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RESUMO
A identificacdo taxonomica de ossos arqueoldgicos depende da integridade das

pecas, 0 que as vezes ndo ocorre em sitios altamente impactados pela urbanizacao.
O objetivo da pesquisa foi elaborar um modelo experimental usando técnicas de
biologia molecular para auxiliar naidentificacao de espécies de peixes possivelmente
presentes no sambaqui da Prainha, localizado no centro da cidade do Rio de Janeiro,
e de uma concrecdo do sambaqui de Camboinhas localizado na Regido Oceanica
de Niteroi/R]. Alvos moleculares universais para peixes foram usados no modelo
experimental e material arqueolégico. Nao foi possivel recuperar DNA de peixe do
material arqueoldgico, mas isso ndo diminui os resultados encontrados. O modelo
experimental se mostrou promissor, podendo ser aprimorado e usado futuramente
em outras pesquisas zooarqueoldgicas. Trouxe a luz a complexidade do estudo de
sedimentos pela biologia molecular, e que mesmo resultados inesperados auxiliam
na compreensao dos processos tafondmicos que podem ocorrer ao longo do tempo.

Palavras-chave: sambaqui; DNA; zooarqueologia.

CONTRIBUTIONS OF MOLECULAR BIOLOGY TO IDENTIFYING SHELL MOUND
IN AREAS HIGHLY IMPACTED BY URBANIZATION

ABSTRACT

The taxonomic identification of archaeological bones depends on the integrity of the
pieces, which sometimes does not occur in sites highly impacted by urbanization.
The objective of the research was to elaborate an experimental model using molecular
biology techniques to assist in identifying fish species possibly present in the sambaqui
da Prainha, in the center of the city of Rio de Janeiro, and of a concretion of the
sambaqui de Camboinhas in the Oceanic Region of Niteroi/R]. Universal molecular
targets for fish were used in the experimental model and archaeological material.
We could not recover fish DNA from the archaeological material, but this does not
diminishes the found results. The experimental model has shown promise and can be
improved and used in future zooarchaeological research. It showed the complexity of
the study of sediments by molecular biology, and that even unexpected results help in
understanding the taphonomic processes that may occur over time.

Keywords: shell mound; DNA; zooarchaeology.

APORTES DE LA |§IOLOGTA MOLECULAR A LA IDENTIFICACION DE
CONCHERQS EN AREAS MUY IMPACTADAS POR LA URBANIZACION

RESUMEN
Laidentificacién taxondmica de huesos arqueoldgicos depende de la integridad de

las piezas, lo que a veces no ocurre en sitios muy impactados por la urbanizacién.
Esta investigacidn tuvo por objetivo desarrollar un modelo experimental con las
técnicas delabiologiamolecular para contribuir conlaidentificacién de especiesde
peces posiblemente presentes en Prainha sambaqui, conchero ubicado en el centro
de la ciudad de Rio de Janeiro, y en una concrecion del sambaqui de Camboinhas,
situado en la Regién Oceanica de Niter6i/R]. Se utilizaron dianas moleculares
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universales para peces en el modelo experimental y en el material arqueolégico.
No fue posible recuperar ADN de peces del material arqueolégico, pero esto no
afectd los resultados encontrados. El modelo experimental resulté prometedor
y podria mejorarse y utilizarse en futuras investigaciones zooarqueoldgicas.
Se saco a la luz la complejidad de estudiar los sedimentos utilizando la biologia
molecular, e incluso los resultados inesperados ayudan a comprender los procesos
tafonémicos que pueden producirse a lo largo del tiempo.

Palabras clave: concheros; ADN; zooarqueologia.

INTRODUCAO

A identificacdo taxondmica “classica” por meio dos ossos é permitida quando se
tem pecas “chaves” em que h4 preservacio minima de sua morfologia que permita o
diagnéstico. Porém, muitas vezes esse niao é o contexto com o qual nos deparamos em
regides altamente impactadas, por exemplo pela urbanizacdo, o que dificulta até mesmo
a caracterizacao do sitio arqueoldgico. Neste cenario a biologia molecular pode ser
uma alternativa, pois ndo necessita da integridade morfoldgica das pecas dsseas, e pode
ser especifica ao ponto de determinar a espécie bioldgica independente do seu taxon,
usando-se por exemplo primers universais para grupos de espécie com seu posterior
sequenciamento nucleotidico. Outra metodologia que tem sido aplicada a zooarqueologia
é a espectrometria de massa (ZooMS), com a finalidade de auxiliar na identificacao
taxondmica principalmente pelo estudo dos ossos, mas que também apresenta avangos
e desafios (RICHTER et al., 2022). A biologia molecular esta cada vez mais presente na
pesquisa arqueoldgica, e os sequenciadores de nova geracao (NSG) permitiram alcancar
um nivel de informacao sem precedentes na histéria. O uso de NSG permitiram Slon e
demais autores (2017) recuperarem DNA antigo de hominideos e animais em sedimentos
do pleistoceno. Contudo, muitas vezes é preciso se voltar ao basico, e experimentacdes
mais simples também podem lancar luz a questdes que ainda sdo desafiadoras para
arqueologia, como compreender processos tafondmicos complexos que podem interferir
nos resultados. Assim, analises microscépicas dos sedimentos pela palinologia e pela
paleoparasitologia também podem ajudar a compreender estas interferéncias.

Quando estamos diante de uma abordagem metodoldgica ainda ndo avaliada ou nao
validada para o estudo de possiveis amostras arqueoldgicas, se tornam imprescindiveis os
modelos experimentais. Na paleoparasitologia, modelos experimentais comecaram a ser
usados desde o surgimento desta area do conhecimento, quando Ruffer (1910) propoe
a reidratacao de tecidos, e isso o permitiu visualizar ovos de Schistosoma haematobium em
mumias egipcias. Ja no Brasil na década de 1980 modelos experimentais foram propostos
para avaliar alteracdes nos ovos dos parasitos e o quio isso comprometeria o diagndstico
(CONFALONIERI et al., 1985). Atualmente, com o avanco e uso cada vez mais frequente de
técnicas de biologia molecular aplicadas ao material arqueolégico, os modelos experimentais
tém sido usados para estudar parasitoses que a época ainda eram pouco estudadas ou ainda
ndo haviam sido estudadas por métodos moleculares, estes foram o caso da Doenca de
Chagas, echinostomiase e toxoplasmose (BASTOS, 1996; TERRA et al., 2004; LELES et al.,
2014, 2016). Ou, ainda, para avaliar metodologias mais adequadas para cada tipo de estudo,
que melhoram o desempenho das técnicas moleculares e/ou a0 mesmo tempo propiciam o
uso de menores quantidades de amostras, contribuindo assim para preservaciao do material
(FREIRE et al., 2015; LELES et al., 2018; PUCU et al., 2019). Modelos experimentais em
laboratério também ja foram usados para o estudo de sambaquis do Brasil, com o intuito de
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avaliar as melhores metodologias para o estudo de parasitos, observar possiveis contaminacoes
com material moderno, e a preservacio de DNA parasitario (CAMACHO et al., 2013, 2016).

Assim, como estamos diante de um novo cenario para avaliar a aplicabilidade da
biologia molecular para ajudar a identificar sambaquis ou vestigios de sambaquis em areas
altamente impactadas pela urbanizacio, tracamos uma abordagem metodoldgica para esta
investigacao. O objetivo foi avaliar se um material altamente fragmentado de natureza
desconhecida e sedimento coletado no “Sambaqui da Prainha®, localizado no centro da
cidade do Rio de Janeiro-R], e também de um pequeno bloco sedimentar de um remanescente
do “Sambaqui de Camboinhas®, localizado da Regido Oceénica de Niterdi-R], poderiam
se tratar de fragmentos dsseos de alguma espécie de peixe, ou mesmo se sua identificagao
seria possivel no sedimento sem a evidéncia destes ossos, uma vez que a presenca de peixes
seria um forte indicio da presenca de um sambaqui nas regides supracitadas.

Contextualizando ambos os sitios, pode-se falar, primeiramente, que o sitio arqueoldgico
Sambaqui da Prainha possui como remanescentes duas possiveis areas de atividades. A primeira
delas foi interpretada como um espaco de producéo de artefatos liticos de quartzo, e a segunda
se enquadra no que se tem chamado de sambaquis residuais (SIMOES, 1981; CHMYZ et al,,
2003; TAVARES, 2012; GASPAR et al,, 2019; GARCIA et al,, 2020). E desse segundo espaco que
as amostras aqui discutidas provém; mais especificamente, daquilo que foi denominado como
unidade estratigrafica [100], identificada a 1,6 m abaixo do asfalto que revestia a via urbana
e entendida naquele momento como majoritariamente constituida por silte e fragmentos de
madeiras e 0ssos de peixes com tamanho de granulos (GARCIA et al., 2020).

Ja o Sambaqui de Camboinhas compde uma paisagem sambaquieira conhecida ha longa
data, composta em conjunto com sitios Duna Pequena e Duna Grande/Itaipd (KNEIP et al.,
1981; DIASJUNIOR,, 1992; RODRIGUES-CARVALHO e SCHEEL-YBERT, 2012; TIZUKA
et al., 2019). Esse sitio apresenta uma singular importancia para o estudo de sambaquis, uma
vez que possibilitou datacdes mais recuadas para o litoral fluminense, segundo Kneip e
demais autores (1981) alcancaria 7958 + 224 AP. A presenca de concrecoes no Sambaqui
de Camboinhas foi caracterizada inicialmente por Barcia e Andrade (1981), constituidas
principalmente por “vértebras e ossos de peixes, fragmentos de conchas de moluscos
bivalves e diminutos gastrépodes”. Guimaraes e demais autores (2005) reconceituam o termo
“concrecdo’, tendo em vista suas caracteristicas em sitios arqueoldgicos. Nesse sentido, por
concre¢do entendemos nesta pesquisa como um conglomerado de vestigios organicos de
origem cultural (ossos, conchas, carvao e artefatos) e vestigios minerais (quartzo, silica,
argila e silte) originado de processos de formacédo antropogénicos (acdo de fogo) ou naturais
(acao da agua), apresentando formas, dimensoes e espessuras diversas.

METODOLOGIA
Amostras

Foram selecionados trés tipos de amostras do Sambaqui Prainha (em frente ao
imével n. 27 da Avenida Marechal Floriano, UTM 23K 686476/7466308), no centro da
cidade do Rio de Janeiro (Figura 1); e uma amostra do remanescente do Sambaqui de
Camboinhas (préximo ao PT-021, coordenadas UTM 23K 699815/7459253), localizado
na regido oceanica de Niter6i-R] (Figura 2). Uma vez selecionadas as amostras, tracamos
um fluxograma de trabalho (Fluxograma 1), em que as amostras serdo denominadas
Sambaqui Prainha e Sambaqui Camboinhas, uma codificacao para este artigo que também
foi dada a fim se facilitar a apresentacdo dos resultados (Quadro 1).
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Figura 1. Material de natureza desconhecida coletado no Sambaqui da Prainha, Rio de Janeiro-RJ.
Legenda: a, b e c representam o material peneirado em malhas de 2, 4 € 5,6 mm, respectivamente
Escala de1cm.
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Fonte: Mariana Lopes.

Figura 2. Material do remanescente do Sambaqui Camboinhas, Niteroi-RJ.

oy

g

|r
o
SHTETE

Fonte: Daniela Leles.
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Fluxograma 1. Metodologia tragcada para abordagem molecular para possivel identificacao de
sambaquis em regides altamente impactadas pela urbanizacao na regiao central da cidade do
Rio de Janeiro-RJ e Regiao Oceanica da cidade de Niterdi-RJ.

1. Levantamento de quais espécies de peixe ocorriam nas regides a época de ocupacao dos sitios.

~

2. Selecdo de alvo molecular para identificacdo de DNA de peixe.

~

3. Padronizacao da metodologia em um controle positivo com uma espécie de peixe elegivel.

~

4. Aplicacdo da metodologia (padronizada no controle positivo) no material do “Sambaqui da Prainha”
e do remanescente do “Sambaqui Camboinhas”.

~

5. Confecgdo de modelo experimental e reavaliagdo da metodologia.

@

6. Analises palinoldgicas e parasitoldgicas complementares.

Fonte: Elaboracao nossa.

Quadro 1. Descricao das amostras usadas no estudo e resultados obtidos
por meio da microscopia e ensaio molecular.

bz ﬁ;ﬁg(s)t;e:) i) Descricao Anilise molecular  Analise microscopica
Controle positivo 100% similar
C1 . P a Centropomus NA
peixe fresco robalo
parallelus
Controle positivo 100% similar
€2 peixe fresco tainha a Mugil liza NA
Controle positivo
peixe robalo 100% similar
CEX1 modelo a Centropomus NA
experimental parallelus
dessecado
Amostra Salinimonas lutimaris,
. Presenca de fungos
Al arqueoldgica Shewanella sp. S .
. (ndo identificados)
16 sedimentos e Alteromonas sp.
Amostra
A2 arqueolbgica Nao amplificou NA
16 fragmentos
nao identificados
Amostra Salinimonas lutimaris, Esporo trilete e
A3 arqueoldgica Shewanella sp. presenca de fungos
35 sedimentos e Alteromonas sp. (nao identificados)

continua...
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Quadro 1. Continuacao
(b ﬁ;ggf)tf; ) Descricao Analise molecular  Analise microscopica
Amostra NA (sequéncia
A4 arqueoldgica nucleotidica com NA
35 fragmentos nio qualidade ruim
identificados para analise)
Amostra NA (rgesmo~ apos Esporo trilete e
L purificacoes
A5 arqueoldgica S presenca de fungos
. adicionais . .
24 sedimentos . R (ndo identificados)
continuou inibida)
Amostra
arqueoldgica
A6 24 fragmentos Nao amplificou NA
intermediarios
ndo identificados
Amostra
arqueoldgica
A7 24 fragmentos Nao amplificou NA
maiores nio
identificados
Amostra de Ascaris lumbricoides,
A8 sedimento de Nao amplificou P elsporc(fs de
Camboinhas oypociaceac
e trilete
Subamostras
do modelo
CaEX1-5 (roliﬁfi?&rrﬁzln to Alcaligenes faecalis NA
do sambaqui
Camboinhas)
Subamostras do . .
modelo experimental Alcalig en'es'f gecalzs;
PrEX1-5 (robalo+sedimento Glutaminicibacter NA

creanolyticus e

do sambaqui
Camamonas sp.

Prainha)

Fonte: Elaboracao nossa.

Legenda: NA (n&o se aplica ou ndo realizado).

Levantamento dos possiveis peixes que ocorreram nas regioes a época da
possivel ocupacao

Familias Albulidae, Ariidae, Carangidae, Centropomidae, Diodontidae, Haemulidae,
Holocentridae, Mugilidae, Sciaenidae, Serranidae, Sparidae, Sphyraenidae, Tetrodontidae
e géneros Archosargus, Caranx, Centropomus, Chilomycterus, Cynoscion, Epinephelus,
Haemulon, Micropogonias, Mugil, Orthopristis, Pogonias, Sphyraena, Stellifer. O levantamento
dos peixes que ocorreram na época da possivel ocupacdo do Sitio Prainha é resultado
da identificacdo preliminar dos vestigios da ictiofauna encontrados nas ocorréncias do
centro do Rio de Janeiro durante o Programa de Gestao do Patrimonio Arqueolégico e
Histérico no trecho 1900 sob coordenacio da prof. Dra. MaDu Gaspar.
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Todos os géneros mencionados sdo atualmente comuns na regiao da Baia de Guanabara
(MONTEIRO-NETO et al., 2008), assim como em outros sambaquis ao longo do litoral do
Rio de Janeiro (KNEIP, 2001; LOPES et al., 2016), portanto também seriam espécies elegiveis
para o estudo do remanescente do sambaqui Camboinhas. Trata-se de peixes demersais
estuarinos costeiros, habitantes de fundos lamacentos de manguezais ou fundos arenosos,
sendo que Centropomus sp. e Mugil sp. também podem adentrar em agua doce.

Selecao do alvo molecular e peixes a serem usados como controle positivo

Elegemos como alvo molecular parabusca de DNA de possiveis espécies de peixe um gene
que é considerado “DNA barcoding’, o gene mitocondrial citocromo c oxidase, e que portanto
estaria presente em uma grande variedade de espécies, otimizando as chances de identificacao
(WARD et al., 2005), uma vez que ndo tinhamos como precisar qual a espécie seria detectada no
material, isso s seria possivel posteriormente com o sequenciamento nucleotidico. Devido a
facilidade de compra em comércio local, adquirimos um espécime de “robalo” (Centropomus sp.)
e um de “tainha” (Mugil sp.) frescos para serem usados como controle positivo.

Ensaio molecular aplicado aos controles positivos

Removeu-se uma pequena parte da carne, a qual foi macerada com o auxilio de grau,
pistilo e nitrogénio liquido, e procedeu-se com a extracao do DNA total usando kit comercial
Qiamp Mini Stool (Qiagen). O kit foi selecionado devido ao fato de posteriormente a
metodologia ter que ser aplicada a sedimento que contém diversos inibidores da Polymerase
Chain Reaction (PCR), e o kit Qiagen dispde de componentes que ajudam na remocao de
possiveis inibidores, além de ser usado por nosso grupo de pesquisa em estudos prévios com
sucesso. A extragao foi feita seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, com eluicao
final em 60 pl. Foram usadas as seguintes combinagoes de primers para o alvo citocromo c de
peixe (WARD et al., 2005): 1-F1/R1; 2-F2/R2; 3-F1/R2 e 4-F2/R1. As reacdes foram feitas em
volume final de 50 pl usando-se 3 ul do DNA extraido: tampao [1x], Mg 2.5mM; 200 ng de
cada primer e 2,5 u de taq polimerase (®Ludwig Biotec). A ciclagem foi feita em termociclador
programavel (2720 Thermal Cycler, Applyed Biosystem): 95°C por cinco minutos, seguido de
35 ciclos (94°C por 307, 54°C por 30” e 72°C por 1’) e dez minutos de extensdo a 72°C. A PCR foi
acompanhada de um controle negativo para assegurar a validade do ensaio. Apés a corrida
eletroforética em gel de agarose 1,2% e visualiza¢do e fotodocumentagio no sistema (L.Pix,
Loccus Biotecnologia), os amplicons foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) e sequenciados na plataforma de sequenciamento que compde
a Rede de Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz. As sequéncias obtidas foram analisadas
nos programas Chromas v. 2.6.6 e Bioedit v. 7.2.5 e comparadas aquelas depositadas no
Genbank por meio da ferramenta Blast. Os experimentos estiao dentro do escopo do projeto
cadastrado no Sisgen sob o nimero A3AFFB8. Todos os ensaios moleculares foram realizados
nos laboratérios de Paleoparasitologia, e de Biologia Molecular de Parasitos, localizado no
Instituto Biomédico da Universidade Federal Fluminense.

Ensaio molecular aplicado as amostras arqueologicas

Para o Sambaqui Prainha foram subdividas em duas partes as amostras de nimero
16 e 35 (sedimento desagregado e pedacos maiores que poderia se tratar de material
6sseo), e a amostra 24 foi subdividida em trés partes (sedimento desagregado, fragmentos
intermediarios e maiores). Para o remanescente do Sambaqui de Camboinhas foi analisada
uma amostra do sedimento. Incluimos um controle negativo de extracdo do laboratério
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(0 qual era composto somente pelos reagentes). Em uma analise macroscépica de algumas
amostras do Sambaqui Prainha, os pedagos maiores ndo se assemelhavam a ossos, fato que
foi reforcado pela dificuldade de sua maceracéo, ainda assim prosseguimos com a analise de
forma separada. Seguimos o protocolo de extracao aplicado aos controles positivos, com a
seguinte modificacdo, a reacao ficou incubando em proteinase k por uma hora. Realizou-se
previamente uma Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) competitivacom DNA sabidamente
amplificavel para avaliar a presenca de inibidores. Uma vez detectada a inibicao, foi feito
uma purificacio adicional do DNA com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Certificada a auséncia destes, prosseguimos com a PCR para o alvo molecular
citocromo ¢ oxidase de peixe usando a combinacdo F2/R1, com a seguinte modificacio em
relacdo ao aplicado ao controle positivo: foram aplicados 5 ul do DNA extraido, a 45 ciclos no
termociclador. A PCR foi acompanhada do controle negativo da extracdo e da PCR. Todas as
amplificacdes obtidas foram purificadas e sequenciadas.

Confeccdo do modelo experimental e analises moleculares

Selecionamos para o modelo experimental o peixe robalo. Separamos um fragmento
do peixe (tecido e 0sso) e 0 submetemos a dessecacio artificial em estufa a 42°C por algumas
horas do dia pelo periodo de aproximadamente um més até sua completa desidratacao,
sendo entdo usado como controle positivo do modelo experimental. Em dois microtubos
com um pequeno furo no fundo de cada, colocamos um pouco do sedimento do Sambaqui
Prainha e no outro do Sambaqui de Camboinhas, e por cima dessas camadas um fragmento
do osso ainda com a carne do robalo, e cobrimos o peixe com mais sedimento do sambaqui
correspondente. O experimento foi submetido a desidratacio em estufa conforme
supracitado, e ocasionalmente molhado com agua autoclavada durante algum tempo, com
intuito de minimamente simular um cenario de “sitio a céu aberto” sujeito a acao da chuva.
Ap6s a dessecagao artificial, as amostras de cada tubo foram divididas em cinco subamostras:
o sedimento colocado superiormente ao peixe, somente o 0sso, sedimento que estava no
entorno do peixe, sedimento inferior ao peixe, e a 4gua que que passou pelo furo no inferior
do tubo também foi coletada para analise. Seguimos com o protocolo conforme descrito no
item 2.5. Um esquema do modelo experimental pode ser observado na Figura 4.

Figura 4. Esquema do modelo experimental para analise molecular.

Permaneceram algumas horas de alguns Amaostras separadas para analise
dias durante 1 més a ~42°C

g \ 4 3

¥ Controle positivo

= Sedimento supcnior
e Osso

e Sedimento do entorno

pSedimento inferior

Fonte: Elaboracao nossa.
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Analises parasitologicas e palinolégicas complementares

Adicionalmente sedimentos das trés amostras do Sambaqui Prainha (16, 24 ¢ 35) e do
Sambaqui de Camboinhas foram analisadas em busca de ovos, cistos e oocistos de parasitos,
e polens através de microscopia Optica, com o material sendo submetido a reidratagao
por fosfato trissédico (NA,PO,) a 0,5% por 72 horas (CALEN; CAMERON, 1960) e
sedimentacio espontanea proposta por Lutz (1919) por 24 horas. Foram preparadas entre
9-23 laminas de cada amostra para andlise paleoparasitoldgica e trés laminas para analise
palinoldgica, as quais foram observadas em microscépio Nikon® Eclipse E200MV-R em
aumento de 100x e fotografados em aumento de 400x. Esta etapa do projeto foi realizada
nos Laboratérios de Palinologia, e Laboratério de Ecologia Gustavo de Oliveira Castro,
ambos do Departamento de Endemias Samuel Pessoa, da Escola Nacional de Saide Publica
Sérgio Arouca (ENSP/Fiocruz). Um resumo com a descricdo técnica, condicdes e reagentes
usados em todos os experimentos se encontra no Quadro 2.

Quadro 2. Resumo das técnicas usadas, equipamentos e condi¢cdes dos experimentos.

Ensaios realizados Descricao

Extracio de DNA Kit comercial Qiamp Mini Stool (Qiagen)

Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Purificacdo do DNA e amplicons (Promega)

Alvo molecular para peixe (F2/R1/WARD et al. 2005).
Reacdo em volume final de 50 pl, 3 pl ou 5 ul do DNA,
tampao [1x], Mg 2.5mM; 200 ng de cada primer e 2.5 u
de taq polimerase (®Ludwig Biotec). Ciclagem em
termociclador programéavel (2720 Thermal Cycler,
Applyed Biosystem): 95°C por 5 min., seguido de
35 ou 45 ciclos (94°C por 30”, 54°C por 30" e 72°C
por 1) e 10’ de extensdo a 72°C.

SANGER (Sequenciamento de DNA por eletroforese
capilar, com 96 capilares-3730xL).

Chromas v. 2.6.6 e Bioedit v. 7.2.5, ferramenta BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

reidratacdo em NA,PO, 0,5%/72 horas e sedimentacio
Anilises microscépicas espontanea/24h, confec¢do de laminas e anélise em
microscépio Nikon® Eclipse E200MV-R

Fonte: Elaboracao nossa.

PCR

Sequenciamento nucleotidico

Programas de Bioinformatica

RESULTADOS

As amplificacdes obtidas para o peixe fresco robalo (amostra C1) e tainha (amostra C2)
estavam na altura esperada de aproximadamente 700 pb (Figura 4). O sequenciamento
nucleotidico confirmou as espécies, mostrando 100% de similaridade com varias
espécies depositadas no GenBank para Mugil liza (tainha) (UFRG521820; UFRG519373;
UFRG516715) e Centropomus parallelus (robalo) (LBP29128; JQ365273), as sequéncias
editadas deste estudo foram depositadas no Genbank sob os nimeros de acesso: ON167514
e ON167518. Uma vez que obtivemos sucesso com o protocolo utilizado iniciamos os
procedimentos com asamostras do Sambaqui da Prainha (amostras A1-A7) e de Camboinhas
(amostra A8). Selecionamos a combinacio de primers F2/R1 para os ensaios moleculares
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seguintes, por ter apresentado um melhor rendimento, amplificacdes mais evidentes, e sem
amplificacdes inespecificas para ambas as espécies de peixe (Figura 5).

Figura 5. Amplificacdes obtidas para o alvo citocromo ¢ oxidase de peixe com quatro diferentes
combinacdes de primers a partir de amostras frescas dos peixes robalo e tainha.

[
e e~ i " o~

9 10 11 12 13 14

-
8

Fonte: Elaboracao nossa.

Legenda: 1, 2, e 3 (tainha, robalo e controle negativo da PCR, respectivamente com os primers F1/R1);
4. 5 e 6 (tainha, robalo e controle negativo da PCR, respectivamente com os primers F2/R2); 7: marcador
molecular 100 pb (Ludwig Biotec); 8 (nada foi aplicado), 9. 10 e 11 (tainha, robalo e controle negativo
da PCR, respectivamente com os primers F1/R2); 12, 13 e 14 (tainha, robalo e controle negativo da PCR,
respectivamente com os primers F2/R1).

Para as subamostras arqueoldgicas avaliadas, inicialmente cinco amostras
apresentaram inibicio: Sambaqui Prainha (sedimento desagregado da n. 16/Al),
sedimento desagregado da n. 24/A5), sedimento desagregado da n. 35/A3 e pedacos
maiores da n. 35/A4) e também o sedimento do Sambaqui Camboinhas/A8). Ap6s uma
nova purificacdo, continuou inibida somente o sedimento desagregado da amostra
24/A5 que esta associada a0 Sambaqui da Prainha. Uma vez avaliadas apenas as amostras
que nio continham inibidores, obteve-se amplificacdes para trés amostras (sedimento
desagregadodan. 16 (A1) e n. 35 (A3); e pedacos maiores dan. 35 (A4) na altura do controle
positivo, ressaltando-se que ndo houve amplificacdes para os controles negativos (da PCR
e extracdo). Repetimos a PCR, e na repeticdo nenhuma amostra arqueoldgica amplificou,
ainda sim sequenciamos os amplicons provenientes da primeira amplificacdo. Ainda que
as sequéncias obtidas ndo apresentassem boa qualidade, estas revelaram similaridade
entre 78 e 80% com algumas bactérias tais como Salinimonas lutimaris, Shewanella sp. e
Alteromonas sp.

Quanto ao modelo experimental, foi possivel recuperar o DNA do osso dessecado
separadamente CEX1 (usado como controle positivo no modelo experimental) e confirmar
a espécie pelo sequenciamento, Centropomus parallelus, a qual se mostrou totalmente
similar ao peixe fresco. Contudo, quando o peixe foi associado ao sedimento proveniente
de Sambaqui, ndo conseguimos recuperar DNA do peixe em nenhuma das amostras,
mas sim principalmente da bactéria Alcaligenes faecalis em ambos os modelos, Prainha
(PrEX1-5) e Camboinhas (CaEX1-5), sendo que para este dltimo ainda apareceram
bactérias como Glutaminicibacter creanolyticus e género Camamonas.
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Nas analises paleoparasitololdgicas e palinoldgicas complementares, foi observado
um ovo de Ascaris lumbricoides (Figura 6A) na amostra (A8) do possivel remanescente do
Sambaqui Camboinhas-R], e esporos de Polypodiaceae (Figura 6B e C). Nas amostras
do “Sambaqui Prainha” foram encontrados muitos esporos de fungos (Figura 6D e E) e
também esporo de Polypodiaceae (Figura 6F) (Quadro 1).

Figura 6. Estruturas observadas na microscopia optica nas amostras do Sambaqui Camboinhas e Prainha.

Fonte: Elaboracao nossa.

A: Ovo de Ascaris lumbricoides, B e C esporo de pteridofitas recuperado do possivel remanescente do
Sambaqui Camboinhas. D e E: esporos de fungos, e F: esporo de pteridofita recuperado das amostras do
Sambaqui Prainha. Fotos feitas usando o microscopio Nikon® Eclipse E200MV-R no aumento de 400x.
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DISCUSSAO

Com o emprego desta metodologia mostramos sucesso na recuperacao do DNA tanto
no material fresco quanto dessecado quando o peixe usado como controle positivo nido
estava em contato com o sedimento dos sitios arqueoldgicos. O fato de ter sido possivel
recuperar fragmentos de aproximadamente 700 pb em material dessecado artificialmente
sugere ser possivel recuperar fragmentos maiores que o pressuposto pela maioria dos
estudos que usam PCR convencional em material arqueoldgico (DITTMAR, 2011), ainda
que a condi¢ao aqui usada seja controlada em laboratdrio e jamais mimetize com exatidao
a particularidade dos processos de preservacdo ao que o material esteve submetido ao
longo dos anos, o que atesta mais uma vez a importancia do uso de modelos experimentais.
Quanto as amplificacdes obtidas para as amostras arqueoldgicas do Sambaqui Prainha,
ainda que na repeticdo da PCR estas nao tenham amplificado, revelaram similaridade entre
78 e 80% com algumas bactérias como Salinimonas lutimaris, Shewanella sp. e Alteromonas sp,
bactérias que sao comuns em ambientes aquaticos e marinhos, e inclusive algumas estao
associadas a decomposicao de peixes (ZANG et al., 2020).

Foi evidente no estudo que o contato do peixe (usado como controle do estudo)
com o sedimento provenientes dos sitios favoreceu a proliferacdo de bactérias que até
mesmo poderiam estar presentes no peixe que foi introduzido no modelo experimental.
A. faecalis é uma bactéria saproéfita, que faz parte da microbiota entérica de humanos
e animais domésticos principalmente, mas pode ser patogénica, e tem sido detectada
em peixes (BINTA et al., 1982; OLINDA et al., 2014), sendo utilizada como probidtico
e inibidor de atividades de bactérias patogénicas em algumas espécies de peixes
(ANNAMALAI et al, 2011; WANG et al., 2020), além de poder estar presente também
em aguas fluviais e no solo. Albuquerque e demais autores (2020) citam a presenca
dessa bactéria na cavidade oral de pequenos primatas (calitriquideos) da Mata Atlantica
do Rio de Janeiro, mas estando ausentes do intestino destes. O fato desta bactéria ter
aparecido no modelo experimental para os dois sitios Sambaqui Prainha e Camboinhas
aponta para que esta tenha vindo do peixe fresco, e o contato com o sedimento e
temperatura da estufa tenha favorecido seu crescimento. A feacalis foi reportada no solo
de um sitio arqueoldgico inundado na Poldnia, localizado na peninsula de Biskupin
(KUBIAK et al., 2010), porém os autores ndo encontraram nenhum registro publicado até
o momento em sitios arqueoldgicos brasileiros. A hip6tese de que a fonte de contaminacdo
bacteriana pode ter vindo do peixe usado como controle positivo e propositalmente
inserido no experimento ¢ reforcada, uma vez que essa bactéria nao foi detectada
quando s6 o sedimento do “Sambaqui Camboinhas” foi usado, ou s6 o sedimento ou
fragmentos coletados do “Sambaqui da Prainha” foram analisados separadamente, sem a
presenca do controle positivo; naquela ocasido foram outras as bactérias que apareceram.
Possivelmente devido a alta quantidade desse microrganismo, A. faecalis, o seu DNA
foi detectado em detrimento do DNA do peixe que possivelmente estava em menor
quantidade, fruto da degradacédo sofrida devido ao efeito tafondmico proposto, dgua e
calor. Isso pode demonstrar que o pouco tempo que o peixe foi submetido a tal condicdo
ja tenha sido suficiente para promover grande degradacdo do DNA. Ressaltamos também
que mesmo alguns alvos moleculares (oligonucleotidoes) sendo considerados especificos
para determinados grupos taxondmicos e usados como “barcoding” muitas vezes
detectam outros organismos nao esperados. O que leva a uma outra discussdo, ainda que
nio seja o que se esta procurando, continuamos com a opinido que dada a raridade do
material toda informacao recuperada deve ser relatada, e pode servir a outras pesquisas
e colaborar para elucidar cenérios arqueoldgicos (PUCU et al., 2017). Assim é possivel
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notar que ambientes diferentes também promovem o crescimento de microrganismos
diferentes, e podem ajudar nas interpretacdes sobre ambientes e efeitos tafonomicos
pelos quais o material pode ter passado — uma vez que além de A. faecalis no sambaqui
de Camboinhas, apareceram outras bactérias que nao estavam presentes no modelo
experimental do Sambaqui Prainha.

O estudo paleoparasitologico de sambaquis tem sido desafiador, sendo raros os
relatos de parasitos, dada a natureza e degradacao dos vestigios organicos parasitarios,
como mostrado para o Sambaqui de Guapi-R] (CAMACHO et al,, 2013). Outro fato a
ser considerado é que o solo naturalmente contém substancias inibidoras que dificultam
alguns protocolos moleculares adotados, e nossa experiéncia mostra que em sedimento
de sambaquis esses inibidores estio em maior quantidade, como demonstrado por
meio também de um modelo experimental para o sambaqui de Sernambetiba-R]
(CAMACHO et al., 2016). Nao foi diferente com o “Sambaqui da Prainha e Camboinhas”,
foram necessarias purificagdes adicionais do DNA.

No entanto, ha de se lembrar que em um contexto real as camadas dispostas em
um sambaqui sdo muito mais complexas, podendo haver conchas e outros itens que
poderiam impermeabilizar ou formar uma camada de protecdo ao material, contribuindo
assim para uma melhor preservagiao e consequentemente a possibilidade de obtencdo
de DNA autdctone e contemporaneo a ocupacio do sitio. Ha trabalhos no Brasil que
inclusive recuperaram DINA humano antigo de material 6sseo proveniente do sambaqui
Jabuticabeira II, localizado no sul do pais (POSTH et al, 2018).

As anélises complementares aqui propostas foram no intuito de trazer luz acerca
do tempo de ocupacdo dos sitios ou no envolvimento de processos tafonémicos que
poderiam refletir nos resultados moleculares observados. Na anélise palinoldgica por
exemplo, poderia trazer informacdes sobre plantas que hoje nao sao tdo comuns naregiao,
e no caso dos parasitos, para verificar se havia a existéncia de parasitos humanos, que
poderiam indicar a ocupacdo antiga do sitio, contaminagao com ocupagdes mais recentes,
ou ainda da existéncia de parasitos espécie-especificos de animais. Além de ajudarem
elucidar aspectos tafonomicos que poderiam impactar nas andlises paleoparasitoldgicas,
como o encontro de fungos coprofagicos ou helmintofagicos que poderiam destruir
estruturas parasitarias, por ventura presente no material, a presenca desses fungos é
constantemente encontrada em sitios arqueoldgicos e em estruturas de fossas e latrinas
(REINHARD et al., 1988; MOTA et al. 2003). No Sambaqui de Camboinhas foi encontrado
um ovo de Ascaris lumbricoides, parasito tipicamente de humanos. No entanto, é dificil
avaliar se este parasito é contemporaneo a ocupagao do sitio, ou poderia se tratar de
contaminacdo com material moderno. Porém, Camacho e demais autores (2016), por
meio de modelo experimental usando o parasito A. lumbricoides, mostra que a percolacao
de ovos de camadas superiores para camadas inferiores é baixa, minimizando as chances
de contaminacao. Ressaltamos a alta presenca de fungos no material do sambaqui
Prainha, o que poderia sugerir uma alta umidade do ambiente, porém néo foi possivel a
sua classificacdo. Em ambos os sambaquis, ainda que as amostras tenham sido negativas
para analise de pdlen, destacamos os esporos de pteriddfitas, o que poderia indicar um
ambiente brejoso e imido, mas este resultado deve ser visto com muita ressalva, uma vez
que pouco material foi analisado, e somente trés lJaminas foram confeccionadas.

CONCLUSAO

Ainda que nao tenhamos comprovado a existéncia de DNA de peixe nas amostras
de origem desconhecida do Sambaqui Prainha, sedimentos deste mesmo Sambaqui e do
remanescente do Sambaqui Camboinhas, concluimos que o sucesso da metodologia aplicada
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ao material dessecado do peixe mostra ser possivel a recuperaciao do seu DNA e em maior
tamanho que o pressuposto na maior parte dos estudos paleoparasitolégicos moleculares,
desde que este se encontre preservado e na auséncia de outros microrganismos que sao
detectados pelo alvo molecular usado. Para o Sambaqui de Camboinhas, foram coletadas
outras amostras de concrecoes pelo Projeto “Recadastramento dos Sitios Arqueoldgicos
de Duna Pequena e Camboinhas por meio de pesquisa in loco” (Processo Iphan n°
01500.001659/2022-29) e, assim, pretende-se dar continuidade a futuras pesquisas em busca
de novas evidéncias para a contribui¢do da metodologia aqui explorada. Assim, o modelo
experimental se mostrou promissor, podendo ser aprimorado e usado futuramente como um
complemento a pesquisas zooarqueoldgicas em que a taxonomia classica nio é eficiente para
identificacao dos espécimes. Porém, ressaltamos que como qualquer modelo experimental,
este estudo tem limitacdes, e em pesquisas futuras pode-se por exemplo escolher outros
alvos moleculares, incluir mais amostras provenientes de outros sitios, usar outras espécies
de peixe como controle positivo, incluir outras analises moleculares e estatisticas. A principal
mensagem desta nota de pesquisa, entretanto, é reforcar que “modelos experimentais basicos”
continuam a ser fundamentais na arqueologia, e o uso do modelo nos permitiu observar
processos tafonomicos que interferiram diretamente nos resultados esperados, e isso nao
seria possivel analisando somente as amostras arqueoldgicas.
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