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RESUMO

In this review, theoretical and methodological issues on recovering
and analyzing DNA in archaeological and paleontological material
(ancient DNA) are discussed. The discovery that DNA survives in ancient
material, at least for less than 100,000 years, helped to solve many
problems in evolutionary biology, ecology, epidemiology and archaeology.
There have been an exponential growth in the number of papers dealing
with this subject since the middle 1980’s, and an analysis of recent peer-
review literature (1999-2003) revealed that around 38% of papers deal
with animal and plant systematics and evolution, 25% refers to human
evolution and 13% to paleopathology (mainly in human diseases). The
remaining papers are review (7%) and methodological (18%) papers.
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INTRODUCAO

O século XX foi marcado por descobertas na area da genética que
possibilitaram o desenvolvimento de tecnologias com aplicacoes em dife-
rentes areas da ciéncia. A descoberta da estrutura do DNA em 1953,
seguida da elucidacéo dos modelos de replicacio desta molécula, possi-
bilitou o surgimento de diversas metodologias que permitem atualmen-
te acessar a informacéao genética contida diretamente no DNA.

A molécula de DNA (acido desoxiribonucleotideo) é composta por
duas fitas, sendo que cada fita é formada por uma seqiiéncia linear de
nucleotideos que sdo formados, por sua vez, por trés componentes basi-
cos: um grupo fosfato, um agicar (pentose) e uma base nitrogenada. Os
nucleotideos de uma fita se ligam na outra fita por ligacdes quimicas
chamadas pontes de hidrogénio. Este tipo de ligacdo quimica possui ca-
racteristicas que permitem que as duas fitas do DNA se separem e se
juntem em determinadas condicdes de temperatura e pH, por exem-
plo. Considerando que o inico componente que varia no nucleotideo é
a base nitrogenada (adenina, timina, citosina e guanina), é esta se-
quiéncia que contém a informacio genética que pode variar de um
individuo para outro. A ligacdo de uma fita com a outra se faz pelas
pontes de hidrogénio formadas entre as bases nitrogenadas das duas
fitas. Devido a certas propriedades bioquimicas das bases, a adenina
sO pode parear com timina, enquanto que a guanina s6 pode parear
com citosina, com duas e trés pontes de hidrogénio, respectivamente
(ver Lewin 2000, para uma revisdo geral). Em um organismo
multicelular complexo, como o Homem, ha milhoes de pares de base ao
longo da seqiiéncia do DNA.

O genoma das espécies, ou seja, sua seqiencia total de DNA, é
formado por regides que contém informacoes genéticas que normalmen-
te s@o transcritas e traduzidas (genes) e regides que normalmente nao
sdo transcritas e traduzidas (hipervariaveis). Nas regides que os genes
estdo presentes, existem determinadas seqiiéncias de bases que permi-
tem que determinadas enzimas as reconhecam e realizem a “leitura”, ou
transcricéo, da informacéo para a formacéo da caracteristica respecti-
va. Por outro lado, as regides hipervariaveis sdo formadas por seqiiénci-
as de bases repetidas milhares ou até mesmo milhdes de vezes e pare-
cem estar relacionadas com os processos de regulacao da expressao génica
ou simplesmente & manutencéo da estrutura da molécula.
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Em espécies diploides (que possuem duas copias do genoma), nas
quais os individuos se reproduzem sexuadamente, a informacao genéti-
ca total de um individuo somente pode ser passada para a proxima ge-
racdo através de células chamadas gametas. Para que isso ocorra, é
necessario que o material genético seja duplicado e, em seguida, ocorra
a divisdo do material genético para a formacido de uma nova célula
(gameta), que é haplédide (ou seja, possul apenas uma copia do genoma).
Este processo é conhecido como meiose.

Durante o processo de evolucao dos organismos vivos, diversos
mecanismos de recombinacéo e mutacio nessa molécula de DNA, alia-
dos aos fatores evolutivos, originaram e “organizaram” a variabilidade
genética, que é copiada durante a meiose e transmitida entre as gera-
¢oes, permitindo que as populacoes e espécies se diferenciassem ao lon-
go do tempo. Normalmente, devido as propriedades bioquimicas e estru-
turais do DNA, essa evolucao ocorre de forma gradual, com velocidade
aproximadamente constante (pelo menos para certas regides especificas
do DNA) e seguindo um processo aleatorio no qual a divergéncia entre
os pares de base de duas seqiiéncias de DNA é diretamente proporcional
ao tempo de separacido entre linhagens, seguindo o chamado ‘reldgio
molecular’ (Kimura 1983). Isso permite que a histdoria evolutiva dos or-
ganismos seja conhecida com uma preciséo antes inimaginavel, de modo
que a utilizacio de dados genéticos em estudos evolutivos de diferentes
espécies se expandiu muito rapidamente nos Ultimos 20 anos (Pagel
1999). Ha, entretanto, uma grande limitacdo: a historia deve ser
reconstruida por extrapolacéo dos padrdes genéticos atuais ao invés de
observacoes diretas do registro fossil ou arqueologico (Autin et al. 1997,
Wayne et al. 1999).

Recentemente, os conhecimentos e técnicas dos bidlogos moleculares
permitiram acessar a informagao genética de moléculas de DNA em res-
tos de organismos conservados no registro arqueologico ou f6ssil, o cha-
mado ‘DNA antigo’ (aDNA) ou ‘paleo-DNA’. No inicio, estes procedimen-
tos foram muito criticados por se tratar de uma técnica muito sensivel,
impulsionando diversos pesquisadores a trabalharem na padronizacao
dessas técnicas e procedimentos, aumentando gradualmente a
confiabilidade neste tipo de dado. Isso abriu um leque de possibilidades
para estudos em arqueologia e paleontologia (ver Austin et al. 1997,
Wayne et al. 1999, O'Rourke et al. 2000 e Hofreiter et al. 2001) (ver
também “aplicacdes”). O objetivo deste artigo é discutir os principais as-
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pectos metodologicos relacionados a extracao, amplificacédo e analise do
DNA antigo, bem como suas aplicagoes recentes em problemas arqueo-
logicos, antropologicos, epidemiologicos, ecoldgicos e evolutivos.

PRESERVACAO, EXTRACAO E AMPLIFICACAO DE DNA ANTIGO

DNA antigo (aDNA) diz respeito exclusivamente a acidos
desoxiribonucleotideos isolados de plantas, animais ou microorganismos
mortos ha algum tempo, normalmente obtidos em estudos arqueologicos
ou mesmo paleontolégicos. Ha, para casos mais recentes, uma
sobreposicido inevitavel entre arqueologia e ciéncia forense, principal-
mente em termos de metodologias e objetivos. A analise do aDNA é tam-
bém um dos objetos de estudo da chamada ‘paleontologia molecular’
que, de um modo geral, estuda as biomoléculas que podem ser extraidas
de tecidos antigos, tais como pigmentos e polissacarideos nas plantas
(Hillman et al. 1993) e colagenos e hemoglobinas em animais (Cattaneo
et al. 1995). As moléculas de aDNA normalmente sédo obtidas por pro-
cessos ndo-invasivos a partir de cabelos, ossos, fezes ou sementes.

O DNA é uma molécula quimicamente instavel que degrada es-
pontaneamente, principalmente através de reacdes de hidrolise, oxida-
¢ao e alquilacédo, que de uma maneira geral limitam a meia vida das
biomoléculas (Willerslev et al. 2004). A hidrélise causa a retirada do
grupo amina da base nitrogenada, levando a quebra da ligacdo que
une o acucar (desoxiribose) a base nitrogenada. Isso torna o DNA mais
fragil por criar locais sem a base, tendo como conseqiiéncia a fragmen-
tacido do DNA em pequenos pedacos. A oxidacao leva a modificacoes
quimicas nas bases nitrogenadas e uma eventual destruicido de partes
das moléculas de aclcar e da base nitrogenada. O DNA também pode
ser degradado por acéo enzimatica e por metilacdo nao-enzimatica
(Austin et al. 1997). Esses processos espontaneos séo, entre outros fato-
res, dependentes da disponibilidade de agua, oxigénio, pH ions metais
pesados e de agentes que promovem a alquilacao (Hofreiter et al. 2001).

Nos organismos vivos, existem enzimas que constantemente rea-
lizam a funcao de reparo do DNA, evitando desta forma sua degrada-
cao0. Mas, depois da morte, ocorre uma degradacio espontanea da molé-
cula de DNA, mesmo que ela esteja protegida da acéo de enzimas biolo-
gicas e em condi¢cbes ambientais propicias. As chances de um DNA
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desprotegido sobreviver sobre longos periodos de tempo s&do baixas.
Tem sido demonstrado que um fragmento de DNA com 800 pares de
base, em solucéo fisiologica a 15°C, leva de 5.000 a 10.000 anos para
se degradar. Como conseqiiéncia, calculos tedricos sugerem que o DNA
s6 deve sobreviver por cerca de 100.000 anos, o que de fato limita a
resolugéo de problemas envolvendo aDNA a qualquer material biolé-
gico mais recente do que essa idade (Wayne et al. 1999; mas ver Geigl
2002).

Sob condi¢des tafondmicas normais, os organismos séo rapidamente
e eficientemente reciclados depois de sua morte. Certos desvios destas
condi¢des normais, particularmente eventos que ocorrem logo apés a
morte do organismo, podem eventualmente levar a preservacio ou
fossilizacio, principalmente dos tecidos mais rigidos (Geigl 2002). Ainda
ha discusséo sobre os modelos bioquimicos e fisiolégicos envolvidos na
conservaciao do DNA em tecido dsseo, mas sabe-se que, em certas condi-
coes, o DNA tende a ser absorvido pela hidroxiapatita do osso e que o
colageno é um dos componentes fundamentais para essa preservacio. A
combinacao desses dois elementos em ossos antigos é um bom preditor
da qualidade do aDNA (Gotherstrom et al. 2002). Os ambientes frios
sd@o os melhores para o armazenamento e preservacio de tecidos de uma
maneira geral e, conseqiientemente, de acidos nucléicos, pois fornecem
as condic¢des para que as taxas das reacgoes de degradacado do DNA per-
manecam com magnitudes minimas. A cada 10 graus de declinio na
temperatura média, as taxas de degradacio se reduzem em uma ordem
de magnitude (Willerslev et al. 2004). De fato, Haynes et al. (2002)
encontraram uma correlacdo significativa entre caracteristicas
macroscopicas e histologicas de ossos animais da Idade Média e a pre-
senca de DNA em boas condigbes de preservacéo. Outras condigoes tafo-
noémicas, tais como a deposic¢ao de tecidos em ambientes secos e anaerobios
(e.g. preservacdo em ambar — ver Rogers et al. 2000 - ou em certas
cavernas profundas em climas frios e secos), também podem favorecer a
preservacio de acidos nucléicos.

Os estudos com aDNA séo fortemente dependentes de uma técni-
ca desenvolvida em 1983, conhecida como Reacao em Cadeia da
Polimerase, ou PCR (Polymerase Chain Reaciton). Essa técnica consiste
na replicacdo do DNA in vitro, catalisada por uma enzima conhecida
como DNA polimerase. A reacéo requer a presenca dos quatro tipos de
desoxinucleotideos (aATP, dCTP, dTTP e dGTP) e de oligonucleotideos
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sintéticos, complementares a regido do DNA que se deseja amplificar.
Esses oligonucleotideos, denominados “iniciadores” ou “primers”, funci-
onam como ponto de inicio para a sintese de uma fita de DNA comple-
mentar a fita molde. Cada ciclo de PCR envolve: a desnaturacio do
DNA alvo, obtida pela elevacao da temperatura para 92°C a 95°C; o
anelamento dos primers por reducéo da temperatura até o ponto ideal; e
extensio da sintese da nova fita de DNA; as fitas recém sintetizadas
passam a funcionar como molde para o proximo ciclo. Ao final de varios
ciclos, obtém-se acimulo exponencial de copias da regido delimitada pelo
primer (Ferreira & Grattapaglia 1998). Portanto, esse processo de am-
plificacio permitiu recuperar informacoes genéticas a partir de material
que contém quantidades minimas de DNA, tais como material arqueolé-
gico ou fossil, ja que, a partir dessa pequena quantidade inicial, milhoes
de copias da regido de interesse sdo obtidas.

Entretanto, por se tratar de uma técnica muito sensivel, existem
grandes problemas na recuperacio de seqiiéncias de aDNA autenticas,
confiaveis e ndo-ambiguas. O primeiro problema é a qualidade do aDNA
extraido com relacéo a fragmentacéo do mesmo, pois isso tende a gerar
artefatos da amplificacio, no qual uma mesma regido de interesse do
aDNA pode aparecer nas analises como multiplos fragmentos, dando a
impressdo de que ha mais variabilidade, ou diferencas genéticas, do
que de fato ha (Eshleman & Smith 2001, Culjkovic et al. 2003). O outro
problema ocorre porque a presenca de qualquer material genético
exdgeno (contaminante) compete, durante a amplificacdo, com o DNA
enddgeno que exista no material antigo, de modo que grande parte dos
fragmentos amplificados sera oriundo do DNA contaminante e nao do
fragmento do aDNA de interesse. Essa situacio se agrava se o DNA
exogeno for originario de organismos recentes e que provavelmente es-
tara menos degradado e em melhores condi¢oes para sua amplificacao.
Isso gera maiores problemas quando sdo analisados restos humanos, ja
que a maior parte da contaminacdo ocorreria durante a obtencao do
material em campo ou nos museus e sua subseqiiente manipulacio em
laboratério. Nesses casos, o DNA contaminante seria em geral DNA
humano, tornando mais dificil distinguir o DNA enddégeno do exdgeno.
Assim, grande parte da literatura metodologica sobre aDNA discute os
problemas de contaminacio e diferentes estratégias de controle tém sido
propostas (ver Montiel et al. 2001, Nicholson et al. 2002, Yang et al.
2003, Pusch & Bachman 2004).
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APLICACOES

Apds os primeiros trabalhos publicados em meados da década de
1980 (Wayne et al. 1999), houve um crescimento exponencial no niime-
ro de artigos sobre aDNA na literatura internacional (Fig. 1). Uma bus-
ca pelo “Web of Science” do ISI (Institute for Scientific Information), rea-
lizada em maio de 2004, utilizando as palavras-chave “ancient DNA” ou
“fossil DNA” revelou um total de 252 artigos publicados nos tltimos cinco
anos (1999-2003), ja excluindo artigos que apenas citavam a possibilida-
de de aplicacdo das técnicas. Uma analise dessa amostra da literatura
permite uma sintese geral dos problemas elucidados pelas técnicas de
aDNA, bem como seus problemas tedrico-metodoldgicos e as tendéncias
de aplicacao futura (ver também Austin et al. 1997, Wayne et al. 1999,
O’Rourke et al. 2000 e Hofreiter et al. 2001, para revisdes gerais).
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Figura 1. Nimero de artigos publicados entre 1991 e 2003 indexados no
“Institute for Scientific Information” (ISI), contendo as palavras “ancient
DNA” ou “fossil DNA”.
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Inicialmente, a grande maioria dos estudos avaliou DNA extraido
de material com menos de 5.000 anos de idade, embora alguns estudos
tenham lidado com material bem mais antigo, com até 100.000 anos (Fig.
2). Poucos estudos recentes tém tentado demonstrar a existéncia de aDNA
em material com mais que 100.000 anos, apés diversas tentativas iniciais
que se mostraram, posteriormente, artefatos devidos a contaminacao com
DNA exdgeno ao material examinado (Wayne et al. 1999).
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Figura 2. Distribuicio das idades (em anos) dos ‘DNA antigos’ obtidos a partir
dos artigos publicados entre 1999 e 2003, indexados no “Institute for Scientific
Information” (ISI), contendo as palavras “ancient DNA” ou “fossil DNA”. Os
poucos casos com mais de 100.000 anos foram excluidos (ver Wayne et al.
1999).

Os 252 resumos obtidos no “Web of Science” entre 1999 e 2003 (além
de uns poucos de 2004) foram classificados em cinco grupos, para fins
de uma discussao geral dos diferentes usos do aDNA em sistematica,
ecologia, evolugéo, epidemiologia e arqueologia (Fig. 3).

A maior parte dos estudos (37,6%) concentra-se na analise de re-
lacoes evolutivas em animais e plantas, especialmente no que se refere
a0 parentesco entre espécies extintas recentemente e seus congéneres
atuais, bem como a propria defini¢io de espécies extintas (que muitas
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vezes ¢é dificil com base apenas em material 6sseo, em geral fragmenta-
do). Alguns estudos procuram testar hipéteses mais especificas, tais como
sexagem em moas (Dinornis), aves gigantes nao-voadoras extintas da
Nova Zelandia (Huynen et al. 2003). Outros estudos tém focado ques-
tdes sobre conservacéo da biodiversidade, incluindo analises da perda
de diversidade genética recente em populacdes de espécies ameacadas
de extincao, principalmente pela comparacio de material preservado
em museus com material atual (Weber et al. 2000, Hofreiter et al. 2003,
Grativol, 2003).
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Figura 3. Distribui¢ao percentual dos artigos publicados entre 1999 e 2003,
indexados no “Institute for Scientific Information” (ISI), contendo as palavras
“ancient DNA” ou “fossil DNA”, classificados nas seguintes categorias: 1)
sistematica e evolucdo de animais e plantas (Sist & Evol); 2) sistematica e
evolucdo humana (Sist & Evol. Humana); 3) paleopatologia; 4) artigos
metodologicos e; 5) artigos de revisio.

Alguns estudos, além disso, merecem destaque pelos seus objetivos
mais especificos ligados a questdes arqueoldgicas e utilizacido de ani-
mais e plantas pelo Homem. Por exemplo, Bernardo et al. (2004) anali-
saram os restos de eqiiinos encontrados nas ruinas de Herculano e
Pompéia, mostrando sua relacdo com as formas modernas. Varios estu-
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dos estao relacionados com a origem da agricultura e dos agricultores
(Jones & Brown 2000, Benedetto et al. 2000), bem como de espécies
domesticadas, incluindo analises do gado usado pelos Vikings no século
XIX (Edwards et al. 2003), os efeitos iniciais da selecio artificial sobre o
milho no México ha 4.400 anos atras (Jaenicke-Despres et al. 2003), os
primeiros processos de fermentacio alcodlica e a utilizacio de papiros no
Egito antigo (Marota et al. 2002, Cavalieiri et al. 2003), bem como a
domesticacio da uva, ha 2.600 anos (Manen et al. 2003). Outros estu-
dos em animais podem também revelar ou corroborar aspectos socio-
culturais importantes como, por exemplo, uma analise do comércio en-
tre romanos e bizantinos no século II pela anilise de aDNA de certas
espécies de peixes encontradas no registro arqueoldgico (Arndt et al.
2003), bem como a utilizac¢éo de restos de ursos em cerimonias de tribos
japonesas antigas (Masuda et al. 2001).

Estudos das relacoes evolutivas entre populacdes humanas sédo tam-
bém muito freqiientes. Merecem destaque os diversos estudos em restos
de Homo neanderthalensis (Hoss 2000), tanto pela antiguidade do ma-
terial quanto pelos testes de hipdteses importantes para a compreensao
da evolucdo do Homem moderno. Esses estudos, de um modo geral,
mostram que nao houve contribuicéo significativa das populacdes de
Neanderthal para o pool génico do Homem moderno e, de certo modo,
néo apdiam a hipétese multi-regional para a origem das populacdes
humanas modernas (Serre et al. 2004, Caramelli et al. 2003, Schmitz et
al. 2002, Gutierrez et al. 2002, Relethford 2001, Scholz et al. 2000).

Outros estudos em populacgoes humanas mais recentes passam a
estar claramente sobrepostos aos estudos em ciéncia forense, e procu-
ram resolver questdes especificas em personagens historicas, tais como
por exemplo a identificacio da familia Romanov, morta apds a revolu-
¢ao russa em 1917 (Knight et al. 2004), o destino de Luis XVII (Jehaes
et al. 2001) e até mesmo a possivel identificacgéo do corpo do evangelista
Lucas (Vernesi et al. 2001). Discutem-se também as questdes éticas en-
volvidas na analise de aDNA em personalidades historicas, especifica-
mente no caso do faraé Tutancamon (Holm 2001). H4 também estudos
que procuram testar hipoteses comportamentais mais especificas, tais
como praticas de infanticidio na Bretanha ocupada pelo império Roma-
no (Mays & Faerman 2001) e, indiretamente, os habitos sexuais em
conventos medievais através da analise de esqueletos de criancas en-
contradas nos cemitérios (Cunha et al. 2000). Analises confirmatoérias
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de sexagem séo também importantes, e podem ser Gteis na associa¢ao
de vestimentas e outros acessorios mortuarios ao sexo dos restos huma-
nos (Effros, 2000). Bem mais discutiveis, sem divida, sdo estudos que
levantam a possibilidade de extrair DNA humano a partir de restos de
objetos de artes ou material litico (a fim de tentar determinar os tipos de
animais cacados), e mesmo a partir de pinturas rupestres (Burger et al.
2000, Kimura et al. 2001, Mawke et al. 2002).

Os estudos em paleopatologia, principalmente os associados com
doencas humanas, ocupam um lugar de destaque na literatura (13,2%).
Alguns trabalhos em paleopatologia, entretanto, analisam patologias
em outros organismos associados ao Homem como, por exemplo, a dis-
persdo do patégeno responsavel pela “fome das Batatas” na Irlanda
(Ristaino 2002). Os estudos em paleopatologia permitiram identificar,
por exemplo, o primeiro caso de tuberculose na Inglaterra, ha mais de
4.000 anos atras (Mays & Taylor 2003), bem como a presenca de doenca
de chagas em mumias chilenas da mesma época (Madden et al. 2001).
Ha também muita discussio sobre o agente etiologico da peste negra na
Europa, em funcéo da analise do DNA proveniente de esqueletos hu-
manos de diversos cemitérios dos séculos XIIT a XVII (Raoult et al. 2000,
Wood et al. 2003, Gilbert et al. 2004).

Esses diversos exemplos mostram o potencial de utilizagao do aDNA
em estudos de arqueologia, ecologia, evolucao e epidemiologia. Um pon-
to importante é que muitas dessas aplicacoes ainda estio sujeitas a con-
trovérsias, especialmente pela falta de metodologias especificas e
confiaveis capazes de eliminar efeitos de contaminacéo do material an-
tigo por DNA exdgeno atual, especialmente quando esse material é hu-
mano. Apesar disso, as técnicas tém se tornado cada vez mais confiaveis
e, sem divida, a analise do aDNA permitira cada vez mais testar hipote-
ses e levantar novas questoes nessas diferentes areas do conhecimento.
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