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RESUMO:

O DNA ancestral (DNAa) € o material genético extraido de remanescentes
arqueoldgicos, que tem sido frequentemente estudado em evolugdo humana e
diversos outros estudos genéticos ao longo dos ultimos 40 anos. Para isso, o
fragmento 6sseo ou dente é pulverizado e descalcificado, seguido pelo isolamento e
pela purificacado do DNAa, podendo ser acompanhada por métodos de suporte como
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de Sanger para aumentar
o rendimento do DNAa extraido. Apesar do avanco internacional, esse campo teve
pouco desenvolvimento no Brasil, sem registros de extracdes realizadas
exclusivamente em territério nacional. Portanto, o presente trabalho objetivou
descrever o primeiro protocolo adaptado para extracdo de DNAa exclusivamente no
Brasil por método experimental em um laboratério NB-2. Diante disso, foi necessario
preparar um ambiente esterilizado para a pulverizacdo de dezesseis amostras de
dentes do periodo pré-colonial. Apds isso, a extracao e purificacdo desse material foi
realizada de forma automatizada com uso do Extracta 32™, que utiliza o método de
beads magnéticas. A quantificacdo e qualificacdo do DNA extraido foram avaliadas
com o uso do NanoDrop™. Posteriormente, a amplificagao das regides hipervariaveis
1 (HVR-1) e 2 (HVR-2) foi realizada por meio da técnica de PCR. Por fim, o
sequenciamento de Sanger foi empregado para a triagem inicial dos haplogrupos
mitocondriais presentes nas amostras amplificadas, com o objetivo de auxiliar a futura
preparacao da biblioteca para sequenciamento de nova geragao (NGS). Todas as
amostras apresentaram concentragdes detectaveis de DNAa, variando de 8,3 ng/uL
a 32,9 ng/plL, uma variagao similar com os padrdes observados em estudos anteriores
da area. Além disso, a média da razdo de absorbancia A260/280 foi de 1,64, inferior
afaixa ideal de 1.8, 0 que pode estar relacionado a natureza fragmentada e degradada
do DNAa extraido. Ademais, a maior parte das amostras amplificou para pelo menos
uma das HVRs e, quando sequenciadas por Sanger, houve a identificagcdo de
haplogrupos nativo-americanos (A, B, C ou D) em oito amostras. Portanto, os
resultados obtidos neste estudo sugerem que o fluxo de trabalho utilizado foi eficiente
para obtencdo de DNAa, o qual terd continuidade futura em um outro trabalho com
uma andlise mais robusta por NGS.

Palavras-Chaves: Extracdo de DNA antigo, Extracta 32™, extragdo de DNA por

beads, sequenciamento Sanger, haplogrupos mitocondriais.



ABSTRACT:

Ancestral DNA (aDNA) refers to the genetic material extracted from archaeological
remains, which has been extensively studied in human evolution and various other
genetic investigations over the past 40 years. To obtain aDNA, a bone fragment or
tooth is pulverized and decalcified, followed by isolation and purification of the DNA,
often supported by methods such as polymerase chain reaction (PCR) and Sanger
sequencing to increase the yield of extracted aDNA. Despite international advances,
this field has seen little development in Brazil, with no records of extractions performed
exclusively within the national territory. Therefore, the present study aimed to describe
the first protocol adapted for aDNA extraction conducted entirely in Brazil using an
experimental method in a BSL-2 laboratory. To that end, a sterile environment was
prepared for the pulverization of sixteen tooth samples from the pre-colonial period.
Subsequently, the extraction and purification of this material were carried out using the
automated Extracta 32™ system, which employs a magnetic bead-based method. The
quantification and qualification of the extracted DNA were evaluated using a
NanoDrop™ spectrophotometer. The hypervariable regions 1 (HVR-1) and 2 (HVR-2)
were then amplified using PCR. Finally, Sanger sequencing was employed for initial
screening of mitochondrial haplogroups present in the amplified samples, aiming to
support future library preparation for next-generation sequencing (NGS). All samples
showed detectable concentrations of aDNA, ranging from 8.3 ng/uL to 32.9 ng/uL, a
variation consistent with previously published data. Moreover, the mean A260/280
absorbance ratio was 1.64, slightly below the ideal range of 1.8, which may reflect the
fragmented and degraded nature of the extracted aDNA. Additionally, most samples
were successfully amplified for at least one of the HVRs, and Sanger sequencing
identified Native American haplogroups (A, B, C, or D) in eight samples. Therefore, the
results obtained in this study suggest that the workflow used was effective for retrieving
aDNA, which will be further explored in a subsequent study involving more robust
analysis through NGS.

Keywords: Ancient DNA extraction, Extracta 32™, DNA extraction by beads, Sanger

sequencing, mitochondrial haplogroups.
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1 INTRODUCAO

O DNA ancestral (DNAa) é compreendido como um material genético
extraido de amostras arqueolégicas, como 0ssos, dentes, cabelos e fragmentos de
pele, o qual € capaz de preservar moléculas de DNA ao longo de milhares de anos
(Chen; Nedoluzhko, 2023). A sua extracdao é um processo realizado ha 40 anos no
campo multidisciplinar arqueoldgico que visa, através da extracao do material genético
de remanescentes arqueoldgicos, compreender a multiplicidade dos processos
evolutivos das espécies, inferéncias sobre a saude e nutricdo, e relacdes de
parentesco (Dalal et al., 2023). Atualmente, essa técnica possibilitou uma nova
compreensao da histéria evolutiva humana, como, por exemplo, ao realizar a
decodificagcao genética dos neandertais e compara-la com as informag¢des do genoma
humano, o trabalho de Green et al. (2010) avancou no entendimento acerca da
ancestralidade humana ao descobrir que somos hibridos com trechos genémicos
originarios de uma outra espécie, Homo neanderthalensis. O impacto do DNAa foi
tanto que o pesquisador sueco Svante Paabo ganhou o prémio Nobel em medicina
em 2022.

O médico sueco Svante Paabo foi pioneiro ao realizar a primeira extragao
de DNA de amostras humanas mumificadas, impulsionando esse novo campo
cientifico ao redor do mundo (P&abo, 1985). Apbés 25 anos, Svante Paabo
surpreendeu o entendimento sobre a ancestralidade da espécie humana moderna ao
sequenciar o genoma do Homo neanderthalensis (Green et al, 2010), e, em pesquisa
paralela, sugerir a existéncia de uma espécie humana arcaica desconhecida, os
Denisovanos, os quais existiram juntamente com os seres humanos e os neandertais
(Reich et al., 2010); os Denisovanos ndo apresentam consenso sobre a designacao
taxondémica (ex. Homo denisova ou Homo altai). Os trés grupos de homininios teriam
cruzado entre si, resultando na hipétese de hibridizacdo depois da saida da Africa ha
cerca de 250 mil anos com posterior extingao dos Neandertais e Denisovanos (Posth
et al., 2017). O entendimento dessa hibridizacdo € bastante significativo para as
ciéncias médicas, uma vez que esses 0 material genético hibridizado e segregado
esta associado com diversos processos fisiologicamente relevantes, como, por
exemplo, 0 modo que nosso sistema imunoldgico reage contra infecgbes (Vespasiani
et al., 2022).
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O processo de fundamentacao das técnicas de DNA ancestral em humanos
comecou como um processo dificil e pouco otimizado. Na realidade, pelos primeiros
30 anos apos a realizacao da primeira extracao de DNA ancestral no mundo (Paabo,
1985), os pesquisadores acreditavam que seria impossivel codificar eficientemente de
restos arqueolégicos humanos, devido a incapacidade de diferenciar o material
genético humano antigo da contaminacao pelo material genético atual, o que tornaria
esse processo, por muitos anos, quase exclusivamente realizado com amostras
vegetais congeladas no permafrost (Hagelberg; Hofreiter; Keyser, 2015). O permafrost
€ um sedimento que permanece congelado por mais de dois anos e geralmente é
encontrado em regides bem frias como a Sibéria, ambiente perfeito para conservacao
de colageno (Hagelberg; Hofreiter; Keyser, 2015).

O processo de extracdo de DNA ancestral humano que conhecemos
atualmente se deu em 2000, quando foi publicado o manifesto: “Ancient DNA: Do It
Right or Not at AIl’, o qual ao analisar os diversos estudos realizados nesse campo,
compilou quais seriam 0s processos minimos de pré-tratamento para diminuir a
contaminagao e legitimar os resultados de uma pesquisa, assim, padronizando o
processo de extracdo de DNA ancestral pelos anos vigentes e permitindo a evolucéo
desse campo cientifico (Cooper; Poinar, 2000). Os protocolos de extracado de DNA
antigo sdo bem parecidos com os protocolos de extragdo de DNA moderno de tecidos
diversos (Rohland et al., 2018; Rohland e Hofreiter, 2007). No entanto, a extracao de
DNA antigo resulta em infima quantidade de DNA endogeno, ou seja, DNA do humano
arcaico da amostra estudada e ndo do ambiente, sendo um processo mais complicado
e delicado do que a extragdo de DNA moderno, devido a instabilidade que esse DNA
danificado ao longo do tempo se encontra.

Um dos grandes desafios no estudo do DNAa é manter a extracdo do DNA e a
preparacao da biblioteca ausente de contaminagdo (Llamas et. al., 2016). O
laboratério precisa ter uma cuidadosa preparacdo de descontaminagédo e, de
preferéncia, apresentar um nivel de biosseguranca maior que 2 (BSL-2, do inglés
biosafety level 2). No Brasil, até junho de 2025, ndo temos registros de extracao de
DNAa em laboratérios nacionais utilizando padrdes internacionais. A extracdo de DNA
de amostras brasileiras tem sido feita no Instituto Max Planck de Biologia Evolutiva
em Leipzig (Alemanha) e na Universidade de Copenhagen (Dinamarca) sob lideranca
do Prof. André Strauss da Universidade de Sdo Paulo (Moreno-Mayar et al., 2018;
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Posth et al., 2018); e na Universidade de Emory sob a lideranca do Prof. André
Campelo da Universidade Atlantica da Flérida (Campelo dos Santos et al., 2022).

As técnicas de extracdo variam, geralmente, de acordo com a natureza do
tecido da amostra, as mais comuns sdo 0ssos petrosos e dentes (Clavel et al., 2021).
Ainda assim, a técnica de extragdo de DNAa mais amplamente utilizada pelos
pesquisadores € baseada na separacao do DNA por adsorcdo em particulas de
didéxido de silicio. Nesse processo, apés utilizar uma solugcao tampéao de lise numa
amostra previamente transformada em pé para isolar o DNAa das outras moléculas
organicas, é adicionado um tampao de ligacao para separar o material genético do
meio, possibilitando sua adsor¢cdao com a coluna de silica, seguido pela sua extracao
(Rohland et al., 2018). Para além dessa metodologia, similar a extracdo pelas
particulas de diéxido de silicio, o0 método de beads magnéticas utiliza-se de
microparticulas paramagnéticas, as quais sao, geralmente, compostas por silica, para
extrair o DNA por meio de sua adsorg¢ao com a silica. Assim, devido as caracteristicas
magnéticas da particula, utiliza-se um campo magnético para separar as
microparticulas da solucdo dos contaminantes presentes no meio (Hawkins et al.,
2022).

Um ponto importante na andlise de DNAa apds a extracdo é o processo de
amplificacao por Reagédo de Cadeia Polimerase (PCR) e sequenciamento de Sanger
do DNA mitocondrial (DNAmt) antes de partir para uma analise mais aprofundada por
sequenciamento de nova geragao (NGS, do inglés next generation sequencing). O
processo de amplificagdo por Reagdo de Cadeia Polimerase (PCR, do inglés
polymerase chain reaction) submete o material genético a sucessivas reacdes
dependentes de calor até que ele se encontre em uma quantidade suficiente para ser
sequenciado (Wages, 2005). Contudo, esse material apresenta dificuldades quanto a
sua amplificagcéo, devido, principalmente, a contaminacao dos vestigios arqueoldgicos
com o ambiente, além do efeito degradante resultante da passagem de tempo (Chen;
Nedoluzhko, 2023).

O sequenciamento de Sanger é realizado ap6s a PCR, e é conhecido como
método de terminacdo de cadeia de Sanger. Consagrou-se como um dos mais
importantes métodos, atualmente, utilizados no sequenciamento de DNA (Sanger;
Nicklen; Coulson, 1977). Ele permite a decodificacdo dos nucleotideos que compdem
o material genético extraido, para, a partir disso, permitir aos pesquisadores alinharem
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a sequéncia do DNAmt ancestral com a sequéncia de DNAmt de um humano
moderno. Para este fim, o método de terminacdo de cadeia de Sanger utiliza-se de
nucleotideos terminais radioativamente marcados (didesoxinucleotideos), o qual é
seguido por uma eletroforese, permitindo a identificacdo dos nucleotideos que
compdem a cadeia de DNA (Al-shuhaib; Hashim, 2023).

A escolha do DNAmt se da pela maior abundancia de mitocondrias no
citoplasma, sendo, por isso, mais facil de ser amplificado por PCR (Merheb et al.,
2019). O processo inicia-se pela escolha dos primers para sequenciar as regides
hipervariaveis do DNAmt, geralmente se sequencia por Sanger a regido hipervariavel
| (HVR-1, do inglés hypervariable region 1) e regiao hipervariavel 2 (HVR-2, do inglés
hypervariable region 2) que apresentam variantes de importancia evolutiva, cujo
conjunto de variantes permite separar uma populacao de outra a partir de haplogrupos
(Melchior et al., 2008). Haplogrupos sdo conjuntos de variantes com importancia
filogenética que permitem separar uma populagéo da outra e séo representados por
letras.

A partir deste método, é possivel verificar variantes que causam distarbios
genéticos, marcadores importantes para investigacao forense na identificacao de de
pessoas desaparecidas e, 0 mais importante, para analise de DNAa, possibilitando no
caso do Brasil, estimar e priorizar os haplogrupos nativo-americanos antes de seguir
para o oneroso procedimento de NGS. Por exemplo, se for inferido um haplogrupo
europeu para uma amostra arqueoldgica que foi datada para antes do contato com os
portugueses (mais antiga que ~525 anos), € sinal de que houve contaminagédo na
etapa de extracdo de DNA. A priorizacdo, portanto, filtra s6 as amostras que
apresentam haplogrupos mais frequentes em nativo-americanos (A, B, C ou D) antes
de seguir para o estudo dos cromossomos sexuais e dos 22 pares de cCromossomos
autossomos. Essa priorizacdo de haplogrupos nativo-americanos € inovadora e tem
sido testada por nosso grupo do LABBAT (NPDM/UFC), mas néo faz parte do escopo
deste Trabalho de Concluséo de Curso.

Ainda assim, apesar de, a primeira extracao de DNA ancestral ter acontecido
h& 40 anos e as técnicas envoltas desse processo terem evoluidos ao redor do mundo,
essa area se desenvolveu de maneira desigual, o Brasil, por exemplo, apresenta um
ritmo proprio no estudo de DNA ancestral, ainda que demonstre um grande potencial

cientifico nessa area, ndo houve grande desenvolvimento cientifico. Apesar dessa
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realidade, parte do acervo arqueoldgico nacional foi extraido e estudados em
trabalhos de cientistas brasileiros, utilizando-se de instalagdes estrangeiras, o que
enrigueceu o campo ancestralidade brasileiro (Ferraz et al., 2023; Silva et al., 2017).
Ainda assim, nenhum desses trabalhos realizou, simultaneamente, a extragao e
analise em territério nacional, o que evidéncia um entrave a ser superado para
impulsionar o campo de DNAa no Brasil (Bocchini, 2023).

Nesse sentido, entre as instituicoes interessadas em impulsionar essa area do
conhecimento evolutivo, o Laboratério de Bioarqueologia Translacional (LABBAT)
iniciou, em 2024, uma investigacao experimental para a realizacao da extracao e da
andlise do DNA ancestral obtido de amostras da arcada dentaria de amostras de
diferentes sitios arqueoldgicos do nordeste brasileiro, a qual seria realizada nas
instalagdes do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamento (NPDM), em
Fortaleza, sem a dependéncia de equipamentos e de laboratérios estrangeiros, os
quais sempre foram utilizados nas recentes pesquisas brasileiras que efetuaram a
extracdo de DNA ancestral, como o de Ferraz et al. (2023) e de Posth et al. (2018) e
de Moreno-Mayar et al. (2018)

Esse desejo se originou pela vontade dos pesquisadores cearenses de
aumentar a autonomia cientifica nacional ao propor uma padronizacao do método de
extracdo de DNAa adaptado a realidade brasileira. Esta padronizagéo, e posterior
sequenciamento por NGS, permitird obter conhecimento sobre populagcbées do
Nordeste a partir da identificagéo de variantes causadoras de doencgas genéticas raras
e multifatoriais, a partir da identificagéo de padrées de endogamia, padrdes de selecao
e pulsos de miscigenagdo com outras populagcdes da América do Sul; permitird
também obter informagcbes sobre rotas migratérias, e cruzar essas informagdes
gendmicas com fontes historicas (ethomapas e crénicas), registros linguisticos por
analise filogenética, registros arqueoldgicos de ceramica, liticos, pinturas e gravuras
rupestres; dentre outras diversas aplicagdes para conhecimento de populagdes que
habitaram nossa regido por, no minimo, 10 mil anos e sofreram com a invasao
européia ao longo de 525 anos, dentre outros trabalhos desenvolvidos por membros
e colaboradores do LABBAT. Uma das potencialidades deste trabalho é iniciar um
processo de padronizacdo que, ao longo dos anos, avancgara no barateamento dos

custos por amostras nas etapas de extracdo e de sequenciamento por NGS, e na
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disponibilizacao de dados gendmicos de amostras de populacdes nativas ja extintas
para ajudar na melhoria da saude da populacao brasileira miscigenada atual.

Portanto, urge a necessidade de avancar os estudos das técnicas de extracao
de DNA ancestral no Brasil para acompanhar o desenvolvimento desse procedimento
jA padronizado nas Uultimas décadas ao redor do mundo, popularizando este,
relativamente novo, campo cientifico pelo territério nacional. Para isso, € essencial
propor formas para baratear e adaptar tais técnicas, e tais processos de pré-
tratamento e de extracao, de forma automatizada. Por isso, este trabalho se propde a
realizar a primeira extracdo de DNA ancestral inteiramente em solo brasileiro e sem o
apoio de equipamentos ou laboratérios estrangeiros, tomando a documentacao
cientifica dos ultimos 40 anos como ponto de partida para a investigacao experimental
desse procedimento pioneiro no Brasil.



17

2 OBJETIVOS

2.1. GERAL

Descrever a primeira extracdo de DNA ancestral de remanescentes humanos

no Brasil por método experimental em NB-2.

2.2. ESPECIFICOS

e Obter o protocolo e os reagentes necessarios se adequando a realidade
brasileira no Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da UFC;

e Padronizar a limpeza da sala limpa para obtengcdo de um DNAa sem
contaminagao;

e Propor a padronizacao de um método extrativo automatizado para obtencao de
DNAa;

e Analisar os dados de extracao a luz dos protocolos atuais para verificagao da
qualidade e quantidade de DNA obtidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. DNA ancestral

A extracao de DNA ancestral € um campo, relativamente novo, e de enfoque
multidisciplinar que ainda nao é totalmente difundido no Brasil. Para o melhor
entendimento de suas propriedades e técnicas de extragdo, € necessario
compreender, além de sua importancia histérica e cientifica do entendimento
evolutivo, as consequéncias de modificacao do registro arqueoldgico que o material
pode sofrer ao longo dos anos, as técnicas que sao realizadas para sua recuperacao
em amostras arqueoldgicas e qual o principal tipo de amostra arqueoldgica utilizada,
atualmente, nas pesquisas.

Sendo assim, o DNA ancestral (DNAa) € um material genético de diferentes
organismos que pode possuir milhares de anos. Contudo, apesar de diferentes DNAa
poderem apresentar diferentes idades bioldgicas, todas essas amostras partilham de
degradacao molecular em sua estrutura, onde, devido aos efeitos da interacdo do
material genético com o ambiente nessa passagem de tempo, essas amostras
tornam-se vulneraveis a processos de mutagdo de suas bases nitrogenadas, de
contaminagao ao interagir com as substancias quimicas existentes no ambiente, e de
fragmentagdo por estarem expostas a temperaturas diversas. Portanto, o0 DNAa é,
fundamentalmente, encontrado de forma degradada em milhares de partes, sendo,
geralmente, recuperado em fragmentos entre 50 e 100 pares de base (pb) (Chen;
Nedoluzhko, 2023)

Antigamente, o entendimento da evolu¢gdo dos seres vivos, como O ser
humano, era restrito ao campo da observacédo direta e da andlise de material
arqueologico, como antropometria de esqueletos (Neves; Hubbe, 2005), e de certos
padrdoes biogeograficos (Hubbe; Neves; Harvati, 2010). Entretanto, atualmente,
hipéteses evolutivas sobre o desenvolvimento humano podem ser inferidas de forma
mais precisa ao analisar o DNA de amostras arqueoldgicas humanas ancestrais pelo
DNAa. Essas andlises vém possibilitando aos cientistas a reconstrucdo de
fundamentos filogenéticos previamente estabelecidos acerca da evolugdo humana ao
contrastar a heranca genética de populagdes antigas de diversas regides geograficas

do mundo com o padrao genético atual das populagdes vigentes (Dalal et al., 2023).
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Mas, quais sao os marcadores que permitem interpretar de forma precisa a evolucéao
humana?
3.1.1 DNA Mitocondrial

O DNAa pode ser amplificado e recuperado de dois principais tipo de material
genéticos: o DNA nuclear, obtido do nucleo celular, e o DNA mitocondrial, o qual é
obtido de uma organela celular, a mitocondria, sendo que este, nas Ultimas décadas,
tem se mostrada um importante alvo de interesse dentro do campo de DNA ancestral
humano. Estudos como os de Cann; Stoneking; Wilson, (1987) e os de Briggs et al.
(2009) utilizam-se especificamente do material genético de DNA mitocondrial para
buscar explicacdes acerca da ancestralidade humana e de seu processo evolutivo.

Essa escolha ndo é por acaso, a mitocondria € a Unica organela que possui
material genético préprio, o DNA mitocondrial, herdado exclusivamente da progenitora
da espécie. Isto atraiu bastante o interesse dos cientistas, devido sua extrema
utilidade na recuperagdo do DNA ancestral humano, o qual apresentava grande
especificidade, possibilitando, dessa forma, diferenciar o material de interesse em
relacdo ao contaminantes de outras espécies. Nesse sentido, o DNA mitocondrial
apresenta, ainda, outras caracteristicas que o0 tornam mais vantajoso quando
comparado ao DNA nuclear, como a alta quantidade de cépias no citoplasma da
célula, o que aumenta sua chance de ser detectado durante a andlise do material
genetico extraido de uma amostra arqueoldgica (Merheb et al., 2019).

Além disso, o DNA mitocondrial € capaz de manter sua integridade por um
tempo superior que o DNA nuclear e, devido a sua heranga materna, possibilita
estudar a relacdo evolutiva entre a mae ancestral dos humanos arcaicos e dos
humanos modernos atuais (Merheb et al., 2019). Isso se deve a capacidade do DNA
mitocondrial se manter inalterado por sucessivas geragdes, embora que suas
principais variantes com importancia filogenética tenham surgido nos ultimos dez ou
oito mil anos, e outras tenham aparecido mais recentemente, especificando ainda
mais os haplogrupos nativo-americanos A, B, C e D (Merriwether; Ferrell, 1996).
Portanto, os geneticistas sdo capazes de estudar a histéria da linhagem materna de
populagdes humanas por intermédio da leitura das mutag¢des genéticas da sequéncia
de DNA de suas mitocéndrias, como, por exemplo, o efeito de um haplogrupo

especifico na variabilidade genética de uma populacao (Gaeta, 2021). Este é um dos
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principais marcadores utilizados no estudo de DNAa, mas quais sdo as amostras de

populacdes pretéritas mais analisadas?

Figura 1: Haplogrupos de DNA mitocondrial mais frequentes em populagées
continentais com suas respectivas estimativas temporais de origem em anos.

Human mtDNA Migrations

From http:/iwww.mitomap.org

Symbols +/-, +/+, and -/- represent Mutationrate =2.2- 2.9 %/ MYR
RFLP status for Dde | 10394 / Alu | 10397 Time estimates are YBP

r@_‘:‘m This is licensed by a Creative Commons Atfribution 3.0 license.

Fonte: adaptada de MITOMAP.

3.2 Amostras arqueoloégicas para extracao de DNAa

No campo da analise do DNAa, ha um maior interesse entre os pesquisadores
pelas amostras que apresentam uma maior riqueza de DNA enddgeno intacto
(espécie alvo) em relacdo ao DNA contaminante (outras espécies). Contudo, para
muitas amostras, o conteudo genético de interesses nesses materiais se mostra
inferior a 1%, 0 que torna imprescindivel a escolha de métodos de extracdo mais
eficientes, a preparacdo adequada das bibliotecas genémicas para sequenciamento
e a utilizacao de amostras arqueoldgicas com melhores taxas de preservagao de DNA
ancestral (Pinhasi et al., 2015). Entre as amostras arqueologicas utilizadas na analise
do DNA ancestral, a c6clea, uma pequena estrutura presente no ouvido interno na
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porgao petrosa do osso temporal € a amostra ideal de conservagdo do DNA antigo,
devido a riqgueza de DNA enddgeno encontrado nessa estrutura (Clavel et al., 2021;
Sirak et al., 2020). Todavia, nem sempre é possivel ou € desejado a destruicao dessa
estrutura para a realizacdao da analise molecular do DNA ancestral, uma vez que a
analise envolve a destruicdo da peca arqueoldgica, colocando um impasse entre a
pesquisa genética e a preservacao Ossea para futuras analises morfolégicas das
espécies (Parker et al., 2020; Ponce de ledn et al., 2018).

Nesse sentido, o dente vem se mostrando uma alternativa de amostra
arqueoldgica popular e eficiente em relagdo a coclea, uma vez que, mesmo nao sendo
tdo ricamente preenchido com DNA enddgeno como sua contraparte, apresenta
vantagens que o tornam bastante interessante no contexto da andlise do DNA
ancestral. Por exemplo, os dentes apresentam uma menor objecao entre 0s
pesquisadores quanto ao processo de perda do material arqueoldgico, dado que
individuos possuem muito mais dentes do que 0ssos petrosos, tornado a perda desse
material mais aceitavel em uma visdo de conservacao historica, além de uma maior
resisténcia contra a decomposicao, considerando que, em métodos tradicionais de
extracdo de DNA ancestral, como o descrito no estudo de Rohland e Hofreiter (2007),
o interesse dos pesquisadores é na dentina e na polpa, as quais permanecem
intocadas no interior do esmalte dentario, onde o DNA enddgeno encontra-se
protegido da degradagdo post-mortem (Harney et al., 2021). Além disso, outra
importante qualidade relevante dos dentes refere-se a riqueza mineral e a alta
celularidade presente no tecido dentario, sendo este constituido pelo esmalte, dentina,
polpa e cemento, os quais produzem um ambiente favoravel, tanto quimicamente
quanto anatomicamente para investigacao molecular do DNA (Higgins et al., 2015).

Tradicionalmente, para a extracdo de material genético em amostras dsseas
como dentes, a peca precisa ser pulverizada e descalcificada, visando, dessa forma,
permitir a digestdo das proteinas dos componentes celulares quando estas,
posteriormente, entrarem em contato com os reagentes de isolamento do DNA. Para
esse fim, existem duas principais técnicas para alcancar esse estado desejado, a
primeira envolve perfuracdo direta da amostra com uma microretifica ou com uma
broca odontoldgica, onde o foco é atravessar sultimente a coroa do dente e alcancgar
a regiao rica de DNA enddgeno da dentina e da polpa. Enquanto isso, a segunda

técnica utiliza-se de um moedor de 0ssos para pulverizar completamente a amostra.
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Nesse sentido, a perfuracdo €, atualmente, o método preferivel quando ha
necessidade de analise genética, uma vez que, diferente do moinho que causa a total
destruicao da amostra, a broca é capaz de manter a integridade morfolégica da peca,
tornando-se, cada vez mais, um resultado desejado por museus e 6rgaos nacionais
de preservacao arqueoldgica ao ceder suas pecas para pesquisas (Adler et al., 2011).

A partir da pulverizacao dos dentes, lise das moléculas organicas, purificacao
e eluicao do DNA que vamos aprofundar na parte metodolédgica deste trabalho. Temos

o processo de amplificacao deste material extraido e degradado.

3.3 Técnicas de extracao de DNAa

A extracao de DNA é uma etapa fundamental no estudo evolutivo e filogenético
das populagdes antigas, por meio dela, pesquisadores sdo capazes de isolar o
material genético de amostras arqueoldgicas para entdao sequenciar o seu genoma
(Rizzi et al., 2012) e, a partir disso, inferir a influéncia genética de determinados povos
nas caracteristicas atuais de uma populacdo através do estudo de ancestralidade
(Van Oven; Kayser, 2009). Portanto, como anteriormente mencionado, a escolha da
técnica de extracdo mais efetiva é essencial nesse campo de estudo, uma vez que,
além do baixo rendimento das amostras arqueolégicas (Pinhasi et al., 2015) a escolha
do método pode afetar significativamente a qualidade e o comprimento dos
fragmentos do DNAa extraido (Nieves-Colén et al., 2018). Atualmente, existe uma
grande variedade de metodologias consolidadas para a extragcdo de DNAa, sendo,
alguns exemplos de metodos, o baseado em adsorcdo em silica (colunas de
membrana ou particulas de silica), o que utiliza beads magnéticas, e 0 que emprega
extragéo organica por fenol-cloroformio-alcool isoamilico. Cada um desses métodos
apresenta vantagens e desvantagens em relagéo ao resultado gerado, afetando a taxa
de recuperagao do DNAa, o grau de pureza da amostra, a concentracdo de inibidores
da PCR no meio, a eficiéncia da amplificacdo por PCR e o resultado gerado a partir
da analise com técnicas de sequenciamento (Haarkétter et al., 2023).

O método de extracdo por adsor¢ao em particulas silica € a técnica de extragao
de DNA mais amplamente empregada por pesquisadores para extragdo de DNAa.
Essa metodologia baseia-se na afinidade do material genético por superficies (colunas
ou particulas) compostas de diéxido de silicio em condi¢des especificas de salinidade
e pH. Esse método consiste, primeiramente, na lise celular, realizada por meio da
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adicao de uma solucédo tampao de lise a amostra previamente pulverizada, com o
objetivo de romper as membranas celulares e liberar o contetdo intracelular, incluindo
o DNA. Em seguida, € introduzido um tampao de ligacao rico em sais caotropicos, que
promove a desnaturacao de proteinas e facilita a interacao entre as moléculas de DNA
e a matriz de silica presente em colunas de purificacdo. Nessa etapa, o DNA é
adsorvido pela superficie da silica, enquanto contaminantes e outras biomoléculas sao
eliminados por sucessivas lavagens. Finalmente, o DNA é recuperado, por meio da
eluicdo da coluna de silica com um tampao de baixa for¢a ibnica ou agua, obtendo-se
assim uma amostra purificada, adequada para processos subsequentes, como a PCR
e o0 sequenciamento (Rohland et al., 2018).

Outra importante técnica empregada na extracdo de DNAa é o método de
extracao por beads magnéticas. Nele é empregado microparticulas paramagnéticas,
tipicamente composta por um nucleo de 6xido de ferro e um revestimento por silica
ou por grupos funcionais como carboxila e amina, capazes de se ligar seletivamente
ao DNA. O principio desta metodologia de extracdo € similar ao principio fisico-
quimico discutido, anteriormente, da extragdo por adsorcado de silica. Apés a lise
celular, por intermédio de uma solucao tampéo, na solucdo, é adicionada os beads
magnéticos em presenca de tampdes contendo sais caotropicos, como guanidina ou
cloreto de sddio, e solventes organicos, como alcool e PEG, criando condi¢des que
promovem a desnaturacao de proteinas e a neutralizagéo da carga negativa do DNA,
o que favorece a adsorcdo do material genético na superficie das beads.
Consecutivamente, ocorre a aplicagdo de um campo magnético, o qual concentra
rapidamente os beads, facilitando a remogéo eficiente do sobrenadante contendo
contaminantes sem que ocorra a perda do material genético adsorvido. Para isso,
realiza-se lavagem da amostra com solugdes alcodlicas para eliminar as proteinas
residuais, sais e detergentes e, assim, obter uma amostra de DNA purificada a partir
dos beads magnéticos (Berensmeier, 2006).

Por fim, a extragdo com fenol—cloroférmio-alcool isoamilico € um método
classico e amplamente utilizado por sua alta eficacia na purificagdo de DNA. Essa
abordagem baseia-se na particdo seletiva de biomoléculas entre fases aquosa e
orgéanica, mediada por solventes imisciveis. Inicialmente, a amostra é submetida a
digestdo com Proteinase K em presenca de detergentes, o que promove a lise celular
e desnaturacdo proteica. Em seguida, adiciona-se uma mistura de
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fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, a qual promove a separacao das macromoléculas
em duas fases distintas, a fase organica que € rica em proteinas desnaturadas e
outros residuos hidrofébicos, e a fase aquosa, onde o DNA permanece dissolvido
devido a sua natureza polar. Posteriormente, o DNA é precipitado da fase aquosa,
lavado com etanol 70% para remover impurezas residuais e, por fim, ressuspendido
em tampao TE ou agua livre de nucleases (Hawkins et al., 2022; Silva et al., 2023).
Apesar de ser um método de alto rendimento quando comparado aos métodos
anteriores para extracdo de DNAa (Haarkétter et al,, 2023), seu uso encontra-se
limitado, devido sua metodologia de dificil execucao, além de apresentar maior risco

ao expor seus realizadores a quimicos téxicos (Silva et al., 2023).

Quadro 1: Comparacao entre os desempenhos dos métodos baseado em adsorcao
em silica, em beads magnéticas e em extragao orgéanica por fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico em relacéo ao rendimento do processo, tamanho do fragmento

recuperado, grau de pureza, concentracao de inibidores da PCR, eficiéncia da PCR
e do sequenciamento na extracao de DNAa.

Método | Rendimento | Fragmento Pureza Conc. de Eficiéncia da
S Inibidores PCR e do
sequenciament
0
Silica Bom Recupera DNA Remove Alta taxa de
(Coluna | rendimento | fragmentos | geralmente bem sucesso em
s/ em torno puro proteinas e PCR (poucos
Particul de 30 pb) | (A260/280 muitos inibidores).
as) ~1,7-1,9) inibidores | DNA compativel
comuns com Sanger e
6timo para NGS
Beads | Rendimento | N&o retém Pureza Lavagens DNA
magnéti similar a fragmentos | geralmente removem normalmente
ca silica com <100 | alta (com proteinas e | amplificado sem
pb, a protocolos | contaminant problemas.
menos que | adequados, | es; eficacia | Compativel com
seja A260/280 | variacomo | Sanger e NGS
otimizada ~1,8). kit utilizado
Fenol- | Tipicamente | Fragmento DNA de Remove Excelente para
Clorofér 0 maior sde 50 pb | altissima | quasetodas | PCR. E étimo
mio- rendimento até >20 pureza se | proteinase para Sanger,
alcool kbp séo bem substancias | mas para NGS
isoamilic recuperado | executado | polares apds | deve atentar a
0 S (A260/280 varias remogao total
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~1,8 ou lavagens. dos solventes,
mais) para evitar

problemas na

preparacao da
biblioteca

Fonte: baseado em Haarkétter ef al. (2023), Hawkins et al. (2022), Silva et al. (2023) e Vilanova et al.
(2020)

3.4 Reacao de Cadeia Polimerase

Tendo em vista a importancia e dificuldades relacionadas ao DNA ancestral,
surgiu a necessidade de aumentar a recuperacdo de material genético extraido,
mesmo com as menores quantidades de amostra disponivel. Para isso, utiliza-se da
técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

PCR é um procedimento in vitro comum na atividade laboratorial para
identificagdo de material genético. Isto € possivel através de uma sequéncia de
processos de desnaturacéo e re-enovelamento da cadeia proteica, na qual o material
genético é submetido e, assim, produzindo milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA. Para isso, na primeira etapa do PCR, o DNA molde é sujeito a alta
temperatura (90-95 °C) para que haja quebra de sua estrutura proteica em duas novas
fitas. Apés esse processo, ha um resfriamento da reacdo, possibilitando que duas
sequéncias de oligonucleotideos (primers), as quais sdo complementares as fitas
recém-formadas, anelem-se a essas fitas, assim, delimitando o segmento que sera
amplificado. Depois, na terceira etapa, ha um novo aquecimento (68-72 °C), tornando
as condi¢Oes propicias para a atividade da enzima Taq DNA polimerase, que tem
como fungéo sintetizar as cadeias complementares, finalizando o primeiro ciclo da
reacdo. Apds o primeiro ciclo, a molécula de molde amplifica-se em duas novas
moléculas, que, entdo, sédo reintegradas no ciclo de reacao. Os ciclos sédo repetidos
por aproximadamente 25 a 40 vezes por analise, gerando um produto rico de material
genético, o qual pode seguir para diferentes processos de analise, conforme

necessario no experimento (Wages, 2005).
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Figura 2: Esquema das etapas de ampliacao do material genético que ocorre na
PCR em cada ciclo de replicacéo.
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Fonte: adaptada de Ramirez (2022).

3.4 Sequenciamento de Sanger

Apés o isolamento e a purificacdo do material genético, é necessario priorizar
as amostras ndo contaminadas. Para esse fim, realiza-se 0 processo de
sequenciamento, sendo o método de terminacdo de cadeia de Sanger o modelo
aperfeicoado do primeiro método de sequenciamento de DNA, o método Maxam—
Gilbert, o qual se baseia na clivagem quimica da molécula de DNA.

O método de sequenciamento de Sanger foi desenvolvido na década de 70
pelo bioquimico inglés Frederick Sanger e seus colaboradores. Essa técnica tinha
como objetivo possibilitar a determinacdo das sequéncias de nucleotideos que
compdem o DNA. Para isso, 0 método de Sequenciamento de Sanger comega com
uma fita Unica do DNA, obtida ap6s um processo de desnaturagéo proteica. De forma
similar a um PCR, essa fita simples serve como um molde para producédo de uma fita
complementar através da acdo da enzima Taq DNA polimerase. Para isso, é
necessario que a fita molde anela-se a dois primers, os quais delimitam a regido
amplificada. A partir disso, o sequenciamento de Sanger realiza a decodificacdo do
material genético através da adicdo de nucleotideos marcados radioativamente, o
trifosfato de 2',3'-didesoxiadenosina ou Didesoxinucleotideo (ddNTP). Devido sua
natureza analoga a de um nucleotideo (ANTP), os ddNTP séo capazes de se ligar aos

demais nucleotideos durante producédo da cadeia de DNA complementar pela acao
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enzimatica da DNA polimerase. Contudo, os ddNTP também apresentam influéncia
inibitéria na atividade dessa enzima e, por isso, quando um dos ddNTP é adicionado
a qualquer parte da cadeia, ela se mostra incapaz de continuar sendo construida.
Portanto, os ddATP atuam como terminadores da replicacdo do DNA. A partir desse
conhecimento, Sanger formulou uma metodologia que se baseia na acao replicadora
da DNA polimerase em um meio contendo tanto dNTP quanto ddNTP. Assim, de forma
aleatdria, seriam produzidos diversos fragmentos de cadeias de DNA com diferentes
tamanhos, mas sempre com um ddNTP no final de sua estrutura. Esses fragmentos,
por sua vez, por meio da diferenga de seu peso molecular, seriam separados em um
gel de eletroforese incidido por radiagdo gama. Como esses analogos sao marcados
radioativamente, seria possivel visualiza-los no final de cada fragmento. Assim, o
resultado da eletroforese informaria a sequéncia das bases na cadeia de DNA da
amostra, onde a banda mais inferior representaria a cadeia mais curta (mais leve)
interrompida pelo ddNTP, portanto, o primeiro nucleotideo da sequéncia de DNA
original (Sanger; Nicklen; Coulson, 1977).

Figura 3: Esquema do sequenciamento de Sanger. Destacando as principais etapas
do processo, comecando com a replicacao do material genético até a leitura dos
dados.

DNA-polimerase:

d ATP*d CTP
Primer d GTP d TTP
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I E DN reagéo

)
[ IT]
O (JAACAGCTAGAGTCACTAGT)S dIATP yucTP
>

DNA unifilamentar de
sequéncia desconhecida
usado como molde

Fmdmiﬁ Fragmentos
darencio. =%l maiores
3 [

Fragmentos
menores

Filme de
Sequéncia do raios X
filamento
novo é lida

Converte em
sequéncia
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Sequéncia
conhecida
de primer

PPrOP OO0-HPOPO-HOPO-HPO-A
“H-24 OOPHO-HOPOHOPHO>

Fonte: adaptada de Borges-Osorio e Robinson (2013).
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3.5 Histodria da investigacao do DNA antigo

O campo de investigacdao de DNAa é recente, tendo seu inicio ha 40 anos
quando foram divulgados os primeiros estudos dessa nova area cientifica. O primeiro
estudo inovador, publicado por Higuchi et al. (1984), era um relato da extracao e do
sequenciamento do fragmento de material genético obtido do tecido muscular de uma
quagga, um equideo sul-africano (Equus quagga quagga) extinto durante o século
XIX. Paralelamente, outro trabalho era publicado, Paabo (1985), no qual descreveu-
se a obtencéo e a decodificacdo de DNA de amostras humanas mumificadas.

Todavia, apesar desses estudos pioneiros trazerem inovagdes quanto a
amplificacdo de DNA em amostras arqueoldgicas, utilizando-se de clonagem
bacteriana para esse fim, a maioria do DNA recuperado foi bacteriano ou fungico,
sendo as sequéncias de DNA de interesse extraidas constituidas de concentracdes
baixissimas de materiais genéticos fragmentados e com mudltiplos danos em sua
estrutura, dentre esses fragmentos, o DNA mitocondrial (Rizzi et al., 2012).

A partir desses resultados, novas pesquisas foram sendo realizadas no inicio
da década de 1990. Entretanto, os cientistas da época encontraram-se em um
impasse dentro do campo de pesquisa de DNAa que se utilizava de DNA humano,
uma vez que essa area se tornou controversa e dificultosa, devido a concepcao de
que tais amostras ndo seriam capazes de serem analisadas. Isso se deve a
dificuldade, naquele periodo, de discernir a sequéncia de DNA ancestral humano com
o DNA humano contaminante. Assim, durante o meio daquela década, os cientistas
concentraram seus esforgos na decodificagdo de um DNA que ndo apresentasse 0s
empecilhos enfrentados no sequenciamento do DNA ancestral humano, como o DNA
mitocondrial e nuclear da fauna extinta que fora preservada no interior do permafrost
(Hagelberg; Hofreiter; Keyser, 2015).

Esse panorama foi s6 a comegar a mudar no final da década de 1990, quando
Krings et al. (1997) publicou um estudo inédito sobre a realizagdo do sequenciamento
de DNA de uma espécie de Homo neanderthalensis. Esse trabalho foi pioneiro na
utilizacdo de técnicas de pré-tratamento ao controlar as condi¢des do ambiente da
extracdo de DNAa, visando diminuir o maximo com DNA humano contaminante. Tais
estratégias, juntos com outras técnicas experimentadas pelos cientistas daquele
periodo, seriam sintetizadas, o que possibilitou a autenticacdo dos resultados obtidos,
(Cooper; Poinar, 2000, p. 1139) e, posteriormente, replicadas, em trabalhos cientificos
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posteriores, como os de Vernesi et al. (2001), de Endicott et al, (2002), de Larson et
al. (2007), e, futuramente, seriam expandidas para incluir varias novas medidas que
hoje sdo essenciais para a validacdo do processo de extracdo de DNAa, além de
impulsionar o estudo de DNA ancestral humano e de seus ancestrais.

Hoje, o campo da ciéncia de DNA ancestral encontra-se em rapido
desenvolvimento, como se pode observar em estudos recentes como o0 de
Skourtanioti et al. (2023) e de Haber et al. (2020), os quais, utilizando-se do processo
de extracao de DNAa vém comprovando o que os cientistas acreditavam ha 40 anos
atras, que essa técnica é capaz de aprimorar 0s conhecimentos acerca da evolucao
da espécie humana e de fornecer uma ferramenta para a maior compreensao sobre o
desenvolvimento e da ancestralidade de antigas civilizagbes. Esse campo tem se
apresentado tado promissor que, em 2022, o cientista Svante P&abo, o geneticista
sueco a realizar a primeira extracdo de DNAa humano, P&abo (1985), recebeu a
honraria do Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina pela sua contribuicdo na
exploracdo do estudo da evolucdo humana e no pioneirismo da extracdo de DNA

ancestral.

3.5.1 Processo de sequenciamento de DNA antigo no Brasil

Em contrapartida com o desenvolvimento acelerado desse novo campo da
ciéncia, o Brasil progrediu a passos lentos no estudo do DNAa de populagdes nativo-
americanas. Ainda assim, pesquisas notérias nessa tematica foram realizadas na
ultima década, como a de Ferraz et al. (2023), o qual se utilizou do processo de analise
de DNAa para responder duvidas quanto a descendéncia genética dos individuos sul-
americanos que viviam na costa. Todavia, mesmo esse estudo, 0 qual se apropriou
de amostras arqueoldgicas nacionais, ndo realizou o processo de extracao de DNA
ancestral sob a condi¢des laboratoriais brasileiras, sendo feita no instituto alemao Max
Planck. Além desse, outro interessante estudo que se utilizou da técnica de
decodificacao de DNA ancestral foi o de Silva et al. (2017), o qual apropriou-se de tais
técnicas para elucidar questdes taxondmicas de uma espécie endémica de peixe
brasileira, o Deuterodon pedri. Contudo, novamente, esse estudo nao foi feito
exclusivamente em territério nacional, sendo executado o processamento das
amostras arqueologicas brasileiras no laboratério de biologia molecular do Museu
Nacional de Histdéria Natural em Washington D.C., Estados Unidos.
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A partir desse cenario, instituicdes cientificas, como da USP, ja demonstraram
interesse de revisar e de aplicar técnicas de sequenciamento de DNA ancestral ja
padronizadas internacionalmente, pela primeira vez, de forma exclusivamente
nacional (Bocchini, 2023). Apesar disso, nenhum estudo nessa area foi efetivado
completamente sobre essas condicbes desejadas até a data de producdo deste

Trabalho de Conclusao de Curso.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao de portaria do IPHAN para movimentacao de vestigios
arqueoldgicos e pesquisa

Para a pesquisa envolvendo patriménio arqueolégico durante esse estudo
pioneiro de extracdo de DNAa baseado em protocolos internacionais foi solicitada
para o Instituto Histérico e Artistico Nacional (IPHAN) do estado da Paraiba, a
autorizacdo para a movimentacdo e destruicdo das amostras arqueolégicas do
Laboratério de Arqueologia e Paleontologia (LABAP) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB) para o Laboratério de Bioarqueologia Translacional (LABBAT) do
NPDM da UFC. Além disso, foi assegurado um local adequado para guarda dos
materiais. Para que houvesse a movimentagcdo dessas pecgas, necessitou-se,
juntamente com o formulario de solicitacdo, do envio de dois documentos contendo
imagens e dados, como peso, dimensdes, sitio de escavacao, tipo e estado de
conservacao, acerca das amostras. O cédigo de autorizacdo do IPHAN foi N°
01408.000358/2023-17.

4.2 Estrutura do NPDM e o NB-2

O experimento ocorreu dentro da instalagdo do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), uma estrutura multidisciplinar e
capacitada para executar estudos cientificos, sendo o primeiro estabelecimento
cientifico no Brasil a atuar em todas as etapas da cadeia de desenvolvimento de
medicamentos (UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA, 2015). Estudos inovadores
como o da utilizagéo da tildpia para o tratamento de queimadura ocorreram no NPDM
(Moraes-Filho et al., 2017). Para esse trabalho, teve-se a participacao do LABBAT, do
Laboratério de Farmacogenética (FARMAGEN) e do Laboratério de
Neuropsicofarmacologia (LNF).

O local de trabalho utilizado foi um laboratério de nivel de biosseguranga 2 (NB-
2). Os niveis de biosseguranca numa instituicdo de pesquisa séo divididos do nivel 1
até o nivel 4, sendo necessario obedecer determinados pré-requisitos em sua
infraestrutura para receber essa classificacdo. Os requisitos para cada nivel de
biosseguranca podem ser visualizados no quadro 2. O laboratério NB-2 utilizado, além
das estruturas obrigatérias, também continha exaustor com filtro HEPA, sistema de
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ventilagdo controlada e aducgao do ar, visando o controle de fontes de contaminacéo

externa.

Quadro 2: Requisitos para os diversos niveis de seguranca biolégica (I a V). Sendo
N: Abstencao de necessidade; S: Uso obrigatério; D: Uso desejavel.

Atributo Niveis de seguranca
bioldgica
1 2 3 4
Isolamento do laboratério N N S S
Sala selada para descontaminacao N N S S
Ventilagao:
- Aducédo do ar N D S S
- Sistema de ventilagao controlada N D S S
- Exaustor com filtro HEPA N N S S
Entrada com porta dupla N N S S
Sistema de portas com tranca N S S S
Camara de vécuo N [N |S |S
Camara de vacuo com ducha N [N [N |S
Antecdmara N [N |S |—
Antecamara com ducha N [N |S |N
Tratamento dos efluentes N [N |S |S
Autoclave:
- in loco N |[D |S |S
- numa sala do laboratério N N D |S
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- de duas portas N N D S

Camaras de seguranca bioldgica

- classe | D |[D |N [N
- classe Il N |[D |S |S
- classe lll N N D |S
Circuito interno de imagem N N D S
Registro em autoridades sanitarias nacionais N N S S

Roupas de protecdo com pressao positiva e | N N N S

ventilacao

Uso EPI's S S S S
Realizagdo das BPL’s S S S S
Incineragao dos residuos apos esterilizagao N N N S

Fonte: adaptada de Penna et al. (2010).

4.3 Pré-tratamento do laboratério para extracao de DNA antigo

Para a realizagdo do experimento, foi necessario realizar o tratamento do
laboratério de biosseguranga 2 de forma a validar os resultados a serem obtidos, como
descrito em Cooper; Poinar, (2000). Baseando-se em estudos recentes como os de
Pinhasi et al. (2019) e de Gondek; Boessenkool; Star. (2018), realizou-se uma
descontaminacéao geral do laboratério. Para isso, foi necessaria uma limpeza completa
do laboratério (piso e paredes) utilizando-se de solugbes desinfetantes apropriadas,
como o hipoclorito de sédio a 10% e o peroxido de hidrogénio (1:1 com agua).
Ademais, as superficies de trabalho (bancadas e cabine de fluxo), equipamentos e
insumos foram limpos com alcool 70%. Nesse sentido, apds a limpeza quimica da
sala, ainda foi realizado um controle de contaminacdo, por meio da irradiacédo de luz
UV-C germicida para esterilizacdo do ambiente. Isso foi feito com uma unica lampada
(Marca G-light), a qual foi fixada no teto no centro do laboratério antes do inicio da

extracdo, sendo necessario deixa-la acesa por, pelo menos, 30 minutos antes de
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iniciar qualquer procedimento. Essa descontaminagédo sempre era realizada antes de
qualquer experimento, sendo, portanto, necessario repeti-la todo inicio de dia quando

a equipe saisse do ambiente.

Figura 4: Laboratério NB-2 utilizado durante a pulverizacao dos dentes e a extracao
do DNAa.

TROZ teCHNK

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por fim, todos os insumos necessarios para extragcdo (Quadro 3) foram
organizados previamente para evitar deslocamentos desnecessarios durante o
procedimento. Assim, EPIs como luvas e mascaras N95 permaneceram dentro do
laborat6rio em ambiente controlado, enquanto os macacdes impermeaveis, mascaras
N95, toucas e propés descartaveis mantiveram-se em sua embalagem fora do
laboratério, sendo aberto apenas quando necessario (Quadro 3). O macacao, luva,
touca e propé eram descartados sempre que a equipe saia do laboratério, sendo

necessario utilizar novos EPIs sempre que alguém fosse entrar no ambiente
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controlado. No maximo, era permitida a entrada de 2 pessoas simultaneamente na

sala visando reduzir o risco de contaminagao externa.

Quadro 3: EPIs utilizados ao longo da extracao com relacao a sua quantidade e ao
seu valor (unitario e total).

Material utilizado Quantidade

Extracao kit (1 Deep well + PK + LS3 + Elu + 12 Tiras) - 16 1
ext - MPTAPO16MDx

Extracao kit (1 Deep well + PK + LS3 + Elu + 12 Tiras) - 16 1
ext - MCFDPO016

Kit Macacao Impermeavel Prote¢cdo Quimica Pintura C/ 2
Capuz EEG - 10 unidades

Luva Procedimento Nitrilica Descartavel Caixa 100 Unds 15
Propé Sapatilha Descartavel 100 Unidades Anvisa C/ 6
Elastico

Touca Branca Descartavel Tnt Sanfonada 100 Unidades 6
C/anvisa

Kit 10 Mascara 3m Aura 9320 Pff2 N95 Respirador Sem 2
Valvula

Oculos De Protecdo Ampla Visao De Sobrepor Super 2
Safety

Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Amostras utilizadas

A extracdo de DNA ancestral foi feita a partir de 16 dentes, incluindo um
exemplar de Arqueologia Histérica: o 16° dente, proveniente do Cemitério de
Bexiguentos, em Frei Martinho - PB. Os demais 15 dentes restantes provém dos
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seguintes sitios arqueoldgicos: Toca dos Astros, no Congo, PB; Serrote dos Ossos,
Caraubas, PB; Furnas dos Ossos, Sao Joao do Cariri, PB e Apa das Onc¢as, Sao Joao
do Tigre, PB (Tabela 1). Esses dentes pertencem a individuos do periodo pré-colonial
(Cavalcante et al, 2023; Lima et al., 2018; Santos, 2009), Cariri, com predominancia

de molares, que sdo mais adequados ao manuseio.

Quadro 4: Amostras dentarias coletadas com respectivo municipio de origem e 0 ano
da campanha de escavagao.

Caddigo Municipio de origem Campanha
1 Apa das oncas 2008
2 Furna dos ossos 2008
3 Serrote dos 0sso0s 2022
4 Toca dos astros 2023
5 Serrote dos 0sso0s 2022
6 Serrote dos 0ssos 2022
7 Serrote dos 0ssos 2022
8 Furna dos ossos 2008
9 Toca dos astros 2023
10 Toca dos astros 2023
11 Furna dos ossos 2008
12 Toca dos astros 2023
13 Apa das oncas 2008
14 Apa das ongas 2008
15 Apa das oncas 2023
16 Cemitério dos bexiguentos 2024

Fonte: elaborado pelo autor.

4.5 Pulverizacao das amostras arqueoldgicas

A extracdo das amostras foi realizada nas instalagbes do NPDM, num
laboratério ja previamente pré-tratado, seguindo a metodologia anteriormente
descrita. O laboratério continha um fluxo laminar da marca Trox Technik, o qual era
acoplado com uma lampada de desinfecgdo UV-C em seu interior. Essa lampada foi
ligada por 30 minutos antes da realizagdo de qualquer experimento para esterilizar o
interior do fluxo e a microretifica da marca Dremel (Figura 5), preferencialmente, essa

descontaminacéo é feita juntamente com a irradiacéo da sala.

Figura 5: Equipamentos e insumos utilizados para pulverizagcado das amostras
dentéarias. Na primeira foto se tem as amostras, a broca e a microretifica utilizada



para pulverizagdo dos dentes, papel aluminio, alcool, além da [ampada UV-C
utilizada para irradiagdo da sala no interior da capela. Na segunda foto se tem a
lampada UV-C portatil.

D e

Fonte: elaboradas pelo autor.
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Primeiramente, antes mesmo da pulverizacao, realizou-se, fora do ambiente
controlado, a identificacdo e catalogacao de todos os dentes que foram utilizados para
0 experimento, a fim de garantir a integridade e autenticidade das amostras extraidas.
O procedimento dura cerca de 10 minutos por dente, podendo tanto ser realizada tanto
fisicamente quanto digitalmente. Por fim, antes da entrada na sala, realizou-se uma
limpeza na superficie externa dos dentes ao submeté-los a 10 minutos de irradiagcao
UV-C com uma lampada UV-C portétil da BIOSEPT.

Para entrar no laboratério, foi necessario vestir o macacao impermeavel por
cima do jaleco. Além disso, retirou-se o sapato e vestiu-se o propé descartavel sobre
a meia, como também se vestiu a touca e a mascara N95. Dentro do laboratério, antes
de encostar em qualquer equipamento, vestiu-se duas luvas em cada mao, sendo a
luva mais superficial constantemente substituida para evitar contaminagéo.

Ademais, também foi necessario recobrir de aluminio esterilizado na bancada
do fluxo laminar. A esterilizacdo do papel aluminio foi realizada por irradiagédo UV-C
por 30 minutos. Isso foi planejado visando recolher o0 p6 de dente produzido quando a
amostra fosse pulverizada pela microretifica. O tamanho do papel aluminio deve ser
o bastante para recobrir a area de trabalho, como mostrado na Figura 6.

Figura 6: Foto dos dentes devidamente separados e classificados quanto ao local de
escavacao sobre a bancada do fluxo laminar recoberta com papel aluminio.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Com todos esses cuidados garantidos, efetuou-se a pulverizagdo das amostras
dentarias por meio da microrretifica acoplada com uma broca esterilizada em baixa
velocidade para evitar degradacao térmica do DNA. Essa esterilizacao foi possivel ao
mergulhar a broca de titanio de 2,4 mm em hipoclorito de sédio a 10% por 5 minutos.
A pulverizacao foi realizada dentro do fluxo laminar que estava recoberto por papel
aluminio para recolher o p6 de dente produzido. Durante a pulverizacao, foi importante
realizar a substituicdo constante das luvas, sempre trocando-as quando fosse
manipular uma nova amostra para evitar contaminacao cruzada. Além disso, a cada
troca de amostra, realizou-se uma nova descontaminagédo da broca ao mergulha-la
em hipoclorito de sddio a 10% por 1 minuto. Juntamente a isso, também foi feita a
substituicdo do papel aluminio, sendo, um papel por amostra. Como havia 16
amostras, foram utilizadas 16 folhas de papel aluminio, as quais eram perfeitamente
recortadas para recobrir a bancada do fluxo. Assim, foi realizada a pulverizacao das
16 amostras, sendo que, para cada amostra, o p6é dental produzido era acumulado na
superficie do papel aluminio apdés cada pulverizacao e, entao, coletado e transferido
para eppendorfs estéreis devidamente identificados. Essa identificacao foi feita com
etiquetas, a qual se enumerou os eppendorfs.

4.6 Extracao do DNA ancestral

Um dia apds a pulverizacdo das amostras dentarias utilizando o mesmo
laboratério NB-2, ocorreu a extragdo de DNAa com o auxilio do equipamento
Extracta® 32 da empresa Loccus (Figura 7). O extrator e purificador de DNA e RNA
Extracta® 32 € um sistema capaz de realizar, de forma automatizada, tanto o processo
de extragéo, quanto o processo de purificacdo do material genético, por meio de beads
magnéticas. Esse equipamento tem por objetivo otimizar o processo extrativo ao
reduzir falhas manuais comuns, como erros durante a pipetagem (Pushparaj, 2020)

ao realiza-las automatizadamente para obter amostras mais puras e concentradas.
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Figura 7: Extrator e purificador de DNA e RNA — Extracta® 32

Fonte: Loccus

O p6 da polpa dental extraido na etapa anterior foi inserido nos pogos de 2
placas pré-fabricadas pela empresa Loccus: A placa do kit MPTA-MDx e a placa do
kit MCFD. Ambas as placas contém, no total, 32 pogos fundos com o formato de
profundidade em forma de “V”. No kit MPTA-MDX, na primeira coluna da placa, os
pocos contém todos os reagentes de purificacdo para que a unica necessidade do
pesquisador seja adicionar a amostra. Enquanto no kit MCFD, a primeira e segunda
coluna contém os reagentes, assim, cada amostra tera duas réplicas por linha da
placa.

A diferencas entre os kits estd em sua utilizagédo, sendo o kit MPTA-MDx ideal
para o isolamento de DNA e RNA de diversos tipos de microrganismos, como virus
(DNA e RNA), protozoarios, helmintos, fungos e bactérias (Gram positivas e Gram

negativas). Ja a placa do kit MCFD é planejada para extracdo de DNA circulante, ou
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seja, DNA encontrado em fluidos corporais humanos. Devido a natureza fragmentada
e imprecisa do material genético, optou pela utilizacao das duas placas

Para iniciar o processo de extracdo, primeiro, era necessario colocar as
amostras nos pog¢os contendo os reagentes. Para isso, na placa do kit MPTA-MDx,
adicionou-se 300 uyl de uma amostra num unico pogo da placa de extracdo até um
total de 8 pocos para as 8 primeiras amostras (1-8), completando a coluna. A segunda
placa, do kit MCFD, adicionou-se 300 ul de uma amostra nos pogos das colunas
namero 1 e 2 da placa de extracao, até um total de 16 pocos para segunda metade
amostras (9-16), sendo adicionado, em seguida, também 20 ul de proteinase K e 6 pl
do reagente CR em cada poco utilizado na placa. Esse processo durou 30 minutos.
Apoés essa etapa, para dar inicio a pipetagem e a mistura automatizada, posicionou-
se as placas de extracao no extrator automatizado do Extracta® 32 e executou-se 0
protocolo de extracdo correspondente ao kit utilizado (MPTAPO16MDx para o kit
MPTA-MDx e MCFDPO016 para o kit MCFD na interface do equipamento.

A partir disso, de forma automatizada, o Extracta® 32 iniciou o processo de
extracao e purificacdo do DNAa por beads magnéticas. Cada kit apresenta parametros
de etapas bem definidos, como velocidade de agitacédo, tempo de agitacao, tempo de
magnetizacao, tempo de incubacao e temperatura de aquecimento. Esse processo
durou 50 minutos por placa. Por fim, apés a finalizagcdo do programa, o Extracta® 32
extraiu 0 DNAa do pé dentario que ficou suspenso na solugéo de eluicao do kit na
ultima coluna da placa. Daqui, retirou-se a suspensao contendo o DNAa de cada pogo
das placas de extragdo com uma pipeta, transferindo esse liquido para 16 novos tubos
eppendorfs devidamente identificados, os quais foram armazenados em um freezer a
-20°C para evitar a degradacao do material genético. Essa identificagcéo foi feita com
etiquetas, a qual se enumerou os eppendorfs. Os eppendorfs continham,

individualmente, 80 pl de DNAa suspenso de cada amostra.

4.7 Quantificacao e verificacao da pureza do DNA por espectrofotometria UV
pelo NanoDrop™

Ademais, no dia seguinte a extracdo do DNAa, como ndo era mais necessario
o cuidado para prevenir a contaminacao durante a extracdo de DNA da amostra, uma
vez que o processo ja foi realizado, pode-se proceder a quantificacdo do material
genético em outro ambiente. Sendo assim, a quantificacdo do DNA ocorreu no
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laboratério de farmacogenética, uma instalacdo NB-1. A partir dessa etapa, todos os
procedimentos ocorreram nesse ambiente e sempre utilizaram os seguintes EPIs:
jaleco, touca e luva nitrilica.

A quantificagdo e a andlise da pureza do material genético foram realizadas
utilizando-se de espectrofotometria UV pelo NanoDrop™, visando averiguar a
efetividade da extragdo automatizada pelo Extracta® 32 de um DNA tao fragmentado
quanto o DNAa. Com esse intuito, retirou-se do freezer as 16 amostras e esperou-se
15 minutos pelo seu descongelamento. Durante esse tempo, foi necessario ligar o
aparelho e realizar sua calibracdo. Para isso, adicionou-se 1pl de agua ultrapurificada
ao pedestal do NanoDrop™ e executou o comando “Blank”. Depois, limpou-se a ponta
do braco e o pedestal do aparelho com uma das folhas de alta absorvéncia. A partir
disso, depois dos 15 minutos, retirou-se 1 pL da primeira amostra com uma pipeta e
a adicionou no pedestal, a quantificacao foi mensurada clicando no botao “Measure”,
0 que gerou um grafico contendo os valores de concentracédo e razao de absorbancia
do DNA extraido. Esse processo foi repetido para as 16 amostras, o que levou cerca

de 30 minutos (1-2 minutos por amostra). Repetiu-se essa analise 3 vezes

4.8 Amplificacao da regiao HVR-1 e HVR-2 por PCR:

Para facilitar a realizagdo do sequenciamento por Sanger do material extraido
realizou-se uma PCR em todas as amostras, visando produzir uma biblioteca. Essa
biblioteca foi montada a partir do material genético amplificado de primers da
sequéncia da regiao hipervaridvel do DNAmt.

Para esse experimento, foram escolhidos utilizar os dois segmentos da regiao
controle: HVR-1 e HVR-2, devido a sua utilizacdo em estudos para o rastreio de
haplogrupos dentro da populagdo brasileira (Alves-Silva et al.,, 2000). Portanto,
baseado no estudo de Alves-Silva et al. (2000) foram utilizados os seguintes primers:
F5'- TCAAAGCTTACACCAGTCTTGTAAAACC; e R5’-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG (HVR1) e para a regiao HVR2: F5-
GGTCTATCACCCTATTAACCAC; R5- TTGAGGAGGTAAGCTACATA. Além disso,
para essa etapa, utilizou-se o kit Platinum |l Taq Hot-Start DNA Polymerase como o
master mix da reacao.

Essa etapa foi ambientada no mesmo dia e no mesmo local que a quantificacao
de DNA ocorreu. A amplificacdo por PCR da regido controle do DNAmt foi realizada
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numa placa de 96 pocos (Quadro 5), cada poc¢o utilizado continha 2 uL do primer
forward do HVR-1 (1A-8B) ou 2 uL do primer forward do HVR-2 (1C-8D), 2 uL do
Primer reverse do HVR-1 (1A-8B) ou pL do Primer forward do HVR-2 (1C-8D), 3 uL
de agua ultra purificada, 3 uL do DNA e 10 uL do master mix, sendo que, cada amostra
foi analisada para as 2 regides de controle. O procedimento (temperatura, quantidade
de ciclos e tempo de reacao) foi feito seguindo os parametros definidos pelo Kit
Platinum Il Taq Hot-Start DNA Polymerase.

Ademais, a leitura dos resultados da PCR foi possivel por intermédio de uma
eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etidio. Para isso, primeiro
preparou-se o gel de agarose a 2% ao misturar 2 g de agarose com 100 mL de solugao
tampao TBE em aquecimento até se obter uma solugado translicida, entao, foi-se
adicionado 5 pL de brometo de etidio no gel. Por fim, despejou-se o gel no suporte
contendo os pentes (molde) e esperou a polimerizagédo do gel (20-30 minutos). Em
seguida, retirou-se os pentes do molde para recuperar a matriz de agarose sélida,
colocando-a no interior da cuba de eletroforese, como cada gel apresentava 20 pocos,
foi-se necessario produzir 2 géis de agarose 2%. Para preparar as amostras para esse
processo, misturou-se 5 pL de cada amostra de DNA com 5 pL de corante de
carregamento, para que, dessa forma, pode-se visualizar a movimentacdo do DNA
pelo gel. Por fim, adicionou-se as 36 amostras nos po¢os dos 2 géis (20 no primeiro e
16 no segundo), juntamente com um marcador de peso molecular (controle positivo).
O marcador de DNA utilizado nessa etapa foi 0 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
10787018), o qual possui um alcance de 100 pb até 15000 pb. A corrida foi realizada
a 100V por 50 minutos e a leitura das bandas de DNA do gel foi feita sob luz UV.

Quadro 5: Esquematizacao da localizagao das amostras na placa de 96 pogos que
foi utilizada para PCR. A coluna A e B analisou a amplificacdo da HVR-1 e a coluna
C e D analisou a amplificagédo da HVR-2.

A B C D |E| F |G| H J| K | L
1 9 1 9

(HVR1) (HVR2)
2 |10 2 10

3 11 3 11
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4 12 4 12
5 13 5 13
6 14 6 14
7 15 7 15
8 16 8 16

Fonte: elaborado pelo autor.

4.9 Purificacao do DNA:

Antes da realizacdo do Sequenciamento de Sanger, necessitou-se purificar o
material genético amplificado, visando remover os primers, dNTPs, enzimas e sais
produzidos na reagao de PCR. Essa etapa foi realizada no mesmo dia da PCR. Para
isso, foi empregado o kit PureLink™ PCR Purification Catalog (K310002). Seguindo o
protocolo de utilizacao de kit para esse experimento, primeiro, adicionou-se 80 pL do
buffer de ligagdo (B2) com 20 pL da amostra ap6s o PCR e misturou-se a solugao. O
buffer de ligacédo, na reacao, tem a funcao de criar um ambiente ideal para ligagao
entre moléculas. Depois, pipetou a solugao dentro da Coluna de PCR Spin PureLink™
fornecida pelo kit. Essa coluna foi inserida dentro de um tubo de coleta também
fornecido pelo kit. Isto foi seguido pela centrifugagédo do conjunto coluna-tubo a
>10.000g por 1 minuto. Apds, descartou-se o liquido que atravessou a coluna e
acumulou-se no tubo de coleta.

Seguiu-se para a lavagem da reacao. Nessa etapa, reinseriu-se a coluna
utilizada anteriormente em um novo tubo de coleta e adicionou-se 650 puL de Tampao
de Lavagem (W1) na coluna para realizar sua lavagem. A partir disso, seguiu-se para
uma nova centrifugacdo a >10.000g por 1 minuto, descartando-se o liquido que
atravessou a coluna para o tubo de coleta. A etapa de lavagem foi repetida mais uma
vez com o objetivo de obter uma solugado mais purificada.

Por fim, transferiu-se a coluna lavada para o interior do PureLink™ Elution Tube
e adicionou-se 30 uL de Elution Buffer diretamente no centro da membrana da coluna.
Daqui, seguiu-se para uma Incubacdo de 1 minuto em temperatura ambiente sobre
uma bancada. Por fim, realizou uma ultima centrifugacao a >10.000g por 2 minutos e
coletou o conteudo que atravessou a coluna, uma vez que o tubo de elui¢do continha

o produto da PCR purificada. As amostras foram armazenadas em um freezer a -20°C.
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4.10 Sequenciamento do DNAmt pelo método de Sanger:

Apés a obtencao do material purificado, o ultimo procedimento desse trabalho,
0 sequenciamento de Sanger, ocorreu no dia seguinte a realizacao da purificacdo do
DNA. Para isso, utilizou-se do kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing, o qual
continha reagentes pré misturados para preparar as amostras para as reacoes
sequenciamento de Sanger. Para cada uma das amostras anteriormente amplificadas,
foi produzido uma mistura da seguinte proporcao: 1 puL do reagente BigDye fornecido
pelo kit, 1,5 pL da solucao tampao fornecida pelo kit, 1 uL do primer da respectiva
regiao hipervariavel amplificada (HVR-1 ou HVR-2) e 6,5 uL da amostra purificada, os
quais foram colocados em placa de 96 poc¢os. Seguiu-se para a realizacao reacao de
sequenciamento com protocolo sugerido pelo fabricante (Thermo Fisher), o qual
indicava para colocar a placa contendo as amostras no termociclador e selecionar o
volume de reagéo para 96 pogos. Os parametros utilizados para reagao foram iguais
aos definidos pelo fabricante. Em seguida, repetiu-se o processo uma nova purificacao
do material amplificado. Por fim, os resultados obtidos foram analisados pelo software
Geneious e entao foi-se estimado os haplogrupos do DNA mitocondrial utilizando o
servigo online do Haplogrep 3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da qualidade e da quantidade de DNA extraido através da analise
por Espectrofotometria UV pelo NanoDrop™

Nos primordios do campo da andlise de DNAa, durante a década 1990 e 2000,
a quantificagcao desse material arqueolégico era restrito a poucas técnicas, sendo, a
principal a PCR competitiva, a qual ja foi considerada a forma mais efetiva a ser
utilizada para quantificar o DNAa, sendo amplamente divulgada como a metodologia
padrao de quantificacdo (Cooper; Poinar, 2000). Contudo, revisdes mais modernas
como o de Brzobohata et al. (2017) apontam que, atualmente, hd uma maior variedade
das técnicas de quantificagado de DNAa, entre as principais estdo: a espectrofotometria
UV por Nanodrop™, o PCR em tempo real com deteccdo por SYBR® Green, PCR
com kit forense, quantificagdo por via corantes fluorescentes ligados ao DNA (Qubit)
e analise de fragmento por Tapestation. Dentre estes, as técnica que baseiam-se em
replicacdo por PCR costumam apresentar resultados inferiores e, até mesmo de falsos
negativos, em relagcdo aos valores reais, devido ao baixo namero de replicacdo
associado ao alto nivel de fragmentacdo estrutural e a presenca de substancias
inibidores de PCR no DNAa, portanto, apesar de ser uma opcao mais barata e
tradicional para quantificacdo de DNAa, ndo foi a primeira escolha para esse
experimento, preferindo utilizar-de da espectrofotometria UV por NanoDrop™.
Entretanto, mesmo a técnica de quantificagdo escolhida ndo €, também, a melhor
opcao em relagcao aos demais processos, uma vez que ela é altamente sensivel, mas
pouco especifica, sendo incapaz de diferenciar DNAa de DNA contaminante,
apresentando, geralmente, valores erroneamente superiores. Nesse sentido, a
técnica com a maior eficiéncia seria a andlise de fragmento por Tapestation. Contudo,
esse procedimento, apesar de sua agilidade, flexibilidade e efetividade, é uma técnica
custosa na pesquisa, devido ao pregco de seus reagentes (Hale et al., 2020), o que
nao se adequa a realidade de muitos laboratérios pelo pais (Souza et al., 2020).

Desse modo, levando em consideracao as analises de estudos como o de Hale
et al. (2020), a escolha pela espectrofotometria UV foi pautada levando em
consideracao a seu baixo custo e simplicidade de execucéao, visando torna-la mais
facilmente replicavel para outros laboratorios, o que é um dos objetivos deste trabalho.
Além disso, outro fator decisivo para a escolha da utilizagdo do NanoDrop™ foi a sua
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alta sensibilidade em relacédo as outras técnicas, como as que se utilizam de PCR,
uma vez que, visando acelerar a analise da efetividade do processo de extracédo
utilizado, era mais adequado a selecao de um método de quantificacdo mais sensivel,
rapido e simples em relacdo a métodos mais especificos e que possuam execucao
mais trabalhosa. Ademais, outra vantagem de interesse no NanoDrop™ estar em sua
capacidade de, além de estimar a concentracdo de DNA, medir o grau de pureza das
amostras através da relacao de razao de absorbancia (A260/A280) de uma amostra,
onde uma razao de A260/280 igual ou superior a 1.8 indicaria uma amostra com alto
grau de pureza (Schiebelhut et al., 2017).

Em suma, foi realizada uma analise da quantidade e da qualidade do DNA apds
a realizagdo da extragao pela técnica anteriormente descrita, a fim de averiguar a
efetividade e a qualidade desse processo de extracdo para que pudesse dar
continuidade a validagao da técnica. Sendo assim, como visualizado no quadro 6, o
resultado obtido da concentracdo de DNA presente em cada uma das amostras foi
diferente de 0 ng/uL, indicando, portanto, a presengca de material genético e,
consequentemente, que o processo de extracao utilizado foi capaz de extrair alguma
molécula de DNA. O sucesso dessa etapa inicial € um importante resultado para esse
trabalho, pois apenas com a confirmacao da presenca de algum material genético na
amostra extraida poderia-se dar prosseguimento para as proximas analises sem que
houvesse necessidade de modificar o processo de extracdo. Contudo, como
anteriormente citado, ndo é possivel determinar a partir dessa unica anélise se o DNA
presente € humano ou se ele € oriundo de contaminacdo ambiental (bactérias ou
outros mamiferos), como também nao é possivel estimar se 0 DNA é ancestral ou se
€ contaminacao com o material genético do préprio manipulador durante o manuseio
das amostras, uma vez que o0 equipamento é apenas capaz de fornecer dados
relacionado a concentragao e ao grau de pureza.

Sobre os resultados (Quadro 6), as amostras com as maiores médias de
concentragdes de DNA entre as 16 amostras foi a de n® 11, com a maior média de
DNA (32,4 ng/uL), a de n® 2 (24,2 ng/uL) e ade n® 6 (16,7 ng/u), enquanto a amostra
n® 1 apresentou a menor média concentracdo de material genético entre todas as
outras (7,8 ng/uL). Desse modo, € possivel notar uma grande variabilidade entre os
resultados das maiores amostras (32,4 ng/uL e 24,2 ng/uL) em comparag¢ao ao menor
dos resultados (7,8 ng/uL). Contudo, quando comparado a outros ensaios de extracao
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de DNA ancestral, como o de Straube et al. (2021) e o de Khafaei et al. (2021), os
quais também realizaram o controle de qualidade de suas amostras com o
NanoDrop™, mas se utilizaram de diferentes métodos de extracao, seus valores de
concentracdo de DNAa também apresentaram uma grande variagdo por amostra,
algumas dessas apresentando, até mesmo, valores abaixo do valor mensuravel
(<0,05 ng/ul). Portanto, é possivel evidenciar que a grande variedade dos valores de
concentracao nao esta associada, majoritariamente, com a natureza do método de
extracao, uma vez que diferentes processos extrativos geraram a mesma tendéncia a
variacao no resultado, mas sim, ao estado caracteristico de degradagao desuniforme
do material genético ancestral, sendo evidenciado no trabalho de Straube et al. (2021),
onde suas amostras de mesma origem e com a mesma quantidade de tecidos,
geraram resultado diferentes entre si, tanto quanto sua concentragcdo, como seu grau
de pureza.

Sobre a pureza do DNAa, é de extrema importancia que essas amostras
possuam um material genético ancestral purificada para realizacdo de estudos
arqueoldgicos e evolutivos, uma vez que as impurezas presentes na amostra sao
capazes de resultar em variacbes aleatdrias e imprevisiveis nos resultados,
juntamente com erros que levam a interpretacdes errbneas nas analises genéticas e
filogenéticas da populagdo (Skoglund et al., 2014) e até mesmo inibindo o PCR ou
outros processos de manipulacdo do DNA (Rohland et al., 2018). Nesse sentido, &
comum a utilizagdo de técnicas de purificacdo e concentracdo de DNA como uma
etapa subsequente ao processo de extragdo de material genético, visando superar os
problemas caracteristicos de trabalhar com esse tipo de material (Skoglund et al.,
2014). Entre as diversas técnicas utilizadas, a mais amplamente difundida é a
adsorcao de DNA por particulas de dioxido de silicio (silica). Esse processo se baseia
na adicdo de uma suspensao de silica para adsorver o DNA para entdo realizar a
retirada de impurezas com adicao de uma solucao tampéo de limpeza, resultando em
um produto com menos inibidores enzimaticos (Rohland et al., 2018). Portanto, para
esse trabalho, a extracdo automatizada pelo Extracta 32, realizou uma purificacdo
automatizada das amostras pela metodologia de beads magnéticos. Essa técnica de
purificacao ja foi empregada em outros trabalhos de analise de DNAa (Hawkins et al.,
2022), mostrando que, apesar da sua menor eficiéncia quando comparado a outros

protocolos de purificacdo, beads magnéticos conseguem ser um método menos toxico
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para purificagdo de acido nucleicos e melhor escalondvel para amostras de tecido
maiores (Hawkins et al., 2022).

Sendo assim, através da relacdo de absorbancia, foi-se analisada a pureza do
material genético das amostras (Quadro 7). E possivel observar que a média das
razGes de absorbancia 260/280 das 16 amostras foi em torno de a 1,64, o qual € um
valor inferior ao intervalo ideal de 1.8 - 2.0, indicando que uma parcela consideravel
das amostras ndo atingiu o intervalo ideal. Sendo que, desses valores, foram as
amostras n® 10 / Toca dos astros (1,89), n® 11 / Furna dos ossos (1,82), n® 12/ Toca
dos astros (2), n® 15/ Apa das oncas (1,86) e n® 16 / Cemitério dos bexiguentos (1,88),
as quais apresentaram uma razao de absorbancia dentro desse intervalo, sugerindo
uma melhor qualidade do DNA nessas amostras em relacdo as demais. Ja as
amostras n® 1 e n® 2 apresentaram uma média de razdo bem abaixo do intervalo
adequado, 1,25 e 1,26, respectivamente, sugerindo uma menor pureza no material
genético obtido. Existem multiplas causas que podem resultar nesse menor valor de
pureza das amostras extraidas. Entre as principais esta a natureza do material, uma
vez que, como anteriormente dito, o DNAa é altamente degradado e danificado, além
de, em muitos casos, estar contaminado com produtos biologicamente degradados,
com DNA enddgenos de outras espécies ou até mesmo com DNA humano moderno
(Chen; Nedoluzhko, 2023; Pinhasi et al., 2015). Portanto, novamente, nao se pode
relacionar diretamente os valores obtidos do resultado com a técnica executada, uma
vez que as caracteristicas normais do DNAa é possuir um alto grau de impureza
devido as condi¢Oes adversas do ambiente que se encontrava. Contudo, € possivel
observar que as amostras com os melhores graus de pureza foram as extraidas
utilizando o kit MCFD (n°9 - n®16), indicando uma melhor compatibilidade desse kit
para extracao de DNAa quando comparada ao kit MPTA-MDx, o qual, nas 8 amostras
extraidas por ele (n®1 - n®8), nenhum material genético apresentou um valor igual ou
superior ao ideal (1.8). Possivelmente, isso esta relacionado a natureza dos kits, uma
vez que o kit MPTA-MDx é formulado para ser mais bem utilizado no isolamento de
DNA e RNA de diversos tipos de microrganismos enquanto o MCFD para DNA
humano circulante. Portanto, mesmo fragmentado, o DNAa apresentou melhor
compatibilidade ao ser extraido utilizando o kit para extrair material genético humano

circulante.
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Quadro 6: Valores das concentragcdes de DNAa em triplicata e a média dessas
concentragdes por amostra.

Amostra | Concentracao | Concentracao | Concentracao Média das
1 (ng/uL) 2 (ng/pL) 3 (ng/pL) concentracoes
1 8,3 7 8,1 7,8
2 23,3 24,9 24,5 24,2
3 11,8 10,1 10,9 10,9
4 15,6 15,2 16,2 15,6
5 12,8 12,3 11,3 12,1
6 17,4 16,1 16,7 16,7
7 13.6 14,8 14,0 14,4
8 12,1 13,2 12,0 12,4
9 14,4 13,2 14,0 13,8
10 9 10,2 9,8 9,6
11 31.6 32,9 32,0 32,4
12 9,1 8,6 8,5 8,7
13 14,1 15,0 14,2 14,4
14 12,1 12,5 12,4 12,3
15 8,9 8,6 8,5 8,6
16 9,8 9,2 9,8 9,6

Fonte: elaborado pelo autor.

Quadro 7: Valores da média da Concentracdao de DNA e da Razao de absorbéancia
260/280 pelo Nanodrop por amostra e seu respectivo sitio arqueoldgico.

Amostra Média das 260/280 Sitio
Concentracao Arqueolégico
(ng/pL)
1 7.8 1,25 Apa das oncgas
2 242 1,26 Furna dos ossos
3 10,9 1,6 Serrote dos 0ss0s
4 15.6 1,53 Toca dos astros
5 12.1 1,58 Serrote dos 0ssos
6 16,7 1,62 Serrote dos 0ssos
7 144 1,47 Serrote dos 0ssos
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8 12.4 1,54 Furna dos ossos

9 13,8 1,62 Toca dos astros

10 9,6 1,89 Toca dos astros

11 32,4 1,82 Furna dos 0ssos

12 8,7 2 Toca dos astros

13 14,4 1,62 Apa das oncas

14 12,3 1,73 Apa das oncas

15 8,6 1,86 Apa das ongas

16 9,6 1,88 Cemitério dos bexiguentos

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 Caracterizacao e avaliacao do DNA extraido através do gel agarose 2%
ampliado por PCR

Como anteriormente comentado, o PCR é um processo que apresenta uma
grande importancia histérica na pesquisa do DNAa, compondo, por muitos anos, a
metodologia tradicional utilizada para a identificagéo e a analise dessas amostras, a
qual consistia em utilizar o PCR para amplificar os fragmentos alvos, recuperando as
regides degradadas, para entao realizar o sequenciamento dos pares de base desses
clones com Sanger (Rizzi et al., 2012). Contudo, ao longo das décadas, com a
evolucao desse campo cientifico, foi se percebendo que a utilizagdo dessa técnica de
clonagem do material genético como uma das principais ferramenta de investigacgéo,
mesmo com o0s melhores esforgos, apresenta muitas dificuldades relacionada ao
conflito da natureza fragmentada DNAa com o método de amplificagéo, as quais néo
podem ser facilmente corrigidas (Brzobohata et al., 2017). Atualmente, o PCR seguido
pelo sequenciamento de Sanger perdeu seu lugar de destaque para a tecnologia de
Sequenciamento de Nova Geracédo (NGS), a qual revolucionou o estudo de evolugcéo
e de ancestralidade, por possibilitar a andlise de moléculas menores que o limite
possivel de atuacao para o PCR e a caracterizacdo dos pares de bases que compdem
o DNAa, uma vez que a maioria do material arqueolégico fornece amostras curtas
demais para serem amplificadas, além da uma alta geracdo de dados que era
impossivel de serem obtidas a uma década atras (Key et al., 2017). Ainda assim, o
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PCR nao se encontra obsoleto e totalmente descartado no campo de estudo do DNA
ancestral. De fato, hoje, trabalhos como o de Hong et al. (2025) e o de Rizzi et al.
(2012) detalham como o PCR recuperou seu espaco na extracdo de DNAa moderna,
agora, ndo mais como uma das metodologias de analise, mas como uma técnica
auxiliar do processo de avaliacao.

Como detalhado no trabalho de Hong et al. (2025), os custos e a complexidade
associados a técnica de sequenciamento de nova geracao resultam em atrasos ou,
até mesmo, a nao realizacdo da avaliacao genética do material arqueoldgico. Isto
aliado a tendéncia desse material de continuar a se decompor ao longo do tempo,
levam a perda de dados que poderiam alavancar, ainda mais, 0 entendimento
filogenético das populagdes. Sendo assim, devido a facilidade, a rapidez e, mais
importante, o baixo custo do PCR, essa técnica pode ser integrada na metodologia de
andlise do DNAa, a qual, apés a realizagdo da extracdo do material genético, seria
utilizada para produzir um relatério preliminar. Esse relatério serviria para auxiliar o
fluxo do trabalho, gerando amostras mais promissoras para a realizacao da andlise
por NGS, assim, acelerando e reduzindo os custos da andlise através da otimizagcao
do trabalho. Isso se deve a capacidade da sonda e do primer, utilizados na técnica,
de se ligar, seletivamente, a uma regiao alvo de interesse no DNA e, a partir disso,
amplificd-lo numa grande quantidade, o qual é convertido em uma biblioteca e,
posteriormente, sequenciado. Dessa maneira, 0 sequenciamento se torna muito mais
facil e mais direcionado do que em comparagéao a realizacdo do sequenciamento da
mesma biblioteca sem a amplificacdo prévia do DNA da amostra. E importante
salientar que, mesmo com essa importante vantagem, a utilizagcdo do PCR possui
desvantagens, como a alta seletividade do processo de amplificacdo e o aumento da
taxa de incorporagdes errbneas nas extremidades dos fragmentos amplificados.
Esses problemas resultam em confusdo na interpretacdo dos dados, uma vez que,
durante a reacdo, € necessario a utilizacdo de primers para se ligar ao material
genético e, entdo, duplica-lo, contudo, quando se trabalha com DNAa, dificiimente
consegue-se trabalhar com fitas intactas, podendo resultar em amostras que néo
serdao amplificadas ou amostras amplificadas com erros da sua sequéncia de pares
de base nas extremidades (Rizzi et al., 2012). Portanto, é necessario considerar todos
esses aspectos ao utilizar PCR durante a analise de DNAa. Sendo assim, como esse
trabalho tem como objetivo ser simples e acessivel a diferentes laboratérios
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brasileiros, foi decidido pela utilizacdo do PCR como ferramenta de auxilio na analise
de extracdo do DNAa, visando a otimizagao dos resultados.

Dessa forma, o PCR foi empregado nesta pesquisa para identificar e para
ampliar a regido hipervariavel (HVR) do DNAmt do material genético ancestral
extraido, com a finalidade de construir uma biblioteca para o sequenciamento de
Sanger. Essa escolha foi fundamentada em estudos de ancestralidades, tais como
Alves-Silva et al. (2000) e Valverde et al. (2009) que utilizaram amplificacao de HVR
para investigar os haplogrupos mais proeminentes dentro da populagao brasileira para
o rastreio fitogeografico de suas linhagens maternas. Isso é possivel devido a heranca
matrilinear do DNAmt (Merheb et al., 2019). Assim, diferentes pesquisas estimaram a
existéncia de um ancestral matrilinear comum para toda a populagdo humana que
viveu ha aproximadamente 200.000 anos no continente africano, pelo qual todo
DNAmt da espécie humana teria sido herdado (Macaulay et al., 2005; Mishmar et al.,
2003). A partir desse conhecimento, tornou-se possivel acompanhar a dispersao e a
evolucao das diferentes populagcdes humanas, por meio da andlise do acumulo de
mutacdes herdadas na sequéncia hipervariavel desse DNAmt. Sendo assim, essas
variacbes sao transmitidas ao longo da linhagem materna de uma populacao,
interligando esse grupo a partir de um ancestral em comum (Van Oven; Kayser, 2009).
Desse modo, ao analisar o HVR de amostras ancestrais é possivel produzir inferéncia
de sua ancestralidade e expandido o conhecimento da histérica genética de
populagdes passadas e atuais (Melchior et al., 2008).

Como resultado complementar, a ampliagdo do material genético pelo PCR a
partir do HVR também serviria para comprovar que o DNA obtido nas amostras
extraidas foi humano, uma vez que, como dito anteriormente, havia o risco de
contaminagao microbiologica durante o processo - sendo a avaliagdo qualiquantitativa
do Nanodrop™ incapaz de diferencia-los, havendo, portanto, a possibilidade de todo
material genético quantificado n&o ser humano (Brzobohata et al., 2017). Assim, se
n&o houvesse a amplificacdo de nenhum DNA humano nas 16 amostras dentarias, a
metodologia de extracao empregada seria considerada inadequada para extracédo de
DNAa. Além do viés eliminatorio, a utilizagdo do PCR também foi desejada para
facilitar o sequenciamento da biblioteca pela tecnologia de Sanger e, futuramente,

pelo Sequenciamento de Nova Geragéo (NGS).
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Como é possivel ser visualizado na figura 8, o resultado da eletroforese em gel
de agarose mostrou alguns dados relevantes. Primeiro, a maioria das amostras
amplificou para alguma regido hipervaridvel do DNAmt (HVR-1 e HVR-2). Esse
resultado, junto com o da concentracdo proteica, € bastante significativo para
validacéao da extracao automatizada do Extracta® 32 por beads magnéticas como uma
técnica para extracdo de DNAa. Isso € possivel de ser inferido a partir da relacéo de
ambos os resultados, uma vez que € possivel observar que esse método
automatizado foi capaz de extrair em quantidade significativas material genético
humano ancestral, sendo que os primers utilizados sdo capazes de unicamente
amplificar DNAmt humano (Alves-Silva et al., 2000) e que as condicdes de esterilidade
do local de extracao foram planejados para evitar a contaminagdo com DNA moderno
(Gondek; Boessenkool; Star., 2018; Pinhasi et al., 2019). Entretanto, apenas como
realizacdo do sequenciamento das amostras é possivel recuperar as informacoes do
DNA para identifica-las como DNAa, de modo que a verdadeira natureza das amostras
deste estudo s6 podera ser revelada apds a realizacao do sequenciamento por NGS,
devido as limitacdes referentes ao processo anterior, 0 sequenciamento de Sanger
(Rizzi et al., 2012). Em contraste, a Unica amostra que nao amplificou foi a de n° 13
(Apa das oncas) para nenhuma das regides, sendo retirada do processo de
sequenciamento por Sanger. Novamente, a natureza fragmentada do DNAa pode ser
a causa dessa ocorréncia, uma vez que, se, na estrutura do DNAmt, a cadeia de
nucleotideos complementar ao primer estiver danificada, o primer néo é capaz de se
ligar ao material genético e a DNA polimerase ndo consegue iniciar a replicagao
(Wages, 2005). Assim, mesmo que haja DNAa extraido, ele é incapaz de ser
ampliado, sendo este um dos principais problemas associados a andlise de DNAa
pela metodologia tradicional (Rizzi et al., 2012). O restante das amostras amplificou
minimamente para uma das regides, permanecendo, portanto, viavel para o
sequenciamento pelo método de Sanger e para validagdo do DNA ancestral.

Ainda sobre a figura 8, nota-se a presencga de algumas amostras com mais de
uma banda de amplificacdo (HVR-1 A8 e HVR-1 A16). Essas bandas adicionais sao
produtos de amplificacdo nédo especificados, os quais ndo contém a sequéncia de
DNAa relevante, sendo falhas possiveis de serem observadas ap6s a amplificacéo
por PCR do DNAa (P&abo, 1989). E importante acrescentar que trabalhos, como o de
Ruiz-villalba et al. (2017), relacionaram as baixas concentragdes do DNA molde ao
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aumento no aparecimento desses artefatos apdés o PCR, o que pode explicar a
frequéncia desses achados em amostras de DNAa, que geralmente sao obtidas em
baixissimas concentracdes (Pinhasi et al., 2015).

Ademais, € possivel observar na compilacdo de dados (Quadro 8) que as
amostras 1 (Apa das oncas), 3 (Serrote dos 0sso0s), 5 (Serrote dos 0sso0s), 7 (Serrote
dos 0sso0s), 9 (Toca dos astros) e 15 (Apa das ongas) amplificaram para as duas
regides mitocondriais analisadas, sendo, portanto, as amostras com a estrutura
hipervariavel do seu DNAmt mais intacto. Esperava-se uma amplificacdo de ambos
os HVR nas amostras com os valores na faixa de razdo de absorbancia de ideal (n°
10, n? 11, n? 12, n? 15 e n® 16), uma vez que estudos como o de Ning et al. (2009)
relacionam a razao de absorbancia A260/280 com os resultados da PCR, sendo que,
quanto mais préximo de indice ideal (1.8), melhor o resultado da reacao. Isso, mais
uma vez, pode estar associado a natureza erratica e fragmentada do DNAa (Rizzi et
al., 2012). Ainda assim, o motivo para que amostras com baixo valor da razédo de
absorbéancia 260/280, como a amostra n? 1, conseguirem amplificar de forma mais
efetiva que amostras como a n12 ja foi revisada em trabalhos no campo de DNAa
(King et al., 2009). Nessa pesquisa, € explicado que é possivel ocorrer a amplificacdo
do material genético ancestral sem um controle rigido em sua pureza. Portanto,
mesmo que a purificacdo do DNAa seja imprescindivel para uma analise eficiente do
material (Skoglund et al., 2014), um valor baixo de pureza nao significa que havera
falha ou impedimento da PCR para esse tipo de amostra.

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% das amostras na anadlise de
amplificacdo das regiées mitocondriais (HSV1, HSV2) com e sem contraste. Nela, as
amostras foram colocadas em sequéncia crescente (1 a 16), sendo os primeiros
dezesseis pogos para investigar a amplificacdo para HVR-1 e os dezesseis pog¢os
seguintes para amplificacdo da HVR-2.
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Quadro 8: Relagao das amostras, as respectivas regides mitocondriais amplificadas

e sua razao de absorbancia 260/280.

Amostra | HVR | HVR | 260/280
1 2

1 X X 1,25
2 X 1,26
3 X X 1,6
4 X 1,53
5 X X 1,58
6 X 1,62
7 X X 1,47
8 X 1,54
9 XX g6

10 X X 1,89
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11 X 1,82
12 X 2
13 1,62
14 X 1,73
15 X X 1,86
16 X 1,88

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 Identificacao e analise da qualidade dos haplogrupos do DNA mitocondrial
obtidos do Sequenciamento de Sanger

Antes da revolugdo que o NGS trouxe ao campo dos estudos evolutivos e
filogenéticos ao aumentar exponencialmente o conhecimento sobre as migracoes,
interacdes, expansdes e desaparecimentos de populacbes passadas (Key et al.,
2017), a metodologia tradicional (PCR + Sequenciamento de Sanger) , por muitos
anos, foi a Unica tecnologia capaz de decodificar o material genético ancestral, o que
possibilitou um salto gigantesco no entendimento genético humano (Rizzi et al., 2012),
como quando ocorreu a decodificagdo do DNA humano (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004) e o sequenciamento do Homo neanderthalensis
(Krings et al., 1997).

Nesse sentido, apesar do sequenciamento de Sanger esta perdendo sua
importancia no campo de estudo da ancestralidade para o NGS, de forma analoga ao
que ocorreu com o PCR (Hong et al., 2025), essa técnica ainda encontra utilizagao
para otimizagéo da analise de DNAa. Esse procedimento é descrito por Senovska et
al. (2021), que destaca a utilizacao prévia do sequenciamento Sanger em regides-
alvo especificas do DNA ancestral, como as HVR-1 e HVR-2, como uma estratégia
eficaz para validar a integridade do material genético antes da construcdo das
bibliotecas para NGS. Essa abordagem permite realizar uma triagem inicial dos
haplogrupos presentes, o que contribui para a sele¢do criteriosa das amostras mais
adequadas ao sequenciamento de alto rendimento. Com isso, reduz-se a producao
de bibliotecas mal-sucedidas, otimizando o uso de recursos e aumentando a eficiéncia
geral do processo. Portanto, seguindo a mesma légica que fundamentou o uso da
PCR nesta pesquisa, optou-se por incorporar o sequenciamento Sanger ao fluxo de
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trabalho. Essa etapa foi empregada com o objetivo de identificar os haplogrupos das
amostras previamente amplificadas, permitindo uma triagem genética inicial. Trata-se
de uma fase crucial nessa pesquisa, uma vez que 0s resultados dessa metodologia
ditaram quais sdao as amostras contaminadas — muitas vezes indicadas pela
presenca de haplogrupos tipicos de populacbes europeias — e aquelas que
apresentam haplogrupos predominantes em populacdes nativo-americanas: A, B, C e
D (Gaeta, 2021). Essa diferenciacao é estratégica para garantir a autenticidade do
material genético analisado e, consequentemente, selecionar com maior rigor as
amostras que seguirdo para a etapa de construcao de bibliotecas de DNA e posterior
sequenciamento por NGS (Senovska et al., 2021). Ao restringir essa técnica de alto
custo as amostras mais relevantes e confiaveis, a abordagem adotada contribui
significativamente para a otimizagéo de recursos, a melhoria da eficiéncia do processo
e a obtencao de resultados mais robustos e representativos do contexto populacional
investigado.

Por fim, os resultados obtidos pela analise de sequenciamento por Sanger
podem ser observados no quadro abaixo (Quadro 9). Como é possivel ser observado,
as amostras foram classificadas quanto ao seu haplogrupo se ela deve ou nao ser
incluida na andlise posterior por NGS. Para isso, foram utilizados estudos de
referéncia como o de Alves-Silva et al. (2000) e o de Valverde et al. (2009). Portanto,
por se tratar de amostras do periodo pré-colonial (Cavalcante et al, 2023; Lima et al.,
2018; Santos, 2009), espera-se que a ancestralidade matrilinear dessas amostras
tenha se originada dos haplogrupos nativo-americanos (Gaeta, 2021), uma vez que
ndo houve o contato dessa populacao pretéritas com o DNAmt europeu ou africano.
Entre as 15 amostras sequenciadas, ao basear-se em estudos como o de De souza
et al. (2025), as amostras n® 1 (C1b11*), 3 (C1a*), 6 (A2), 7 (A2), 8 (C1), 10 (B2*2), 12
(A+152+16362), 14 (B2a2*1) e 16 (B4al1c3a) apresentam haplogrupos caracteristicos
dos povos indigenas do Brasil em sua regido hipervariavel, sendo, portanto, as
amostras selecionadas para a construcdo da biblioteca para o NGS. E possivel
observar que pelo menos uma amostra de cada sitio apresentou um haplogrupo
nativo-americano, sendo o sitio com mais amostra incluidas o serrote dos ossos (3),
seguido pela Toca dos Astros (2) e pela Apa das Oncgas (2), finalizando com Furna

dos ossos (1) e Cemitério dos bexiguentos (1).
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Enquanto isso, as amostras n°® 2 (L0a2a1*), 4 (H8+(114)+152), 5 (Kiad4c1*1a),
9 (G2a3), 11 (K1a4c1*1a), 15 (K1ad4c1*1a) foram descartadas por ndo apresentarem
o haplogrupo nativo-americano. Existem diversas razdes para isso, a principal sendo
a contaminacdo com o DNA moderno, a qual, mesmo com a ado¢ao de rigorosas
medidas de prevencdo a contaminacdo durante a preparacdo das amostras em
laboratério, ainda representa um desafio persistente na area, dificil de ser
completamente superado (Skoglund et al., 2014). Como evidenciado no trabalho de
Drancourt (2016) e no de Hagelberg, Hofreiter e Keyser (2015), a contaminacao de
um material arqueolégico pode acontecer em diferentes etapas do fluxo de trabalho,
desde a contaminagdo por outros seres vivos que morreram préximos ao material,
como pela contaminacéo pelo manuseio durante a escavagao, 0 armazenamento e a
extragdo do DNAa. Por isso, ndo se pode afirmar, com certeza, em quais dessas
etapas o material foi contaminado. Dessas amostras, a amostra n® 2 apresentou um
haplogrupo associado a linhagem africana (Rito et al., 2013), enquanto o haplogrupo
da amostra n? 9 esta relacionado com a populacdo do norte da Asia (Derenko et al.,
2007). J4 as amostras n® 4, 5, 11 e 15 apresentaram haplogrupos tipicamente
europeus (Alves-Silva et al., 2000; Isern; Fort; De Rioja, 2017).

Por fim, os resultados do sequenciamento de Sanger foram extremamente
positivos para o objetivo desse trabalho de validar a primeira extragdo de DNAa de
remanescentes humanos no Brasil. Apesar de ainda ser necessario a realizagdo de
um sequenciamento por NGS para autenticar o conteudo genético das amostras
arqueologicas de forma definitiva (Key et al., 2017), a detec¢ao de haplogrupos nativo-
americanos em 9 das 15 amostras é um forte indicativo da extracdo automatizado de
DNAa pelo Extracta® 32, uma vez que os resultados obtidos estdo em congruéncia
com os haplogrupos identificados em material arqueologico brasileiro (Alves-Silva et
al., 2000; Valverde et al., 2009).

Quadro 9: Compilagéo dos resultados obtidos pelo sequenciamento de Sanger em
relacdo a numero da amostra, haplogrupo do DNAmt, sitio arqueolégico e sobre sua
inclusdo no NGS. O quadro foi colorido em verde para indicar incluséo e em
vermelho para indicar exclusdo do processo.

Amostra: Haplogrupo Sitio Arqueolégico Incluir:

1 Cib11* Apa das oncgas Sim
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Fonte: elaborado pelo autor.
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6 CONCLUSAO:

Conclui-se, portanto, que esta pesquisa atingiu seu objetivo principal: descrever
a primeira extragdo de DNA ancestral de remanescentes humanos no Brasil por meio
de metodologia experimental em NB-2. Para tanto, esse trabalho empregou a extracéao
e purificacdo automatizada pelo Extracta® 32, realizada com 16 amostras
provenientes de sitios arqueoldgicos da Toca dos Astros (Congo, PB), do Serrote dos
Ossos (Caraubas, PB), da Furnas dos Ossos (Sao Joao do Cariri, PB), da Apa das
Oncas (Sao Joao do Tigre, PB) e do Cemitério de Bexiguentos (Frei Martinho, PB),
com o uso de beads magnéticas. A quantificacdo e andlise da pureza das amostras
foram feitos por espectrofotometria UV utilizando o NanoDrop™, enquanto a
amplificagdo das regides hipervariaveis HVR-1 e HVR-2 foi conduzida por PCR,
seguida de sequenciamento Sanger para a triagem preliminar dos haplogrupos nativo-
americanos, visando orientar e otimizar analises futuras por meio de sequenciamento
de nova geracgao (NGS). Espera-se que este trabalho possa impulsionar o campo da
pesquisa em DNAa no Brasil, servindo como modelo metodoldgico para estudos
futuros nessa area. Essa perspectiva de contribuicdo pioneira foi uma das principais
motivacdes que orientaram a realizagao deste estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho trouxeram robustez para o futuro processo
de autenticagdo da extracdo do método de extracdo de DNAa pelo Extracta® 32, uma
vez que eles apresentarem semelhanga quando comparados com os resultados
gerados por metodologias ja autenticadas que s&o utilizadas em outros paises para a
extracdo de DNAa. Apesar disso, € necessario a realizagdo de analises mais
aprofundadas para a autenticacdo do processo extrativo. Nesse sentido, futuras
investigagdes deverdo incorporar NGS como ferramenta para confirmar a identidade
e a integridade do material genético recuperado. Assim, as nove amostras que
apresentaram amplificacdo para haplogrupos nativo-americanos serdo analisadas em

etapas posteriores, dando continuidade ao desenvolvimento deste estudo.
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