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RESUMO

Este trabalho consiste na revisdo da literatura sobre o tema da Paleoparasitologia ¢ sugere
perspectivas de desenvolvimento de novos estudos sobre a introdugdo de técnicas de biologia
molecular e imunologia. Aborda o tema central e outros correlatos e traga o caminho destas
pesquisas até as metodologias usadas atualmente na area. E, finalmente, mostra que essas novas
possibilidades permitirdo uma melhor compreensao da relagdo satide-ambiente-doenga no passado,
mediante a andlise do conteudo de material arqueoldgico e de sua correlagdo com a detecgdo de
possiveis infecgdes microbianas em populagdes antigas.

DESCRITORES: Paleoparasitologia. Paleopatologia. Coproélitos. Mumias.
Evolug¢ao de doengas.

INTRODUCAO

O termo Paleoparasitologia foi criado em 1979 pelo Dr. Luiz Fernando
Ferreira, pesquisador da Fundagdo Oswaldo Cruz, e denomina o estudo (logos) de
parasitos em material antigo. O objetivo primario do estudo ¢ o reconhecimento
de parasitos presentes em populagdes no passado. Desse modo, pode-se alcangar
uma melhor compreensdo das possiveis doengas ¢ dos problemas de natureza
epidemiologica que ocorreram remotamente (Ferreira et al., 1988).
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Ao buscar entender o processo saude-doenga dos povos antigos, esta
disciplina permite descobrir vestigios de habitos e costumes, bem como estabelecer
possiveis associagOes entre diferentes formas de infec¢@o (Palhano Silva & Nogueira,
2005). No estudo das relagdes evolutivas entre os seres humanos, os animais € 0s
diversos agentes parasitarios, a Paleoparasitologia constitui uma ciéncia valiosa para
a compreensao do comportamento e da distribui¢do de zoonoses e endemias através
do tempo em diferentes lugares, além de participar também de forma coadjuvante
no esclarecimento de processos de povoamento ¢ dispersao de populagdes humanas
antigas (Ferreira et al., 1988; Guhl et al., 2000).

O diagnostico de doengas em populagdes extintas pode ser pesquisado com
base em diversos materiais como, por exemplo, tecidos, sinais de anormalidade em
registros 6sseos e até mesmo marcadores biologicos como € o caso de ovos de parasitos
detectados em coprolitos (Duarte et al., 2002). Os coprolitos (gr. copros = fezes; litos =
pedra), que servem de vasta fonte para essas pesquisas, sao fezes antigas conservadas
naturalmente por dessecagdo ou mineralizacdo. Eles mantém, muitas vezes, vestigios
fisicos ou mesmo moleculares de organismos que estavam presentes nos intestinos
do homem ¢/ou animais que os originaram (Araujo & Ferreira, 2000). Esse material,
além de informag0es gerais sobre a satide, também pode prover subsidios sobre a dicta
e as praticas de agricultura (Donoghue et al., 2004; Rollo et al., 2002).

O trato gastrointestinal pode ser acometido por uma ampla gama de
agentes responsaveis por infecgdes, que variam desde processos autolimitados a
diarréias graves e fatais (Schaechter et al., 2002). Tais infecgdes podem ter etiologia
viral, bacteriana ou de outros parasitos, com transmissao desses agentes por meio de
alimento ou agua contaminada (WHO, 2000).

Até recentemente a pesquisa de helmintos em coprolitos ocorria pela
identificagdo de ovos e larvas através da microscopia optica. Havia, no entanto, uma
grande lacuna em relac@o a outros agentes bastante numerosos como protozoarios,
bactérias e virus. Com o incremento do estudo da Paleoparasitologia por meio
da biologia molecular e das interagdes sorologicas com anticorpos monoclonais,
abriram-se novas possibilidades para a investigagdo de organismos nao detectaveis
pela pesquisa direta de vestigios. Essas novas técnicas possibilitaram a defini¢ao
da Paleoparasitologia como uma ciéncia caracterizada pela interdisciplinaridade,
que, em tese, permite também a pesquisa destes organismos considerados ndo
detectaveis anteriormente (Aragjo et al., 1998; Padbo, 1991).

METODOLOGIA

Apesar de que alguns artigos de revisao tenham como defini¢do ndo incluir
os procedimentos (Castro & Guidugli, 2001), admite-se, entretanto, que seja pertinente
delinear os critérios utilizados nesta tarefa. Desse modo, neste trabalho a abordagem
inicial concentrou-se na pesquisa de outras revisoes, entre as quais ndo foi encontrada
nenhuma com 0 mesmo objetivo e abrangéncia ou com os mesmos critérios de selecdo.
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Para o levantamento bibliografico, foram acessadas diferentes bases de
dados disponiveis on-line como, por exemplo: a Bireme (http:/www.bireme.br/),
que engloba os sistemas Scielo (Scientific Eletronic Library on line), Lilacs, Scad e a
Biblioteca Cochrane; o NCBI (National Center for Biotechnology Information http://
www.ncbi.nlm.nih.gov), que envolve o Pubmed, o “online books” e outras bases
virtuais; a Nature Publishing Group (http://www.nature.com/index.html); o portal
CAPES (http://periodicos.capes.gov.br/) e buscadores internacionais como o Google
Scholar (http://scholar.google.com/). Procurou-se utilizar diferentes estratégias de
busca cruzando palavras-chave (em inglés) pertinentes ao tema do trabalho tais como:
ancient DNA, coprolites, ELISA, paleoparasitology, paleomicrobiology, ancient
diseases, diseases in antiquity, diseases in ancient humans, ancient populations and
diseases, mummy, mummies, ancient parasites, organic remains.

Realizadas as buscas, imprimiram-se para leitura os resumos dos trabalhos
que, aparentemente, possuiam maior afinidade com o tema da revisdo. Os artigos sem
relacdo estreita com tema foram excluidos, solicitando-se, via internet ou a biblioteca,
os artigos completos cujos resumos mostraram associagdo com a pesquisa.

Ha que se fazer mengédo destacada ao exemplar especial das Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz 98 (supl.1), publicado em 2003, cujo acesso ¢ livre na rede
(http://memorias.ioc.fiocruz.br/98sup/98sup.html), e de onde muita informagéo
sobre o tema pode ser retirada.

EVOLUCAO HISTORICA DA PALEOPARASITOLOGIA

O parasitismo ¢ inerente a vida. Os parasitos sio encontrados em cada ser
vivo de todas as espécies existentes na Terra (Poulin & Morand, 2000) e, desde o
inicio da vida, o parasitismo foi utilizado por proto-organismos para multiplicarem-se.
Provavelmente o parasitismo deve ter ocorrido em um estagio primitivo da evolucao
(Bremermann, 1983), pois a uniformidade bioquimica dos seres vivos atuais aponta
para uma origem comum em um antepassado que vivia ha bilhdes de anos (Nasmith,
1995; Orgel, 1998). A vida na Terra somente foi possivel em razdo do parasitismo
ainda no nivel molecular e as formas de vida atuais demonstram ainda restos dessas
associacOes antigas em seus genomas (Galtier et al., 1999; Cavalier-Smith, 2001).

Se por um lado ha o confronto entre teorias relacionadas com a emergéncia
e a evolugdo dos agentes parasitarios, por outro, evidéncias arqueoldgicas nao
documentais também ilustram a complexa ¢ antiga relagdo entre os parasitos,
hospedeiros humanos e animais na determinagdo do processo saude-doenga
das populagdes (Aragjo et al., 2003). Através da interagdo entre a Medicina, a
Arqueologia e a Antropologia, foi possivel a concep¢do de uma nova disciplina,
a Paleopatologia, campo de investigacdo das enfermidades que nos acompanham
desde a Antiguidade, por meio do estudo de achados humanos arqueoldgicos.
Esta especialidade contribui também para a reconstitui¢do do modo de vida das
populagdes antigas, assim como de sua formagao ¢ dispersdo geografica.
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Além do estudo direto de esqueletos e anomalias Osseas, as técnicas mais
usadas nessas analises foram as necropsias, que quase sempre alteram ou destroem os
corpos preservados, e a radiologia, que ¢ um método ndo invasivo (David, 1997).

Metodologias empregadas no inicio dos estudos paleopatologicos levaram
a resultados de carater principalmente descritivos, enquanto estudos mais recentes
tém procurado inserir uma analise mais qualitativa, buscando contextualizar as
informagdes arqueoldgicas com modelos culturais pré-historicos sobre doengas
e sua relagdo com o modo de vida (Aufderheide & Rodriguez-Martin, 1998;
Mendonga de Souza et al., 2003).

A Paleoparasitologia ¢ um ramo da Paleopatologia que se baseia em estudos
de resquicios biologicos na procura de parasitos, visando a identificagdo de morbidades
nas populagdes humanas antigas e a reconstrugéo de suas rotas de migragao ¢ ocupagao
territorial através dos tempos. Sua origem deve-se a Sir Marc Armand Ruffer que, em
1910, identificou ovos de Schistosoma haematobium em tecido renal de uma mamia
egipciade 3.200 anos. Ele desenvolveu técnicas de reidratagdo de tecidos mumificados,
possibilitando preparagdes histoldgicas e, conseqiientemente, o diagnostico de
doengas em populagdes do antigo Egito. O intercambio com egiptologos ampliou as
perspectivas de estudo da ocorréncia dos parasitos no passado (Ruffer, 1921).

A associagdo entre os parasitologistas e os arquedlogos estruturou-se, mais
tarde, a partir da analise de coprolitos coletados em sitios arqueologicos e enviados
ao laboratorio. Todavia, até a metade do século XX, por limitagdes técnicas, foram
descritos em coprolitos poucos ovos ¢ larvas de helmintos parasitos de animais
¢ de humanos. Destes tltimos, a maioria era proveniente do interior de corpos
mumificados ¢ do contetido de fossas européias medievais (Szidat, 1944; Pizzi &
Schenone, 1954; Taylor, 1955).

Ométodousado paraaanalise dos coprolitos consistia naanalise do material
seco, sendo as amostras quebradas e passadas por peneiras graduadas para posterior
exame microscopico (Fry, 1977). A partir da década de 1960, o uso de fosfato
trissddico em solugdo aquosa como reidratante impulsionou a Paleoparasitologia.
Essa foi uma adaptagdo da técnica usada para recuperar espécimes dessecados em
colegdes de museus. Esse método, utilizado nos coprolitos dessecados, permitiu
o emprego de técnicas parasitologicas comumente aplicadas nos laboratorios
clinicos (Callen & Cameron, 1960; Reinhard et al., 1988). Essa melhoria da técnica
possibilitou que achados de ovos e larvas de parasitos fossem mais freqiientes,
demonstrando as potencialidades desta ciéncia e todas as suas implica¢des no estudo
da evolugdo parasito-hospedeiro ¢ da dispersdo das espécies. A Paleoparasitologia
mostrou, entdo, sua vocagdo para a interdisciplinaridade (Gongalves et al., 2002a).

Wilke ¢ Hall (1975), em uma revisdo comentada sobre coprolitos, fazem
uma discussao sobre os problemas relativos as técnicas e as dificuldades encontradas
nos estudos desse material. Apesar de quase vinte anos passados, algumas perguntas
ainda ndo estdo totalmente solucionadas, como a confiabilidade da origem humana
das amostras e as interpretagdes sobre o parasitismo e o falso-parasitismo.

90 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



Desde entdo, diversas espécies de parasitos tém sido evidenciadas, dentre
as quais os helmintos sdo os mais freqiientes tanto em tecidos mumificados como
em fezes dessecadas. No entanto, a identificacdo de outros organismos, como
protozoarios, ainda ¢ escassa em razdo da facil destrui¢do de sua membrana cistica
por processos ambientais adversos (Bouchet et al., 2003a). Métodos de identificagao
dos antigenos tém sido empregados na tentativa de se obter um diagndstico mais
acurado desses parasitos (Gongalves et al., 2004).

Os materiais mais comumente pesquisados na Paleoparasitologia sao
os coprolitos, ou seja, fezes humanas ou de animais preservadas por dessecacdo
mineraliza¢do, ou condi¢des de anaerobiose em ambientes timidos ou secos. Sdo
recolhidos de camadas arqueoldgicas, latrinas ou diretamente do limen intestinal de
corpos mumificados (Bouchet et al., 2003a). Outras fontes importantes de material
sdo os sedimentos de latrinas, compostos de grande quantidade de coprolitos ja
desintegrados, e corpos mumificados, seja por preparo artificial oriundo de pratica
cultural e religiosa ou por condi¢des ambientais naturais.

A contribui¢do da Paleoparasitologia tem sido significativa no estudo das
populagdes amerindias do periodo pré-colombiano, possibilitando o reconhecimento
¢ a analise evolutiva das infecgdes parasitarias que ocorriam na América antes do
século XV (Mendonga de Souza et al., 1994). Assim, o fato de serem encontrados
ovos de ancilostomideos em coprolitos com datagdo de alguns milhares de anos
refuta a idéia de ocupacao exclusiva da América através do estreito de Bering, pela
impossibilidade de manutengdo do ciclo do parasito em t3o baixa temperatura do
solo. Evidéncias de outros agravos, como treponematoses, tuberculose ¢ Doenga de
Chagas, ja foram documentadas com base em material anterior a ocupagéo européia
no século XV (Fornaciari et al. 1992, Gongalves et al., 2002a; Sianto et al., 2003).

O mesmo tipo de trabalho vem sendo realizado no Velho Mundo (Nozais,
2003), buscando-se a origem ¢ a dispersdo das infecgdes parasitarias.

A técnica classica de pesquisa inicia-se pela datagdo, que ¢ realizada no
material por métodos fisicos (geralmente radiocarbono ou termoluminescéncia) e
feita nas camadas arqueoldgicas ou diretamente no coprolito, ou ainda por contexto
cultural (Gongalves et al., 2002a). No exame morfologico geral do coprolito e no
teor de seus restos alimentares, sdo obtidos dados que auxiliam na identificagao
de sua origem zooldgica (Chame, 2003) e estabelecidos parametros que podem
revelar importantes associagdes dos achados com padrdes da dieta, paleoclima,
paleobotanica e adaptagdes paleoecoldgicas. Esses dados tém proporcionado a
criacdo da linha de investigagdo da Paleoepidemiologia (Wilke & Hall, 1975;
Andrews & Fernandez-Jalvo, 1998; Chaves & Reinhard, 2003).

A técnica microscopica consiste na visualizagdo em microscopia Optica de
sedimentos provenientes do coprolito. Caso este esteja preservado por dessecagao,
areidratacdo ¢ feita com soluco aquosa de fosfato trissddico (Na3PO4) a 0,5% por
72 horas (Callen & Cameron, 1960). No caso de coprélito mineralizado, utiliza-se
acido cloridrico a 10% até sua desagregacdo, conforme a técnica de Jones (1983).
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Concluida essa etapa, o material é concentrado pela técnica de sedimentagdo
espontanea (Reinhard et al., 1988). O sedimento ¢ entdo examinado no microscopio
e devidamente identificado. As larvas e ovos encontrados sdo medidos e
fotografados para comparagoes morfométricas. Esses dados sdo extremamente tteis
como tentativa de identificar as espécies envolvidas ¢ confirmar ou néo a origem
humana do coprolito (Confalonieri et al., 1988; Chame et al., 1991).

Varios trabalhos usando esta técnica ja foram realizados com sucesso, entre
eles a pesquisa de diferentes acaros (Guerra et al., 2003), ovos ¢ vestigios de distintos
parasitos (Ferreira et al., 1988) e larvas de helmintos (Ferreira et al., 1993). No Japao,
estudos realizados em antigos banheiros evidenciaram, entre outros achados, ovos de
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, € Taenia spp. (Matsui et al., 2003).

As mumias possuem um papel extremamente importante como fonte de
informagao, pois, a partir desse material, & possivel afirmar, com certeza, que os restos de
fezes recuperados sao de seres humanos, o que pode ndo ocorrer com toda precisdo nos
coprolitos de sitios arqueoldgicos ou latrinas (Reinhard, 1998). Nessa situagdo, mesmo
identificando o material como possivelmente humano, ¢ impossivel determinar o nimero
de individuos acometidos ou se a parasitose estava presente em todos (Reinhard, 1990;
Araujo etal., 2000). Assim, a maioria dos estudos epidemiologicos da Paleoparasitologia
humana esta associada, atualmente, a analise do conteido gastrointestinal de mumias.
Todavia, muitos esfor¢os estdo sendo feitos no sentido de identificar com maior
sensibilidade a origem dos coprolitos analisados (humanos ou animais), buscando-se
detectar alguma substancia e/ou substrato genuinos de determinada espécie.

Outro procedimento utilizado nessa investigagdo tem sido a técnica
imunolégica. Enquanto ha dificuldade de detecgdo direta de protozoarios pelo
método classico em coproélitos (Reinhard et al., 1988; Gongalves et al., 2003),
os antigenos nestes espécimes permanecem detectaveis por longos periodos em
material antigo. Com a utilizagdo dessas técnicas foram recuperadas proteinas
ancestrais (Lowenstein, 1980; 1981; 1985; 1988; 1991), com o intuito de resgatar
a informagdo genética a partir da seqiiéncia de aminoacidos. Outros achados bem
sucedidos detectaram a presenca de Giardia duodenalis por meio de técnicas
imunologicas em material com mais de 2 mil anos (Faulkner et al., 1989; Allison et
al., 1999; Gongalves et al., 2002b).

O teste de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Voller et al.,
1976), com anticorpos monoclonais, tem sido empregado de forma promissora na
atualidade (Guhl et al., 1992). No Brasil, Gongalves (2002) utilizou esta técnica e
concluiu que sua sensibilidade era maior do que o0 exame microscopico para deteccao
de Giardia duodenalis. Usando um kit comercial com anticorpos anti-adesina de
Entamoeba histolytica conjugados com a enzima peroxidase, identificou a presenga
do protozoario em amostras ancestrais de até 5.300 anos (Gongalves et al., 2004).

Outra linha desenvolvida foi associada as pesquisas que utilizaram técnicas
de biologia molecular para a detec¢ao de fragmentos de acido desoxirribonucléico
de material bioldgico preservado ou fossilizado (Brown et al., 1994).
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O termo ancient DNA (aDNA) engloba qualquer massa ou trago de DNA
originado de um organismo morto ou de parte deste. Entretanto, qualquer DNA
que tenha sido submetido a processos de autdlise ou qualquer tipo de fixagdo ¢é
considerado aDNA (Herrmann & Hummel, 1994). Esse material também chamado
de DNA antigo tem auxiliado de forma bastante abrangente esses estudos.

Podemos entdo considerar que 0 DNA recuperavel em organismos ou seus
restos, preparados por técnicas especiais de conservagdo nos museus, ou mesmo
preservados naturalmente, ¢ aDNA, e este ¢ passivel de recuperagdo, analise e
identificacdo pelas técnicas empregadas para os demais estudos antropoldgicos
(Costa, 1998). Tais estudos tiveram grande repercussdo em todas as subdisciplinas
da Biologia moderna, incluindo a evolugdo, a conservagdo biologica, a biologia
animal e vegetal, a antropologia ¢ a satide humana, particularmente no que se refere
as doengas infecciosas (Herrmann & Hummel, 1994).

Segundo Lindahl (1993), apesar do seu potencial, os acidos nucléicos
possuiriam baixa possibilidade de preservagdo em fosseis, em razdo, principalmente,
da existéncia de agua na amostra, o que rapidamente hidrolisa 0 DNA. Todavia,
tentativas para extrair o DNA de espécimes preservados e fosseis comegaram a partir
da segunda metade dos anos 1980, tornando-se mais comuns com o desenvolvimento
da técnica de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) (Waggoner, 2002).

Na técnica de PCR (Powledge, 2004), a existéncia de somente uma fita
intacta de DNA-alvo ¢ suficiente para produzir milhares de copias deste fragmento,
facilmente detectaveis pela eletroforese (Mullis & Fallona, 1987). Segundo Paébo,
esta técnica ¢ ideal para o estudo do aDNA. O proprio autor, junto com seus
colaboradores, publicou varios trabalhos de padronizagdo da técnica de PCR para
diferentes amostras, inclusive sugerindo estratégias para recuperacdo de aDNA
degradado ou em minimas quantidades (Péabo et al., 1988; Padbo & Wilson, 1988;
Pédbo et al., 1989; Paidbo, 1989; 1990).

De acordo com as pesquisas de Willerslev e colaboradores (2004), que
usaram técnicas apuradas para detec¢do, manutengdo e recuperagdo de aDNA
bacteriano, foi possivel reconhecé-lo em espécimes na ordem de 400 mil anos ou mais.
A pesquisa utilizou amostras preservadas em temperaturas constantes abaixo de zero,
pH neutro e condi¢oes de anaerobiose, situagdes incomuns para esse tipo de analise.

E importante ressaltar que esta pratica deve seguir rigoroso controle da
qualidade para evitar problemas de contaminagdo com DNA contemporaneo, €
sua técnica inclui diversas recomendagdes a serem seguidas, incluindo controles
negativos e duplicagdo do teste em diferentes laboratorios (Padbo, 1989; Lindahl,
1997; Cooper & Poinar, 2000; Vreeland & Rosenzweig, 2002).

NOVAS PERSPECTIVAS

Com o incremento do estudo da Paleoparasitologia pela biologia
molecular e a analise de interagdes soroldgicas com anticorpos monoclonais, abriu-
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se uma nova possibilidade para a pesquisa de organismos ndo detectaveis pela
analise direta de vestigios, tendo como pioneiros nestes estudos os protozoarios
Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. ¢ Plasmodium falciparum (Miller et al., 1994;
Taylor et al., 1997; Guhl et al., 1997; Guhl et al., 1999; Aufderheide et al., 2004).
Essas novas técnicas possibilitaram a afirmagéo da Paleoparasitologia como ciéncia
interdisciplinar, permitindo também a pesquisa de organismos ndo evidenciaveis
anteriormente como, por exemplo, as bactérias (Araujo et al., 1998; Pdabo, 1991).

Segundo Drancourt e Raoult (2005), o estudo de bactérias em material
arqueoldgico teve inicio em 1993 com a deteccdo molecular de DNA de
Mycobacterium tuberculosis em esqueletos humanos (Spigelman et al., 1993).
Usando os mesmos primers, Salo e colaboradores (1994) identificaram a bactéria no
pulmao de uma mumia de mil anos. Seguindo a mesma linha, Rafi e colaboradores
(1994) demonstraram a presenga de Mycobacterium leprae em ossos. Prat e
Mendoga de Souza (2003) publicaram uma retrospectiva comentada sobre os
achados de tuberculose nas populagdes das Américas pré-historicas e, no ano
seguinte, Donoghue e colaboradores (2004) retomaram o tema e fizeram uma ampla
revisdo sobre Mycobacterium ¢ aDNA.

A maioria dos estudos iniciais era baseada em analise de tecido 6sseo
(Larsen, 2002), contudo a evolugdo dessas pesquisas permitiu, na atualidade, a
utilizag@o de outros materiais como tecidos mumificados e polpa dentéria.

Os objetivos da Paleoparasitologia (Araujo etal., 2003; Drancourt & Raoult,
2005) incluem o diagndstico de doengas do passado, a detecg¢do de microorganismos
patogénicos (virus, bactérias, protozoarios, helmintos ou outros organismos) em
material biologico ancestral, a elucida¢do da epidemiologia dos agravos ocorridos
no passado pela reconstituigdo temporal ¢ geografica dos individuos infectados,
reservatorios e vetores. Esses estudos apontam também a possibilidade de tracar a
evolugdo genética dos microorganismos encontrados. Esses dados certamente sdo de
grande valia para o estudo das interagdes parasito-hospedeiro, em particular no que
concerne as doengas infecciosas (Drancourt & Raoult, 2005).

A analise do aDNA surge como uma das mais promissoras técnicas dentro
da Paleopatologia. Numerosos estudos mostraram a possibilidade de recuperagdo
de acidos nucléicos de material arqueoldgico (Willcox, 2002). A técnica de PCR
tem sido utilizada com esse intuito desde 1997, com a deteccdo de Escherichia
coli do conteudo intestinal de miimias datadas do século III (Fricker et al., 1997).
Esta pesquisa demonstrou tal possibilidade, mas ressaltou as iniimeras dificuldades
relacionadas com o uso de fezes ancestrais como material de investigagao.

Salienta-se que na pesquisa de agentes bacterianos em material
arqueoldgico ja manipulado, como coprolitos, por técnicas de biologia molecular,
as amostras deverdo inicialmente ser tratadas com irradiacdo ultravioleta para evitar
contaminacdo com DNA contemporaneo (Iiiguez et al., 2003a; Santos, 1996).

A Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR) ¢ usada para amplificar
um segmento de DNA entre duas regides de seqiiéncia conhecida. Assim, dois
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oligonucleotideos (com seqiiéncias diferentes ¢ complementares) sao usados como
primers numa série de reagdes catalisadas pela enzima DNA polimerase. O primer a ser
utilizado ¢ definido com base em seqiiéncia ja conhecida, especifica para o agente a ser
pesquisado. A eletroforese em gel de agarose ¢ um método padréo usado para separar,
identificar e purificar os fragmentos de DNA amplificados (Sambrook et al., 1989).

Ifiguez (1998) demonstrou a possibilidade real de recuperagdo de DNA
bacteriano de fezes dessecadas artificialmente, através da técnica de PCR, ¢ conseguiu
recuperar, apos inoculagéo de Vibrio cholerae e Bacillus sphaericus, material genético
desses microorganismos. A mesma pesquisadora, utilizando a técnica de RAPD-PCR,
obteve as seqiiéncias intactas de DNA de Shigella flexneri de coprolitos ancestrais.

Ubaldi e colaboradores (1998) foram capazes de detectar com sucesso
aDNA humano e bacteriano de tecidos provenientes de orgdos internos de uma
mumia andina do século X. Nesse estudo foi particularmente importante a
caracterizagdo da flora intestinal, que ndo sofreu os mesmos estimulos externos
atuais, como dieta, interagdes ambientais, drogas e substancias carcinogénicas,
possibilitando comparagdes com a microbiota bacteriana atual.

Ainda em 1998, experimentos utilizando extragdo de aDNA de polpa
dentaria foram capazes de evidenciar DNA de Yersinia pestis, agente etioldgico
da peste murina ou negra, causadora de importante zoonose epidémica que matou
milhdes de pessoas na Europa, confirmando sua existéncia em esqueletos dos
séculos XVI e XVIII (Drancourt et al., 1998).

Rollo e Marota (1999), do departamento de Biologia Molecular da
Universidade de Camerino — Italia, fizeram um trabalho retrospectivo, analisando
outros achados, inclusive do mesmo grupo. Concluiram que, apesar das iniimeras
respostas que estas analises podem fornecer, o estudo do aDNA representa uma
tarefa de extrema exigéncia técnica, principalmente pela dificuldade de diferencia-lo
do DNA atual. Finalmente, sugerem que protocolos rigorosos devem ser aplicados
para garantir a autenticidade dos resultados encontrados.

Em outro estudo, uma equipe alemd demonstrou a presengca de DNA
bacteriano no metatarso de uma mumia de crianga egipcia, evidenciando uma
possivel bacteremia. Esses dados, associados a sinais 0sseos de anemia cronica e
deficiéncia de vitamina C, sugeriram aos autores tratar-se de infecgdo gastrointestinal
com uma bactéria invasiva que se tornou sistémica (Zink et al., 2000).

Cano e colaboradores (2000), extraindo DNA de amostras do estomago ¢
cdlon de uma mumia congelada do periodo neolitico (aproximadamente 5.350-5.100
anos atras) ¢ usando a técnica da PCR, foram capazes de identificar, apos clonagem,
bactérias comuns da flora fecal humana, bem como membros bacterianos do género
Vibrio, comum em habitantes aquaticos.

Segundo Waggoner (2002), atualmente o DNA pode ser extraido de
forma rotineira de diferentes espécimes de animais e vegetais mantidos em museus.
Conseqiientemente, também ¢ possivel detecta-lo em organismos como helmintos,
protozoarios e bactérias presentes nos restos preservados.
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Estudos feitos no Brasil por Iitiguez e colaboradores (2003ab) mostraram a
importancia da utilizagao de novas técnicas como polimeriza¢do reconstrutiva (RP)
¢ 0 PCR RAPD (amplificagdo polimdrfica randomica), as quais t€m aumentado a
possibilidade de sucesso com 0 aDNA que, em grande parte das amostras, se apresenta
danificado. Conjugando essas técnicas em coprolitos provenientes do Chile e América
do Norte, foram capazes de detectar aDNA de Enterobius vermicularis. Apesar de nem
todas amostras se apresentarem positivas, os pesquisadores indicaram a possibilidade
de, com o auxilio da técnica, comparar as seqiiéncias antigas com as contemporaneas,
estimulando estudos sobre a evolugdo da interagdo parasito-hospedeiro.

Apesar dos achados significativos de diferentes grupos de pesquisa, outros
trabalhos demonstraram as falhas, criticando ¢ sugerindo diferentes metodologias
para essas analises, principalmente em relagdo ao controle de contaminagdo
contemporanea (Nickle et al., 2002).

Varios autores referiram-se a dificuldades no isolamento de aDNA em
coprolitos, em virtude da interferéncia de multiplos fatores associados a essas amostras.
Entretanto, existem algumas técnicas capazes de melhorar a extragdo ou facilitar a
analise, razdo pela qual os estudos em paralelo deverdo ser realizados (Poinar et al.,
1998). Assim, nesta linha de raciocinio, Vray (2002) destaca as novas tecnologias
como imprescindiveis para futuros estudos de filogenia ¢ sistematica de parasitos,
bem como para o melhor entendimento da histéria das doengas parasitarias.

Estudos contemporaneos tém procurado detectar aDNA, inclusive de
virus, em restos humanos e de animais (Fornaciari & Marchetti, 1986; Dube et al.,
1995; Reid et al., 2001; Basler et al., 2001; Fornaciari et al., 2003). Segundo Collins
(2004), algumas proteinas sdo capazes de se conservar por mais tempo, sendo
reconhecidas de forma mais efetiva do que os acidos nucléicos em tecido 6sseo e,
por conseguinte, oferecem maiores possibilidades de identificagdo e aplicagdo nas
analises paleoparasitologicas.

Cerutti ¢ colaboradores (2004), atualizando os trabalhos de Drancourt
(1998) e sua equipe, discutiram essas técnicas e apresentaram novos achados de Y.
pestis, bactéria causadora da peste negra que assolou a populagdo européia entre
1347 e 1352. Esse trabalho foi realizado com material 6sseo e dentario obtido
em diferentes sitios europeus, historicamente documentados como sepulturas de
vitimas da peste. Os achados, inicialmente obtidos por analise imunoquimica, foram
confirmados pela analise do aDNA.

Segundo a revisdo feita por Bouchet e seus colaboradores (2003 b), a
Paleoparasitologia estd caminhando para o seu estado de arte, contribuindo para a
historia das relagdes parasito-hospedeiro, assim como abrindo novos campos no estudo
das dimensdes espago-temporais do parasitismo que favorecem os conhecimentos sobre
a emergéncia ¢ reemergéneia das doengas infecciosas. Combes (2003) ¢ da mesma
opinido ¢ aponta a Paleoparasitologia como o caminho para o dialogo entre diferentes
disciplinas como a Paleontologia, a Arqueologia, a Historia, a Medicina humana e
veterinaria, a Epidemiologia, a Geografia e a Biologia Molecular, entre outras.
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Nogueira ¢ colaboradores acrescentam, ainda, comentarios sobre a
importancia dos aspectos bioéticos na pesquisa paleoparasitologica, dentro do
que pode ser considerado o estado de arte deste segmento (Nogueira et al., 2005;
Nogueira & Palhano Silva, 2005).

CONCLUSAO

A revisdo mostrou-se um trabalho valioso para o conhecimento das
pesquisas que foram ¢ estdo sendo conduzidas na area da Paleoparasitologia.
Este levantamento permitiu interagir com a evolugdo e o aperfeicoamento de
técnicas imunoldgicas e de biologia molecular que, aliadas aos estudos classicos
de Paleoparasitologia, tornam-se poderosos meios de estudo das doengas ocorridas
no passado, que poderdo responder a varias questdes historicas. Admite-se que,
integradas, facilitardo pesquisas epidemioldgicas e estudos de populagdes, auxiliando
também na compreensao das modificagdes geograficas que ocorreram ao longo dos
anos. Esses achados permitirdo comparagdes entre parasitos do passado e os atuais,
assim como a compreensao de mudangas evolutivas ¢ do desenvolvimento das suas
relagdes com os hospedeiros humanos e animais.

Novas linhas de pesquisa derivadas da Paleopatologia poderdo agora se
desenvolver, fornecendo uma nova classe de informagdes, com mais subsidios
¢ inter-relagdes. Campos de investigagdo, como a paleoparasitologia molecular,
paleogenética, paleoepidemiologia, paleobacteriologia, paleovirologia e
paleoimunologia estdo surgindo e, apesar de recentes, mostram-se extremamente
promissores.

ABSTRACT

Paleoparasitology: bibliographic review and new perspectives for microbiologic
studies

The purpose of this study was to make a critical review about Paleoparasitology.
Also, future perspectives for the development of new researches in
Paleoparasitology were suggested given the recent availability of important
techniques, like Immunology and Molecular Biology. By an historical perspective
of the methods, this study comments about research designs in Paleoparasitology.
Given that Paleoparasitology analyzes archacological material in association with
infectious diseases in ancient peoples, the authors believe that new techniques
available nowadays should be taken in consideration in order to contribute to better
understand the health-environment-disease process in the past.

KEYWORDS: Paleoparasitology. Paleopathology Coprolites. Mummy. Diseases
evolution.
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