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RESUMO

Arqueologia Archaics = antigo, passado leogos = estudo, ciéncia que estuda a cultura
material das sociedades passadas, objetivando eengsr a estrutura, funcionamento e
processos de mudancas daquelas sociedades. Eladdgem do homem americano € um de
seus desafios e dentre as teorias existentes t&smotariedade a travessia, do homo sapiens,
pelo estreito de Bering, migrando para fora dacAfra partir de 150.000 anos antes do
presente (AP), terminando por ocupar, no final isfwceno e inicio do holoceno o ultimo
grande reduto da Terra: as Ameéricas. O mapeamaesriétigo dos haplogrupos sinaliza
positivamente para essa hipotese porém se 0 haaetiispersou por todas as Ameéricas
procura-se saber quem eram os moradores primitdeoBioma Cerrado do Brasil Central
cujo material esqueletal foi encontrado em divers@i#s arqueoldgicos. O material
encontrado em sitios arqueoldgicos, datados, apmoptaa mais de 7 mil anos antes do
presente e com o intuito de saber quem eram esges gue para aqui migraram € necessario
classifica-los haplotipicamente sendo o passoahg&iobtencdo do DNA, de dificil extragdo
em virtude das contaminacdes e intempéries progadioma Cerrado. Com a obtencao dos
0ssos e dentes fornecidos pela academia Arquealégitisca de um protocolo para extracédo
de DNA, eficiente, passou por inUmeras tentativasodificacbes de métodos ja existentes.
Mais de uma centena de tentativas de extracdo dA kam realizadas, concluindo
finalmente um protocolo, adaptado, com maiores tigleates de determinadas substancias e
utilizado para extracdo de DNA de 32 amostras d®® dentes de diversos sitios
arqueoldgicos. O material extraido foi quantificadsubmetido a PCR para amplificacdo do
gene ZFX/Y tendo como controle DNA extraido de s@&ngeriférico humano pela técnica de
NaCl, e sendo comprovado serem 0ssos e dentes bsmBstabelecido um protocolo
alternativo, eficiente, para extracdo de DNA ficanos ardua a tarefa de sequenciamento e
identificacdo dos povos primitivos do bioma Cerraddrasil Central.

Palavras-Chave:Genética, Arqueologia, DNA Humano, Protocolo.



ABSTRACT

Archeology,from the Greelarchaios(ancient) andogos (study), is the science that studies
the material culture of past societies in ordeuriderstand their structure, how they work, and
how change occurs. Finding the origins of the Agariman is one of its challenges. Among
the theories put forward to explain the originghed American man, the most famous affirms
that Homo sapiensrossed the Bering Strait, having migrated frommicgaf 150.000 BCE,
eventually occupying, at the end of the Pleisto@amgthe beginning of the Holocene, the last
great landmass of the Earth: the Americas. The tgengpping of haplogroups may be a
positive evidence for that hypothesis. But if ptive man spread throughout the Americas,
one needs to know who the central Brazilian Cerradwmbitants were, whose skeletal
material was found in various archeological sif@ated material found in archeological sites
point to more than 7.000 years ago. In order tonkmdho were those people, we need to
classify them into haplogroups. The first stephs tollection of DNA, which is difficult
because of contamination and bad weather in thead®r Once bones and teeth were
provided, the search for a protocol for efficienNA extraction began, going through
countless trials and modifications of existing noelh. More than one hundred extraction
trials were done, finally concluding an adaptedtgrol with greater amounts of certain
substances, which was used to extract DNA from @2eband tooth samples collected in
various archeological sites. The extracted mateved quantified and presented to PCR for
the amplification of the ZFX/Y gene, having as atcol DNA extracted from peripheral
human blood through NaCl technique, after it wasved that they were human bones and
teeth. Having established an efficient alternagwetocol for DNA extraction, the task of
sequencing and identification of primitive peoptdsthe central Brazilian Cerrado is made
easier.

Keywords: Genetic, Archeology, DNA, Human, Protocol.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARQUEOLOGIA
1.1.1 Definicao

Originado do gregd\rchaics=antigo, passado leogos-estudo, a arqueologia € uma
Ciéncia que estuda a cultura material das sociedpdssadas, e tem por objetivo buscar
compreender a estrutura, funcionamento e proceksosudancas das sociedades pretéritas,
estudando, analisando, interpretando e contextmmz 0s restos materiais gerados e
descartados por esses povos (SOUZA, 1997).

Como ciéncia possui carater multidisciplinar atwmach conjunto com outras areas de
conhecimentos como antropologia, geologia, geortagif, histéria, dentre outras. Sendo
assim, por meio da recuperacdo e interpretacdo adsafdo, cabe ao arquedlogo uma
permanente reflexdo sobre seu grau de envolvimengs ideologias e condicionamentos

evitando-se o comprometimento cientifico de suasgyusas (LIMA, 1988).
1.1.2 Histdrico

O surgimento da arqgueologia data da época do feuotal quando as grandes
mudancas econémicas marcaram o fim do sistemalfaadélia, levando os intelectuais da
Renascenca a se voltar para a literatura, refletosdinteresses da nobreza ascendente e da
burguesia de cujo patrocinio, segundo TRIGGER (R0f&pendiam. Houve, com o tempo,
uma dicotomia entre o descrito e a realidade da s@tial e cultural da antiguidade classica.
Eruditos renascentistas constataram que épocasrdde determinavam padrdes diferentes.
O apreciar da antiguidade classica, objeto deesser de mercadores ricos e da nobreza
italiana, ndo ficou restrito a literatura, incormodo a nobreza ascendente e a burguesia a
posse das artes e arquitetura. Ciriaco de Ancanendeneras viagens pelo mar mediterraneo
e pela Grécia com o objetivo de coletar dados deumentos antigos. Nestas viagens
reproduziu centenas de inscricbes, desenhou monasy@olecionou livros, moedas e obras
de arte. Diversos Papas, Cardeais, nobres e begseguiram a busca daquelas obras, porém
sem se preocupar com o0 contexto em que eram Bstakescobertas e muito menos como

eram coletadas. A busca incessante por objetoslde levou, na primeira metade do século
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XVIII, as escavacgdes de Herculano (FIGURA 1) e Paimpaté entdo integras, com o intuito
de caca aos tesouros (TRIGGER, 2004).

FIGURA 1- Escava(;()e dé Herulno, 1782
Voyage pitoresque et description de Naples de,Svelgs
Fonte: TRIGGER: 2004.

1.1.3 Arqueologia Contemporanea

No século XIX, abandona-se aos poucos o coleciamie antiquarismo que na
realidade eram cronicas repletas de ufanismo. &ngdo de técnicas de datacdo para os
achados arqueoldégicos torna possivel o estudo dsmps de uma forma cientifica, surgindo
inicialmente na Escandinavia a arqueologia préhcst que assume ao lado da arqueologia
classica importante papel no estudo do desenvohtonigumano. Entretanto, € na Franga e
Inglaterra que surgem os primeiros estudos de Atqga Paleolitica absorvida pelas
discussdes entre criacionistas e evolucionistadraedas atencdes dentro e fora da academia,
em virtude da publicacdo, em 1859, por Charles Dade “A origem das espécies”. Em
1959, Joseph Caldwell publica na reviS@ence “A Nova Arqueologia Norte-Americana”,
na qual enfatizou a crescente valorizacdo da eeolglos padroes de assentamento, bem
como o interesse pelo processo cultural. Caldwathbém apoiou o neoevolucionismo
segundo o qual o basico, para arquedlogos, seiéadaT que, num processo cultural, fatos
culturais diferentes tém importancias diferentesgue se refere a mudancgas naquela cultura.
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Os conceitos do referido artigo, com o acréscimoaes elementos, por Lewis Binford,
foram transferidos para as novas geracdes de dogosdésurgindo ai uma Nova Arqueologia
(processualismo). Binford publica ainda os artigdscheology as Anthropology e
“Archaeological systematics and the study of cultym®cess”, em 1962 e 1965
respectivamente, acabando de delinear uma noveedagia, redesenhando as novas
tendéncias e sendo seguido por arquedlogos enotodmdo. (TRIGGER, 2004).

Surgem teorias arqueologicas que implicam em ragbes da pratica, do contexto
sociocultural e da problematica de interpretac@oienlogica. Num sentido amplo, todos os
arqueodlogos estariam de acordo com teorias gevai® @s relacionadas a evolucéo social e
biolégica. Entretanto varios conceitos foram coeiidos tedricos e as vezes confundidos
com o método. As novas teorias e procedimentosdukigicos motivam os arquedlogos a
escavar em determinados locais, e os métodos s@arasras como sao feitas as escavacgoes.
As provas disponiveis e os graus de importancia estadados por critérios tedricos
(TRIGGER, 2004).

Surge o difusionismo, antropologia difusionist& ¢eve inicio no século XX, veio em
resposta ao evolucionismo sendo sua contempords@&a. admitia a reta constante e
ascendente cultural, defendida pelos evolucionigtasultura para o difusionismo era um
mosaico de tracos advindos de outras culturas f@@s com Varias origens e historias.
Havia trés difusionistas radicais: Rivers (o0 primeia declarar guerra contra o
evolucionismo), W. Perry e Elliot Smith, discipulde Rivers. Explicavam as diferencas e
semelhancas culturais apelando a convenientes nagii@s de migracdes, adicdes e mesclas.
O difusionismo tem respaldo cientifico, a partir dmmento que suas inferéncias séo
baseadas em achados arqueolégicos e pesquisasaétasy porém muitas de suas ideias
foram derrubadas pelas comprovacdes arqueologieagqud no mundo antigo as ideias
originais em diferentes culturas eram mais freqegenio que hoje em dia. O difusionismo
propunha que as diferencas e semelhancgas cularears consequéncia da tendéncia humana
para imitar e absorver tracos culturais, ao cotrdo que pensavam o0s evolucionistas que
acreditavam que a humanidade possuia uma "unidddeipa”. Franz Boas (1858-1942), nos
EUA, entre 1915-1930 defendeu uma corrente denalainddistorica. Rejeitou o
evolucionismo e defendeu essa visdo historica Warayporque era a Unica capaz de permitir
compreender a situagdo e as caracteristicas dgugualociedade. Boas se preocupava com a
individualidade e a diversidade das culturas (EFEK®t all, 2007).

No final do século XIX e inicio do século XX, saftou-se também arquedlogos

como Gustaf Kossinna, Gustav Oscar Montelius, @oedon Childe e, mais recentemente,
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Colin Renfrew trabalhando cultura, etnicidade eioralismo, enfatizando a arqueologia
Histérico-Culturalista na qual, dos vestigios miaterdo passado, pretende-se determinar-lhes
as funcbes e classifica-los em tipologia, ou s&gé#er o que o homem tinha em mente ao
fazer determinado objeto. E a arqueologia histécidturalista pretendendo definir culturas,
seus contatos e influéncias (ALARCAO, 1996).

Surge 0 poés-processualismo. O pensamento possguaiepenetrou de tal forma na
arqueologia que modificou muitos dos paradigmasdat mais positivistas, e inspirou a
criacdo de mudancas no processualismo, a Arqueoldggnitivo-Processual, em meados da
década de 1990. Seus defensores ainda sdo vistoserta desconfianca pela comunidade
mais tradicional e tentam colaborar em projetosamue diversificados. Por haver certo
antagonismo entre as duas correntes atualmente mhaesiorco para diminuicdo de
hostilidades entre as duas correntes (TRIGGER, ,2804RCAO, 1996). Ressalta-se que as
teorias sao propostas que devem ser debatidatasaoairejeitadas. O pensamento tedrico se
torna dificil porque requer do arquedlogo pensarspmesmo (JOHNSON, 2000).

1.1.4 Ocupacgéo do Continente Americano pelo Homem

O inicio da ocupacdo pela espécie humana do cotginboje denominado
“Americano” (Américas do Norte, Central e do Sutpoeu no final do pleistoceno, sendo
considerado o ultimo grande episddio de ocupagétotéal do planeta. O homem ja havia se
dispersado por todo o Velho Mundo, terminando ac@&mtas grandes migracdes e dispersdes
do Homo Sapiensniciada, possivelmente, no continente Africanoapéoximados 150 mil
anos antes do presente (A.P). (LIMA, 2006).

Vérias teorias de migracdo e ocupacdo das Amérgds discutidas, sendo
considerada, no momento, a entrada principal maiseblo Estreito de Behring. Com o nivel
dos oceanos cerca de 120 a 150m abaixo do ni\ad| attegido da Beringea, de aguas pouco
profundas, tornou-se uma extensa planicie com apamamente 1500 km de largura, unindo
o atual Continente Asiatico ao Continente Americaeado o oceano Artico ao norte da
planicie e o Pacifico ao sul. Essa regido que swetmionou denominar de Beringea
(FIGURA 2) compreende ndo somente a plataforma saneomo também o nordeste da
Sibéria, o Alaska e Yukon do lado noroeste do CaifaliMA, 2006).
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FIGURA 2 — Beringea: Nordeste da Sibéria, Alaskxtensao da regido de 4guas pouco profundas.
Fonte: www.creativecommons.org.br - FERNANDO KITZIER DANNEMANN em 22/05/2011

Grupos humanos dispersos pelo continente asi&itant avancado em direcdo ao
Leste Siberiano penetrado no Continente Americamoiado uma migracdo com grande
disperséo (FIGURA 3). Tal fato pode ter ocorridamgo, no final do Pleistoceno a glaciacao
de Wurm fez baixar o nivel das aguas nos oceanoef@mcao nas grandes geleiras (LIMA,
2006).

FIGURA 3 - Rotas provaveis das primeiras elispes do homem
Fonte: http:/revistaescola.abril.com.br, em, en®22010
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Pesquisas realizadas por Dikov na regidao siber@maChukotka e Kancharka
evidenciaram aproximadamente 200 sitios arquealégiporém, até o momento, o0s sitios
mais antigos a oeste da Beringea séo datados del14nil anos A.P. e a leste de 11,5 mil
anos A.P. No territério americano, teoricament@s $03) rotas poderiam ter sido seguidas
(FIGURA 4) em busca de caga e coleta de alimentosis delas em direcdo sul,
possivelmente corredores entre as geleiras quenéesavam nas pradarias centrais da atual
América do Norte onde existem sitios com datacédblg® a 11 mil anos A.P., basicamente
de matanca e descarnamento de animais de granwe pode aparecem 0sSso0s da extinta
megafauna, equipamentos de captura e processarmmento pontas acanaladas, facas,
raspadores e furadores (LIMA, 2006).

Uma terceira via seria pela borda do Pacificoetoadificil, hoje aceitavel pelas
pesquisas recentes que atestam estar o litorallakka e Columbia Britanica jA em degelo
entre 14 a 13 mil anos A.P. A comprovacao desssagam é dificil, pois com o degelo o mar
elevou-se ao nivel atual (LIMA, 2006; FLADMARK, 19).

11als F. 1
FIGURA 4: Rotas de migracao dentro do continenteAcrano

Fonte:http://revistaescola.abril.com.br, em 25/0682

Entre 8.000 a 5.000 anos A.P., o ambiente voltasgemelhar-se ao que hoje
conhecemos e aparecem novas formas de povoamehgisténcia e de tecnologia. O mar
volta ao nivel atual, as florestas substituem ospcs, desaparece a ligacdo da Beringea
(MEGGERS, 1979).
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1.1.5 Arqueologia Brasileira

O Brasil é um pais de grande extensao territodal 8.511.965 K} possui uma area
de costa maritima de 7.408 km. Quase na sua tadaljdo pais apresenta um clima semi-
tropical ou tropical. Na regido norte, a densaefitet da Bacia Amazonica inserida na bacia
hidrografica homdnima recobre metade do pais (FUN2B0S8).

E nesse cenario tropical que, apés a chegada aoguistadores, iniciam-se os
primeiros relatos descritivos da fauna, da flordoe povos que aqui habitavam (indigenas)
em forma de cartas e cronicas (SOUZA, 1991).

José de Anchieta registrou os sambdquis litoral do Rio de Janeiro em suas
anotacdes e seguem-se as cronicas e narrativasiwalistas-viajantes como “Histoire d’'un
fait em la there du Brésil” de Jean de Lery quea jhgvi-Strauss, autor de “Tristes Tropicos”,
foi o primeiro exemplo de etnografia participatéeade importancia. Foram inimeros o0s
textos do século XVI sendo o de maior importanai@&poca o “Tratado Descritivo do Brasil”
no qual Gabriel Soares de Souza descreveu 0s sammlE@q pratica de queima-los para se
obter cal para a construcao da primeiras casasia@d@qSOUZA,1991).

Na primeira metade do século XIX, surgem os “phiosearquedlogos brasileiros” em
busca das cidades perdidas, todos autodidatasdi@aeas pesquisas ao lado dos naturalistas
vigjantes. As questdes em voga eram muitas comaa@oenismo, criacionismo, poligenismo
(variedade de origens na espécie humana), monogen{®rigem Unica de um tipo
primitivo), origens dos indios e varias outras.idapaises enviaram seus estudiosos e havia
pesquisadores em varias partes do territério leiesitomo o Principe Adalberto da Pruassia, a
Comisséo Cientifica Brasileira sob a ordem de Diré# e o naturalista Dinamarqués Peter
W. Lund que, embora sem documentos comprobatéoogribuiu decisivamente para o
surgimento da arqueologia brasileira (SOUZA, 1991).

Peter Lund, ao pesquisar as grutas do Vale da&dvelhas, MG, encontrou grande
guantidade de restos da fauna pleistocénica (FIGBRArestos humanos (FIGURA 6) o que
sugeria a antiguidade do homem no continente aamgrjdato posteriormente comprovado
(SILVA, 2006).

Vale ressaltar a importancia da chamada “GrandgdReArqueolbgica de Lagoa
Santa” onde Lund efetuou suas pesquisas. Sao capspde grutas com iniUmeras datacdes de

radiocarbono em torno de nove a 10 mil anos Adn@a com grande potencial de pesquisa.

'Sambaqui do tupi= tamba’ki — amontoado de conchas
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Toda a colecéo de material pré-histérico retiraaloedjido de Lagoa Santa por Peter Lund foi,
no final do século XIX, enviada a Dinamarca ondeeseontra acessivel a pesquisadores
internacionais (SOUZA, 2006).

"‘\.

FIGURA 5 — Ossos de tigre dente de sabre, megafdmoarrado (pleistoceno).

Fonte: http://ultimaparada.wordpress.com, em 22@MBL

FIGURA 6- Cranio humano. Escavacdes na regido ded. &anta

Fonte: http://ultimaparada.wordpress.com, 24/051201
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Em 1964 foi criado o Programa Nacional de Pesguisgqueoldgicas (PRONAPA)
com duragéo prevista para cinco anos (1965/19#0)capoio ddSmithsonian Institution of
Washington e Instituto do Patrimoénio Historico e Artistico Nao@a. Foram seus
coordenadores os arqueologos Clifford Evans e Béttygers (FUNARI, 1998).

O PRONAPA ¢é considerado por alguns arquedlogos ocom inicio da
profissionalizagdo de pesquisadores arqueologo®rasil. E considerado um marco na
arqueologia brasileira, pela padronizacdo metodcdd@ uniformizacdo das técnicas e
meétodos de pesquisa no Brasil (SOUZA, 1991),

O programa baseava-se em coletas superficiais aanpa para que se pudessem
estabelecer padrbes cronoldgicos a partir de Sesageunindo-as em fases e tradicdes
culturais. (DIAS, 1995).

O crescimento de arqueologia Brasileira continamgs o término do PRONAPA, e
no contexto tedrico atual enfatiza a epistemolalgieciéncia como o predominio das visdes
criticas, o relativismo e a hermenéutica. Os argged§ atuais buscam construir uma
arquitetura intelectual, teorica, de superacéo ifleultlades e a producédo intelectual da
arqueologia brasileira apresenta sucessos semeshardrqueologia mundial. Apresenta um
desenvolvimento constante buscando abrir novogdres aceitando a pluridisciplinaridade,
hoje, necesséria ao desenvolvimento de uma cigid&RN, 1999).

1.1.6 Arqueologia do Brasil Central

Os estados do Centro Oeste ndo se inseriram no RRANsendo posteriormente
criada em Brasilia a Associacdo Brasiliense de iksema Cultura (ABPC), quando Carlos
E.P. Milss apresentou a Pedro Agostinho (BA), Pddriacio Schmitz (RS) e Alfredo
Mendonca de Souza (RJ) os sitios arqueolégicodatmio Central, despertando interesses,
0 que culminou com a criacdo, em 1972, do GabidetéArqueologia na Universidade
Catélica de Goias (UC&)em convénio com o Instituto Anchietano de Pesmuido Rio
Grande do Sul, Universidade Vale dos Sinos (UNISENCEmM 1975, o entdo Gabinete de
Arqueologia torna-se Instituto Goiano de Pré-HiatG Antropologia (IGPA), sendo as
pesquisas argueoldgicas realizadas com o apoiocersos financeiros de ambas as
instituicbes e do Conselho Nacional de Desenvolutmeientifico e Tecnologico (CNPQ)
(SOUZA, 1991).

2Atual Pontificia Universidade Catdlica de GoiasUdPGoias.
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Na década de 70, vérios sitios arqueoldgicos deor@ncia para a Arqueologia
Brasileira foram catalogados e pesquisados no IB€etral e em varios deles foram

encontrados enterramentos humanos (SCHMITZ, 1982).

1.2 BIOMA CERRADO

Localizado principalmente no Planalto Central daddr o solo do Bioma Cerrado
ocupa 24% do territorio nacional, abrange a taadkddo Distrito Federal e parte do territorio
dos estados da Bahia , Goids, Maranhdo, Mato Grésim Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Piaui, Rondonia, Sdo Paulo e Tocantinsdg§unda maior formagéo vegetal do pais,
perde apenas para a Amazlnia que é a area maislaicaundo em biodiversidade No
ambiente do Cerrado, foram catalogadas mais d® &§tecies animais, formando o segundo
maior conjunto animal do planeta. (5% de flora dadma mundiais). E no Planalto Central
Brasileiro e no Bioma Cerrado que as trés maioaesab hidrograficas da América do Sul,
Franciscana, Amazonica e Parana, tém suas nasq&@esZA 2011).

Originado de varias camadas do Terciario, os stdoBioma Cerrado sdo geralmente
de cor avermelhada, porosos e intensamente lixagiddredomina a fracdo de areia, seguida
de argila e silte. Praticamente ndo tem capacidadetencdo de agua. Sdo bastante acidos
com pH que varia de 4 a 5,5. Sua forte acidez ge dm parte aos altos niveis de Al3+, de
ions Fe e Mn contribuindo para sua toxidez quewddeao aluminio e baixos teores de
cations basicos (OLIVEIRA, 2005).

1.3 IDENTIDADE

De acordo com Gardner (1986), todo individuo da&esphumana possuiria um perfil
genético Unico, exce¢do apenas a gémeos monobgdgice compartilhariam o mesmo
genotipo. Nos dias atuais, pesquisadores como &€hare do Laboratério de Pesquisa
Citogenética em Brigham e no Hospital da Mulhiliafvard Medical SchooglCarl Bruder et
cals, geneticistas daniversity of Alabama, Birminghgmdiscordam, baseados no fato de que
as pessoas podem apresentar variagcdo no nUmeapids de genes, mesmo sendo gémeos
monozigoticos, fato de grande relevancia para aigo humana.

Identidade Genética, juridicamente, correspondgesmmma de cada ser humano e ao
direito de conhecimento de suas origens genétieaantjdo em normas elaboradas pelo
Comité Internacional de Bioética (CIB) da UNESCM{TSALTER, 2009).
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No Brasil o direito ao conhecimento das origers,edtado de filiacdo ou, ainda,
direito ao conhecimento da ascendéncia genéticaraniido pela Constituicdo Federal do
Brasil (1988) que em seu art. 1° contempla a dagledhumana. Posteriormente, leis
complementares citaram a prevaléncia dos direitmsanos inclusive do conhecimento de
sua ldentidade Genética (PETTERLE, 2006).

Ha um vinculo estreito entre identidade, espatengoralidade. E fundamental, na
construcdo da identidade relacionar o espaco enlmecer a importancia de territério de
pertencimentos. A importancia da temporalidadeaspatque a conformacéo das identidades
coletivas esta estreitamente relacionada com o agasscomum e seus valores
(WASSERMAN, 2001).

Compreensdo de identidade, para a socioantropgldagiplica em transcender
barreiras de ideologias, de interesses de cladsespntextualizacdo historica e de outros
fatores. Deve-se buscar a ldentidade, no tempo espaco, pelos referenciais que a
caracterizam (MACHADO, 1998). Segundo Menezes (1984 suporte fundamental da
identidade € a memoéria, que retém informacdo, comeamto, experiéncia, tanto em nivel

individual quanto social dando-lhe I6gica e intiddigdade.

1.4 GENETICA

1.4.1 Definicao

Conforme Klug (2010), Genética é um ramo da bialaglacionado ao estudo da
hereditariedade. A ciéncia da genética une todalagia funcionando como seu centro. Em
1905, Willian Bateson deu a essa ciéncia em desgemanto o nome de Genética a partir de

uma palavra grega “genetikos” que significa “cagazprocriar’ (GARDNER, 1986).

1.4.2 Histérico

As primeiras pesquisas mencionadas referem-seraballtos de Gregor Mendell,
publicados em 1866, realizados com ervilhas deingrdle caracteristicas altamente
estatisticas. Posteriormente (1900) Hugo de Vnadiolanda, Carl Correns, na Alemanha e
Eric von Tschermak-Seysenegg, na Austria, pesoiisasdrias plantas, inclusive ervilhas,
confirmaram, isoladamente, os trabalhos de Mendhdl.final do século XIX, Wilhelm Roux

postulou que os cromossomos, dentro dos nucleosélldas, eram os portadores dos fatores
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hereditarios. O Unico modelo imaginado para a mis&ao daqueles fatores era que o nucleo
da célula deveria conter estruturas invisiveisjairddas, que se dividiam quando a célula se
dividia. Johannsen, botanico dinamarqués, estudanddluéncia da hereditariedade e do
ambiente, nas plantas, utilizou pela primeira vegakavra “gene” proveniente do termo
Darwiniano “pangené”’ Morgan e colaboradores, estudando a mosca d& Brisophila
Melanogasterteorizaram o gene como uma unidade do cromossBosteriormente Muller
promoveu a fusdo da Citologia com a Genética doirgtio a “Citogenética” (GARDNER,
1986).

1.4.3 DNA

Kossel, bioquimico aleméao, evidenciou a existédeialois acidos nucleicos: o acido
desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleicd\R). O DNA é composto quimicamente
por um acucar denominado de desoxirribose, umtfmsfguatro bases nitrogenadas: Adenina
(A) e Guanina (G), com estrutura de anel duplaaaristica das purinas e ainda Citosina (C)
e Timina (T), com estrutura em anel de um tipo d@nado de pirimidina. Esses
componentes arranjados em grupos denominados deotideos sdo compostos de um
grupamento fosfato, uma molécula de desoxirribosainga das quatro bases. Sé&o
polinucleotidios, macromoléculas formadas pelo éeamento de nucleotideos. O DNA é
encontrado principalmente no nucleo das célulasas mitocoéndrias e cloroplastos
(GRIFFITHS et al, 2001).

Tendo por base os estudos de difragcdo de raiosiX,1853, Watson e Crick
propuseram a estrutura helicoidal do DNA. E amdojem uma estrutura chamada de
Cromossomo e ocorre nas células somaticas aos parasélogos, sendo 23 pares na espécie
humana (FIGURA 7). Os cromossomos que formam p@resmoslocus génicos) sao
denominados de homodlogos (ALBERTS, 1997). Neste,cgsnes alelos idénticos, diz-se
haver homozigose. Quando ndo ha esta condicdo ashaadiz-se que 0s genes sdo
heterozigdticos (ALBERTS, 1997; GRIFFITHS et alp2]

*pan=abrangente e genesis=nascimento .
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FIGURA 7 — DNA humano
Fonte: http://biologiasoberana.webnode.com.br, 4042011

1.4.4 Mitocbndrias

As mitocondrias sao corpusculos em forma de batsrmu esféricas, relacionados
com a respiragao celular e que estao imersos aplastma sendo encontrados em todas as
células de eucariotas anaerdbicos. A quantidadeitdedndrias por células sofre variagédo de
acordo com as necessidades energéticas das aglufaa Unica célula pode possuir mais de
5.000 copias dessa organela. Formadas pela diges@atras mitocdndrias pré-existentes no
citoplasma, o processo acontece gracas a existdeci2NA em seu interior, DNA esse
mitocondrial (mtDNA), circular, com regifes coddittes e uma regido variavel denominada
de controladora ou algca D, sendo esta utilizada pm#entificacdo humana (JOBIMt al,
1999; STRACHAN e READ, 2002).

1.4.5 DNA Mitocondrial
O genoma mitocondrial humano foi sequenciado eni,188a sequéncia nucleotidia

ja foi totalmente determinada. Em 1986 criou-ser@epo “Genoma Humano” a fim de se
identificar o maximo de genes possiveis (BROWN,8)9%omente 10% de sua totalidade
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ndo é codificante, seu genoma é haploide, de herastfitamente materna e ndo esta
submetido ao processo de recombinacédo (CANN, 10BES, 1980).

Possui formato circular, tamanho de 16.569 parebade (pb), foi completamente
sequenciado em 1981 por Anderson e colaboradoresimlicaram a todos o0s genes
mitocondriais, suas func¢des e seus produtos gémsofitas de distribuicdo do mtDNA tem
distribuicdo assimétrica de Citosinas e Guaningseoforma uma cadeia pesada (H) e outra
leve (L) (FIGURA 8). A transcricdo de cada fitad® a partir de um ponto localizado na
regido controle, de grande importancia forensesgoruma regiao hipervariavel e pequena
para ser abordada por meio de sequenciamento p@a&em Cadeia de Polimerase (PCR)
(GOES, 2003).

As regides hipervariaveis ou polimorficas de funedwutural sdo de importancia para
a genética forense. Tém sido toleradas ao longevdaicdo humana, pois além de funcéo
estrutural ndo possuem funcao fisiolégica defifidl@GEL e MOTULSKY, 2000).

{(a) |65 rRNA 125 rRNA
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FIGURA 8 - Genoma mitocondrial humano. 16.569 ftanaente econébmico em sua
organizacgdo. Possui dois circulos, o externo reptas filamento pesado (H), e o circulo interno

representa o filamento leve (L).
Fonte: http://www.ufpe.br/biolmol/genomas_organgiam, em 16/08/2011
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O polimorfismo genético caracteriza-se pela presate; diferentes versdes de uma
sequéncia de DNA (alelos), em um determinado lo@ahossomico (locus) e encontra-se em
uma frequéncia superior a 1% nos cromossomos dalggd@m em geral. Diferente do
polimorfismo, o termo mutacéo se refere a qualquetanca na sequéncia de nucleotideos ou
DNA e ocorre em frequéncia inferior a 1% da popata@VILLARD, 2002).

Normalmente se analisa a regido controle por saiadgrvariabilidade. Sua medida é
aproximadamente 1.100 pb dividindo-se em duas esgidRegido Hipervariavél 1 (HVI) e
Regido Hipervariavel Il (HVII). A regido controlerésponsavel pela regulacéo da replicacao
e da transcricdo de todo o mtDNA. A replicacdo tefnio nesta regido e é realizada por
deslocamento de uma fita em relacdo a outra, falmama alca, denominadzsplacement
Loop (D-Loop). Na regido controle, sao verificados os polinsmiids do mtDNA (UPHOLT e
DAWID, 1977). A estruturdD-Loop, onde ha formacdo momentanea de fitas simples pode
influenciar o padréo de mutacéo pontual (REYES2200

Para estudo de polimorfismos do mtDNA, o métodosmélizado é a amplificacdo da
regido controle por meio de uma técnica denomimd&eacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR), podendo-se verificar insercdes, delecoeswatacdes em relacdo a sequéncia padrao
descrita em 1981 por Anderson. A substituicdo plo tiansicdo é o polimorfismo dominante
sendo a troca entre as bases T e C mais frequélmtesstudo sobre o padrao de substituicao
de nucleotideos nas regides HVI e HVII, observowauaxa de substituicdo em HVI duas
vezes maior que HVII (MEYER, 1994).

1.4.6 Extragao de DNA

As estruturas celulares sdo compostas por suletade diferentes propriedades
quimicas tornando possivel a separacdo do DNA deasoumacromoléculas, sendo que
aproximadamente 90% (noventa por cento) do mesdeootigem nuclear e apenas 1% (hum
por cento) é de origem mitocondrial ou de clordpssPara realizacdo de extracdo do DNA,
existem numerosos métodos que variam em complexidadforme sua aplicacédo final,
estado de degradacdo ou inibicdo das proteinaacéhttares. Os métodos amplamente
empregados utilizam homogeneizacéo, solubilizagao detergentes, sendo em seguida feita
a desnaturagcdo. O DNA é entdo separado de macrutadéecelulares contaminantes, sendo
a seguir precipitado e purificado (WALKER, 1999).
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1.4.7 Eletroforese

E uma técnica bioquimica relativamente simples grdede poder informativo. Foi
introduzida por Tiselius em 1937 e € amplamentedaisaos estudos de Taxonomia,
Bioquimica, Fisiologia e Genética Humana. Atualreentuito usada na determinagédo e
caracterizagdo de moléculas de &cido nucleicore,arecentes progressos na tecnologia do
DNA recombinante, mapeamento de fragmentos e seigmeanto de nucleotideos, tem
permitido avancgos expressivos com maior precisdaesultados (WALKER, 1999).

Consiste na migragdo de moléculas ionizadas del@@mm suas cargas elétricas e
pesos moleculares. Para tal, utiliza-se um sistampé&o do gel e um sistema tampé&o da cuba
eletrolitica na qual se encontram os eletrodosni@do a troca entre elétrons e ions. Podem
ser usados diferentes meios como silica gel, file@apel, acetato de celulose, gel de agarose
e outros, de acordo com as condi¢des e necessiddmleaso de géis, a porosidade determina
0 poder de resolucdo das bandas e também deverorsederados o tempo, temperatura e
voltagem (BRAMMER, 2001)

O uso de brometo de etidio para a deteccdo datadah feita por luminescéncia
emitida por este corante quando na presenca delti@violeta. Outros métodos também
podem ser empregados para se detectar bandas emhoatividade, nitrato de prata e
quimioluminescéncia (WALKER, 1999).

1.4.8 Reacdo em Cadeia de Polimerase — PCR

Em 1986, Kary Mullis desenvolveu uma técnica dmajem do DNA denominada de
Polymerase Chain ReactiqRCR},a partir da aceleracdo do ritmo das pesquisaégdials.
E um método que se realiza em trés etapas: deanatNA a ser clonado, podendo este ser
gendmico, amostra forense como cabelo, sangue, nseme ainda restos mortais
mumificados. Primeiro, um aquecimento a 95°C gusladara a dupla fita em fita simples.
Esta elevacéo de temperatura ocorre, geralmenteinp@urto periodo, geralmente em torno
de um minuto. Numa segunda etapa a temperaturdugida para um valor entre 50 a 70°C
chamada de temperatura de anelamento. Neste pligtmucleotidios sintéticos, iniciadores,
servem como ponto de partida para novas fitas d& Bdnplementares. E entdo adicionada

uma forma termoestavel de DNA-polimerase, no cdsu-polimerase que estende o0s

“Reacdo em Cadeia da Polimerase
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iniciadores, adicionando nucleotideos na dire¢cda &', produzindo uma cépia da fita dupla
do DNA alvo. A temperatura considerada otimizada pal fim fica entre 70 e 75°C (KLUG,
2010).

1.4.9 Haplétipos / Haplogrupos

A genética de populacbes estuda as variacdes gieéfreia alélicas nas populacdes
humanas e entre elas os Polimorfismos de Nucleotidaico Gingle Nucleotide
Polymorphisms — SNPgjue sédo as trocas de bases Unicas, bem como estisdguéncias
curtas de repetic&®hort Tandem Repeats—STRs8g sdo sequéncias curtas com dois a nove
pares de base (pb) de comprimento. SNPs e STRampsede herdados, e estes sitios
polimdrficos, quando herdados, determinam difeseti@plétipos. Pode-se dizer entdo que
haplotipos sédo blocos de variacdes de sequénaidosga um cromossomo e herdados como
uma unidade (KLUG, 2010).

Haplotipos séo classes genéticas descritas posaqeencia de DNA ou de genes que
estdo juntos fisicamente no mesmo cromossomo. Atémdia dos diferentes sitios
polimoérficos determina a existéncia de diferentepldtipos. No sentido taxonémico, a
diversidade haplotipica esta relacionada com agéegau separacao de espécies proximas e
no sentido ecoldgico pode-se relaciona-la com sspeda selecéo natural. No caso de estudo
de evolucdo molecular, haplogrupo € entdo um gragttenerado de haplotipos semelhantes
(GRIFFITS, 2006).

1.5. GENETICA E ARQUEOLOGIA

Em 1995, Jeffreys, Brookfild e Semeor, utilizargpela primeira vez, a tipagem
molecular de material genético de forma oficialstedormente também utilizada para
elucidacdo de crimes. Nascia a Genética Forensgarth de entdo, a Criminalistica e a
Medicina Legal ganharam uma nova técnica elucidativ esclarecimento de delitos e na
identificacdo humana (REMUALDO, 2005).

Os estudos populacionais e forenses contribuemacdugueologia na identificacao
de linhagens de ancestralidade, paterna pelo cemmus Y e materna pelo mtDNA, com
possibilidade de pesquisa de ascendéncia até asteaicomum a todos éBomo SapiensA
incansavel busca do homem moderno pelo conhecintengua origem terminou por criar
uma associacdo entre a Genética e a Arqueologie page levar a simulagfes de cenarios ja
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desenhados no passado e testar combinagfes, evauitsonais e ainda estimar o tempo
das diversas colonizagbes (MATSUMURA, 2008).

Na ultima década, tém-se criado Bancos de Dadde thn carater publico quanto
privado os quais oferecem subsidios as pesquisasagstralidade humana (MATSUMURA,
2008).

Com o conhecimento da estrutura do mtDNA, grangtaa@s ocorreram e nos dias
atuais ja se pode analisar geneticamente, com, éxgtns humanos antigos e situa-los dentro
do contexto da Arqueologia. A anélise de variag@sntDNA permite a reconstrucao das
migracdes das mulheres ancestrais, as divisdespiétipos com formacdo dos haplogrupos e
aceita-se a proposta de quéiomo Sapiensom a anatomia moderna, surgiu na Africa ha
aproximadamente 150 mil anos(VIGILANT, 1991).

Para identificar os haplogrupos mais antigos, @pldtipos humanos foram
comparados ao mtDNA de chipanzé. Os haplotiposaafos apresentam a maior variacao, e a
raiz mais profunda da arvore filogenética, da ésgéemana, tem origem na Africa. A arvore
filogenética consiste nos seguintes grupos: Afocamom trés haplogrupos (L1, L2, e L3);
Europeu com nove haplogrupos (H, T, U, V, W, Y,J|, K); Asiatico, com dois
macrohaplogrupos, divididos em varios haplotiposngericano com cinco haplogrupos (A,
B, C, D e X). Uma vez que os haplétipos formaddeg\,, B, C e D contém as caracteristicas
dos grupos Asiaticos, os haplogrupos Americanosoméados grupos fundadores das
Américas, teriam se originado de migracdes a paldir Africa, passando pela Sibéria
(FIGURA 9) e por consequéncia os povos primitivosBloma Cerrado do Brasil Central

também seriam frutos das migracdes que teoricantemtam ocorrido (LIMA, 2006).

EXPANSION TIMES (YEARS AGO) L
Africa 120,000~ 150,000 e

Out of Africa 55,000- 75,000 : b2
Asia 40,000- 70,000 Family Tree DNA

AustralialPNG 40,000- 60,000 mtDNA Migrations Map
Europe 35,000- 50,000
Americas 15,000~ 35.000
Na-Dene/Esk/Aleuts 8.000- 10,000

FIGURA 9- Mapa da distribuicdo e migracdo de mtDNA.
Fonte:  http://www.roperld.com/mtdna.htm, em 18/00/2
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O crescente interesse, recente, na fusdo de es@Gelwéticos com Arqueologia tem
levado Geneticistas e Arquedlogos a pesquisas m@gjeom o intuito de desvendar a origem
e ocupacdao do planeta pelo homem e prevé-se qumahaa proxima década, comecaréo a
surgir resultados desta fusdo que ja é denomimadegaoficialmente, de Argueogenética

(RENFREW, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Conforme teorias vigentes sobre ocupacdo do GamienAmericano, Ultimo grande
espaco global ocupado peldemo Sapiengs primeiros povos das Américas tiveram origem
na Asia, Australia, Malasia ou Polinésia, advindesuma ou varias correntes migratorias e,
consequentemente, os povos primitivos do Bioma aderrseriam oriundos daquelas
migracdes. Nas ultimas décadas, a Genética ternidech passos largos e nos dias atuais tem
prestado uma inestimavel colaboracdo para a comgieee 0 desenvolvimento de outras
ciéncias, complementando, ratificando ou retifieatebrias ja existentes. Na arqueologia, a
contribuicdo da Genética ainda € incipiente.

Constata-se, em revisdo bibliografica, que asypeas| arqueogenéticas se utilizaram,
principalmente, de dados da Genética de Ancesaddich que levou a identificacdo dos
principais haplétipos fundadores, denominados dg “B”, “C”, “D” e “X” presentes nos
paleoindios, povos Na-Dene, esquimds, entre outtlos,extremo norte do continente
Americano, bem como em varios povos Andinos.

No que tange as pesquisas no Bioma Cerrado, rseiteefere as dificuldades de
estudos bioldgicos. Possuidor de caracteristicasogornam acido, com pH em torno de 4 a
5, elevados niveis de ions ferro e manganés, soasdgdes climaticas, proprias da regido, o
solo do Cerrado, rico em acido humico e fulvicajaasobre a matéria organica como um
agente decompositor, tornando-a fragil em parterotoda a sua extenséo, ocasionando sua
extingdo total. Tais caracteristicas tém inibidenglavida, o investimento em projetos nesse
Bioma, contudo as novas tecnologias e metodologmsBiologia Molecular moderna
possibilitam pesquisas em material organico degi@deomo € o caso dos 0ssos dos sitios
arqueoldgicos do Bioma Cerrado, porém ainda conegmastudos disponiveis na literatura.

Ha, portanto, necessidade de se ter um protodicierge, para extracdo de DNA dos
ossos exumados dos referidos sitios arqueolodgrrosocolo que forneca mtDNA suficiente
para estudos, envolvendo Genética e Arqueologiaedessario que o DNA extraido dos
0Ss0s encontrados nos sitios arqueoldgicos sej@iestd para sequenciamento e
identificacdo dos habitantes primitivos do Biomar&ao, em especial do Brasil Central.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Este trabalho tem como objetivo principal estateleim protocolo, eficiente, para
extracdo de DNA de ossos humanos antigos, quaseres@lagradados, exumados de Sitios
Arqueologicos existentes no Bioma Cerrado do Br@sihtral, bem como tentar contribuir
com as pesquisas tanto para a Genética quanto gpakequeologia no que tange as
dificuldades da extracdo de DNA em 0ssos humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Revisar a literatura disponivel sobre a Arque@aty Brasil Central.

Adquirir amostras de ossos e dentes, contatandentédades guardids de material
arqueoldgico de sitios escavados na Regido do Benado no Brasil Central, coletando o
material 6sseo cedido com o maximo cuidado pairtrewvas contaminagoes.

Revisar, na literatura disponivel, as rotinas etqmolos existentes para coleta,
manuseio e classificacdo anatbmica de materiabdatesgradado.

Preparar amostras para extracdo de DNA, pesquisamétodos de limpeza e
descontaminacdo das mesmas, especialmente no mpferseao solo do cerrado.

Testar a eficiéncia de diferentes técnicas dis@isipara extragdo de DNA em
amostras 0sseas, revisando a literatura atualzalol® extracdo de DNA de ossos e dentes

antigos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AQUISICOES DE AMOSTRAS

Realizou-se uma pesquisa, via e-mail, dos locaés gpderiam ter sob sua guarda
material arqueoldgico, 6sseo, humano, exumado itios arqueoldgicos do Bioma Cerrado
na regiao do Brasil Central.

Com esse levantamento feito, foi enviado para stguirgdes, Museus e Empresas um
kit para Coleta de informacdes que contava com:

Questionario- visando a coleta de material em que o mesmuessi disponivel (modelo

anexo - 1).

Carta de apresentacaofornecida pela PUC-Goias, pelos departamentesGdnética e
Arqueologia, a ser apresentada aos responsavess quelrda do material arqueologico
necessario ao desenvolvimento do projeto (modeda@as 2).

Carta de anuéncigpara se obter a autorizacdo e concordancia degppnsavel(is) pela

guarda do material arqueolégico em referéncia @reX).

Andlise dos dadosoletados em questionarios enviados ou ‘in loca@nglo necessario.

Quatro unidades académicas e uma empresa de preslac servicos em Arqueologia

responderam a solicitagéo:

e Instituto Goiano de Pré-Historia e Antropologia KPUC-Goias, liberando o
material dos diversos sitios sob a guarda dauingii;

* Museu Histoérico de Jatai, colocando-se a dispodgiigatrabalho e liberando coletas
de amostras do acervo, material esqueletal humetv@ado do sitio GO-Ja 01;

e Griphus Consultoria em Arqueologia, colocando o emat sob sua guarda a
disposicéo do projeto.

» Unisinos(RS), informando que o material, foco dagoésa, se encontra sob a guarda
do IGPA;

* Museu de Antropologia da UFGo, justificando a ingilodéidade de cessédo do material

solicitado, por estar em exposi¢cdo de museu.
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4.2 COLETA DE MATERIAL OSSEO

Protocolo de Coleta de material 6sseo e dentes

Participagéo obrigatéria do mestrando, de um aitqged de um representante da instituicdo
cedente do material;

» Uso de mascaras cirdrgicas por todos 0s que sriaqa@m do material;

* Uso de luvas de latex, descartaveis, para proeedos;

» Campo de forro do local de realizacdo das coletas;

» Assepsia local, sistematica, com ethanol a 70%;

* Uso de laminas de bisturi, descartaveis a cad&gole

» Troca sistematica do material a cada coleta;

* Registro, por imagem, de cada peca coletada;

» Classificagao anatdbmica do material retirado;

* Embalagem de cada amostra coletada, separadamenpapel aluminio;

» Etiquetagem de identificacdo do material com infagées sobre 0 mesmo;

 Embalagem do material, ja protegido, junto comigueta de identificacdo em sacos
plasticos herméticos tipo zip;

* Registro, por imagem, de todo o material catalogado

O protocolo descrito tem apoio no protocolo de teoéepreparo de 0ssos para extracao
de DNA do Laboratério de Arqueologia e CiénciaseiRges da Universidade de Indianapolis
(Latham K & Ritke M (2002). Bone DNA Purificatiorg foi utilizado para coleta dos
materiais oriundos de oito sitios arqueolbgicoshis&ricos nos estados de Goias, Tocantins
e Bahia (FICHAS TECNICAS 1 a8 e TABELA 1).

A amostragem foi considerada representativa emdartla pouca quantidade de sitios

arqueoldgicos com 0ssos humanos.
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FICHA TECNICA 1 — AMOSTRAS GO-Ja 01

Nome do sitio: GO-Ja 01 (Goias-Jatai 01)

Local: Serranopolis — Goiés — Brasil

Tipo de sitio: Pré- histérico

Localizagao: Em abrigo

Ambiente: Cerrado

Datac&o: 10.580 +- 115 anos AP

Resp. Guarda: Instituto Goiano de Pré-Histéria trdfologia — IGPA / PUC de Goi3
Museu Historico de Jatai (22 etapa)

S

Descricdo do Sitio
Projeto Paranaiba do Programa Arqueoldgico de GB&S&)

Um abrigo, a margem esquerda do Rio Verde, aflugmtieo Paranaiba, com grandes blo

COS

caidos, entrada ampla, sol em toda a sua extemsédendo-o seco e iluminado. O interigr €

aberto, formando um sal@o Unico, coberto, ventjlambon 1300 m2. No sitio encontrous
pinturas, gravuras, restos ceramicos, cocos, carmedrutas e restos humanos. Efetuou-
escavacao numa parte do sitio de aproximadamentg&248endo 10 m de extensao por 4
de largura, em quadriculas de 4 m2. Metodologiaesieavacdo, a retirada da cam

superficial de 10 cm e a seguir escavagdes por dasnde 10 cm. Foram, as camag

se
5e a
I m
ada

as,

designadas por letras e datadas, sendo a Ultinaiesda de camada “Q” que terminoll a

170 cm abaixo, datada de 10580 +/- 115 anos APnivel 13 da escavacdo, aparecerarn
sepultamentos humanos, o primeiro deles denomidad®pultamento “0” (zero) que vai
128 a 170 cm de profundidade, um humano em posilg@ma possivelmente un
sepultamento primario (enterramemmst-mortenno local em questédo). Na quadricula 1
junto a rocha, cercado por pedras e coberto porlafafoi encontrado outro sepultame
de uma crianca fletidaniveis 3 e 4. Um terceiro sepultamento foi en@ald na quadricul
16H a aproximadamente 120 cm de profundidade dehwmano, adulto, com dentes e ¢

varias fraturas a esquerda. Na quadricula 16ctmiese uma cova circular na fase Paran

N 0S

aiba

(material no bordo da cova), porém dentro do cdatda fase Serranopolis, nivel 14 e nao

havia ossos no sepultamento. No nivel 15 (150 onsgpultamento quatro, quadricula 1
detectou-se 01 esqueleto completo, sepultamentoapd de um jovem, posicao fletid
coberto de pedras a partir do nivel 10, tinha euados os dentes definidos como incisi
caninos, pré-molares e molares. Na parte Sul danmegpuadricula 141 sobre sedime
vermelho, a 170 cm de profundidade detectaram-sesess de um pé com o resto

esqueleto dentro da parede, sendo este sepultam@nastudado (SCHMIT£t als1989).

A4-|
a,
oS,
nto
do
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GUARDA: IGPA / PUC GOIAS

FIG. 10 —Frag. de corpo de costelaFIG. 11 Falange proximal Direitd FIG. 12-Porcéo distal da clavicula [

Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega

o

GUARDA: MUSEU HISTORICO DE JATAI

FIG. 13 —Dente 2° molar

Foto: Viviane Nébrega

FIG. 14 - Porcdo medial da fibula Direita

Foto: Viviane Nébrega
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FICHA TECNICA 2 — AMOSTRAS GO-Ja 03

Nome do sitio;] GO-Ja 03 (Goias-Jatai 03)

Local: Serranopolis — Goias — Brasil

Tipo de sitio: | Pré- historico

Localizagéo: Em abrigo

Ambiente: Cerrado

Datacéo: +- 1.000 A.P. (Tradicdo Uma — Fase Jatai)

Resp. Guarda; Instituto Goiano de Pré-Histéria gadpologia — IGPA / PUC de Goias

Descricéo do Sitio:
Projeto Paranaiba do Programa Arqueoldgico de GBI&S)

Sitio litico-ceramico em abrigo de pouca profuadiel proximo ao correg
Pedreira, margem direita do Rio Verdinho, apr@damente 80m de extenséo formg

pela inclinagdo de camadas de arenito teto inain@ara dentro permitindo muita It

solar e sombra a tarde, contendo blocos despresxdmpareddo com gravuras e pintuf

Metodologia dos demais sitios locais, regido dera®épolis, foram separados
analisados tipos de solo, material ceramico, liiaoutros, inclusive 01 sepultamento
pouca profundidade, 2 covas pareadas localizads @an abaixo do solo, junto a un
plataforma rochosa, sendo uma delas de uma crianugp pequena com esquele
praticamente destruido pelo tempo e ao lado ouwtva com esqueleto de uma pes
bastante jovem, emheclbito dorsak sobre o corpo inUmeras “continhas” todas furaleg

um possivel colar (SCHMIT4t als 1989; SCHMITZ; BARBOSA, 1986).

FIG.15 - Processo espinhoso da vértebra FIG.16 - Costela porgéo posterior

Foto: Viviane Ndbrega Foto: Viviane Ndbrega
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FICHA TECNICA 3 — AMOSTRAS GO-Rs 01

Nome do sitio;] GO-Rs 01 (Rasmunsen Nébrega)

Local: Monte do Carmo — Tocantins - Brasil

Tipo de sitio: | Pré- historico

Localizagéo: Em abrigo

Ambiente: Cerrado

Datacéo: 4.000 a 1000 anos AP.

Resp. Guarda; Instituto Goiano de Pré-Histéria gadpologia — IGPA / PUC de Goias

Descricéo do Sitio:
Projeto Médio Tocantins do Programa Arqueologic@oés (PAG)

Abrigo, em arenito, préximo ao rio Balsas, afluetiberio Tocantins, com grande nimeéro

de sepultamentos (10 sepultamentos em 20 m2 deagdess), gravuras distribuidas ¢

guatro painéis no pareddo, material litico e cet@mPossui uma plataforma paralel

U

m

a,

local de enterramentos, apresentando sepultamepriosrios e secundarios. Pelas

caracteristicas possivelmente o abrigo tenha setaitbém para sepultamentos de outros

grupos quando acampados nos arredores. Os sepuiitesngzam primarios, com datagao

aproximadamente 4.000 AP. Evidencia-se, posterioieum segundo periodo e

sepultamentos em torno de 2.000 AP e finalmente tarneiro periodo ocorrell
provavelmente, em torno de 1.000 AP (SCHIMITZ; BAB®A, 1986).

FIG. 17 - Fragmento de vértebrg FIG 18- Maléolo lateral, fibula O FIG. 19 - Fragmento mastoideo H.

Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega

FIG. 20 - Maleolo medial tibia D FIG 21 - Fragmento proximal imero D

Foto: Viviane NGbrega Foto: Viviane Ndbrega
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FICHA TECNICA 4 — AMOSTRA VALE DOS SONHOS

Nome do sitio:| Vale dos Sonhos

Local: Goiania — Goias - Brasil

Tipo de sitio: | Pré- historico

Localizagéo: Céu aberto

Ambiente: Cerrado

Datacéo: 1.200 anos A.P.

Resp. Guarda; Instituto Goiano de Pré-Histéria gadpologia — IGPA / PUC de Goias

Descricéo do Sitio:

Sitio Vale dos Sonhos — Goiania
Sitio lito-ceramico, a céu aberto, sob um loteameatd Cidade de Goiania, capital do
Estado de Goias, denominado de Vale dos Sonhomplaritacdo inicial irregular em
1999. Em maio de 2001, foi encontrada uma urnarfuiae pré-histérica, a 1,5 m dge
profundidade, com restos esqueletais humanos. Fatantificados dentes e diversps
fragmentos 0sseos.( VIANA; MELLO; BARBOSA, 2004)

FIG. 22 - Fragmento medial tibia D

Foto: Viviane Nébrega




44

FICHA TECNICA 5 — AMOSTRAS GO-Pa 64

Nome do sitio: | GO-Pa-64

Local: Sao Domingos - Goiés - Brasil

Tipo de sitio: Preé- historico

Localizagéo: Em abrigo

Ambiente: Cerrado

Datacéo: Aproximadamente 500 anos AP

Resp. Guarda: Instituto Goiano de Pré-Historia gdgologia — IGPA / PUC de Goids

Descricédo do Sitio:

Localizado no municipio de Sdo Domingos-GO, regid®erra Geral, junto a um pareq

de calcério, as margens do rio S&o Bernardo, nwsnivid de 50 m cuja plataforma foi

ao

utiizada como local de enterramentos, onde forfatas trés (03) escavacoes

denominadas de “sepultamentos 1, 2, e 3”. Na eséawdenominada de “sepultamento

foram encontrados o0ssos de um cranio humano juntmuteos 0ssos longos com

111

caracteristicas de um individuo adulto. Na escavaghominada de “sepultamento P”,

encontrados o0ssos de trés (03) individuos sendaduito jovem e dois individuos muit
jovens. Na escavacao denominada de “sepultamentdom encontrados ossagie
correspondem a um adulto.

O material 6sseo cedido para o presenteetorag referido como da escava¢ao

denominada de sepultamento 1 e de acordo comlzmhos apresentados por Schinatz

colls, o referido material pode ser de uma época prézimescoberta do Brasil.

Em todas as escavacgOes, foram encontrados fragsneatdmicos evidenciando degde

N

cerdmicas sem nenhuma decoragdo a ceramicas deza@acbm pinturas (SCHMITZ;

BARBOSA; MIIRANDA; RIBEIRO; BARBOSA, 1996).

FIG. 23 - Fragmento posterior de costela FIG. 24- Dentes 2° e 3° molar

Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega
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FICHA TECNICA 6 — AMOSTRAS OLHOS D'AGUA

Nome do sitio: Olhos D’Agua

Local: S&o Desidério — Bahia — Brasil

Tipo de sitio: Preé- historico

Localizagéo: Céu aberto

Ambiente: Cerrado

Datagdao: Em fase de relatorios ainda ndo concluidos
Resp. Guarda: Griphus Consultoria em Arqueologia

Descricéo do Sitio:

Municipio de Sao Dezidério-BA, coordenada: UTM 2306443/8626087, em um
vale plano, a céu aberto, circundado no sentidte-lesste por uma pequena cadeia
montanhosa com reentrancias, cavernas e abrigos.

Foram identificadas 2 urnas funerarias resgata@agt(us consultoria, relatorio).
E um sitio lito-ceramico, de média a alta densidadestos materiais distribuidos numa &rea

de aproximadamente 400m2.

FIG. 25-Dentes 1° Pré-molar e 1° MolgrFIG 26-Frag. Cranio Parietal E| FIG 27-Frag. proximal de Ulna
Foto: Viviane Noébrega Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega
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FICHA TECNICA 7 — AMOSTRAS SENHORINHA DA CRUZ

Nome do sitio:

Senhorinha da Cruz

Local: S&o Desidério — Bahia — Brasil

Tipo de sitio: Preé- historico

Localizagéo: Céu aberto

Ambiente: Cerrado

Datagdao: Em fase de relatorios ainda ndo concluidos

Resp. Guarda:

Griphus Consultoria em Arqueologia

Descricéo do Sitio:

Municipio de Sao Dezidério—BA, coordenadas: UTM. Z83022/8631532
numa regido de calcario de solo argiloso e de @tapactacdo, a céu aberto, ¢
dimenséo aproximada de 350 x 300 m, escavacéaadalcom nigis de 10 em 10 ci
onde foram identificados restos liticos, ceramit@sn como 3 urnas funeréri

(Griphus consultoria, relatério).

DM

1S.

FIG. 28 - Protuberancia
Mento E. ¢/ dente 1° Molar

Foto: Viviane Nébrega

dpFIG 29 - Fragmento Fibula D| FIG. 30 - Fragmento proximal tibia [

Foto: Viviane Nébrega Foto: Viviane Nébrega




a7

FICHA TECNICA 8 - AMOSTRAS CANGAS |

Nome do sitio: | Cangas |

Local: Aruana — Goias - Brasil

Tipo de sitio: Pré- histérico

Localizacéo: Céu aberto

Ambiente: Cerrado

Datagao: Em fase de relatorios ainda nédo concluidos

Resp. Guarda:

Griphus Consultoria em Arqueologia

Descricéo do Sitio:

Situado as margens do médio rio Araguaia, entidade de Aragarcas € 0 9
da ilha do Bananal, coordenadas: UTM 22L 0499334880, num terraco fluvid
onde hoje esta edificado um hotel.
poco teste, todos de 1X1 m e encontrados em cinadrifulas, fragmentos de 0ss
humanos, produtos de enterramentos. E um sitiaditimico. (Griphus Consultori

relatério).

Foram efetuadaavacbes em 11 sondager

ul

S e
0s

FIG. 31 - Fragmento proximal de metacarpo FIG 32 - Fragmento de osso longo

Foto: Viviane Ndbrega Foto: Viviane Ndbrega
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TABELA I: CARACTERIZACAO DA AMOSTRA POR INSTITUICAO.

INSTITUICAO

IGPA — PUC-Goias

Museu Histérico de Jatai

Griphus
Consultoria em

Arqueologia

SITIO

GO-Ja-01

GO-Ja 03

GO-Rs 01

GO-Vale dos Sonhos.

GO-Ja 01

GO-Pa-64

BA-Olhos D agua

BA-Senhorinha da Cruz

GO-Cangas 1

DESCRICAO ANATOMICA

Costela: fragmento
Falange: proximal D

Clavicula D: tubérculo coroide

Vértebra: proc.espinhoso

Costela: torax posterior

Fibula D: maléolo
Craneo: temp.- mastoideo
Tibia D: maléolo
Vértebra: fragmento
Umero D.

Tibia D frag. Medial

Dente: 2° molar
Fibula D: frag. Medial

Tibia D: Condilo lateral,
Costela: fragmento
Dente: 2° molar (2 Un)

Dente: pré-molar

Dente: 1° molar

Ulna: porcéo proximal

Craneo: fragmento com sutura

lambdoide

Mento: mandibula E
Dente: 2° molar

Tibia D: por¢cao medial
Fibula: fragmento
Osso longo: fragmento

Metacarpo: fragmento
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4.3 PREPARO DO MATERIAL PARA EXTRACAO DE DNA

O preparo do material contemplou a limpeza e deaounacdo isolada, amostra por

amostra, retirando-se o material aderido, do solgadrado, ja que advém de sepultamentos

em vasilhames de barro que se quebraram ou deané&tos diretamente no solo.

Protocolo de limpeza e descontaminacdo do matésisto e de dentes: (adap. de

Kalmar, 2000)

(adaptacao do protocolo utilizado por KALMAR e cals artigo publicado eucleic

Acids Researc2000, Volume 28, n°® 120xford University Pregs

A

© N o g

10.
11.

Imerséo por 10 minutos em hipoclorito de sédio a 2%

Lavagem com agua deionizada por 3 vezes;

Secagem em estufa (Fanem modelo315.SE) a 60° C;

Retirada da camada mais externa da amostra, a@damente 2mm, por raspagem
com lamina de bisturi descartada ap0s cada amostra;

Lavagem com agua deionizada,;

Secagem em estufa a 60° C;

Radiagao UV por 15 minutos.

Acondicionamento das amostras a temperatura ambiemh frascos estéreis
previamente identificados.

Moagem dos 0ssos por maceragao com cadinho €BiSIURA 33), sob protecdo em
capela, exceto os dentes cujo material foi extraigartir da raiz com o uso de uma
broca estéril, de baixa rotagédo, entrando peldoeda abertura apical, retirando-se a
parte interna da dentina até proximo ao esmalti&den

P06 do osso/dente submetido a radiagcéo por luz U\Lpmin;

Armazenamento em novo frasco estéril previamemetificado (FIGURA 34).
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FIGURA 33 - Cadinho de porcelana utilizado para geoados 0Ssos
Foto: JTNGbrega.

FIGURA 34 - Ossos ap6s moagem em cadinho, embadaduslados
Foto: JTNGbrega.

4.4 METODOS UTILIZADOS PARA EXTRACAO DE DNA GENOMIO

Com a finalidade de extracdo de DNA Gendmico dawmstras, foram testados
diferentes métodos:

| - Método de NacCl:

1. 500 pL de sangue total mais 1200 pL de reagen{éris-HCI 10mM, EDTA 1mM,
SDS 0,6%)



w

51

Homogeneizar no vortex e incubar em temperaturaeanteb por 10 minutos
Centrifugar (centrifuga Universal 32-R) 14000 RPBF 5 para formar pellet das
células nucleadas

Descartar o sobrenadante sem tocar o pellet

300 pL de reagente 1 e 20 pL de proteinase K

Homogeneizar lentamente e incubar a 55°C por 30’

200 pL de NaCl (6M saturado) e homogeneizar nexort

800 uL de cloroférmio e homogeneizar no vortex

Centrifugar a 14000 RPM por 10’

Transferir o sobrenadante-fase aquosa- para ummavrotubo identificado
Adicionar 1000 uL de etanol absoluto gelado paegipitar o DNA
Homogeneizar por inversdo 10 X, lentamente

Centrifugar a 14000 RPM por 5’

Desprezar 2500 pL do sobrenadante

Adicionar1000 pL de etanol 70% gelado

Homogeneizar por inversdo 1X lentamente

Centrifugar a 14000 RPM por 5’

Desprezar todo o sobrenadante

Secar o tubo, aberto, em temperatura ambiented0@CGpor 15’ em estufa
Adicionar 100 pL de Reagente 2 (TrisHClI 10mM e EDTUA mM) para hidratar o
DNA.

Obs. I: Todos os reagentes devem estar em tempemnbiente exceto proteinase K,

etanol a 100% e etanol a 70% devem estar a -20f@exer.

Obs.Il: N o caso de aplicacdo para 0ssos, o priniteim foi modificado:

500 mg de pd6 de osso (ou fragmentos);

1.000pL de tampéo de incubacéo;

Homogeinizar em vortex;

Incubacéo overnigth em banho-maria a 56°C

Utilizar 500 pL para iniciar a reacdo por NacCl.
TRIS-HCI (C4H12CINO3) — Tris (hidroximetil) aminot@mo hidrocloreto -usado para

preparacdo de tampdes biolégicos possui peso niatesul57,60 e atividades de Dnase,

Rnase e Protease nao detectadas.
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EDTA (C10H16N208) - Ethylenedianime Tetraacetic dA¢acido etilenodiaminico tetra-

acético) — quelante que forma complexos estaveis diversos ions metalicos dentre eles

calcio, manganés, ferro, zinco cobalto, cobre entinl
SDS (CH3(CH2)S04.Na)- Dodecil Sulfato de Sodio mposto surfactante
PROTEINASE K é utilizada para eliminar contamina;éaligestao de proteinas.

Il - Método do fenol-cloroformio:

(Sambrook, 1989)

1.
2.
3.

10.

11.

12.

13.
14.

Centrifugar a amostra (1.500rpm x 10’) e lavar @xRBS gelado pH 7,2.

Homogenizar o tecido com auxilio de um pistilo efmot eppendorf.

Suspender o pellet em tampédo de extracdo (0 voldlmempéo deve ser de 4x o
volume do pellet). E necesséario uma concentraca60ge de Proteinase K/mL de
tampao de lise.

Incubar 42°C por pelo menos 1h. Adicionar a PraieeK, na hora do uso.

Adicionar igual volume de Fenol equilibrado. Migwsom cuidado (batidas no tubo e
inversao) por 10 minutos;

Centrifugar por 10 minutos a 14.000RPM em tempesiatunbiente. Se a fase aquosa
aparecer “nebulosa”, adicionar um igual volume ldeo66rmio, misturar com cuidado
e centrifugar (spin) a 14.000RPM por 10 minutosaStase aquosa aparecer clara,
transferir a mesma para um novo tubo (ndo levasa dleosa).

Adicionar o mesmo volume de uma mistura Fenol-Géwroio (1:1), misturar por
inverséo do tubo, com cuidado, por 10 minutos.

Centrifugar por 10 minutos a 14.000RPM, preferdnm@ate a 4°C ou alternativamente
em temperatura ambiente (TA).

Transferir a fase liquida para um tubo limpo e iad@ar um volume igual de
Cloroformio;

Misturar cuidadosamente por 10 minutos, centriftgd4d.000RPM por 10 minutos a
4°C ou em TA.

Transferir a fase aquosa para um novo tubo e adicio volume de 1/10, de uma
solucdo 3M de acetato de sodio pH 5,2 e 2,5x aweltotal de etanol 100% gelado.
Incubar em geladeira 4°C por 15 minutos.

Centrifugar por 30 minutos a 14.000RPM em 4°C ou TA

Descartar o sobrenadante e lavar o pellet duas were 500uL de etanol 70% gelado,
centrifugando por 10 minutos a 14.000RPM a 4°CAu T
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15. Secar, invertendo o tubo em TA por 10 minutos é&\atperda do pellet) ;

16. Suspender o pellet em 50uL de TE (pode-se inculpatlet por alguns minutos a 60°C
para auxiliar na solubilizac&o)

17. Tratar com 1 pL de RNAse (estoque a 10 pg/mL)poora a 37°C.

Para utilizacdo em PCR de baixa estringéncia, trex DNA a partir do passo 8.

Checar a concentragédo de DNA em espectofotdmetennogel de agarose e estocar a —20° C.

PBS -Phosphate Buffered Salifif€ampao fosfato salino) (Na2HPO4)sado frequentemente

para diluir anticorpos secundarios.

TE — Tampao de Lise

Il - Método de fenolcloroférmio modificado UFPA

(Argueologia Amazénica 1- DNA mitocondrial de pogedes humanas pré-colombianas da

Amazobnia, Belém, 2010).

Método do fenolcloroférmio com modificagBes, utlilto na UFPa, departamento de

paleogenética: Um protocolo de procedimento deagditr, amplificacdo e sequenciamento

estabelecido pelo Laboratorio de PaleogenéticaRAU

1. Descalcificacdo das amostras por imcubagdo em &wlde 1,2 mL de tampéo de
incubacédo, 150 pL de DTT 1M e 150 pl de Proteikaael8 mg/mL;

2. Manter aincubacéo de 3 a 5 dias;

3. Prosseguir a extracdo utilizando o método do FE€tmieférmio (Sambrook e col.,
1989). Dependendo do estado de conservacao dadrasngsode-se utilizar como
alternativa o método do kit DNA 1Q® (Dialab Diagtiéss);

O DTT é um antioxidante usado nas reac0es, paahikzir enzimas e proteinas.

Tampao de incubacao — preparo:

100 mL de agua

0,157g de tris-HCI

0,584g de NaCl

0,292g de EDTA

2,0g de SDS

KITS COMERCIAIS
IV- Kit de extracdo de DNAInvisorv® Spin Blood

Kit de protocolo simplificado fornecido pela prapriHealthcare (G&E Healthcare) no caso

utilizado com 0sso0s.
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500 mg de p6 de 0sso0;

400 pL de solucéo de lise;

20 pL Proteinase K

Incubacéo temperatura ambiente 10 minutos;
Centrifugar a 10.000 r.p.m. por 1 minuto
500 pL de solucao de lise

Centrifugar a 10.000 r.p.m. por 1 minuto
Descartar o sobrenadante;

500 pLWash Buffer

Centrifugar 3 minutos a 10.000 r.p.m.;
Descartar o sobrenadante;

200 pL deElution Buffer;

Incubar 1 minuto a temperatura ambiente;
Centrifugar a 10.000 r.p.m. por 1 minuto

Estocar o sobrenadante a -20°C

V - Kit IQ- PROMEGA(TM)

Método utilizado- kit IQ- Promega com adi¢cdo depdmde incubacgéo especial, denominado

“bone incubation buffér seguindo o protocolo tradicional do bulario drica, de forma

simplificada, e fornecido pela representacéo Prauiirgsil e descrito abaixo:

1. Manter o material 6sseo ou dente, no minimo 24tmeszer a -80°C;

2. Utilizar o material em p4, no minimo na marca derfil. em microtubos de 2mL;

3. Adicionar 600uL deBone Incubation Bufferacrescentar 35uL de proteinase K,
homogeinizar e acrescentar 40 uL de DTT;

4. Homogeinizar em vortex, incubar em banho-maria®€5®r 3h e adicionar mais 35uL
de Proteinase K;
Homogeinizar em vértex e incubar overnight a 56°C;

6. Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos;
Transferir o sobrenadante (cerca de 500uL) paranavo tubo de 1,5mL evitando-se
arrastar particulas;

8. Adicionar o0 equivalente a 2 volumes Hgsis Buffer(cerca de 1000uL) a solugéo e
homogeinizar bastante em vortex

9. Deixar em repouso por 5 minutos ( se necessara tritativa, deixar mais tempo para
captura do DNA);



10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.
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Homogeinizar em vortex o tubo que contém a redhaghundos, em alta velocidade
até gue a mesma fique em suspensao;

Pipetar 14uL da resina em suspensao e adiciomaostia,;

Agitar, manualmente, a temperatura ambiente, goin§0) minutos;

Homogeinizar em vortex, em alta velocidade, pcedusdos;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnéttagrieSphere®, technology
Magnetic Separation Starez5342);

Com uso de uma pipeta, retirar e descartar todadugd sem perturbar a resina que
deve estar imobilizada na parede do tubo, renttante; (ndo girar o tubo na estante
para ndo despreender a resina);

Acrescentar 150uL de Lysis Buffer;

Homogeinizar em vortex por 2 segundos em alta icdde;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Com uso de pipeta, retirar e descartar toda a&olsem perturbar a resina,
Acrescentar 100uL de 1X Wash Buffer;

Homogeinizar no vortex por 2 segundos em alta \edoe;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Com pipeta, retirar e descartar toda a solugcaopsetarbar a resina;

Repetir a descricdo acima por mais 2X (total devagens);

Deixar o tubo aberto para secar a resina por 5 tosné temperatura ambiente, na
estante magnética. (Obs.: ndo ultrapassar 20 nsinptas 0 DNA néo ira se separar da
resina);

Acrescentar 35uL de Elution Buffer;

Homogeinizar no vortex por 2 segundos, em altaciddale;

Incubar a 65°C por 5 minutos;

Homogeinizar no vértex por 2 segundos, em altaciddale;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Retirar cuidadosamente com uma pipeta, a solugéerdo oDNA e transferir para um
novo microtubo.

Estocar a solugdo, contendo o DNA extraido, a 4#Gm periodo curto e a -20°C ou -

70°C por longos periodos.
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VI - Kit IQ-PROMEGA (TM)- modificado PUC-Goias

(adaptacdo MGENE/PUC-Goias para extracdo de DNAossos e dentes humanos,
exumados de sitios arqueoldgicos pré-historicoBidma Cerrado no Brasil Central).

Método utilizado- kit 1Q- Promega com adicdo de gpdm de incubacdo especial,
“bone incubation buffer” com alteracdo gradativa, modificando o protocwédicional
fornecido no bulario de fabrica, até se consegtimipacédo para extracdo de DNA de 0ssos
antigos, a partir de entdo denominado nesta pesgoisio método de extracdo de kit 1Q-
Promega modificado/PUC-Goiés.

Optou-se por aumentar gradativamente o quantitade proteinase K, DTT e se
necessario alterar os tempos de banho-maria eraa@onvencionou-se acrescer 15uL de
proteinase K ao quantitativo protocolar a cada exymnto, bem como acrescentar DTT na

fase overnight, elevar o tempo de banho-mariaeenpé de captura

Descri¢cao do protocolo apos otimizagao:

1. Manter o material 6sseo ou dente, no minimo 24kireezer a -80°C;

2. Utilizar o material em p6, no minimo, na marca ¢eriL em microtubos de 2mL;

3. Adicionar 600uL deBone Incubation Bufferacrescentar 80uL de proteinase K,
homogeneizar e acrescentar 40 puL de DTT;

4. Homogeneizar em vortex, incubar em banho-marif@ p6r 4h e adicionar mais 80uL
de Proteinase K e 20 pL de DTT;

5. Homogeneizar em vortex e incubar overnight a 56°C;

6. Centrifugar a 10.000 RPM por 10 minutos;

7. Transferir o sobrenadante (cerca de 500uL) paranowo tubo de 2mL, evitando-se
arrastar particulas;

8. Adicionar o equivalente a 2 volumes do existentetulim, delLysis Buffer(cerca de
1000uL) & solucdo e homogeneizar bastante em yortex

9. Deixar em repouso por 15 minutos (se necesséaria ¢entativa, deixar mais tempo
para captura do DNA);

10. Homogeneizar em vortex o tubo que contém a regioa,10 segundos, em alta

velocidade até que a mesma fique em suspensao;



11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.
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Pipetar 14uL da resina em suspensao e adiciomaostia,;

Agitar, manualmente, a temperatura ambiente, goinso) minutos;

Homogeneizar em vortex, em alta velocidade, pagbiisdos;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Com uso de uma pipeta, retirar e descartar todadugd sem perturbar a resina que
deve estar imobilizada na parede do tubo, rentante; (ndo girar o tubo na estante
para ndo desprender a resina);

Acrescentar 150uL deysis Buffer;

Homogeneizar em vortex por 2 segundos em alta idelde;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Com uso de pipeta retirar e descartar toda a sokeyd perturbar a resina;

Acrescentar 100uL de 1Wash Buffer;

Homogeneizar no vortex por 2 segundos em alta wklde;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Com uso de pipet,a retirar e descartar toda a&olsem perturbar a resina,

Repetir a descricdo acima por mais 2X (total devagens);

Deixar o tubo aberto para a resina secar, por 2utosn a temperatura ambiente, na
estante magnética. (Obs.: ndo ultrapassar 20 nsinapds este tempo o DNA néo ira se
separar da resina);

Acrescentar 40uL delution Buffer;

Homogeneizar no vortex por 2 segundos, em altaciglde;

Incubar a 65°C por 5 minutos;

Homogeneizar no vortex por 2 segundos, em altacilde;

Colocar o tubo imediatamente na estante magnética;

Retirar cuidadosamente com uma pipeta a solucaerdm oDNA e transferir para um
novo microtubo identificado.

Estocar a solucéo, contendo o DNA extraido, a 4#Qum periodo curto e a -20°C ou -

70°C por longos periodos.
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Preparo das solugdes utilizadas com o kit reladona

Lysis Buffer{tamp&o de lise) = 100uL de tampéo de lise + 1@tDUT 1M

Wash Buffe(tampéo de lavagem)Wash Buffe2X do kit (30 mL) + 15 ml de etanol
95 a 100% e 15 mL alcool Isopropilico, sendo o ptodinal 60 mL dewWash Buffer
1X.

4.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A integridade do DNA foi certificada, a cada métpdor meio de eletroforese em gel
de agarose a 1,5% corado com brometo de etid@grti.) e visualizado no Sistema de Video
Documentacdo VDS®Ihage Master VI® - Amersham Pharmacia BiotectdSA). O DNA

gendmico foi mantido a temperatura preconizad20@C até a amplificacdo por PCR.

4.6 QUANTIFICACAO DE DNA

Foram realizadas as quantificacbes do DNA extrafio cada amostra em
espectrofotometro SpectrophotometerNANODROP 2000C - Thermo Sciendificno

laboratério de Oncogenética e Radiobiologia da éissdo de Combate ao Cancer de Goias.

4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As amostras de DNA foram submetidas a PCR paraificapéo do gene ZFX/Y com
intuito de comprovar a presenca de DNA humano. Coomdrole utilizou-se DNA extraido
pela técnica do NaCl de sangue periférico humarsopi©cedimentos foram realizados em
duplicata. Ogrimersutilizados estdo na tabela Il, as condi¢cdes dageaem estdo resumidas
na tabela Ill e os protocolos de amplificagdo dalA de sangue periférico e de 0ssos e
dentes estdo resumidos nas tabelas IV e V, respeante.

TABELA II: SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DO PRIMER ZFX/Y

Primer | Sequéncia (5" - 3") Tamanho do produto

ZFEXIY | F: ACC RCT GTACTG ACT GTG ATTACTC 495 pb
R: GCACYT CTT TGG TAT CYG AGAAAG T

Motaet all, 2010.
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O produto obtido em cada reacdo em cadeia da @alse foi posteriormente
submetido a eletroforese em gel de agarose a leB%.,m campo elétrico de 10 V/cm,
corado com brometo de etidioyymL) e o registro visual do gel feito com o auxitio
aparelho de Video Documentacdo VDSIEndge Master V® - Amersham Pharmacia
Biotech USA).

TABELA llI:

PROTOCOLO DE TERMOCICLAGEM PARA AMPLIFICAC}AO DOS RRERS ZFX/Y
Processos Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 5 1
Desnaturagéo 95°C

Anelamento 55°C 0,5 35

Extensao 72°C

Extenséao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C 00

TABELA IV:

PROTOCOLO PARA A AMPLIFICAGCAO DO GENEFX/Y
(DNA AMOSTRA: SANGUE PERIFERICO)

Reagentes Reagentes Volume para 1 amostra
Tampao (5x) 1X 5,@l

MgCl, (25mM) 1,5 mM 1,5

DNTPs 1,25 mM de cada 40

Taq polimerase 5 Wl 2,5 Upl 0,2ul

Primer sense 0,02 mM O

Primer antisense 0,02 mM Qb

H,O Mili Q 10,3ul

DNA amostra 200 ngL 3,0ul

Volume final 25,0yl
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TABELA V:
PROTOCOLO PARA A AMPLIFICACAO DO GENEFX/Y
(DNA AMOSTRA: OSSOS E DENTES)

Reagentes [] reagentes Volume para 1 amostra
Tampao (5x) 1X 5,@l

MgCl, (25mM) 1,5Mm 1,5

DNTPs 1,25 mM de cada 40

Taq polimerase 5 Wl 2,5 Upl 0,2l

Primer sense 0,02 mM O

Primer antisense 0,02 mM Qb

H,O Mili Q 4,3l

DNA amostra 200 nglL 9,0l

Volume final 25,0yl

ApoOs a limpeza dos ossos e autoclavagem (autoekxtieal Phoenix) do material,
todos os demais passos, até o final da extracdORe @ram realizados em “capela” com
limpeza prévia e utilizacdo de radiacdo Wke¢o clean plus — bioprotector plus)id todo o
material, inclusive vidrarias, pipetas, ponteimglemais materiais envolvidos no processo a

ser executado no momento.
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5 RESULTADOS

Ao se utilizar o método de extracdo por NaCl, séobteve sucesso em nenhuma das
cinco tentativas, com gel de extracdo, negativéotg@ara as amostras em forma de dois
fragmentos 6sseos (2) quanto para as amostrasrera fte dois ossos pulverizados (2), mas
obtendo resultado positivo, ou seja, extracdo dé [dB sangue periférico humano utilizado
como controle da reacao.

Em virtude do fracasso de extracdo de DNA, do mahtde pesquisa, pelo método
por NaCl utilizou-se um segundo método, extracaofgmol-cloroférmio (Sambrook, 1989),
seguindo os parametros anteriores de duas amestrdsrma de fragmentos 6sseos e duas
amostras em forma de pulverizado e uma de contoote sangue periférico humano. Foram
realizadas trés tentativas sem resultados, e condescrito para a extracao anterior, obtendo-
se resultado positivo para o controle da reac&ocaiado-se assim DNA de sangue periférico
humano.

Pesquisas na literatura e informacbes sobre oodoétde extracdo por
fenolcloroférmio, com modificacdes introduzidas Waiversidade Federal do Para, foram
analisadas e consideradas viaveis de se aplicargsgaamostras em questdo. Consistiam as
modificagOes, basicamente, em aumentar o tempocté&acdo das amostras para 3 a 5 dias,
em banho-maria a 56°C ou ainda continuar a extreg@ouso de kit comercial. Procedeu-se
como no descrito para 0 método de extracdo porddenoférmio, aumentando apenas o
namero de dias de incubacédo, anteriormente de arpada o descrito de 3 dias, mantendo-se
0 mesmo numero de amostras (5) e obtendo-se m@ssiltdénticos, ou seja, positivo para
controle, sangue periférico humano, e negativo gaam@mostras de 0Ssos.

Considerou-se entéo a utilizacdo dos kits comisrgiiciando pelo kit de extracéo de
DNA Invisorv® spin blood mini-kit (G&E Healthcare) ndo se obteve sucesso, gel de
extracdo negativo tanto para as duas amostrasrem fie fragmentos 6sseos (2), como para
as duas amostras em forma de pulverizado (2), sgpsltivo para sangue periférico humano,
utilizado como controle.

Outra opc¢ao de kit comercial foi 0 1Q-Promega(Tdd)o método protocolar preconiza
apenas amostras pulverizadas. Foram realizadastdtivtas em grupos de oito amostras

diferentes em cada, num total de 32 amostras,sabtendo sucesso (figura 35).
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FIGURA 35 - Gel de eletroforese de extracdo seresso
Fonte: VDS / MGENE/PUC Goiéas

Géis similares foram obtidos nas extragbes comeasidas aplicadas, quais sejam: NacCl,
Fenolcloroformio (Sambrook), Fenolcloroférmio mackido, kits de extragdo Invisorv (G&E), 1Q-
PROMEGA™

Foram inseridas gradativas modificacdes no kiPlQmega(TM), e apos eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, corado em brometo de,etisualizou-se no Sistema de Video
Documentacdo VDS®Ihage Master VI® - Amersham Pharmacia BioteckiSA), uma

banda fraca, constante em todas as amostras (8Gura

FIGURA 36 - Gel de eletroforese de amostras exdspelo kit IQ-PROMEGA modificado
Fonte: VDS / MGENE/PUC Goias

Por apresentar uma fraca imagem em banda, o alati®ii quantificado no
espectrofotometro do Laboratério de Oncogenéticagliobiologia da Associacdo de
Combate ao Cancer do Estado de Goias, de formavposabela VI.

A partir do resultado da quantificacdo, foram wdebs as extragcbes do DNA das
demais amostras 6sseas, perfazendo o total de tB&X:@s e todas foram quantificadas
conforme resultados descritos na tabela VI.

O controle com sangue periférico humano foi serppsgtivo, obtendo-se DNA em todas as

técnicas de extracdo de DNA.



TABELA VI : RESULTADO DE QUANTIFICACAO DO DNA EXTRAIDO

OSSOS

SITE

GO-Pa-64

GO-Pa-64

BA-Olhos
D'agua
BA-Olhos
D'agua
BA-Olhos
D'agua
BA-Senhorinha
da Cruz
BA-Senhorinha
da Cruz
BA-Senhorinha
da Cruz
BA-Senhorinha
da Cruz
BA-Senhorinha
da Cruz
BA-Senhorinha
da Cruz

BA-Senhorinha
da Cruz

GO-Cangas 1
GO-Cangas 1

GO-Ja 01

GO-Ja 01

GO-Ja 01
GO-Ja 01

GO-Ja 03

SAMPLE

Tibia
/proximal D

Costela

Ulna
/proximal

Créaneo -
parietal E

Craneo -
parietal E

Mento

Mento

Tibia / medial
D

Tibia / medial
D

Tibia / medial
D

Fibula
Fibula

Osso longo

Metacarpo /
proximal

Costela

Falange
/proximal D

Clavicula
/distal D

Fibula D

Processo
espinhoso

DATE AND

TIME

10/08/2011
15:56:32

03/08/2011
10:35:12

10/08/2011
15:46:04

03/08/2011
10:41:07

10/08/2011
15:47:53

03/08/2011
10:37:29

10/08/2011
15:39:37

03/08/2011
10:38:31

03/08/2011
10:39:02

10/08/2011
15:44:54

03/08/2011
10:40:35

10/08/2011
15:46:56

03/08/2011
10:35:42

03/08/2011
10:36:17

10/08/2011
15:30:14

10/08/2011
15:32:12

10/08/2011
15:35:14

03/08/2011
10:42:18

03/08/2011
10:36:56

NUCLEIC
ACID
CONC.

1,9

8,1

4,8

12,6

4,1

3,6

6,8

6,3

16,3

4,9

26,1

4,7

5,1

91

3,2

7,5

3,2

UNIT

ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul

ng/ul
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SAMPLE
TYPE

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA



Costela torax| 10/08/2011

64

GO-Ja 03 posterior 15:38:39 6.9 ng/ul DNA
comor [0 WM i | om
GO-Rs 01 Mastéideo D %{giﬁg“ 5.4 ng/ul | DNA
GO-Rs 01 Mastodideo D ig/gilggll 55 ng/ul DNA
coror B0 RN i g ow
GO-Rs 01 Eéﬁffﬁ?go ig{ 83{ 3011 25,7 ng/ul | DNA
vertebral :00:25
comor  Une TEBEL 5y g om
(SSOOn—?]/:SIe dos 'I[;lbla / medial (1)8/2{13/12@11 129 ng/ul DNA
DENTES
Site Sample Date and Timezgﬂeci:%ncl Unit ?;r)r;ple
GO-Pa-64 2° molar iglgglégll 2,6 ng/ul DNA
[B)g-éfjlgos Pré-molar 1g/g§/(2)gll 32,9 ng/ul DNA
[B)g-goulgos 1° molar ig/gglggll 32,1 ng/ul DNA
RSO | ooy DR 10 g | ow
GO-Ja 01 20 molar ig/ gg{ gg“ 3,1 ng/ul DNA

Fonte: Laboratério de Oncogenética e RadiobioldgiACCG.

N&o ha possibilidade de se fazer uma correlaca®e @st sitios arqueoldgicos e a
quantidade de DNA extraido porque os enterramems&sdo diversos, em profundidades
diversas, foram submetidos a formas diferentesntimipéries nos seus locais de origem.
Existem também diferencas nos periodos de entemtameue variam de aproximadamente
7.000 a 500 anos A.P.

Apés a quantificacdo do material extraido, o medpiosubmetido a PCR para
amplificacdo do gene ZFX/Y para certificar a coddicde DNA humano, sempre em

duplicata e utilizando-se como controle DNA de sangeriférico humano anteriormente
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extraido pela técnica do NaCl. O material submetdBCR foi positivo confirmando ser
material humano (FIGURA 37).

tamanho esperado (495 pb), Ladder de 100 pb.
Fonte: VDS / MGENE/PUC Goiéas



66

6 DISCUSSAO

Relatos na literatura tém mostrado que o DNA ppédesistir em restos antigos,
especialmente em 0ssos e dentes. Essas amostedmus@antes em relacdo a restos de outros
tecidos e geralmente preservadas, porém o estud@mtiwial genético humano ainda é muito
discutido no meio cientifico, pois a exposicao @tempéries e o tempo de exposicao as
mesmas gera controvérsias, face as dificuldadesxulacdo. Apesar do recente avanco na
Biologia Molecular, pelo citado e por diversos osatfatores, ainda existem limita¢ces para se
obter DNA a partir de restos humanos (IWAMURA, 2003

Diversas publicacbes, tais como as do Laboratbooense da Universidade de
Indianapolis, do Departamento de Antropologia davehsidade de Szeged na Hungria, da
Revista do Museu de Arqueologia e Etnologia, téfocauo as dificuldades de extracdo de
DNA de material antigo, sendo a presenca de aditloch, acido humico e os radicais
oxidantes os mais considerados e citados. O DNAog#®s antigos sofre modificacdes
atribuidas ao processo oxidativo, responsavel pmla recuperacdo de espécimes
arqueoldgicas danificadas (OLIVEIRA, 2005).

Dificuldades na extracdao de DNA de ossos, encdosraem sambaquis em Santa
Catarina, Brasil, em 212 amostras, com resultadgativos, de varios sitios pesquisados por
SCHMITZ et al nos anos de 1992, 1993 e 1996 sao citadas ero ddiglAE/USP, dentre
elas a presenca de radicais oxidantes, acido huenfédvico. O motivo da dificuldade de
extracdes, segundo o artigo, foi atribuido ao tEaue os 0ssos em questdo apresentavam
DNA degradado ou fragmentado, ndo obtendo sucessdaliferentes tentativas de extracao
(ARRUDA, 2007).

KALMAR et al, (2000) estudando fatores que, em restos humarsosasos historicos
e forenses, impedem a extracdo do DNA e o sucessulq da PCR, citaram haver variacdes
das dificuldades de local para local, podendo efsgeses advir da propria degradacao das
amostras bioldgicas, do ambiente em forma de &biduico, capaz de inibir a acdo da
TagDNA polimerase, do &cido falvico, da hidroxi-tizae de taninos.

Na tentativa de se estabelecer um protocolo canée€ia para um projeto na
Universidade de Szeged, foram utilizados diveraagpbes de extracdo e diversos métodos
tais como o do fenolcloroférmio, chelex e concloiram protocolo alternativo baseado na

precipitacdo com etanol, mais eficiente para o ¢assos do Departamento de Antropologia
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da Universidade Szeged/Hungria, oriundos de qualiferentes escavacbes, bem
documentadas dos séculos 7° ao 15°) (KALM&ARII, 2000).

Remualdo (2004), em um trabalho com dentes, édragcente e queima até 600°C
relatou as dificuldades de extracdo de DNA, poré&mds possivel encontrar o método
apropriado. Além disso, aquela autora relatou, amese trabalhar com polpa dentaria, as
dificuldades de extracdo serdo menores uma vea goépa dentaria sofre pouca agéo de pH
externo, resiste a queima, nao se degrada frem@naécdes do solo e, ndo tendo contato com
agua, nao sofre mudancas quimicas. As amostrasetidas a temperaturas elevadas
apresentaram dificuldades de extracdo de DNA. Qopoto de extragcdo que produziu
resultados, ou seja, foi eficiente para extracabMA, no caso em questao, foi extragao pelo
alcool isopropilico

No ambiente litoraneo, os inUmeros materiais aifggcos pré-historicos, inclusive
0ssos humanos, em sambaquis, devido a presencgudadé mar, sofreram profundas
alteracdes na estrutura das moléculas de DNA, ndasaodificacdes quimicas irreversiveis
(ROCHA, 2009).

No ambiente do Cerrado do Brasil Central, cujo soéxtremamente acido com pH de
4 a 5.5, com altos niveis de Al3+, ions Fe e Mmfexindo alta toxidez e baixos teores de
cations basicos (OLIVEIRA, 2005) ha que esperandga dificuldades na extragdo de DNA
de ossos de enterramentos antigos, principalmentefdrido material 6sseo, com datagfes
aproximadas de 7.000 anos A.P., evidenciadas pooma 14 (C14). O solo do Cerrado e sua
acdo sobre ossos antigos promoveram contaminactdsgmadacdes, 0 que motivou a
adaptacdo do protocolo do kit IQ-PROMEGA(TM) a a@ifio imposta pelos enterramentos
em solo do Bioma Cerrado.

Para minimizar os fatores que impedem a extragddNA, uma das condi¢cdes seria a
eliminacdo das contaminacdes e de digestdo dasimast 0 que levou ao aumento da
proteinase K de forma gradativa, na proporcao delL 1% cada reacédo, tanto na fase de
incubacdo curta, quanto na fase de incubag@wnight para se obter maior eficiéncia na
eliminacao das contaminacdes e digestdo das pastein

Por ser agente antioxidante, com funcéo, na ceaghestabilizar enzimas e proteinas,
foi acrescido DTT na incubacé@wvernightem 50% do valor da incubagéo de curta duracéo,
que foi levada ao limite de 4 horas. Na terceirac@ie experimental com adaptacdo da
quantidade de proteinase K, houve extracdo de Dk&hdo o protocolo adaptado em 80uL

de proteinase K nas duas fases de incubacéo, ed@azim total de 160 uL.
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Observa-se que os resultados positivos, quankracéo de DNA de ossos e dentes
apresentados por diversos autores, possuem adeguggénto ao meétodo ou substancias
utilizadas, como ocorreu nos trabalhos com os odso®epartamento de Antropologia,
Universidade de Szeged na Hungria, onde varioggols foram utilizados sem sucesso e 0s
trabalhos foram concluidos com métodos alternagpaosprecipitacdo de etanol. Observa-se,
ainda, conforme relatado por Arrudaal (2007),que é necessario observar as dificuldades
pela presenca de radicais oxidantes, acido humaoide fulvico.

O protocolo apresentado neste trabalho obteve ssocepor aumentar
significativamente a quantidade utilizada de pr@ise K e DTT, o primeiro otimizando a
eliminacdo das contaminac¢fes e digestao das pmetein segundo como agente antioxidante
e também digestor de proteinas.

A partir de DNA extraido pela utilizacdo do prait alternativo apresentado neste
trabalho, as proximas etapas serdo os sequenci@nelassificacées de haplogrupos de cada
amostra e comparac¢des com Bancos de Dados Genétaticando quem eram os individuos

qgue na Pré-Histéria migraram para o Bioma CerradBnasil Central.
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7 CONCLUSAO

Este projeto pode fornecer subsidios para a Aflqgeg buscando protocolos
alternativos para extracdo de DNA de material dstplehumano, histérico ou pré-histérico,
raro e esgotavel. Tais procedimentos visam remguassiveis inibidores de PCR,
possibilitando a extracdo do DNA de ossos antigmsno ponto de partida para a
amplificacéo, o sequenciamento e a identificacaoagéotipos.

Apesar das dificuldades, é possivel estabelenegenética, protocolos para extracédo
de DNA dos o0ssos encontrados nos sitios arqueokgia area Central do Brasil e 0 DNA
extraido pelos protocolos adaptados é a chave eysd a Arqueogenética a auxiliar na
elucidacao da ancestralidade dos povos primitivoBidma Cerrado do Brasil Central.

Utilizando o protocolo apresentado como result@ekie projeto, é prevista a extracao
de DNA do material ésseo restante, avaliagdo doe g8RY (gene determinante do
cromossomo Y), sequenciamento e classificacdoqbapgbos) de cada amostra.

Os Argueologos poderéo dar sua contribuicdo, seompe encontrados enterramentos,
através da inclusdo do pensamento de ascendéncianhuem suas pesquisas. Procurar
escavar, mantendo o material 6sseo o0 mais intqoaskivel, fazendo uso de luvas, mascaras

e aventais e/ou solicitando acompanhamento de umatiGista para estudo do caso.
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ANEXO
ANEXO 1 _ _
FICHA DE INFORMACOES PARA COLETA DE AMOSTRA OSSEA HUMANA PARA FINS
DE LEVANTAMENTO GENETICO EM ARQUEOLOGIA

1 | Instituicdo:
Endereco:
Telefone: E-mail:
Responsavel:

2 | Nome do sitio:
Local:
Tipo de sitio: Pré- historico: Historico: Outro:
Localizacao: Céu Aberto Em abrigo: Outro:
Ambiente: Cerrado Mata Outro:
Documentacdo: | Relatérios Croquis Perfis
Datacao:

3 | Material 6sseo humano
Quantidade de individuos:
Sexo: Masculino: Feminino: N&o identificado:
Tipo de ossos: | Longos Curtos Mandibula Craneo
Dentes: Avulso Articulado mandibula e/ou maxila
Estado de Bom Calcificado Queimado
conservacao: Antropizado Outros:
Efetuado algum tratamento para | Sim N&o
preservagdo do material 6sseo? Quar;

4 | Sepultamento: | Primario Secundario Outro:
Em contexto cultural: | Sim Nao
Vestigios associados: | Litico Ceramica Carvéo Conchas

Coprdlitos Outro

5 | Referéncias em publica¢fes: | Sim Nao

Quais?
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ANEXO 2

CARTA DE APRESENTACAO DE ALUNO

Vimos, por meio dessa, apresentar o aldd®AS TADEU NUNES NOBREGA,
matricula 2010.1 093.001.0007, mestrando em Genptto Departamento de Biologia da
Pontificia Universidade Catolica de Goias, que estdizando sua dissertacdo com o tema
“Identidade genética dos povos primitivos do Biof@arrado do Brasil Central” sob a
orientacdo da professora Dra Kétia Karina VeradliMoura (Mestrado em Genética) e, co-
orientacdo Dra. Rosicler Theodoro da Silva (Ingtitdoiano de Pré-historia e Antropologia).

Certos de sua compreensao, agradecemos desd@ljasa colaboracdo e colocamo-

nos ao seu inteiro dispor para maiores esclaretosgese preciso for,

Atenciosamente,

Goiania, 18 de margo de 2010.

Profa. Dra. Katia Karina V. de Moura Profa. Dra. Rosiclér Theodoro da
Silva

Orientadora Co-orientadora

Departamento de Biologia IGPA/PUC Goias

Mestrado em Genética (Mgene/PUC Goias)
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ANEXO 3

CARTA DE ANUENCIA

Pela presente, a (Nome completo da intuicdojagdach (Endereco completo,
com numeros, complementos, CEP, cidade e estaglmesentada por (colocar nome do
responsavel), portador do RG n° e CPF ,
autoriza o alunaJUDAS TADEU NUNES NOBREGA, matricula 2010.1 093.001.0007,
mestrando em Genética pelo Departamento de BiolbgiRontificia Universidade Catdlica

de Goias, a coletar amostras 0sseas humanas madeflevantamento genético populacional
em arqueologia, acesso as publicacdes e demaisndatas que possam contribuir ao pleno

desenvolvimento de sua dissertacdo de mestrado.

Cidade, XX de XXXXX de XXXX.

Assinatura do responsavel
Instituicdo



