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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Análise paleogenética da tuberculose e perfil paleoparasitológico de 

populações do período histórico do Rio de Janeiro 

 

RESUMO 

Tese de Doutorado em Biologia Parasitária 

Lauren Hubert Jaeger 

A cidade do Rio de Janeiro foi o principal centro comercial e capital do país 

durante o período colonial brasileiro. A chegada de centenas de milhares de 

colonizadores europeus e escravos africanos à cidade desencadeou um crescimento 

urbano e populacional desenfreado. O objetivo do trabalho é avaliar o cenário 

paleoepidemiológico da tuberculose na população do Rio de Janeiro entre os 

séculos XVII e XIX através da análise paleogenética do complexo Mycobacterium 

tuberculosis (MTC), bem como da análise do perfil paleoparasitológico e da 

ancestralidade humana. A infecção por bactérias do MTC foi identificada na 

população enterrada nos sítios arqueológicos analisados. A frequência de infecção 

observada foi de 53% e 25% em cemitérios europeu e africano, respectivamente. Os 

parasitos Trichuris trichiura, Ascaris sp., Taenia sp. e Enterobius vermicularis foram 

detectados através de técnicas paleoparasitológicas e paleoparasitológicas 

moleculares. O nematoide T. trichiura foi o mais comumente encontrado nos sítios 

arqueológicos estudados, demonstrando uma frequência de infecção de até 70%. 

Estes dois últimos representam o registro mais antigo dessas infecções no país. A 

ancestralidade humana revelou uma proeminente contribuição da população 

europeia na dispersão da tuberculose na cidade, e confirmou a presença da infecção 

em escravos africanos recém – chegados ao país. O cenário de infecção por 

tuberculose na cidade, assim como por parasitos intestinais, é discutido. 

Palavras – chave: paleoparasitologia, paleogenética, tuberculose, parasitos 

intestinais. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Paleogenetic analysis of tuberculosis and paleoparasitological profile of 

populations of the historical period of Rio de Janeiro 

 

ABSTRACT 

PHD Thesis in Biologia Parasitária 

Lauren Hubert Jaeger 

The city of Rio de Janeiro was the main commercial center and capital of the 

country during the Brazilian colonial period. The arrival of hundreds of thousands of 

European settlers and African slaves to the city triggered unbridled population and 

urban growth. This study aims to evaluate the paleoepidemiologic scenario of 

tuberculosis in Rio de Janeiro population between the seventeenth and nineteenth 

centuries through paleogenetic analysis of Mycobacterium tuberculosis complex 

(MTC), as well as examining the paleoparasitologic profile and human ancestry. The 

TB infection was identified in the individuals buried in archaeological sites. The 

frequency of infection was observed in 53% and 25% in European and African 

cemeteries, respectively. The parasite Trichuris trichiura, Ascaris sp., Taenia sp. and 

Enterobius vermicularis were detected by paleoparasitolgical and molecular 

techniques. The latter two represent the earliest record of these infections in the 

country. The nematode T. trichiura was the most commonly found in archaeological 

sites studied, showing an infection rate of up to 70%. The human ancestry revealed a 

prominent contribution of the European population in the dispersion of tuberculosis in 

the city, and confirmed the presence of infection in African slaves. The scenario of 

TB infection in the city, as well as intestinal parasites, is discussed. 

Key words: paleparasitology, paleogenetic, tuberculosis, intestinal parasites. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Paleoparasitologia e paleoparasitologia molecular 

A paleoparasitologia é o estudo dos parasitos encontrados em remanescentes 

humanos e de outros animais recuperados de sítios arqueológicos, paleontológicos, 

ou de qualquer outra fonte em que se mantiveram preservados (Ferreira, 2011). A 

paleoparasitologia emerge como um braço da paleopatologia no momento em que 

foram buscadas formas parasitárias em material arqueológico (Araújo et al., 1981). 

Parasitos e seus restos podem ser detectados em coprólitos (do grego kopros – 

fezes e lithos – pedra) (Chame e Sianto, 2011), provenientes de sítios arqueológicos 

ou paleontológicos, ou dentro de corpos mumificados (Araújo et al., 2003). O estudo 

dos coprólitos nos permite avaliar os hábitos e dados ecológicos das populações 

antigas (Chame e Sianto, 2011) e suas doenças parasitárias (Araújo et al., 1981). 

Segundo Ferreira (2011) os primeiros trabalhos publicados na área foram o de 

Ruffer, em 1910, na qual descreve o achado de Schistosoma haematobium no 

tecido renal de múmias egípcias datadas de 1.250 a 1.100 a.C., e o de Szidat, em 

1944, que descreve o encontro de Trichuris trichiura e Ascaris lumbricoides em 

corpos bem preservados da Prússia. Com o desenvolvimento da técnica de 

reidratação de coprólitos com fosfato trissódico, por Callen e Cameron (1960) e 

aperfeiçoamentos de técnicas comuns de diagnóstico parasitológico (Reinhard et al., 

1988) a área da paleoparasitologia tem avançado consideravelmente. A partir daí, a 

análise microscópica de coprólitos tem permitido o encontro de um aumentado 

número de formas parasitárias. 

A paleoparasitologia molecular é um campo de pesquisa dedicado à detecção, 

identificação e caracterização de DNA de microorganismos (bactérias, vírus, 

helmintos e protozoários) em espécimes arqueológicos (Iñiguez, 2011). A 

paleogenética é um campo de estudo mais amplo, onde são estudados não só o 

aDNA de microorganismos, como também aDNA de espécimes humanos, de 

animais e plantas (Marota e Rollo, 2002). É um campo especializado da biologia 

molecular aplicado ao estudo genético de materiais provenientes de sítios 

arqueológicos e paleontológicos (Mendonça de Souza, 1997). Um novo campo na 

área da paleoparasitologia molecular é a paleogenômica (Poinar et al., 2006), na 
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qual envolve a determinação e análise de grandes segmentos de aDNA na ordem de 

milhões de pares de base (pb) (Iñiguez, 2011; Keller et al., 2012). 

O primeiro relato da recuperação de sequências de aDNA (DNA antigo) foi de 

um equídeo extinto, Equus quagga, por Higuchi e colaboradores (1984), através da 

clonagem de um fragmento do DNA mitocondrial (mtDNA) de um espécime de 

museu. Em 1985, a primeira sequência humana foi demonstrada por Pääbo (1985) 

na qual clonou e sequenciou um fragmento de DNA nuclear de uma múmia egípcia 

datada de 2.600 anos a.C. (antes de Cristo). A demonstração das grandes 

possibilidades de estudo com aDNA ficou evidenciada por um estudo de Golenberg 

e colaboradores (1990), através da recuperação de aDNA de um espécime do 

gênero Magnolia, datado de 17 a 20 milhões de anos atrás (Golenberg et al., 1990). 

Após o desenvolvimento da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase 

(Polymerase Chain Reaction – PCR), por Mullis e colaboradores (1986), a área da 

paleoparasitologia molecular despertou interesse de diversos grupos de pesquisa. 

Estudos aperfeiçoando a nova técnica às características do material arqueológico 

foram publicados (Pääbo, 1989; Rohland et al., 2010). 

Sequências de DNA de microorganismos contemporâneos fornecem 

evidências indiretas dos processos históricos a que foram submetidos ao longo do 

tempo (Hofreiter et al., 2001). Por isso, os objetivos dos estudos 

paleomicrobiológicos incluem: (i) a confirmação do diagnóstico paleopatológico; (ii) 

responder questões históricas como a origem e dispersão de diversas doenças pelo 

planeta; (iii) o diagnóstico das doenças infecciosas do passado através da detecção 

do microorganismo específico; (iv) a elucidação da epidemiologia das doenças 

infecciosas do passado pela reconstrução temporal e distribuição geográfica dos 

indivíduos infectados, reservatórios e vetores; e (v) estimar a evolução molecular dos 

microorganismos e a comparar os patógenos do passado com os atuais (Drancourt 

e Raoult, 2005; Donoghue, 2009). 

 

1.1.1 DNA antigo 

DNA antigo é o termo usado para designar fragmentos de DNA encontrados 

em material biológico preservado ou fossilizado (Brown e Brown, 1994; Iñiguez, 

2011), que incluem material de origem humana ou animal, como ossos, dentes, 
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tecidos, cabelos e coprólitos; de origem vegetal, como sementes e material de 

herbários; assim como insetos em âmbar e permafrost (Iñiguez, 2011). 

A instabilidade post-mortem do DNA é o problema metodológico inerente à 

pesquisa com aDNA (Willerslev e Cooper, 2005). O dano mais comum ao DNA em 

remanescentes fósseis é a degradação em pequenos fragmentos, geralmente entre 

100 e 500 pb (Pääbo et al., 2004). Esta degradação post-mortem ocorre 

principalmente devido à ação de enzimas endógenas (Pääbo et al., 2004; Hofreiter 

et al., 2001). A rápida dessecação, baixas temperaturas e altas concentrações de sal 

podem inativar ou destruir essas enzimas, impedindo a quebra dos ácidos nucleicos 

(Hofreiter et al., 2001; Willerslev e Cooper, 2005). A degradação química pode ser 

causada por processos hidrolíticos e oxidativos, onde as desaminação e 

depurinação ocorrem (Hofreiter et al., 2001), assim como dos efeitos da radiação 

sobre o material (Hofreiter et al., 2001; Sawyer et al., 2012). Adicionalmente, a 

agressão ao aDNA pode ser causada por bactérias, fungos e insetos (Poinar et al., 

2003). Diversos estudos descrevem que os danos podem causar: (i) a quebra da 

dupla fita de DNA, (ii) a presença de sítios sem nucleotídeos, (iii) a ligação do aDNA 

à proteínas, e (iv) a incorporação de bases erradas, que consequentemente causam 

ambos artefatos no sequenciamento de DNA e amplificação de DNA contaminante 

(Willerslev e Cooper, 2005; Paabo et al., 2004; Poinar et al., 2003; Hofreiter et al., 

2001). Entretanto a taxa de degradação é dependente das condições ambientais na 

qual o espécime está submetido (Fletcher et al., 2003). Uma estimativa sobre a 

sobrevivência do aDNA evidenciou que o DNA amplificável não sobrevive mais do 

que 1 milhão de anos em condições ideais (Willerslev e Cooper, 2005). A potencial 

preservação dos componentes biomoleculares varia consideravelmente com a 

estrutura molecular, o ambiente deposicional e a história diagenética de cada 

material (Eglinton e Logan, 1991). 

 

1.1.2 Fatores Tafonômicos 

A conservação do material orgânico é um assunto muito discutido na área da 

paleoparasitologia e paleogenética. Os chamados “fatores tafonômicos” 

compreendem nas influências externas que o material sofre após ter sido depositado 

em um determinado local. A temperatura, a umidade, o pH ácido do solo, a presença 

de insetos são alguns fatores que influenciam na preservação do material orgânico 
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(Bouchet et al., 2003). A rápida interrupção da degradação é crucial para a 

preservação do material, por isso, é conhecido que regiões com baixas 

temperaturas, como regiões congeladas, preservam melhor o material orgânico 

(Bouchet et al., 2003), um exemplo é extrema conservação do Otzi, o “homem do 

gelo” descoberto nos Alpes italianos na década de 1990 (Rollo et al., 2002). O clima 

desértico, com baixa umidade e calor, também proporcionam uma boa conservação 

do material orgânico (Cockburn et al., 1998; Reinhard et al., 1992). Um exemplo é a 

excelente preservação de múmias Chinchorro encontradas no deserto do Atacama, 

no Chile (Arriaza et al., 1995). Em países com clima tropical, onde há altas 

temperaturas e umidade, a preservação do material orgânico muitas vezes não 

permite o encontro de formas parasitárias e de DNA em amostras arqueológicas. 

 

1.2 Tuberculose 

 

1.2.1 O gênero Mycobacterium 

O gênero Mycobacterium consiste em bacilos aeróbios não formadores de 

esporos, imóveis, medindo 0,2-0,6 x 1-10 µm (Murray et al., 2006; Adèkambi e 

Drancourt, 2004). Apresenta uma parede celular complexa, formada principalmente 

por um esqueleto peptideoglicano e ácidos graxos de cadeia longa, denominados 

ácidos micólicos (Murray et al., 2006; Verschoor et al., 2012). A alta concentração de 

ácidos micólicos e a capacidade de reter o corante carbolfucsina, independente do 

tratamento subsequente com uma mistura de etanol e ácido clorídrico, as torna 

bactérias álcool-ácido resistentes (Levinson e Jawetz, 2001; Tortora et al., 2005). 

As micobactérias pertencem à ordem Actinomycetales, família 

Mycobacteriacea e gênero Mycobacterium (Dorronsoro e Torroba, 2007). 

Atualmente, o gênero Mycobacterium apresenta mais de 125 espécies, que incluem 

organismos causadores de doenças em humanos e animais (Gomila et al., 2007; 

Gagneux, 2012), e são classificadas em bactérias de crescimento lento ou rápido 

(Adèkambi e Drancourt, 2004). 

Existem dois grupos de micobactérias de importância médica: o Mycobacterium 

leprae e o chamado complexo Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium 

tuberculosis complex - MTC), que é composto pelas espécies M. tuberculosis sensu 

stricto, M. africanum e M. canetti, que afetam primariamente humanos; e as espécies 

que afetam outros animais, como Mycobacterium bovis (um patógeno do gado), 



5 

Mycobacterium caprae (cabras e ovelhas), Mycobacterium microti (roedores), 

Mycobacterium pinnipedii (focas e leões-marinhos) (Gagneux, 2012, Comas e 

Gagneux, 2011) e Mycobacterium mungi (mangustos) (Alexander et al. 2010). 

Embora os membros do MTC exibam diferentes características fenotípicas e uma 

gama de hospedeiros mamíferos, eles representam um dos exemplos mais extremos 

de homogeneidade genética, com uma sequência idêntica do gene ribossomal RNA 

16S (rRNA) (Brosch et al., 2002). As espécies do MTC apresentam entre 0,01% a 

0,03% de variação nucleotídica sinônima (Gutierrez et al., 2005; Hughes et al., 

2002). Além disso, os elementos de DNA repetitivos tais como a sequência de 

inserção IS6110 e de repetição direta (DR) são idênticos e descritos como restritos 

ao complexo M. tuberculosis (van Soolinger et al., 1997). 

As micobactérias não pertencentes ao MTC são um grupo heterogêneo de 

bactérias denominadas de micobactérias atípicas, ambientais ou oportunistas 

(Dorronsoro e Torroba, 2007). São encontradas em muitos ecossistemas, como a 

água, a poeira e o solo, e ao causarem doença em humanos apresentam amplo 

espectro de sintomas clínicos e diferente suscetibilidade a drogas (Gomila et al., 

2007, 2008). São considerados atualmente patógenos emergentes, pois cerca de 

10% das micobactérias isoladas em laboratórios clínicos fazem parte deste grupo 

(Dorronsoro e Torroba, 2007). 

 

1.2.2 Tuberculose: A doença 

A tuberculose (TB) é um exemplo do equilíbrio ecológico entre o hospedeiro e o 

parasito (Tortora et al., 2005). Embora a maioria dos seres humanos desenvolvam 

respostas imunológicas apropriadas após a infecção, essas respostas podem não 

ser eficientes para erradicar a micobactéria. Em vez disso, tais respostas levam ao 

estado clinicamente silencioso da infecção na qual o indivíduo permanece no estado 

latente por décadas antes de desenvolver a doença ativa (Ernst, 2012). 

Do ponto de vista de saúde pública, a tuberculose pulmonar clássica é a forma 

clínica mais importante devido a sua natureza infecciosa (OMS, 2013; Gagneux, 

2012). Entretanto, a micobactéria pode acometer qualquer órgão do corpo, e os 

sinais e sintomas clínicos refletem o local da infecção (Murray et al., 2006; Zumla et 

al., 2008). M. tuberculosis é transmitido através de aerossóis contaminados 

eliminados por um indivíduo infectado; e em grande parte, se não exclusivamente, 

habita células fagocíticas profissionais dos pulmões, incluindo macrófagos, 

neutrófilos, monócitos e células dendríticas (Ernst, 2012). Os sintomas clínicos 
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clássicos da TB pulmonar incluem tosse crônica, produção de catarro, perda de 

apetite e de peso, febre, suores noturnos e hemoptise (Zumla et al., 2013). 

A TB extrapulmonar ocorre em 10 a 42% dos pacientes, dependendo da raça 

ou origem étnica, idade, presença ou ausência de doença subjacente, da linhagem 

de M. tuberculosis, e do estado imunológico do paciente (Caws et al., 2008; Zumla et 

al., 2013). A TB miliar é uma forma potencialmente fatal de TB que resulta da 

disseminação do bacilo através do sistema linfático e sanguíneo (Ray et al., 2013). 

Entretanto, estima – se que a TB miliar corresponda a menos de 2% dos casos de 

TB em imunocomprometidos (Caws et al., 2008). A TB osteoarticular é responsável 

por cerca de 1 a 3% de todos os casos de TB e é a principal causa da osteomielite. 

Qualquer osso ou articulação pode ser infectado pela micobactéria, mas a coluna 

vertebral, quadril e joelhos (Mehta et al., 2012), assim como o osso esterno e as 

costelas, são especialmente suscetíveis à infecção devido à alta concentração de 

células hematopoiéticas e vascularidade (Ortner e Putschar, 1981). O envolvimento 

da coluna vertebral é característica da TB óssea, onde vértebras lombares e 

torácicas são as mais comumente observadas acometidas pela infecção (Wilbur et 

al., 2009). Os corpos vertebrais são o principal foco da infecção, e sua destruição 

frequentemente leva ao seu colapso, e as deformidades subsequentes, muitas 

vezes dão origem ao aparecimento da corcunda característica (Braun et al., 1998), 

conhecida como doença de Pott (Crubezi et al., 1998). Em paleopatologia as lesões 

ósseas vertebrais sugerem a presença da doença em remanescentes humanos 

esqueletais. Entretanto, essas modificações ósseas não são patognomônicas da TB 

(Braun et al., 1998; Wilbur et al., 2009) e o diagnóstico diferencial da TB óssea nem 

sempre é possível devido à similaridade com outros agravos (Baron et al., 1996). As 

formações anormais na superfície visceral das costelas podem ser indicativas de TB 

pulmonar, contudo, essas lesões ocorrem devido a um processo inflamatório 

secundário a uma infecção pulmonar, e também não pode ser considerado 

patognomônico de TB (Wilbur et al., 2009). 

O método mais comumente utilizado para o diagnóstico da TB é a baciloscopia, 

desenvolvido há mais de 100 anos, onde as bactérias são observadas em amostras 

de escarro examinadas sob um microscópio (OMS, 2013; Small e Pai, 2010). 

Entretanto, necessita de microscopistas experientes e altas concentrações de 

bacilos na amostra de escarro para ter um resultado positivo, o que é incomum em 

amostras pediátricas (Tran et al., 2013). O método de cultura mais utilizado é o meio 

sólido Lowestein-Jensen (LJ), o qual é mais sensível que a baciloscopia mas requer 
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longos tempos de incubação (de até 6 semanas) (Tran et al., 2013). Alguns métodos 

de cultura comerciais reduzem o tempo de incubação e tem sensibilidade superior 

ao método de cultura com meio LJ, entretanto, possuem custos elevados (Tran et 

al., 2013). 

Na década de 1920, foi desenvolvida a única vacina para a TB. O bacilo de 

Calmette Guerin (BCG) é uma forma atenuada do M. bovis, espécie que afeta 

principalmente bovinos (Gagneux, 2012; Daniel, 2005). No entanto, a BCG só 

protege crianças contra meningite tuberculosa, a forma mais grave da doença, e não 

protege contra a clássica TB pulmonar em adultos (Gagneux, 2012). Novas vacinas 

estão sendo desenvolvidas, já em fase de triagem I e II (OMS, 2013). 

A doença é mais comum entre homens do que em mulheres, e afeta 

principalmente adultos na faixa etária economicamente produtiva (OMS, 2013). 

Atualmente, vários fatores têm sido associados ao aumento da suscetibilidade dos 

indivíduos à TB, e a coinfecção com o vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) é de 

longe o mais importante e está fortemente associado com a doença disseminada 

(Caws et al., 2008). 

 

1.2.3 Epidemiologia 

A TB é uma doença com caráter crônico. Seu diagnóstico continua sendo a 

baciloscopia do escarro, método desenvolvido há mais de 100 anos (OMS, 2012a) 

que apresenta baixa sensibilidade; e a vacina disponível para prevenção da doença 

não é eficaz na prevenção da TB pulmonar (Comas e Gagneux, 2009). Esses 

fatores associados a negligência em relação à pesquisa básica em TB e a falta de 

incentivo para desenvolvimento de insumos voltados para diagnóstico e tratamento, 

ao longo dos anos, permitiu a reemergência da doença (Comas e Gagneux, 2009). 

Em 1993, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a TB como emergência 

global de saúde pública (OMS, 2011a) e traçou estratégias para controlar a 

epidemia. Foi criada a estratégia Stop TB, lançada em 2006, que tem como 

principais objetivos diminuir consideravelmente a incidência da doença e reduzir a 

taxa de mortalidade e prevalência em 50% até 2015 (OMS, 2012a). 

Mesmo que durante os últimos séculos a TB tenha sido a causa da metade de 

todas as mortes na Europa e América do Norte, hoje a doença afeta principalmente 

os países em desenvolvimento (Gagneux, 2012). Estimativas suportam que em 2011 

a maioria dos novos casos de TB ocorreu na Ásia (59%) e África (26%), e em menor 

proporção na região do Mediterrâneo (7,7%), Europa (4,3%) e nas Américas (3%) 
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(OMS, 2012a). Apesar da introdução da quimioterapia contra a tuberculose, que 

começou na década de 1940, atualmente tem se observado a emergência de novos 

eventos da pandemia global TB/HIV/AIDS e o surgimento de resistência aos 

antimicrobianos (Gagneux, 2012). Estima-se que 2 bilhões de pessoas no mundo 

tenham a infecção latente e corram o risco de reativação (Zumla et al., 2013), 

proporcionando um grande reservatório para a TB, que vai durar por décadas (Barry 

et al., 2009). 

Em 2012, existiram cerca de 8,6 milhões de novos casos de TB e 1,3 milhões 

de pessoas morreram da doença (incluindo 320.000 mortes entre as pessoas HIV 

positivas) (OMS, 2013). Apesar disso, segundo a OMS, os objetivos das estratégias 

de controle já foram alcançados: a incidência diminuiu ao longo dos anos, a taxa de 

mortalidade da doença caiu 41% desde 1990 e o mundo está a caminho de atingir a 

meta global de reduzir esta taxa em 50% (OMS, 2012a). 

 

1.2.4 Origem MTC e linhagens atualmente existentes no mundo 

Existem algumas hipóteses para explicar o surgimento do M. tuberculosis como 

patógeno humano. Inicialmente acreditava – se que a população humana ficou livre 

da infecção pelas micobactérias do MTC até a domesticação do gado, que ocorreu 

há aproximadamente 10.000 anos atrás, e que eventos de adaptação da bactéria 

permitiram a especiação de M. bovis para M. tuberculosis (Barnes, 2005; Stead et 

al., 1995). Entretanto, esta hipótese não é mais aceita. Estudos acerca da evolução 

molecular demonstraram que existiu um ancestral comum a todos os membros do 

MTC no leste Africano, há aproximadamente três milhões de anos atrás, chamado 

de prototuberculosis (Gutierrez et al., 2005). Evidências paleopatológicas sugestivas 

de meningite tuberculosa foram descritas em um fóssil hominídeo, compatível com a 

espécie Homo erectus, datado de 500.000 anos atrás proveniente da região da atual 

Turquia (Kappelman et al., 2008). Este trabalho sugere que a infecção humana por 

micobactérias pré-data a existência do homem anatomicamente moderno. 

O ancestral comum a todos os membros do MTC sofreu um gargalo evolutivo 

há aproximadamente 20.000 a 40.000 anos atrás, período que coincide com a 

expansão das populações humanas para fora da África (Namouchi et al., 2013; Wirth 

et al., 2008; Gutierrez et al., 2005; Brosch et al., 2002; Sreevatsan et al., 1997). Além 

disso, foi descrito um padrão de coevolução da espécie M. tuberculosis com o 

hospedeiro humano, e estudos têm demonstrado que essa interação provavelmente 

esteve presente nas populações de caçadores e coletores antes mesmo deles 



9 

migrarem para fora da África (Comas et al., 2013; Gagneux, 2012). Durante este 

período, as populações humanas viviam na forma de pequenos grupos 

populacionais e dispersas geograficamente, o que favoreceu a transmissão 

intrafamiliar e resultou na associação estável entre patógeno e hospedeiro. Acredita-

se que o período de latência característico da tuberculose humana pode ser uma 

adaptação do M. tuberculosis às baixas densidades populacionais (Hersberg et al., 

2008). Atualmente, o sucesso do M. tuberculosis como patógeno humano está 

associado ao aumento da densidade populacional recente, que é típico das doenças 

de multidão (Comas et al., 2013; Namouchi et al., 2012). Com o crescimento 

populacional humano desenfreado e a revolução industrial, as linhagens do 

patógeno associadas ao hospedeiro humano fortemente se expandiram (Wirth et al., 

2008). 

Este gargalo genético inicial foi seguido de 10.000 a 20.000 anos mais tarde, 

pela radiação de duas linhagens principais, uma das quais se espalham de humanos 

para animais (Wirth et al., 2008). Adicionalmente, estudos têm demonstrado que M. 

bovis e outras espécies do MTC adaptadas a animais, sofreram numerosas 

deleções e apresentam um genoma 60.000 pb menor que M. tuberculosis (Garnier 

et al., 2003; Brosch et al., 2002), e que embora M. tuberculosis e M. bovis dividam 

um ancestral comum, o cenário mais aceito atualmente sugere que o hospedeiro 

humano transmitiu a micobactéria aos animais, e não o contrário (Smith et al., 2009). 

Um recente novo membro do MTC, o Mycobacterium canetti, é um bacilo raro, 

com um fenótipo de colônia distinta que é diferente dos outros membros descritos 

até o momento (van Soolinger et al., 1997). Apresenta alto grau de similaridade 

genética de genes constitutivos e 16S rDNA com membros do MTC (van Soolinger 

et al., 1997), entretanto demonstra alto grau de diversidade genética intraespecífica 

(Namouchi et al., 2013) e um genoma maior que os outros membros (4,5 Mb) 

(Namouchi et al., 2012). Estudos genéticos têm demonstrado que esta nova espécie 

poderia representar a linhagem mais próxima do ancestral comum aos membros do 

MTC, e que corresponderia à linhagem pré-gargalo evolutivo que separou as outras 

espécies (Brosh et al., 2002; Gutierrez et al., 2005). 

Inicialmente, as linhagens do MTC foram classificadas em três grupos de 

linhagens (grupos 1 a 3), definidos através da análise de polimorfismos de base 

única (single-nucleotide polymorphism - SNP) nos genes catalase - peroxidase 

(katG) e DNA girase (gyrA) (Sreevatsan et al., 1997). A distribuição destes 

polimorfismos forneceu evidências que suportam a hipótese de que o grupo 1 é 
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ancestral ao 2, que consequentemente, é ancestral ao grupo 3 (Sreevatsan et al., 

1997; Brosh et al., 2002). Entretanto, atualmente sabe-se que os membros do MTC 

evoluíram em seis principais linhagens que estão fortemente associadas com 

regiões geográficas particulares (linhagens filogeográficas) (Namouchi et al., 2012; 

Gagneux et al., 2006). A primeira migração humana para fora da África ocorreu em 

direção ao oceano Índico, dando origem à linhagem Indo-Oceânica (Hershberg et 

al., 2008). Esta linhagem inclui um grupo de cepas que têm sido consideradas 

“ancestrais”, já que conservam a região genômica TbD1, a qual é ausente nas cepas 

consideradas “modernas” de M. tuberculosis (Gagneux et al., 2006). Outros grupos 

populacionais foram em direção à Europa, norte da Índia e leste Asiático, dando 

origem a outras três linhagens, assim nomeadas, de acordo com a localização. A 

linhagem do leste Asiático inclui, entre outras cepas, a família Beijing. As linhagens 

África Ocidental 1 e África Ocidental 2 correspondem às cepas de M. africanum; e a 

linhagem Euro-Americana agrupa as cepas que foram inicialmente descritas como 

grupo 2 e 3 (Gagneux et al., 2006). 

 

1.2.5 A Tuberculose no passado 

O primeiro trabalho publicado na área da paleomicrobiologia foi a detecção de 

aDNA de micobactérias do MTC em remanescentes esqueletais por Spigelman e 

Lemma no ano de 1993. A partir deste trabalho, muitos outros têm demonstrado a 

infecção pelos membros do MTC em diferentes populações humanas e períodos. 

Uma grande questão estudada pela comunidade científica acerca da TB no passado 

é a presença da doença no continente americano antes da chegada dos 

colonizadores europeus. 

É conhecido que a TB existiu no continente americano antes da chegada dos 

exploradores europeus. Evidências paleopatológicas sugestivas de TB foram 

descritas em populações pré – Colombianas do Peru, do Chile (Allison et al., 1973; 

1981) e da Venezuela (Requena, 1945). Entretanto a confirmação da presença da 

bactéria ocorreu em 1994, com um trabalho realizado por Salo e colaboradores 

(1994) em que recuperam aDNA de MTC em múmias naturalmente mumificadas 

provenientes do sítio Chiribaia Alta, Peru, datadas de 1.000 a 1.300 d.C.. Este 

trabalho, juntamente com o de Spigelmam e Lemma, tem particular importância, 

porque demonstra que os colonizadores europeus não foram os responsáveis por 

introduzir o MTC no continente americano. Diversos outros trabalhos têm 
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demonstrado a presença de aDNA de MTC em remanescentes humanos pré – 

Colombianos: da região andina (Konomi et al., 2002), do Chile (Arriaza et al., 1995), 

da Colômbia (Sotomayor et al., 2004), e do Peru (Klaus et al., 2010). Além disso, foi 

possível detectar a presença de lesão indicativa de TB, assim como de aDNA de 

MTC, em material ósseo de um bisão extinto, datado de 17.870 ± 230 anos atrás, 

nos Estados Unidos (Rothschild et al., 2001). Este trabalho demonstrou através da 

técnica de Spoligotyping que as espécies do MTC mais prováveis por estar 

infectando este animal seriam M. tuberculosis e M. africanum, e não M. bovis. 

A hipótese para explicar a presença da TB no continente americano, durante o 

período pré – Colombiano, é a existência de infecção por micobactérias nas 

populações humanas que migraram e conquistaram novos territórios pelo planeta. 

Acredita – se que as primeiras populações humanas modernas saíram da África em 

duas principais ondas de migração: uma dispersão inicial para o leste, em direção ao 

oceano Índico, começando entre 62.000 – 75.000 anos atrás; e uma dispersão mais 

tardia, em direção à Eurásia, entre 25.000 – 38.000 anos atrás (Comas et al., 2013). 

As populações provenientes da Ásia alcançaram o continente americano através do 

Estreito de Bering, e por rotas alternativas, e trouxeram consigo o M. tuberculosis. 

Entretanto, acredita – se que a doença permaneceu em baixos níveis de 

endemicidade e dispersa nos grupos populacionais (Daniel, 2000; 2004; Gomes i 

Pratt e Souza, 2003). 

Outra hipótese que explicaria como e quando a TB alcançou o continente 

Americano propõe a introdução dessas bactérias com a vinda dos colonizadores 

europeus às Américas (Barnes, 2005). Evidências históricas relatam a existência de 

uma doença similar à TB no Velho Mundo desde a Idade Média até o início do 

século XX (Daniel, 2000; 2004). Estudos paleogenéticos têm demonstrado a 

presença de aDNA da espécie M. tuberculosis em remanescentes humanos muito 

mais antigos no Velho Mundo: datados de 9.000 anos atrás, na região do 

Mediterrâneo Oriental (Hershkovitz et al., 2008); assim como no Egito antigo em 

múmias datadas desde 3.000 até 500 a.C. (Nerlich et al., 1997; Crubezi et al., 1998; 

Zink et al., 2001; 2003; 2005; Lalremruata et al., 2013), e na Europa durante o 

período Medieval (Taylor et al., 1996; Haas et al., 2000) e durante os séculos XVIII e 

XIX (Fletcher et al., 2003; Bouwman et al., 2012). 

Acredita – se que as duas hipóteses podem ser verdadeiras. Possivelmente: (i) 

a TB permaneceu em baixos níveis de endemicidade e dispersa entre os grupos 
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populacionais nativos americanos (Daniel, 2000); (ii) a relação parasito/hospedeiro 

tende ao comensalismo e a infecção benigna (Daniel, 2000; 2004); (iii) muitos 

grupos nativos americanos não haviam sido expostos ao M. tuberculosis (Daniel, 

2000; 2004); (iv) a ruptura cultural e social sofrida pelos nativos americanos os 

tornou mais suscetíveis às diversas doenças infecciosas e parasitárias (Wilbur e 

Buikstra, 2006); e (v) possivelmente os colonizadores europeus trouxeram linhagens 

de M. tuberculosis diferentes e mais virulentas do que aquelas existentes no 

continente americano antes da sua chegada (Daniel, 2004). 

 

1.3 Parasitos intestinais 

As parasitoses intestinais causadas por helmintos são as infecções mais 

frequentes em países em desenvolvimento. Estimativas da Organização Mundial da 

Saúde indicam que mais de 2 bilhões de pessoas estão infectadas pelos helmintos 

transmitidos pelo solo, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator americanus 

e Ancylostoma duodenale, em todo o mundo (OMS, 2012b). No ano de 2011 

aproximadamente 800 milhões de pessoas estavam infectadas pelo nematoide 

Ascaris lumbricoides, e 600 milhões estavam infectadas por Trichuris trichiura e 

pelas espécies de ancilostomídeo, Ancylostoma duodenale e Necator americanus 

(OMS, 2011b). 

No Brasil os estudos com material arqueológico surgiram no final da década de 

70, com o trabalho de Ferreira e colaboradores (1979), na qual descrevem ovos de 

ancilostomídeo e T. trichiura em coprólitos humanos provenientes do sítio Gruta do 

Gentio II, em Minas Gerais, datados do período pré – Colombiano; e o termo 

paleoparasitologia foi criado por esse grupo de pesquisa. Muitos grupos de pesquisa 

pelo mundo têm se dedicado ao estudo de parasitos no passado. Diversas 

publicações têm demonstrado a presença de doenças parasitárias em populações 

antigas e ajudam a elucidar a origem de algumas doenças parasitárias humanas. 

Quase todos os parasitos humanos conhecidos têm sido encontrados em 

coprólitos (Gonçalves et al., 2003). Os nematóides Enterobius vermicularis e 

Trichuris trichiura são considerados “parasitos herdados”, pois evoluíram juntamente 

com o hospedeiro humano (Araújo et al., 2008; 2013). É sugerido que E. 

vermicularis acompanhou as migrações humanas e sua entrada no continente 

americano através de sua passagem pelo Estreito de Bering durante a última 

glaciação (Araújo et al., 2008). Outras rotas migratórias humanas foram propostas 
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analisando a infecção por parasitos intestinais em populações antigas do Novo 

Mundo. A presença de ancilostomídeos, T. trichiura e Strongyloides stercoralis, em 

coprólitos humanos de sítios americanos pré – Colombianos não pôde ser facilmente 

justificada pelas migrações humanas pelo Estreito de Bering, já que esses parasitos 

só evoluem para o estagio infetante em condições de umidade e temperatura ideais, 

sendo assim o ciclo biológico não se sustentaria nas extremas temperaturas da 

Beringia (Araújo et al., 1988; Araújo et al., 2008). Com base em modelagens 

paleoclimáticas e dados paleoparasitológicos usando como modelo os 

ancilostomídeos, apenas em circunstâncias extraordinárias e com uma velocidade 

significativa de deslocamento seria possível introduzir estes parasitos nas Américas 

(Montenegro et al., 2006). 

A infecção pelo Ascaris sp. é conhecida no Velho Mundo desde 30.000 ± 140 

anos atrás (Bouchet et al., 1997) até o período histórico (Gonçalves et al., 2003); já o 

parasito T. trichiura possui uma ampla distribuição em todos os continentes, tanto no 

Velho quanto no Novo Mundo (Gonçalves et al., 2003). Iñiguez e colaboradores 

(2003) recuperaram aDNA de E. vermicularis a partir de coprólitos humanos em 

populações pré – Colombianas das Américas. Uma linhagem detectada na costa do 

Chile, diferente à encontrada em todos os sítios analisados e nas populações atuais, 

reascende a hipótese de introdução trans – pacífica do parasito (Iñiguez et al., 

2006). Leles e colaboradores (2008) também aplicaram o diagnóstico 

paleoparasitológico molecular para Ascaris sp. em coprólitos humanos da América 

do Sul, o que possibilitou desenhar um novo panorama sobre a paleodistribuição do 

parasito no continente. 

No Brasil, poucos estudos têm demonstrado a presença de parasitos intestinais 

em populações do período colonial. Estudos anteriores demonstraram a presença de 

infecção por Trichuris trichiura e Trichostrongylidae em um sítio arqueológico de 

Minas Gerais através da microscopia de luz (Confalonieri et al., 1981; Araujo et al., 

1984), e a presença de aDNA de Ascaris sp. e Trichuris trichiura em um sítio 

arqueológico do Rio de Janeiro (Leles, 2010a). 

 

1.4 Ancestralidade humana 

Estudos antropológicos aplicam o conceito “raça” ou “etnia” para determinar a 

que grupo certo indivíduo pertence. Entretanto, nas últimas décadas, biólogos e 

geneticistas têm afirmado que o conceito de “raça” não é aplicável à espécie 

humana (Santos et al., 2009) e que “raças” humanas não são e nunca foram "puras" 
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(Templeton, 1998). Uma alternativa para o uso de categorias raciais ou étnicas em 

pesquisa genética é categorizar os indivíduos em ancestralidade. A ancestralidade 

pode ser definida geograficamente (por exemplo, vietnamita, norueguês) ou 

culturalmente (por exemplo, Apache, Yanomami) (REGWG, 2005). Entretanto, os 

termos raça, etnia e ancestralidade descrevem apenas uma parte da complexa rede 

de conexões biológicas e sociais que ligam indivíduos e grupos humanos entre si 

(REGWG, 2005). 

A dispersão de grupos humanos anatomicamente modernos ao longo dos 

últimos 100 mil anos tem produzido padrões de variação fenotípica nos indivíduos 

(REGWG, 2005) e o mtDNA humano apresenta polimorfismos nas sequências 

nucleotídicas correspondentes a diferentes grupos populacionais (Salas e Amigo, 

2010). O mtDNA está presente na organela mitocôndria e é de herança matrilinear 

(Richards et al., 2000; Salas e Amigo, 2010). Existem entre 100 e 10.000 cópias de 

mtDNA por célula, e são moléculas circulares que apresentam aproximadamente 

16.500 pb de tamanho (Salas e Amigo, 2010). O genoma mitocondrial pode ser 

dividido em duas partes: a região reguladora e a região codificadora. A região 

reguladora ou controle é subdividida em outras duas partes, região hipervariável I e 

II (HVS-I e HVS-II – hypervariable segment I e II, respectivamente) (Salas e Amigo, 

2010). Os altos níveis de variações observados na molécula de mtDNA são devido a 

altas taxas de mutações (Starikovskaya et al., 1998), e esta estruturado em 

diferentes populações ou grupos étnicos (Salas e Amigo, 2010). Atualmente, existem 

mais de 130.000 diferentes grupos de HVS-I mtDNA relatados na literatura (Salas e 

Amigo, 2010). 

Diversos estudos têm utilizado o mtDNA para estudos populacionais. O estudo 

do perfil haplotípico mitocondrial, nas abordagens de genética forense e de aDNA, 

pode contribuir para o entendimento da provável origem/ancestralidade de um 

indivíduo, investigar as rotas de dispersão e migração de populações humanas pelo 

planeta (Maca-Meyer et al., 2001), estabelecer relações de parentesco entre grupos 

e pessoas (Chilvers et al., 2008) e determinar a distância genética entre populações 

que habitavam a mesma região geográfica em períodos diferentes (Kemp et al., 

2009). 

A divergência dos macrohaplogrupos de mtDNA inicia – se no leste africano, de 

onde saíram os primeiros homens anatomicamente modernos (Boattini et al., 2013). 
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Dados de mtDNA sugerem que indivíduos carregando o macrohaplogrupo L3 foram 

em direção ao norte há aproximadamente 60.000 e 70.000 anos atrás (Fernandes et 

al., 2012; Comas et al., 2013). Após um período de mutações, os macrohaplogrupos 

M e N foram formados e o ancestral L3 foi perdido (Macaulay et al., 2005). Juntos, 

os macrohaplogrupos M e N abrangem toda a variação haplotípica observada no 

resto do mundo (Fernandes et al., 2012). Períodos de isolamento geográfico e 

endogamia, entre outros fatores, como o clima e fatores históricos, têm contribuído 

para os padrões de variação genética humana vista no mundo hoje (REGWG, 2005). 

É conhecido que o desenvolvimento da agricultura e a adoção de distintas línguas 

por alguns grupos tiveram grande importância na diferenciação/separação dos 

macrohaplogrupos (Kemp et al., 2010). 

África apresenta o quadro genético mais complexo de todos os continentes, 

pois apresenta uma distância genética de mais de 100.000 anos entre os 

macrohaplogrupos (Salas et al., 2002). Os macrohaplogrupos característicos de 

populações africanas foram designados L0 a L6 (Harich et al., 2010). 

Os macrohaplogrupos conhecidos como originários na Europa foram resultados 

de várias ondas de migração humana durante o Paleolítico e sofreram grande 

influência da última glaciação, há aproximadamente 20.000 anos atrás, que 

proporcionou áreas de isolamento geográfico e refúgio (Richards et al., 2000; Achilli 

et al., 2004). É sugerido também que o advento da agricultura no continente europeu 

foi acompanhado por uma extensa onda de migração proveniente do Oriente 

Próximo, de modo que os macrohaplogrupos europeus modernos sofrem influência 

desses macrohaplogrupos orientais (Richards et al., 2000). Os macrohaplogrupos 

europeus são os que apresentam maior variabilidade e número, sendo os principais: 

H-K, T, U3-U5 e V-X (Richards et al., 1996; 2000). 

Os nativos americanos têm sido classificados em cinco macrohaplogrupos de 

mtDNA, A, B, C, D e o mais raro X, todos de origem asiática (Tamm et al., 2007; 

Fagundes et al., 2008). Diversos grupos de pesquisa têm se dedicado ao estudo das 

migrações humanas e proposto modelos para povoamento das Américas. 

Inicialmente, foi sugerido que três ondas migratórias humanas povoaram o 

continente americano (Greenberg et al., 1986). Entretanto, outros estudos têm 

indicado uma única onda de migração (Bonatto e Salzano, 1997), ou múltiplas 

entradas de grupos populacionais (Peredo et al., 2009). 
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A sequência referência de Cambridge (CRS – Cambridge Reference 

Sequence) foi publicada inicialmente durante o projeto de sequenciamento do 

genoma humano em 1981 (Anderson et al., 1981) e é a sequência do mtDNA 

humano universal utilizada como referência para classificar os haplótipos e 

estabelecer as comparações entre indivíduos. Esta sequência foi revisada e 

corrigida por Andrews e colaboradores em 1999 (Andrews et al., 1999). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o cenário epidemiológico da tuberculose na população do Rio de 

Janeiro entre os séculos XVII e XIX através da análise paleogenética do complexo 

Mycobacterium tuberculosis, bem como da análise do perfil paleoparasitológico e da 

ancestralidade humana das populações. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Recuperar e amplificar pela PCR aDNA humano para caracterizar o perfil 

haplotípico mitocondrial das populações em estudo do Rio de Janeiro no 

período histórico. 

 Detectar através de técnicas moleculares a presença de bactérias do 

MTC em amostras provenientes de sítios históricos do Rio de Janeiro. 

 Determinar o perfil paleoparasitológico e paleoparasitológico molecular 

das populações em estudo do Rio de Janeiro no período histórico. 
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3 ARTIGOS CIENTÍFICOS 

3.1 Mycobacterium tuberculosis complex detection in human remains: 

tuberculosis spread since the 17th century in Rio de Janeiro, Brazil 

 

  

  
Figura 3.1: Coleta paleogenética e processamento do material arqueológico na 

unidade de paleogenética, sítio Igreja Nossa senhora do Carmo, Rio de Janeiro, 

Brasil. Coleta paleogenética (A, B) realizada diretamente no sítio arqueológico, 

demonstrando o uso de EPIs e materiais descartáveis. Processamento do 

material ósseo realizado na unidade de paleogenética: raspagem da superfície 

do material ósseo (C) e extração de aDNA (D). 

 

A B 

C D 
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A Igreja Nossa Senhora do Carmo (INSC) está localizada no centro da cidade 

do Rio de Janeiro, na antiga Rua Direita (atual Rua Primeiro de Março). Sua história 

começa antes de 1600, com a construção de uma capela para a instalação da 

Ordem dos Carmelitas. Em 1808, com a chegada da família Real Portuguesa ao 

Brasil, a INSC foi nomeada capela Real. Posteriormente, foi nomeada catedral da 

cidade, título que permaneceu até 1976. Durante as obras de para comemoração 

dos 200 anos da chegada da família Real Portuguesa ao Brasil, enterramentos 

humanos foram descobertos datados dos séculos XVII a XIX. Desta maneira um 

salvamento arqueológico foi realizado pelo Instituto de Arqueologia Brasileira (IAB). 

Artefatos característicos da religião católica e da cultura africana foram descobertos 

associados ou não aos enterramentos. Para este estudo foi realizada a coleta 

paleogenética, na qual são utilizados Equipamentos de Proteção Individual (EPI) por 

todos os manipuladores, tanto arqueólogos quanto paleogeneticistas, e materiais 

estéreis e descartáveis. Ainda o material recém coletado é protegido da luz e 

mantido a baixas temperatura até a chegada ao laboratório. Essas medidas são 

aplicadas com o objetivo de evitar a contaminação com DNA moderno (mDNA) e a 

degradação do aDNA. Para este estudo foram analisados 28 enterramentos (22 

enterramentos primários e 6 secundários). Foram coletadas amostras 

representativas de 32 indivíduos: ossos (29) e sedimentos (11), relacionadas ou não 

ao sítio da infecção. Além disso, foram coletadas amostras de sedimentos entre 

enterramentos (11) como controles negativos do ambiente. A análise de detecção de 

indivíduos positivos para tuberculose foi realizada através da técnica de Hibridação 

de aDNA total por quimioluminescência, com os alvos específicos para bactérias do 

MTC: IS6110 e IS1081. A análise da ancestralidade humana foi realizada através da 

PCR, utilizando a região hipervariável I do DNA mitocondrial humano. Os resultados 

revelaram que 23 amostras foram positivas para os alvos IS6110, representando 17 

dos 32 indivíduos analisados. Esses resultados foram confirmados em 14 amostras, 

com o alvo IS1081. Dentre as amostras sítio específicas, observou-se um sucesso 

na detecção de MTC nas amostras de sedimento de pulmão. Os resultados de 

ancestralidade humana demonstraram que foi possível recuperar e identificar o 

haplogrupo de mtDNA em 23 dos 32 indivíduos analisados com 91,3% de 

haplogrupos europeus. Se considerarmos apenas enterramentos primários, 100% 

dos haplogrupos foram europeus, e em enterramentos secundários foram 

observados haplogrupos europeus, um indivíduo ameríndio e um africano. No 

estudo, foi demonstrada a infecção por bactérias do MTC em 53,1% dos indivíduos 
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analisados. Considerando os resultados da ancestralidade europeia dos indivíduos 

enterrados no sítio INSC, este trabalho está de acordo com evidências que 

demonstram uma epidemia de TB na Europa durante este período. Nosso trabalho 

demonstra a importante contribuição dos europeus na distribuição e manutenção da 

doença na cidade. E apesar de sabermos que existiu a TB na América pré – 

Colombiana, provavelmente causada por cepas endêmicas, pouco virulentas e 

dispersas entre os grupos populacionais, as cepas epidêmicas europeias foram 

devastadoras no que diz respeito à distribuição da TB no país. O Rio de Janeiro, 

assim como algumas cidades europeias, foi um grande centro comercial do país. O 

crescimento da cidade, assim como o crescimento populacional e da pobreza, não 

foi acompanhado por uma política de saúde pública, o que permitiu a maior 

transmissão da bactéria causadora da TB. 
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3.2 Mycobacterium tuberculosis Complex in Remains of 18th–19th 

Century Slaves, Brazil 

 

   

  
Figura 3.2: Artefatos arqueológicos e amostra óssea encontrados no sítio 

arqueológico Cemitério dos Pretos Novos, Rio de Janeiro, Brasil. Artefatos 

arqueológicos característicos da cultura africana: cachimbos (A, B e C) e 

miçangas (D); e o processamento e limpeza de material ósseo (E). Escala: 1 

cm. Os artefatos arqueológicos fazem parte da coleção do IAB. 

 

No final do século XVIII, com o início das políticas higienistas na cidade do Rio 

de Janeiro, o Marquês de Lavradio ordenou a transferência do porto de 

desembarque dos escravos da região do Paço para o Valongo. Assim, um cemitério 

foi criado, o chamado Cemitério dos Pretos Novos (CPN) (1769-1830). Neste 

cemitério eram enterrados corpos de escravos africanos que chegavam mortos nos 

navios negreiros ou que morriam em seguida que chegavam à cidade, durante o 

período em que estavam nos mercados de escravos. Esses corpos eram dispostos 

sem respeitar os ritos funerários, e por vezes, eram submetidos á cremação. O 

cemitério foi fechado em 1830, e com o crescimento da malha urbana na região este 

cemitério foi perdido. Em 1996, durante obras em uma casa na região da Gamboa, 

A B C 

D E 



29 

enterramentos humanos foram descobertos datados dos séculos XVIII-XIX. Estudos 

bioantropológicos realizados nas ossadas destes indivíduos revelaram a presença 

de modificações dentárias intencionais características da cultura africana. Além 

disso, artefatos da cultura africana, como cachimbos e miçangas foram encontrados. 

O salvamento arqueológico realizado pelo IAB caracterizou os enterramentos como 

secundários. Análises bioantropológicas confirmaram a utilização da cremação dos 

corpos peri - mortem. Foram analisados ossos (fêmur direito) de 16 indivíduos. A 

análise de detecção de indivíduos positivos para tuberculose foi realizada através da 

técnica de Hibridação de aDNA total por quimioluminescência, com os alvos 

específicos para bactérias do MTC: IS6110 e IS1081. A análise da ancestralidade 

humana foi realizada através da PCR, utilizando a região hipervariável I do DNA 

mitocondrial humano. Os resultados da ancestralidade humana revelaram que foi 

possível identificar três haplótipos africanos nos indivíduos analisados. Os 

haplogrupos identificados estão presentes na população atual da África Central e 

Ocidental. Os três haplogrupos já foram descritos na atual população brasileira, e os 

haplogrupos L3d e L1c são o primeiro e terceiro mais comumente encontrados, 

respectivamente. Uma análise mais refinada demonstrou que os haplótipos L3d1 e 

L3e2 já foram descritos na atual população brasileira afrodescendente, entretanto, o 

haplótipo L1c2 nunca foi descrito nesta população, apenas na população atual da 

Angola. Este trabalho confirma a ancestralidade africana dos indivíduos e corrobora 

com dados históricos que demonstram que a principal fonte de escravos africanos 

trazidos para o Brasil são os países da África Central e Ocidental. As análises da TB 

revelaram a presença de infecção por bactérias do MTC em 4 dos 16 indivíduos 

analisados (25%) com o alvo IS6110. Esses resultados foram confirmados em 3 

indivíduos (18%) com o alvo IS1081. Considerando os resultados da ancestralidade 

humana determinada neste estudo e os dados de estudos bioantropológicos 

anteriores, nós podemos afirmar que os indivíduos enterrados no CPN chegaram à 

cidade do Rio de Janeiro infectados por micobactérias do MTC. Existe a hipótese de 

que a África era “virgin soil” para a TB, entretanto este trabalho parece ser a prova 

mais contundente de que a África não era naive para esta infecção. Não se pode 

esquecer que a África é o berço das micobactérias. Além disso, é conhecido que os 

europeus estiveram presentes no continente desde o século XV. Se os indivíduos 

enterrados no CPN estavam infectados pelas cepas epidêmicas europeias ou pelas 

cepas endêmicas africanas não sabemos, o que podemos afirmar é que esses 

indivíduos trazidos como escravos da África trouxeram a TB com eles.  
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3.3 Paleoparasitological results from XVIII century human remains from 

Rio de Janeiro, Brazil 

 

  

  
Figura 3.3: Artefatos arqueológicos e amostras ósseas encontrados no 

sítio arqueológico Cemitério da Praça XV, Rio de Janeiro, Brasil. 

Artefatos arqueológicos característicos da cultura africana (A); amostras 

de sedimentos coletadas diretamente dos forames do sacro por 

raspagem (B); e amostras ósseas, crânio (C) e sacro (D). Escala: 1 cm. 

Coleção do IAB. 

 

Antes do início das políticas higienistas do final do século XVIII, na região 

central da cidade do Rio de Janeiro estavam localizados o porto de desembarque 

A B 

C D 



34 

dos escravos e os mercados de escravos. Na região portuária, existia um cemitério 

para enterrar os corpos de escravos que chegavam mortos nos navios negreiros 

mas também para corpos de indigentes e da população geral que morria das 

grandes epidemias que assolaram a cidade na época. Em 1996, durante obras de 

reestruturação da região, enterramentos humanos datados dos séculos XVIII a XIX 

foram descobertos. Além disso, artefatos arqueológicos da cultura africana foram 

encontrados, como cachimbos. O salvamento arqueológico foi realizado pelo IAB e 

as análises bioantropológicas demonstraram a presença de características 

negróides em 31% dos indivíduos e modificações dentárias intencionais em 25%. 

Para este estudo foram coletadas amostras de sedimento dos forames do sacro de 

10 indivíduos, submetidos ao processo de curadoria museológica, através de 

raspagem. A análise paleoparasitológica foi realizada através de microscopia de luz 

e pelo menos 10 lâminas foram visualizadas para cada indivíduo. Apesar do escasso 

material, foi possível identificar que 80% dos indivíduos estavam infectados por 

parasitos intestinais. Foram visualizados ovos de Ascaris sp., Trichuris sp., Taenia 

sp. e protozoários intestinais. Os ovos de Trichuris sp. foram os mais 

frequentemente encontrados (n=26) e a análise de estatística descritiva demonstrou 

que esses ovos são compatíveis com a espécie Trichuris trichuira, a espécie que 

parasita o hospedeiro humano. Este é o primeiro trabalho descrevendo parasitos 

intestinais em sítios arqueológicos do Rio de Janeiro colonial. Esta é a primeira 

descrição de Taenia sp. em sítios arqueológicos no Novo Mundo. E considerando a 

natureza do material coletado para a análise paleoparasitológica deste sítio 

arqueológico, a prevalência e diversidade parasitária devem ser consideradas como 

subestimados. 
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3.4 Paleoparasitological analysis of human remains from a European 

cemetery of the 17th–19th century in Rio de Janeiro, Brazil 

 

  

  
Figura 3.4: Coleta paleogenética e artefatos arqueológicos encontrados no 

sítio arqueológico Igreja Nossa Senhora do Carmo, Rio de Janeiro, Brasil. 

Coleta paleogenética (A) realizada diretamente no sítio arqueológico, 

demonstrando o uso de EPIs e materiais descartáveis. Artefatos 

arqueológicos da religião católica: crucifixo (B); e da cultura africana: búzios 

(C) e figa (D). Escala: 1 cm. Os artefatos arqueológicos fazem parte da 

coleção do IAB. 

 

Durante o período colonial brasileiro, na região central da cidade estava 

localizada a Igreja Nossa Senhora do Carmo. Após chegada da família Real 

Portuguesa ao Brasil, essa igreja tornou-se capela Real e posteriormente catedral da 

A B 

C D 
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cidade por décadas. Enterramentos humanos foram descobertos durante as obras 

de restauração para a comemoração dos 200 anos da chegada da família Real 

Portuguesa ao Brasil. A coleta paleogenética foi realizada, levando em conta todos 

os cuidados necessários para evitar a contaminação com DNA moderno e a 

degradação do aDNA, como o uso de EPIs por todos os membros da equipe, o uso 

de ferramentas e materiais estéreis e descartáveis. O material recém coletado no 

sítio arqueológico foi protegido da luz e mantido a 4ºC até a chegada ao laboratório 

onde foi mantido a -20ºC até o processamento. A análise paleogenética anterior 

demonstrou a ancestralidade europeia em 91% dos indivíduos enterrados na INSC. 

Este trabalho tem como principal objetivo verificar a presença de parasitos intestinais 

nos indivíduos enterrados no sítio arqueológico INSC, através de uma análise 

paleoparasitológica utilizando três diferentes técnicas parasitológicas. Os resultados 

demonstraram a presença de infecção pelos helmintos Ascaris sp. e Trichuris sp. em 

11,8% da população. Uma análise de estatística descritiva revelou que os ovos de 

Trichuris sp. são compatíveis com a espécie Trichuris trichiura. O estudo demostra 

que a aplicação das três técnicas parasitárias complementa o cenário 

epidemiológico das parasitoses intestinais. Considerando os resultados de estudos 

anteriores, que demostram a presença de parasitos intestinais em amostras 

provenientes no Cemitério Praça XV (CPXV), este estudo sugere que os nematoides 

Ascaris sp. e Trichuris trichiura foram amplamente distribuídos no Rio de Janeiro 

colonial. O estudo sugere que a diferença entre a prevalência dos dois sítios é um 

reflexo de que os indivíduos enterrados na INSC tinham melhores condições de vida 

e higiene comparadas aos indivíduos enterrados no CPXV. 
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3.5 The Praça XV cemetery: an opportunity for the study of infectious 

and parasitic diseases in colonial Rio de Janeiro. 

 

  

  
Figura 3.5: Artefatos arqueológicos e amostras ósseas 

encontrados no sítio arqueológico Cemitério da Praça XV, Rio de 

Janeiro, Brasil. Amostras ósseas, crânio e dentes (A), sacro (D) 

e sedimento da região sacral obtido por raspagem (C); e 

artefatos arqueológicos característicos da cultura africana, 

cachimbo (D). Escala: 1 cm. Os artefatos arqueológicos fazem 

parte da coleção do IAB. 
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O sítio arqueológico Cemitério da Praça XV (CPXV) é conhecido por receber 

corpos de escravos que chegavam mortos nos navios negreiros mas também foram 

enterrados ali corpos de indigentes e da população geral que morria das grandes 

epidemias que afligiram o Rio de Janeiro durante o período colonial. Por isso, a 

população deste cemitério se torna uma excelente oportunidade para o estudo das 

doenças infecciosas e parasitárias que circulavam na cidade durante esse período. 

Um estudo anterior demonstrou a presença de parasitos intestinais em 80% dos 

indivíduos enterrados neste cemitério e a presença de números ovos de Trichuris 

trichiura. Neste estudo, nós desenvolvemos um painel paleoparasitológico molecular 

para o diagnóstico das principais parasitoses intestinais em amostras arqueológicas. 

Além disso, avaliamos a presença de infecção por bactérias do MTC e 

determinamos a ancestralidade matrilinear dos indivíduos. Os resultados do perfil 

paleoparasitológico demonstraram a presença de Ascaris sp., Trichuris trichiura e 

Enterobius vermicularis. Esta é a primeira descrição de E. vermicularis em sítios 

arqueológicos do Novo Mundo. A presença de infecção por bactérias do MTC foi 

detectada em 2 amostras sítio específicas das 28 analisadas. E a ancestralidade 

humana revelou a presença de haplogrupos representantes dos três grandes grupos 

populacionais, como esperado para um cemitério da população geral da cidade. 
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ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) has plagued the man for thousands of years. A recent work 

demonstrated the infection in Rio de Janeiro, Brazil at least 400 years ago in a 

population of European and African ancestry. In order to understand the dynamics of 

dispersion/origin of tuberculosis in Brazil, we conducted a paleogenetic study, in 

human remains recovered from the archaeological site Praça XV cemetery, to 

determine the presence of bacteria of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). 

Additionally, the maternal ancestry of individuals was accessed by human 

mitochondrial DNA (mtDNA) analysis of hypervariable segment I polymorphisms, and 

the panorama of molecular paleoparasitological diagnosis was performed. Despite 

the poor preservation of samples, it was possible to verified the presence of TB 

infection by aDNA hybridization with IS6110 and IS1081 MTC targets, in 2 

individuals. The mtDNA analysis allowed the recovery of HVS-I sequences in 11 

individuals. European, African and Amerindian mtDNA haplogroups were identified, 

confirming the historical data the Praça XV cemetery was used to bury general 

population. It was possible to detect the infection by Trichuris trichiura, Ascaris sp., 

Taenia sp., and Enterobius vermicularis parasites. The study provides new data 

about the TB epidemic in the city during the colonial period. It also discusses the 

contribution of different population groups to the TB epidemic in Rio de Janeiro city. 

 

Keywords: molecular paleoparasitology, tuberculosis, intestinal helminths, molecular 

panorama. 
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1. INTRODUCTION 

The study of pathogens in ancient populations has unraveled the history of 

infectious and parasitic diseases. Tuberculosis (TB) is an example of these diseases. 

It is known that mycobacteria have accompanied early hominids since they left the 

African soil (Comas et al., 2013); and was widely distributed in Europe since the 

Middle Ages (Spigelman and Donoghue, 2003; Daniel, 2000). In Americas, it is 

known that TB existed before the arrival of Colombo (Sotomayor et al., 2004; Arriaza 

et al., 1995). However, after the arrival of European explorers, large centers were 

formed with poor sanitary condition and overcrowding, such as the disease 

exacerbated. The disease persists even today worldwide as an endemic form in 

several countries and more than 8.7 million new cases in the year 2011 (WHO, 

2012). TB is a chronic disease caused by bacteria of the Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTC), in which is transmitted through contaminated aerosols released from 

an infected person. 

Likewise, intestinal parasites are present in the human population and some 

species are considered ‘heirloom parasites’, since these have evolved with the 

human host (Araujo et al., 2008). They are the most common infections worldwide 

when transmitted by soil, and is estimated that 24% of the world's population are 

infected (WHO, 2011). Such parasites are usually transmitted through soil 

contaminated by human faeces, via the fecal-oral route, like Ascaris sp. and Trichuris 

trichiura, or by skin contact with infective third-stage larvae, like hookworms. 

Recently, our group demonstrated the presence of TB in human remains with 

European ancestry in a Catholic cemetery dating from the Brazilian colonial period 

(Jaeger et al., 2012), and in skeletons with African ancestry, from a slave cemetery of 
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the same period (Jaeger et al, 2013a). In order to access the epidemiological 

scenario of TB during this period in Rio de Janeiro, this study analyzed the presence 

of disease in human remains from the Praça XV cemetery (CPXV – Cemitério da 

Praça XV). Additionally, we demonstrated previously the presence of intestinal 

parasites in individuals recovered this ancient cemetery (Jaeger et al., 2013b). 

Therefore, we performed a paleogenetic analysis in order to compare the results of 

the paleoparasitologic analysis and establish a panorama of molecular diagnostics in 

paleoparasitology. 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. The archaeological site Praça XV cemetery 

The city of Rio de Janeiro was founded in the early 16th century. It was an 

important commercial center and suffered from unrestrained Portuguese exploration. 

The present day Praça XV de Novembro (November XV Square) was a central area 

of Rio de Janeiro city in colonial times. In this area, there was a port, where they left 

all the riches (gold, diamond, coffee and sugar) of Southeast region, and where 

Europeans entered to populate the new country, and African slaves to work the 

plantations. In 1996, during the construction of a tunnel in the port, human skeletons 

dating from the 18th and 19th centuries were discovered. It is known that there was a 

burial ground for the general population in the region. African slaves who died in the 

slave markets located near the port were also buried in the cemetery. The 

archaeological campaign excavation was conducted by the Institute of Brazilian 

Archaeology (Instituto de Arqueologia Brasileira -IAB). During excavation, due to a 

high degree of disaggregation of the burials and the anatomic separation of 

individuals, complete skeletal series were not identified. Instead, a series of types of 

bones, skulls and mandibles for example, were collected, stored at room 
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temperature, and protected from light. All bones were well preserved and were 

submitted to the curation process. 

2.2. Precautions to avoiding contamination 

Several precautions were taken to avoid aDNA degradation and modern DNA 

contamination during the collection procedure and aDNA analysis in a Paleogenetic 

Unit (LabTrip – IOC/Fiocruz). Clean protective clothing, gloves, head covering, mask 

and sterile material (tubes and instruments) was used. DNA extraction and 

amplification were performed under the procedures established for working with 

aDNA (Iñiguez, 2011). The preparation of sample, aDNA extraction, and PCR were 

performed at the Paleogenetic Unit, Oswaldo Cruz Institute/Oswaldo Cruz 

Foundation (IOC/FIOCRUZ). Electrophoresis, sequencing and sequence analysis 

were conducted at the Laboratory of Trypanosomatid Biology, IOC/FIOCRUZ. These 

two laboratories are physically distant from each other. 

2.3. Archaeological samples 

The bio-anthropological analysis of 37 skulls showed that 59% were young 

adults, 27% mature adults, 11% adolescents, and 3% children. Forty-six percent 

were male, 38% female, and 16% undetermined. The preliminary analysis of 12 

skulls demonstrated that 9 individuals presented dental modifications. There were no 

lesions indicative of TB in samples of ribs. A total of 28 bone samples, including eight 

ribs and 20 vertebras (associated or not to corpses) were obtained from the IAB 

collection. At least twenty individuals were analyzed. The bones could be 

individualized to the extent possible, avoiding duplication of samples. The sediment 

samples (n=10) were recovered from the interior of the sacral foramina of ten 

individuals by scraping. Samples were transported to laboratory at 4ºC and kept at 

−20°C until paleoparasitological and paleogenetic analysis. 



53 

2.3. Ancient DNA Extraction 

All bone samples were decontaminated of exogenous DNA by exposing the 

surface to UV light for 15 min in all faces and then, the surfaces were removed 

(Iñiguez et al., 2006). The samples were submitted to triturating in a mill, using 

nitrogen liquid. About 200 mg bone powder was used for aDNA extraction. The bone 

powder was treated with QIAamp DNA Investigator Kit (Qiagen) according to 

manufacturer's instructions. The sediment samples were rehydrated (1:2, w/v) with 

0.5% aqueous trisodium phosphate solution for 48 hours at 4ºC. About 200μL 

sediment solution was used for aDNA extraction. The sediment samples were treated 

with 1.2 mL digestion buffer (NaCl 10 mM, Tris-HCl 10 mM, SDS 0.5%, EDTA 50 

mM, pH 8.0) with 1 mg/mL of Proteinase K (Invitrogen) and incubated at 56°C for 24 

hours. Thereafter, the sediment samples were treated with IQ System (Promega) 

according to manufacturer's instructions. The aDNA was purified by a GFX PCR DNA 

and Gel Band Purification kit (GE HealthCare) and the DNA concentrations were 

estimated on spectrophotometer. 

2.4. Hybridization Analysis 

A dot blot procedure was conducted as described elsewhere (Jaeger et al., 

2012). The DNA probes were prepared by PCR, purified by a GFX PCR DNA and 

Gel Band Purification kit (GE HealthCare) and labeled by chemiluminescence using 

Gene Images Alkphos Direct Labeling and Detection Systems (Amersham), 

according to the manufacturer’s instructions. MTC hybridization was performed with 

two distinct DNA probes corresponding to insertion elements IS6110 and IS1081 

(Taylor et al., 2005); and the parasitic hybridization with cytochrome b (cyt b) and 

NADH dehydrogenase of Ascaris sp. (Gijón-Botella et al., 2010; Peng et al., 2005), 

two regions of Internal transcribed spacer (ITS) of T. trichiura (Oh et al., 2010), 
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cytochrome c oxidase subunit I (COI) and ITS of E. vermicularis , and 18S and 28S 

ribosomal DNA (rDNA) of S. stercoralis (Basuni et al., 2011). DNA from M. 

tuberculosis H37Rv (ATCC27294T) was used as hybridization positive controls for 

IS6110 and IS1081 probes. Nine controls were used to parasitic hybridization, 

including eight positive controls (cyt b and NADH of Ascaris sp., two regions of ITS T. 

trichiura, COI and ITS of E. vermicularis, and 18S and 28S rDNA of S. stercoralis) 

and one negative control (human DNA from the lab collection). 

2.5. Human mtDNA Amplification and Sequencing 

The attempt to amplify fragments of hypervariable segment I (HVS-I) of the 

human mtDNA was performed using four sets of primers: L16070/H16259 (Jaeger et 

al., 2012); L16209/H16356 (Handt et al., 1996); L16234/H15422; and 

L16268/H16498 with 189, 148, 189 and 231 base pair (bp), respectively. PCR 

amplification was carried out in 50 µL volumes containing 1X PCR buffer, 2 mM of 

MgCl2, 1 mM of dNTPs, 2.0 units of Platinum Taq (Invitrogen), 100 ng each primer 

and 5 µL of DNA or 30 ng. Cycling conditions were: an initial denaturation step at 94 

ºC for 3 min; 40 cycles of 94 ºC for 30 s, 55 ºC for 30 s, and 72 ºC for 30 s; followed 

by a final extension step at 72 ºC for 5 min. Extraction blank controls and PCR 

negative controls were included, but positive PCR controls were not included. PCR 

products were visualized by 3% agarose gel electrophoresis (Specially Purified 

Agarose NA, GE HealthCare) stained with ethidium bromide. The sequencing 

reaction was performed using an BigDye Terminator kit v.3.1 (Applied Biosystems) 

according to the manufacturer’s protocol, with analysis in both directions, on an ABI 

3730 (Applied Biosystems) automated sequencer. Bio Edit v 7.0.4 (Department of 

Microbiology, North Carolina State University, USA) and Lasergene Seqman v. 7.0.0 

(DNASTAR, Madison, WI, USA) were used for editing and sequence analysis. The 
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human mtDNA sequences were compared to the GenBank database and from the 

laboratory staff. 

3. RESULTS 

3.1. Tuberculosis Hybridization 

M. tuberculosis complex aDNA was detected in 2 vertebra samples from the 

archeological site Praça XV cemetery. Two vertebra samples yielded positive signals 

for both targets, IS6110 and IS1081 (Table 1). Twenty-six samples produced 

negative results. All rib samples produced negative results. All positive controls had 

the expected positive result. 

3.2. Parasitological Hybridization 

The panorama of molecular paleoparasitological diagnosis showed infection by 

E. vermicularis in 5/10 individuals (50%), and by Trichuris sp. and Ascaris sp. in 4/10 

(40%) individuals (Table 2). Strongyloides stercoralis aDNA was not detected in the 

sediment samples from Praça XV cemetery. All positive and negative controls had 

the expected result. 

3.3. Human mtDNA analysis 

The analysis of human mtDNA showed that it was possible to retrieve the HVS-I 

target and determined the mtDNA haplogroup in 11 samples (Table 1). Results 

showed a high diversity of mtDNA haplogroups, as expected for a general cemetery 

in the city. Haplogroups representatives of the three great groups were identified: five 

European (45%), four Amerindian (36%), and two African (18%) haplogroups. There 

was no repetition of haplogroups, confirming the selection of bone from different 

individuals. 
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4. DISCUSSION 

Deguilloux et al. (2014) asserts that “cemeteries potentially hold a wealth of 

information about the biological and social aspects of the communities who used 

them”. The Praça XV cemetery was a mass grave that was used to bury the common 

people had no financial condition to afford a Catholic burial, in the churches. This 

cemetery is known to receive the bodies of people who died during the great 

epidemics that plagued the city during the colonial period. Therefore, we have an 

excellent opportunity for the study of infectious and parasitic diseases in Brazil during 

this period, because the Rio de Janeiro was the gateway to the country during this 

period. It was the capital of Brazil from 1763 to 1960. The city became the main 

commercial center of the country and as a consequence underwent massive 

urbanization (Fragoso and Florentino, 2001). The urban and population growth has 

not been accompanied by adequate public hygiene policy. 

This study demonstrates the presence of MTC infection in two individuals buried 

in the Praça XV cemetery. This result was confirmed by two specific targets to MTC 

members. These are an obligate pathogen with no known environmental reservoir 

(Comas et al., 2013). Although we found positive results in two vertebrae 

unarticulated, the samples could be individualized, avoiding duplication of samples. 

Furthermore, analysis of human mtDNA allowed differentiating the haplogroup, 

confirming that the samples belong to different person. In a previous study, our group 

demonstrated the high prevalence (53%) of TB infection in individuals buried in the 

Nossa Senhora do Carmo church (Igreja Nossa Senhora do Carmo – INSC) with 

European ancestry (Jaeger et al., 2012), and 25% in African slaves from Pretos 

Novos cemetery (Cemitério dos Pretos Novos – CPN) (Jaeger et al., 2013a). Despite 
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that those cemeteries were of the same period, there was a lowest prevalence of TB 

infection in CPXV (7%). This may be due to the fact that in INSC was analyzed lung 

tissue samples. Because the CPXV bones were stored in a museum collection and 

was submitted to museological curation, it was not possible to have access to lung 

tissue samples, as performed at the INSC. 

The pulmonary infection is the most frequently found. It is estimated that bone TB 

occurs in only 3–5% of infections, and that the spine is involved in approximately 

40% of these (Donoghue, 2011). Although we demonstrated the presence of aDNA 

of MTC in bone samples which normally has no predilection, as femur (Jaeger et al., 

2013a), and skull and ileum/sacral samples (Jaeger et al., 2012), the most of the 

positive results were observed in samples related to the site of infection, lung tissue 

and rib samples (Jaeger et al., 2012), even though different DNA concentrations are 

present in different bones (Misner et al., 2009). In this study, we chose samples 

which usually the mycobacteria is installed, such as ribs and vertebrae, representing 

pulmonary and disseminated infection, respectively. Regardless these only two 

vertebrae samples were positive. In fact, the low prevalence of TB infection in CPXV 

is unexpected, mainly because these archaeological sites are in the same city and 

period. They suffered the same environmental conditions and taphonomic factors. 

However, the clear low preservation of samples may have contributed to obtain more 

negative results. It is known that the major degradation of the aDNA happens rapidly 

after death that depends on factors such as temperature, pH, and salinity which may 

vary depending on depositional conditions (Sawyer et al., 2013). The CPXV was 

found during restoration of the city, like a large grave disorganized, with many bodies 

mixed and disjointed. This trait may have been harmful to the preservation of bones 

and organic material, such as aDNA. The preservation of the samples may have 
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been different from that observed in the INSC archaeological site where the bodies 

were presented in primary burials and articulated bodies (Jaeger et al., 2012). 

In addition, in the INSC site was carried out paleogenetic collection of samples, 

following the recommendations for the better preservation of the material and to 

prevent contamination with modern DNA (Iñiguez, 2011). These samples were not 

handled by archaeologists or anthropologists without the use of gloves. A study 

performed by Pilli et al. (2013) showed that manipulated samples present incomplete 

or ambiguous genetic profiles compared to virgin samples. Furthermore, the CPXV 

cemetery was built to receive people who died in the great epidemics in the city. TB 

was not the only existing infection at the time in the city. It is known that smallpox, 

yellow fever, syphilis, Chagas disease, and worms were present in colonial Brazil 

(Maciel et al., 2012; Sheppard et al., 2001). It is possible that these individuals have 

undergone other injuries. 

Although few studies in colonial Brazil, it has been demonstrated the contribution 

of European settlers in the dispersion of several infectious diseases in Americas. TB 

was widespread in Europe, accounting for one in four deaths from the 16th to the 

18th centuries (Spigelman and Donoghue, 2003). It is suggests that more virulent 

strains of the tubercle bacilli originated in Europe and spread to the Americas during 

the colonial expansions (Donoghue, 2009). Hence, a more severe disease, with 

acute and epidemic character, has spread among Native Americans. In 1855, the TB 

mortality in Brazil was 1/150 inhabitants (Maciel et al., 2012; Campos and Pianta, 

2001), with lethality estimated at 50% (Hijjar et al., 2007). 

In this study, we detected aDNA of intestinal helminths by using the molecular 

panorama. Previous studies demonstrated the presence of Trichuris trichiura, and 

Ascaris sp. eggs in CPXV (Jaeger et al 2013b) and INSC (Jaeger et al., 2013c) 
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archaeological sites. Our paleoparasitological results are in agreement with historic 

evidences that demonstrate poor sanitary conditions and hygiene of Rio de Janeiro 

during the colonial period (Hijjar et al., 2007). Frequent cases of co-infection between 

TB and others pathogens are well documented in ancient populations, like malaria 

(Lalremruata et al., 2012) and M. leprae (Donoghue et al., 2005). The finding of TB 

and intestinal helminths is expected, considering the poor sanitary and hygienic 

conditions and overcrowding. 

Interestingly, we observed that helminth eggs were observed in samples with 

negative results for aDNA, and vice-versa. It is expected to find positive results 

through a technique and not by another, since they often eggs are not observed, it 

broke up or are not content inside. Molecular analysis can help to differentiate or 

confirm organisms, even in the absence of visible physical remains (Cleeland et al., 

2013). We suggest the use of a combined approach to confirm and complement the 

diagnosis of intestinal parasites in the past. 

This is the first identification of E. vermicularis aDNA in archaeological sites of 

Brazil. The conventional parasitological techniques, sedimentation and flotation, are 

used for many years for the diagnosis of intestinal parasites in archaeological 

material. In this study, we detected the presence of E. vermicularis aDNA in 50% of 

individuals; however no eggs were visualized by parasitological techniques. This fact 

suggests that the environmental conditions of the city and taphonomic factors affect 

more the helminth eggs such as E. vermicularis than others, such as Ascaris sp. and 

Trichuris sp., which have multiple layers and resistant protective protein. Moreover, 

considering the life cycle of this parasite, pregnant females placed in the perianal 

region explode and release their eggs (Rey, 2008). They are often carried by feces; 

however, usually the eggs are not shown in conventional parasitological 

examinations. The S. stercoralis infection was not diagnosed by any of techniques: 
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paleoparasitologic or paleogenetic. Considering the life cycle of this parasite, the 

eggs are normally released by the female still inside the intestine, which quickly 

hatch out (Rey, 2008). The larvae are released in the feces, requiring a period in the 

soil to become infective larvae (Rey, 2008). The larvae are markedly more fragile 

structures, and should not resist very well to the effects of time and/or the 

taphonomic factors. Furthermore, the material sediment sacral region of individuals 

from the site CPXV was collected from skeletons that had been submitted to 

museological curation. 

In this study we identified a variety of mtDNA haplogroups in individuals buried in 

CPXV, with representatives of the three groups, Amerindians, Europeans and 

Africans. These results are expected and are in agreement with the historical 

evidence to say that this was a cemetery to bury the general population of the city. 

The current Brazilian population is formed by mixing between Native Americans, 

European explorers and African slaves. It is expected to find such diversity in a 

cemetery in the general population of the city. 
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Table 1: MTC Hybridization and human mtDNA Haplogroup results of the Praça 

XV cemetery, Rio de Janeiro, Brazil. (+): positive result; (-): negative result; [ ]: 

reference; (a): associated to a complete skeleton. 
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Table 2: Results of the panorama of molecular paleoparasitological diagnosis from 

archeological site Praça XV cemetery, Rio de Janeiro, Brazil. (+): positive result; (−): 

negative result; (a): results of Jaeger et al., 2013b. 
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4 DISCUSSÃO 

4.1 Tuberculose 

No presente trabalho nós demonstramos a presença de infecção por bactérias 

do MTC em remanescentes ósseos humanos do Rio de Janeiro, datados do período 

colonial brasileiro. É conhecido que aDNA de micobactérias pode ser detectado em 

remanescentes esqueletais do passado, em humanos (Donoghue et al., 2005; Zink 

et al., 2005) e de animais (Rothschild et al., 2001). Essa peculiaridade é atribuída à 

caraterística dessas bactérias de possuir uma parede celular rica em lipídeos (os 

ácidos micólicos) (Verschoor et al., 2012) que atuaria na preservação da estrutura 

celular bacteriana e, consequentemente, na menor degradação do DNA. Além disso, 

o alto conteúdo GC presente no genoma das micobactérias contribui para uma 

melhor preservação do aDNA (Rollo et al., 2006). 

A frequência de infecção por MTC em remanescentes humanos do sítio INSC 

foi alta (53,1%). Se considerarmos apenas a infecção por TB em remanescentes 

humanos de enterramentos primários, onde os indivíduos apresentam 

ancestralidade europeia, este valor aumenta para 56%. Estes achados estão de 

acordo com evidências históricas que afirmam que a TB foi amplamente distribuída 

na Europa desde o período Neolítico (Daniel, 2000), onde inicialmente se 

apresentava na forma de casos crônicos na zona rural (Stead, 1997). A TB foi 

prevalente na Europa durante a Idade Média (Daniel, 2004). A epidemia cresceu e 

espalhou-se rapidamente por toda a Europa Ocidental. Mas foi durante a Revolução 

Industrial, no século XVIII, que o ingrediente essencial para o desencadeamento da 

epidemia foi introduzido: formação das grandes cidades e pobreza generalizada 

(Stead, 1997). Estimativas propõem que a mortalidade por TB durante o século XVIII 

era de 900 mortes por 100.000 pessoas (Daniel, 2004). Corroborando com esses 

dados, Fletcher e colaboradores (2003) demonstraram uma frequência de infecção 

maior que 50% em remanescentes humanos, através da detecção de aDNA de 

bactérias do MTC, em costelas de indivíduos enterrados em uma igreja na Hungria, 

datados do século XVIII. 

Com a avançada tecnologia da navegação, os europeus colonizaram outras 

regiões geográficas. Evidências históricas demonstram que durante a colonização 
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portuguesa do Brasil, jesuítas e colonos infectados pela micobactéria se 

estabeleceram no país (Maciel et al., 2012). Muitos deles, conscientes da doença, 

vieram atraídos pelas qualidades climáticas que se supunha na época serem 

importantes para o tratamento de doenças respiratórias (Hijjar e Procópio, 2006). 

Similarmente ao que ocorreu na Europa durante a Revolução Industrial, a epidemia 

de TB no Brasil tornou – se realidade na maior parte das grandes cidades brasileiras 

e não demorou em se tornar um importante problema de saúde pública (Campos e 

Pianta, 2001; Maciel et al., 2012). Apesar de sabermos da existência de TB no 

continente americano antes da chegada dos exploradores europeus (Salo et al., 

1994; Arriaza et al., 1995), as viagens exploratórias europeias foram devastadoras 

em relação à dispersão da TB no continente (Herberg et al., 2008; Gagneux, 2012). 

Essas viagens foram tão hostis no que se refere à dispersão das linhagens 

chamadas modernas que ofuscaram a contribuição das linhagens antigas no 

estabelecimento da epidemia (Hersberg et al., 2008). 

A cidade do Rio de Janeiro foi capital do país entre 1763 e 1960. Tornou-se o 

principal centro comercial no século XVIII e como consequência sofreu maciça 

urbanização (Fragoso e Florentino, 2001). No entanto, este crescimento urbano não 

foi acompanhado por uma adequada política de higiene pública (Espinoza, 2008). As 

doenças infecciosas são ditas como uma penalidade para a vida urbana e para a 

alta densidade populacional (Dye e Williams, 2010), e a TB, especialmente, estava 

associada à pobreza, a falta de higiene e má nutrição, além do ar abafado inalado 

pelos que moravam em lugares superpopulosos da época (Sheppard, 2001; Maciel 

et al., 2012). A alta frequência de infecção observada em indivíduos enterrados na 

INSC está de acordo com estimativas de mortalidade por TB durante o Brasil 

Império. Aproximadamente de 1 para cada 150 habitantes morria de TB, segundo 

alguns autores (Campos e Pianta, 2001; Maciel et al., 2012). Hijjar e colaboradores 

(2007) descrevem que no final do século XIX e início do século XX, morriam metade 

dos indivíduos acometidos por TB (Hijjar et al., 2007). 

A faixa etária da maioria dos indivíduos com resultados positivos para MTC no 

sítio INSC era adulta com menos de 30 anos (60%). Estes resultados estão de 

acordo com dados atuais da OMS (2011a) que demonstram que a TB ocorre com 

mais frequência em indivíduos do sexo masculino e afeta principalmente adultos na 

idade economicamente produtiva, com cerca de 2/3 dos casos entre 15 e 59 anos 

(OMS, 2011a). Os resultados deste sítio arqueológico nos permitem sugerir que 
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estes indivíduos sofriam de doença pulmonar ativa, principalmente pelo fato de que 

a maioria dos resultados positivos foi identificada em amostras de sedimento 

pulmonar e costelas (68%). Além disso, as amostras ósseas provenientes do sítio 

INSC não apresentaram lesões ósseas sugestivas da doença. Segundo Rollo e 

colaboradores (2006) as manifestações de doenças em ossos, ou lesões ósseas, 

são geralmente expressões de doenças crônicas, desta maneira esqueletos sem 

sinais ósseos pertencem a indivíduos saudáveis ou que morreram de doença aguda. 

O indivíduo doente por TB pulmonar aguda deve morrer antes que ocorra uma 

resposta óssea (Rollo et al., 2006). Entretanto, a ausência de patologia visível não 

impede a recuperação de biomarcadores para TB (Mays et al., 2002). Estudos 

anteriores demonstram a recuperação de aDNA de MTC em ossos que não 

apresentam lesões sugestivas de TB (Baron et al., 1996; Zink et al., 2001; Muller et 

al., 2014) e esta detecção pode sugerir se a infecção foi localizada ou disseminada 

(Donoghue e Spigelman, 2006). Ortner e Putshar (1981) estimaram que apenas 3% 

das pessoas que morriam de TB na Europa durante o século XIX apresentavam 

lesões ósseas. A doença pulmonar é a manifestação clínica mais comum da TB 

(Gagneux, 2012), caracterizada pela presença de micobactérias em lesões 

calcificadas no pulmão, peculiaridade essa que pode contribuir na preservação do 

DNA residual da bactéria (Rollo et al., 2006). Nossos resultados demonstram ainda 

que amostras de sedimento de pulmão são importante fonte de material orgânico 

para a recuperação de aDNA de micobactérias em remanescentes humanos, e deve 

ser considerado no momento da coleta. 

A detecção da infecção por bactérias do MTC em ossos que normalmente não 

são acometidos pela micobactéria ocorreu neste estudo. Ossos do crânio e um 

fragmento do íleo/sacro demonstraram estar infectados por bactérias do MTC. Estes 

resultados estão de acordo com estudos anteriores que demonstram a recuperação 

de aDNA em amostras ósseas do crânio e do tarso (pé) em remanescentes 

humanos do Egito datados de 3.000 a 2.000 a.C. (Zink et al., 2001), e do fêmur e 

dentes de indivíduos provenientes de sítios arqueológicos da Europa, datados dos 

séculos II-IV e XVIII-XIX, respectivamente (Muller et al., 2014). O osso esterno, as 

costelas e as vértebras são regiões especialmente suscetíveis à infecção pelo 

Mycobacterium tuberculosis, devido a sua alta concentração de células 

hematopoiéticas e a vascularidade (Ortner e Putschar, 1981). Entretanto, qualquer 

osso do corpo pode ser acometido pela micobactéria (Zumla et al., 2013) e a 
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disseminação por via hematológica da micobactéria pode ocorrer a partir de focos de 

tecidos moles (Donoghue, 2011). 

Por ser o único cemitério de escravos novos na América conhecido até o 

momento (Liryo et al., 2011) o Cemitério dos Pretos Novos (CPN) se apresenta 

como uma oportunidade única de se estudar a cultura Africana e as etnias trazidas 

para a América, assim como, as doenças que foram trazidas por essas populações. 

Os enterramentos humanos encontrados em 1996 durante as obras em uma casa 

na região da Gamboa foram descritos como enterramentos secundários (Machado, 

2006). Este sítio se apresenta como uma grande cova, onde eram enterrados corpos 

de escravos africanos que chegavam mortos nos navios negreiros, que morriam 

assim que desembarcavam na cidade, ou nos primeiros dias em que estavam nos 

mercados de escravos, durante o período de “quarentena” de oito dias (Pereira, 

2010). O CPN foi criado em 1769 pelo Marquês de Lavradio, por conta da 

transferência do porto de desembarque dos escravos do cais da Praça XV para o 

cais do Valongo (Mendonça de Souza et al., 2012). Essa transferência ocorreu 

principalmente pelos discursos higienistas que começavam a ganhar espaço na 

época (Medeiros, 2012) e pela proibição do comércio de escravos nas ruas 

principais (Marques, 2010). Assim, os escravos desembarcariam em um porto 

alternativo e não iam ser vistos pela população no estado lastimável em que 

desembarcavam (Pereira, 2010). 

A preservação do material orgânico do sítio CPN foi pobre. Os corpos eram 

enterrados em valas comuns, que eram necessariamente retrabalhadas para 

receberem mais corpos (Medeiros, 2012). Porquanto, o remanejamento dos corpos 

e distúrbio dos enterros ocorreram peri-mortem. Os esqueletos foram descobertos 

durante obras em uma casa, o que provavelmente causou mais danos ao material. 

Além disso, as condições de armazenamento do material no acervo do IAB, em 

sacolas plásticas, a temperatura ambiente e sem o uso de equipamentos de 

proteção individual durante a coleta e manipulação dos ossos, não foram 

apropriadas e podem ter prejudicado a preservação do aDNA. Durante o 

processamento do material ósseo no laboratório, para análise de aDNA, foram 

visualizadas regiões com colorações que variaram do castanho claro ao branco na 

superfície dos ossos, assim como pontos pretos em seu interior. Um estudo bio-

antropológico anterior demonstrou alterações macro e microscópicas nos ossos do 

CPN devido ao processo de cremação (Machado, 2006). A cremação é definida 
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como a redução de cadáver através da queima (Duncan et al., 2008); e o grau de 

alteração provocado está ligado: (i) ao tempo de exposição, (ii) se o osso estava 

protegido por tecido no momento da queima (Gonçalves et al., 2011) e (iii) da 

disponibilidade de oxigênio (Walker et al., 2008). Os indivíduos enterrados no CPN 

não foram cremados até o estágio de cinzas. As alterações observadas por 

Machado (2006) indicam uma queima parcial dos corpos a temperaturas que variam 

entre 525°C e 800°C; e tanto a ausência como a presença de tecidos no momento 

da queima. Evidências históricas revelam que os indivíduos eram submetidos à 

queima, para que seus corpos reduzissem mais rapidamente ou para eliminar o 

cheiro da decomposição, já que eram enterrados muito próximos da superfície e 

permaneciam dias insepultos (Pereira, 2007; 2010). No presente estudo 

demonstramos a recuperação de aDNA de ossos expostos à cremação. Walker e 

colaboradores (2005) demonstraram que compostos orgânicos (incluindo o DNA) 

podem estar preservados em ossos cremados a temperaturas entre 500°C e 600°C. 

Adicionalmente, Brown e colaboradores (1995) demonstraram a recuperação de 

aDNA humano por PCR e hibridação em remanescentes humanos cremados. 

A infecção por bactérias do MTC foi detectada em 25% dos indivíduos 

analisados do CPN. Cummins (1929) define o continente africano como “virgin soil” 

para a infecção por TB. E a existência de registros históricos que demonstrem a 

presença da doença entre africanos no momento da chegada dos colonizadores 

europeus à África é escassa. Entretanto, um estudo realizado por Daniel (1998), 

onde analisou registros médicos de dezenas de pacientes da região de Buganda, 

Uganda, sugere que a infecção estava bem estabelecida no continente africano no 

momento da chegada dos europeus. Apesar disso, se considerarmos que a TB 

estava presente no continente africano, em baixos níveis de endemicidade e 

dispersa entre os grupos populacionais, é possível que algumas etnias fossem naive 

para a infecção. Com a visita constante de exploradores europeus no solo africano a 

partir do século XV, é possível que linhagens europeias de MTC tenham circulado 

nas populações africanas. Da mesma forma, marinheiros gregos estavam presentes 

na costa africana desde 200 a.C., e comerciantes árabes exploravam a costa 

africana muitos séculos antes dos europeus (Daniel, 1998). Stead (1998) defende 

que a infecção limitou-se à região norte da África e às cidades da costa, e mesmo 

assim a infecção era incomum. Os indivíduos encontrados no CPN apresentaram 

aDNA de bactérias do MTC em seus ossos. O tempo estimado desde a captura até 



72 

a chegada de um escravo africano nas Américas era entre nove e 18 meses 

(Pereira, 2007). Mesmo que a TB não tenha sido uma doença importante na África, 

eles poderiam ter adquirido a infecção ou até mesmo desenvolvido a doença durante 

o período de captura e transporte da África para a América. A falta de higiene e a má 

nutrição, além da condição de confinamento forçado nos navios negreiros (Pereira, 

2007), podem ter levado ao aumento da suscetibilidade a novas infecções e ao 

desenvolvimento de doenças a partir de infecções pré-existentes, como por exemplo 

a TB (Hijjar e Procópio, 2006). 

Mesmo sabendo que exploradores europeus e árabes estavam presentes em 

terras africanas há décadas, não se pode desconsiderar que a África é o berço do 

bacilo da TB. Estudos revelaram que existiu um ancestral comum a todos os 

membros do MTC na África, que posteriormente sofreu um gargalo evolutivo ainda 

em solo africano (Gutierrez et al., 2005; Comas et al., 2013). A bactéria foi levada 

para fora da África através das populações humanas que migraram pelo planeta e 

as linhagens de MTC foram se diversificando por região geográfica (Namouchi et al., 

2012). A África é o único continente em que todas as seis linhagens humanas de 

MTC ocorrem (Hersberg et al., 2008; Gagneux et al., 2006). O presente trabalho 

demonstrou a infecção por MTC em indivíduos africanos trazidos para o Brasil, 

entretanto as linhagens/cepas que afetaram esses indivíduos não foram definidas. 

Os indivíduos trazidos da África trouxeram a infecção por MTC com eles, mas se foi 

causada pelas cepas europeias ou pelas africanas ainda não sabemos. 

O sítio CPXV apresentou uma baixa frequência de infecção por MTC (7%), 

confirmado pelos dois alvos genéticos específicos para bactérias do MTC. 

Esperávamos obter mais resultados positivos para os indivíduos enterrados neste 

sítio, principalmente por ser este cemitério historicamente conhecido por receber 

corpos de pessoas que morriam das grandes epidemias de doença na cidade. 

Entretanto, evidências históricas revelam que a TB não era a única epidemia 

existente na cidade durante este período. Epidemias de febre amarela e varíola 

estavam presentes na população residente no Brasil colonial, assim como outras 

doenças como a sífilis, a doença de Chagas e as parasitoses intestinais (Maciel et 

al., 2012; Sheppard, 2001). É possível que esses indivíduos tenham sofrido de 

outras injúrias. 
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Outra questão acerca da baixa frequência de detecção de aDNA de MTC é a 

baixa preservação do material. As regras para a coleta paleogenética foram 

seguidas durante a manipulação dos corpos no sítio INSC. O uso de equipamentos 

de proteção individual por todos os membros da equipe, bem como o uso de 

ferramentas e material estéril e descartável foi utilizado. Todo material orgânico 

coletado foi conservado a 4ºC e mantido a esta temperatura até a chegada ao 

laboratório, onde foi conservado a -20ºC até o momento do seu processamento. O 

material arqueológico proveniente dos sítios CPXV e CPN fazem parte do acervo do 

Instituto de Arqueologia Brasileira, na qual passou pelo processo de curadoria 

museológica. Neste processo, todo o sedimento e material orgânico proveniente do 

sítio arqueológico é retirado da superfície óssea e descartado. Geralmente o 

material ósseo é lavado. Além disso, a coleta, o armazenamento e a análise bio-

antropológica clássica foram realizadas no final da década de 1990. Durante este 

período, os cuidados com a contaminação, controle de temperatura e preservação 

do aDNA no material arqueológico não eram rotina, apenas a proteção contra luz era 

realizada. Um estudo realizado por Pili e colaboradores (2013) demonstra que o 

perfil genético de amostras armazenadas em coleções (manipuladas) foi incompleto, 

ou ambíguo, comparado ao perfil de amostras não manipuladas (“virgin samples”). 

Um aspecto a ser considerado para a detecção de uma maior frequência de 

infecção por TB no sítio INSC é o uso de amostras de sedimentos associados ao 

sítio de infecção. A amostra óssea utilizada para as análises paleogenéticas no CPN 

foi o fêmur, um osso que normalmente não é acometido pela micobactéria. Baron e 

colaboradores (1996) detectaram aDNA de bactérias do MTC em amostras de fêmur 

de indivíduos datados do século XIX, demonstrando que qualquer agente infeccioso 

carreado ao osso pela corrente sanguínea pode ser detectado por técnicas 

moleculares. Assim como Muller e colaboradores (2014), que demonstraram a 

presença de aDNA dessas bactérias em amostras de fêmur de remanescentes 

humanos datadas do século XVIII - XIX da Europa. Esses dados sugerem que 

ocorreu a disseminação da bactéria pela corrente sanguínea. Possivelmente uma 

doença disseminada ou sepse pode ter acometido esses indivíduos. O fêmur é 

composto principalmente de material compacto, com pouco componente esponjoso 

(Misner et al., 2009). Além disso, são ossos mais espessos, que preservam melhor o 

DNA do que os ossos mais finos (Quincey et al., 2013). No CPXV foram escolhidos 

ossos que são usualmente acometidos por essas bactérias, como costelas e 
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vértebras. Mesmo assim, foi observada uma baixa frequência de infecção, 

provavelmente porque costelas apresentam osso compacto apenas no córtex, sendo 

a maior parte compostas por osso tipo esponjoso (Misner et al., 2009). 

A preservação do material orgânico no sítio INSC foi superior aos demais sítios 

arqueológicos analisados. Foram coletadas amostras principalmente de 

enterramentos primários, os indivíduos não haviam sido perturbados conservando a 

posição original do enterramento. A coleta paleogenética foi realizada, permitindo a 

recuperação do material orgânico sem contaminações. Misner e colaboradores 

(2009) observaram que amostras provenientes de um mesmo sítio arqueológico, 

expostas às mesmas condições climáticas, período de tempo, temperatura, 

precipitação, e condições do solo em geral demonstraram resultados divergentes 

para a recuperação do aDNA. Eles atribuíram à presença de micro – habitats 

envolvendo os corpos, com características únicas de pH e composição de sais, que 

poderiam ter atuado de diferentes formas na preservação dos esqueletos. A 

preservação de material orgânico na cidade do Rio de Janeiro é prejudicada pelas 

características climáticas da região. A cidade do Rio de Janeiro apresenta clima 

tropical, com uma temperatura média anual de 22ºC (INMET, 2013), umidade de 

79% (INMET, 2013) e pluviosidade que varia de 1.000 a 1.600 mm (Dereczynski et 

al., 2009). Sítios arqueológicos localizados em regiões com clima quente, como o 

deserto do Atacama (Arriaza et al., 1995), ou frio extremo como o solo congelado 

(permafrost) (Barnes et al., 2002), e com uma baixa umidade (Eglinton e Logan, 

1991) apresentam condições propícias para uma excelente preservação do material 

orgânico, provavelmente por impedir a ação imediata das enzimas endógenas 

responsáveis pela degradação inicial do material. 

 

4.2 Parasitos intestinais 

Estudos paleoparasitológicos têm sido realizados em amostras humanas do 

Brasil datadas do período pré – Colombiano (Araújo et al., 1981; Ferreira et al., 

1980; Gonçalves et al., 2003; Iñiguez et al., 2003; Leles et al., 2008). Entretanto, 

resultados demonstrando o padrão de infecção por parasitos intestinais nas 

populações humanas no Brasil colonial são escassos. Estudos anteriores 

demonstraram a presença de ovos de Trichuris trichiura e Trichostrongylidae em 

sítios arqueológicos de Minas Gerais e Piauí, (Confalonieri et al., 1981; Araujo et al., 
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1984), e aDNA de Ascaris sp. e Trichuris trichiura no Rio de Janeiro (Leles, 2010a) 

datados do período colonial. 

Através da análise paleoparasitológica, este estudo demonstrou que a 

frequência de infecção por parasitos intestinais em remanescentes humanos dos 

sítios CPXV e INSC foi de 80% e de 11,8%, respectivamente. O objetivo deste 

trabalho foi investigar o status saúde/doença dos indivíduos através da avaliação da 

infecção por parasitos intestinais. Considerando que na maioria dos casos, as 

infecções por T. trichiura e Ascaris sp. são leves e clinicamente benignas (Rey, 

2008), podemos admitir que a população do Rio de Janeiro estava sob risco de 

contrair a infecção por esses nematoides. Do ponto de vista médico e social, as 

infecções parasitárias representam importantes problemas de saúde pública que 

ameaçam o bem – estar e a vida da população, redução da produtividade ou 

incapacitação para o trabalho (Rey, 2008). 

Os nematoides Ascaris sp. e T. trichiura foram detectados nos dois sítios 

analisados, INSC e CPXV. As infecções por Ascaris sp. e T. trichiura são conhecidas 

por ocorrerem simultaneamente, devido à similaridades no modo de transmissão, 

grande fertilidade dos helmintos e semelhante resistência dos ovos ao meio exterior 

(Rey, 2008). A infecção por esses nematoides normalmente refletem as pobres 

condições sanitárias e de higiene em que vivem uma população (Bouchet et al., 

2003). Ascaris sp. e T. trichiura existiram nas Américas antes da chegada dos 

exploradores europeus (Gonçalves et al., 2003; Leles et al., 2010b). Entretanto, 

essas parasitoses se tornaram um dos principais problemas de saúde pública após a 

chegada dos colonizadores ao Novo Mundo (Le Bailly et al., 2006). A cidade do Rio 

de Janeiro foi capital da colônia portuguesa e tornou – se o principal centro 

comercial no século XVIII (Fragoso e Florentino, 2001). O crescimento desenfreado 

da cidade e de sua população não foi acompanhado por um planejamento urbano 

nem por uma adequada política de higiene pública (Espinoza, 2008), o que tornou a 

cidade mais propensa à transmissão de microorganismos causadores de doenças 

relacionados à pobreza, à aglomeração e às míseras condições sanitárias. 

Os sítios arqueológicos objetos deste estudo são da mesma cidade e mesmo 

período. Considerando somente estes aspectos, seria esperado que os indivíduos 

apresentassem mesma diversidade e prevalência de infecção por parasitos 

intestinais. Uma similar diversidade de parasitos foi observada (Ascaris sp. e T. 
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trichiura) o que indica que a infecção por esses parasitos era amplamente distribuída 

no Rio de Janeiro durante o período colonial. Apesar disso, um menor número de 

ovos foi observado nos indivíduos do sítio INSC. Este fato pode ser explicado pelas 

melhores condições de vida em que viviam as pessoas enterradas na INSC. 

Evidências históricas reforçam o conceito de que a classe eclesiástica e indivíduos 

católicos, com certa posição social e recursos financeiros para arcar com as 

despesas do sepultamento, eram enterrados nas igrejas (Pereira, 2010). Dados 

gerados neste estudo comprovam a ancestralidade europeia dos indivíduos 

provenientes de enterramentos primários deste sítio arqueológico. Ainda, no sítio 

INSC, foram utilizadas três técnicas parasitológicas de concentração parasitária, na 

tentativa de obter um diagnóstico mais completo. Entretanto, um menor número de 

ovos e menor abundância média de infecção foram observados. 

Neste trabalho foi observado um número maior de ovos de T. trichiura em 

relação à de Ascaris sp., representando uma maior abundância e intensidade 

médias. Este resultado está de acordo com trabalhos anteriores que demonstram 

que ovos de Ascaris sp. são menos frequentemente encontrados em sítios 

arqueológicos da América do Sul quando comparados aos ovos de T. trichiura, que 

tem uma ampla distribuição por todo o Novo Mundo (Gonçalves et al., 2003; Leles et 

al., 2010b). Além disso, tem sido discutido sobre a pobre preservação dos ovos de 

Ascaris sp. em relação ao de Trichuris trichiura em material arqueológico (Leles, 

2010a). Essa diferença pode ser explicada pelos fatores tafonômicos e ambientais 

existentes nas regiões tropicais que não favorecem a preservação da estrutura dos 

ovos (Leles et al., 2010b), entretanto esses fatores poderiam afetar os ovos dos dois 

parasitos igualmente. Ou por alguma característica inerente aos ovos, como por 

exemplo, a diferença na espessa casca dos ovos de Ascaris sp. e T. trichiura. 

A presença de ovos de Trichuris trichiura e Ascaris sp. em amostras de 

sedimentos da região sacral de indivíduos enterrados no sítio INSC confirmam os 

resultados obtidos em um estudo anterior que demonstrou, através da abordagem 

paleogenética, a presença de aDNA desses parasitos em amostras da região sacral 

de indivíduos enterrados neste sítio arqueológico. O estudo de Leles (2010a) 

demonstrou pela técnica da Hibridação de aDNA total uma frequência de infecção 

de 83,3% e 50% para Ascaris sp. e T. trichiura, respectivamente; entretanto não 

encontra os ovos dos parasitos pela microscopia. 
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Considerando a natureza das amostras de sedimentos sacrais do sítio CPXV, 

que foram retirados dos forames do sacro de restos esqueletais submetidos à 

curadoria museológica, pôde-se observar um grande número de indivíduos 

infectados por parasitos intestinais. Este dado sugere ainda, que a prevalência 

observada de 80% pode estar subestimada. Se tivéssemos tido acesso ao 

sedimento sacral original da região abdominal desses indivíduos, ou aos coprólitos, 

coletados diretamente do enterramento no sítio arqueológico, provavelmente, a 

prevalência, carga e/ou diversidade parasitária seriam ainda maiores aos 

observados. 

Foi encontrado um ovo da família Taeniidea, que atribuímos a um ovo de 

Taenia sp., em um indivíduo proveniente do sítio CPXV. Este parasito nunca foi 

encontrado em material fecal humano do Novo Mundo datado do período pré – 

Colombiano (Gonçalves et al., 2003), já que a introdução dos hospedeiros 

intermediários gado e suíno, para T. saginata e T solium respectivamente, ocorreu 

após a viagem dos exploradores europeus às Américas. Estudos 

paleoparasitológicos têm demonstrado a presença de ovos de taenídeos em material 

zooarqueológico da Argentina (Beltrame et al., 2010; 2011), atribuídos ao gênero 

Echinococcus. Entretanto, taenídeos humanos nunca foram encontrados. 

Este trabalho descreve a utilização de um painel molecular para o diagnóstico 

das principais parasitoses intestinais humanas, que inclui a detecção de aDNA de 

Ascaris sp., T. trichiura, S. stercoralis e E. vermicularis. Interessantemente, nós 

observamos ovos de parasitos pela microscopia em amostras negativas para aDNA, 

e vice – versa. A ausência de correspondência observada entre as duas abordagens 

pode ser explicada pelo fato de serem visualizados ovos quebrados ou deformados 

através da microscopia, assim como não é incomum nos deparamos com ovos sem 

conteúdo em seu interior. Entretanto, a detecção de aDNA deste tipo de amostra 

com resultado paleoparasitológio positivo fica prejudicada. 

No presente trabalho, foi detectada a presença de aDNA de E. vermicularis em 

50% dos indivíduos do sítio CPXV, entretanto, não foram visualizados ovos deste 

parasito através da microscopia. Este dado sugere que as condições tafonômicas e 

ambientais da cidade afetam mais os ovos de E. vermicularis do que de Ascaris sp. 

e T. trichiura, possivelmente porque apresentam membrana proteica mais resistente. 

Além disso, considerando seu ciclo de vida, as fêmeas grávidas de E. vermicularis 
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ovipõem ou ficam ressecadas e rompem na região perianal (Rey, 2008). Muitas 

vezes, os ovos não são visualizados em exames parasitológicos convencionais, 

necessitando de testes, como o da fita gomada (técnica de Graham), para concluir o 

diagnóstico. Mesmo utilizando técnicas de enriquecimento, o exame parasitológico 

revela apenas 5 a 10% dos casos de parasitismo (Rey, 2008). A análise molecular 

pode auxiliar na diferenciação dos táxons ou confirmar o diagnóstico 

paleoparasitológico, até na ausência de remanescentes estruturais visíveis 

(Cleeland et al., 2013). Estudos anteriores têm realizado o diagnóstico molecular 

mesmo sem a visualização prévia de formas parasitárias (Iñiguez et al., 2003; 2006; 

Leles, 2010a). O estudo corrobora a importância do uso de uma abordagem 

combinada, a qual envolve técnicas paleoparasitológicas e paleoparasitológicas 

moleculares, para confirmar e complementar o diagnóstico dos parasitos intestinais 

em populações do passado. 

 

4.3 Ancestralidade Humana 

O estudo dos marcadores genéticos, especialmente o mtDNA, tem permitido 

reconstruir importantes eventos da história humana (Der Sarkissian et al., 2013). A 

história genética das populações americanas é influenciada principalmente pelas 

migrações das populações nos últimos séculos. A população brasileira, por exemplo, 

é uma das mais heterogêneas do mundo, produto da mistura entre três grupos 

ancestrais: nativos americanos, colonizadores europeus e escravos africanos (Alves-

Silva et al, 2000; Ascunce et al., 2013). Durante o período colonial brasileiro, o Rio 

de Janeiro foi uma grande porta de entrada para o país quando recebeu em seu 

porto centenas de milhares de imigrantes. É estimado que aproximadamente 

500.000 portugueses migraram para o Brasil após a vinda da família real 

portuguesa, em 1808 (Fragoso e Florentino, 2001), e não menos do que 10 milhões 

de africanos foram trazidos para as Américas desde o século XV até o XIX (Fragoso 

e Florentino, 2001; Hunemeier et al., 2007). Após cinco séculos de mistura entre 

nativos americanos, europeus, africanos e asiáticos, as atuais populações das 

Américas apresentam uma grande heterogeneidade genética (Ascunde et al., 2013). 

As análises de ancestralidade nos indivíduos enterrados no sítio INSC 

demonstraram uma grande variedade de haplogrupos encontrados. Nos 

enterramentos primários foram recuperados exclusivamente haplogrupos europeus. 
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Estes resultados estão de acordo com evidências históricas que demonstram que na 

Europa, a partir do século IV, os reis passariam a ser enterrados nas igrejas 

(Medeiros, 2012); e as pessoas de certa posição social, que pudessem arcar com as 

despesas do sepultamento, também poderiam ter esse privilégio (Pereira, 2010). O 

catolicismo se impôs como uma religião inumista (Medeiros, 2012). No Brasil 

colonial, não existiam cemitérios, os corpos das pessoas católicas eram enterrados 

dentro das igrejas. Considerando que a INSC foi capela real e catedral da cidade 

após a chegada da família real portuguesa para o Brasil e era frequentada por 

grupos mais abastados da sociedade, é esperado encontrar haplogrupos europeus 

nos indivíduos analisados. Os haplogrupos encontrados no sítio INSC estão de 

acordo com estudos anteriores que demonstram a alta variabilidade de haplogrupos 

europeus. 

Os haplogrupos Amerindios (haplogrupo C) e Africano (haplogrupo L), 

identificados em indivíduos provenientes de enterramentos secundários do sítio 

INSC podem ser explicados pelo fato desses corpos terem sido encontrados em 

uma região originalmente localizada fora da igreja original. A INSC sofreu diversas 

reformas desde sua construção original, inclusive foi parcialmente destruída durante 

uma festa paroquial (Dias, 2008). E indivíduos que não tinham recursos para arcar 

com os sepultamentos no interior das igrejas, eram enterrados na parte exterior 

(Pereira, 2010). 

O Brasil suportou uma das maiores diásporas humanas conhecidas (Mendonça 

de Souza et al., 2012). No contexto brasileiro, o Rio de Janeiro foi a grande capital 

da empresa escravista (Mendonça de Souza et al., 2012), já que seus portos 

receberam cerca de 40% dos africanos vindos para o país (Fragoso e Florentino, 

2001). Evidências históricas revelam que 95% dos indivíduos enterrados no CPN 

eram de origem africana (Pereira, 2007). Foram identificados diferentes haplótipos 

africanos nos indivíduos enterrados neste sítio arqueológico. Era esperado que um 

cemitério conhecido por receber corpos de escravos africanos apresentasse 

indivíduos com ancestralidade africana. 

No sítio CPN foi possível identificar o haplótipo em três indivíduos (L1c2, L3d1 

e L3e2). Os haplogrupos L3e e L3d são os mais frequentemente encontrados na 

África Ocidental e Central (Salas et al., 2004). O haplogrupo L3d ocorre na atual 

população brasileira afrodescendente com uma frequência de 10% (Alves-Silva et 
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al., 2000). O haplótipo L3d1 está presente nos países africanos Etiópia, Angola, 

Senegal e Zambia e já foi descrito na atual população afrodescendente brasileira 

(Alves-Silva et al., 2000; Salas et al., 2004); assim como o L3e2 (Alves-Silva et al., 

2000; Gonçalves et al., 2008). O haplogrupo L1c é característico da população da 

África Central (Harich et al., 2010). O haplótipo L1c2 nunca foi descrito na população 

brasileira, e é restrito à população de Angola (Plaza et al., 2004). Os resultados 

estão de acordo com estudos anteriores baseados na atual população brasileira na 

qual demonstra que os haplogrupos L3e e L1c são o segundo e terceiro mais 

frequentes encontrados em afrodescendentes brasileiros, respectivamente 

(Gonçalves et al., 2008). Esses haplogrupos juntos constituem 49% de toda a fração 

africana no Brasil, e é sugerido que eles podem ter uma origem na África Ocidental e 

Central (Alves-Silva et al., 2000; Salas et al., 2004; Hunemeier et al., 2007). 

As linhagens africanas podem ser atribuídas às viagens e diferentes origens 

geográficas. Os haplótipos de mtDNA determinados neste estudo corroboram a 

pesquisa histórica e estudos anteriores, que demostram que a principal fonte de 

migração africana para o Brasil se originou da África Central e Ocidental. As análises 

do livro de registro de óbitos da freguesia de Santa Rita revelam que quase 70% dos 

indivíduos enterrados no CPN eram de países da África Central e Ocidental, 

incluindo: Cabinda, Angola, Benguela, Luanda e Moçambique (Pereira, 2007). 

Estudos anteriores analisando as modificações dentárias intencionais (Liryo et al, 

2011), as concentrações de estrôncio em dentes (Bastos et al., 2010) e as práticas 

de higiene dentárias (Cook et al., 2012) em indivíduos enterrados no CPN 

confirmaram a origem africana dos indivíduos. As práticas de modificações dentais 

intencionais, assim como as de higiene oral, estão ambas relacionadas aos cuidados 

com a saúde (Cook et al., 2012). As análises sobre o padrão dessas modificações, 

realizadas por Liryo e colaboradores (2011), revelaram 13 tipos de modificações 

dentais para os indivíduos de dois cemitérios do Brasil, incluindo o CPN; e a forma e 

acabamento esmerados das modificações são característicos africanos. Estes dados 

confirmam a diversidade étnica dos escravos trazidos para o Brasil. Entretanto, a 

tentativa de associar tipos de modificação dentária com etnias específicas não foi 

bem sucedida (Liryo et al., 2011). 

No sítio CPXV foi identificada uma variedade de haplogrupos, incluindo 

representantes dos três grandes grupos de ancestralidade: nativos americanos, 

europeus e africanos. Estes resultados são esperados e estão de acordo com 
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evidências históricas que sugerem que este cemitério era utilizado para enterrar 

pessoas da população geral da cidade, que morriam durante as grandes epidemias 

que assolaram a cidade. 
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5 CONCLUSÕES 

 A tuberculose era amplamente distribuída na cidade do Rio de Janeiro 

durante o período colonial. 

 Existiu uma forte contribuição de indivíduos de ancestralidade europeia 

para a dispersão ou pelo menos para a manutenção da tuberculose na 

cidade. 

 Escravos africanos chegaram á cidade do Rio de Janeiro infectados por 

bactérias do MTC, logo a África não era “virgin soil” para a tuberculose. 

 A ancestralidade matrilinear africana foi geneticamente confirmada nos 

indivíduos denominados “Pretos Novos” provenientes da África. 

 A infecção pelos parasitos Trichuris trichiura, Ascaris sp., Taenia sp. e 

Enterobius vermicularis estava presente na população do Rio de Janeiro 

no período colonial brasileiro. 

 Possivelmente, as melhores condições de vida em que viviam a 

população enterrada no sítio INSC refletem a baixa prevalência de 

infecção por parasitos intestinais comparada ao sítio CPXV. 

 Pela primeira vez é demonstrada a infecção por Enterobius vermicularis 

em sítios arqueológicos do Brasil. 

 Pela primeira vez é demonstrada a infecção por Taenia sp. em sítios 

arqueológicos do Brasil. 

 A hibridação de aDNA mostrou ser uma técnica útil no diagnóstico da 

tuberculose e parasitoses intestinais em amostras arqueológicas com 

baixa conservação de material genético. 

 Foi possível recuperar aDNA humano e de micobactérias de amostras 

ósseas submetidas ao processo de cremação. 

 A recuperação de formas parasitárias e aDNA de parasitos intestinais foi 

possível mesmo após a realização de curadoria museológica em 

remanescentes esqueletais.  
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