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O estudo de infecgdes parasitarias em material antigo pela analise do
seu DNA tem ganhado cada vez mais espago em publicagdes da area. Ha
uma vasta literatura cientifica sobre o tema e ha proposta de protocolos di-
versos tanto em artigos cientificos como em livros tematicos. O intuito aqui
nao é passar uma “receita de bolo” ou apresentar nossos protocolos como
sendo melhores do que os outros encontrados na literatura, mas sim pro-
porcionar ao leitor nossa experiéncia acumulada ao longo dos anos, agora
aplicada principalmente a modelos experimentais e o que tem ou ndo dado

certo durante este tempo.
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Toxoplasma gondii

Toxoplasmose ¢ o nome da infec¢do causada por esse protozoario de
distribuicdo cosmopolita que pode infectar diversas espécies de mamife-
ros e aves. Embora a maior parte da populagdo seja assintomatica, casos
graves estdo associados a gestantes e imunocomprometidos, nestes tltimos
podendo haver a reagudizagao da toxoplasmose, inclusive com o compro-
metimento ocular. A infec¢do pode ser adquirida pela espécie humana de
diversas formas: ingestdo de carne mal cozida ou crua, leite ndo pasteuriza-
do, contato com as fezes de gatos infectados ou indiretamente, quando estas
contaminam agua ou alimentos, e também transplante de érgaos, transfu-

sao de sangue, transplacentaria, dentre outras situagdes.
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Contudo, quase nada se conhece sobre a toxoplasmose em tempos pas-
sados. A primeira abordagem metodolégica no intuito de uma aproxima-
¢do para o seu estudo em material antigo foi feito por Terra et al. (2004),
onde os autores propdem o diagndstico molecular a partir de tecidos ex-
perimentalmente dessecados de roedores infectados com T. gondii. Mas,
apos esse periodo, nenhuma pesquisa deu prosseguimento a estudos que
visassem o diagndstico de T. gondii em material arqueoldgico ou de acervo
e colecdes. Somente em 2013, embora o protozoario nao fosse o foco da
pesquisa, encontrou-se, pela primeira vez, material genético de T. gondii em
um estudo metagendmico feito com mumias egipcias (Khairat et al., 2013),
o que reforga as possibilidades do seu encontro em material antigo e, quica,
uma perspectiva de estudo paleoepidemioldgico.

Dificuldades para o encontro de Toxoplasma gondii em
material de acervo e colecées

Em parte a escassez de estudos se deve ao ciclo do parasito e, conse-
quentemente, baixa probabilidade do seu encontro neste tipo de amostra.
Um dos materiais mais disponiveis para o estudo paleoparasitologico sio
coprolitos (fezes fossilizadas ou dessecadas). Contudo, na toxoplasmose a
unica espécie capaz de eliminar estruturas do parasito em suas fezes sao os
felinos. Porém, somente gatos jovens eliminam os oocistos ou, excepcio-
nalmente, em idade adulta associado a algum grau de imunocomprometi-
mento, limitando ainda mais o seu encontro. Sendo assim, a principal fonte
de estudo para toxoplasmose estaria nos tecidos mumificados que corres-
ponderiam a estruturas evolutivas encontradas nos hospedeiros interme-
didrios. Nesta situacao basicamente duas formas parasitarias poderiam ser
encontradas no hospedeiro intermediario, incluido-se a espécie humana: a
forma livre circulante (chamada de taquizoita) e caracteristica de fase aguda
da infec¢éo, e a forma mais encontrada na popula¢io (chamada bradizoita).
Esta forma pode encistar-se em diversos tecidos: cora¢ao, cérebro, figado,
bago, pulmao, dentre outros. A predilecao por determinado tecido depen-
derd de condigdes do hospedeiro e da “linhagem ou cepa do protozoario”.
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Qual material estudar?

Levando-se em conta o ciclo biolégico do protozodrio, T. gondii poderia
ser diagnosticado em coprolitos exclusivamente de felinos, mas principalmente
em diversos tecidos moles, tanto de material de origem humana quanto animal
(outros mamiferos e aves). Porém, seria de se esperar que tecidos moles preser-
vados, principalmente o visceral e cerebral com T. gondii, fossem encontrados
principalmente em mumias que se conservaram por mumificagdo natural, ma-
terial este que pode ser considerado raro se comparado a outros encontrados
nos sitios arqueoldgico. Assim, nosso intuito aqui foi o de eleger e avaliar ma-
terial arqueoldgico que pudesse ser obtido em maior quantidade para estudos
quando comparado aos demais. Definimos, entao, que estudar pele e ossos po-
deria trazer novas perspectivas para o estudo desta protozoose.

Conducéo do Experimento

Metodologia

Figura 1: Sintese de um Ensaio molecular
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5. Sequenciamento e
andlise dos resultados
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Legenda da Figura 1:

1. A descontaminagdo de qualquer tecido mole é temerosa, principalmen-
te quando o objetivo é a recuperagdo de protozoarios teciduais e san-
guineos, pois a descontaminagao do material pode, em contrapartida,
também estar destruindo o pouco DNA que restaria destes parasitos
na amostra. Quanto aos 0ssos, hd a possibilidade de raspar a parte que
ficou exposta ou em contato com o ambiente e expor a pega ao UV (ul-
tra-violeta) em toda sua face e, complementando a descontaminagao,
mergulha-la em hipoclorito diluido. Este procedimento tem sido prin-
cipalmente utilizado para o estudo do DNA antigo humano. Mesmo que
minimizado, também nos ossos ha o risco da perda do DNA parasitério.
Cabera ao pesquisador analisar qual a possibilidade real da peca estar
contaminada com DNA parasitario moderno de interesse. Na maior
parte das vezes nao havera a possibilidade de contaminac¢ao, pois estes
parasitos nao sobreviveriam livres no ambiente. Pensando em T. gondii
esta situagao s ocorreria se o material arqueoldgico a ser estudado es-
tivesse contaminado com fezes de um felino infectado, ou se alguma
viscera de algum hospedeiro intermediario infectado estivesse conta-
minando o material. Dependendo do contexto arqueoldgico em que a
amostra foi encontrada, esta situacao seria pouco provavel.

2. As amostras de ossos e tecidos moles precisam se tornar manipulaveis,
com isso o pré-tratamento é necessario. Tanto os ossos quanto tecidos
moles podem estar tdo friaveis que apenas com grau e pistilo se conse-
guira pulverizar a amostra. Contudo, em alguns casos, é necessario o
uso de instrumento que possibilite a quebra da peca (dé preferéncia a
instrumentos que possam ser autoclavados: ex. martelo inteiramente de
aco como os usados em clinicas odontolégicas) ou que sejam descar-
taveis; em outros casos o uso de nitrogénio liquido pode deixar o ma-
terial a ponto de pulverizar (principalmente tecidos). Adicionalmente,
recentemente tem surgido no mercado equipamentos préprios para
pulveriza¢ao de material desta natureza. A grande parte dos protocolos
incubam as amostras (em tampdes de digestao diversos), variando o

tempo e temperatura de incubagao.




9 m GUIA PRATICO - Protocolos Para Estudo de DOENCAS INFECTO-PARASITARIAS em Amostras de Acervo e Colecdes

3. A extragdo do DNA sera feita de acordo com a natureza da amostra e
o alvo do diagnoéstico. Assim, ha varios protocolos manuais como tam-
bém kits comerciais para extragdo de DNA a partir de: sangue, 0ssos,
dentes e até mesmo para amostras antigas. Muitas vezes o DNA obtido
apresentara uma coloragdo escura, o que sera um indicativo da presenca
de inibidores da reagdo de PCR, sendo, portanto, necessario purifica-
¢oes adicionais do DNA, até que esteja translucido.

4. Nesta etapa a escolha do alvo é primordial. Devido a fragmentagao do
DNA antigo, a maioria das pesquisas considera ser possivel recuperar
fragmentos de no maximo 500pb. Assim como pela escassez do DNA
antigo na amostra, deve-se dar preferéncia a alvos multicopias que po-
derdo tanto estar no nucleo da célula quanto na mitocondria, depen-
dendo do organismo.

5. Nem sempre a amplificacdo do material é garantia de uma sequéncia
de qualidade. Existem disponiveis varios programas de bioinformatica
gratuitos que possibilitam a edi¢do e analises das sequéncias, as quais
deverdo ser comparadas a bancos mundiais de sequéncias.

Confeccéo do modelo experimental:

+ Na confecgdo do modelo experimental foram usados pele e ossos de
camundongo com taquizoitas circulantes e de outro camundongo
com a cepa cistogénica (cisto com bradizoitas).

o Apos disseccdo dos camundongos para retiradas das amostras,
cada uma delas foi separada em duas para que uma das partes fos-
se armazenada em freezer, a ser utilizada como controle, e a outra
destinada a sofrer processo de dessecagao em estufa, simulando
uma mumificagao.

« Prosseguiu-se os ensaios conforme apresentado no protocolo
(quadro 1).
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Quadro 1: Sintese do protocolo proposto para o diagnéstico de Toxoplasma
gondii em material experimentalmente dessecado.

Protocolo proposto para o diagnéstico de Toxoplasma gondii

1. Nao recomendamos a descontaminagdo do material para recuperagdo
do DNA de T. gondii.

2. As amostras de ossos e pele foram pulverizadas com auxilio de grau e
pistilo. Para melhorar a consisténcia da amostra e facilitar sua manipu-
lagdo foi adicionada “agua nuclease free” e esta solugdo foi incubada em
banho seco por 30 minutos a 37°C.

3. Apos o pré-tratamento acima usamos para extragdo do DNA total o kit
comercial Purelink Genomic DNA Kit (Invitrogen®) usando o protocolo
para “Mammalian Tissue and Mouse/Rat Tail” com as seguintes modifi-
cagdes: 0 DNA foi eluido em 50pL.

4. Usamos primers ja descritos na literatura (Hurtado et al., 2001),
que amplificam um fragmento de DNA nuclear de 214pb da re-
gido ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) a qual é multicopia. TgNP1
(forward): 5-GTGATAGTATCGAAAGGTAT-3" e TgNP2 (rever-
se): SACTCTCTCTCAATGTTCCT-3" A condi¢ao usada na PCR foi:
Tampao [1x]; Mg [2mM]; ANTP [0.2mM]; primer [100ng de cada]; 2.5U
Taq platinum (Invitrogen®); 5uL DNA. Ciclagem: 5min94°C; 40 ciclos
[20s94°C, 20s 55°C , 30s72°C]; 7min72°C.

5. Os produtos amplificados foram purificados e sequenciados. As se-
quéncias foram analisadas e editadas com auxilio de programas de
Bioinformatica e comparadas as depositadas no Genbank.

“Leles et. al 2016

Resultados

Foi possivel o diagndstico nas amostras de todas as naturezas: pele e
0ssos, tanto nas amostras dessecadas quanto nas congeladas em ambos os
camundongos: com taquizoitas e bradizoitas, porém, como era de se espe-
rar a intensidade da amplificagdo foi menor nas amostras dessecadas.
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Principais conclusées

o A detecgdo do protozoario em material dsseo dessecado abre novas
perspectivas para estudos paleoparasitologicos ao passo que este é
muito mais abundante nas cole¢des e acervos do que tecido visceral.

« Surpreendentemente foi possivel a detec¢ao da cepa cistogénica nos
ossos. Cresce a expectativa do estudo da toxoplasmose, pois assim
como ocorre atualmente é muito mais provavel o encontro de indi-
viduos em fase cronica da infecgdo. Porém, nao se pode deixar de
levar em consideragdo que concomitantemente com a forma cisto-
génica houvesse, naquele camundongo, a cepa circulante.

Dificuldades e limitacées da pesquisa

Além do trabalho com modelos animais ser laborioso, o pequeno tama-
nho dos roedores aqui usados e, consequentemente, de suas pegas anatomi-
cas dificultaram algumas analises. Talvez fosse necessario novas pesquisas
em modelos animais maiores. Embora a amplifica¢io do DNA de T. gondii
tenha sido possivel no material intencionalmente dessecado, observou-se
uma baixa qualidade das sequéncias obtidas quando comparada as mo-
dernas, porém, essa ndo impediu a analise da sequéncia e confirmagdo do
agente etioldgico.

Extrapolando para o estudo de amostras modernas

No Brasil, ainda ha locais longinquos de dificil acesso em que muitas
vezes o diagnostico ou a confirmagao deste nao pode ser feita no local uma
vez que o transporte da amostra em condi¢do refrigerada ndo ¢ possivel.
Devido a importancia desta parasitose e do seu diagndstico precoce, princi-
palmente durante a gestacao, este estudo apresenta uma potencial alterna-
tiva para o estudo de amostras desta natureza, embora mais estudos devam
ser realizados. Abre-se a possibilidade para o diagnéstico da parasitose em
amostra seca em estufa e transportada em temperatura ambiente.
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Os protozodrios do género Leishmania

Estes parasitos sdo protozodrios zoondticos intracelulares obrigatdrios
e agentes causadores das leishmanioses. Os protozoarios sdo transmitidos
pela picada de insetos flebotomineos fémea infectadas. Ha diversas espé-
cies de Leishmania associadas a doenga humana e, dependendo da espécie,
estas podem provocar diferentes manifestagdes clinicas as quais poderao
ser mais ou menos graves: podem se apresentar sob as formas cutinea e/ou
mucocutinea e visceral. E endémica em diversos paises, afetando milhares

de pessoas em todo o mundo, incluindo o Brasil (Coura 2005).
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Qual material estudar?

Levando-se em consideracdo o habitat deste parasito no hospedeiro hu-
mano, células do sistema fagocitico mononuclear que estardo presentes nos
mais diversos tecidos, no caso das leishmanioses cutineas e/ou mucocutaneas
espera-se que o parasito possa ser recuperado da pele, e no caso da visceral
que este possa ser recuperado em tecidos ou 6rgaos viscerais ou mesmo 0ssos,
principalmente na medula. Sendo assim, a principal fonte para estudo da leish-
maniose visceral no material arqueoldgico estaria nos ossos ou em tecidos de
mumias que se conservaram por meio de mumificagéo natural, pois geralmen-
te as mumificagdes intencionais envolvem a evisceragdo do corpo. No caso das
leishmanioses cutineas ou mucocutaneas, mesmo as mumias que passaram
por processo de mumificagdo intencional também poderiam ser estudas, po-
dendo se associar a observac¢ao de lesdes caracteristicas com a busca direta do
protozoario, mas vale salientar a importancia de se analisar, inclusive, tecidos
sem lesdes, uma vez que nem sempre estas estardo presentes.

Porque estudar este protozodrio em material arqueolégico?

A alta prevaléncia, grande distribuicdo geografica, gravidade da doenga
e particularidades das espécies deste protozoario que estabeleceu uma rela-
¢ao de longa duragdo com humanos e animais, torna de grande importancia
os estudos da leishmaniose em materiais arqueoldgicos.

Sabe-se atualmente que pelo menos uma das leishmanioses existe mui-
to antes da chegada dos europeus na América (Guillen & Allison, 2005).
Com isso, é de extrema relevancia a realizacdo de estudos em materiais an-
tigos que datem tanto do pds-contato como do pré-contato, possibilitan-
do, assim, a analise da distribui¢do e comportamento do parasito ao longo
do tempo. Algumas pesquisas obtiveram sucesso na recuperagdo de DNA
antigo de Leishmania sp., como, por exemplo, em mumias egipcias ou em
personagens importantes na histéria mundial, como Eleonora de Toledo
(1522-1562), esposa de Cosimo I de Medici, membro de uma das familias
de maior influéncia politica do periodo Renascentista italiano (Zink et al.
2006, Nerlich et al. 2012).
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Propde-se neste guia pratico um protocolo alternativo mais rapido, o
que reduz o tempo de exposi¢do da amostra tanto a degradagdo do DNA
quanto a contaminantes modernos. Salienta-se que foi realizado com rea-
gentes de menor custo (Figura 1, Quadro 1).

Metodologia

Figura 1. Sintese do ensaio molecular para Leishmania spp.

N
1. Material: Raspagem e exposicdo
ossos e tecidos moles a luz UV
Y,

l

N
, Pulverizacéo da amostra
2. Pré-tratamento . S _ ,
e incubagd@o em dgua
J "nuclease free"

Y

3. Extracdo do Purelink Genomic DNA Kit
DNA total (Invitrogen®)
4. PCR Alvo multicépia - kDNA
(ftamanho ~120pb)

\

5. Sequenciamento e
andlise dos resultados

Legenda Figura 1:

As mesmas consideragdes feitas na legenda da Figura 1 do capitulo 1 para
T. gondii também devem ser levantadas para este protozoario; ressaltamos
que este parasito também nao vive livre no ambiente, com isso as chances de
contamina¢do com DNA moderno de Leishmania spp. sio minimizadas.
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Quadro 1: Sintese do protocolo proposto para o diagnéstico de DNA de
protozodrios do género Leishmania em material arqueolégico.

Protocolo ndstico de Leishmania spp. em material antigo

1. Para ossos rigidos recomendamos a descontamina¢do do material com
a raspagem da camada externa e exposicao a luz UV por 15min em cada
face da pega; preferencialmente apds este procedimento a pega podera ser
aberta e raspada a medula. Como um critério de autenticidade podera ser
analisado o material do raspado mais externo e compara-lo com o obtido

da medula 6ssea. Para tecidos moles ndo recomendamos descontaminagao.
2. As amostras de ossos e tecidos moles sao pulverizadas com auxilio de

grau e pistilo. Para melhorar a consisténcia da amostra e para facilitar sua
manipulagio é adicionada “agua nuclease free”, sendo esta solugao incuba-

da em banho seco por 30min a 55°C.
3. Apds o pré-tratamento acima utilizamos, para extragao do DNA, total o kit

comercial Purelink Genomic DNA Kit (Invitrogen®) usando o protocolo para
extragdo de tecidos com as seguintes modificagdes: 0 DNA foi incubado em

tampao de digestdo e proteinase K durante 2 horas e elui¢ao final de 50 pl.
4. Utilizamos dois pares de primers ja descritos na literatura que am-

plificam um fragmento com 120pb de DNA extra-nuclear da regiao
conservada da molécula do minicirculo do DNA cinetoplasmatico
de Leishmania spp.: 13A (5'-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3") e
13B (5'- SSSCCMCTATWTTACACCAACCCC-3') segundo Degrave
et al. (1994); e 13A (5'- GTGGGGGAGGGGCGTTCT - 3" e 13B (5 -
ATTTTACACCAACCCCCAG - 3') segundo Rodgers et al. (1990). A con-
dicdo usada na PCR foi: solugdo tampao [1x], dNTPs [0,2 mM], primers
[200 ng de cada], Taq Platinum (Invitrogen®) [2,5 U], 5 pL do DNA ex-
traido (aDNA); Mg [2 mM] para o par de primers segundo Rodgers et al.
(1990) e Mg [1,5 mM] para o par de primers segundo Degrave et al. (1994);
para um volume final de 50ul. A ciclagem utilizada foi a mesma recomen-

dada pelos autores supracitados com 45 ciclos de amplificagéo.
5. Os produtos amplificados foram purificados e diretamente sequencia-

dos. As sequéncias foram analisadas e editadas com auxilio de programas
de bioinformatica e comparadas as depositadas no Genbank.



17 m GUIA PRATICO - Protocolos Para Estudo de DOENCAS INFECTO-PARASITARIAS em Amostras de Acervo e Colegdes

Resultados

O diagndstico de fragmentos de DNA antigo parasitario foi possivel
tanto em amostras de tecido mole como em amostras dsseas. Embora as
amplificagdes de DNA antigo tenham baixa intensidade, ressaltamos que
esta foi maior com a utilizagdo do par de primers segundo Degrave et al.
(1994). Estes resultados se encontram publicados (Novo et al. 2015).

Principal conclusdo

Estabelecemos um protocolo mais rapido e de baixo custo comparado
aos que vinham sendo empregados até o momento, o que trara novas con-
tribuicdes para paleoparasitologia das leishmanioses, onde mais amostras
poderao ser estudadas, mesmo com projetos com or¢amento limitado.

Dificuldades e limitacées da pesquisa

« Muitas vezes o material dsseo arqueoldgico se encontra muito fria-
vel e a raspagem e exposi¢do a luz UV nao é possivel.

« Ainda que a preservagdo da peca seja prioritaria, obtivemos me-
lhores resultados com o uso da medula dssea, onde nem sempre é
possivel preservar a sua integridade.

» Por se tratar de material antigo, 0 DNA parasitario, quando presen-
te, apresenta-se bastante degradado, com isto a qualidade das se-
quéncias nem sempre é comparavel a qualidade de uma sequéncia

moderna, o que muitas vezes limita algumas analises.
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Coprélitos: um universo de informacées

Nao resta duvida que os “coprolitos”, que nada mais sdo que fezes anti-
gas, estdo entre os materiais mais disponiveis e mais estudados pela paleo-
parasitologia. O seu tipo de preservacéo, ou seja, se este passou por processo
de dessecacdo ou se sua matriz foi substituida por minerais, influenciara di-
retamente nas técnicas parasitologicas a serem usadas. Os coprolitos estao
entre as amostras mais ricas do ponto de vista de informacdes a serem ob-
tidas. A analise deste tipo de amostra permite ndo somente revelar aspectos
sobre doengas infecto-parasitdrias, como também informacdes sobre dieta,
sobre o hospedeiro, sobre microbiota saproéfita, sobre a vegetagao local den-
tre varias outras informacoes.
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Quais parasitos podem ser analisados?

Normalmente as infec¢des pesquisadas serdo parasitoses intestinais as
quais poderao ser concomitantes a parasitoses extra-intestinais. O que ndo
exclui a possibilidade de estudar casos de falso-parasitismo, ou seja, quan-
do o hospedeiro gerador do coprélito ingeriu algum outro animal que, de
fato, é quem estava verdadeiramente parasitado e, neste caso, poderia até
mesmo ndo ser uma parasitose intestinal. Mas em todas estas situagdes
uma condigao é fundamental, que o parasito tenha deixado “pistas” de sua
existéncia. Os parasitos possuem varios estagios evolutivos e, dentre estes,
produzem estruturas parasitarias de resisténcia que normalmente passam
para as fezes do hospedeiro e podem resistir a condigdes adversas do am-
biente. Assim os helmintos produzem ovos e os protozoarios produzem
cistos e oocistos: estas serdo entdo as estruturas a serem encontradas nos
coprolitos, e menos provavelmente larvas ou mesmo parasitos adultos e
trofozoitas, que sdo estruturas mais frageis e propensas a degradacio. E é
principalmente através da preservacao destas estruturas de resisténcia dos
parasitos que a paleoparasitologia tem revelado que varias doengas infec-
to-parasitarias que ainda constituem verdadeiros problemas para satde
coletiva ja estavam presentes em tempos passados como: ascaridiase, tri-
curiase, capilariase, ancilostomiase, teniase, enterobiase, echinostomiase,
giardiase, amebiase, dentre tantas outras.

Técnicas rotineiramente usadas em paleoparasitologia
para a andlise de infeccées intestinais

Sir Armand Ruffer foi um dos pioneiros na area da paleoparasitologia
ao revelar ovos de Schistosoma hematobium em rins de mumias egipcias na
segunda década do século XX, embora esta ciéncia ainda nao fosse assim
denominada. Passou-se um longo periodo até que, na década de 60, Callen
& Cameron (1961) introduziram na analise dos coprdlitos a reidratacao em
fosfato trissodico a 0,5%, ainda que a intengdo destes pesquisadores nao fos-
se a andlise dos parasitos. Porém, a adi¢ao desta solugdo tem por finalidade
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fazer com que os vestigios organicos presentes na amostra retomem sua for-
ma original. Assim, estruturas evolutivas dos parasitos também retomariam
a sua forma original e também poderiam ser identificadas pela microscopia.
Apds o uso de solugao reidratante as técnicas coproparasitoldgicas tradicio-
nais puderam ser empregadas, talvez a mais utilizada seja a sedimentagao
espontanea desenvolvida por Lutz (1914). Assim, um dos principais pro-
tocolos usados pela paleoparasitologia envolve a reidratagdo da amostras
por 72h e sedimentagao espontanea por mais 48h. Atualmente o processo é
todo feito em ambiente refrigerado a 4°C para evitar a proliferacao de mi-
croorganismos ao invés da adi¢do de conservante quimico como o Railliet
& Henry, por exemplo, como era feito antigamente. Embora a finalidade
primeira da reidratacdo seja para microscopia, as pesquisas de paleoparasi-
tologia molecular com coprolitos também costumam usar a reidratagao do
material, seja utilizando fosfato trissédico a 0,5% por 72 horas, Glicerol a
5% por 1 semana, ddH20O ou TE buffer (Tris HCl 10mM, EDTA 1mM, pH
8.0), seguida da sedimentagdo que tem por finalidade concentrar as formas
parasitarias, o que consequentemente também poderia concentrar o DNA.
Portanto, o que tem sido utilizado para extracdo do DNA antigo é o sedi-
mento resultante deste procedimento.

Hipotese

Segundo o exposto acima resolvemos testar se o uso de uma destas so-
lugbes reidratantes, “o fosfato trissddico’, seguido da sedimentagao espon-
tanea, era mesmo necessario aos ensaios destinados a recupera¢ao do DNA

parasitario ou mesmo se poderia influenciar na sua recuperacao.
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Desenho do experimento

Figura 1: Confeccéo dos coprélitos experimentais e pré-tratamento da amostra
antes do ensaio molecular.

Legenda da Figura 1:

Um total de 15 amostras fecais sabidamente positivas para o helminto
Echinostoma sp. provenientes de 15 diferentes roedores foram analisadas.
Cada amostra fecal foi dividida em partes iguais (a e b). Cada aliquota foi
para estufa onde permaneceu até ndo mais haver perda de peso. Uma parte
de cada coprolito foi diretamente para as analises moleculares e a outra ali-
quota correspondente passou pelas técnicas tradicionalmente empregadas
em paleoparasitologia, conforme demonstrado na figura 1, e s6 entdo foram
para os ensaios moleculares.

SUMARIO
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Metodologia

Quadro 1: Sintese dos ensaios moleculares realizados com os coprélitos
experimentais.

Protocolo para o diagnéstico

molecular de parasitos em Observagoes

coprolitos
1. Descontaminagdo: raspa- Este passo dependera da natureza da amos-
gem da camada externa e ra- tra e da espécie de parasito que se espera
diacdo com luz ultravioleta. ~encontrar, a qual estd relacionada ao ciclo
biolégico do mesmo. Nao recomendamos
a descontaminagdo de solo ou sedimento,
pois esta também poderia destruir as estru-
turas parasitarias. Como alguns parasitos
sdo encontrados na superficie do bolo fe-
cal, a descontamina¢ao também nao seria
recomendada.
2. Pré-tratamento: choque- Alguns ovos, cistos e oocistos de parasi-
-térmico (94°C por 3min em tos sio muito resistentes sendo, portanto,
banho seco e 30s em nitrogé- necessario o uso de algum artificio para o
nio liquido) com o microtu- rompimento da sua casca ou camada cisti-
bo sempre fechado. ca e “liberagdo” do DNA ali presente. Sendo
usados sonicagao, choque-térmico, agitagdo
com pérolas de vidro, dentre outros.
3. Extragdo do DNA: neste Recomendamos um kit préprio para fezes,
ensaio usamos o kit comercial pois estes ja contem substincias para re-
Qiamp mini stool (Qiagen®) mogio de inibidores de PCR, substancias
segundo protocolo descrito estas presentes em material de origem fe-
pelo fabricante; com incuba- cal. Se a amostra apresentar coloragdo es-
¢do com proteinase k por 2h cura ao final desta etapa, hd o indicio de
e eluicdo final em 50uL. O que os inibidores ndo foram removidos,
DNA total foi quantificado sendo necessario purificagdes adicionais.
no equipamento Nanodrop
2000.
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4. PCR: usamos primers e Como ja mencionado em outros capitulos
condigées ja descritos na deste guia pratico, recomenda-se o uso de
literatura para o parasito alvos multicopias e menores que 500pb.
Echinostoma sp. (Leles et al.,

2014), que amplificam um

fragmento do gene mitrocon-

drial cox1 de 126 pb.
5. Andlise dos amplicons: os Foi feita uma eletroforese em gel de agarose a

produtos amplificados foram 2,5%. O gel foi fotodocumentado e analisado
analisados em programas de com o Programa LabImage 1D que estima a
imagem que estimam a quan- quantificagdo/concentragdo das amplifica-
tidade (concentragdo) do ¢des por comparagdo com produtos amplifi-

DNA presente nos amplicons. cados com concentragio ja conhecida.

6. Andlise estatistica: um mé- A analise estatistica foi aplicada com os
todo ndo paramétrico foi es- numeros obtidos da quantificagio do DNA
colhido para analise (Teste de total e parasitario (proveniente das ampli-
Wilcoxon com nivel de signi- ficagdes).

ficincia de 5%).

Obs: Este protocolo pode ser extrapolado para analise de solo e sedimento
arqueoldgico.

Resultados

A recuperagao do DNA total foi maior e estatisticamente significante

em todas as amostras nao reidratadas (Figura 2).
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Figura 2: Gréfico da concentracdo total do DNA extraido dos coproélitos
experimentais reidratados e ndo reidratados. Os valores foram estatisticamente
significante (p<0,001).

« Embora nio estatisticamente significante, a recuperagio do DNA
parasitario também foi maior em 11 das 15 amostras nao reidrata-
das (tabela 1).

SUMARIO
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Tabela 1: Comparacéo da concentragdo do DNA parasitdrio para o alvo
mitocondrial cox1 (citocromo c oxidase 1) em coprélitos experimentais
reidratados e ndo reidratados.

Alvo cox1
Amostras Nao reidratada (Pixels) Reidratada (pixels)
1 1253,54* 1041,41
2 1959,32* 1917,07
3 2448,37* 2247,50
4 2494,13* 2268,43
5 2217,09* 2079,18
6 2354,54* 2198,02
7 2000,17* 1901,37
8 400,677 720,218%*
9 1247,46* 968,904
10 1660,92 1804,43*
11 1999,49* 1941,84
12 2094,66 2287,64*
13 2128,84* 1981,85
14 1864,45* 1710,52
15 231,605 380,213*

Legenda: *Amostras que apresentaram maior concentragio do DNA
parasitdrio.

Observagdo: os resultados parciais desta pesquisa foram previamente
publicados (Freire et al. 2015, Freire 2015).

Principais conclusées

o Considerando a maior recuperagdio do DNA nas amostras nao rei-
dratadas, o menor tempo de execugéo da técnica e, consequentemen-
te, sua menor exposi¢ao a contaminantes modernos, recomendamos
que, para analise molecular, a amostra nao seja reidratada.
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« A microscopia continua a ser um poderoso recurso no estudo das
parasitoses. Assim, sugerimos que amostras de solo, sedimento e
coprolitos sejam divididas: uma parte destinada a microscopia e
outra destinada a analise molecular para que ndo haja influéncias
negativas na execugdo e resultados obtidos com ambas as técnicas.

Dificuldades e limitacées da pesquisa

« Enfatizamos que qualquer melhora no rendimento de protocolos
com DNA antigo sdo de suma importancia, dada a raridade do ma-
terial que muitas vezes constituem amostras unicas. Porém, ainda
que as amostras tenham sido divididas em partes iguais, ndo ha
como garantir que a quantidade inicial de ovos em cada uma das
partes seja a mesma e, consequentemente, o DNA parasitario dis-
ponivel, ainda que a analise estatistica tenha sido empregada para
minimizar este efeito e tenha dado estatisticamente significante em
uma das analises.

« Embora o DNA total tenha sido maior em todas as amostras ndo
reidratadas, a analise deste, se extrapolada para amostras antigas,
ndo necessariamente reflite somente DNA antigo. DNA moderno
também pode ser co-extraido durante o processo, mascarando em
parte os resultados obtidos. Porém, a andlise estatistica teve por fi-
nalidade diminuir este viés.

Aplicabilidade em amostras modernas

A dessecagdo intencional pode ser usada como um método de conser-
vagdo de amostras fecais quando outros nao forem possiveis. Ainda assim,
algumas formas parasitarias poderao ser futuramente observadas pela mi-
croscopia, como também seu DNA podera ser recuperado. Este protocolo
para analise do DNA parasitario também pode ser aplicado a fezes recentes
provenientes de regides geograficas com clima quente e seco, onde a amos-
tra se preserva por dessecacao natural.
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Giardiase

A infecgdo causada pelo protozoario intestinal Giardia duodenalis (sino-
nimia Giardia intestinalis, Giardia lamblia) vem sendo estudada ha cerca de
300 anos, desde que o cientista holandés Antonie van Leeuwenhoek consta-
tou sua presenca pelo exame das suas proprias fezes usando um microscoé-
pio que ele mesmo havia construido. A giardiase apresenta uma distribuicao
global e ¢ considerada atualmente uma zoonose (infecgao transmitida entre
a espécie humana e outros animais). Embora figure entre as mais importan-
tes parasitoses de veiculagdo hidrica, muitas vezes diretamente relacionada a
quadros diarreicos e principalmente ao menor desenvolvimento em criangas,
ainda é considerada uma doenga negligenciada. Seu mecanismo de infecgdo
¢ pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, o protozoario coloniza em
geral o intestino delgado do hospedeiro, que elimina em suas fezes os cistos,

que constituirdo a estrutura infectante para outros hospedeiros.
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Métodos de diagnéstico

Por muito tempo o diagnéstico mais empregado na identificagdo deste
parasito era a microscopia Optica, porém, o surgimento de kits comercias
de imunodiagndstico baseados na analise de coproantigenos popularizou o
seu uso também na rotina de laboratdrios de analises clinicas. Contudo, a
identificagdo dos gendtipos zoonoéticos hoje conhecidos s6 foram possiveis
mediante o diagnoéstico molecular: atualmente sdo reconhecidos 8 genoéti-
pos (A-H) sendo os gendtipos A e B considerados zoonéticos.

Achados em material arqueolégico: limitacées e
perspectivas

Em recente revisdo sobre protozoarios recuperados de material anti-
go Frias et al. (2013) chama a atencdo para escassez de estudos com pro-
tozodrios entéricos em detrimento dos protozoarios sistémicos como
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. e Plasmodium spp. Os raros estudos
da giardiase em material antigo foram feitos usando-se como metodologia
de diagndstico a microscopia Optica, mas infelizmente nao existem regis-
tros fotograficos destes achados nos trabalhos, e a grande maioria tem uti-
lizado o imunodiagnoéstico como ELISA e Imunofluorescéncia. Um destes
achados em particular corrobora a documentagao histdrica sobre relatos
de diarreia cronica entre os soldados das Grandes Cruzadas (Mitchell et
al. 2008). Amostras de sedimento, provenientes de fossas e latrinas de um
hospital em Israel foram analisadas e, através de imunodiagndstico, foram
encontradas G. duodenalis juntamente com Entamoeba histolytica. Em ou-
tros sitios arqueoldgicos da Europa Medieval também se detectou este pro-
tozoario, além de sitios arqueolégicos da América do Sul (para uma revisao
ler Frias et al 2013). Todos estes trabalhos tiveram como objetivo a analise
de amostras humanas, ao passo que a metodologia utilizada também nao
permitiria encontrar isolados zoonéticos. O diagnéstico molecular ¢é fun-
damental para melhor estabelecer as dinamicas de transmissao existentes
no passado, reconhecendo potenciais reservatorios para esta protozoose,
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além desse ser o unico capaz de genotipar os isolados e identificar aqueles
com potencial zoonético. Porém, como ndo existia na literatura até o pre-
sente momento diagnostico paleoparasitolégico molecular para giardiase,
na dissertagdo de Liesbeth Frias (2013) foi proposto uma metodologia de
diagndstico molecular para Giardia duodenalis em modelos experimentais,
e que posteriormente foi aplicada ao material arqueoldgico.

Desenho do experimento

Figura 1: Sintese do desenho experimental realizado com os coprélitos
experimentais positivos para Giardia duodenalis.

[ 1. Confecgdo dos coprélitos experimentais }

4

[ 2. Reidratacéo e sedimentacéo esponténea ]

\/

[ 3. Pré-tratamento ]

Y

[ 4. Extracéo do DNA J

Y

[ 5. Desenho dos alvos J

\

[ 6. Sequenciamento e andlise dos resultados ]
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Legenda da Figura 1:

1. Fezes humana e de felino positivas para Giardia duodenalis previa-
mente identificadas pela microscopia dptica foram colocadas em
estufa a 37°C para dessecagdo experimental para mimetizar o pro-
cesso de dessecagao pelo qual passam os coprdlitos. Quando nio foi
mais observado perda de peso prosseguiu-se com os experimentos.

2. Os coprélitos passaram pelo processo de reidratagao em fosfato
trissédico 0,5% por 72h e sedimentagdo espontanea em refrigera-
dor 4°C por 48h. A época ainda nido haviamos realizado o experi-
mento descrito no capitulo 3 deste Guia Pratico.

3. Assim como os ovos de helmintos, os cistos de protozoarios tam-
bém apresentam resisténcia; protocolos para material moderno ja
haviam demonstrado a necessidade do rompimento do cisto para
posterior extragdo do DNA parasitario. Sendo assim, o sedimento
coletado em microtubo foi submetido a 3 ciclos de choque térmico
(94°C por 3min e 1min em nitrogénio liquido).

4. A extra¢ao do DNA foi feita usando-se o kit comercial Qiamp mini
stool (Qiagen®) segundo protocolo descrito pelo fabricante. Com
incubagdo com proteinase K por 2h e elui¢do final em 50pl.

5. Conforme ja mencionado em DNA antigo devemos priorizar alvos
multicépia. Porém, Giardia duodenalis possui um gene de cdpia
unica especifico (gene B-giardina) que tem sido amplamente usa-
do na literatura para material moderno, sendo assim resolvemos
inclui-lo nas andlises. Mas, também foi usado o alvo multi-cépia
(gdh). Os alvos foram desenhados a partir da sequéncia do ge-
noma completo do parasito, depositada no GenBank; os mesmos
foram idealizados principalmente para os gendtipos zoonoéticos A
e B, mas também para alguns gendtipos animais. Sendo assim, al-
gumas bases foram degeneradas para ampliar o nimero de geno-
tipos a serem detectados. Para o gene conservado B-giardina, foi
desenhado um par de primers que amplifica um fragmento de 324
pb e um primer interno aquele que amplificam um fragmento de
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147pb (semi-nested PCR) para aumentar a sensibilidade e especi-
ficidade da reagdo, este alvo amplificaria os genétipos A e B. Para
o alvo gdh foram desenhados um par de primers para amplificar
os gendtipos A e B e outro par de primers para amplificar alguns
genotipos animais. As PCRs foram acompanhadas de controle ne-
gativo e controle positivo (DNA ja extraido de cultura de trofozo-
itas cepa WB). Para condi¢oes da PCR e descricao dos alvos ver
dissertagdo disponivel on line Liesbeth Frias 2013.

Resultados

o Osalvos desenhados para Giardia duodenalis, quando aplicados ao
DNA da cultura, se mostraram altamente sensiveis e especificos.

« Quando os alvos foram aplicados as amostras fecais e coprolitos ex-
perimentais, embora fosse possivel observar amplificagdes na altu-
ra esperada, também havia amplificagdes inespecificas com alguns
alvos, mesmo alterando as condi¢oes de PCR. Porém, observou-se
que as combinagdes de primers (para os genotipos zoondticos e de
animais) foram importantes para se obter melhores amplificagoes
segundo a origem do material. No momento do desenho dos alvos,
os programas de bioinformdtica ndo mostravam em sua listagem
que tantos outros organismos pudessem também ser amplificados
com a combinagao de primers proposta em cada analise.

« Quando sequenciados os “amplicons” que estavam na altura cor-
reta confirmaram o diagnostico de Giardia duodenalis e também
o genoétipo do protozodrio, tanto nas amostras frescas quanto nos
coprdlitos experimentais.
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Aplicacédo da metodologia padronizada no material
arqueoloégico

Quando o desenho experimental delineado nas amostras modernas e co-
prolitos experimentais foram aplicados ao material arqueologico nao tivemos
o rendimento esperado. Como previsto, obtivemos mais amplifica¢des com o
alvo multicopia gdh do que com o alvo cdpia tnica (B-giardina). Assim como
ja haviamos observado nas fezes frescas e coprélitos experimentais, ampli-
ficagdes inespecificas também foram observadas no material arqueolégico,
mas também amplificagdes na altura esperada. Contudo, ao contrario do que
ocorreu nas amostras modernas, quando as amplificagdes que estavam na
altura correta foram sequenciadas e confirmaram ser de G. intestinalis, exceto
para uma amostra arqueoldgica, as demais ndo eram o protozoario intesti-
nal. A maioria das amplificages eram de outros organismos, incluindo bac-
térias especificas da regido geografica de onde as amostras foram coletadas.
Observa-se a importancia de DNA co-extraido exdgeno a amostra, como no
caso de organismos que estavam no solo e em contato direto com o coprdlito,
neste caso 0 DNA co-extraido de outros organismos pode ter competido des-
favoravelmente mascarando eventuais amostras positivas para Giardia duo-
denalis, pois, ainda que amplificagdes inespecificas tivessem sido observadas
nas amostras modernas, mesmo assim o protozodrio foi identificado, o que
ndo ocorreu nas amostras arqueoldgicas. Ademais foram amplificados outros
organismos que de fato poderiam ser enddgenos a amostra, mas nao corres-
pondiam ao protozoario intestinal G. duoendalis.

Interpretando os diferentes resultados com o emprego de
diferentes abordagens metodolégicas

o Todas as amostras arqueologicas foram analisadas previamente pela
microscopia, onde nao foi possivel a identificagdo de cistos do pro-
tozodrio em nenhuma amostra. A andlise de amostra recente que
apresentava cistos do protozodrio e posteriormente foi transforma-
da em coprolito experimental, ja havia mostrado as dificuldades de
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se identificar os cistos do protozodrio devido as drasticas alteragoes
morfoldgicas causadas pela dessecagao, a qual é um dos fatores pri-
mordiais para preserva¢do da maioria dos coprolitos.

Estas mesmas amostras arqueoldgicas passaram por ensaios de
imunodiagndstico: ELISA (ensaio de imunoadsor¢do enzimatica) e
Imunofluorescéncia, onde nem sempre os resultados foram concor-
dantes. O ELISA foi 6 método diagndstico em que mais amostras
foram identificadas como positivas para Giardia duodenalis; para
imunofluorescéncia poucas amostras foram positivas e pelo diag-
noéstico molecular apenas uma.

Fica evidente ao menos a importancia de mais testes em mode-
los experimentais, na tentativa de avaliar falsos-positivos e falsos-
-negativos, considerando que amostra arqueoldgicas muitas vezes
apresentam organismos incomuns a amostras recentes e que po-
dem mascarar o desempenho de alguns métodos diagnoésticos. Isso
se torna ainda mais dificil de ser avaliado, pois faltam estudos em
modelos experimentais e validagdes metodologicas até mesmo em
material recente; ensaio em modelos experimentais também tem
sido pouco explorados pela paleoparasitologia.

Principais conclusées

Nao temos como deixar de colocar como uma das conclusoes algo
que todos ja concluiram nas mais diversas pesquisas com material
antigo: a importincia da utilizagdo de diferentes abordagens meto-
doldgicas.

O ensaio imunoenzimatico ELISA é mais sensivel para detectar o
protozoario Giardia duodenalis, embora ndo permita a detec¢do
dos isolados zoondticos. E importante ressaltar que hd possibilida-
de com este teste de falsos positivos, dada a discordancia obtida

entre as diferentes metodologias diagnosticas.
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« Ainda que a metodologia molecular aplicada tenha sido capaz de
detectar DNA do protozoario nos modelos experimentais, conside-
ramos que ela teve um baixo rendimento quando aplicada ao mate-
rial arqueoldgico, se de fato os resultados obtidos com o ELISA no
material arqueoldgico nao forem falso-positivos.

e Mesmo que os modelos experimentais sejam uma 6tima alterna-
tiva e essenciais na padronizagdo de metodologias, os materiais
arqueologicos representam materiais Unicos, podendo apresentar
outros organismos que nao sao comuns ou encontrados em mate-
rial recente. Consequentemente, estes ndo aparecerao nas analises
de modelos experimentais, ou nao serdo percebidos ao se desenhar
alvos moleculares diminuindo o nosso valor preditivo de eventuais
problemas a serem enfrentados com as amostras antigas.

Porque este capitulo existe?

Pensamos que na maior parte das vezes nds, pesquisadores, optamos
por s6 relatar aquilo que deu certo nas nossas pesquisas, ou suprimimos
que foram necessarios 10 ou mais tentativas até que se chegasse a um
protocolo ideal ou satisfatério, ou muitas vezes ndo chegamos a esse pro-
tocolo, ou mesmo ndo reconhecemos que estdivamos com um “desenho
experimental” falho. Quantos de nds ja nao seguimos “a risca” aquela me-
todologia relatada em determinado artigo, e ndo conseguimos reprodu-
zir aqueles resultados. Pensamos, portanto, que talvez esse seja o capitulo
mais importante desse guia pratico (e algumas vezes nada pratico), e que
sirva como um incentivo para que os demais pesquisadores relatem “as
pedras no caminho” ou aquilo que ndo deu certo! Outros profissionais
também podem estar passando pelos mesmos percalcos ou ter tido resul-
tados similares, e quem sabe ai ndo estd justamente uma “nova ideia” ou

inspiragao para uma “nova pesquisa’?
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Sambagquis

Sambaquis sao sitios arqueoldgicos que foram ocupados principalmen-
te pelos primeiros habitantes do litoral brasileiro, mas ha também sitios la-
custres no interior. Sdo “montes ou montanhas” construidas artificialmente
pelos humanos, podendo ser de pequeno ou grande tamanho. Sua consti-
tuicdo em camadas ¢ diversificada, mas em geral é composta por grande
quantidade de ossos de peixes, conchas, dentre outros. Alguns foram usa-
dos para moradia, outros para enterramentos, portanto, ndo é incomum
encontrar nestes sitios esqueletos humanos.
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Dificuldades para o encontro de parasitos em sambaquis

Dependendo da dimenséo do sitio havera dificuldades para encontrar
ou saber onde os parasitos poderiam estar. Como sdo sitios a céu aberto
estdo sujeitos a alteragdes abidticas como as variagdes climaticas como sol
e chuva, e também a fatores bidticos, a¢ao no solo de microrganismos e até
mesmo de outros animais incluindo a espécie humana que tem entrado em
contato com estes sitios mesmo apos os primeiros anos de sua ocupagio.
Ou seja, tanto o solo quanto ossos encontrados nestes sitio podem estar
altamente degradados, dependendo do tipo de analise que se queira fazer.
Assim, ndo hd relatos, por exemplo, que coprolitos ja tenham sido encon-
trado nestes sitios, sendo necessarios para o estudo de parasitos intestinais
a analise do solo arqueologico presente na regidao pélvica de esqueletos
quando estes estdo presentes no sitio, ou no ambiente ao redor. No caso
dos ossos, ha também a possibilidade do estudo de parasitos teciduais ou
sanguineos. Portanto, ndo é surpreendente que existam poucos achados ou
mesmo estudo de parasitos em sambaquis quando comparados a outros
tipos de sitios arqueoldgicos.

Avutenticidade dos achados colocadas a prova

Para parasitos intestinais principalmente a estrutura parasitaria, que
podera ser identificada pela paleoparasitologia, saira nas fezes de seus hos-
pedeiros. Por se tratar de sitios a céu aberto, animais ou o préprio homem
que defequem no topo do sitio poderdo contaminar o ambiente, sendo di-
ficil estabelecer se isto ocorreu durante as primeiras ocupagdes do sitio ou
em tempos recentes, considerando-se que com a agdo da chuva este mate-
rial pudesse percolar para camadas inferiores. A percolagio do DNA para
camadas inferiores ja foi demonstrada em outras situagdes para outros ti-
pos de sitios arqueologicos (Haile et al. 2007). Sendo assim, surgem dois
problemas: a contaminagdo entre as proprias camadas antigas do sitio e en-
tre as camadas antigas e material atual. E importante também ressaltar que,
devido a grande parte dos parasitos intestinais também envolver o ciclo no
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solo e sair nas fezes do hospedeiro, é dificil saber se a infecgdo estava no
individuo ou se esta circulava no ambiente, exceto se vocé encontra o para-
sito em sedimento da regido pélvica e ndo o encontra em material coletado
ao redor do sepultamento (Sianto et al. 2013). Felizmente, em um modelo
experimental ndo “in situ” Morgana Camacho, em sua dissertagdo de mes-
trado, verificou que a percolagao de estruturas parasitarias ndo aconteceu,
minimizando, portanto, as chances de contaminagao das camadas mais an-
tigas do sitio com material recente (Camacho 2013).

Desenho do experimento

Figura 1: Delineamento dos experimentos realizados com o sedimento
proveniente do sambaqui.
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Legenda Figura 1:

Na primeira etapa (A) foram removidos do sitio arqueoldgico (samba-
qui) um pequeno perfil do solo, o qual foi retirado preservando suas camadas
originais. Ja no laboratério foi adicionado no topo deste perfil quantidade
conhecida de ovos de Ascaris sp. (um helminto intestinal). Constantemente
era adicionado agua no topo deste perfil, simulando a agdo da chuva. Para
detalhes desse procedimento ver Camacho 2013.

Na segunda etapa (B), ap6s passado o tempo estipulado para realiza¢ao
do experimento, a coluna foi aberta para remogido das diferentes camadas
do perfil estratigrafico. Cada camada foi subdividida para analises micros-
cdpicas e moleculares.

Metodologia

A metodologia aqui empregada foi a mesma descrita no capitulo 3
para coprolitos reidratados, porém com alvos especificos para Ascaris sp.
(para condigdes da PCR ver Leles 2010).

Resultados

Neste capitulo descreveremos somente os resultados referentes a ana-
lise do DNA e nado os microscopicos. Foi possivel a recuperagao de DNA
antigo (aDNA) de Ascaris sp. de poucas amostras e todas correspondiam
as camadas iniciais do perfil onde os ovos haviam sido colocados, mos-
trando que ndo houve migragdo do DNA parasitario para camadas infe-
riores. Porém, diferentemente do que estavamos acostumados, este tipo
de amostra mostrou uma grande quantidade de inibidores de PCR, e qua-
se todas as amostras precisaram de purifica¢des adicionais, o que também
encareceu a pesquisa. Adicionalmente a qualidade de algumas sequéncias
ou trechos das sequéncias foram de baixa qualidade refletindo a natureza
degradada do material (Figura 2).
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Figura 2: Cromatograma de uma sequéncia nucleotidica de Ascaris recuperada
do “sambaqui experimental”.

Interpretando a Figura 2:

« No alinhamento a sequéncia de Ascaris sp. recuperada do “samba-
qui experimental” foi comparada a uma sequéncia de Ascaris sp.
depositda no Genbank (numero de acesso: X54253).

o Em A esta representado o cromatograma obtido com o primer re-
verse e em B o obtido com o primer forward.

SUMARIO
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« Removido os primers da andlise, podemos observar nas figuras A
e B que, ainda que se tenha trechos bons para analise em outros
(principalmente os marcados em amarelo), nao ¢ possivel afirmar
quais seriam as bases nucleotidicas corretas nestas posi¢oes.

Observacées:

 Valeressaltar que estratégias como, por exemplo, a cloganem do material
ou repeticao do sequenciamento e/ou PCR podem ser realizadas com o
material para tentar se obter uma sequéncia de melhor qualidade.

« Normalmente o material antigo ndo fornece sequéncias com a mes-
ma qualidade que o material moderno, mas este fato muitas vezes
ndo impede sua analise e aidentificagao do agente etiolégico. Porém,
para o caso do material proveniente do “sambaqui experimental’, a
quantidade de sequéncias de baixa qualidade foi mais recorrente do
que observamos em estudos anteriores com material antigo.

Principais conclusées e dificuldades da pesquisa

« O ditado popular “procurar agulha no palheiro” talvez seja a ma-
xima para este tipo de material no que diz respeito a pesquisa de
DNA antigo principalmente de parasitos intestinais.

« Além do exposto acima, embora tenha sido demonstrado que o ris-
co de contaminagdo com material moderno ¢ limitado, a grande
dificuldade do sambaqui continua a ser a autenticidade dos resul-
tados, principalmente para os parasitos de transmissdo fecal-oral.

o Por mais que o modelo experimental seja necessario, ele jamais
conseguira reproduzir a realidade do sambaqui, considerando-se
principalmente a sua grande dimensao e inimeras outras variaveis
que deixam de ser consideradas em um experimento controlado.

« Contudo, como os paleoparasitologistas estdo entre os profissionais
mais otimistas, ndo queremos aqui desanimar aqueles que queiram
estudar DNA parasitario em sambaquis, pois ndo é impossivel sua re-
cuperagdo e tanto este modelo experimental quanto outras pesquisas
em paleoparasitologia molecular (Leles 2010) mostraram isso.
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Introducgédio

A analise de DNA antigo (aDNA) tem avangado ao longo dos anos,
com novas técnicas e protocolos estabelecidos, porém o estudo do aDNA
parasitario ainda tem sido um desafio. A maior preocupa¢ao em analisa-
-lo é a verifica¢do de sua autenticidade e da informac¢ao que este contém
(Golenberg et al. 1996). Este capitulo tem como objetivo identificar as prin-
cipais dificuldades relacionadas a analise de aDNA parasitario, desde a co-
leta da amostra até a interpretagdo dos resultados.

Conservacdo e degradacéo

Se estudamos DNA parasitdrio antigo é porque este se preservou em
vestigios organicos em condi¢des ambientais, naturais ou intencionais que
propiciaram sua conservagdo. Contudo sua preservagdo nunca ¢ comple-
ta e sempre vem acompanhada de variados estagios de degradagdo que em
geral dependerdo ou estardo associados a sua idade, tipo de amostra, local
onde foi encontrada e a que condigdes esteve submetida ao longo do tempo,
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mecanismos de autdlise, agdo de microorganismos, oxidagao, hidroélise e ou-
tros fatores (Fulton 2012). Consequentemente, 0 DNA recuperado encontra-
-se fragmentado, a maioria das pesquisas pressupde que fragmentos de no
maximo 500 pares de base possam ser recuperados e com datagdo ndo supe-
rior a 1,5 milhdo de anos. (Golenberg et al. 1996; Pdabo et al. 2004; Dittmar
2011). Assim as analises moleculares do DNA parasitario antigo exigem que
todas as etapas do processo visem o aumento das chances de encontrar o
DNA alvo e minimizem a possibilidade de contamina¢ao com DNA moder-
no: seja durante a coleta da amostra, seu armazenamento, método de extra-
¢ao, o tipo de PCR, o alvo escolhido e programas de Bioinformatica a serem
usados na analise. E importante ressaltar que o armazenamento da amostra
apos a coleta pode ser um ponto critico, ha estudos que demonstram que o
dano causado durante esse processo pode ser maior do que todo o tempo em
que esta ficou no sitio arqueolédgico (Pruvost et al. 2007).

Contaminacéao
Pré-contaminacdo

A pré-contaminacao é considerada aqui desde o momento de deposi-
¢do da amostra, escavagao, até o inicio do estudo molecular. Talvez o tipo
de contaminagdo que ocorreu em periodo anterior a escavagao seja o mais
dificil de prever ou identificar. Cuidados na manipulagdo de amostras, seja
durante a escavagdo ou em laboratdrio, é especialmente critico para estudos
de aDNA humano (Pilli et al. 2013). Porém, na paleoparasitologia a inten-
¢ao é recuperar o aDNA parasitario e por isso deve-se preocupar principal-
mente com a contaminagio ambiental. E importante o uso de luvas (sem
amido) durante a manipulagdo do material paleoparasitologico evitando
contamina¢iao deste com amido que poderia ser considerado como parte
da dieta daqueles individuos, falseando os resultados, ou particularmente
para ensaios de PCR em que pode agir como um inibidor da reagdo. Para
coprolitos recomenda-se o armazenamento em ambientes secos ou conge-
lados para evitar reidratagdo prematura e nao controlada (Dittmar 2011).
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Como alguns parasitos podem estar no solo, para coprolitos seria impor-
tante a coleta de um controle de campo em local préximo ao achado. Neste
caso se o seu controle de campo der positivo nas analises para 0 mesmo
parasito que se esta estudando no coprolito, pode se estar diante de um
contaminante moderno, ou porventura um parasito presente no ambiente
a época de ocupagio do sitio (analises complementares deverao ser feitas
em laboratério). No caso dos sedimentos encontrados em fossas e latrinas
antigas também é importante coletar amostras controle em dreas adjacentes
a elas para se estabelecer comparagdes, o mesmo se aplica a sepultamen-
tos em que se coleta preferencialmente material dos ossos sacro e da pel-
ve (Sianto et al. 2013). Deve-se considerar a contaminagdo com parasitos
modernos principalmente em assentamentos utilizados continuamente ao
longo do tempo, podendo ocorrer contaminagdo entre camadas estratigra-
ficas antigas ou mesmo com material fecal modernos de animas e humanos
(Dittmar 2011). O risco é minimizado para pesquisa de parasitos sistémicos
que poderiam ser estudados nos ossos, sendo que os mesmos nao tem um
ciclo no solo. Por isso, ¢ fundamental o conhecimento parasitoldgico para
melhor conducao do experimento.

Descontaminagéo

Muitos trabalhos com aDNA utilizam artificios com a intenc¢do de des-
contaminar a amostra antes de realizar a extragdo do DNA, ex: lavagem
com hipoclorito, luz ultravioleta e raspagem da superficie exterior. Esses
métodos, apesar de uteis em muitos casos, ndo garantem a descontami-
na¢ao devido a porosidade de muitos materiais estudados, sejam ossos ou
coprdlitos. Devem portanto ser considerados com cuidado uma vez que
podem inclusive danificar ou mesmo destruir o DNA endégeno (aDNA)
(Willerslev et al. 2005; Gilbert et al. 2005; Gilbert et al. 2006).
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Pés-contaminacgéo

Chamamos aqui de pos-contaminagdo aquela que ocorre em labora-
torio durante os ensaios moleculares, e talvez essa seja a mais facil de ser
evitada ou identificada quando ocorre. Um dos maiores (se ndo o maior)
problemas no estudo de aDNA ¢ a contamina¢ao por DNA moderno devi-
do principalmente a concentra¢des de produtos de PCR amplificados, o que
pode gerar falsos positivos (Willerslev et al. 2005). Por isso, laboratérios de
aDNA precisam estar fisicamente e logisticamente isolados, preferencial-
mente em prédios onde ndo ocorrem pesquisas com biologia molecular em
material moderno. Os usudrios do laboratério devem transitar do antigo
para moderno, diminuindo ainda mais a probabilidade de contaminagao.
Analises devem ser replicadas em outros laboratérios a fim de comprovar
os resultados obtidos (Willerslev et al. 2005).

A degradagdo do DNA enddgeno reduz a sua quantidade a niveis muito
baixos 0 que aumenta a susceptibilidade a contaminagdo com DNA ex6-
geno que ficard em maior quantidade, advindos do contato com tecidos
vivos que contenham DNA semelhante ou de amplicons provenientes de
reacOes em cadeia da polimerase anteriores. Assim, quando a reagdo come-
¢a a maior quantidade de DNA contaminante direciona o anelamento dos
primers para essas fitas mais abundantes em detrimento das de intengao do
estudo (Sampietro et al. 2006). A seguir descreveremos critérios de auten-
ticidade para o trabalho com aDNA propostos inicialmente por Cooper &
Poinar (2000) que em parte nds adaptamos e modificamos para o trabalho
com aDNA parasitério e incluimos alguns que temos usado ao longo dos

anos €m nossas pesquisas.
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Quadro 1- Critérios para autenticagdo dos resultados moleculares de aDNA
parasitdrios.

Critérios para autentica¢ao de resultados moleculares

1. Area fisica isolada - toda pesquisa com aDNA deve ser feita em ambien-

te isolado e especifico para trabalho com DNA antigo.
2. Todas as etapas de ensaio molecular devem ser preferencialmente feitas

em ambientes separados: a) uma area para recebimento, pré-tratamento
e descontamina¢ao da amostra, se necessario. b) uma area para extragao
do aDNA e preferencialmente dentro de cdmara de seguranca biologica/
fluxo laminar. c) area para realizagdo do mix da PCR; d) area para colocar
o DNA no mix da PCR; e) sala para corrida eletroforética dos produtos
amplificados e fotodocumentagiao dos resultados. e) area para purificagdo

dos produtos amplificados.
3. Controles negativos — utilizar controles durante extra¢ao e PCR e, quan-

do disponivel, usar o controle coletado no campo para detectar contami-
nagoes esporadicas. Nunca usar controles positivos, pois sdo potenciais
fontes de contaminagdo. Além disso, recomenda-se relatar todas as conta-

minagdes ocorridas.
4. Comportamento molecular apropriado — o poder da PCR deve ser in-

versamente proporcional ao tamanho do fragmento produzido (produtos
maiores que 500-1000 pares de bases ndo sdo usuais). As sequéncias de-
vem manter sentido filogenético. Recomenda-se o uso de alvos multico-
pias e o uso de Taq polimerase de alta fidelidade. Um critério adicional a
ser adotado ¢é tentar amplificar o DNA alvo usando-se primers que amplifi-
cam produtos maiores que 500pb, 0 mesmo ndo deve amplificar se de fato

o DNA parasitario for endégeno/antigo.
5. Reprodutibilidade — os resultados devem ser passiveis de reproducéo a

partir do mesmo ou de extrato diferente do espécime.
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6. Clonagem - sequéncias diretas de DNA devem ser verificadas por clona-
gem para determinar a relacdo de sequéncias enddgenas e exégenas e erros
induzidos por danos. Fragmentos sobrepostos sdo desejaveis para confirmar
se tais variagdes na sequéncia sdo auténticas e ndo produtos de erros ocor-
ridos quando a amplificagdo comeca de um pequeno nimero de modelos
danificados. A clonagem também é uma estratégia utilizada para aumentar
a quantidade de alvos disponiveis e obten¢io de sequéncias de melhor qua-
lidade. Contudo, alguns pesquisadores consideram que nao ha necessidade
da clonagem, sendo o sequenciamento direto suficiente para analise.

7. Replicagdo independente — contaminacéo intra-laboratorial sé pode ser
descartada quando amostras separadas do espécime sao extraidas e se-
quenciadas em laboratérios independentes. Isso é particularmente impor-
tante para vestigios humanos e quando ocorrem resultados nao esperados.

8. Preservagdo bioquimica - evidéncias indiretas da preservacao do DNA
antigo em um espécime podem ser conseguidas pela avaliagdo da quanti-
dade total, composi¢do e extensdo relativa de mudancas diageneticas em

aminodacidos e outros residuos.
Quadro: Modificado de Cooper & Poinar (2000)

Problemas na reacdo de PCR

As técnicas utilizadas para a pesquisa de DNA antigo sao, a principio,
as mesmas utilizadas em estudos de DNA moderno, ex.: extracao de DNA,
amplificagdo por PCR, sequenciamento de DNA, dentre outras (Hofreiter
et al. 2003). Porém, apesar das sequéncias de aDNA poderem ser ampli-
ficadas por PCR o tamanho da sequéncia é menor do que do DNA mo-
derno e podem ocorrer “danos” induzidos por radicais livres, bloqueando
o alongamento das fitas de DNA pela Taq polimerase (Pdabo et al. 2004).
Acidos nucleicos extraidos de material antigo frequentemente contém estes
inibidores da agao da Taq polimerase o que compromete a reagao. Pode-se
resolver em parte este problema através da purificaciodo DNA depois da
extragdo (Handt et al. 1994).
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Alvos moleculares e seus problemas

Amostras de aDNA tém uma grande possibilidade de estarem conta-
minadas por DNA humano moderno e outros DNAs que sdo co-extraidos
durante o processo, porém protocolos tém sido desenvolvidos para reco-
nhecer o DNA contaminante (Pilli et al. 2013). Para se poder amplificar o
DNA muito degradado, amplicons sdo mais curtos, aumentando a probabi-
lidade de que a amostra antiga tera a regido alvo e sera amplificada. Muitos
estudos utilizam primers universais que podem amplificar uma variedade
de espécies, aumentando a chance de que o PCR ira amplificar os tragos
do template fragmentado que inclui tanto aDNA quanto moderno gerando
resultados falsos-positivos (Leonard et al. 2007).

Os alvos moleculares utilizados para identificar aDNA parasitario nas
amostras antigas sao muitas vezes desenhados a partir de sequéncias de-
positadas, mas também sdo utilizados alvos ja testados e descritos na li-
teratura. Em alguns casos, estes alvos ja descritos tém tido a capacidade
de amplificar DNA de outros organismos que nido o que se propunha. A
cada momento novas sequéncias estdo sendo depositadas em bancos
online, podendo explicar esta ocorréncia ja que alvos que antes alinhavam
com determinado organismo futuramente mostram-se menos especificos
levando a essas amplificacdes inesperadas. Este fato pode tanto ter um cara-
ter positivo quanto negativo, pois ainda que se amplifique algo que vocé nao
esperava encontrar na amostra, é possivel que se trate de um DNA parasita-
rio endogeno e de fato antigo, assim desde que se verifique a autenticidade
do achado este pode ser bem vindo. Porém, sdo poucos os trabalhos que

tratam deste problema e relatam os achados inesperados (ver Barnes et al.
2006; Hansch et al. 2015).
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Conclusoes finais

Os humanos e outros organismos biolégicos podem contaminar uma
amostra em qualquer estagio: desde a descoberta, escavagao, e até no labo-
ratério. Qualquer extragdo de aDNA pode ser uma mistura de DNA en-
ddgeno e ambiental (Linderholm 2016). Por isso sem sombra de davida o
principal desafio de quem trabalha com paleoparasitologia molecular conti-
nua a ser a contaminacao com DNA moderno. Assim, muitas vezes mesmo
adotando os critérios de autenticidade aqui apontados, falhas poderao nao
ser detectadas. Mas de fato esses critérios minimizam consideravelmente as
chances de falso positivos.

Perspectivas

Hoje uma das abordagens mais utilizadas para recuperagdo do aDNA
parasitario continua a ser a PCR, nos seus mais variados tipos. Porém,
ainda que haja protocolos otimizados e varias infec¢des tenham sido es-
tudadas por esse método como os propostos neste guia pratico de proto-
colos, ndo podemos deixar de mencionar que para materiais muito raros e
em pouca quantidade tal abordagem pode esgotar o material sem que este
tenha fornecido todas as informagdes nele contidas. Nesse sentido, para
essas amostras "especiais” uma varredura de todo o DNA seria preferivel,
nos parecendo que a abordagem mais adequada na atualidade seria o en-
saio metagenomico.
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