoceno Ferreira et al., (1993)"
. Ovos de cestddeo . Dentzien-Dias et al.
Elasmobranchii - Permiano

(2013)"
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4.3. Ambar

O ambar se origina da fossilizacdo de resinas provenientes de diferentes espécies
vegetais encontradas em varias partes do mundo. Essa resina tem como principal funcéo
a de protecdo do vegetal contra diversos agentes que possam causar ferimentos em seus
caules, como microrganismos e insetos, agindo assim como cicatrizantes’. Ao expeli-la
artropodes, microrganismos, folhas e evidéncias de vertebrados, como pelos e penas,

podem ser aderidos e fossilizados juntos a ela.

Existem importantes depositos onde os ambares sdo encontrados, estes
localizam-se principalmente no México, Burna, Libano e Nova Jersey, 0s que mais
frequentemente apresentam ambares com inclusbes sdo os da regido Baéltica e da
RepUblica Dominicana’®, achados importantes para estudos de cunho paleontolégico.
Esses depdsitos apresentam datacBes principalmente a partir do Triassico, quando

comecaram a se tornar mais abundantes.

As inclusdes desempenham um importante papel na reconstrucdo dos cenarios
paleontoldgicos, pois no ambar a preservacao de artropodes € abundante ao contrario do
que é encontrado em rochas, onde os achados sdo escassos. Além de responder questdes
no que se refere a existéncia de alguns invertebrados em tempos remotos, determinados
artropodes encontrados representam um grupo importante para estudos da evolucao das
doencas parasitarias, os vetores. Achado como de triatomineos, culicideos e

flebotomineos mostram evidéncias de circulagdo de protozoarios em tempos remotos.

Em ambar proveniente da Republica Dominicana, foi possivel estabelecer que a
simbiose entre o género Theope de lagarta de borboleta e formigas, comecou a se
estabelecer ha pelo menos 20 milhdes de anos, devido a estruturas secretoras e acusticas
presentes nessa lagarta, que S0 responsaveis por essa simbiose, evidenciam essa
relagdo entre os dois insetos’®. Também a descoberta de uma nova espécie do género
Stylops em &mbar dominicano, ndo sé traz evidéncias de um clima mais temperado nas
Antilhas, baseados em comportamentos de espécies viventes atuais, mas a provavel
relacdo de parasitismo entre essa espécie com abelhas encontradas no mesmo ambar,
Protandrena eickworti Rozen Jr., assim sugerida devido a ambos terem o tamanho

reduzido em comparagdo as espécies atuais’.
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Outro caso de relacdo interespecifica benéfica € o das baratas (familia
Blattellidae) com protistas flagelados encontrados em ambar, datado de 100 milhGes de
anos. Foram identificados em um desses insetos, duas ordens de protozoarios,
Trichonymphida e Oxymonadida, que sé sdo encontradas em baratas de algumas
espécies da familia Cryptocercidae na atualidade®, sugerindo que esses flagelados eram
mais comuns em diversas baratas na época do Cretaceo do que na atualidade.

Poinar Jr'’, descreveu uma nova espécie de térmita (Kalotermis burmensis n.
sp.) em ambar datado do Cretdceo. Neste espécime, que apresentava o abddmen
destruido, foi possivel a identificacdo de 11 protozoarios, 10 flagelados das familias
Trichomonada, Hypermastigida e Oxymonadea, e um novo género fossil de ameba,

alguns deles ainda presentes em cupins viventes.

Também € evidenciada em ambar da Republica Dominicana a presenca de
ectoparasitos como as pulgas, a exemplo de um exemplar do género Pulex descrito por
Lewis e Grimaldi’®, onde a presenca de pelos juntos a ela, identificados como sendo de
mamiferos, indicava o ectoparasitismo desse grupo no Mioceno. Essa relacdo foi
sugerida devido a raridades dos dois achados, tanto de pelos quanto de pulgas, em
ambares dessa regido. Assim, quando encontrados em uma mesma peca, pode-se

deduzir que a pulga foi preservada junto aos restos de seu hospedeiro mamifero’.

No trabalho de Zavortink’, encontraram-se ovos e fémea de Anopheles em
ambar proveniente do que hoje é tido como Novo Mundo com idade do Terciario
Médio, contradizendo a ideia do seu surgimento no Velho Mundo. Este achado
corrobora os de Poinar Jr'’, que descreveu uma nova espécie de plasmédio em ambar
dominicano do mesmo periodo. No entanto tais estudos detectaram este parasito em um

mosquito pertencente do género Culex sp.

Poinar Jr*® em 2008 também sugere a circulacdo de tripanosomatideos ha cerca
de 25 milhdes de anos em areas neotropicais, com a descri¢cdo de uma nova espécie de
flebotomineo (Lutzomyia adiketis sp. n.) que encontrava em sua probdscide formas
amastigotas, promastigotas e paramastigotas de Paleoleishmania neotropicum sp. n.,
qgue segundo ele poderia ter originado alguma das atuais espécies de leishmania
neotropicais. Assim como um achado mais antigo dessas mesmas formas de
tripanosomatideos em ambar datado de 100 milhdes de anos, que indica a relagdo do

vetor com o parasito desde o Cretaceo, porém na regido da Birmania®. Foi descrito uma
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nova espécie, Paleoleishmania proterus n. gen. com o achado do tripanossomatideo

associado ao flebotomineo nessa regido por Poinar Jr e Poinar %.

Outro achado envolvendo Leishmania sp. foi o encontrado em uma larva de
flebotomineo em @mbar datado do periodo Cretaceo, que apresentava formas flageladas
com caracteristicas de tripanosomatideos. A partir desta descoberta, Poinar Jr.®* sugeriu
que os tripomastigotas foram ingeridos pelas larvas, se mantiveram até a fase adulta e

passaram consequentemente para hospedeiros vertebrados.

Foi encontrado em fezes inclusas em &mbar junto com um triatomineo (Triatoma
dominicana), o protozoario Trypanosoma antiquus sp. n., 0 que representa a evidéncia
dessa relacdo com o vetor ha milhdes de anos nas Américas. Foi sugerido, pela presenca
de pelo de morcego no material, que esse animal poderia ser o hospedeiro desse

parasito®*.

Ha registro de nematddeos em ambar de 100 milhdes de anos. Um Mermithidae,
que estava emergindo de um mosquito da familia Ceratopogonidae e outro nematdide,
do filo Nematomorpha, que ndo estava associado a nenhum artropode presente na peca

de ambar®,

Para melhor visualizacdo da ocorréncia paleontoldgica da relacdo dos insetos

com 0s parasitos, tanto como possiveis vetores ou ndo, ver a tabela a seguir (tabela 2).
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Tabela 4. Parasitos encontrados em ambar.

Hospedeiro Organismo Encontrado Organismos Identificados Datacéo Referéncia
Inseto Protozoario . . , . .
] Paleoleishmania proterus Cretaceo  Poinar Jr e Poinar (2004)*
(Flebotomineo)
In Protozoério . . . . .
seto ] otozoa Paleoleishmania neotropicum Cretaceo Poinar Jr (2008)%
(Flebotomineo)
Inseto Protozoario . . .
— Trypanosoma antiquus Cretaceo Poinar Jr (2005)%*
(Triatomineo)
Foainites icelus
Spiromastigites acanthodes
Trichonymphites henis
Teranymphites rhabdotis
. Oxymonas protus
Inseto (Térmita) Protozoarios Oxymonites gerus Cretaceo Poinar Jr (2009)"’

Microrhopalodites polynucleatis
Sauromonites katatonis
Dinenymphites spiris
Pyrsonymphites cordylinis
Entamoebites proterus
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Hospedeiro Organismo Encontrado Organismos Identificados Datacéo Referéncia
Inseto (Culex) Protozoério Plasmodium dominicana Terciario Poinar Jr (2005)*
Inseto _ Nematodeo Mermithidae Cretaceo  Poinar Jr e Buckley (2006)%
(Ceratopogonidae)
Inseto Protozoéaros Trichonymphida . . 76

: . Cretaceo Poinar Jr (2009
(Blattellidae) Oxymonadida ( )
Mamifero Artrépode Pulex Mioceno  Lewis e Grimaldi (1997)"
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5. METODOLOGIA

Foram estudadas 33 amostras disponiveis na Colecdo do Laboratério de
Paleoparasitologia e analisadas 2.500 laminas de 25 coprolitos dessecados, 7 coprolitos
mineralizados e 1 pega de &mbar com inclusdo de inseto, de diferentes idades geoldgicas
que compreendem do Pleistoceno ao Triassico, com o0 auxilio de microscopia de luz e
eletrbnica (varredura e transmissdo) para buscar evidéncias de parasitismo. A tabela
com a lista de amostras com especificacbes da origem zooldgica, idade da amostra,
local de coleta, técnica utilizada e numero de lIaminas analisados, pode ser vista pagina a
seguir (tabela 3).
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Tabela 5. Amostras analisadas para buscar evidéncia de parasitos.

. -~ . A - N° de laminas
Amostra  Origem Zooldgica Periodo Local da Coleta Teécnica Utilizada analisadas
. . Reidratacdo com Fosfato
A1100 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha o 20
Trissodico
. . Reidratacdo com Fosfato
Al101 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha P 20
Trissodico
A1102 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico
. . Reidratacdo com Fosfato
Al1103 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha P 20
Trissodico
A1104 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico
. . Reidratacdo com Fosfato
Al1105 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha o 20
Trissodico
. . Reidratacdo com Fosfato
Al1106 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha o 20
Trissodico
. . Reidratacdo com Fosfato
Al1107 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha o 20
Trissodico
. . Reidratacdo com Fosfato
A1108 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha o 20
Trissodico
A1109 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissédico
Al1110 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / 1lha Mallorca / Espanha REIEIRAED €077 (oS 20

Trissodico
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N° de laminas

Amostra  Origem Zooldgica Periodo Local da Coleta Técnica Utilizada .
analisadas

All111 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosiats 20
Trissodico

All112 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico

Al1113 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosiats 20
Trissodico

Alll14 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / 1lha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico

Al1115 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosiats 20
Trissodico

All116 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / 1lha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico

Al117 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico

Al1118 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / 1lha Mallorca / Espanha Reldratac;z_ao com Fosfato 20
Trissodico

Al1119 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com PSR 20
Trissodico

Al1120 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldratagz_ao com Fosfato 20
Trissodico

Al121 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / 1lha Mallorca / Espanha Reldrataggo com FOS D 20
Trissédico

Al1122 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reidratagdo com Fosfato 20

Trissodico
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N° de laminas

Amostra  Origem Zooldgica Periodo Local da Coleta Técnica Utilizada .
analisadas
Al1123 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / 1lha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissédico
Al124 Caprino Pleistoceno  Caverna Estreta / Ilha Mallorca / Espanha Reldrataggo com Fosfato 20
Trissodico
A2436 Hiena Quaternario Caverna San Teodoro / Italia Acido Cloridrico 200
A2437 Hiena Quaternéario Caverna San Teodoro / Itlia Acido Cloridrico 200
A2742 Hiena Quaternario Gruta de Santi / Italia Acido Cloridrico, Ultrassom 100*
A2314 Peixe Cretéceo Un. Sdo Miguel dos Campos / AL Acido Cloridrico 100
A2315 Peixe Cretaceo Un. Sdo Miguel dos Campos / AL Acido Cloridrico 100
A2622 Peixe Cretaceo Bacia do Araripe / CE Acido Cloridrico, Ultrassom 200*
Al1578a Cinodonte (réptil) Triassico Sitio Cortado / RS Acido Cloridrico 525
A1578b Dli:ggg;))nte Triassico Sitio Cortado / RS Acido Cloridrico 525
Ambar Mosquito Cretaceo Regido Baltica - *x - **

* Cada metade das laminas foi analisada por uma das técnicas especificadas. ** Nao foi processado nem analisado.
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5.1. Descrigdo dos Sitios Paleontoldgicos e dos coprolitos de animais estudados

5.1.1. Caverna Estreta

A caverna Estreta localiza-se no arquipélago mediterraneo llhas Baleéaricas (Fig
1). Encontra-se na parte norte da maior das ilhas, chamada de Mallorca. E uma caverna
pequena com uma entrada de 3 m de largura, 3,5 m de profundidade e 4 m de altura
maxima, e possui outros compartimentos em seu interior. Encontram-se nesses
compartimentos  vestigios de Myotragus balearicus e Hypnomys morpheus,
respectivamente cabra e roedor endémicos das ilhas baledricas, extintos ha cerca de
6.000 anos®.

Figura 1. Mapa das Ilhas Baleéricas. O ponto vermelho marcado indica a localizagéo da
Caverna Estreta®’.

5.1.1.1. Coprolito de caprino (A1100 — A1124)

O caprino da espécie Myotragus balearicus, € um espécime de porte pequeno
que habitava as ilhas balearicas ao sul da Espanha, apesar do seu tamanho, que nédo
ultrapassava o0s 50 cm de altura, era 0 maior mamifero que habitava essas ilhas. Existem
duas hipoteses para sua extingdo, uma delas seria devido a ocupagdo humana na ilha e a
outra por causa das mudangas climaticas, porém estudos refutaram a segunda
suposicdo®. Os coprolitos analisados estdo representados na figura 2.
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Figura 2. Amostras de caprinos analisadas.

5.1.2. Gruta de Santi

Localizada na Italia, em Monte Argentario, Grosseto, a Gruta de Santi (Fig 5), é
um sitio arqueoldgico com material datado do Pleistoceno. Esta localizada a 18 m acima
do mar, tendo 45 m de largura e 40 m de altura na sua parte mais alta. A gruta apresenta
evidencias de habitacdo humana no paleolitico medio e achados de restos faunisticos de
mamiferos, aves, répteis e moluscos, apresentando grande concentragdo de coprdlitos

identificados como sendo de hienas®.
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5.1.2.1. Coprolito de Hiena (A2742)

A Hiena extinta, Crocuta crocuta spelaea, € um dos carnivoros mais importantes
da regido Africana e Euroasidtica na época do Pleitoceno®. Surgiram na época do
Mioceno, cerca de 10 milhdes de anos AP, extinguido-se na Europa durante o periodo
glacial, ao final do Pleistoceno®. Algumas evidéncias apontam a convivéncia desta
espécie com humanos pré-histéricos, porém ndo apresentavam uma relacdo de
predacdo®’. Uma amostra de coprélito de hiena, enviada pelo pesquisador Fabio Parenti

do Istituto Italiano di Paleontologia Umana, em Roma, foi analisada (fig 3).

=

| 1 2 3 4 b 6 7 8 9 10
Figura 3. Coprdlito de Hiena proveniente da Italia, Gruta de Santi, datada do

Pleistoceno.

5.1.3. Caverna San Teodoro

A caverna de San Teodoro esta localizada na Sicilia, em uma cidade chamada de
Acquedolci (fig 5). E uma caverna grande, com 60 m de profundidade, 20 de extensdo e
20 de altura. O grupo de maior representatividade nos achados paleontolégicos foram os
de hiena, Crocuta crocuta spelaea, e veados, Cervus elaphus siciliae. Também foram
encontrados outros grupos animais, como porcos, raposas, bovinos e quinos, além de

coproélitos®.
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5.1.3.1. Coprolitos de Hiena (A2436, A2437)

Coprolito de hiena também da subespécie Crocuta crocuta spelaea, encontrada
na Caverna San Teodoro. As duas amostras totalizam 10 coprélitos de hiena

representados na figura 4. Essas amostras também foram enviadas pelo pesquisador
Fabio Parenti.

Figura 4. Coprdlitos de hiena proveniente da Italia, caverna San Teodoro, datados do

pleistoceno.
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Figura 5. Mapa da Italia com a localizagdo da Gruta de Santi (1) e Caverna San Teodoro
().
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5.1.4. Unidade S&o Miguel dos Campos

Esta unidade estratigrafica estd localizada em S&o Miguel dos Campos,
pertencente a Formacgdo Morro do Chaves, bacia de Sergipe-Alagoas, na regido costeira

do nordeste do Brasil®® (fig 6). Formada a partir de um ambiente salino e lacustre,

passado por periodos de secas e grandes areas de exposicdo. Com sua paleofauna
94,95

composta principalmente pela ictiofauna

e b
Sedimentary basins

Figura 6. Mapa com a localizagdo da Bacia Sergipe-Alagoas™.

5.1.4.1. Coprolito de Mawsonidae (A2314, A2315)

Os coprdlitos estdo associados a rochas provenientes da Unidade Sao Miguel dos
Campos, sdo pertencentes a peixes do género Mawsonia descritos por Gallo e
colaboradores™, da familia Mawsonidae, conhecida como celacantos (Sarcopterigii).
Além do género estudado, outros dois foram registrados em escavagdes no Brasil,
Axelrodichthys e Parnaibaia. Dois coproélitos associados a rocha foram estudados,

representados na figura 7.
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Figura 7. Coprolito de peixe (Mawsonidae) associado a rocha datado do cretaceo.

5.1.5. Bacia do Araripe

Esta bacia localiza-se entre os estados do Ceard, Piaui e Pernambuco (fig. 8), e

tem aproximadamente 9.000 km? de &rea e uma espessura sedimentar de 1700m®,

datada do Cretaceo inferior, apresenta uma assembleia fossilifera bem diversificada,

onde sdo encontrados exemplares de répteis, anfibios, tubardes, artropodes, vegetais e

uma grande quantidade de espécies de peixes®’.
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Figura 8. Mapa da Bacia do Araripe. (modificado de Ricardi-Branco e colaboradores

98).
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5.1.5.1. Coprdlito de peixe carnivoro (A2622)

Coprolito proveniente de peixe carnivoro, encontrado da bacia do Araripe e
identificado como pertencente ao género Calamopleurus ou Cladocyclus, grandes
predadores encontrados em abundancia nessa regidao®. Um coprélito enviado pelo
pesquisador Dr. Paulo Souto da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

(UNIRIO), foi analisado, representado na figura 9.

Figura 9. Coprdlito de peixe da Bacia do Araripe, datado do cretaceo.

5.1.6. Sitio Cortado

O Sitio Cortado esta localizado no Rio Grande do Sul, Brasil, nas
coordenadas S 29°44°55°*; W 53°00°06”” (fig 10). Foram encontrados na Sequéncia
Santa Maria 1, na Cenozona Therapsida, da idade Ladiniana do Periodo Triassico
(234,3 — 227,4 MA). Podem ser encontrados nesta cenozona, grupos de Cinodontes,
Dicinodontes, Procolofonideos, Rincossauros, Arcossauromorfos e Arcossauros, que

assim, constitufam a fauna de terapsideos do Tridssico Médio do Sul do Brasil*®.
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Figura 10. Mapa com a localizacdo do Sitio Cortado, Rio Grande do Sul, Brasil
(Schultz e Langer, 2007)%.

5.1.6.1. Coprdlito de cinodonte (A1578a)

Os cinodontes (cino = cdo + odontos = dentes) sdo répteis mamaliformes'®
que surgiram no final do permiano®®’. Pertencem a um clado monofilético que deu
origem aos mamiferos'®?, e podem ser divididos em cinodontes mamalianos, que é a
propria linhagem dos mamiferos, e cinodontes ndo-mamalianos, que sdo

representados pelos répteis mamaliformes do grupo®®

. Quanto a alimentacdo, 0s
cinodontes ndo-mamalianos podem ser carnivoros ou herbivoros, estes chamados de
gonfodontes*®*%1% Um coprélito, enviado pelo pesquisador Atila da Rosa, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), foi analisado nesse trabalho,

representado na figura 11.
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Figura 11. Coprolito mineralizado de cinodonte proveniente do Rio Grande do Sul,

Brasil, datado do Tridssico Médio.

5.1.6.2. Coprodlito de dicinodonte (A1578b)

Os dicinodontes eram répteis de alimentagdo herbivora, que apresentavam
mandibula adaptada para movimentos de maceracdo, o que permitia triturar melhor
os alimentos antes de engolir. Aluns autores sugerem que viviam em ambientes

semiaquaticos'®

e tinham tamanhos que variavam desde muito pequeno, como
100,104

roedores, até o tamanho de um hipopdtamo . O coprdlito analisado nesse

trabalho esta representado na figura 12.

Figura 12. Coprdlito mineralizado de dicinodonte proveniente do Rio Grande do Sul,
Brasil, datado do Triassico Médio.
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5.1.7. Mar Béltico

O mar do Béltico localiza-se no nordeste da Europa formado pelas costas dos
paises como a Dinamarca, Alemanha, Finlandia, Suécia, Estdnia, Russia, Letonia,
Lituania e Polénia (fig. 13). E uma regifo com grandes dep6sitos de ambar, que

aparecem nas costas desses paises trazidos por tempestades e correntes'®

L
!..

Figura 13. Mapa da regido do mar Baltico™".



5.1.7.1. Ambar com Inclusdo de Chironomidae

Os insetos da familia Chironomidae apresentam uma grande diversidade
habitando a maioria dos ambientes aquaticos, por isso, importantes bioindicadores de
qualidade de &gua’®. Entdo, seus achados em &ambar podem representar um
paleoecossistema aquatico estavel'®. Podem também ser parasitados por nematddeos da
familia Mermithidae, familia esta que parasitam artropodes, sendo mais comum em
insetos. Ajudam, assim, a estabelecer o qudo antiga é essa infec¢do se encontrada em
material paleontoldgico. O inseto incluso no ambar proposto a ser estudado nesse

trabalho esta representado na figura 14.

Figura 14. Ambar Baltico contendo inclusdo de Chironomidae datado do Cretéaceo.
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5.2. Andlise Laboratorial de coprdlitos

5.2.1. Analise macroscopica

Os coprolitos foram analisados macroscopicamente com o auxilio de lupa,
nos aumentos que vao de 1x a 7,5x, no laboratério de paleoparasitologia da ENSP —
Fiocruz, para examinar sua morfologia e buscar restos macroscépicos de
alimentacdo em sua superficie, como sementes, pelos, penas, unhas, 0ssos e outras

estruturas onde seja possivel a identificacdo da origem do alimento ingerido.

5.2.2. Andlise ao microscépio de luz

Para a analise do material (coprolito), é necessario processé-lo para sua
visualizacdo ao microscopio de luz. Trés técnicas foram utilizadas nessa pesquisa,
utilizando &cido cloridrico ou ondas de ultrassom para coprolitos mineralizados, e a

reidratacdo com fosfato trissddico para coprolitos dessecados, como explicado abaixo.

5.2.2.1. Acido cloridrico 4 10%

Uma das técnicas para processar o coprdélito mineralizado é com acido cloridrico
(HCI) a 10% para a dissociar os carbonatos e entdo com o uso de agua destilada essa
acdo é interrompida para ndo haver perda de material organico, como sugerido por
Jones™®. Apés esse tratamento, com o sedimento resultante, foram confeccionadas

laminas e analisadas ao microscépio de luz.

5.2.2.2.  Aparelho de ultrassom

Outra técnica utilizada para esse tipo de material (mineralizado) é com o uso de
um aparelho de ultrassom. Um fragmento de coprdlito é colocado em tubo de vidro com
fundo conico, imerso em fosfato trissodico a 0,5%. O tubo é colocado dentro do
aparelho que libera ondas de ultrassom que dissociam 0s minerais. Essas ondas sé&o
liberadas com repeti¢bes de 2 minutos até o coprolito apresentar um grau de dissolucao

gue permita a sua analise.
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5.2.2.3. Reidratacdo com fosfato trissodico

Fragmentos dos coprolitos dessecados foram imersos em fosfato trissodico a
0,5% por 72 horas, entdo homogeneizados e coados por gaze triplamente dobrada em
um calice de vidro com fundo cbnico e sedimentado por 24 horas segundo a técnica de
Lutz (1919)'*. Porém, como as amostras de coprélitos dessecadas tinham muito pouco
material e como o sedimento era bem fino, a etapa de coar em gaze triplamente dobrada

foi retirada da técnica para um melhor aproveitamento do material.

5.2.3. Andlise ao microscépio eletrénico de varredura

Para relacionarmos melhor as estruturas parasitarias de grupos evolutivamente
préximos na atualidade com o material antigo analisado, para uma melhor visualizacao
de sua morfologia e organizacdo ultraestrutural, usamos a microscopia eletrénica de
varredura. Nessa técnica, é necessaria a ldamina contendo o achado, que entdo foi
extraido por um corte feito na laminula. O material foi colado em uma fita de carbono e
fixado a um stub, para ser fotografado no microscopio eletrénico de varredura Quanta
(FEI Company), no aumento em que melhor capturar a estrtura alvo. Esta analise foi
feita no laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer na Universidade Federal

do Rio de Janeiro.

5.3. Analise Laboratorial de Ambar

5.3.1. Analise ao microscopio de luz

Para analisar uma peca de &mbar ao microscépio de luz, foi necessario desbasta-
lo em duas laterais opostas, com o auxilio de uma lixa metalica e laminas cortantes, até
ficar com a menor espessura possivel, sem danificar o espécime, preferencialmente com

200 micrometros, para melhor visualizagdo ao microscoépio.
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5.3.2. Anélise ao microscopio eletrénico de transmissédo

O ambar foi lixado, com o auxilio de uma lixa de metal, até chegar préximo ao
inseto. Entdo foi desbastado, com o uso de uma lamina, ao redor do inseto para formar
uma pirdmide, que assim, com a utilizacdo do ultramicrétomo, seria feito cortes de 60
nm. Estes seriam contrastados com acetado de uranila (C4H606U 2(H20)) a 5% e
citrato de chumbo(C12H10014Pb3) a 1% para serem analisados ao microscopio
eletrénico de transmissdo no laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer na

Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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6. RESULTADOS
6.1. Analise parasitologica das amostras de animais extintos

Foram analisados um total de 32 amostras provenientes de 6 hospedeiros
extintos diferentes (caprino, hiena, duas espécies de peixes, cinodonte e dicinodonte),

com um total de 2.500 laminas. Os resultados serdo expostos abaixo de acordo com o
hospedeiro.

6.1.1. Coprdlito de caprino (A1100 — A1124)

As 25 amostras de cabra proveniente das llhas Balearicas na Espanha,
apresentam granulometria fina e de facil dissociacdo. Algumas das amostras estavam

em estado pulverizado. Para cada amostra foi analisada 20 Iaminas, totalizando 500
l&minas analisadas.

6.1.1.1.  Cisto de protozoario

Cisto nucleado de protozoario ainda ndo identificado, com medidas de 22x22um
(Fig 15).

Diagnostico: n=1

50 um

Figura 15. Cisto de protozoario em coprolito de caprino.
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6.1.2. Coproélito de hiena (A2436, A2437)

Cada amostra de hiena possuiam 5 coprdlitos de formato arredondado e estrutura
solida, totalizando 10 coprolitos com as duas amostras (A2436 e A2437). Apresentavam
granulometria do sedimento fina, porém de dificil dissociacdo no processamento.
Apenas a amostra A2437 apresentou resultado positivo para parasito. Foram
processadas e analisadas 40 ldminas de cada coprdlito de ambas as amostras, totalizando

400 laminas analisadas.

6.1.2.1. Ovo ndo identificado

Ovo com formato ovdide, apresentando uma das extremidades mais afilada que
a outra e medidas de 83,78 x 50,02 um (Fig. 16).

Diagnostico: n=1

Localidade: Encontrado em coprolito de hiena extinta (Crocuta crocuta spelea)

proveniente de caverna San Theodoro, Aquedolcci, Sicilia, Italia.

Figura 16. Ovo ndo identificado em coprolito de hiena.
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6.1.3. Coprodlito de hiena (A2742)

O coprolito de hiena proveniente da Italia na regido de Toscana, apresentava
superficie esbranquicada com sedimento de granulometria fina e de facil dissociacao.
Foram processadas e analisadas 100 laminas desse material.

6.1.3.1. Ovo de Nematoda

Ovo com formato oval, casca espessa e rugosa, sem a presenca de material
embrionario visivel, com medidas de 77,86 x 41,85 um (fig 17). A presenca de

caracteristicas inespecificas impossibilitou a identificacdo além da classe Nematoda.
Diagndstico: n=1

Localidade: Encontrado em coprolito de hiena extinta (Crocuta crocuta spelea),

localizado na Gruta de Santi, Monte Argentario, Grosseto, Italia.

Figura 17. Ovo de Nematoda em coprdlito de hiena.
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6.1.4. Coprdlito de peixe (Mawsonidae) (A2314, A2315)

As duas amostras de coprolitos de peixe pertencentes ao género Mawsonia,
provenientes da Unidade S&o Miguel dos Campos, na costa do Nordeste brasileiro, entre
Sergipe e Alagoas, estdo associadas a rochas e apresentam uma textura fina e de facil
dissociacdo da rocha, observado ao microscopio esterioscopio (lupa).

Foram analisadas 200 laminas, sendo 100 de cada amostra. A amostra foi
submetida a dois processos de preparacdo, pelo acido cloridrico a 10% e pelo aparelho
de ultrassom. Metade (50 laminas de cada amostra) foi analisada para cada

processamento.

Todas as laminas analisadas foram negativas para parasitos.

6.1.5. Coprodlito de peixe (A2622)

O coprdlito proveniente da Bacia do Araripe, datada do Cretaceo, pertencente a
um peixe de alimentacdo carnivora, apresenta a coloracdo esbranquicada com textura do

sedimento fina e de fécil dissociacdo observado ao microscopio estereoscopio (lupa).

A amostra foi submetida a dois processos de prepara¢do, pelo acido cloridrico a
10% e pelo aparelho de ultrassom. Foram analisadas 100 laminas originarias de cada um

dos processos, totalizando 200 laminas.

Todas as laminas analisadas foram negativas para parasito.
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6.1.6. Coprdlito de cinodonte (A1578a)

O coprolito de cinodonte, proveniente do sul do Brasil, apresenta formato
cilindrico com granulometria do sedimento grossa e de dificil dissociacdo. Foi

processado com &cido cloridrico a 10% e analisado um total de 550 laminas.

6.1.6.1. Ovo de ascarideo

Ovo com formato esférico com medidas de 62,60 x 60,17 um, com casca fina
e superficie rugosa, apresentando conteddo embrionario preservado (fig 18).
Assemelha-se com as caracteristicas dos ovos do grupo de ascarideos, sendo
colocado, entdo, neste grupo. Foi denominada uma nova espécie seguindo o género

sugerido por Poinar e Boucot (2006)%.

Filo: Nematoda (Rudolphi, 1808)

Ordem: Ascaridida (Skrjabin e Shulz, 1940)
Familia: Ascarididae (Baird, 1853)

Género: Ascarites (Poinar e Boucot, 2006)°
Espécie: rufferi (Silva et al, 2014)'*

Ascarites rufferi sp.n.(Silva et al, 2014)**? (fig. 18)

Diagnostico: n=1

Etimologia: “Ascarites”, para seguir ao género proposto por Poinar e Boucot
(2006)%?, e “rufferi” como homenagem ao Sir Marc Armand Ruffer que foi o

primeiro a registrar ovos de parasitos em material arqueoldgico.

Localidade: Parasito encontrado em coprdlito de cinodonte, proveniente de
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil (nas coordenadas S 29°44°55’; W
53°00°06°). Datado do Triassico Superior.
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Figura 18. Ovo de ascarideo em coprolito de cinodonte.

6.1.6.2. Ovo de oxiurideo

O ovo encontrado tem formato eliptico com medidas de 113,51 x 77,08 um,
com duas camadas (fig. 19) e superficie lisa. Apresenta uma das extremidades
afilada e a outra arredondada, possui massa embrionaria visivel, porém amorfa. Pela
microscopia eletrénica pode-se observar a trama das camadas, que se apresenta de
forma trancada e espessa (figura 20 — A e B). Foi descrito um novo género e uma

nova espécie para este parasito.

Filo Nematoda (Rudolphi, 1808)
Ordem Oxyurida (Railliet, 1916)
Familia Heteroxynematidae (Skrjabin e Shikhobalova, 1948)

Género Paleoxyuris (Hugot et al, 2014)**3

Espécie cockburni (Hugot et al, 2014)**

Paleoxyuris cockburni gen.n., sp.n. (Hugo et al, 2014)**3 (Fig. 19)

Diagnostico: n=1

Etimologia: Paleoxyuris - “paleo” significa antigo ¢ “oxyuris”, representa
um género da familia Oxyuridae. O nome da espécie é uma homenagem ao criador

da Associacdo de Paleopatologia, Aidan Cockburn.
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Localidade: Encontrado em um coprolito de cinodonte, proveniente de
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil (nas coordenadas S 29°44°’55’; W
53°00°06°’). Datado do Triassico Superior.

Figura 19. Imagem do ovo encontrado no coprdlito de cinodonte. A, imagem obtida por

microscopia de luz; B, por microscopia eletronica de varredura.

Pela microscopia eletrénica podemos observar na figura 20 (A e B) a estrutura
ornamentada da membrana do oxidrideo. Nota-se que as camadas se apresentam de

forma trancada e espessa.

Figura 20. Imagens da superficie lateral do ovo encontrado no cinodonte (A e B).
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6.1.7. Coprdlito de Dicinodonte (A1578b)

O coprolito proveniente da regido sul do Brasil, apresenta um formato
arredondado e superficie lisa. Material de dificil dissociacdo. Foram processadas e

analisadas 550 laminas.

6.1.7.1. Ovo de nematoide

Ovo com formato arredondado, casca fina e superficie lisa, com medidas de
73,15 x 46,15 um (fig. 21). Apresenta conteudo embrionério visivel em seu interior,
0 que pode ser uma larva. Até o momento sO foi possivel identifica-lo como
nematoide, devido a falta de estruturas mais caracteristicas para uma identificacao

precisa.

Figura 21. Ovo de nematoide encontrado no coprolito de dicinodonte.
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6.1.8. Ambar com inclusdo de Chironomidae

O inseto foi identificado por um entomdlogo qualificado como exemplar da
familia Chironomidae. A peca de ambar contendo a incluséo do espécimen foi analisada
primariamente ao microscopio estereoscopio, para uma visualizacdo mais ampla do que
continha em seu interior. Foi identificada a presenca de uma folha e um segmento de

outra especie de inseto.

Ndo foi obtido nenhum resultado, pois as técnicas previstas para serem

realizadas nesse material ndo puderam ser feitas.
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7. DISCUSSAO

Pesquisas a cerca de vestigios de microfésseis em animais extintos, tanto
em paleodieta quanto na evidéncia de parasitos, sdo escassas. Talvez pelas
limitacBes impostas pela propria idade do material e/ou os processos tafonémicos
pelos quais foram submetidos, os quais ndo favoreceram sua preservacdo. Porém,
com as novas técnicas de recuperacdo desses materiais e a persisténcia dos
pesquisadores em encontrar evidéncias e respostas para a origem do parasitismo em

diversos grupos, fazem essa ciéncia estar em constante expansao.

A maioria das amostras que foram analisadas para essa dissertacao
apresentou resultado negativo, mesmo em um grande esfor¢o de busca com 2.500
laminas analisadas. O motivo pode ter sido o sugerido anteriormente, ou seja, a ndo
preservacdo das estruturas, pelo simples fato do animal ndo estar infectado por
nenhum parasito ou ter eliminado uma quantidade muito pequena de formas
parasitarias, impossiveis de serem recuperadas nas analises microscopicas, ou

devido a elementos inerentes a técnica com acido.

Embora tenha sido possivel identificar o inseto no fragmento de &mbar
(Identificacdo feita pelo pesquisador Rubens Melo), sua analise para parasitos nao
pode ser feita pela falta de material, s6 recentemente importado. Os cortes com facas
especializadas para microscopia eletrénica estdo no laboratério Herta Meyer, no

Instituto de Biofisica ICB, UFRJ, ainda aguardando andlise.

Ja para as amostras positivas, 0s ovos de parasitos encontrados ndo possuem
caracteristicas iguais aos encontrados em outras analises no laboratorio de
Paleoparasitologia (ENSP/Fiocruz) que ocorrem concomitantes as dos animais
extintos, porém preservam a morfologia basica que os colocam nas suas respectivas
classificacbes. Essa observacdo € importante para evitar suspeitas de contaminacéo

das amostras.

Deve-se considerar a impossibilidade de cumprir todos os requisitos para a
descricdo de novas espécies por ndo descrevermos o parasito adulto, e 0s vestigios
parasitarios encontrados serem apenas dos ovos. Porém dadas as circunstancias do

material analisado, como idade muito antiga e a restricdo por ter sido recuperado
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somente o coprolito do animal, a descricdo foi feita a partir dos dados que puderam
ser obtidos.

Para melhor discussdo dos resultados positivos, estas serdo separadas por

hospedeiro.

7.1. Caprino

Das 24 amostras de cabra proveniente das ilhas Balearicas localizadas no mar
mediterraneo, apenas uma apresentou resultado parasitologico. Outros trabalhos com

animais extintos obtiveram resultados positivos para cisto de protozoarios®®>>%2

, 0 que
mostra a potencialidade de se encontrar esses vestigios em material arqueoldgico pelas

técnicas existentes.

O encontro de um cisto nucleado em um dos coprélitos representa a presenca de
protozoarios em cabras desde a época do Pleistoceno. Como existe infeccdo em diversos
grupos de vertebrados em dias atuais, inclusive em cabras''’, isso mostra o sucesso da

relacdo parasito-hospedeiro por protozoarios, principalmente no grupo dos ruminantes.

A identificacdo do cisto de protozoario nao foi possivel, devido a preservacdo do
material e a falta de caracteristicas mais especificas.

7.2. Hiena (Crocuta crocuta spelea)

Duas amostras de hiena (Crocuta crocuta spelea) enviadas pelo Dr. Fabio
Parenti, pertencentes a duas localidades da Italia, uma da Sicilia e outra da regido da
Toscana, foram positivas para parasito. Porém esses ovos ndo apresentaram uma boa
preservacéo, dificultando a identificagdo. Portanto apenas um dos ovos foi identificado

como do grupo nematoda.

Ja foram identificados diversos parasitos do grupo nematoda em hienas viventes
como Ancylostoma sp., Toxocaris sp., Cylicospirura sp., Aelurostrongylus sp.,
Nematodirus sp.”****°. Porém em nenhum desses foi encontrado semelhanca nas suas
caracteristicas que justificasse incluir o ovo encontrado em um desses géneros.
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Outros parasitos sao encontrados em hienas atuais, como o Spirometra sp., que
apresenta uma morfologia e membrana semelhante ao ovo encontrado na regido da
Sicilia. Porém as medidas entre 0s ovos recuperados da hiena extinta sdo maiores do
que os ovos desse género, assemelhando mais ao tamanho do género Paragonimus.
Apesar de pertencerem a um género que ndo e encontrado nesse hospedeiro, ha
evidéncias de parasitismo em outros grupos filogeneticamente proximos da familia

Hyaeniadae*®.

E possivel especular-se sobre a extingdo de uma espécie de parasito em
hospedeiro também extinto, embora nas espécies atuais de hospedeiro possam ser
encontrados parasitos a ela relacionados. Isto poderia ter ocorrido tanto a uma espécie

de nematdide como a espécies de trematddeos.

Entretanto, esse achado é uma evidéncia de parasitismo por grupos diversos em
hienas na Europa sugerindo sua circulacdo nessa espécie na época do Pleistoceno.
Pesquisas a cerca de parasitismo em hienas da regido italiana ainda estdo em curso para

elucidar melhor essa relacdo parasitaria.

7.3. Cinodonte

O coprélito de cinodonte analisado foi recuperado do sitio Cortado, da
Formacdo Santa Maria, da Cenozona Therapsida pelo paleontdlogo Dr. Atila da
Rosa. Neste local sdo encontradas cinco espécies de cinodonte, Massetognathus
ochagaviae; Chiniquodon theotonicus; Traversodon stahleckeri; Luangwa
sudamericana; Protheriodon estudianti. Dentre estes, C. theotonicus e P. estudianti
apresentam denticdo prépria de alimentacdo carnivora'®, ja as outras trés espécies,
M. ochagaviae, T. stahleckeri, as duas espécies com representacdo fossil mais
abundante no sitio, e L. sudamericana sdo pertencentes a familia Traversodontidae,

caracterizada por sua diversificada denticdo adaptada para alimentagao he rbivora®,

Como todos os hospedeiros de oxiurideos apresentam uma alimentacao
herbivora ou com o consumo de grande quantidade de celulose, presume-se que a
espécie de cinodonte infectado pelo ovo encontrado deva ser herbivora. Portanto, é

possivel dizer que a familia Traversodontidae sdo 0s hospedeiros mais provaveis.
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No coprolito de cinodonte foram encontrados dois ovos de parasitos com
caracteristicas distintas, pertencentes a espécies diferentes. Um desses achados pode
ser identificado como ascarideo segundo a descricdo feita por O’Lorcain e

Holland**®

, que descreve o0 ovo de ascarideo com uma casca externa mamilonada,
cor castanho-amarelada, formato oval ou esférico, com medidas aproximadas de 60
x 45 pm. Assim, foi possivel identificar o ovo achado como pertencente ao grupo

dos ascarideos.

E possivel, apenas pelas caracteristicas morfolgicas do ovo de nemat6deo
diagnosticar de maneira confidvel grupos taxonémicos tanto de familia, género ou

até mesmo espécie?’.

Poinar Jr. e Boucot® descreveram um novo género e espécie de ascarideo
em um lguanodon datado do periodo Cretaceo, nomeado de Ascarites priscus. Pela
semelhanca morfoldgica entre esta e a espécie encontrada no presente trabalho, e por
terem ambos sido descritos em animais extintos, adotamos o mesmo género
“Ascarites”. Como homenagem ao Sir Marc Armand Ruffer, um dos primeiros a
descrever ovos de parasito em material arqueoldgico foi sugerido o nome de

Ascarites rufferi para a espécie de ascarideo encontrada®*2.

Muitos mamiferos atualmente, como porcos, canideos, equinos, felinos,
roedores e primatas, assim como o homem, sdo hospedeiros de varias espécies de
ascarideos'®. O cinodonte, réptil mamaliforme que representa a transicdo entre
réptil e mamifero, demonstra como a infeccdo parasitaria desse grupo de parasitos
precede o surgimento doa mamiferos. Assim como se pode constatar que a sua

morfologia basica foi mantida ao longo dos anos.

Quando parasitos sdo transmitidos por contato préximo, sdo normalmente
especificos para uma Unica espécies hospedeiras'?*. Assim, parasitos com ciclos de
vida diretos, como 0s oxiurideos, que ocorre em hospedeiros que manifestam
comportamentos que aumentam a probabilidade de auto-infecgdo parecem ser
capazes de manter essa associagdo por longos periodos de tempo. Uma consequéncia
evolutiva dessa especificidade do hospedeiro é uma associagdo de longa data entre o

hospedeiro e o parasito através do tempo.

Pelas caracteristicas basicas do segundo ovo encontrado no coprolito de

cinodonte, formato elipsoide, assimétrico, sendo mais arredondado em uma das
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extremidades e afilado na outra, apresentando um plug polar, foi possivel descrevé-lo na

familia Heteroxynematide'?.

Pois se compararmos com as espécies de Oxyurida
existentes, os géneros Syphasciella e Heteroxynema, apresentam um plug polar, e tem
medidas aproximadas do espécimen encontrado. Ambos sdo classificados na familia
Heteroxynematidae, o que permitiu descrever uma nova espécie, Paleoxyuris Cockburni

nessa familia®*®.

Seguindo a forma como foi descrito o ascarideo encontrado no mesmo coprolito,
foi determinado como nova espécie. Portanto, como Poinar e Boucot®, foi criado um
novo género, “Paleoxyuris” e como homenagem ao Aiden Cockburn a espécie foi

nomeada de “Paleoxyuris Cockburni”.

7.4. Dicinodonte

O coprdlito analisado de dicinodonte foi recuperado do sitio cortado, no Rio
Grande do sul, Brasil, na Formagdo Santa Maria, também pelo paleont6logo Dr. Atila
da Rosa. Na Cenozona Therapsida, onde o coprolito foi coletado, encontravam-se
vestigios fosseis de duas espécies de dicinodonte, Stahleckeria potens e
Dinodontosaurus pedroanum. Como a espécie mais abundante nesse sitio era de D.

pedroanum, h&a maiores probabilidades de o coproélito pertencer este animal.

O ovo encontrado foi identificado como do grupo Nematoda, por conter
morfologia e caracteristicas genéricas da classe, como casca delgada e fina, e
apresentar uma provéavel larva no seu interior*'®. Porém ndo foi possivel uma

classificacdo mais especificas devido a falta de caracteristicas mais particulares.
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Com os resultados que foram apresentados pode-se constatar que mesmo com
dificuldades e limitacGes é possivel encontrar parasitos em animais extintos de
diferentes épocas, das mais recentes as mais antigas, usando diferentes técnicas de
recuperacdo do material, mesmo que tenha suas dificuldades e limitacdes. E com esses
achados é possivel ir preenchendo as diversas lacunas existentes entre o surgimento de
relagbes parasitarias em varios grupos zooldgicos até os dias atuais. Como um dos
achados mais antigos até hoje de um grupo de helmintos que atualmente tem carater
zoonotico. O que mostra a contribuicdo real desses resultados para a compreensdo da

linha evolutiva da relacéo parasito-hospedeiro-ambiente.
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CONCLUSOES

A identificacdo de helmintos em coprdlitos de animais extintos é possivel

mesmo com datacdes do material em milhGes de anos.

e Parasitos como o0s ascarideos e oxiurideos estdo presentes em animais

vertebrados ha pelo menos 240 milhdes de anos.

e Protozoarios estavam presentes em caprinos endémicos das llhas Balearicas,

Espanha. Assim como helmintos em hienas da regido européia.

e Ovos de parasitos podem maner sua morfologia através dos milhdes de anos que
separam 0s seus hospedeiros extintos dos seus representantes atuais

filogeneticamente proximos.
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ABSTRACT
Cynodonts represent the transition from reptiles to mammals. They are classified as synapsids, or tetrapod
animals with mammalian characteristics. We present here the finding of helminth eggs in a coprolite

identified as of cynodont origin dated of nearly 240 million years. Microscopy revealed the presence of
very well preserved intestinal parasite eggs. Up to now we identified an ascarid egg by morphological
characteristics. Based on a previous description of the new genus Ascarites Poinar Jr and Boucot 2006 in
coprolites of iguanodons from Belgium, we propose a new species, Ascarites rufferi n.sp. in cynodonts, a
host that inhabited the Southern Region of Brazil in the Triassic period.

Key words: Ascarids, coprolites, cynodont, evolution, paleoparasitology.

INTRODUCTION

The finding of coprolites — desiccated, fossilized
or permineralized feces - associated with skeletons
of extinct animals is not uncommon (Souto 2000,
2011). Besides the possible presence of parasites,
important information such as dietary habits,
paleoclimate and paleoecological adaptations can
be evidenced (Wolff et al. 2009). The first study
was conducted by Renault and Bertrand (1895),
describing structures classified as bacteria on
vertebrate coprolites dated from the Permian of
France. However, studies of parasites in this kind
of material only recently began to be developed.

Correspondence to: Adauto Araujo
E-mail: adauto@ensp.fiocruz.br

The study of coprolites from extinct animals
has revealed new species and genus of parasites,
demonstrating its potential. Parasite eggs and
cysts have been found in different extinct animals,
such as unidentifi nematode eggs in a giant
sloth (Ringuelet 1957); oocysts of two new
species of Coccidia Archeococcidia antiques and
Archeococcidea nothrotheriopsae in coprolite of
a giant sloth (Schmidt et al. 1992); nematode larva
in an extinct hyena species (Ferreira et al. 1993);
Toxocara canis eggs in an extinct hyena species
(Bouchet et al. 2003); Paleoleishmania proterus in
blood from the digestive tract of a sandfl preserved
in amber (Poinar Jr and Poinar 2004); three new
generaof fungi fromtwo categories, mycorrhizal and
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epiphyllous, in dinosaurian (lsisaurus) coprolites
(Sharma et al. 2005); Plasmodium dominicana in
digestive tract of a mosquito of the genus Culex
(Poinar 2005); Ascaridae eggs and protozoa cysts
in a dinosaur coprolite from the Cretaceous of
Belgium, showing the antiquity of that host-parasite
relationship (Poinar Jr and Boucot 2006); oocysts of
Eimeria sp. in coprolite of palaeollama (Fugassa et
al. 2008) and a probable infection by Trichomonas
gallinae in tyrannosaurid (Wolff et al. 2009).

The finding of cynodont coprolites in a
fossiliferous deposit is herein first reported. These
animals are classified as tetrapods synapsids of the
order Therapsida that includes mammaliamorph
reptiles (Schultz and Langer 2007), which appeared
at the end of Permian (Benton and Harper 2009).
Belonging to a monophyletic clade that gave rise
to mammals (kardong 1995), the cynodonts can
be divided into mammalian cynodonts, which are
the mammals themselves, and non-mammalian
cynodonts, including the group of mammaliaphorm
reptiles (Schultz and Langer 2007). Regarding diet,
the non-mammalian cynodonts are classified as
either carnivores or herbivores; these last are called
gonfodonts (Battail 1983, Benton 2005, Schultz
and Langer 2007). They were almost vanished with
the mass extinction of the Permo-Triassic, which
extinguished 90% of animal species, but after that
the cynodonts have diversified and dominated the
Triassic period (Benton 2005).

The presence of tetrapod fossils is well
documented in paleontological excavations in
Southern Brazil (Holz et al. 2010). Coprolites
were found associated with fossils of these animals
(Schultz et al. 2000, Da-Rosa et al. 2004, 2005).

Schultz and Langer (2007) recognized fi
different species belonging to this cenozone:
Massetognathus ochagaviae (Barberena 1981); Chi-
niquodon theotonicus (Huene 1938); Traversodonst
ahleckeri (Huene 1938); Luangwa sudamericana
(Abdala and S&-Teixeira 2004); Protheriodone
studianti (Bonaparte et al. 2006). More recently,

Reichel et al. (2009) described a new traverso-
dontid herbivorous form, Protuberum cabralensis,
characterized by rib tuberosities. Fossils from
Massetognathus and Traversodon (cynodonts with
special dentition for herbivorous habits) are in great
number. Chiniquodon theotonicus is the only species
that possessed specialized teeth for carnivorous diet
(Reichel et al. 2009).

On this paper we describe a new species of
ascarid found in a herbivorous cynodont coprolite
from the Triassic of Southern Brazil.

MATERIALSAND METHODS

The coprolite was collected and identified by a
multidisciplinary group of the Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM). The paleontological site
is called Cortado site, located at Rio Grande do
Sul state, Brazil, at coordinates S 29°44°55’; W
53°00°06’’(Da-Rosa et al. 2004). The coprolite was
found on Santa Maria Sequence 1 in Therapsida
Cenozone, or Dinodontosaurus  Association
zone, as it is called nowadays, dated as Ladinian
(Schultz and Langer 2007) of Triassic Period
(241 to 237 M.y., according to the most recent
chronostratigraphic ICS and GSA charts) (Cohen et
al. 2012, Walker et al. 2012).

Coprolites were identified based on their shape,
content and associated fauna. Archosaurs and
procolophonoids were discarded as the coprolite
producers, for being too big or small, respectively.
Dicynodonts recorded at the outcrops ranging from
juvenile to adult forms, thus from medium to big
size. Cynodonts in the outcrop occur as both forms,
herbivores and carnivores. Herbivorous cynodonts
are medium-sized forms, while carnivorous
cynodonts are medium- to small-sized forms.

The coprolite was examined under
stereomicroscope at 75x to look for macroscopic
food remainsonits surface. Texture and morphology
were also examined.

The surface was scraped, and material was
also extracted from the interior of the coprolite by
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using a drill. Instruments were sterilized before
using. The small fragments were transferred into a
Petri dish to separate smaller fragments that were
placed into microtubes. Subsequently, the small
fragments were treated with 10% hydrochloric acid
(HCI) to dissociate minerals, washing immediately
with distilled water to cease reaction.

Each 100ul of demineralized sediment was
used to settle 20 microscope slides for bright
field microscopy analysis at 100x and 400x final
magnification. A total of 550 slides were examined
under light microscopy (275 slides of the coprolite
surface and 275 from inside).

RESULTS

The coprolite has a cylindrical shape and a rough
surface, with one subdivision at the middle. Food
remains were not identified in the surface.
Microscopically, two different kinds of
helminth eggs were identified. First, an egg with
a round mammilated eggshell, measuring 62.60 x
60.17um (Figure 1); the other kind of egg is oval-
shaped, with a double thin eggshell, measuring
106.52 x 53.26um. Both eggs were found in the
material collected from the interior of the coprolite.

DISCUSSION

The round mammilated egg is characteristic of
the order Ascaridida, and was identifi as such
due to their morphological similarity assigned
to this family (Figure 1). Parasites of this family
are found in many mammals today, including
aquatic mammals. Poinar Jr and Boucot (2006)
found different eggs of Ascaridae in dinosaurs,
identifi as iguanodons, semi-aquatic reptiles.
The eggs were described as a new genus and
species of parasites, Ascarites priscus; Ascarites
gerus. Although morphological characteristics are
comparable, the ascarid egg in cynodont coprolite
differs in size.

Considering the rules for description of a new
species, it would be impossible to fulfi all the

50 um

Figure 1 - Ascaridae egg found in cynodont coprolite dated
240 million years old.

steps required. In that case, there is a supposed host,
a species of the cynodont group, and a parasite, a
species of ascarid, of which the only trace found
was an egg similar to current Ascaridae in their
morphometry. Therefore, ascarid infection dated
of 240 million years and apparently there was no
distinct change in the eggs morphology of this group
of parasite, enabling their identifi To follow
the genus Ascarites proposed by Poinar Jr and
Boucot (2006), we suggest the name of the species
found in the cynodonts, Ascarites rufferi, in honor of
Sir Marc Armand Ruffer, the fi to register eggs of
parasites in ancient material (Ruffer 1921).

A suggested classification is proposed below,
following Poinar Jr and Boucot (2006):

Phylum: Nematoda (Rudolphi 1808)

Order: Ascaridida (Skrjabin and Shulz 1940)
Family: Ascarididae (Baird 1853)

Genus: Ascarites (Poinar and Boucot 2006)
Species: Ascarites rufferi n. sp.

Digital pictures of the egg are kept in the
Data Bank of the Laboratory of Paleoparasitology,
Fundag&o Oswaldo Cruz.

The cynodonts were both herbivores and carni-
vores, therefore, presence of ascarids is consistent
with parasitism of this group in current species,
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but the parasitism by ascarids is also common in
omnivores such as pigs and humans (Leles et al.
2012). The long persistence of parasitism and its
breadth and diversity of hosts attests to the success
of this group of nematodes.

Because these animals represent a group of tran-
sition from reptiles to mammals, as long as 240 million
years, this fi shows how old the infection is, as
well as the presence of this parasite in a host that would
be the ancestor of mammals. The egg morphology
was preserved for million of years, allowing it to
be identified by the usual microscopic techniques.

As for the other kind of helminth egg found in
the cynodont coprolite, studies are still in course.

The finding of these parasite eggs in
Cynodontia shows the antiquity of parasitism at the
reptile-mammal transition point, some 240 million
years ago. This shows that, contrary to what was
previously thought, there are fossil records of
nematodes. Dorris et al. (1999) went as far as to
state that the absence of fossils made it impossible
to date the stages of evolution in nematodes.
The present finding and other previous results
(Dentzien-Dias et al. in press) show the ability of
paleoparasitology to find evidence of parasitism in
extinct animals, enhancing the potential of studies
in fossils dating from millions of years. Lastly, this
is an evidence of parasitism in a group of hosts that
were ancestors of mammals, showing the scope
for comparative studies, which for the moment are
limited to morphology.
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RESUMO

Cinodontes representam o passo de transicdo de
répteis para mamiferos. Sdo classificados como
sinapsideos, ou tetrdpodes, animais com caracteristicas
de mamiferos. Apresentamos aqui o achado de ovos
de helmintos em um coprdlito identificado como
originario de cinodontes, datado de cerca de 240
milhdes de anos antes do presente. A microscopia
revelou a presenca de ovos de parasitos intestinais
muito bem preservados. Até 0 momento, identificamos
um ovo de ascaridio pelas caracteristicas morfolégicas.
Baseados na descricdo prévia do novo género Ascarites
Poinar Jr e Boucot 2006 em coprolitos de iguanodontes
na Bélgica, propomos uma nova espécie, Ascarites
rufferi n.sp. em cinodontes, um hospedeiro que
habitava a regido sul do Brasil no periodo Triéssico.

Palavras-chave: Ascarideos, coprélitos, cinodontes,
evolucgéo, paleoparasitologia.
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ANEXO 111 — “Discovery of a 240 million year old nematode parasite egg in a
cynodont coprolite sheds light on the early origin of pinworms in vertebrates”.
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Abstract

Background: We report the discovery of a nematode parasite egg (Nemata: Oxyurida) from a coprolite closely
associated with the remains of several species of Cynodontia, dated to 240 million years old. This finding is
particularly significant because this is the oldest record of an oxyurid nematode yet discovered, and because the
cynodonts are considered a stem-group of the mammals.

Methods: We extracted material from a fully mineralized coprolite by both scraping the surface, and removing
fragments from its interior with clean dental instruments used a single time. A single drop of glycerol from a new
vial was added as a clearing reagent. Each slide was sealed with wax and examined with an optical microscope at
100x% to 400% magnification.

Results: From one coprolite, 550 slides were examined; from 275 of these slides, sediment was examined that was
scraped from the surface of the coprolite, and from the other 275 slides, material was examined that was extracted

identified when possible.

from the interior of the coprolite. All microscopic structures encountered were photographed, measured, and

Conclusions: From the coprolite examined, we discovered an egg representing a new species of pinworm that,
based on the egg structure, clearly places it in the family Heteroxynematidae. Nematodes of the order Oxyurida
have very constrained life-histories, occurring only in animals that are not strictly carnivorous and also ingest large
amounts of plant material. This fact enabled us to determine which species of cynodont, from several collected
at the site in Brazil, are most likely the depositors of the coprolite, and therefore were the putative host of the

parasite.
Keywords: Brazil, Cynodont, Coprolite, Haplodiploid, Heteroxynematidae, Oxyurida, Paleoparasitology, Pinworm,
Upper Triassic

Background parasites in paleo-faunas can provide firm data on ages

The field of paleoparasitology has developed rapidly
since its inception in the early 20th century up to the
present time. Fossil parasites of both plants and animals
have been found from a broad geological time-spectrum,
ranging from the Holocene as far back as the lower
Cambrian (over 500 million years) [1-3]. Studies of
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of fossilized organisms and allow establishment of both
dates of origin and diversification for host-parasite asso-
ciations, including groups of parasites associated with
extinct vertebrates [4,5]. Coprolites can be important
sources of data because the study of fossilized fecal ma-
terial provides simultaneous information on both host
and parasite enabling a better understanding of their
ecological relationships [4-7].

Herein, we describe the egg of a nematode parasite
(Nemata: Oxyurida) discovered in a single coprolite as-
sociated with species of primitive proto-mammals of the

© 2014 Hugot et al.; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain

Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,

unless otherwise stated.
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Class Cynodontia that is estimated to be about 240 mil-
lion years old (MYO). The discovery is particularly sig-
nificant for two reasons that include: a) This finding
reports the most ancient pinworm yet discovered, and b)
the host group, the cynodonts, are part of the stem
group of the lineage of early vertebrates that includes
the mammals.

All pinworms in the order Oxyurida have a very spe-
cific ecological/life-history trait, which is that almost all
known hosts of these nematodes have a portion of their
gut that acts as a cellulose decomposition chamber (via
anaerobic bacterial/protistan digestion). This allows us
to speculate as to which species of cynodont, from sev-
eral that were recorded at the collection site, is most
probably the depositor of the coprolite and, therefore,
the host of the new parasite. Because of this finding, we
can speculate as to the presence of Oxyurida in other
extinct lineages of vertebrates.

Methods

We extracted material from a single, fully mineralized
coprolite by both scraping the surface, and removing frag-
ments from the interior with clean dental instruments
used a single time for each sample. Material extracted
from each was examined separately. The material obtained
was placed in EppendorfTM tubes and labeled. The ma-
terial was then dissociated in this tube with a solution of
10% hydrochloric acid (HCI) and double distilled water
(v/v) and immediately washed with distilled water until a
neutral pH was achieved. Slides were prepared by placing
a single drop of sediment from the material that was
dissociated in HCI on a depression slide. To each slide, a
single drop of glycerol from a new vial was added as a
clearing reagent. The slide was sealed with wax and
examined with an optical microscope at 100x to 400x
magnification. From one coprolite, 550 slides were exam-
ined; from 275 of these slides, sediment was examined that
was scraped from the surface of the coprolite, and from
the other 275 slides, material was examined that was ex-
tracted from the interior of the coprolite. All microscopic
structures encountered were photographed, measured,
and identified when possible.

Results

The coprolite that we studied originated from excava-
tions conducted at the Sitio Cortado site, Rio Grande
do Sul State, Brazil [7-9] (Figure 1) and is completely
permineralized and petrified with calcite (CaCOs). The
coprolite was identified as fossilized feces that were
derived from a cynodont because of its intimate associ-
ation with abundant fossil remains of these animals at
the site of collection. The single coprolite studied
(Figure 2) was examined with a stereomicroscope to
ascertain its texture and morphological features. During
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our work, nematode eggs representing two different spe-
cies were found: An ascarid-like egg (previously described
[9]) and the egg of a pinworm that we report and describe
as a new species in the following.

Taxonomic description

Paleoxyuris cockburni n. gen., n. sp.

The single egg of this pinworm nematode is ellipsoidal,
slightly flattened on one side, one extremity more rounded,
two-layered, smooth-surfaced shell, measuring 113.51 x
77.08 ym. Embryonic mass visible, but amorphous; polar
cap visible (Figure 3A).

Phylum: Nemata

Order: Oxyurida Railliet, 1916

Family: Heteroxynematidae (Skrjabin and Shikhobalova,

1948)

Genus: Paleoxyuris n. gen.

Species: cockburni n. sp.

Paleoxyuris cockburni n. gen., n. sp.

LSID (Zoobank): urn:lsid:zoobank.org:pub:49EFE6CT-

860 F-436 F-8FE3-178A3F77C49B

Etymology: “paleo,” ancient, archaic, and “oxyuris”. The
species name is a tribute to Aidan Cockburn, founder of
the Paleopathology Association.

Type locality: In a cynodont coprolite, Upper Triassic,
Rio Grande do Sul State, Brazil. Latitude longitude and
date collected. (S29 °30-S29 °45'-W53 °15-52 °45
collected in 2007).

Type specimen: Coprolite collected by Atila Da-Rosa in
the field and deposited in the collection of coprolites
and archeological and paleontological remains, Paleopar-
asitology Laboratory, Sergio Arouca National School of
Public Health, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro,
Brazil; slide and digitized image #A-1578B.

Differential diagnosis

In an extensive review of the taxonomic characteristics
of the Nemata, Chitwood and Chitwood [12] demon-
strated that the morphology of the eggs of nematodes
provide reliable and robust information for the diagnosis
of the taxonomic groups at level of families, genera, and
sometimes species. Most known species of Oxyurida
have eggs with an operculum, or with a lateral cap; a few
species have a polar cap (as seen in our specimen) and
these (with polar or terminal caps) are all classified in the
family Heteroxynematidae Skrjabin and Shikhobalova,
1948. A comparison of the egg of P. cockburni n. sp. with
all the eggs of the Oxyurida pictured in Chitwood and
Chitwood [12] shows that it is very similar in size and
shape to the eggs of several species of the genera Hetero-
xynema Hall, 1916 (Figure 3F,G and H) and Syphaciella
Monnig, 1924 (Figure 3C,D and E). These characteristics
enable us to place Paleoxyuris in the family Heteroxyne-
matidae. Nematodes of the genus Heteroxynema are
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Figure 1 Map showing the location of the Sitio Cortado site in Rio Grande do Sul State, Brazil where the specimens of the cynodonts

Figure 2 Cynodont coprolite from the Upper Triassic, Sitio
Cortado site, Rio Grande do Sul State, Brazil.
N

known parasites of both rodents and lagomorphs, species
of Syphaciella (also in the Heteroxynematidae) are para-
sites of sand grouse of the genera Syrrhaptes and Pterocles
(Pterocliformes: Pteroclidae) that are ground-nesting birds
restricted to desert and semi-deserts of the Palearctic
zoogeographic region. Paleoxyuris cockburni n. gen., n. sp.
can be separated from the only other nematode parasite
known from cynodonts collected from the same time
stratum by the shape [9] with P. cockburni showing the
typical pinworm shape while the other nematode is obvi-
ously an ascarid [9] with a completely different shape and
structure.

Discussion

Pinworms as a natural group

Within the Nemata, the Oxyurida is the only order with
representative species occurring as parasites in both ver-
tebrates and invertebrates (Figure 4). They are found in
arthropods [12,13], fishes, birds, lizards, amphibians, and
mammals [13]. Whatever their host group, pinworms
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Figure 3 Paleoxyuris cockburni n. gen., n. sp. A, egg from a coprolite (SEM microscopy); B idem, (light microscopy); Syphaciella madagascariensis

Vassiliadés, 1970 egg: C and D detail of the operculum; E, optical cut. Heteroxynema (Cavioxyura) viscaciae Hugot and Sutton, [10] egg: F, optical cut;

G, lateral view; H, detail of the operculum. Scale: E, F, G, 100 um; C, D, H, 50 um. [C, D and E, after Hugot [11]; F, G and H, after Hugot and Sutton [10]].
“

feed on endosymbiotic bacteria and protists living in the
digestive tract of their hosts and these parasites only
occur in animals that digest relatively large quantities of
cellulose. One question then arises: Did the Oxyurida
have a single common origin or is the group polyphyl-
etic, having originated more than once from ancestral
nematode species. Several lines of evidence provide sup-
port of the Oxyurida as a natural or monophyletic group.
Recent studies using molecular data to define the
phylogenetic relationships of the main groups of the
phylum Nemata all agree in the placement of species of
Oxyurida in a monophyletic group or clade [15-17]
(Figure 4). All Oxyurida thus far investigated have a haplo-
diploid mode of reproduction: Unfertilized eggs give rise
to haploid males and fertilized eggs always produce diploid
females [18]. There is currently no evidence showing a re-
versal of this mode of reproduction in any taxa of the

Nemata or other groups of organisms that manifest a
haplodiploid mode of reproduction; this list includes, but
is not restricted to, the Hymenoptera (ants, wasps, honey
bees), Homoptera, and some mites (Acari: Mesostigmata).
Data available from the phylogenetic databases of the
Nemata, and the groups mentioned above, show clearly
that once a species has made the transition from a diploid
to a haplodiploid mode of reproduction, reversal back to a
diploid system of sexual recombination is unlikely. We
therefore interpret haplodiploidy in the Nemata as an an-
cient life-history character that probably originated simul-
taneously with the speciation event that gave rise to the
Oxyurida [13].

Host specificity and coevolution
Host specificity gauges the degree to which a parasite
species is restricted to a particular host species without
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Figure 4 Origin and classification of pinworm parasites: from arthropods to mammalian reptiles and humans. The Oxyurida are parasites of
both vertebrate and invertebrate with around 800 to 1000 species being described up to the present time. Few molecular analyses have been performed
on the group as a whole, but whenever several species of pinworms were compared with other nematodes, they appear as a monophyletic sister-group
of the Ascarida [14-16]. This tree summarizes the results of these different studies. It is remarkable that whatever the family, Heteroxynematidae or
Syphaciidae, all the pinworm parasites of both rodents and lagomorphs always show a common origin. Based on the morphological characters of the

L egg, Paleoxyuris cockbrunin. gen., n. sp., a parasite of cynodonts in the family Traversodontidae, is classified in the Heteroxynematidae.

reference to phylogeny [18]. Pedersen et al. [19] showed
that parasites using close contact transmission are primar-
ily specific to single host species. Pinworms certainly
belong to this category. In addition to having a direct life-
cycle without involving an intermediate host, observations
demonstrate that different behaviors of the hosts of pin-
worms facilitate direct-transmission of the parasite eggs
thus enabling successive self-infections [20,21]. Common
behaviors of host animals that may increase the probability
of repetitive self-infections are: coprophagy (feeding on ex-
crements) and caecotrophy (re-ingestion of fecal pellets
naturally produced by digestion from the cecum).

Parasites with direct life-cycles occurring in hosts that
manifest behaviors that increase the probability of self-
infection appear to be able to maintain this association

for long periods of time. At the same time these charac-
teristics of both the host and parasite appear to decrease
the probability that the parasite would switch to a new
species of host. One evolutionary consequence of host
specificity is a long-standing association between hosts
and parasites through geological time. Darwin [22] first
discussed this idea and afterwards, many authors have
subsequently suggested that the phylogenetic relation-
ships of highly host-specific parasites could provide
valuable information on the evolutionary history of their
hosts [6,23-28]. This defines the fields of Historical
Ecology and Cophylogeny: The study of two or more as-
sociated groups of organisms sharing a common history
of speciation, making possible phylogenetic conclusions.
Accordingly, numerous studies have produced evidence



Hugot et al. Parasites & Vectors 2014, 7:486
http://www.parasitesandvectors.com/content/7/1/486

for extreme host specificity and patterns of cophylogeny
among mammals and their oxyurid parasites [27,28].

Identification of the host
The Cynodontia, are therapsid vertebrates that first ap-

peared in the Late Permian (approximately 260 Mya).
The group includes modern mammals as well as their
extinct ancestors and close relatives. Non-mammalian
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cynodonts spread throughout southern Gondwana and
are represented by fossils from South America, Africa,
India, and Antarctica. The non-mammalian cynodont
fossils collected from the site from where the coprolite
was identified belong to the species Massetognathus
ochagaviae Barberena, [29]; Chiniquodon theotonicus
Huene, [30]; Traversodon stahleckeri Huene, [30];
Luangwa sudamericana Abdala and Sa-Teixeira, [31];
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pinworms in herbivorous dinosaurs.

Figure 5 Phylogenetic relationships of the animal groups parasitized by species of the order Oxyurida. Most animal groups that consume
large quantities of plant material (cellulose) are parasitized by pinworms (in red). Generally, these parasites are found in all the representatives of a
family group over the complete geographic distribution of the family. Different pinworm species identified in one host group are morphologically
very similar, indicating host-parasite cospeciation. However, some groups have not been shown to harbor oxyurids (in green and indicated by a
question mark) even though the feeding habits and digestive tract seem appropriate. The question also can be asked regarding the presence of
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and Protheriodon estudianti Bonaparte et al. [32]. Mas-
setognathus and Traversodon were most abundant in
the cenozone of the site [7,8].

Species of Chiniquodon and Protheriodon were carniv-
orous cynodonts, which lived during the early Late
Triassic in South America. Traversodon, Luangwa, and
Massetognathus all are members of family Traversodon-
tidae, which includes fairly advanced, plant-eating, non-
mammalian therapsids [8]. For instance, Massetognathus
had the distinctive long snout of its cynodont relatives,
with nipping incisors and fang-like canines, but its cheek
teeth were flat- topped and covered with low ridges,
which made them good for grinding stems, roots and
other plant materials. Thus, the fauna associated with
the coprolite is dominated by herbivorous or semi-
herbivorous animals.

Species of animals (including humans and other pri-
mates) infected by pinworms always consume large quan-
tities of cellulose, with no known exceptions, regardless of
their phylogenetic affinities: vertebrate or arthropod. This
feeding behavior may be considered necessary for the
Oxyurida to be able to infect and survive in a host. Thus,
the cynodonts that were herbivorous and were found at
the collection site appear to be the most plausible sources
of the coprolite from which we found the pinworm: i.e.
one of the species identified in the Traversodontidae
(Figure 4).

Species assigned to the Traversodontidae appear to
have had a primarily Gondwanan distribution, with
many species known from Africa and South America
[8]. Battail [33] has hypothesized that they originated in
what is now South America with subsequent diversifica-
tion east into Africa and north into what is now Europe
and eastern North America. We therefore consider rep-
resentatives of the family Traversodontidae identified at
the site of discovery of the coprolite, as the hosts of the
new pinworm species described in this work. We also
consider that the Traversodontidae are the primitive
hosts of the Heteroxynematidae with a Gondwanan ori-
gin for both families (Figure 4).

Did the dinosaurs have pinworms?

The discovery of an egg of a nematode of the order
Oxyurida in the Cynodontia shows that this host-
pinworm parasitic association existed as far back as the
transition point of the reptile-mammal phylogenetic di-
vergence, approximately 240 million years ago. This
finding shows that parasitism as an ecological trait origi-
nated at least as early as this group of cynodont infecting
nematodes and that this group of nematodes has suc-
cessfully been infecting herbivorous mammals (and birds
to a lesser extent) to the present time. Most animal
groups that contain herbivorous representatives are par-
asitized by pinworms (Figures 4 and 5). This begs the
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question of the existence of pinworms in extinct animal
lineages having similar feeding behaviors: as all herbivor-
ous vertebrate groups, including birds, are infected with
pinworms, the probability for the extinct herbivorous di-
nosaurs to be unaffected may be considered to be low;
especially considering the extreme variety and wide geo-
graphical distribution of the herbivorous lineages within
the Dinosauria.

Conclusion

The morphological characteristics of the egg of the pin-
worm parasite discussed herein (and an ascarid egg from
the same coprolite [9]) were well-preserved for millions
of years, enabling identification using routine methods
of microscopy. This shows that, with appropriate tech-
niques, additional fossil records of nematodes may be
discovered. In the recent past, Dorris et al. [14] assumed
that the absence of fossils made it impossible to date the
stages of evolution in nematodes. We have discovered
evidence of parasitism in extinct animals, providing pre-
cedent for additional studies in fossils dating back mil-
lions of years. It also shows that the pinworm lineage
extends at least as far back as 240 million years, from at
least as old as the mammal-like reptiles through evolu-
tionary diversification to modern vertebrates including
humans and other primates. Finally, the discovery of
these parasites in a group of hosts that are the stem
group that gave rise to the mammals expands the scope
and range of potential comparative studies, which for
the moment are limited to morphology but may soon
expand into molecular investigations. Our study also
highlights the need for additional combined molecular/
morphological and field-based collections and studies
that will improve the resolution of the phylogenetic rela-
tionships of the major families classified within the order
Oxyurida.
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