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Contexto Introdutorio

ADN antigo === Fragmentos curtos (~ < 50pb) + Desaminag¢ao da citosina nas extremidades das cadeias

r Desafios: baixa quantidade e evitar contaminagado 4J

Para além do primeiro manuseamento da amostra, o processo Influencia todos os resultados obtidos
de extracdo de ADN revela-se condicionante para o estudo nos procedimentos subsequentes
Limpeza e Analise
~ Extracao Amplificacao uantificacao Sequenciacio . . s
Fragmentacao P ¢ Q ¥ q ¥ Bioinformatica
1 1 1
! Quantidade Pretende-se perfis genéticos ou sequéncias

6 Inibidores de ADN o mais completos possiveis.
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Extracao de ADN antigo: importancia

Obter uma quantidade suficiente de material genético, mas que contenha o minimo de inibidores possivel

Maximizar a recuperacao de fragmentos ultracurtos (~ 25 - 35 pb)

l

Adequar o método ao tipo de amostra

Para o mesmo método, ¢ importante (saber) adaptar o protocolo
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ADN antigo VS Amostras Forenses

ANCIENT DNA
P ") FORENSICS
: zé ] é m e lé)cil!b
k * ,_Ei Fig. 1.: Imagem adaptada de Childebayeva,
Ancient Selection Admixture Sex Relatedness A., & Zavala, E. 1. (2023). Review:
migration sGans Computational analysis of human skeletal
\ 9 remains in ancient DNA and forensic genetics.
iScience, 26(11).
I = Pe(Ho) https://doi.org/10.1016/1.is¢i.2023.108066
Pr(H4)
Damage i —_—
patterns Demographics satlration Phenotype |} Individualization
\ . J

Pericias Forenses == Focam-se mais na analise de STRs (Short tandem repeats) =» 1 Polimorfismo =% Identificagao

l Alteragdes pontuais possiveis de serem
Amostras SNPs (single nucleotide polymorphisms) séo detetadas em fragmentos pequenos
degradadas bastante utilizados em estudos de ADN antigo

=» Ancestralidade, Fenotipo, Relagdes de parentesco

-
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ADN antigo VS Amostras Forenses

Porém...

Exigéncia ¢ controlo das atividades periciais
(acreditacao dos laboratorios e validagao de quaisquer

procedimentos efetuados)
+

Custos e tempo associados a inclusao de novas metodologias
(novos equipamentos, reagentes, formacado, adequacao do

espaco, ensaios, atualizacoes de softwares, etc.)

l

Tornam morosas a adesdo e possivelmente inclusao
de novas técnicas, ainda que (possivelmente sejam)

mais vantajosas as previamente implementadas

“While aDNA studies typically center
around human evolution and past history,
and forensic genetics is often more
concerned with identifying a specific
individual, scientists in both fields face
similar challenges”

“Since the advent of NGS, a natural
widening has occurred between the
forensic and aDNA fields”

Citacoes de:

Childebayeva, A., & Zavala, E. 1. (2023). Review: Computational
analysis of human skeletal remains in ancient DNA and forensic

genetics. iScience, 26(11), pp. 1, 2.
https://doi.org/10.1016/j.is¢i.2023.108066
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Fatores preévios a extracao que influenciam os
resultados obtidos

“The time between death and
DNA isolation is not as crucial as
environmental storage

* Tipo de amostra (que maximize a quantidade de ADN enddgeno possivel conditions, but it may provide
de ser extraido): preliminary information about

3 3 ,,
* Ossos: composi¢do a nivel (in)organico (trabecular/cortical) the likelihood of success.
* Os melhores sdo: regiao pétrea do osso temporal ¢ fémur Citacdo de:

Intrinsecos

* Dentes: zona alvo pretendida — 1° Cemento radicular, 2° Polpa Dobosz, A., Jonkisz, A., Lebioda, A., Kawecki, J.,

. 0 h 500 1° 1 29 1ré 1 . 3% incisi & Dobosz, T. (2025). Destructive and Non-
S MEINOres Sao: moiares, pre molares € caninos € INC1S1vVOoS Destructive Methods for aDNA Isolation from

Teeth and Their Analysis: A Comparison. Genes,

Extrinsecos 16(9). 1059, p. 14,
https://doi.org/10.3390/genes16091059

* Intervalo post mortem,

» Condi¢des ambientais (pH, temperatura, etc), local de inumacao, estado de preservacdo/degradacado, presenca de
contaminantes;

* Manuseamento da amostra e contaminagdes externas: na exumagao, limpeza e fragmentagao do 0sso;
equipamento pessoal utilizado (ou nao).
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Metodologia/Objetivos

Pesquisa Bibliografica:
* Bases Bibliograficas adequadas

* Multidisciplinares (Web of Science, Scopus, Google Scholar)
» Especificas (PubMed e SciELO)

* Palavras-chave: “ancient”, “human”, “DNA”, “extraction” e “protocol”

* Quais os primeiros estudos desenvolvidos € com que técnicas?

Quais os protocolos mais utilizados?

Que adaptacoes t€ém vindo a ser efetuadas?

* Quais os melhores protocolos a utilizar hoje em dia para este tipo de amostras?
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Métodos Organicos

Separacao dos acidos nucleicos dos restantes componentes celulares com base na solubilidade

Vantagens:
> Pureza
< custo
Fenol-Cloroformio
Desvantagens: (Phenol-chloroform-isoamyl alcohol)

< eficacia com fragmentos curtos
(perdas na recuperacao de ADN) _
> risco de contaminacao *

-~

-

Higuchi et al. (1984)  Hoss & Padbo (1993)

Paabo et al. (1988) Cattaneo (1995)
Paabo (1985, 1989) Loreille et al. (2007)

Hagelberg & Clegg (1991)

Métodos Comerciais

Essencialmente a base de Silica, com processos automatizados ¢ kits completos comercializados por diversas casas comerciais

Vantagens: Silica em Coluna
+ rapidos
< manipulacao

< Risco de contaminacao

Nucleo Spin DNA Trace
(Macherey-Nagel)

QIAamp DNA Investigator Kit (50)
(Qiagen)

Desvantagens:
Nao removem todos os inibidores

Silica em Suspensio

PrepFiler Express BTA
(Thermo Fisher Scientific)

DNA IQ System
(Promega)

8/24



Fenol Cloroformio VS Silica

Fenol-Cloroformio (Phenol-chloroform-isoamyl alcohol)

* Digestio inicial para quebrar minerais, proteinas e lipidos na mistura, atraveés

da mistura com EDTA, SDS, Proteinase K, DTT e Tween 20

» Usa solventes organicos (fenol e cloroformio) que sdao produtos toxicos que

ajudam a separar o ADN dos restantes componentes celulares:
* Phenol ajuda a desnaturar e extrair proteinas
* Chloroform ajuda a extrair lipidos

* A Precipitacio etanolica recupera o ADN da fase aquosa da mistura

Vantagens:

Desvantagens:

Aplicéavel a varios tipos de amostra .
Compativel com extragdes de pequena e larga escala
Facil aplicacao e obtencao de fragmentos completos

Alta pureza .

§ 4

Uso decrescente em ADN antigo

Requer varios procedimentos
Menos eficiente em
fragmentos curtos

Utilizagdo de produtos toxicos

Silica

A extracdo com base em silica
consiste na absorcio do ADN
a silica na presenca de sais
caotropicos (destabilizam
macromoléculas em solucdes

aquosas minimizando efeito
hidrofobico);

Lavagem com tampoes
contendo etanol ou isopropanol
remove contaminantes, sais e
proteinas;

Eluicdo em tampao de baixa
forca ionica (ex: TE, Tris-HCI,
agua) ¢ pH neutro ou
ligeiramente alcalino — ADN
recuperado.
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Coluna

ADN liga-se a membrana de
silica por centrifugacao

Vantagens:

v Boa recuperagao de fragmentos
curtos (>35pb)

v Eficiente na remocdo de inibidores,
mas depende da coluna e tampao de
lavagem

v Compativel com protocolos
Classicos

+ pratico (Material pré montado)

+ rapido, se aplicada a poucas
amostras

Desvantagens:
> Custo (kits comerciais)

Volumes fixos dos reagentes

+ comum em genética forense
(ADN esta menos fragmentado)

Purification
(Step 5)

DMA binding
(Steps i—v)

Washing
(Steps vi and wii)

Elution
(Steps viil and ix)

Remaining
material

Step 5A
Silica spin columns

g J

Combine 1 ml of Combine 0.5 ml of
lysate with 10.4 ml of lysate with 10 ml of
binding buffer D binding buffer G

Bind DMA to silica membrane by centrifugation

Wash silica membrane with
wash buffer by centrifugation

100% lysate 50% lysate
in extract in extract

Elute DMA from silica
membrane by centrifugation
in elution buffer
Final extract volume is 50 pl

Only undigested
sample pellet

500 pl of lysate
and undigested
sample pellet

Silica em Coluna Vs Suspensao

Step 5B
Silica magnetic beads

J

Combine 150 pl of Combine 75 pl of
lysate with 1,570 pl of lysate with 1,570 pl of
binding buffer D/ binding buffer G/
bead suspension bead suspension

Bind DNA to silica beads by mixing

Wash silica beads with
wash buffer by mixing

15% lysate /5%
. lysate
in extract .
in extract

Elute DMA from silica beads
by separation on magnetic
rack in elution buffer
Final extract volume is 30 pl

850 pl of lysate
and undigested
sample pellet

925 pl of lysate
and undigested
sample pellet

Fig. 2.: Imagem adaptada de Rohland et al. (2018). Extraction of highly degraded DNA from ancient bones,
teeth and sediments for high-throughput sequencing. Nature protocols, 13(11), 2447-2461.
https://doi.org/10.1038/s41596-018-0050-5

Suspensao

ADN liga-se as particulas
(beads) de silica por mistura

Vantagens:

v Excelente recuperacdo de
fragmentos curtos (>25pb)

+ eficiente na remog¢ao de inibidores
v Compativel com automagao

v Quantidades ajustaveis dos
reagentes

+ barato

Desvantagens:

+ procedimentos (incluindo
preparacao dos reagentes)

+ demorado

M¢étodo de eleicao em
laboratorios de ADN antigo
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. Paibo N Realca a Rohland & Hofreiter
Influéncia da fragmentagao e descalcificacdio _ _
contaminacgao nos resultados di ~ ’ Método de Hé Meétodo simples e rapido com
. igestao etodo de HOSS . :
obtidos A v e , ~ EDTA e Proteinase K para lise
enzimatica e e Paibo (1993) ¢ Remocao de ) N i
. A . e Ih ibid d celular e purificacdo com Silica em
Extracdo de ADN Importancia da PCR e do extraciio organica melhor inibidores de suspensao.
a partir de acondicionamento dos 0ssos como essenciais comparado com  PCR através
Mumias Egipcias para extracdo bem Fenol- de colunas de Loreille et al.
+ Hagelberg, Sykes & Hedges ccdidade ADN ~ cloroférmio,  centrifugacio _ o ’
Precipitacio Extracao com ossos humanos com antigo Chelex 100 ¢ 3 base de Desmlnerallza(;‘flo total d(? po de
Etanolica milhares de anos; demonstragdo da tampio fosfato. silica osso/dente pote’nma a quantidade de
aplica¢dao da PCR a ADN em Hagelberg & ADN extraido, bem como o
Paabo quantidades minimas e fragmentado C]egg Handt et al. Yang et al. tamanho dos fragmentos
—— 1985 — 1989 1991 1994 1997 2007
o—@ o o @ oo @ @ @ @ @ o
- 1984 1988 1990 1993 1995 — 1998 © 2003 — 7  Métodos
.. " 55 Yang et al. Comerciais
Higuchi et al. | Piibo et al. | Boom et al. Hoss & Paabo Cattaneo et al. 5
N . L (1998) Otimizacao da
Obtencdo de Extracdo por Pl’O'f00010~ para N;;etodo i:dz;pt;l;igode Precipitagdo extracio de ADN a partir de 2010
ADN de Fenol- purificagéo de oom et al. ( ) com Acetato i
et S— ADN a baixa eficaz para extrair ADN T ossadas antigas usando
criaturas Clorofo.rmNm © antico de ossos de fauna de Sodio — colunas de centrifugacio a
extintas” Sequenciacdo de escala d§ Do e o extracio base de silica
(Quagga, mtDNA de h . simples, rapida, o
subespécie da cérebro com apresenta melhores barata e sem (2003) Otimizagio da PCR
Zebra) 7000 anos resultados que os outros reacentes em ADN mitocondrial
métodos previamente 1 antigo, para monitorizar os
testados toxicos

niveis de contaminacao
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— IAquick 96 PCR
Sequenciagéo de Protocolo com base em Silica em . Q (.1u1c ©
: : T Extragdo por colunas MinElute PCR
genoma mitocondrial colunas (inclui opg¢ao adicional de e Purification Kits (Qiagen)
com extragdo do ADN Aprimoragao de MinElut PCR Purification Kit) de silica: MlnElute ¢ Hrication A fl el
com ~35pb baseada no método de extragio a eficaz para extrair fragmentos de QIAquick ¢/ permitem a mestezi © Xll)e;“a
método de Rohland & base de silica com ~35pb desempenho na recupe(rla,gao 0
Hofreiter (2007) e recuperacio eficiente Combinacio de EDTA com semelhante na endogeno
otimizada com outro de fragmentos de P Ot g K 10 sic b recuperagao de ADI:I; Elution Buffer TET (Tris—
tampao de ligacdo, em ADN com ~ 25pb ¢ > roteinase K no lysis bufjer Colunas Vivaspin ndo EDTA + Tween-20) permite
maior quantidade e rendimento na Combinagéo de GuHCI melhoram a maior recuperacio do ADN
silica em colunas ao sequenciacio de (guanidina hidrocloridrica) e recuperagao de ADN endogeno e bibliotecas +
invés de suspensio fragmentos + longos Isopropanol no binding buffer antigo complexas
Dabney et al. Glocke & Meyer Dabney & Meyer Dehasque et al. Gilardet et al.
— 2013 —— 2017 2019 2022 2025
@- —0—@ o—0- -—© @ @
2010 2015 2018 2021 2023
Métodos Korlevi¢ et al. Rohland et al. Schmerer Haarkotter
Comerciais Protocolo atualizado de Chelex-100

Para remover os contaminantes, o
Tampao de Fosfato de Sodio ¢
recomendado como um pré tratamento a
amostras antigas, enquanto que a a¢ao
quimica do Hipoclorito de sodio
(NaClO) ¢ mais agressiva aos 0ssos,
porém, mais eficiente na remocao
microbiotica e de ADN moderno

Rohland & Hoftreiter (2007)
e adaptado para silica em
suspensao retém
fragmentos ligeiramente
mais curtos do que o
protoloco de silica em
colunas

Orlando et al.

Métodos mais usados:

silica em colunas ou
beads magnéticas
revestidas por silica
em suspensao

Comparacao entre 5 métodos:
Fenol-Cloroférmio,
Silica em Suspensao,

High Pure Nucleic Acid Large Volume

Silica Columns (Roche),

InnoXtract™ Bone (InnoGenomics) e

PrepFiler™ BTA (ThermoFisher)
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Quais os melhores/mais usados meétodos/protocolos?

* Como facilitar a libertacao dos acidos nucleicos, sem fragmentar ainda mais as cadeias?
* Como remover o maximo de inibidores possiveis?
* Que reagentes e tampoes (buffers) podem ser mais adequados?

* Potenciar a recuperacao de fragmentos ultra curtos! -l

Degradacio do ADN Maior fiabilidade relativa a autenticidade genética
! da amostra e respetivo individuo
Fragmentos longos recuperaveis tendem a ser bastante raros |
! : ~ ~ .
Quanto mais fragmentos curtos se consiga incluir na extracio, Potencia a recuperacio de alteracdes gencticas ¢

maior a quantidade de ADN endégeno utilizavel para analise evita reconstrugdes incompletas ou ate enviesadas
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Os metodos a base de silica tendem a ser os mais usados em amostras antigas/degradadas

Tampao (buffer)
I

Solugdo (mistura) de reagentes que resiste a variagoes de pH

4

Mantém a estabilidade e integridade do ADN e garante as condi¢oes ideais para enzimas, evitando degradacoes quimicas

+ pH = 8.0 (basico) para
.. _ estabilizar o ADN e ser
A Podem condicionar os resultados obtidos: compativel com enzimas
como a Proteinase K e a
Taq Polimerase

, . (amplificagdo: se o material
pH = 5.2 (ambiente acido favorece extraido estiver muito

a ligagdo do ADN a silica) —» ADN degradado ou desnaturado, a

* Lavagem/remocao de contaminantes (wash) extraido + puro com - inibidores da Taq Polimerase nio consegue
PCR e sequenciacao

* Lise celular (/ysis)

\ 4

* Ligacao do ADN a silica (binding) >

permitir a amplificacido das
cadeias).

* Separacao do ADN purificado da silica (elution)

\ 4
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Reagente Tipo Funcao pH
EDTA ,
(Ethylenediamine tetraacetic Acido Descalcificagao + Inibi¢ao da atividade de nucleases ~ 8.0 (ideal)
acid)
Proteinase K Enzima Digestdo de proteinas ~ 8.0 (ideal)
SDS (sodium dodecyl sulfate) Detergente Lise celular + Desnaturacao proteica ~6.0-9.0
Triton X-100 Detergente Lise celular ~5.0-10.0
_ Tris-HCl , Surfactante Impede que fragmentos curtos adiram a superficies
(tris(hydroxymethyl)aminomet | (reduz tensio superficial entre 2 liquidos lasti imizand di to d traci ~7.0-9.0
hane hydrochloride) ou entre liquido e superficie solida) plasticas maximizando o rendimento da extracao
Tween-20 Surfactante Lise celular + Evita adesao do DNA a superficies plasticas ~5.0-7.0
Agente caotropico . . .
Guanidina (destabiliza macromoléculas em Desnaturagao proteica + Ligagdo do ADN a matriz de 45.65
hidrocloridrica solu¢des aquosas minimizando efeito silica ' '
hidrofobico)
Isopropanol Alcool Precipitagcdo + Ligacdo do ADN a silica ~6.0-8.0
Acetato de sodio - 4't5 e |
Sal Precipita¢do + Liga¢do do ADN a silica (bastante variavel)
Cloreto de Sodio ~17.0
Etanol Alcool Lavagem/separacao do ADN ligado a silica ~7.0 (puro)
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Tampoes (buffers) testados:

Lise celular (lysis)

 EDTA + Proteinase K — Protocolos de Dabney et al. (2013) e Gilardet et al. (2025);

« EDTA + SDS + Proteinase K — Higuchi et al.1984, Pdaibo (1989), Hoss et al. (1993), Yang et al. (1998), Rohland &
Hofreiter (2007), Dabney et al. (2013) e Rohland et al. (2018);

* ATL (Animal Tissue Lysis buffer):
* Detergente ndo 16nico (ex: SDS e Triton X-100) + Tris-HCI + sal (ex: NaCl) (Qiagen);
* Compativel com Protocolos Forenses;

* G2 (Guanidina hidrocloridrica + Tris-HCl + EDTA + Tween-20 + Triton X-100) (Qiagen) — Para extragdo
automatizada com Silica em Suspensao.

Ligacao do ADN a silica (binding)

* PB (Guanidina hidrocloridrica + isopropanol) (Qiagen) — Comum em Protocolos com Silica em Colunas;
* Guanidina hidrocloridrica + isopropanol + acetato de sédio:
* Adaptado por Dabney & Meyer (2019);

* Otimizado para fragmentos ultra curtos (~ 35 pb).
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Tampoes (buffers) testados:

Lavagem/remocao de contaminantes (wash)

* PE (Etanol + Tris) — Comum em kits da Qiagen;
¢ Etanol — Protocolos de Dabney & Meyer (2019) e Rohland et al. (2018).

Separacao do ADN purificado da silica (elution)

* EB (Tris-Cl 10 mM, pH 8.5) — inicialmente usado com Fenol Cloroférmio;
* TE (Tris-HCIl + EDTA) — Hoss & Padbo (1993), Yang et al. (1998), Rohland & Hofreiter (2007) e Dabney et al. (2013);

 TET (Tris-HCI + EDTA + Tween-20) — para preservar ADN — Boom et al. (1990), Rohland & Hofreiter (2007),
Dabney et al. (2013) e Rohland et al. (2018);

. Agua (water [nuclease-free|) — utilizacdo isolada de agua (s/ nenhum outro reagente) pode reduzir estabilidade do ADN
ao longo do tempo — Hoss & Padbo (1993), Yang et al. (1998), Rohland & Hofreiter (2007) e Dabney et al. (2013).
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RemOC}aO de HllbldOI’CS Tampoes (buffers) que contém apenas EDTA e

Proteinase K tém demonstrado permitir obter
mais quantidades de ADN e reduzir os inibidores
do que protocolos mais elaborados

Remocdo da superficie externa com ferramentas (semi) abrasivas (ex: discos de corte, lixas) para eliminar
contaminantes ambientais ¢ ADN moderno;

Lise celular com EDTA + Proteinase K + detergentes suaves (ex: Tween 20);

Lavagem com Etanol + Tris + NaCl + EDTA para remover sais € proteinas;

BSA (bovine serum albumin) ajuda a minimizar o efeito dos inibidores na PCR, ao ser adicionada a mistura
para amplificagao.
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Lise celular

PTB (N-Phenacylthiazolium Bromide)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA

(]
Proteinase K

Facilitam a separacao e

=> recuperacao do ADN,

Eficazes na obtengdo de ADN endogeno,
sem comprometer a sua estabilidade:

* minimiza a degradacao adicional do
ADN ja fragmentado;

* s30 compativeis com a maioria dos
protocolos de purificacao por silica;

* ndo interferem com a ligacdo do
ADN a matriz.

\

-

-

» PTB: Fragmenta ainda mais as cadeias

mas acabam por prejudicar ™  DTT: Interfere com a ligacao a silica

EDTA: composto organico que remove 10es
de metais pesados (calcio, magnésio, ferro,
etc), impedindo a atividade de enzimas

nucleases que dependem desses 10es para
degradar o ADN

Proteinase K (enzima): atua em pH neutro
(ideal para amostras antigas/degradadas)
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Recupera-se ainda menos ADN intacto

Outras COnSidera(;aeS Verificam-se mais erros na sequenciagao
|

Quebra ligagdes
Bases azotadas sofrem oxidacao
Algumas enzimas essenciais sao inativadas

t

v

Temperatura T temperaturas inibem o desenvolvimento de bactérias { Degradacao estrutural do ADN
v X

Descalcificacio T pureza do ADN extraido T custo e tempo investido
o . X X
Esterilizacao Qpebrfl as cadeias de ADN Afeta a PCR
por UV nas ligacoes entre pares de bases
Captura baseada em hibridizacao (Hybridization- Potencial na recuperacao de fragmentos ultra curtos v

based capture) de regidoes gendmicas especificas (~35 pb)

20/24



Conclusoes ¢ Perspetivas futuras

A degradacao ¢ o principal obstaculo
Importancia de se aplicar o meétodo mais adequado a amostra em causa ¢ as aplicacoes previstas apos a genotipagem

Continuam a ser necessarios métodos menos destrutivos, mais rapidos/automatizados e
eficazes a obtencao de boas quantidades de ADN endogeno

Necessidade de mais estudos com amostras diferentes
Comparacoes diretas/sistematicas entre protocolos
Transparéncia ¢ Reprodutibilidade dos resultados

Colaboracao interdisciplinar:
Selecionar as amostras mais bem preservadas e menos contaminadas
Documentar contexto arqueologico e cronoldgico (antropologia/arqueologia)
Articulagdo com museus e curadores
Quimica / Bioquimica: Otimizacao de processos como extracdo e purificacao
Bioinformatica / Estatistica: Processamento e validagdo dos dados genéticos
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