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RESUMO

A Arqueogenética ¢ area da Arqueologia que nos conduz ao limiar entre biologia e
humanidades. Sendo um campo em rapida e franca expansdo, ¢ fascinante que uma das fontes
mais importantes sobre o passado humano esteja dentro de nos. Outro pequeno fator, ou
melhor, ser, que também se esconde dentro de nds sdo os patdgenos — bactérias, virus,
protozoarios e outros seres que mudaram, mais que qualquer outro fator, a histéria humana.
Dentre eles esta o causador da temida Tuberculose, uma das doengas que mais matou pessoas
ao longo da historia, sendo por isso conhecida como ‘““a maior assassina de todos os tempos”.
Todavia, apesar de ser uma das doencas infecciosas mais estudadas ao longo dos anos, pouco
ainda se compreende sobre essa infeccdo, a relagdo patdogeno-hospedeiro e outras nuances.
Nesse contexto, considerando a hipotese de que a Tuberculose existia nas Américas antes do
contato europeu, o presente trabalho objetiva apontar marcadores genéticos que estdo
associados a suscetibilidade ou a resisténcia a doenca no continente Americano antes da
chegada dos colonizadores europeus, € com isso tecer hipdteses e questionamentos sobre a
sua distribuicdo e prevaléncia no continente. Para tal, realizou-se um extenso levantamento
bibliografico acerca da Tisica Pulmonar e das alteragcdes genéticas associadas a mesma. Com
uma abordagem da Arqueogenética, tendo um DNA antigo como fonte, junto a um olhar da
Arqueologia da Doenga, visto que estudar as patologias de um grupo auxilia na reconstrugao
e compreensao de aspectos do cotidiano desse grupo, aplicaram-se técnicas da Bioinformatica
para buscar no conjunto amostral analisado — sendo este referente a 224 individuos advindos
de distintos sitios arqueoldgicos das Américas, trabalhados por Santos (2020) em sua tese e
por Lindo e colegas (2018) em um artigo — as alteracdes genéticas outrora levantadas. Em
razdo disso, através da elaboragdo de graficos para uma melhor visualizagdo dos resultados,
foi possivel observar uma maior predominancia de alteragdes que causam suscetibilidade a
Tuberculose pelos povos originarios da América, o que pode ter sido um fator de causa para o
grande niimero de mortes que ocorreu com a chegada dos colonizadores e da variante
europeia da doenca. Destarte, a pesquisa também levanta alguns questionamentos acerca da
origem da Tuberculose no continente Americano e refor¢a a importancia de se debrugar sobre
a doenga e seu patdgeno, bem como a relagdo de patdgeno-hospedeiro que o mesmo,
possivelmente, possui com a espécie humana, acreditando que este seja um campo frutifero

para futuros estudos.

Palavras-chave: Arqueogenética, Arqueologia da Doenga, Bioinformatica, Tuberculose



ABSTRACT

Archaeogenomics is an area of Archeology that takes us to the threshold between
biology and the humanities. As a rapidly expanding field, it is fascinating that one of the most
important sources about the human past is within us. Another small factor, or rather being,
that also hides within us are pathogens — bacteria, viruses, protozoa and other
microorganisms that have changed, more than any other factor, human history. Among them
is the cause of the dreaded Tuberculosis, one of the diseases that killed the most people
throughout history and is therefore known as “the biggest killer of all time”. However,
despite being one of the most studied infectious diseases, little is still understood about this
infection, the pathogen-host relationship and other nuances. In this context, considering the
hypothesis that Tuberculosis existed in the Americas before European contact, the present
work aims to point out genetic markers that are associated with susceptibility or resistance to
the disease on the American continent before the arrival of European colonizers and with this
weave hypotheses and questions about its distribution and prevalence on the continent. To
this end, an extensive bibliographic survey was carried out on Pulmonary Phthisis and the
genetic changes associated with it. With an Archeogenomics approach, having ancient DNA
as a source, along with a look at the Archeology of Disease, since studying the pathologies of
a group helps in the reconstruction and understanding of aspects of the daily life of that
group, Bioinformatics techniques were applied, through specific environments, software and
tools, to search the analyzed sample set — this referring to 224 individuals coming from
different archaeological sites in the Americas and worked on by Santos (2020) in his thesis
and by Lindo and colleagues (2018) in an article — the genetic changes previously raised. As
a result, through the creation of graphs for better visualization of the results, we find a
predominance of variants that caused susceptibility to Tuberculosis among the original
peoples of the Americas, which may have been a factor in the large number of deaths that
occurred with the arrival of colonizers and the European variant of Tuberculosis. Therefore,
the research also raises some questions about the origin of Tuberculosis on the American
continents and reinforces the importance of focusing on the disease and its pathogen, as well
as the pathogen-host relationship that it possibly has with the human species, believing that

this is a fruitful field for future studies.

Keywords: Archaeogenomics, Archeology of Disease, Bioinformatics, Tuberculosis



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Grafico 1 -

Grafico 2 -

Grafico 3 -

Grafico 4 -

Grafico 5 -

Grafico 6 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Representagdo de um SNP ( Polimorfismo de Nucleotidio

Unico) tipo mais comum de polimorfismo.

Micrografia eletronica de Varredura do Mycobacterium

tuberculosis

Representagio Cartografica da saida da Africa das linhagens

de Tuberculose Humana

Exemplo de Dendograma (&rvore filogenética) de uma

planta do género Protium
Distribui¢ao das Amostras

Arquivo VCF ao ser aberto na plataforma da planilha do

google/excel
Distribui¢ao dos SNPs no continente americano

Propor¢do de variantes associadas a Suscetibilidade e
Resisténcia a Tuberculose no continente americano antes da

colonizagao

Propor¢do de variantes associadas a Suscetibilidade e

Resisténcia na América do Norte antes do contato

Propor¢do de variantes associadas a Suscetibilidade e

Resisténcia na América do Sul antes do contato

Dispersao dos SNPs de Suscetibilidade e Resisténcia nos

paises analisados

Propor¢ao dos genes analisados predominantes nas Américas

pré-contato

Proporgdo dos genes predominantes na América do Sul antes

do contato

15

20

22

28

38

40

43

46

46

47

48

48

49



Grafico 7 -

Grafico 8 -

Grafico 9 -

Grafico 10 -

Grafico 11 -

Grafico 12 -

Grafico 13 -

Grafico 14 -

Grafico 15 -

Grafico 16 -

Grafico 17 -

Grafico 18 -

Grafico 19 -

Propor¢do dos genes predominantes na América do Norte

antes do contato

Propor¢do das Variantes (SNP) associados a TB presentes na

América pré-contato

Proporcao das variantes (SNP) associados a TB presentes na

América do Norte

Proporcdo das variantes (SNP) associados a TB presentes na

América do Sul

Proporcdo de variantes associadas a Suscetibilidade versus

Resisténcia nas Américas no Intervalo 1

Proporcdo de variantes associadas a Suscetibilidade versus

Resisténcia na América do Norte no Intervalo 1

Propor¢do de variantes associadas a Suscetibilidade versus

Resisténcia na América do Sul no Intervalo 1

Proporcdo de variantes associadas a Suscetibilidade versus

Resisténcia nas Américas no Intervalo 2

Propor¢do de variantes associadas a Suscetibilidade versus

Resisténcia na América do Norte no Intervalo 2

Proporcdo de variantes associadas a Suscetibilidade versus

Resisténcia na América do Sul no Intervalo 2

Propor¢cdao de genes associados a TB nas Ameéricas no

Intervalo 1

Propor¢do de genes associados a TB na América do Sul no

Intervalo 1

Proporcao de genes associados a TB na América do Norte no

Intervalo 1

50

51

52

52

53

54

54

55

55

56

56

57

57



Grafico 20 -

Grafico 21 -

Grafico 22 -

Grafico 23 -

Gréfico 24 -

Grafico 25 -

Grafico 26 -

Grafico 27 -

Grafico 28 -

Propor¢ao de genes associados a TB nas Américas no

Intervalo 2

Proporcdo de genes associados @ TB na América do Sul no

Intervalo 2

Propor¢ao de genes associados a TB na América do Norte

Intervalo 2

Propor¢do dos SNP associados a TB na América no

Intervalo 1

Propor¢do dos SNP associados a TB na América no

Intervalo 2

Propor¢cao dos SNP associados a TB na América do Sul no

Intervalo 1

Propor¢do dos SNP associados @ TB na América do Sul no

Intervalo 2

Proppor¢ao dos SNP associados a TB na América do Norte

no Intervalo 1

Propor¢ao dos SNP associados a TB na América do Norte no

Intervalo 2

58

58

59

59

60

61

61

62

62



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

LISTA DE TABELAS

Linhagens das cepas de Tuberculose em Humanos
Polimorfismos associados a suscetibilidade a Tuberculose
Polimorfismos associados a resisténcia a Tuberculose

Polimorfismos encontrados no processo da “Chamada de

Variante”

Datagdes e Sitios dos Individuos Analisados

21

36

36

42

43



AP

MTBC

M.tb/MTB

SNP

B

TLR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antes do Presente

Complexo Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis (em humanos)
Polimorfismo de Nucleotideo Unico
Tuberculose

Receptores do tipo Toll/ Toll Like Receptors



SUMARIO

1 INTRODUCAO 14
1.1 JUSTIFICATIVA 15
1.2 PROBLEMATICA 17
1.3 OBJETIVOS 18
2 REFERENCIAL TEORICO 19
2.1 Tuberculose: “A Maior Assassina de Todos os Tempos” 19

2.2 Arqueologia da Doenga: “Existe Doenga Desde o Momento em que se Existe Vida” 24

2.3 Um olhar sobre o Passado: DNA antigo como Fonte 27
2.4 O Casamento entre duas Ciéncias: Conhecendo a Bioinformatica 30
3 MATERIAIS E METODOS 34
3.1 Conhecendo os Caminhos: Apresentando os Polimorfismos 35
3.3 Aplicando a Bioinformatica: Chamando uma Variante 38
4 RESULTADOS E DISCUSSAO 42
5 CONSIDERACOES FINAIS 66

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 69



14

1 INTRODUCAO

As doengas infecciosas foram, e ainda sdo, uma das principais causas de mortalidade
humana e, portanto, representam uma forte pressao seletiva na evolucdo humana (Murci,
2019). Dentre essas doengas, uma das mais danosas a espécie humana ¢ a Tuberculose (TB).
Considerada a mais mortal da era comum, com mais de um bilhdo de mortes nos ultimos
2.000 anos (Kerner et al., 2021), recebendo assim a alcunha de ‘Maior Assassina de Todos os
Tempos’ (Zimmerman,Barry; Zimmerman, David, 2022), a TB em humanos ¢ uma doenca
especifica causada pela infecgao por um membro do complexo Mycobacterium tuberculosis —
MTBC — (Baker et al., 2015).

Estando presente em toda histéria evolutiva da espécie humana moderna, Homo
sapiens, a TB vem sendo estudada, e discutida, hd muitos anos. Um grande marco de seus
estudos foi a descoberta da doenga, e seu patdgeno, em africanos e nativos americanos antes
da coloniza¢do europeia surpreendendo os pesquisadores que acreditavam que esses grupos
so teriam desenvolvido a TB apos o contato com os colonos, como havia acontecido com a
Variola (Baker et al., 2015; Luna et al., 2020).

Os novos estudos trazem a luz evidéncias genéticas (relacionadas ao DNA e suas
estruturas) e bioarqueologicas (associadas a remanescentes 6sseos humanos) que corroboram
a hipotese da existéncia da TB no continente Americano antes da colonizag¢ao europeia, bem
como sugerem uma possivel presenga de outras cepas da TB nas Américas muito antes do
periodo de contato (Joseph et al., 2023). Entretanto, até o presente momento, a sua
prevaléncia no continente, principalmente na América do Sul, ndo ¢ bem compreendida.

De uma perspectiva bioarqueoldgica, a identificacdo da lesdo dssea da TB em
remanescentes Osseos antigos pode fornecer intimeras informagdes, desde rotas de
disseminagdo até associacdo com outros indicadores esqueléticos de estresse (Luna et al.,
2020). Entretanto, a maioria das doengas infecciosas afeta os tecidos moles do corpo. No caso
da TB, apenas uma por¢ao — 3% a 5% dos pacientes — desenvolve lesdes Osseas (Palfi et al.,
2015).

Nesse cendrio, um avango memoravel para os estudos de Paleopatologia, foram as
notaveis contribuigdes dos métodos genéticos aplicados a caracterizagdo e deteccdo de
doengas infecciosas em espécimes arqueoldgicos (Bos et al., 2014 apud Nelson et al., 2020).

Isso porque, as abordagens genéticas desenvolvidas na ultima década revelaram, em parte,
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que diferencas na composi¢cdo genética do hospedeiro humano podem resultar em alteracdes
na susceptibilidade do individuo a fenotipos complexos relacionados ao sistema imunoldgico
(Casanova e Abel, 2018 apud Murci, 2019). Nesse contexto, muitos estudos apontaram para
o papel da genética do hospedeiro na suscetibilidade, ou resisténcia, a TB (Berrington e
Hawn, 2007 apud Palfi et al., 2015; Kerner et al., 2021).

Destarte, tendo em vista que as lesdes esqueléticas consistentes com a TB podem
passar despercebidas no registro arqueoldgico (Berrington e Hawn, 2007 apud Kerner et al,
2021), o que limita compreender a prevaléncia da doenca no continente Americano, os
avangos nos métodos genéticos aplicados a espécimes arqueoldgicos, por sua vez, tornam
novas abordagens possiveis. Dentre elas, sendo o interesse do presente trabalho, a analise de
Polimorfismos de Nucleotideo Unico — SNP !(Figura 1), associados a TB no continente
Americano antes da colonizacdo, através da perspectiva da Arqueogenética — estudo do

passado humano utilizando-se de técnicas da genética molecular (Renfrew e Bahn, 2005).

Figura 1 - Representagdo de um SNP ( Polimorfismo de nucleotideo unico ) tipo mais comum de polimorfismo.

...GATCTGCATCGTCGGCATTGTCATGCGCATC... (Individuo A)

...GATCTGCATCGTCGGCGTTGTCATGCGCATC... (Individuo B)

Fonte: Santos (2020, p. 69).
1.1 JUSTIFICATIVA

A arqueologia ¢ uma ciéncia que se debruga sobre a materialidade da cultura humana,
seja ela no passado ou no presente, bem como a imaterialidade atrelada a essa materialidade
(Reinhard, 2020). Nesse contexto, os campos e possibilidades de pesquisas sdo infinitas,
sendo um deles o da Arqueogenética. Termo cunhado por Colin Renfrew, a Arqueogenética
pode ser entendida como o estudo do passado humano utilizando-se de técnicas da genética
molecular (Renfrew e Bahn, 2005); sendo notavel, segundo os mesmo autores, que uma das
fontes mais importantes sobre o ser humano esteja dentro dele mesmo.

Para além de seu proprio DNA, que ¢ uma fonte inestimavel de conhecimento sobre o

passado, o ser humano também carrega consigo pequenas criaturas — patdogenos — que

' Forma muito comum de alteragdo genética em sequéncias de DNA. Ocorre quando uma Unica base nucleotidica &
substituida ao longo de uma sequéncia de DNA ( Reis et al., 2016).
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exerceram, ao longo da historia, forte pressdo seletiva® sobre a evolugdo da espécie humana.
Dentre esses patdogenos, encontra-se o causador da temida Tisica Pulmonar, Tuberculose, em
humanos, ou seja, o Mycobacterium tuberculosis (M.tb). Apesar de ser causada por uma
bactéria, muitos estudos sdo voltados para as alteracdes genéticas que ocorrem no DNA
humano tornando-o mais suscetivel ou resistente a infeccao.

Nesse sentido, a andlise de DNA antigo, seja do patdégeno ou do préprio ser humano,
oferece informagdes importantes sobre uma das doengas mais mortais da historia humana.
Dentre essas pesquisas, destacam-se, para o prezado trabalho, aquelas que apontam para a
existéncia da Tuberculose no continente americano antes da colonizagdo. Isso porque, por
muito tempo acreditou-se que a TB havia sido introduzida nas Américas por meio da
colonizagdo europeia, assim como aconteceu com a gripe € com a variola. Todavia, os dados
genéticos e bioarqueologicos contrapdem esse cendrio apresentando novas possibilidades.

Dentre esses trabalhos, destacam-se a pesquisa de Luna et al. (2020), que por meio da
andlise bioarqueoldgica de um remanescente humano argentino conseguiu encontrar marcas
da TB na Argentina ha — pelo menos — 1300 anos antes do presente. Existe também o cenario
das mumias peruanas, apresentadas por Krause e Trappe (2019) em seu livro ‘A jornada dos
nossos genes: Uma histéria da Humanidade’, que por meio de analises arqueogenéticas
encontraram nas mumias o0 DNA de uma cepa desconhecida de M.tb, chamada por eles de
Cepa pré-colombiana.Por fim, cita-se o trabalho de Joseph et al. (2023) que, ao analisar DNA
antigo de populagdes andinas do Equador, encontrou uma forte selecdo positiva em uma
alteracdo genética associada a uma maior suscetibilidade a Tuberculose. Nesse contexto,
percebeu-se que a infeccdo poderia existir na regido ha, pelo menos, 3000 anos antes do
presente, exercendo uma forte pressao sobre as populagdes agricolas que ali viviam.

A vista disso, a pesquisa justifica-se como uma contribui¢do aos trabalhos na
abordagem da Arqueogenética com um olhar voltado para a Arqueologia da Doenga. Isso
porque, no que tange os estudos da TB no continente Americano antes da colonizagdo,
principalmente no Brasil, existe uma caréncia de dados sobre o assunto que coloca limites na
compreensdo da prevaléncia e distribuicdo da doenga no continente. Dessa forma, pretende-se
aumentar o namero de trabalhos que se apropriem da abordagem do uso do DNA antigo para
investigacdes de grupos humanos pretéritos, j& que a mesma ndo ¢ de comum aplicacio na
ciéncia arqueoldgica nacional, o que se reflete na falta de trabalhos voltados para o tema no

Brasil. Junto a isso, de forma continental, justifica-se como uma tentativa de acrescentar

2A pressao seletiva pode ser entendida como a influéncia do ambiente sobre a sobrevivéncia e a reprodugéo dos organismos,
atuando sobre as variagdes fenotipicas nos individuos de uma populagéo, favorecendo aquelas que possuem caracteristicas
adaptativas que aumentam sua aptidao reprodutiva ( Quinelato, 2024)
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novas informacdes ao estudo da Tuberculose e sua prevaléncia nas Américas antes da
colonizagao.

Isso porque, caso se indentifique as alteragdes associadas a infec¢do e essas se
apresentem em distintos individuos de um mesmo sitio arqueoldégico em um mesmo intervalo
de tempo, seria possivel inferir novos aspectos da Tuberculose nas populacdes originarias
antes da coloniza¢do, bem como inferir novos questionamentos sobre a sua origem nessa
parte do mundo.

Destarte, outra contribuigdo comum a trabalhos desse género, ¢ o auxilio a
comunidade médica, para além da cientifica, a manter o ritmo constante no chamado ‘corrida
armamentista bioldgica’ (Krause e Trappe, 2019). Isso porque, o estudo das doengas e dos
patogenos através do DNA antigo, de acordo com os mesmos autores, nos permite iniciar a
compreensao de como eles evoluiram ao longo do tempo e como o0 DNA humano se adaptou,

ou os neutralizou, ao longo dos séculos ( Krause e Trappe, 2019 ).
1.2 PROBLEMATICA

Tendo em vista que as pesquisas atuais — através de andlises de lesdes Osseas —
apontam para a presenca da Tuberculose nas Américas em um periodo anterior ao contato,
questionou-se se esses mesmo grupos ja possuiam os polimorfismos genéticos que na
atualidade sdo apontados, e discutidos, como associados a suscetibilidade, ou resisténcia, dos
hospedeiros a infec¢ao da TB.

Isso porque, considerando a porcentagem de pacientes que desenvolvem a lesdo 0ssea
associada a TB e como essas marcas podem passar despercebidas no registro arqueoldgico, os
dados genéticos podem sugerir a presen¢a da doenca mesmo na auséncia de manifestagdes
Osseas; bem como pode trazer novas possibilidades de interpretacdo, e debate, quanto a
prevaléncia, e distribuicao, da infec¢ao no continente Americano.

Logo, a pergunta guia da presente pesquisa ¢é: os antigos grupos humanos, que
povoaram a América, ja apresentavam os marcadores genéticos que, na atualidade, sdao

apontados como causadores de suscetibilidade ou resisténcia a Tuberculose? Se o fizeram:

e (Quais seriam esses marcadores?
e Qual sua frequéncia?

e (Qual sua dispersdo no continente?
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1.3 OBJETIVOS

Com o intuito de compreender a prevaléncia, e distribuicao, dos dados genéticos
associados a TB nas Américas, o trabalho objetiva, de forma geral, apontar marcadores
genéticos que estdo associados a suscetibilidade, ou a resisténcia, a TB no continente
Americano antes da chegada dos colonizadores europeus. Para atingir tal propdsito, alguns
objetivos especificos foram delineados. Sao eles:

e [Levantar e identificar os polimorfismos genéticos que na atualidade sdo
apontados como associados a uma maior suscetibilidade ou resisténcia a TB;

e Buscar nas amostras analisadas os polimorfismos levantados;

e Apresentar visualmente como esses polimorfismos se distribuem no continente

Americano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

No presente capitulo, dividido em 4 se¢des, apresentaremos os conceitos norteadores
da presente pesquisa, suas aplicagdes, defini¢des e discussdes atuais. Tais informagdes
foram advindas de uma pesquisa bibliografica em cima de livros e artigos de distintos

bancos de dados, tais como: National Institutes of Health (https:/www.nih.gov/), National

Center for Biotechnology (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) , ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/), Scielo

(https://scielo.org/en/) e Scientific reports (https://www.nature.com/srep/ ).

2.1 Tuberculose: “A Maior Assassina de Todos os Tempos”

No filme O Senhor dos Anéis e a Sociedade do Anel (2001), dirigido por Peter
Jackson, a elfa Galadriel pontua, em uma de suas célebres frases, que: “até mesmo a menor
das criaturas pode mudar o rumo do mundo”.Se pararmos para pensar, de forma semelhante
s30 0s microorganismos — bactérias, virus, fungos e protozoarios — que, apesar do tamanho
diminuto de alguns, sempre estiveram conosco acompanhando e mudando a histéria humana,
talvez, mais do que qualquer outro fator (Zimmerman, Barry; Zimmerman, David, 2022).

As doengas, como pontuam os irmdos Zimmerman (2022), existem, praticamente,
desde o momento em que se existe vida e, ao longo da historia, foram as responséaveis por
dizimar grandes populacdes e escrever muitos percursos histdricos. Dentre essas doengas se
encontra a Tuberculose (TB), a patologia com a alcunha, de acordo com o livro Medicina
Macabra 3 (Zimmerman, Barry; Zimmerman, David, 2022), de “a maior assassina de todos
0s tempos”.

Sendo considerada, antes da pandemia de COVID-19, a causa mortis mais comum
entre todos os agentes infecciosos isolados (Chen et al., 2023), a TB ¢ uma das doencgas
infecciosas que mais mata pessoas portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
no mundo (Who, 2016, apud Souza et al., 2022), sendo também a responsavel por cerca de
1,5 milhdes de mortes anualmente (Who, 2016, apud Kerner et al., 2021). Inserida no
complexo de doencas infectocontagiosas e cronicas (Pedro, 2015, apud Souza et al., 2022), a
TB ¢ causada, principalmente, pela bactéria Mycobacterium tuberculosis (M.tb) e atua
afetando, sobretudo, os pulmoes.

Todavia, apenas a infecg¢do pelo patégeno nao ¢ suficiente para causar um processo
patologico. Cerca de 90% dos individuos que apresentam a infecgdo latente — infectada com o
patégeno, mas sem desenvolver sintomas — por TB nunca desenvolvem a mesma (OMS,

2019, apud Souza et al., 2022). Isso sugere que outros fatores, tais quais: estado imunologico
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do individuo, interacdes genéticas e fatores ambientais interferem na evolugdo,
suscetibilidade e resisténcia a infec¢do (Souza et al., 2022), caracterizando assim uma doenca
multifatorial e silenciosa. Isto se da porque, no que tange os fatores genéticos, eles também
podem flutuar em uma populagdo ou em um unico individuo, ou seja, em virtude de outros
fatores — incluindo outros patdégenos — um ser humano, ou um grupo, que antes era resistente
a infeccdo torna-se mais suscetivel ou resistente a mesma (Furin et al., 2019). Tal situagao
pode ser exemplificada em pessoas com o virus do HIV, que coincidentemente sdo um dos
mais afetados pela TB (Zimmerman, Barry; Zimmerman, David, 2022), o que reflete o poder
de um virus e de uma bactéria, nesse caso, de um pequeno bacilo que coexiste com a espécie

humana a muito tempo.

Figura 2 - Micrografia eletronica de Varredura do Mycobacterium tuberculosis

Fonte: National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID, 2024 ).

Essa pequena bactéria, conhecida também como bacilo de Koch em virtude do
descobridor do mesmo — Robert Koch em 1882, ¢ um dos muitos membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC)?, que possui uma gama de hospedeiros, incluindo, os
humanos e outros mamiferos (Brosch et al., 2002). Em consequéncia disso, a hipotese
amplamente aceita para o ‘surgimento’ da TB em seres humanos, ¢ que a mesma teria surgido
no neolitico — gracas a domesticacdo dos animais, tratando-se de uma transmissdo zoonotica.
Nesse contexto, o patdgeno humano teria derivado do patégeno do gado — Mycobacterium

bovis — por contamina¢do durante o periodo ja citado (Baker et al., 2015).

3 A Tuberculose pode ser causada por qualquer um dos sete membros, conhecidos, que compdem o complexo Mycobacterium
tuberculosis ( MTBC). Dentro desse complexo, existe a espécie Mycobacterium tuberculosis (M.tb) que é a principal causadora
da TB em humanos. Essa espécie, em fungdo de mutagdes, divide-se em distintas linhagens especificas de determinadas
regides.
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Entretanto, novos cendarios surgem. Isso porque, apesar do complexo MTBC

apresentar inimeras espécies, a TB humana ¢ especifica, ou seja, a bactéria associada ao ser

humano no possui um reservatorio animal, ou ambiental, conhecido até o presente momento

(Comas et al., 2014). Nesse cenario, com o auxilio de novas abordagens e analises de DNA

antigo e biomarcadores, as novas hipoteses apontam para o surgimento da TB Humana ha,

pelo menos, 70.000 anos no continente Africano, tendo acompanhado assim as migragdes dos

humanos anatomicamente modernos para fora do continente (Comas et al., 2014 ).

Nessa perspectiva, vem sendo discutida, e apresentada, a possibilidade do patdégeno

associado ao humano (Mycobacterium tuberculosis, M.tb) ser na verdade um descendente

direto de uma cepa mais antiga que existiu antes da divisdo das linhagens do Mycobacterium

africanum (Baker et al., 2015). Isso porque, até o presente momento, sabe-se que existem

sete distintas linhagens de cepas de TB Humana distribuidas (Tabela 1 e Figura 3), e

especificas, em diferentes regioes do globo (Comas et al., 2014).

Tabela 1 - Linhagens das cepas de Tuberculose em humanos

LINHAGENS LOCAIS ENDEMICOS DATACAO APROXIMADA
L1 Regides do Oceano indico e parte | Aproximadamente 67.000 anos
da Africa
L2 Leste da Asia Aproximadamente 46.000 anos
L3 Asia Central Aproximadamente 42.000 anos
L4 Europa e América Aproximadamente 46.000 anos
L5 Oeste da Africa Aproximadamente 73.000 anos
L6 Oeste da Africa Aproximadamente 73.000 anos
L7 Etidpia Aproximadamente 64.000 anos

Fonte: Autoria préopria ( 2024 ) segundo os dados de Comas ( 2014 ).
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Figura 3 - Representagdo cartografica da saida da Africa das linhagens da Tuberculose Humana.
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Isso sugere que o bacilo da TB ja poderia ter sido um patégeno humano antes da
domesticacdo no neolitico (Baker et al., 2015), tendo ocorrido uma provavel expansdo do
complexo MTBC, e da infeccdo, em consequéncia do aumento da densidade populacional
que se seguiu ao estabelecimento dos primeiros assentamentos humanos durante o periodo
(Comas et al., 2014; Krause e Trappe, 2019). Nesse contexto, com as fortes indicagdes da
antiguidade da infec¢do e sua relacdo com o ser humano, existem indicios que apontam para
uma possivel co-evolugdo entre o ser humano e o patdogeno (Comas et al., 2014), ou, pelo
menos, uma intrinseca relagao entre hospedeiro e patégeno (Alves, Prado e Takenami, 2022).

Nesse cenario, ao voltarmos nossos olhos para o continente Americano, muitas
lacunas ainda existem com relagdo a TB — mesmo que o continente esteja representando 3%
da carga mundial da infec¢do (Ministério da Satde, 2017), com o Brasil sendo considerado o
pais com o maior numero de casos no continente (Alves, Prado e Takenami, 2022). Na
atualidade, analises filogenéticas sugerem que a linhagem filogenética L4, predominante na
Europa, deixou o continente europeu durante o periodo de colonizagdo, continuando a ser
linhagem dominante nas Américas nos dias de hoje (Joseph et al., 2023). Entretanto, existe
um debate consideravel sobre a presenca da doenga no continente pré-contato.

Isso em razdo de, embora a prevaléncia e a distribuicdo geografica da infec¢do ndo
seja totalmente compreendida no continente, as evidéncias genéticas e bioarqueologicas

sugerem a presenga de TB em humanos ha pelo menos 1.400 anos antes do presente nas
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antigas Américas (Luna et al., 2020; Joseph ef al., 2023). Junto a isso, também apontam para
uma possivel adaptagdo a infec¢do em partes dos Andes — Equador — ha pelo menos 3.000
anos antes do presente (Joseph et al., 2023). Outro forte indicio dessa presenga foi as mimias
encontradas no Peru, de 2.000 mil anos, que apresentavam evidéncias genéticas e Osseas de
infec¢ao por Tuberculose (Krause e Trappe, 2019). Em razao disso, os trabalhos sugerem a
possibilidade de uma linhagem zoondtica, anterior ao contato, ter existido nas Américas
(Joseph et al., 2023), sendo essa cepa, provavelmente oriunda da Africa, tendo chegado no
continente pelo mar (Krause e Trappe, 2019).

Ademais, apesar de serem necessarios novos estudos e abordagens para compreender
a antiguidade, e surgimento, da TB nas Américas e no restante do globo, estudos apontam
para uma coevolugdo entre patdogeno e hospedeiro, sendo este um dado ja conhecido. Nesse
sentido, tendo em vista que para cenarios de coevolugdo muito tempo € necessario, pode-se
sugerir uma longa coexisténcia do H.sapiens com o M.tuberculosis. As hipoOteses para se
compreender essa relacdo sdo inimeras — desde adaptagdo a grandes altitudes (Wu et al.,
2020; Joseph et al., 2023) até um baixo impacto da selecao natural no MTBC (Comas et al.,
2014). Logo, pode-se pontuar que as pressdes seletivas impostas pelos patdogenos — nesse
caso o da TB — foram fundamentais durante a evolu¢do humana (Kerner et al., 2021), mesmo
que ainda ndo se compreenda como e porqué.

Hodiernamente, o que se tem sdo cada vez mais estudos voltados para a relagdo entre
a TB e os genes. De acordo com Nascimento (2013 apud Souza et al., 2022), ha no minimo
100 anos se discute e se estuda a influéncia da genética do individuo na suscetibilidade ou
resisténcia a TB. A maior parte desses trabalhos busca pontuar alguns marcadores
genéticos/polimorfismos — variagdes na sequéncia de DNA — que desempenham um papel na
resposta imune dada ao processo de infec¢do. Grande parte desses estudos ¢é realizada por
profissionais da area da saude e envolve a andlise de material genético proveniente de
populacdes humanas do presente.

Todavia, existem excecdes, ainda dentro da 4area da satde, que estendem essas
pesquisas para analises de DNA antigo, como os de Kerner et al. (2021), Sabin et al. (2020) e
Nogueira e Zorzetto (2013). No continente europeu, onde a TB ¢ considerada uma das
doengas infecciosas mais mortais ja documentadas (Kerner ef al., 2021), destacam-se os
trabalhos realizados em amostras de DNA antigo de Sabin et al. (2020) e Kerner et al. (2021)
que debrucam-se sobre a evolugdo da doenca junto a evolugdo da humanidade na Europa. O
primeiro detalha sobre o DNA do patégeno encontrado em um remanescente do século XVII

e o segundo argumenta sobre a alta taxa da doenca na Europa nos tltimos 2.000 mil anos.
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No continente asiatico destacam-se trabalhos sobre a populacdo Han (Chinesa) e
Tibetana. Nesses trabalhos, as andlises sdo feitas em amostras de grupos atuais e comparados
entre si, verificando a existéncia de polimorfismos mais comuns em um grupo do que em
outro, mais recorrente em um sexo do que outro e daqueles que sdo comuns a todos os
grupos, incluindo nos trabalhos europeus apresentados acima. Nesse cendrio, destacam-se na
Asia as produgdes de Wu et al. (2020), que apresenta os polimorfismos mais recorrentes da
Tuberculose em dois estudos de caso independentes na populagdo Han e Tibetana, e os de Liu
et al. (2020) que versam sobre essas mutagdes apenas na populacdo Han (chinesa) atual.

Nas Américas, por sua vez, muitos estudos sdo feitos para se entender a coevolugdo
da doenca juntamente com a evolucdo do H. sapiens. Dentre esses trabalhos destaca-se
Joseph et al. (2023), que se debruga sobre a adaptacdo aos Andes, encontrando também
possiveis indicios de adaptacdo a TB, e o estudo de Luna ef al. (2020) que, com um viés
bioarquelogico, debruga-se sobre um remanescente 0sseo argentino com marcas de TB. Além
disso, para o Brasil, pode-se citar o de Souza ef al. (2022) e o de Nogueira e Zorzetto (2013),
que se debrugam sobre a TB — dentre outras doengas — no Brasil do Segundo Reinado sob o
governo de Dom Pedro II (1840-1889).

Esses e outros estudos corroboram o que foi pesquisado por Berrington ¢ Hawn (2007
apud Kerner et al, 2021), que sugere que os fatores genéticos do hospedeiro influenciam a
sua suscetibilidade ou resisténcia a TB. Logo, em um cenario em que a TB (re)emerge como
uma ameaga mundial — com inimeros focos de epidemia (Furin ef al., 2019), a compreensao
sobre a mesma e seus inumeros fatores, ou pelo menos a tentativa de compreender o universo
da infeccdo, torna-se essencial para compreender uma parte do passado humano, seus

reflexos no presente e, quem sabe, servir de auxilio no futuro.

2.2 Arqueologia da Doenca: “Existe Doenca Desde 0 Momento em que se

Existe Vida”’

As doengas sdo uma parte inevitavel da vida. Tao inevitaveis quanto a propria morte
(Brown et al., 1996 apud Roberts e Manchester, 2005). De acordo com Teixeira (2020), o
termo doenca estd associado ao conceito bioldgico de adaptacdo que pode ser entendido
como a capacidade de ser sensivel as variagcdes do meio e produzir respostas capazes de
adaptar-se. Logo, a doenga seria a auséncia de adaptacdo ao meio — fisico, social e psiquico —

no qual o individuo se sente mal e apresenta alteragdes organicas visiveis (Teixeira, 2020).
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Seu ‘surgimento’, bem como o da saude, ocorre desde o momento em que existe vida
(Zimmerman, Barry; Zirmmerman, David, 2022), estando ambos intimamente ligados ao
meio em que o individuo, ou a populagdo, estd inserida. Dentro dessa dindmica com o
ambiente, esta o principio de homeostasia — condigdo de estabilidade que o organismo precisa
para a realizagdo de suas funcdes de forma adequada para manter o equilibrio do corpo
(Humberto Maturana apud Teixeira, 2020). Destarte, como pontuado por Teixeira (2020),
toda atividade contraria ao equilibrio do corpo, ou seja, ao principio de homeostasia, ¢
considerado uma doenca, ou melhor, um processo patoldgico.

Nessa perspectiva, Patologia ¢ o estudo de toda e qualquer alteragao no organismo
humano, com o objetivo de explicar a origem e os sintomas dessas alteracdes que
coloquialmente chamamos de doenga, ou seja, € o estudo das doencas (Teixeira, 2020). Nesse
contexto, uma area em crescente desenvolvimento ¢ o da Arqueologia da Doenga, esta que
tem intima relacdo com os estudos no campo da Paleopatologia.

Apesar de distintas, alguns pesquisadores tendem a tratd-las como sindnimos.
Entretanto, para a presente pesquisa, elas serdo tratadas como dois campos de estudos
diferentes, mas ligados, uma vez que os estudos no campo da Arqueologia da Doenca surgem
dos avangos no campo da Paleopatologia. A Paleopatologia, nesse cenario, pode ser
compreendida como o estudo da origem, evolucdo e progresso das doengas ao longo do
tempo (Roberts e Manchester, 2005), sejam essas patologias em humanos ou nao.

A Arqueologia da Doenca, por sua vez, pode ser entendida como o estudo da
evolucdo das doengas através do tempo analisando o modo como se manifestaram nos seres
humanos e como os seres humanos se adaptaram as mudangas de seu ambiente (Roberts e
Manchester, 2005; Japiassu, 1976; Larsen, 1997; Lima, 1994; Ortner, 2003; Roberts;
Manchester, 2007; Souza, 2009 apud Silva, 2015). Logo, é o ramo da ciéncia que se debruca
sobre as evidéncias iniciais — dados bioldgicos e culturais/bioarqueologicos — do estado de
saude de nossos ancestrais (Roberts e Manchester, 2005), sendo as suas principais fontes os
remanescentes 6sseos humanos e as iconografias; € os seus primeiros métodos de estudo a
analise macroscopica ou a observagao visual.

A titulo de exemplo, caso a distingdo ndo tenha ficado clara, peguemos o cendrio da
Peste Negra na Idade Média na Europa. A Paleopatologia ird debrucar-se em como a Peste
Negra teria afetado os individuos fisicamente, biologicamente, e as sequelas deixadas para as
geragdes futuras. A Arqueologia da Doenga, por outro lado, ficaria responsavel por estudar
como a doenca afetou culturalmente/socialmente as populagdes europeias € como elas

responderam a isso. Dessa forma, a Paleopatologia teria como fonte de estudo os o0ssos,
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textos escritos € 0 DNA (se conseguido), e a Arqueologia da Doenga, para além dos vestigios
bioarqueolodgicos de ossos € DNA, também iria se debrugar sobre a materialidade usada para
lidar com a doenga, tal como as mascaras e as vestimentas dos médicos da €poca.

Entretanto, apesar desta distingdo, a Paleopatologia, como fonte primdaria de
evidéncias para a investigacdo da saude no passado (Silva, 2015), tem fundamentado a
Arqueologia da Doenga. De acordo com Buikstra e Roberts (2005), o desenvolvimento da
Paleopatologia contou com 4 fases, sendo a quarta fase a que marca o inicio da distin¢do
entre os dois campos, pois € nela que comegam-se as analises populacionais,
culturais/bioarqueoldgicas e a introdugcdo de métodos biomolecurares — de DNA antigo e
biomarcadores — como caminhos de analise (Roberts ¢ Manchester, 2005). Sendo esse ultimo
considerado um avancgo notavel nos estudos de Paleopatologia, e Arqueologia da Doenga, em
razdo das consideraveis contribui¢cdes dos métodos genéticos quando aplicados a detecgdo e
caracterizacdo de doencas infecciosas em espécimes arqueologicos; que agora se estendem
até o periodo Neolitico (Bos et al., 2014 apud Nelson, 2020).

Nessa perspectiva, tendo em vista que o estudo das doengas de um grupo auxiliam a
reconstruir ¢ compreender aspectos do cotidiano desse grupo (Bruikstra; Cook, 1980 apud
Silva, 2015), a inser¢ao de novas técnicas ¢ metodologias conduziu a pesquisas que buscam
compreender cada vez mais as populagdes, e ndo apenas o individuo, na interpretagdo das
alteracdes dos padrdes das doengas (Silva, 2015). Logo, na atualidade, a Paleopatologia vem
trabalhando sob um viés interpretativo que € aplicado nos mais diversos campos da
Arqueologia (Silva,2015), sendo um deles, o da Arqueologia da Doenga.

Contudo, apesar do amplo desenvolvimento e da gama de disciplinas que se debrucam
sobre essas ciéncias, alguns pontos precisam ser recordados ao tratar de Arqueologia da
Doenga e Paleopatologia. Inicialmente, ¢ recomendado evitar realizar inferencias baseando-se
em uma unica fonte — principalmente as iconograficas — pois as artes e textos retratam, em
sua maioria, patologias excepcionais ndo refletindo assim aquelas de caréater cotidiano
(Roberts e Manchester, 2005).

Junto a isso, ao se debrucar sobre os remanescentes 0sseos em busca de lesoes, é
preciso saber que doencas distintas podem deixar marcas similares nos ossos, que algumas
doengas que existem hoje podem ndo ter existido no passado — da mesma forma que no
passado podem existir doengas que hoje ndo existem mais — e que, principalmente no registro
arqueoldgico, nem sempre o remanescente estard com as lesdes que sdo caracteristicas do

registro clinico atual sobre a patologia (Roberts e Manchester, 2005).
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Além disso, cabe pontuar a importancia de se estudar — e interpretar — os
remanescentes 0sseos humanos dentro do contexto de sua cultura, ou seja, a sua cultura
material, o periodo de tempo, a area geografica e outros fatores culturais que auxiliam
enormemente — para além dos ossos — na compreensao da historia da doenca (Roberts e
Manchester, 2005). Isso porque, como dito anteriormente, o conceito de doenga — assim como
o de saude — esta intimamente ligado a concepgao de adaptagao (Teixeira, 2020).

Logo, torna-se fundamental a compreensdao do ambiente, ou melhor, do meio — seja
ele social, fisico, ambiental ou psiquico- em que o individuo, ou a populacao, estd inserida,
bem como a interagdo entre essas partes, para se entender o desenvolvimento da doenca
(Roberts e Manchester, 2005; Teixeira, 2020), afinal a dieta, o clima e o ambiente eram
diferentes no passado e podem ter predisposto grupos a distintas patologias (Roberts e
Manchester, 2005).

Destarte, torna-se nitida a importancia dos fatores culturais e ambientais na
compreensdo da evolucdo de patologias, bem como as notaveis portas que a introdugdo da
analise de DNA antigo — e biomarcadores- abriu para os avangos da Arqueologia da Doenga e
da Paleopatologia; com ambos os campos também contribuindo para os conhecimentos na
medicina moderna (Roberts e Manchester, 2005; Nelson et al., 2020; Teixeira, 2020). Na
proxima sec¢ao sera apresentado como o estudo de DNA antigo pode contribuir para a Ciéncia

Arqueologica e outras ciéncias.

2.3 Um olhar sobre o Passado: DNA antigo como Fonte

A Arqueologia ¢ uma ciéncia que se debruca sobre a materialidade da cultura humana,
seja ela no passado ou no presente, bem como a imaterialidade atrelada a essa materialidade
(Reinhard, 2020). Nesse contexto, inimeros conceitos e abordagens foram incorporados pela
ciéncia arqueologica, sendo um deles o da Arqueogenética. Termo cunhado por Colin
Renfrew, a Arqueogenética pode ser entendida como o estudo do passado humano
utilizando-se de técnicas da genética molecular (Renfrew e Bahn; 2005), sendo notavel —
segundo os mesmo autores — que uma das fontes mais importantes sobre o passado humano
esteja dentro de nos.

A priori, ¢ um campo em franca e rapida expansdo, com alguns de seus conceitos
ainda sendo trabalhados. Seu desenvolvimento esta associado com os avangos genéticos —
como os estudos dos grupos sanguineos humanos, e os estudos de bioquimica — sobre

enzimas, biomoléculas, proteinas e outras, que juntos formam o campo conhecido como
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“Genética Classica” (Renfrew e Bahn; 2005). Todavia, apesar dos avangos nesse campo, foi
apenas em 1953, com a decifragdo do cddigo genético do DNA, que se abriram as
possibilidades de estudos e métodos baseados no sequenciamento do DNA. Isso &, a andlise e
determinagdo das bases nitrogenadas — Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) e Timina (T)
— que constituem a dupla hélice do material genético e, com isso, a informagdo genética
basica dos individuos (Renfrew e Bahn; 2005).

Em razao disso, os primeiros estudos na area comegaram a surgir na década de 1990,
sendo em 1994 publicada a primeira sintese sobre o assunto: The History and Geography of
Humans Genes, por Luca Cavalli-Sforza e colegas (Renfrew e Bahn; 2005), com o objetivo
de apresentar — e compreender — a distribui¢do geografica dos genes das populacdes
europeias e as possiveis rotas migratorias desses grupos. Além disso, surgem também os
métodos de linhagem, voltados para a busca de um ancestral comum nos estudos de evolugao
humana, e as rotas de dispersdao dos primeiros grupos humanos. Nessa perspectiva, as analises
Arqueogenéticas se davam em fungdo do estudo do DNA mitocondrial — obtido apenas pela
linhagem materna, ou seja, herdado pela mae — e do cromossomo Y — que ndo sofre
recombinagdo e ¢ transmitido pela linhagem paterna, ou seja, transmitido de pai para filho
(Renfrew e Bahn; 2005).

Ademais, os avangos Arqueogenéticos, permitiram também a elabora¢do de arvores
filogenéticas — a partir de dendrogramas — que transmitisse de forma visual as redes
evolutivas e, também, permitissem uma datacdo para as linhagens através do “relogio
molecular” — evolucdo de um gene em uma taxa, aproximadamente, constante em distintas

espécies (Renfrew e Bahn; 2005).

Figura 4 - Exemplo de um dendograma (arvore filogenética) de uma planta do género Protium.

Protium leptostachyum
Protium calanense
Protium elegans
Protium aracouchini

%

Fonte: Perdiz (2022).
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Logo, torna-se nitido que essa abordagem permite estabelecer um claro esboco para a
origem da nossa espécie — seja em ambito espacial ou cronoldgico — e suas dispersdes por
todo o globo (Renfrew e Bahn; 2005). Tais trabalhos, na atualidade, continuam sendo

reproduzidos e melhorados, associando-se as melhorias tecnoldgicas e metodologicas.

“Para a arqueogenética, as partes ‘inliteis’ do genoma sdo valiosas,
porque elas nos permitem estabelecer o que chamamos de relogio
molecular. {...}. Quanto mais tempo tiver passado, mais novas
variantes terdo se acumulado no DNA ou alterado sua frequéncia”.

(Krause e Trappe, 2019, p. 25).

Um grande marco para a Arqueogenética, foi o recebimento do Prémio Nobel em
Fisiologia ou Medicina pelo sueco Svante Paabo, no ano de 2022, por sua pesquisa voltada
para o desenvolvimento, e sequenciamento, de técnicas que permitiram analisar, € sequenciar,
o DNA antigo do Homem Neandertal (Strauss, 2022). Desde 2010 o Instituto Max Planck de
Antropologia Evolutiva (Leipzig, Alemanha) faz historia na ciéncia ao se debrugar sobre
analise de DNA antigo, expandindo-a para para os mais diversos contextos cronoldgicos e
geograficos (Strauss, 2022). Todavia, um dos primeiros trabalhos, que abriu caminho para
estudos frutiferos no campo de antigos genomas humanos, foi langado em 2010 com a
publicacdo de um genoma quase completo advindo de um tufo de cabelo preservado, e
escavado, no permafrost em Qeqertasussuk, Groenlandia (Rasmussen et al., 2010). No Brasil,
por sua vez, os primeiros trabalhos voltados para essa nova area do conhecimento sao datados
do ano de 2018 (Strauss, 2022).

Como exemplos, no cendrio Americano, t€ém-se a tese de doutorado em Arqueologia
de André Luiz Campelo dos Santos (Santos, 2020), que aborda a paleomigra¢do no
continente americano por uma perspectiva Arqueogenética. Em sua tese, foi realizada a
analise de dados genéticos de mais de 200 individuos antigos cujos remanescentes foram
evidenciados em sitios arqueoldgicos localizados em diversos paises das Américas. Estes
genomas antigos foram entdo comparados com um genoma de referéncia humano (Santos,
2020). Para além de seu trabalho, ha também trabalhos de conclusdo de curso (TCC) na
graduagdo em Arqueologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), voltadas para
uma abordagem da Arqueogenética; um deles voltado para uma andlise comparativa das
linhagens mitocondriais na América do Sul (Leal, 2021) e outra voltada para a identificacao

de ancestralidade Neandertal em individuos antigos do Brasil (Fernandes, 2021).
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Outro exemplo, ja citado nessa pesquisa, ¢ o trabalho de Sophie K. Joseph et al.
(Joseph et al, 2023) que se debruga sobre a adaptacdo de povos andinos no Equador a
elevadas altitudes, acabando por identificar regides no genoma — com forte pressdo seletiva
positiva — envolvidas com a resposta imunitaria associada a Tuberculose em povos indigenas
do Equador ha, pelo menos, 3000 anos (Joseph et al., 2023). Esse e outros trabalhos como os
de Kerner et al. (2021) e Wu et al. (2020) sdo exemplos de como a abordagem da
Arquegenética pode ser aplicada na identificagdo de marcadores genéticos de patologias nos
estudos de Paleopatologia e Arqueologia, sendo os marcadores genéticos, ou polimorfismos,
variacoes na sequéncia do DNA (Figura 1).

Nesse contexto, cria-se uma interdisciplinaridade com a area da Arqueologia da
Doenga — que, como apresentado anteriormente, ¢ uma ciéncia que conta com uma gama de
disciplinas (Roberts e Manchester, 2005) — ¢ com a area da Saude, que j& utiliza de
ferramentas como a bioinformatica — unido da biologia com as areas da ciéncia da
computagdo — para a analise, interpretacdo e processamento de dados bioldgicos. Entretanto,
apesar dos crescentes avangos ¢ melhorias nas andlises de DNA antigo, cabe salientar que a
extracdo da molécula de DNA antigo ¢ algo complicado. Isso porque, o efeito do tempo no
DNA ¢ severo, muitas vezes, reduzindo a molécula a poucos pares de base, pequenos
fragmentos de fita simples e universo de DNA contaminante (Strauss, 2022).

Logo, em virtude do severo dano que o tempo pode causar ao DNA, trabalhar em
cima de amostras de DNA antigo requer uma série de processos € etapas que envolvem,
muitas vezes, algoritmos complexos que necessitam de softwares especializados (Danecek et
al,, 2011). Em razdo disso, a Arqueogenética e outras ciéncias que se debrugam sobre o
DNA, utilizam em suas andlises o fruto do casamento perfeito entre a Biologia e a

Informatica: a Bioinformatica, esta que sera apresentada e discutida, brevemente, a seguir.

2.4 O Casamento entre duas Ciéncias: Conhecendo a Bioinformatica

Nos filmes de Jurassic Park tem-se a representacao sutil do fruto do casamento entre
duas grandes ciéncias: Biologia e Informatica, que ficou conhecido como Bioinformatica.
Podendo ser conceituada como a aplicagdo de ferramentas de computagao e analise a captura
e interpretacdo de dados biologicos (Bayat, 2002), a Bioinformatica ¢ um campo
interdisciplinar em rapido crescimento, essencial para o gerenciamento de dados na biologia e

medicina moderna (Bayat, 2002).
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O termo, e a utilizagdo, da Bioinformatica remonta a década de 1950, com os
primeiros sequenciamentos — e andlises — de aminodcidos e proteinas (Minardi, 2023).
Todavia, o termo sé se torna popular com o projeto de sequenciamento do genoma humano —
Projeto Genoma Humano 2000 — (Minardi, 2023). Em razao disso, na atualidade, esse ramo
da ciéncia tornou-se bastante conhecido quando associado aos estudos gendmicos (DNA).
Uma vez que, o Projeto Genoma Humano, particularmente, foi uma das principais conquistas
no campo da Bioinformatica (Bayat, 2002).

Entretanto, apesar de, desde a sua origem, estar mais fortemente associada a area
molecular, a Bioinformatica também se debruca sobre estudos funcionais, biomoleculares,
evolutivos, estruturais, producdes de genes, interagdes génicas, clinicos, dentre outros
(Cassanego, 2020; Minardi, 2023). Dessa forma, de acordo com Bayat (2002), as aplicagdes
dessa ciéncia sdo:

e Apresentacdo e analise de vias moleculares para compreender as interagdes
gene-doenga;

e Analise e previsao da estrutura e funcao de genes e proteinas;

e Analise de variagdes e expressao genética;

e Previsdo e deteccdo de redes de regulacdo genética;

e Modelagem complexa de dinamicas e redes reguladoras de genes

Por causa disso, essa ciéncia acaba por interagir com, e auxiliar, areas da biologia, da
medicina, da genética, da gendmica, protedOmica, transcriptomica, da engenharia, da fisica, da
computacao, da biomedicina, da quimica e muitas outras. De acordo com Cassanego (2020),
algumas das areas de atuacdo da Bioinformatica sdo:

e Medicina Molecular;

e Analise Forense;

e Estudos sobre mudangas climaticas;
e Estudos evolutivos e filogenéticos;
e C(Ciéncias Veterinarias;

e Terapias de Genes

Logo, trata-se de um campo interdisciplinar em rapido crescimento e adaptagao, pois,
uma ferramenta de bioinformatica — para ser considerada bem sucedida — precisa acompanhar

os avangos nas tecnologias de sequenciamento (Danecek et al., 2021).
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Todavia, como teria surgido essa interacdo — que geraria o casamento perfeito — entre
a Biologia e a Informatica? Bem, do mesmo modo que outras ciéncias reuniram inimeros
dados ao longo da historia, a biologia também reuniu uma grande quantidade. Areas como
protedmica, gendOmica, transcriptdmica e outras, reuniram uma gama de dados que
precisavam ser analisados. Isso porque “os dados sao como diamantes brutos que precisam
ser lapidados para produzir informagdes que gerem conhecimento” (Cassanego, 2020).

Dessa forma, a Bioinformatica ‘nasce’ como a aplicacdo da computagdo para uma
melhor compreensao e utilizagao efetiva dos dados biologicos e biomédicos (Minardi, 2023).
Em razao disso, houve um crescimento na demanda de ferramentas computacionais para a
analise, gerenciamento, integra¢do, modelacdo e visualizacdo dos dados biologicos, que estd
sempre em busca de ferramentas mais aprimoradas (Cassanego, 2020).

Essa busca tem sido um empreendimento global que vem resultando em redes
computacionais que permitiram cada vez mais facil e rapido acesso aos dados biologicos, e
que consentiram para o desenvolvimento de programas e software para a realizacdo da
analise rapida e sem ‘esforco’ (Bayat, 2002). Nesse contexto, se a Bioinformdatica ¢ uma
ciéncia de aplicacao de ferramentas para a analise de dados biologicos e biomédicos, vale
salientar de forma breve que a Biologia Computacional, que pode ser vista como area irma da
Bioinformatica, ¢ a responsavel pelo desenvolvimento de modelos e algoritmos que
solucionem os problemas que surgem da Bioinformatica (Minardi, 2023). Isso porque, as
ricas informagdes contidas no DNA — sejam os dados de alinhamento ou as variantes que
carregam — sofrem com uma série de etapas de processamento que, muitas vezes, requerem
softwares especializados (Danecek et al, 2021).

Nessa perspectiva, as principais ferramentas ligadas a Bioinformatica incluem
programas de computador e recursos disponibilizados pela internet , estes que sao cada vez
mais aprimorados para o desenvolvimento de softwares complexos com fungdes de recuperar,
classificar, analisar e armazenar dados de sequenciamento (Bayat, 2002). Com os avangos das
tecnologias de sequenciamento do genoma, e os projetos de sequenciamento em larga escala,
novos formatos de dados tornaram-se necessarios para a interoperabilidade, analise eficiente
e armazenamento compacto dos dados (Danecek et al, 2021).

Portanto, para a realizacdo de tais trabalhos, geralmente, os profissionais se utilizam
de programas computacionais como Anaconda — sua versao conhecida como Miniconda, ou a
Bioconda — com pacotes de softwares e ferramentas especificas para dados bioldgicos, sendo
todos baseados no gerenciador de ambiente CONDA e comandando pela linguagem de

programacao Python (Alves, 2006).
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Nos ambientes criados em qualquer um desses programas, o pesquisador pode instalar
ferramentas e pacotes de softwares especificos para o seu tipo de trabalho. Entre os formatos
de arquivo mais utilizados no campo da Bioinformatica estio o SAM (Sequence
Alignment/Map), especializado em armazenar alinhamento de leitura, e o VCF (Variant Call
Format), que ¢ utilizado para registrar informagdes sobre variantes genéticas, como os SNP
— Polimorfismos de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms) — (Danecek et al.,
2021).

Apesar da enorme contribui¢do que ambos os formatos tiveram, eles podem se tornar
lentos para analisar ou ineficientes para armazenar os dados dependendo do seu tamanho
(Danecek et al., 2021). Nesse cenario, para melhorar a interoperabilidade e as andlises, as
partes bindrias desses formatos sdo amplamente utilizadas pela Bioinformatica: o formato
BAM (Binary Alignment/Map) para os dados de alinhamento e o formato BCF (Binary Call
Format), versao binaria do VCF, projetada para manipular grandes volumes de dados de
variantes genéticas de forma mais rapida e eficiente (Danecek et al., 2021).

A primeira versdo online de ambos os formatos, encontrados nos pacotes de
ferramentas SAMtools (arquivo BAM) e BCFtools (arquivo VCF), apareceu em 1998; sendo
mantida e melhorada desde entdo. Os pacotes incluem ferramentas de conversao,
classificagdo, consulta, estatistica, chamada de variante e outros (Danecek et al., 2021).

Por fim, cabe salientar que apesar das melhorias e avangos tecnoldgicos, arquivos
extremamente grandes tém processamentos que necessitam de um alto grau de paralelizacao
em Clusters/agrupamento computacionais (Danecek et al., 2021). No proximo capitulo, serao
apresentados em detalhes os dados alvos deste processamento, e como eles podem ser

informativos em estudos de Arqueogenética e Arqueologia da Doenca.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo dos objetivos apresentados, a pesquisa passou por um processo de
levantamento bibliografico, tanto para a identificacdo dos polimorfismos associados a
infec¢do quanto para a compreensao da Arqueogenética, da Bioinformatica e da Arqueologia
da Doenca, bem como suas aplicacdes. No que concerne a compreensao dos conceitos e suas
aplicagdes, a busca voltou-se para livros e produgdes cientificas — em enderecos eletronicos

de artigos cientificos como PMC (https://pmc.ncbi.nim.nih.gov), Nature (https://www.nature.com),

PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov) — sobre os temas, estes que foram triados, discutidos

e apresentados no capitulo 2 do presente estudo.

\

Para o levantamento dos polimorfismos associados a infeccdo, a busca se deu de

forma exploratoria através de plataformas como: BMC (https://www.biomedcentral.com/) ,

National Center for Biotechnology (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) , National Library of

Medicine (https:/www.nlm.nih.gov/) ,ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) |,
Scientific  Electronic Library Online (https://scielo.org/en/) e Scientific reports

(https://www.nature.com/srep/) , através de: palavras-chaves, resumos, introdugdes e leituras

das produgdes cientificas e artigos, tendo sido feito uma triagem dos polimorfismos debatidos
nos textos para aqueles mais recorrentes em todas as obras trabalhadas. Sua apresentagao,
bem como as explicagdes por tras de cada escolha, serd apresentada a posteriori na préxima
se¢do deste capitulo.

Em segunda instancia, com o levantamento dos polimorfismos mais recorrentes e a
escolha das amostras a serem analisadas, sendo elas referentes aos 221 individuos trabalhados
por Santos em sua tese de doutorado (Santos, 2020) e trés individuos trabalhados por Lindo et
al. (Lindo et al., 2018) totalizando 224 individuos — foram utilizadas ferramentas da
Bioinformatica na busca dos polimorfismos.

Tal busca foi realizada fazendo uso do ambiente computacional de alta performance,
chamado SDumont, para a analise gendmica, bem como a utilizagdo do programa Anaconda,
em sua forma de Miniconda, para a instalacdo de pacotes e ferramentas computacionais que
realizaram desde a leitura e preparacdo das amostras até a busca pelos polimorfismos
estudados.

Dessa forma, equipando-se com a ferramenta computacional conhecida como
BCFtools (Danecek et al., 2021), utilizou-se da funcdo de filtragem e busca pelos
polimorfismos listados, especificamente associados a TB, no conjunto amostral aqui

trabalhado.


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7403954/
https://www.nature.com/articles/ng.2744
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11891304/
https://www.biomedcentral.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/
https://scielo.org/en/
https://www.nature.com/srep/
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O resultado final da busca dos polimorfismos na amostra leva a producdo de uma
tabela com todos os individuos que apresentam algum tipo de polimorfismo associado a
Tuberculose. Dessa forma, ¢ realizada a organizacao dos dados e a elaboragao de diferentes
tipos de graficos, como dispersdo e frequéncia, utilizando-se de ferramentas do programa
Microsoft Excel.

Por fim, munindo-se das concepg¢des tedricas adquiridas pelas leituras escolhidas, os
resultados obtidos serdo discutidos, dando-se foco na apresentacdo das implicacdes e
possibilidades dos mesmos para a presente pesquisa, bem como pesquisas futuras. Nas
proximas segdes deste capitulo, apresentaremos os polimorfismos levantados, as amostras a
serem analisadas e as principais ferramentas, e processos, da busca pelos polimorfismos nas

amostras através da Bioinformatica.
3.1 Conhecendo os Caminhos: Apresentando os Polimorfismos

Nos processos que atuam no dogma central da biologia molecular, tais como a
duplicacdo, transcricdo e tradugdo do coddigo genético e sua transformagdo em proteinas,
podem ocorrer mudangas — aleatorias — nas bases que constituem o DNA. Essas mudancas
sdao conhecidas como mutagdes. Quando a frequéncia dessa mutagao € maior que 2% em uma
unica populacdo, essa variacdo passa a ser chamada de polimorfismo genético (Souza et al.,
2019), sendo o mais comum o Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP).

Isso porque, a diferenga gendmica entre dois individuos, quando comparados, ¢ de
0,01%, ou seja, 1 em cada 1000 apresenta alguma distingdo com relagao a posi¢cdo das bases
nitrogenadas — adenina, citosina, guanina e timina (Santos, 2020). Logo, os estudos
gendmicos consideram apenas esse unico polimorfismo, pois analisar 99,9% de dados
similares seria inviavel (questdes de tempo e monetarias), principalmente, quando se leva em
conta o tamanho do genoma humano: mais de 3 bilhdes de bases nitrogenadas (Santos, 2020).

Nessa perspectiva, a primeira parte da pesquisa foi dedicada a um levantamento
acerca dos Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP) associados a Tuberculose (TB). Para
tal, buscaram-se textos que trabalhassem a andlise de DNA — antigo e moderno — nas
pesquisas sobre TB e sua relagdo com fatores genéticos. Através dos bancos de dados, tais

como: BMC (https://www.biomedcentral.com/) ,National Center for Biotechnology

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ,National Library of Medicine (https:/www.nlm.nih.gov/)

,ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) ,Scientific Electronic Library Online

(https://scielo.org/en/) e Scientific reports (https:/www.nature.com/srep/) — foi possivel
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chegar aos polimorfismos mais discutidos até o presente momento (mar¢o de 2024), em

grupos modernos, associadas a suscetibilidade ou resisténcia a TB. Sao eles:

Tabela 2 - Polimorfismos associados a suscetibilidade a Tuberculose.

SNP GENE CROMOSSOMO POSICAO Autores
TYK2
rs34536443 P1104A 19 10463118 Kerner et al, 2021

rs3804099 TLR2 4 154624656  Wau et al,2020; Varshney,2022
rs5743708 TLR2 4 154626317 Varshney,2022
rs4833095 TLR1 4 38799710 Varshney,2022
154986790 TLR4 9 120475302 Varshney,2022
154986791 TLR4 9 120475602 Varshney,2022

rs352139 TLR9 3 52258372 Varshney,2022
1s5743867 TOLLIP 11 1328351 Wau et al,2020

Fonte: Autoria Propria (2024)

Tabela 3 - Polimorfismos associados a resisténcia a Tuberculose.

SNP GENE CROMOSSOMO  POSICAO Autores
rs11536889 TLR4 9 120478131 Wau et al, 2020
1s3750920 TOLLIP 11 1309956 Wau et al, 2020
rs5743618 TLR1 4 38798648 Varshney et al,2022
rs7873784 TLR4 9 120478936 Varshney et al,2022
rs5743810 TLR4 4 38830350 Varshney et al,2022
rs5743836 TLR9 3 52260782 Varshney et al,2022

Fonte: Autoria Propria (2024).

A priori, fechou-se o nimero de polimorfismos a serem analisados na presente
pesquisa em 14, sendo 8 relacionados a suscetibilidade e 6 a resisténcia. Nesse cenario, o
levantamento — e a escolha — de polimorfismos corrobora os estudos que relataram que
diferentes genes da via TLR — receptores do tipo Toll/Toll Like Receptors que compde o
sistema imunoldgico inato — (como os apresentados na tabela) ativam a resposta imune
celular e podem afetar a susceptibilidade individual a TB (Wu et al., 2020). Isso porque, os
TLR sdo parceiros importantes do sistema imunoldgico que protegem o hospedeiro contra
infecgdes microbianas (Varshney et al, 2022), bem como sdo mediadores essenciais da
resposta individual a diversos patogenos e desempenham um papel central na etiologia de

doengas humanas comuns, incluindo a TB (Wu et al., 2020).
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Entretanto, cabe salientar que alguns polimorfismos no gene TLR ficaram de fora. Os
SNP rs1898830 e rs3764880 (gene TLR2 e TLRS respectivamente) — todos apontados como
causadores de suscetibilidade a infec¢do da TB — foram descartados pelos seguintes motivos:
O primeiro deles, referente ao SNP (rs1898830), deu-se em virtude desse polimorfismo ter
sido discutido no trabalho de Wu et al. (2020), estando associado as populagdes Han e
Tibetana. No entanto, analises mais recentes ndo confirmaram a sua relacdo direta com a
suscetibilidade a TB, mesmo que tenham sido analisados (Varshney et al., 2022; Chen et al.,
2023). O segundo motivo, referente ao rs3764880, se deu em virtude dessa alteracdo
acontecer no cromossomo X, ndo sendo foco do presente trabalho abordar os cromossomos
sexuais.

Ademais, cabe pontuar também, que dois dos polimorfismos considerados na anélise,
o primeiro relacionado a suscetibilidade e o segundo a resisténcia contra a TB, o SNP
rs5743867 (gene TOLLIP) e o rs11536889 (gene TLR4), sdo associados a populagdes
especificas. O do gene TOLLIP a populacdes Africanas e o do TLR4 populacdes tibetanas
(Wu et al., 2020). Além disso, cabe mencionar também, que para Chen et al. (2023) o
polimorfismo TLR2 — rs5743708 — ¢ o que apresenta uma significativa associagdo com o
maior risco de Tuberculose. Por fim, cabe pontuar que nem todos os polimorfismos
associados & TB estdo relacionados com os TLR. E o caso do da variante P1104A (gene
TYK2) discutida no trabalho de Kerner et al. (2021), no cendrio da europa neolitica.

Outrossim, cabe ressaltar que, a busca pelos polimorfismos conduziu a cromossomos
especificos (tabelas 2 e 3) que foram o alvo da presente pesquisa, ou seja, nas amostras
antigas buscou-se nesses cromossomos o0s polimorfismos listados. Destarte, apés um breve
apanhado sobre o levantamento acerca dos polimorfismos associados a TB, na proxima se¢ao
iremos nos debrugar sobre as amostras que serdo utilizadas no desenvolvimento da presente
pesquisa.

3.2 Um olhar sobre as Américas: Apresentando as Amostras

Como mencionado anteriormente, para a realizagdo da presente pesquisa serdao
analisados individuos nativos-americanos ja sequenciados geneticamente, em que os dados
jé se encontram publicados em trabalhos sobre gendmica (Lindo et al., 2018; Santos, 2020).

Nesse contexto, os remanescentes a serem trabalhados sdo provenientes de distintos
sitios arqueoldgicos de 8 paises do continente Americano, sdo eles: 12 da Argentina, 3 do
Belize, 20 do Brasil, 45 do Canada, 19 do Chile, 95 dos Estados Unidos da América (EUA),

1 da Groenlandia, 11 do México e 18 do Peru. Dessas amostras, 221 foram trabalhadas por
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Santos (Santos, 2020) e as outras 3, localizadas especificamente no Peru, foram trabalhadas

por Lindo et al. (Lindo et al., 2018).

Figura 5 - Distribui¢do das amostras.
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Fonte: Autoria Propria ( 2024 )

Cronologicamente, de forma estimada, variam do Pleistoceno ( >12.000 antes do
presente) até os periodos de contato e pds-contato com os europeus, os ultimos 500 anos
aproximadamente (Santos et al., 2022). Para mais detalhes sobre as amostras consultar os
autores ja citados (Lindo et al., 2018; Santos, 2020). Destarte, na proxima e ultima secio
sobre a metodologia, sera apresentado, de forma sucinta, a aplicagdo da Bioinformatica em
um processo conhecido como “Chamada de Variante", este que objetiva buscar nas amostras

aqui apresentadas os polimorfismos discutidos anteriormente.
3.3 Aplicando a Bioinformatica: Chamando uma Variante

A extracdo e andlise de DNA antigo (ancient DNA), realizada através de ossos
arqueologicos, tem se tornando comum na Europa e na América do Norte para a resolugdo de
inimeros problemas, incluindo a identificacio de doengas (Hermann; Hummel, 1994;
Hummel, 2007 apud Santos, 2020).

Para a obtencdo dos dados genomicos, as amostras extraidas sdo submetidas ao
processo de sequenciamento da Proxima Geragdo (Santos, 2020) que permite a obtencao de

fragdes do genoma (Santos, 2020). Nessa perspectiva, partindo de uma analise comparativa,



39

os dados sequenciados das amostras sao comparados com o genoma de referéncia humano —
GRCh37 — pois essa foi a versdo utilizada nas publicagdes originais desses genomas,
disponivel na internet (Santos, 2023), em busca de polimorfismos. Nesse processo, se faz
necessario a utiliza¢do de técnicas e métodos — especificos e ideais — da Bioinformatica.

Como ambiente ideal, no desenvolvimento da presente pesquisa, para analise do
genoma completo, foi utilizado o supercomputador de alta performance para analise
genOmica, conhecido como SDumont, sendo que sua utilizagdo sé foi possivel gragas a
aprovacao do projeto do LEARQ na chamada interna 08/2023 (PROPESQI/UFPE). Nesse
sentido, seguindo os tutoriais de instalacdo para Windows 10, disponibilizado pela equipe que
cuida do supercomputador, foram instalados os aplicativos Winfix e Cisco VPN client.

Uma vez instalados, através do login e da senha especifica para cada usuario, bem
como cddigos de linguagem computacional Python, torna-se possivel acessar as paginas para
a realizacao das andlises. Cabe ressaltar que, cada usuario — do Projeto LEARQ que foi
submetido na chamada interna de utilizagdo do Supercomputador — possui uma cota
individual de armazenamento. Entretanto, apesar de ser um valor consideravel, ndo ¢ o
suficiente para andlises de genoma maiores e mais complexos. Nessa perspectiva, para a
realizacdo da pesquisa, sera utilizado a pasta compartilhada Scratch que possui um
armazenamento maior do que a cota individual oferecida a cada usuario.

Contudo, cabe salientar que, apesar de possuir uma maior quantidade de
armazenamento, todos os arquivos dessa pasta sdo excluidos apds o tempo de 60 dias. Dessa
forma, ficou acordado que a pesquisa seria realizada na pasta Scratch e os resultados, bem
como outros dados necessdrios, seriam enviados para a pasta Home, que como dito
anteriormente, cada usuario possui a sua.

Outrossim, no ambiente ideal do SDumont, e utilizando-se de ferramentas apropriadas
como Anaconda, ou melhor dizendo, Miniconda, as amostras seriam preparadas — iniciando
pelo genoma de referéncia — seguindo os moldes do que ¢ exemplificado no tutorial
AAAGs_2018".

Nessa perspectiva, com a finalizacdo da preparacdo do genoma de referéncia, inicia-se
a preparagao das amostras seguindo o mesmo tutorial utilizado para o de referéncia, ou seja,
arquivos FASTA, FASTQ, SAM, BAM e VCF (Danecek et al.,2021). Nessa etapa, as
amostras sdo organizadas, lidas e analisadas estatisticamente, dando ao pesquisador uma

visdo do estado de suas amostras e como isso pode influenciar no andamento da pesquisa.

4 https://github.com/Saqui-omics/AAAGs 2018/tree/master/Session?2 ReadAlignment VariantCalling
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Além disso, ¢ nesse momento que os arquivos das amostras sdo convertidos em arquivos
mais leves — chamados de BAM — para facilitar o processamento dos mesmos.

Ademais, com as preparagdes feitas, realiza-se a comparacdo entre o genoma de
referéncia e as amostras analisadas em busca de polimorfismos; no processo conhecido como

“Chamada de Variante". Tal mapeamento acontece, de forma resumida, da seguinte forma:

e Os arquivos Bam, apds as andlises métricas, sdo convertidos em arquivos GVCF e
nesses arquivos serdo listados todas as variantes encontradas nas amostras
(AAAGs_2018);

e Utilizando-se de uma ferramenta especifica — Bcftools — é realizado, nos arquivos
GVCF, uma contagem de individuos, nome desses individuos e uma contagem de
variantes/polimorfismos; gerando um arquivo VCF;

e Ao fim desse processo, o arquivo VCF gerado podera ser aberto na plataforma do
Excel, ou Planilhas do Google, local em que os dados serdo trabalhados;

e Nessas plataformas, Excel ou Planilha do Google, os dados se apresentam — de forma
geral — em uma linguagem binaria de 0 e 1; sendo 0/0 referente a nenhum
polimorfismo, ou seja, a amostra analisada esta igual ao genoma de referéncia na
parte em que foi analisada, ¢ o 1/1 ou o 0/1 apontando para a presenga do

polimorfismo buscado.

Figura 6 - Arquivo VCF ao ser aberto na plataforma da planilha do google/excel.

A B c D E F G H I J K L M N
#CHROM [ pOS D REF ALT Kennewick 10038 10719 11128 USRL 125 158 167 168
4 154608453 rs1898830 . . /. /. 0/1
4 154624656 rs3804099 A A 0/0 1/1 0/1
4 154626317 55743708 /. /- /. / /.
1 159005649 rs1772408 1/1 Y1 /. /- 0/1
9 120478131 rs11536889 . . A /

1 1309956 53750920 . WA A /

o6 > 6 >
06 >0060

Fonte: Autoria Propria (2024)

Outrossim, com os dados inseridos na plataforma das Planilhas do Google, ou Excel,
torna-se possivel a construgdo de informagdes estatisticas — graficos — de distribui¢cdo desses
genes pelo continente Americano antes da colonizagdo, sendo possivel apontar a area de
maior ou menor incidéncia. Além disso, também ¢é passivel de andlise a frequéncia desses
genes, bem como pontuar se hd uma maior predominancia de genes ligados a susceptibilidade
ou resisténcia a infec¢do no continente Americano antes do contato.

Logo, tal analise permitird responder ao questionamento realizado — pois seria

possivel ver se hd ou ndo os polimorfismos ligados a TB — bem como, dependendo dos
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marcadores conseguidos e suas distribui¢des, permitird levantar questionamentos sobre a
ancestralidade desses individuos e a evolucao da doenca no territorio estudado. Destarte, a
proxima se¢do serd dedicada a apresentacdo dos resultados encontrados apds a andlise das

amostras assim como breves discussoes e consideragdes sobre 0s mesmos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa das andlises refere-se a levantar quais SNP (Polimorfismo de
Nucleotideo Unico) foram encontrados apoés a “Chamada de Variante”. Dentre os 14
polimorfismos levantados, sendo 8 de suscetibilidade e 6 de resisténcia, 11 foram
evidenciados no processo descrito acima (Tabela 4), sendo tal achado um indicativo da
presenga dessas alteracdes gendmicas nos individuos analisados.

Tabela 4 - Polimorfismos encontrados no processo da “Chamada de Variante”. Os vermelhos causam
suscetibilidade a infec¢@o, enquanto os azuis, resisténcia. A coluna dos cromossomos indica a localizagio
cromossomica de cada SNP, estando os polimorfismos listados distribuidos nos cromossomos 3,4,9 ¢ 11. A
posicao exata de cada SNP no cromossomo, descrita em coordenadas gendmicas, ¢ dada na coluna de posicao.
A coluna do gene faz referéncia a parte do que esta sofrendo alteracdo. O ID, por sua vez, ¢ como esse SNPs ¢
catalogado nos bancos de dados da area molecular.

CROMOSSOMO POSICAO GENE ID

3 52258372 TLRY 1s352139

3 52260782 TLR9 155743836
4 38798648 TLR1 155743618
4 38799710 TLR4 154833095
4 38830350 TLR4 155743810
4 1,55E+08 TLR2 153804099
4 1,55E+08 TLR2 155743708
9 1,20E+08 TLR4 1511536889
9 1,20E+08 TLR4 157873784
11 1309956 TOLLIP 1s3750920
11 132835 TOLLIP 155743867

Fonte: Autoria propria ( 2024 )

Dentro das amostras analisadas, que totalizam 224 individuos, 77 apresentaram pelo
menos 1 dos SNPs apontados, estes que se distribuem pela América da seguinte forma
(Figura 7): 4 na Argentina, 2 em Belize, 9 no Brasil, 14 no Canada, 8 no Chile, 25 nos
Estados Unidos, 1 na Groenlandia e 14 no Peru. Nos 11 individuos analisados do México nao
foram encontradas nenhuma das variantes listadas. Esse resultado pode ser em fun¢do da

degradagdo das amostras analisadas (seja em fun¢do do tempo, do ambiente na qual estiveram
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inumadas ou até mesmo de como a amostra foi acondicionada etc.) ou da metodologia

empregada para a extragdo e sequenciamento do material genético.

Figura 7 - Distribui¢do dos SNPs no continente americano.

Fonte: Autoria propria ( 2024 )

Tabela 5 - Localizag¢do e Datagdes dos individuos analisados.

Individuos Pais Sitios Datacao
10309 Argentina Arroyo Seco |l 7.800-7.500
12230 Argentina Arroyo Seco I 8.960-8.380
18349 Argentina Laguna Chica 6.780-6.650

Aconcagua Argentina Cerro Piramidal 500
15456 Belize Saki Tzul 7.440-7.310
15457 Belize Saki Tzul 7.460-7.320
CP18 Brasil Lapa do Santo 9.550-9.470
CP19 Brasil Lapa do Santo 10.160-9.600
CP21 Brasil Lapa do Santo 9.410-9.090
CP22 Brasil Lapa do Santo 9.670-9.490
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CP23 Brasil Lapa do Santo 9.550
CP25 Brasil Lapa do Santo 9.680-9.530
LAROO1 Brasil Laranjal 6.660-6.450
SUMIDOUROG6 Brasil Gruta do Sumidouro >10.000
SUMIDOURO5 Brasil Gruta do Sumidouro >10.000
516 Canada GbTo-36 N/A
158 Canada GbTo-23 2.740-2.350
168 Canada GbTo-18 2.330-1.840
181 Canada GbTo-23 2.250-1.770
311 Canada GbTo-31 1.670-1.280
357 Canada GbTo-31 N/A
365 Canada GbTo-31 1.890-1.440
413 Canada GbTo-23 1.500-1.140
468 Canada GbTo-33 1.500-1.130
470 Canada GbTo-33 1.180-800
507 Canada GbTo-36 1.890-1.410
532 Canada GbTo-36 N/A
CK-13 Canada Lucier 4.853-4.837
19651 Canada Big Bar Lake 6.000
111974 Chile Los Rieles 11.140-10.730
11752 Chile Conchali 650-540
1753 Chile Los Rieles 5.310-4.870
1754 Chile Conchali 910-740
12537 Chile Pica Ocho 720-570
895 Chile N/A N/A
5832 Chile Punta Santa Ana-1 6.500
A460 Chile Cueva Ayayema 4.500
Kennewick Estados Unidos Columbia River, WA 8.400-8.690
10719 Estados Unidos Chaluka Midden, AK 700-310
11118 Estados Unidos Warm Cave, AK 500-130
11125 Estados Unidos Ship Rock Island, AK 710-440
11128 Estados Unidos Warm Cave, AK 560-250
15320 Estados Unidos Tochak McGrath, AK N/A
15321 Estados Unidos Tochak McGrath, AK N/A
15319 Estados Unidos Tochak McGrath, AK 900-550
USR1 Estados Unidos Upward Sun River, AK 11.600-11.270

Anzick-1

Estados Unidos

Anzick, MT

12.722-12.590
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Ala1 Estados Unidos Sii Taupentak, CA N/A
CR-01 Estados Unidos Santa Cruz Island, CA 764-561
PS-09 Estados Unidos Point Sal, CA N/A

San Clemente Island,
SC-03 Estados Unidos CA 665-485
San Clemente Island,
SC-05 Estados Unidos CA 760-561
SM-02 Estados Unidos San Miguel Island, CA 465-150
SN-11 Estados Unidos San Nicolas Island, CA 714-517
SN-13 Estados Unidos San Nicolas Island, CA 508-276
SN-17 Estados Unidos San Nicolas Island, CA 4.774-4.342
SN-44 Estados Unidos San Nicolas Island, CA 4.819-4.450
AHUR 2064 Estados Unidos Spirit Cave, NV 10.000
Lovelock1 Estados Unidos Lovelock Cave, NV 2.000
Lovelock?2 Estados Unidos Lovelock Cave, NV 1.900
Saqqaq Groelandia Qegertasussuk 4.000
CP29 Peru Cuncaicha 9.240-8.770
CP8 Peru Cuncaicha 4.290-4.080
CUNO008 Peru Cuncaicha 3.370-3.180

10038 Peru Lauricocha 8.730-8.520
10039 Peru Lauricocha 8.580-8.420
10041 Peru Lauricocha 8.580-8.420
11357 Peru Botigiriayocc 880
11484 Peru Botigiriayocc 900-730
11485 Peru Cueva Yacotogia 1.160-960
12261 Peru La Galgada 4.230-3.980
12551 Peru Huayuncalla 910-740

IL2 Peru Rio Uncallane N/A
IL3 Peru Rio Uncallane 1830
IL4 Peru Rio Uncallane 1630

Fonte: Autoria propria ( 2024 ). Para dados das amostras, ver Lindo e colegas (2018) e Santos (2020).

Nesse contexto, ap0s retirar todas as amostras em que ndo foi possivel fazer nenhuma
leitura, em virtude da degradagdo do proprio material genético analisado, elaboraram-se
graficos para uma melhor visualizagdo dos resultados conseguidos. O primeiro grafico
realizado foi um de frequéncia, entre os SNP de suscetibilidade versus os de resisténcia, para

se visualizar qual lado seria mais predominante nas Américas pré-contato.
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Grafico 1 - Proporgdo de variantes associadas a Suscetibilidade e Resisténcia a Tuberculose no
Continente Americano antes da Colonizagao.

Resisténcia ( 46 )
31.7%

Suscetibilidade ( 99)
68,3%

Fonte: Autoria propria ( 2024)

Como demonstrado pelo grafico acima, no territério Americano antes da colonizacdo
havia uma maior suscetibilidade a infec¢do da Tuberculose, sendo este cenario visualizado

nas Américas do Norte (Grafico 2) e a do Sul (Grafico 3).

Grafico 2 - Propor¢ao de variantes associadas a Suscetibilidade e Resisténcia na América do Norte
antes do contato.

Resisténcia (32)
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Suscetibilidade (57)
64,0%

Fonte: Autoria propria ( 2024 )
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Para a Mesoamérica, infelizmente, em virtude da nao leitura de dados nos individuos
do México, ficou-se apenas com as duas amostras de Belize. Se levarmos esses dados em
voga, apesar do pequeno nimero de individuos sequenciados, para a parte central da América

pode-se supor uma maior suscetibilidade a Tuberculose.

Grafico 3 - Proporgdo de variantes associadas a Suscetibilidade e Resisténcia na América do Sul antes
do contato.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Em um quadro geral, em busca de se ter uma visualizagdo de como esses SNP se
distribuem pelos paises, elaborou-se um grafico de dispersao dessas alteragdes (Grafico 4) em
que ¢ possivel ver que os Estados Unidos, por possuir o maior numero de individuos
sequenciados, ¢ o que apresenta o maior nimero de individuos com alteragdes — seja ela de
suscetibilidade, resisténcia ou ambas.

Entretanto, uma maior quantidade absoluta de sequenciamentos ndo expressa uma
maior ou menor suscetibilidade ou resisténcia a TB. Em razao disso, o Brasil, a Argentina e o
Peru apresentam uma das maiores porcentagens de suscetibilidade a infec¢do (90%, 80%,
70%) respectivamente, e o Canada, ao contrario dos paises Sul americanos, apresenta a maior
porcentagem (quase 50%) de alteracdes de resisténcia contra a infec¢do. Todavia, para
inferéncias mais profundas sobre tal distribui¢do e dispersdo, serdo necessarios novos

sequenciamentos nos paises em questao.
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Grafico 4 - Dispersao dos SNP de Suscetibilidade e Resisténcia nos paises analisados.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Ademais, se focarmos nos genes que mais sofrem mutacdo, ndo fazendo distingdo se
essa alteracdo oferece uma maior suscetibilidade ou resisténcia a doenga, o gene em foco
acaba por ser o TOLLIP, uma proteina ‘Toll-interacting’ que atua como regulador das
respostas imunoldgicas inatas que sdo mediadas pelo receptor Toll-Like — TLR — (Capelluto,

2012).

Grafico 5 - Proporgdo dos genes analisados predominates nas Américas pré-contato.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Para além deste, destacam-se também os genes TLR4 e TLRI1, que sdo genes ja

estudados e associados a uma maior suscetibilidade a infec¢cdo (Shah et al., 2013; Wu et al,,
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2020). Tal contexto apresenta uma relacdo entre esses dois genes que € corroborada por
outros trabalhos (Capelluto, 2012; Shah et al, 2013; Wu et al., 2020), uma vez que o
TOLLIP atua como um critico regulador da via TLR em humanos e essa regulacio
desempenha um papel na suscetibilidade a Tuberculose.

Isso porque, o patdgeno causador da TB em humanos (M.tb) ¢ inicialmente discernido
pelo TLR4 e TLR2, posteriormente interagindo com a proteina de alteracdo Toll (TOLLIP)
para ativacdo dos macrofagos (Wu et al, 2020). Destarte, alteracdes nessa cadeia de
sinalizacdo, afeta a suscetibilidade do individuo a infec¢do, visto que a modificagdo nessa
cadeia interrompe a produgdo de citocinas e células importantes para a defesa do corpo.

Por sua vez, ao olharmos separadamente cada América, observa-se na América do
Sul a prevaléncia do gene TOLLIP (Gréafico 6), enquanto na América do Norte prevalece o
TLR4 (Grafico 7). A Mesoamérica, apesar de possuir apenas dois individuos sequenciados no
Belize que permitiram a leitura, tende para uma possivel predominancia do Gene TOLLIP,
sendo esse o Unico SNP encontrado nesses individuos. Tal contexto, salienta novamente que a
quantidade absoluta de amostras ndo significa uma maior ou menor suscetibilidade ou
resisténcia a infeccdo. Outro fator, que diferencia as Américas, ¢ a América do Norte
apresentar o maior indice de alteragcdes no gene do TLR2, que ¢ o mais associado a uma
maior suscetibilidade a infeccdo por TB (Tientcheu, 2017; Wu et al., 2020), enquanto a
América do Sul — dentro da presente andlise — ndo apresenta nenhum individuo com essas

caracteristicas.

Grafico 6 - Proporgdo dos genes predominantes na América do Sul antes do contato.
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Fonte: Autoria propria ( 2024 )
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Partindo disso, ao direcionarmos atencdo a América do Sul, nota-se constancia do
Gene TOLLIP e sua variavel, com baixa incidéncia de alteracdes nos genes TLR e baixa
presenga de polimorfismos associados a resisténcia na regido. Tal predominancia, pode estar
associada a: ancestralidade, aleatoriedade e/ou contextos epigenéticos de adaptacdo a um
determinado ambiente e estilo de vida pretérito. Para elucidar essa, e outras questdes, novos
trabalhos sdo necessarios, mas € possivel pontuar a possibilidade de parte da populacdo do
continente ser mais suscetivel a infec¢do, o que pode ter sido um fator que aumentou as
probabilidades de morte por Tuberculose com a chegada dos colonizadores, e que a TB pode
ter atuado como uma pressao seletiva nas sociedades agricolas, como as dos Andes (Joseph et
al., 2023), antes do contato europeu.
Para o Norte da América (Grafico 7) o contexto se inverte, uma vez que existe a
predominancia das alteragdes no gene TLR4, principalmente da sua variavel rs5743810 que

oferece uma maior resisténcia a infec¢do, sendo tal panorama mais comum no Canada.

Grafico 7 - Proporg¢do de genes predominantes na América do Norte antes do contato.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Tal contexto pode ter fornecido, em especial aos grupos do Canad4, uma maior
resisténcia a patologia quando a linhagem europeia foi trazida para o continente americano.
Todavia, tal possibilidade nao ¢ fortemente corroborada pelos dados levantados - em virtude
da maior frequéncia de suscetibilidade em um contexto geral, o que pode ter culminado em

mortes mais rapidas pela doenga com o advento da colonizagao - e pelo ponto de nao ter sido
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possivel, por razdes da propria degradacao dessas partes do genoma nas amostras canadenses,
leituras mais complexas para esses individuos.

Ao falarmos dos SNP ao invés dos genes, existe uma forte predominancia, em toda
América, do polimorfismo rs5743867 que ocorre no gene TOLLIP e oferece uma maior
suscetibilidade a infec¢ao por Tuberculose, o que corrobora o indicativo do gene TOLLIP ser
o mais predominante no contexto geral da América pré-contato. Esse SNP foi encontrado em
populagdes na Uganda (Africa Oriental), mas ndo em populagdes Tibetana e Han (Wu et al.,
2020). Para além deste, os polimorfismos que aparecem com mais frequéncia ¢ o rs5743810,
associado ao TLR4 ¢ oferece uma maior resisténcia a infecc¢ao, ¢ o rs4833095, relacionado ao

TLR1 e associado a uma maior suscetibilidade a infeccao.

Grafico 8 - Propor¢do das variantes (SNP) associados a TB presentes na América pré-contato, com a nitida
predominancia do rs5743867.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Apesar dessa predomindncia em um contexto geral, a América do Norte (Grafico 9),
de forma oposta, apresenta uma maior frequéncia do rs5743810, associado ao TLR4, que

oferece uma maior resisténcia a doenga, corroborando o que foi apontado anteriormente.
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Grafico 9 - Propor¢ao das variantes (SNP) associados a TB presentes na América do Norte, com a nitida
predominancia do rs5743810.
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A América do Sul (Grafico 10), por sua vez, segue o panorama geral e apresenta, em
grande frequéncia, o rs5743867, associado ao gene TOLLIP, oferecendo uma maior
suscetibilidade a infec¢do, corroborando a discussao anterior.

Grafico 10 - Proporg¢éo das variantes (SNP) associados a TB presentes na América do Sul, com a nitida
predominéncia do rs5743867.
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Dessa forma, nota-se uma predominancia de alteragdes no grupo dos TLR na parte
norte do continente, as vezes em um mesmo sitio, como: GbTo 31 (Canada), Lovelock
(Estados Unidos); enquanto a parte sul sofre com uma maior modificacdo no gene TOLLIP,
em individuos do mesmo sitio, como: Lapa do Santo (Brasil), Rio Uncallane (Peru); o que ¢
um possivel indicativo de uma maior suscetibilidade da populagdo nesta parte do continente.

Esse contexto, assim como a predominancia dos marcadores associados a
suscetibilidade, sdo corroborados quando analisamos os dados por um viés cronoldgico de
dois intervalos de tempo: Intervalo 1 ( > 12.000 a 6.000 anos AP) e Intervalo 2 ( 5.000 a 500
anos AP); sendo estes escolhidos em fung¢do da maior frequéncia de individuos nesses
espagos.

A vista disso, os graficos seguintes ( 11, 12 ¢ 13) apresentam a predominancia dos
marcadores associados a suscetibilidade a TB nas Américas no primeiro intervalo escolhido,

sendo essa predominancia levemente maior na parte Sul do Continente.

Grafico 11- Proporg¢ao de variantes associadas a Suscetibilidade versus Resisténcia nas Américas no Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)
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Grafico 12 - Proporg¢ao de variantes associadas a Suscetibilidade versus Resisténcia na América do Norte no
Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)
Grafico 13 - Proporgéo de variantes associadas a Suscetibilidade versus Resisténcia na América do Sul no
Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)

O cendrio se perpetua no segundo intervalo, o que corrobora a predominancia da
suscetibilidade de uma forma geral, todavia, no segundo intervalo ¢ possivel visualizar,

principalmente na América do Norte, um aumento associado a resisténcia contra a infecgao.
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Grafico 14 - Proporg¢éo de variantes associadas a Suscetibilidade versus Resisténcia nas Américas no Intervalo
2.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Grafico 15 - Proporgéo de variantes associadas a Suscetibilidade versus Resisténcia na América do Norte no
Intervalo 2.
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Grafico 16 - Proporgao de variantes associadas a Suscetibilidade versus Resisténcia na América do Sul no
Intervalo 2.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Esse aumento da resisténcia, em contextos mais recentes, acompanha uma mudanca

nos genes dominantes nas Américas nos distintos intervalos de tempo, com variagdes entre a

parte Norte e Sul da regido. De forma geral, corroborando os resultados anteriores, no

intervalo 1 existe a predominancia das variantes no gene TOLLIP nas Américas (grafico 17),

especialmente na América do Sul (grafico 18). Todavia, ndo se observa essa predomindncia

na América do Norte (grafico 19); regido em que predomina as alteragdes no gene TLR como

apontado nos resultados anteriores.

Grafico 17 - Proporcdo dos genes associados & TB nas Américas no Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)
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Grafico 18 - Propor¢ao dos genes associados a TB na América do Sul no Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Grafico 19 - Proporgao de genes associados a TB na América do Norte no Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)

No segundo intervalo cronoldgico ainda ¢ possivel observar a predominancia do gene
TOLLIP, principalmente, na América do Sul. Entretanto, nesse intervalo mais recente, da
mesma forma em que ¢ possivel visualizar um aumento nas alteragdes de resisténcia, também
¢ possivel observar um aumento na frequéncia dos gene TLR, principalmente do TLR4,

especialmente, na América do Norte.
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Grafico 20 - Propor¢do de genes associados a TB nas Américas no Intervalo 2.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Grafico 21 - Propor¢éo de genes associados a TB na América do Sul no intervalo 2.
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Grafico 22 - Proporgdo de genes associados a TB na América do Norte no Intervalo 2.
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Ademais, finalizando o esbo¢o cronoldgico, ao analisar a variagdo (SNP)
predominante nas Ameéricas nos distintos intervalos de tempo j& discutidos, chegou-se aos
seguintes resultados: Predominancia da alteragdo rs574367 — no gene TOLLIP — associada a
Suscetibilidade, porém, existe um aumento das variagdes associadas ao gene TLR e o
surgimento de uma nova variante, a rs3750920, também no gene TOLLIP, no intervalo 2

(grafico 24).

Grafico 23 - Proporgdo dos SNP associados a TB na América no Intervalo 1.
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Fonte: Autoria propria (2024)



Grafico 24 - Proporgdo dos SNP associados & TB na América no Intervalo 2.
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21,6%

O surgimento dessa variante, que acomete o gene TOLLIP e ¢ associada a resisténcia

e em contextos mais recentes.

contra Tuberculose, acontece no mesmo cenario do aumento de resisténcia contra a infecgdo

no intervalo de 5.000 a 500 anos AP; sua presenga sendo mais constante na América do Norte

O cendrio difere um pouco quando analisamos separadamente cada parte do

aproximadamente 4.500 anos AP.

continente. Na parte Sul, observamos a predominancia da alteragdo rs5743867 no gene
TOLLIP associada a suscetibilidade, corroborando os resultados anteriormente apresentados.
Essa predomindncia se perpetua em ambos os intervalos, entretanto, no segundo intervalo ela
estd associada a nova variante que surge nesse periodo — o SNP rs3750920 — que, de acordo

com os dados analisados, teve sua primeira aparicdo em um individuo do Chile de
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Grafico 25 - Propor¢do dos SNP associados a TB na América do Sul no Intervalo 1.
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Grafico 26 - Proporgdo dos SNP associados a TB na América do Sul no Intervalo 2.
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Para a parte Norte o cenario ¢ um pouco distinto, como apontado pelos resultados
anteriores. As variacdes predominates sdo aquelas presentes no gene TLR, apresentando uma
maior diversidade que o Sul. Além disso, a dominancia TOLLIP apontada nos resultados
anteriores em um contexto geral sem distingdo cronoldgica, ocorre em fun¢do do surgimento
da alteracdo rs3750920; esta que ¢ muito mais comum na regido Norte do que Sul,

especialmente, em contextos mais proximos da colonizagao.
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Grafico 27 - Proporgéo de SNP associados & TB na América do Norte no Intervalo 1.
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Grafico 28 - Propor¢do dos SNP associados a TB na América do Norte no Intervalo 2.
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Por fim, as andlises cronoldgicas corroboram os resultados anteriormente observados
e evidenciam uma maior variedade de alteragdes na parte Norte do continente. Além disso,
evidenciam o surgimento de uma nova variante, em um contexto cronologico especifico, o
que pode sugerir que essa apari¢do esteja ligada com o aumento da resisténcia a infecgdo

observado no mesmo periodo de tempo. Essa perspectiva pode nortear discussdes sobre
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possiveis cenarios que conduziram a esse contexto, tais como: 1) Variacdo ambiental; 2)
Mudanga Populacional; 3) Nova variante do patégeno; dentre outros.

Nesse contexto, os presentes resultados apoiam a premissa da existéncia de
marcadores associados a Tuberculose na América pré-contato, respondendo assim ao
questionamento levantado. Dentre os polimorfismos encontrados, ha uma predominancia
daqueles associados a suscetibilidade a infeccdo, o que levanta questdes acerca de uma maior
vulnerabilidade, a priori, por parte dos povos origindrios. Em razao disso, o gene que mais
sofre alteracdo no contexto das Ameéricas, incluindo a Mesoamérica observada pelas duas
amostras do Belize, ¢ o gene TOLLIP, mais especificamente alteragao conhecida como
rs5743867 que oferece uma maior suscetibilidade a infec¢do, estando presente em diferentes
individuos dentro de um mesmo sitio em paises como: Saki Tzul (Belize), Lapa do Santo
(Brasil), Gruta do Sumidouro (Brasil), Lucier (Canadd), Lovelock (Estados Unidos), Rio
Uncallane (Peru), dentre outros.

Dito isso, cabe salientar que os SNP levantados sdo associados a L4 — linhagem
europeia predominante nas Américas apos a colonizacdo (Joseph et al, 2023) — ou seja,
pode-se ndo ter a mesma associacao, de suscetibilidade ou resisténcia, a cepa existente nas
Américas antes da colonizagdo. Nessa perspectiva, € preciso pontuar que sao conhecidas até o
presente momento sete espécies de Mycobacterium que causam a tuberculose, sendo que esse
conjunto constitui o chamado Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Dentro desse
complexo, existe a espécie Mycobacterium tuberculosis (M.tb), ou bacilo de Koch, que ¢ a
bactéria responsavel pelo maior nimero de casos de tuberculose em humanos (Biblioteca
Virtual de Saude, 2007). Essa espécie, por sua vez, apresenta, até onde se sabe, sete distintas
linhagens, diferenciadas por pequenas alteracdes em seu genoma, especificas de determinadas
regides. Dentre elas estd a L4, ou linhagem Europeia, que ¢ a variante do M.tb mais comum
no mundo hodierno, tendo se tornado dominante nas Américas apds a colonizacao.

Todavia,de acordo Joseph e colegas (2023), existia nas Américas antes da colonizacao
uma cepa de Tuberculose com provavel origem zoonética. Para Krause e Trappe (2019), essa
cepa, muito provavelmente, teria vindo da Africa para as Américas pelo mar, ou seja, uma
transmissao zoonotica pelos animais marinhos. Isso porque, em concordancia com os autores
jé citados, a cepa pré-colombiana (encontrada em mumias peruanas), como eles se referem
em seu livro: “A jornada dos nossos genes: Uma histéria da Humanidade”, teria se originado
do mesmo ramo da Tuberculose bovina, tendo o seu ancestral comum divergido a 5.000 mil

anos em algum lugar da Africa.
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Nesse sentido, as comparacdes genéticas entre esse patdogeno encontrado nas miimias
peruanas e a cepa atual da TB, assim como essa cepa pré-colombiana ainda ser encontrada
em animais marinhos presentes no hemisfério sul (Krause e Trappe, 2019), corroboram uma
possivel transmissdo dessa cepa por esse animais que teriam vindo da Africa para as
Américas pelo atlantico (Krause e Trappe, 2019). Nesse panorama, esses dados vao contra a
hipotese, por algum tempo aceita, de que a Tuberculose teria chegado nas Américas pela
passagem do Estreito de Bering, a aproximadamente 15.000 anos. Todavia, ainda é incerto
como se deu a chegada da doenga nas Américas antes da colonizacdo, da mesma forma que
nao ¢ claro como a mesma chegou na Europa (Krause e Trappe, 2019).

Em contrapartida, observando as amostras analisadas e o indicio de uma mesma
alteracao em individuos de um mesmo sitio com datagdes anteriores a 5.000 anos antes do
presente, tais como: Brasil (Gruta do Sumidouro e Lapa do Santo) e do Peru (Lauricocha), se
questiona se existiria outra cepa de Tuberculose, mais antiga que a pré-colombiana
apresentada por Krause e Trappe (2019), visto que a repeti¢do de alteragdes em individuos de
um mesmo sitio pode ser um indicativo da doenga anterior a 5 mil anos do presente. Esse
cenario ¢ corroborado pelos trabalhos abordados por Ujvari (2021), estes que encontraram a
bactéria da Tuberculose, ou uma forma muito semelhante 8 mesma, em animais americanos
ha 17.000 anos no estado de Wyoming nos Estados Unidos.

Além disso, cabe destacar a oposicdo de genes e SNP encontrados nas distintas
Américas. Tal cendrio, em campo hipotético, pode ser enxergado como fruto de distintas rotas
migratérias. Isso porque, as modificacdes no gene TOLLIP foram associadas, em alguns
trabalhos, a populagdes africanas, enquanto os TLR sdo mais discutidos em populacdes
asiaticas (Wu et al., 2020). Logo, o estudo desses genes e suas variagdes, pode oferecer um
novo caminho para se conhecer mais sobre o povoamento das Américas e as distintas rotas
migratérias, ou serem um reflexo das €pocas mais recentes — algumas de inicio da
colonizagdo — a que pertencem os individuos da América do Norte.

Tal conjectura ¢ corroborada pelos resultados apresentados de uma perspectiva
cronologica; esta que contorna a distingdo e diversidade das variagdes no continente. Além
disso, a interpretacdo por um olhar temporal, permitiu trazer a tona a presenca de uma
variacdo que sé veio a se tornar comum na América em contextos mais recentes, tendo sua
primeira aparicdo em um individuo a 4.500 anos AP. Essa variante, que acomete o gene
TOLLIP e oferece uma maior resisténcia a infeccdo por Tuberculose, aparece no mesmo
momento em que € possivel visualizar um aumento na resisténcia dos individuos americanos,

especialmente, os da América do Norte a priori. Ademais, da mesma forma que outras
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variantes do gene TOLLIP associados a Tuberculose, esse SNP sé foi encontrado em
populacdes da Africanas.

Nesse sentido, partindo de uma data, torna-se possivel tracar hipoteses sobre possiveis
rotas migratorias humanas, ou do patéogeno da Tuberculose, que podem ter levado ao
surgimento dessa variacdo; bem como a possibilidade da mesma ser um cenario de adaptacao
a uma nova condi¢do ambiental. Além disso, a perspectiva cronologica também permite
esbogar cenarios sobre a origem da Tuberculose em contexto americano, bem como abordar a
hipotese de distintas bactérias do complexo MTBC conviverem com os nativos americanos
antes do contato; o que os conduziu a distintas adaptagdes e variabilidades.

Por conseguinte, os polimorfismos levantados sdo estudados hodiernamente ligados a
linhagem 4 (L4) da Tuberculose, que s6 chegou na América com a colonizagao (Joseph et al.,
2023), substituindo as provaveis linhagens existentes no continente. Esse panorama, nos leva
a questionar se as alteragdes que foram encontradas nos individuos americanos, para a cepa
pré-colombiana ou outro tipo, teriam as mesmas fungdes e consequéncia. Dessa forma, para
esse contexto, propdem-se dois cendrios possiveis: 1) Em virtude da imunidade ndo ser tao
robusta frente a diversidade de cepas existentes da Tuberculose (Tientcheu, et al., 2017 apud
Joseph et al., 2023), os SNP encontrados também estariam associados a suscetibilidade e/ou
resisténcia nesses individuos, mesmo sendo uma cepa diferente da L4, o que teria os deixado
mais vulnerdveis a nova variante, mais agressiva (Krause e Trappe, 2019), trazida pelos
colonizadores europeus. 2) Por se tratar de cepas distintas, os SNP encontrados poderiam ter
associacdo a outros fatores, como outras doencas ou uma adaptagdo a um determinado
ambiente ou estilo de vida, tal como ambiente de elevadas altitudes, visto que alguns sitios
(Lovelock-EUA, Rio Uncallane-Peru, Gruta do Sumidouro e Lapa do Santo-Brasil, dentre
outros) estdo em ambientes elevados. Nesse sentido, a adaptacdo ao contexto em homeostase

foi rompida com a chegada da nova variante, a qual eles nao eram adaptados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A érea da Arqueogenética e da Arqueologia da Doenga conduz ao limiar entre cultura
e biologia revelando o quao interdisciplinar ¢ a ciéncia arqueoldgica. As pesquisas iniciais
dessa vertente langcaram luz aos estudos evolutivos e abriram um leque de possibilidades
que se estende até os dias atuais.

Sendo uma das partes mais cativantes nas pesquisas de Arqueogenética, a evolucao
humana ndo ¢ a Unica vertente sobre a qual essa abordagem se debruga. Em sua historia, foi
possivel elencar pesquisas voltadas para rotas migratorias, ancestralidade e modelos de
povoagdo e adaptacdo, sendo este ultimo bastante proposto nos trabalhos desenvolvidos na
América por meio dessa perspectiva.

Todavia, apesar das importantes contribui¢des adquiridas por essas andlises, ainda sdo
embriondrios os trabalhos na regido, em especial quando se fala de estudar o DNA antigo
para inferir sobre doengas no passado e com isso, se possivel, langar luzes para o presente € o
futuro. Hodiernamente, existem muitos trabalhos voltados para o estudo do DNA e a sua
relacdo com as doengas infecciosas, como ¢ o caso da Tuberculose, mas poucas ainda sdo
realizadas com DNA antigo.

Apesar das inumeras hipoteses que tratam parte do DNA como parte de antigos
patogenos (Zimmerman, Barry; Zimmerman, David, 2022), como virus e bactérias, pouco
ainda se pesquisa, mesmo com as ferramentas existentes, sobre a interagdo entre esses
patégenos e o ser humano, bem como tal relacdo afetou a adaptacdo humana e a propria
evolucdo. Afinal as doencas infecciosas foram, e ainda sdo, uma das principais causas de
mortalidade humana e, portanto, representam uma forte pressao seletiva na evolugdo humana
(Murci, 2019).

No contexto da Tuberculose, inimeros sdo os trabalhos, nos ultimos cem anos, que
estudam as alteragdes genéticas associadas a infec¢do como uma forma de compreender uma
das doencas mais antigas ligada a espécie do Homo sapiens. Nessa perspectiva, a
identificacdo e levantamento dessas alteragdes, mais especificamente polimorfismos de
nucleotidio Unico que acarretam em uma maior suscetibilidade ou resisténcia a infeccao,
junto com o aparato metodolégico da bioinformatica que permitiu a identificacdo dessas
alteracdes nos individuos analisados e conduziu a elaboracdo de graficos para uma
visualizacdo dos resultados — evidenciaram a presenca dos polimorfismos associados a
Tuberculose e auxiliaram na compreensdao da distribuicdo e prevaléncia da doenca nas

distintas partes do continente americano.
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Destarte, a presente pesquisa evidencia a presenca de alteracdes relacionadas a Tisica
pulmonar nos grupos pretéritos que ocupavam a América antes do contato, bem como a
prevaléncia de uma suscetibilidade a infeccdo por parte desses individuos. Em
contrapartida, os dados também revelam certa oposicao, a priori, entre os genes ¢ SNP mais
observados na parte norte e sul do continente. Tal oposicao, pode ser um reflexo das
datagdes mais recentes para os individuos norte americanos, alguns datando do inicio da
colonizag¢do, em comparagdo com os sulistas, ou ser uma nova possibilidade de estudo para
rotas migratorias de povoamento das Américas, visto que o gene e SNP mais predominante
na parte norte apresenta uma maior prevaléncia em grupos asiaticos enquanto o0s

encontrados no sul foram observados, a priori, em populacdes da Africa.

A vista disso, os resultados levam a outros questionamentos, sendo um deles a origem
da Tuberculose nas Américas. Isso porque, os resultados obtidos na presente pesquisa
mostraram a repeti¢do de uma mesma alteracao em individuos de um mesmo sitio com datas
referentes ao final do Pleistoceno (> 12.000 AP), o que permite a possibilidade de inferéncia
da TB ja existir no continente nesse periodo. Em contrapartida, os trabalhos referenciados,
discorrem sobre uma cepa pré-colombiana no continente pré-contato que teria surgido na
Africa, tendo origem no mesmo ramo que a Tuberculose bovina, ¢ que teria chegado ao
continente americano, provavelmente, pelo mar (Krause e Trappe, 2019) ha
aproximadamente 4.000 anos. Tais dados, por sua vez, ndo oferecem luz perante a
possibilidade de presenga de Tuberculose em individuos mais antigos a essa data, como pode
ter acontecido no Brasil, no Chile, nos Estados Unidos e no Peru, sendo novos trabalhos e
sequenciamento necessarios para a melhor compreensao das diferentes rotas tomadas pela
infec¢ao na América.

Portanto, salienta-se a necessidade de mais sequenciamentos genéticos e pesquisas
que se voltem para os estudos do patogeno da Tuberculose e sua interagdo
hospedeiro-patdogeno. Isso porque, existe uma grande diversidade dentro do complexo do
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e essa diversidade pode ser manifesta em distintas
formas de transmissdo da doenga, manifestagdes clinicas e respostas imunes, ou seja, iSSO
sugere uma forte interacao entre o hospedeiro e o patdogeno que ird depender do genotipo do
MTBC que ird influenciar diretamente na resposta imune da infec¢ao (Tientcheu et al., 2017),
sendo este um campo frutifero para futuras pesquisas.

Destarte, os resultados obtidos ratificam a hipdtese da presente pesquisa uma vez que

as andlises apontam para a presenca de alteragdes genéticas associadas a Tuberculose nas
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Américas antes do contato. Entretanto, a investigagdo acabou conduzindo a novos
questionamentos propicios para pesquisas e trabalhos futuros. Dentre estes, salienta-se
compreender a chegada, ou origem, da Tuberculose e como ela teria influénciado — exercido
pressao seletiva — sobre os grupos humanos do continente Americano antes e apos a
colonizagdo. Portanto, aponta-se a necessidade de mais sequénciamentos na area estudada;
ndo s6 do DNA antigo humano como também o DNA do patégeno em questdo, afinal, esses
pequenos microrganismos ndo foram — ndo sdo — pequenos coadjuvantes no processo

historico e evolutivo humano.
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