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CONSIDERACOES PREVIAS

A eleicdo da licdo sintese Tuberculose em populagées do passado: A importdncia das
colecbes osteoldgicas identificadas resulta do facto de integrar a tematica Patologia infeciosa
lecionada na unidade curricular Paleopatologia das Populagbes Humanas (ver Relatdrio da
unidade curricular).

O estudo da tuberculose em popula¢des do passado, ou paleotuberculose, é um tema
seminal da paleopatologia que, no entanto, nao se esgotou precisamente pelas abordagens e
técnicas mais recentes aplicadas tanto a individuos provenientes de contextos arqueoldgicos
como em esqueletos de pessoas cujos dados biograficos, como a causa de morte, estao
documentados.

Esta licdo de sintese articula a paleopatologia atual com a histdria da antropologia, tanto
a nivel nacional como internacionalmente, prestando reveréncia as denominadas colec¢des
osteoldgicas identificadas, patriménio pelo qual a Universidade de Coimbra é mundialmente
(re)conhecida no seio da antropologia fisica/biolégica, da bioarqueologia e da antropologia
forense.

Os objetivos desta licdo sdao: 1. dar a conhecer o panorama da tuberculose na atualidade;
2. revelar as pesquisas efetuadas nos ultimos anos acerca da origem e evolucdo da doenca e
debater as possiveis vias de dispersao pelos continentes; 3. divulgar as cole¢des osteoldgicas
identificadas e demonstrar o seu potencial; 4. indicar os critérios e cuidados do diagndstico
paleopatoldgico bem como as diferentes abordagens técnicas e metodoldgicas; e 5. motivar
os estudantes para esta linha de investigacdo. As aprendizagens serdo consolidadas com a

componente pratica.






1| Caracterizacdo da tuberculose

1. CARACTERIZAGAO DA TUBERCULOSE

1.1 O que é a tuberculose?

A tuberculose é uma doenca infeciosa de notificacdo obrigatéria (Direcdo Geral da
Saude[DGS], 2018), causada por (mico)bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTC, Mycobacterium tuberculosis complex) - M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
canettii, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii - pelo que afeta uma grande variedade de
animais domésticos e selvagens que, potencialmente, podem transmitir o bacilo aos seres
humanos (Brosch et al., 2002; Smith et al., 2009). A bactéria M. tuberculosis foi identificada
por Robert Koch em 1882, dai a denominacdo bacilo de Koch, e em 1998 Cole e co-autores
sequenciaram o seu genoma.

E uma infecdo aguda ou crénica que pode ser precedida por um longo periodo de laténcia
em que o agente infecioso é controlado pelo sistema imunitdrio do hospedeiro (Brites e
Gagneux, 2012). Pode afetar qualquer érgao ou tecido embora seja mais frequente no pulmao
(Burke, 2001; Ponnuswamy, 2014).

O crescente numero de casos em pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana
(VIH) levou a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) a considerar, em 1993, a tuberculose como
uma emergéncia global. De acordo com a OMS (WHO, 2019), a tuberculose esta no top 10 das
causas de morte a nivel mundial, com 1,5 milhdes de mortos, dos quais 251.000 eram doentes
com VIH. Em 2018 surgiram 10 milhdes de novos casos, 5,7 milhdes em homens, 3,2 milhdes
em mulheres e 1,1 milhdo em criangas (WHO, 2019). Em Portugal, a incidéncia da tuberculose
cifra-se abaixo dos 20/100.000 habitantes com idade média de 50,2 anos e 64% dos casos em

individuos do sexo masculino (DGS, 2018).

1.2 Quem (e como) fica doente? Quais os fatores de risco?

A forma mais comum de contagio é por via aérea em que um individuo com tuberculose
pulmonar ativa liberta o bacilo quando fala, tosse ou espirra (Mousa, 2007; DGS, 2018). No
entanto, apenas 10% das pessoas expostas por inalagdo desenvolvem a doenga, aumentando
o risco de contagio em individuos imunodeprimidos, com VIH, ou alvo de terapias
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imunossupressoras, ou criancas (DGS, 2018). Nos restantes, a imunidade natural consegue
evitar ou abortar a infe¢do (Sable et al., 2019).

Os pulmdes sdo o 6rgdao mais afetado mas a bactéria pode disseminar-se por via
hematoldgica ou linfatica, sendo menos frequente a infec¢ao pelo consumo de produtos de
origem animal contaminados (Mousa, 2007). Para além destes fatores, ha aspetos sociais
como habita¢des sobrelotadas, auséncia de saneamento, fome ou malnutricdo, migracdes,
sistemas imunitarios comprometidos devido a quimioterapia, velhice, diabetes mellitus,
alcoolismo e abuso de drogas que concorrem para o maior risco de desenvolver a doencga ou
para a reincidéncia por baixa adesdo a medicagao (Wilbur e Buikstra, 2006; Lonnroth et al.,
2009; Esteves et al., 2017; Nelson et al., no prelo). A tuberculose, ao ter sido associada a
condicdes de pobreza e pela memodria do isolamento dos doentes, causou, e continua a
causar, estigma tanto por parte dos doentes como por parte de familiares ou amigos (Martins,
2012; Veiga, 2016).

Na atualidade a tuberculose ocorre maioritariamente entre os idosos (DGS, 2018)
enquanto até meados do século XX as criancas e os adultos jovens eram os mais atingidos

(Santos, 2015).

1.3 Como se previne?

Uma das formas de prevencdo da tuberculose é por vacinagdo com a BCG (Bacilo
Calmette-Guérin, M. bovis) através de injecdo intradérmica nos recém-nascidos (DGS, 2018).
Esta vacina surgiu em 1921 e a sua aplicacdo em Portugal generalizou-se na década de 1950
(Araujo, 1994). A vacinagao reduziu significativamente o nimero de casos, nomeadamente as
formas severas e a tuberculose extrapulmonar (Sable et al., 2019). Estes autores referem
ensaios clinicos em curso de mais de uma duzia de potenciais vacinas para prevenir a infecc¢ao,
a progressao clinica e a recorréncia.

Existe também tratamento preventivo que pode ser administrado a pessoas que
estiveram em contacto com um doente, antes do diagndstico e respetivo tratamento serem
iniciados, cujos planos de administracdo de antibacilares variam de 3 a 9 meses (DGS, 2018).

Para além das abordagens biomédicas, a melhoria das condicdes de habitacdo, higiene,

alimentacdo e exposicdo solar, com consequente producdo de vitamina D (na realidade uma



1| Caracterizacdo da tuberculose

hormona esterdide), sdo fatores que auxiliam na prevencdo, ndo soé pela diminui¢do do risco

de contdgio como, também, pelo reforgo do sistema imunitdrio (Talat et al., 2010).

1.4 Como se diagnostica?

Na suspeita da doenca, pela existéncia de tosse crdnica, dor no peito, cansaco, falta de
apetite, perda de peso, febre e suores noturnos, sdo realizadas andlises laboratoriais,
designadamente na expetoracdo ou em bidpsia, com vista a detecdo do M. tuberculosis (Wallis
et al., 2010; DGS, 2018). Ainda de acordo com a DGS, outros meios de diagndstico utilizados
sdo a radiografia pulmonar, o teste tuberculinico e/ou o teste de libertacdo de interferdo gama

(IGRA, Interferon Gamma Release Assay).

1.5 E curavel?

A elevada mortalidade causada pela tuberculose até meados do século XX fomentou a
ideia de que era incuravel e, por isso, os doentes ndo eram hospitalizados (Santos, 2000;
Matos e Santos, 2013; Silva e Marques, 2019). Em meados do século XIX surgiram unidades
hospitalares especializadas no tratamento, e na prevencao, da tuberculose: os sanatérios de
montanha, para os doentes com tuberculose pulmonar, e os maritimos, para a tuberculose
dssea. As terapéuticas consistiam essencialmente na denominada “triade higiénica” - bom ar,
boa alimentacdo e bom descanso - e na helioterapia (Santos, 2000; Matos e Santos, 2013). No
decurso do século XX, tanto os sanatdrios como os hospitais, que comecgaram a disponibilizar
enfermarias para doencas infectocontagiosas, tornaram-se menos paliativos e mais
medicalizados, tendo-se intensificado as abordagens cirurgicas (Porter, 1996; Matos e Santos,
2013; Burke, 2011). A partir de 1943, com o surgimento da estreptomicina (Porter, 1996),
iniciou-se uma nova era terapéutica pelo continuo desenvolvimento de antibidticos pelo que
os sanatérios comecaram a encerrar (Matos e Santos, 2013; Roberts e Bernard, 2015).

Atualmente, a identificacdo da estirpe de M. tuberculosis e da respetiva suscetibilidade
aos antibacilares permite a selecdo da terapéutica mais eficiente (DGS, 2018). No entanto, a
tuberculose continua a ser considerada uma doenca reemergente e uma ameaca global
devido ao desenvolvimento de estirpes resistentes aos antibidticos (DGS, 2018; Nelson et al.,
no prelo). Este fendmeno ndo é recente, pois foi reportado nos anos seguintes ao
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desenvolvimento dos antibidticos, no entanto, ao longo das ultimas décadas, intensificou-se,
sobretudo, pela ndo adesdo dos doentes a terapéutica. A implementacdo da Toma de
Observacdo Direta (TOD, ou DOTS, Directly Observed Therapy Short course) deu frutos no
combate a resisténcia aos antibidticos (Esteves et al., 2017) e a OMS (WHO, 2019) propos
como meta para a estratégia “End TB” a reducdo, até 2035, de 90 a 95% do numero de casos
e de mortes associadas.

O tratamento atual inclui farmacos de primeira linha (isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol), com duracdo de dois meses, seguido duma fase de manutencao
(isoniazida e rifampicina) por cerca de quatro meses (DGS, 2018). Ainda segundo a DGS, a
tuberculose multirresistente (MDR-TB, multidug-resistant tuberculosis) e extensivamente
resistente (XDR-TB, extensively drug resistant tuberculosis) implicam planos mais longos e com
mais farmacos pois, neste ultimo caso, é resistente aos mesmos antibiéticos que a MDR-TB
(pelo menos a isoniazida e a rifampicina em simultaneo) e a qualquer das fluoroquinolonas e,
pelo menos, a uma das trés drogas injetaveis de segunda linha (capreomicina, canamicina, e
amicacina). Apesar de ndo serem termos consensualizados pela OMS alguns estudos referem
doentes com tuberculose extremamente resistente (XXDR-TB, extremely drug resistant) e
totalmente resistente (TDR-TB, totally drug resistant tuberculosis), ou seja, surgiram assim
casos incuraveis frequentemente associados a pandemia do VIH/SIDA (sindroma da
imunodeficiéncia adquirida) (Dheda e Migliori, 2012). Para alguns investigadores, como Brites
e Gagneux (2012), as pressOes seletivas sobre a micobactéria intensificaram-se nas ultimas
décadas e terdo consequéncias na sua genética futura.

Acrescente-se que se, por um lado, a quimioterapia nunca foi sinénimo de cura, por outro,
os doentes podem superar a tuberculose sem intervencdo terapéutica gracas a imunidade
natural (Sable et al., 2019) como acontecia anteriormente ao desenvolvimento dos

antibidticos (Matos e Santos, 2015).
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2. QUANDO E QUE A TUBERCULOSE COMEGCOU A AFETAR OS SERES HUMANOS?

Até ao momento, a tuberculose foi diagnosticada em esqueletos que datam do Neolitico
coincidindo, assim, com a sedentarizacdo das populacdes e a domesticacdao de animais o que
terd facilitado a transmissdo da doenca, tanto por via drea como pelo consumo de carne e
leite de animais contaminados. S3o conhecidos casos em locais que atualmente s3do territério
de Italia (p. ex. Formicola, 1987; Canci et al., 1996; Sparacello et al., 2017), Alemanha (Nicklisch
et al., 2012), Hungria (Spekker et al., 2012; Masson et al., 2015) e Poldnia (Gladykowska-
Rzeczycka, 1999; Borowska-Strugin et al., 2014). Apesar do numero reduzido de casos
identificados até ao momento, estes achados mostram que a tuberculose existe em varias
regides europeias desde ha cerca de 6000 anos. Evidéncias mais antigas sdao controversas
como acontece com os vestigios submersos de Atlit-Yam (costa de Israel) datados de 9000
anos (Hershkovitz et al., 2008; Lee et al., 2015) ou do sitio arqueolégico pré-domesticacdao no
atual territério da Siria (Baker et al., 2015). Em Portugal, o possivel caso mais antigo data do
periodo Romano como relatado na sintese apresentada por Santos e Matos (2019).

Durante muito tempo foi aventado que a tuberculose bovina teria comecado a afetar os
seres humanos e dai a barreira cronolégica da neolitizacdo. Contudo, alguns estudos genéticos
sugeriram que o MTC saiu de Africa com os humanos durante as migracdes do Pleistoceno,
com o ancestral comum mais recente (MRCA, most recent common ancestor) estimado em 70
mil anos (Comas et al., 2013). Outras investigacdes apontam uma antiguidade de cerca de 6
mil anos para o MRCA apoiando assim a difusdo da doenca no Holoceno (Bos et al., 2014).

As duvidas sobre o aparecimento e a dispersdao da tuberculose existem igualmente
noutras regides do globo. Durante muitos anos, os investigadores consideravam que a
tuberculose, tal como a lepra, teria chegado a América apds o ano de 1492. De facto, a
caracterizacdo molecular das estirpes atuais de MTBC mostra que a linhagem europeia (L4)
domina no continente americano pelo que terd sido introduzida pds-contacto (Gagneux et al.,
2006, Nelson et al., no prelo). No entanto, Allison e co-autores (1973; 1981) identificaram
macro e microscopicamente lesdes causadas por tuberculose em mumias encontradas no
deserto de Atacama, datadas do primeiro milénio da era comum (EC). Posteriormente, Salo e
co-autores (1994) identificaram ADN (acido desoxirribonucleico) da micobactéria em nddulos
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pulmonares e linfaticos de uma mulher (ca. 1000-1300 EC), mumificada naturalmente nos
Andes. Para além destas evidéncias de tuberculose pré-Colombiana, muitas outras se
seguiram cujos diagndsticos foram realizados por exames macro e microscopico, por analises
biomoleculares de ADN (Roberts and Buikstra, 2003; Nelson et al., no prelo) e dcidos micdlicos
(Luna et al., 2018).

Se a chegada pré-Colombiana da tuberculose é agora consensual, a polémica persiste
quanto a origem e antiguidade. Analises gendmicas recentes indicam que as focas e os ledes
marinhos sdo a fonte de tuberculose no continente (sul)americano (Bos et al., 2014). Os
projetos de investigagdo em curso, que analisam amostras retiradas de esqueletos e de
mumias, cuja preservacao é excecional, pelas condicbes ambientais andinas, devem, num
futuro préoximo, revelar novos dados acerca do surgimento da tuberculose na América.

Outro continente onde a pesquisa da paleotuberculose se tem intensificado nos ultimos
anos é a Asia. Até ao momento, o caso mais antigo foi encontrado por Pechenkina e coautores
(2007) na China e data de 2500 a 2000 AEC (antes da era comum). As restantes evidéncias sao
mais recentes, entre 454 AEC e 124 EC no Japao (Suzuki e Inoue, 2007), 400 AEC e 400 EC na
Sibéria (Murphy et al., 2009), 300 AEC e 500 EC na Tailandia (Tayles e Buckley, 2004) e no
primeiro século AEC na Coreia do Sul (Suzuki et al., 2008).

Em Africa, as referéncias a tuberculose datam essencialmente do periodo colonial, em
particular dos séculos XIX-XX (Santos, 2004; Campbell, 2019). A inexisténcia de indicios mais
antigos pode ser explicada pelas populacdes terem sido essencialmente ndémadas, pelas
condi¢cGes ambientais que dificultam a preservacdo dos esqueletos e porque as escavacées e
anadlises paleopatoldgicas sdo menos comuns e recentes (Santos e Matos, 2019), a excepgao
do Egipto onde ha evidéncias datadas de 4500 AEC (Roberts e Buikstra, 2003; Ortner e
Frohlich, 2008).

A presenca de tuberculose antes do contacto recente com os Europeus foi reportada no
Hawaii (Trembly, 1997), Nova Zelandia (Buckley et al., 2010), Papua Nova Guiné e,
possivelmente, Tonga e llhas Salomao (comunicacdo pessoal de Pietruwesky in Stone et al.,
2009).

Considerando a documentacdo existente, designadamente para o ultimo milénio na
Europa, o panorama revelado pelos esqueletos é assaz diferente do que se pressupode ter
ocorrido. Esta discrepancia pode ser justificada pela conjugacao de varios fatores: i) em casos
agudos, as pessoas infetadas podem ter morrido rapidamente pelo que apenas os tecidos
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moles foram afetados e, quando estes ndo se preservaram, a tuberculose ndo pode ser
detetada macroscopicamente; ii) apenas 3-5% dos individuos doentes desenvolvem lesdes
dsseas que, todavia, ndo sdo patognomonicas (Resnick e Niwayama, 1995; Ortner, 2003); e,
iii) as lesOes descritas na literatura clinica atual ndo coincidem com as geralmente observadas
em populacdes do passado (Santos, 2000).

O conhecimento das lesGes originadas pela tuberculose advém essencialmente de
publicacdes médicas que descrevem casos clinicos ocorridos antes da vacinagao e dos
antibidticos. Alguns trabalhos relatam, inclusivamente, os érgdos mais afetados e as
prevaléncias da doenca por sexo e por idade dos pacientes. Estes documentos sao de extrema
importancia mas devem ser interpretados com cautela devido as limita¢gdes do conhecimento
médico, ao desconhecimento de eventuais fatores socioculturais que possam ter introduzido
erros ou vieses na identificacdo, ou no registo, de determinada causa de morte.

Se por um lado, as manifesta¢des descritas nessa literatura sdao, muito provavelmente,
idénticas as respostas do sistema imunitario do hospedeiro nos séculos ou milénios anteriores
ndao é de descartar, contudo, que tanto os seres humanos como os organismos do MTC
tenham sofrido alteragGes genéticas, designadamente, durante a sua dispersao por varios
ambientes no decurso do Holoceno.

A observacao macroscopica e radioldgica das lesdes deixadas em esqueletos e mumias,
ou seja no hospedeiro, constitui a forma mais comum e rdpida de sinaliza¢cdo da tuberculose
mas, como vimos, esta sujeita a limitagdes. Assim, na década de 1980 comegaram as pesquisas
gue envolvem analises genéticas que procuram identificar os agentes patogénicos (ver pf 4.2).
Estas metodologias, apesar de terem melhorado consideravelmente, especificamente depois
da técnica de sequenciamento de nova geracdo, ou sequenciamento de préxima geracdo
(conhecida pela sigla NGS, Next-Generation Sequencing), também nao sdo infaliveis pois
dependem da preservacao do ADN, sdo dispendiosas em tempo e custos, carecem de
laboratérios altamente especializados, sdo destrutivas e ndo informam sobre o estado da
tuberculose, latente, ativa ou curada. Portanto, o diagndstico da paleotuberculose depende,
em grande parte, do reconhecimento das lesGes dsseas, da sua distribuicdo e frequéncia no
esqueleto. Neste sentido, as colecBes osteoldgicas identificadas sdo essenciais para o
conhecimento das manifestagcdes dsseas, especialmente se formadas por individuos que

padeceram de tuberculose antes do surgimento dos antibidticos.
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3. O QUE SAO COLECOES OSTEOLOGICAS IDENTIFICADAS?

As colecdes osteoldgicas identificadas, também denominadas cole¢Ges de referéncia ou
documentadas, sdo conjuntos de cranios e/ou esqueletos de pessoas das quais se conhecem
dados biograficos. A quantidade de informacao disponivel em cada colecao depende de como,
e com que objetivos, foi constituida e pode incluir a naturalidade, o sexo, a idade a morte,
estatura, estado civil, local e causa de morte, profissdo, nome, filiacdo e local de inumacao ou
de proveniéncia (Quigley, 2001; Santos, 2000; Ubelaker, 2014). O conhecimento desses dados
biograficos permite a pesquisa de informacdes complementares sobre os individuos, no
entanto, por questdes éticas, os resultados sdo apresentados sob anonimato (Santos, 2020).

Estas colecdes, criadas essencialmente a partir do século XVIII, no seio da Histéria Natural
e do estudo das “racas” (Quigley, 2001; Umbelino e Santos, 2011), permitem uma grande
variedade de estudos no campo do desenvolvimento de métodos para estimar o sexo e a
idade a morte em contextos arqueoldgicos ou forenses e, mais recentemente, mostraram-se
bastante Uteis na afericdo dos denominados indicadores de atividade profissional, para a
histéria da medicina e, claro, para a paleopatologia (Rocha, 1995; Quigley, 2001; Ardagna et
al., 2006; Cunha e Wasterlain, 2007; Henderson e Alves-Cardoso, 2018). O reconhecimento da
proficuidade dos esqueletos identificados conduz a continua constituicdo de colecbes a escala
global (Cunha et al., 2018; Carvalho et al., 2020; Santos, 2020; Cardoso et al., 2020) estimando-
se um numero superior a sessenta.

Convém, todavia, alertar que as cole¢des nao sdo isentas de problemas porque, mesmo
guando formadas por centenas ou milhares de esqueletos, ndo representam a populacdo da
qual derivam; frequentemente, sdo compostas por individuos de condicdao socioecondmica
baixa, falecidos em hospitais ou em instituicdes assistenciais, ou provém da necessaria
exumacdo em cemitérios municipais; foram constituidos para o ensino e, por isso, sdo
formadas por casos patoldgicos; outros resultam da doagdo de caddveres, para indicar alguns
exemplos (Cunha, 1995; de la Cova, 2011; Santos, 2020).

No que diz respeito as causas de morte registadas, a fiabilidade pode ser questionada
atendendo ao conhecimento médico e aos meios de diagndstico existentes aquando do
falecimento e, por outro lado, algumas denominagdes usadas sdao atualmente impercetiveis.
Alguns individuos mostram lesGes compativeis com as causas de morte mas o inverso também
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ocorre, ou seja, alguns esqueletos ndo manifestam lesGes macroscopicas expectaveis para
determinada causa de morte. Podem também mostrar sinais relativos a multiplas patologias
sofridas ao longo da vida e no momento da morte, apesar de ndo estarem inscritas nos
registos hospitalares (quando existem) ou no dbito, pois foi indicada a causa do falecimento e
nao as doencas intercorrentes ou coexistentes (Umbelino et al., 2012).

Apesar dos potenciais vieses - onde se podem incluir, igualmente, a distribuicdo, muitas
vezes nao equitativa, por sexo e idade dos individuos e a baixa integridade dos esqueletos, -
sdo de enorme valor para a investigacdo e a qualidade e quantidade de trabalhos deriva da
representatividade dos individuos e da documentacgdo associada (Ubelaker, 2014).

A Universidade de Coimbra tem o privilégio de possuir um legado Unico, iniciado no século
XIX, periodo primordial da investigacao e ensino da Antropologia a nivel mundial (Rocha, 1995;
Umbelino e Santos, 2011; Santos, 2018a;b), constituido por trés colecbes identificadas:
Colecdo de Cranios Escolas Médicas (n=585), Colecdo de Cranios Trocas Internacionais
(n=1144) e Colecdo de Esqueletos identificados (n=505). Estas cole¢Ges funcionam como
laboratério e permitem viajar no tempo pois pertenceram a pessoas que morreram entre
1895 e 1937 ou seja antes da producdo de antibidticos mas num periodo em que o
conhecimento médico (p. ex., descoberta dos raios-x) e a proximidade a instituicdes de saude
como os Hospitais da Universidade de Coimbra, o Sanatério de Celas, o Sanatério dos Covoes
e o Hospital da Ordem Terceira conferem credibilidade as causas de morte registadas. Para
alguns destes individuos foi possivel conhecer melhor a sua condicdo de salude e
comorbilidade(s) através dos dados de internamento (Santos, 1999; 2000; Lopes, 2014). Mais
recentemente, foi constituida outra cole¢do identificada com esqueletos de pessoas falecidas,

maioritariamente, no século XXI (Ferreira et al., 2014).
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4. QUAL O CONTRIBUTO DAS COLEGCOES OSTEOLOGICAS IDENTIFICADAS PARA O DIAGNOSTICO DA

PALEOTUBERCULOSE?

A tuberculose ndo possui uma inequivoca assinatura déssea pelo que para o seu
diagndstico é necessario conhecer o leque de lesdes e as respetivas localizagGes e distribuicao
no esqueleto humano, sendo de particular relevincia a observacdao de individuos que
faleceram antes do desenvolvimento dos antibidticos. Muitas cole¢des osteoldgicas
identificadas possuem individuos que viveram e morreram antes de 1943, coincidindo com o
periodo em que a tuberculose era endémica em muitos paises. Nestas osteotecas estao
muitos esqueletos de pessoas que estiveram em contacto com a doenca, padeceram ou
morreram sem qualquer quimioterapia o que confere uma importancia crucial as colecdes.
Por um lado, os médicos estavam familiarizados com a tuberculose e, por outro, para os
falecidos, apds a descoberta do bacilo ja era sabido que as anteriores denominacdes, - tisica
correspondia a tuberculose pulmonar, lupus vulgaris a cutanea, alguns tumores a articular,
Mal de Pott a tuberculose vertebral, entre outras -, ndo eram mais do que manifestacdes da
mesma doenca, dependendo do tecido ou érgdo atingido, ja que em comum tinham a
micobactéria cujo diagndstico microbioldgico era entdo possivel. Além disso, nas colecdes
osteoldgicas identificadas da Universidade de Coimbra, existem, para alguns individuos,
registos hospitalares que atestam os diagndsticos processados no Laboratdrio de
Microbiologia e Chimica Bioldgica da Universidade de Coimbra (Santos, 1999; 2000; Silva e
Marques, 2019).

A apresentacdo dos resultados auferidos em estudos executados a nivel mundial em
colecdes osteoldgicas identificadas serd efetuada de seguida considerando primeiro as
pesquisas realizadas sobre o hospedeiro (4.1), ou seja sobre os vestigios humanos, seguida

das andlises biomoleculares ao agente patogénico (4.2).

4.1 O que revelaram os estudos realizados no hospedeiro?

4.1.1 Tuberculose 6ssea
O diagnéstico da tuberculose dssea em paleopatologia é dificil e incomum porque as

lesGes ocorrem em menos de 5% dos casos, sendo mais frequentes nas vértebras (Roberts e

Buikstra, 2003; Holloway et al., 2011; Holloway et al., 2013).
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A coluna vertebral pode ser infetada por via hematoldgica ou por dispersao das bactérias
das visceras adjacentes, causando lesdes osteoliticas na parte anterior dos corpos vertebrais
toracicos e lombares, - frequentemente de forma circular com contornos arredondados que,
ao penetrarem no osso cortical, expdem o tecido trabecular -, enquanto os arcos neurais e os
processos posteriores permanecem, usualmente, intactos (Christensen et al., 2011; Roberts e
Buikstra, 2019). O nimero de corpos vertebrais afetados varia (mais comum entre dois e
quatro), a destruicdo aumenta progressivamente de tamanho, podendo envolver todo o
corpo da(s) vértebra(s), conduzindo ao colapso e a cifose angular e a fusdo que pode inclusive
ocasionar paralisia dos membros inferiores (Aufderheide et al., 1998; Roberts e Buikstra,
2019). Esta manifestagdo da tuberculose vertebral é denominada espondilite tuberculosa,
tuberculose da coluna ou Mal de Pott em homenagem a Sir Percival Pott (1713-1788),
cirurgido do St. Bartholomew’s Hospital em Londres que, em 1779, descreveu a doenca/lesdes
(Roberts e Buikstra, 2003). Apesar das caracteristicas macromorfoldgicas descritas tera de
haver sempre um diagndstico diferencial pois doencas como a brucelose, neoplasias e outras
infecdes podem provocar lesGes idénticas (Roberts e Buikstra, 2019). Mesmo na clinica, a
confirmacdo da etiologia das lesdes imagioldgicas carece de identificacdo do bacilo de Koch
(Esteves et al., 2017).

A maioria dos diagndsticos de paleotuberculose assenta neste tipo de lesdo (Halloway et
al., 2011) que durante décadas foi usada quase em exclusividade nas andlises dos esqueletos
até porque era considerado comum o contagio por M. bovis - pelo consumo de carne e leite
de animais contaminados, com posterior disseminacdo da bactéria do trato gastrointestinal
para outros locais do organismo -, e porque seria uma zoonose que sofreu alteragdes e
originou M. tuberculosis nos seres humanos. No entanto, pela pesquisa de Brosch e coautores
(2002) é agora sabido que a espécie M. bovis ndao precedeu M. tuberculosis e que M.
tuberculosis efou M. canettii estdo mais intimamente relacionados com o ancestral comum
dos bacilos tuberculosos. Independentemente do cendrio evolutivo, a transmissdo de uma
doenca bovina, ou doutra doenca zoonética de MTC, para os humanos e vice-versa, pode ter
ocorrido em qualquer momento, tal como acontece atualmente (Roberts e Buikstra, 2019).
Na mesma direcao apontam os estudos realizados em colecGes osteoldgicas identificadas que
exibem baixa frequéncia de Mal de Pott, mesmo em periodos e regides com elevada
prevaléncia de tuberculose bovina. Em Portugal, estima-se que no inicio do século XX, 30 a
40% das vacas teriam tuberculose (Lepierre, 1909), mas o Mal de Pott apenas surge como

12



4|Qual o contributo das cole¢des osteoldgicas identificadas para o diagndstico da paleotuberculose?

causa de morte de quatro individuos da Cole¢cdo de Cranios Trocas Internacionais da
Universidade de Coimbra. Por seu turno, na Cole¢do de Esqueletos Identificados, um jovem
de 16 anos e uma mulher de 47 anos, apresentam lesdes compativeis com este diagndstico
apesar das causas de morte indicarem, respetivamente, enterite tuberculosa e bronquite
cronica.

Na tentativa de obter uma visdo mais ampla da doenca, foi efetivado um estudo nas
estatisticas nosoldgicas dos Hospitais da Universidade de Coimbra e, entre 1919 e 1928, o Mal
de Pott foi responsavel por 4,7% (n=98) dos internamentos e 1,1% (n=4) das mortes (Santos,
2015). Considerando a hipdtese de que muitos doentes possam ter perecido fora do hospital,
foram analisados os livros dos enterramentos do Cemitério Municipal da Conchada, na cidade
de Coimbra e, também nesta fonte, o Mal de Pott surge como responsdvel minoritario (0,7%,
n=8) das mortes por tuberculose. Estes dados aventam uma de duas possibilidades: a
espondilite tuberculosa ndo era de todo frequente (apoiando os registos hospitalares e o baixo
numero de casos identificados) ou ndo foi considerada como causa de morte.

Se a primeira hipdtese parece mais plausivel, se atentarmos a maioria dos resultados de
pesquisas realizadas noutras cole¢des identificadas, e que se indicam em seguida, a
investigacdo de Steyn et al. (2013) apresenta dados diferentes. As autoras estudaram
individuos com tuberculose registada como causa de morte da Cole¢dao de Ossos de Pretoria
(Universidade de Pretoria) e da Cole¢cdo Raymond A. Dart (Universidade de Witwatersrand) e
concluiram que a frequéncia de lesées aumentou ao longo do tempo: os individuos falecidos
antes de 1950 possuem menos lesdes (21,1%) do que os que morreram entre 1950 e 1985
(38,2%) ou depois de 1985 (41%), apds a emergéncia da co-infecgdo por VIH e da resisténcia
aos antibidticos. Ndo foi unicamente a frequéncia de lesdes que mudou mas também a
localizagdo, diminuiram as lesdes vertebrais que dominavam no grupo pré-antibiodtico. Estes
resultados assemelham-se ao decréscimo, estatisticamente significativo, de casos de
tuberculose na coluna, encontrada por Holloway e coautores (2011) numa revisdo sistematica
da literatura paleopatoldgica. Parece que, em periodos mais recentes, a tuberculose
manifesta-se preferencialmente em ossos longos, articulacées, maos, pés (Holloway et al.,
2011) e costelas (Steyn et al., 2013). De igual modo, na Colecdo Galler, alojada no Museu de
Histdria Natural de Basileia e na Universidade de Zurique, as manifestacbes ésseas em 29
individuos (42%, entre os 69 com diagndstico médico de tuberculose) foram diferentes
dependendo da data de falecimento considerada: antes de 1946, entre 1946 e 1950 e depois
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de 1950 (Holloway et al., 2013). Estes autores verificaram que a fusdo anterior e posterior das
vértebras e a deposi¢cdo de 0sso, a que denominaram processo de cicatrizagdo (healing),
ocorreram naturalmente, ou seja antes de 1946, tendo aumentado apds a intervencao
farmacoldgica.

Na Colecdo Hamman-Todd do Museu de Histéria Natural em Cleveland (Ohio) 0,9%
(4/445) dos individuos que faleceram com tuberculose sofreram de Mal de Pott (Kelley e
Micozzi, 1984). Na Colegao Certosa, existente na Universidade de Bolonha, uma mulher e um
homem (3,2%, 2/62) mostram lesGes compativeis e causa de morte por Mal de Pott (Mariotti
et al., 2015). Na Colegdo Terry, do Instituto Smithsonian, em Washington D.C., ha analises
parcelares. Palfi e coautores (2012), num estudo realizado em 1728 individuos, salientam trés
jovens (com idades entre os 17 e 19 anos) com causa de morte por tuberculose e com
manifestacdes dsseas multifocais, osteoliticas e osteoblasticas (coluna, costelas, cranio, entre
outras). Num dos esqueletos reportaram foramina nos corpos vertebrais, relacionando-os
com hipervascularizacdo, mas posteriormente Mariotti e coautores (2015) verificaram, na
Colegdo de Certosa, estarem associados a tuberculose.

Num estudo mais recente, na Colegao Terry, foram estudados trés individuos (distintos
dos apresentados por Palfi et al. em 2012) com lesGes vertebrais e envolvimento
extrarraquidiano que, na auséncia de dados sobre a causa de morte, seriam de improvavel
associacao a tuberculose (Spekker et al., 2018). De uma forma menos sistematica, decorrente
também dos esqueletos ndao estarem completos, Pearlstein (2015) referiu lesGes osteoliticas
em vértebras de individuos, com causa de morte tuberculose, da Colecdo Anatdmica de
Esqueletos Huntington (1893-1921), do Museu de Histéria Natural (Smithsonian Institution)
em Washington D.C.. Na Colecdo Galler, constituida por um patologista, possui, por isso, um
numero elevado de individuos com lesBGes ésseas, quatro dos quais intervencionados
cirurgicamente para induzir fusdo posterior das vértebras o que facilitou o processo de
cicatrizacdo (Holloway et al., 2013).

Como se pode verificar por esta sintese, a tuberculose na coluna vertebral ndo parece ter
sido comum. Em contracorrente, esta o estudo de Giacon e Carrara (2014) nos individuos com
causa de morte tuberculose da Colecdo Tedeschi, do Museu de Antropologia da Universidade
de Padua, em que 14 das 17 (82,4%) colunas vertebrais possuem sinais atribuiveis a essa

doenca. Comparativamente aos trabalhos supracitados, esta frequéncia é bastante elevada e
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os autores ndo descrevem detalhadamente a que lesGes se referem pelo que é aconselhada
prudéncia na aceitagao deste resultado.

Recentemente, na Colecdo de Esqueletos Identificados de Lisboa, também conhecida por
Colegdo Luis Lopes ou do Museu Bocage, pertenca do Museu Nacional de Histéria Natural e
da Ciéncia da Universidade de Lisboa, foi realizado um estudo no esqueleto de uma menina
que faleceu, em 1940, com 9 anos, com causa de morte tuberculose pulmonar. O exame
macroscopico e imagioldgico revelou severas lesdes liticas em quatro vértebras tordcicas que
provocaram enorme cifose e escoliose compativel com Mal de Pott (Gooderham et al., [em
revisdo]). Este esqueleto mostra um conjunto de lesGes adicionais, como seja formacdo de
0ss0 novo numa costela, problemas de crescimento com fusdo prematura da cabeca femoral
esquerda e do grande trocanter, osteopenia e baixa estatura (correspondente, a época,
sensivelmente a uma crianga de 7 anos) causados, muito provavelmente, por ter permanecido
acamada por um longo periodo de tempo. Esta hipdtese é suportada pela pesquisa realizada
nos registos de internamento entre 1904 e 1953 no Sanatério de Sant’Ana, na Parede, em que
as meninas falecidas de tuberculose éssea eram consistentemente mais baixas do que as
sobreviventes, sendo a sobrevivéncia fortemente associada também a maior peso na
admissdo (Spake e Cardoso, 2019). Conforme referido por Gooderham e coautores ([em
revisdo]), o conhecimento deste leque de lesdes e o progndstico de uma doenga prolongada
com desfecho fatal sdo dados relevantes para o diagnéstico da tuberculose em esqueletos de
contextos arqueoldgicos.

Para além do Mal de Pott, tém sido reconhecidas outras lesoes vertebrais associadas a
hipervascularizagdo e que se caracterizam por pequenos orificios, ou foramina, de forma
irregular localizados na margem ventral dos corpos. Por serem lesdes relativamente comuns,
especialmente em individuos nao adultos, nao foi atribuida particular relevancia como pista
para o diagndstico de tuberculose tendo sido considerada consequéncia do crescimento
(Santos, 2000). No entanto, em 2015, Mariotti e co-autores registaram sistematicamente
estes orificios, classificando-os em trés tipos: foramina aumentado (didmetro entre 3 e 5 mm),
erosoes e outros foramina (cavidades de varias formas com dimensdes inferiores a 3 mm).
Este ultimo tipo é mais frequente (com diferenca estatisticamente significativa) no grupo de
individuos que tiveram registada causa de morte tuberculose (presente em 23,7% dos
individuos) quando comparado com os outros grupos de causa de morte. As vértebras
também possuem cavidades internas visiveis em tomografia computorizada e invisiveis a olho
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nu. Esta técnica imagioldgica, ndo sendo de aplicacdo corrente pelos custos inerentes,
permitiu descrever uma nova pista para o diagndstico da doencga.

A tuberculose dssea pode manifestar-se doutras formas como sejam artrites articulares
ombro, cotovelo, anca, joelho ou tornozelo - e osteomielite (Roberts e Buikstra, 2019). As
artrites sépticas ocorrem quando as bactérias, ou outros microrganismos patogénicos, se
propagam pela corrente sanguinea ou por uma ferida acidental ou cirurgica até a articulagdo
(Goldenberg, 1998). O bacilo afeta o osso trabecular, preferencialmente a metafise de ossos
longos (Aufderheide et al., 1998; Ortner, 2003), regiGes com maior irrigacdo sanguinea e onde
as células fagociticas sdo mais escassas (Berney et al., 1972, in Hopewell, 1994).

Na Colecdo de Esqueletos Identificados da Universidade de Coimbra existem dois
individuos ndo adultos com infecdo no joelho (lesdes osteoblasticas e osteoliticas) e no
tornozelo, ambos com perda de massa dssea (Santos, 2000; Santos e Roberts, 2001). Baixas
frequéncias foram também registadas na Colecdo Certosa (Mariotti et al., 2015), apesar da
tuberculose nas articulagbes que suportam o peso, como a bacia e o joelho, estarem descritas
como localizacdes frequentes no esqueleto (Aufderheide et al., 1998; Ortner, 2003). Na
Colecdo Galler, encontram-se dois individuos masculinos, um adolescente e um adulto, com
destruicdo das superficie articulares da anca e um outro afetado no pé, neste ultimo a doenca
terd surgido na juventude, cerca de 20 anos antes da sua morte aos 36 anos (Holloway et al.,
2013).

A spina ventosa ou dactilite (por afetar usualmente ossos das maos e dos pés) sdo
denominacdes para a osteomielite tuberculosa na qual ocorre, simultaneamente, destruicdo
dssea, reacdes periosteais proliferativas e expansao fusiforme do osso que, radiologicamente,
se mostra como cavidades liticas com ampliacdo da diafise (Teo e Peh, 2004). Sdo mais
frequentes em criangas, atingindo multiplos ossos, enquanto nos adultos estdao confinadas a
um osso (Roberts e Buikstra, 2003; Teo e Peh, 2004). Na Colecdo Terry, Palfi e coautores (2012)
descreveram engrossamento da diafise devido a osteomielite tuberculosa na ulna esquerda,
com cloaca, num individuo com 17 anos que possuia também osteite tuberculosa no iliaco
direito. Como referido nestes trabalhos, estas manifestacdes sdao incomuns.

Para além destas localizacGes, e como referido anteriormente, a tuberculose pode afetar
qualquer osso. Mariotti e co-autores (2015) indicaram ainda uma possivel associacdo entre
tuberculose e lesdes liticas em esternos, tanto no manubrio como no corpo, mas que deverd

ser confirmada noutras amostras com maior niumero de individuos.

16



4|Qual o contributo das cole¢des osteoldgicas identificadas para o diagndstico da paleotuberculose?

4.1.2 Tuberculose nos tecidos moles

Depois de se discorrer sobre a expressdao da tuberculose dssea, € momento de se
discutirem as lesdes que podem indicar que a doenca alvejou tecidos pereciveis como, por
exemplo, as les6es endocranianas mencionadas ocasionalmente na literatura, conforme
descrito em compéndios como os de Aufderheide e coautores (1998) ou Ortner (2003). A sua
formacao pode estar relacionada com a meningite tuberculosa, que atinge principalmente
criangas com idade inferior a 10 anos, manifestando-se através da formacgao de laminas de
osso novo de 0,5 a 1 cm que, nalguns casos, afetam também os ossos faciais, como o maxilar
(Roberts e Buikstra, 2003). No entanto, ha poucos estudos sistemdticos em cranios de
individuos identificados. Na Colecdo Osteoldgica Tedeschi foram estudados 59 individuos de
ambos os sexos com causa de morte tuberculose (Giacon e Carrara, 2011). Um individuo
adulto (1,6%) possui formacdo de osso no endocranio assinalada, pelos autores, como
compativel com tuberculose, sendo que a literatura refere frequéncias entre 0,1 a 2% (Ortner,
2003; Giacon e Carrara, 2011). O estudo de Steyn e Buskes (2016), em individuos da Africa do
Sul, pré e pds-antibiéticos, da Colecdo da Universidade de Pretoria, Colecdao Raymond A. Dart
e da Colecdo Kirsten (Universidade de Stellenbosch) mostrou um aumento de lesdes cranianas
no ultimo grupo, mesmo em individuos que nao tiveram meningite tuberculose como causa
de morte. Na Colec¢ao de Esqueletos Identificados da Universidade de Coimbra, os individuos
com causa de morte meningite tuberculosa ndo possuem lesdes endocranianas (Santos,
2000). Contudo, persiste a hipdtese de eventual destruicdo por processos tafonémicos e/ou
durante a limpeza dos cranios. Na Colecdo Terry sdo descritas lesdes endocranianas em dois
jovens atribuidas, por Palfi e coautores (2012), a meningite tuberculosa. Num destes
individuos é visivel no endocranio um serpenteado cuja aparéncia foi denominada Serpens
Endocrania Symmetrica (SES) por Hershkovitz e coautores (2002). Num trabalho realizado em
cranios da Colecdo Hamann-Todd do Museu de Histéria Natural de Cleveland, a SES é mais
comum em individuos com causa de morte tuberculose. Cortes histolégicos mostraram que o
processo estd limitado a parte superficial do endocranio, portanto, sem envolvimento do
diploe ou da tabua externa. Este tema foi revisitado por Spekker (2018) na Colec¢do Terry, que

ao considerar diferentes tipos de impressdes, concluiu que ndo sao patognomodnicas da
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meningite tuberculosa referindo, contudo, que as impressdes granulares sdo bons indicadores
desta doencga.

Outra forma de diagnodstico incomum é a tuberculose cutanea ou lupus vulgaris em
esqueletos, tendo sido sugerida em trés individuos da colegao da Universidade de Padua
(Giacon e Carrara, 2011).

Em seguida exibem-se os estudos sobre tuberculose pulmonar, atualmente a forma mais
frequente da doenga como, provavelmente, terd sido no passado, atendendo a facilidade de
transmissdo do bacilo de Koch por via area. Por exemplo, entre 1919 e 1928, 43,7% (904 em
2067) dos internamentos por tuberculose nos Hospitais da Universidade de Coimbra foram
devidos a forma pulmonar (Santos, 2015). Valores superiores foram verificados por Roberts e
Bernard (2015) no Sanatério de Stannington onde, entre 1936 e 1954, 60% das admissdes
entre os 6 e 13 anos eram por tuberculose pulmonar. Por lesar tecidos moles, os
investigadores consideraram que a sua identificacdo seria apenas possivel em mumias. Por
outro lado, era afirmado que sem tratamento adequado os doentes ndo sobreviveriam tempo
suficiente para a infecdo pulmonar trespassar a pleura e lesionar as costelas. Todavia varios
estudos determinaram longos periodos de internamento, e de sobrevivéncia, antes da
guimioterapia.

Um trabalho de revisao, tendo por base 21 publicagdes que relatam pacientes com
tuberculose entre 1905 e 1970, mostrou que a duracao da tuberculose, desde o inicio até a
cura ou morte, era de aproximadamente 3 anos (Tiemersma et al., 2011). Outros estudos
apontam para internamentos mais longos. No Hospital da Ordem Terceira em Coimbra dos 23
doentes internados, entre 1885 e 1944, 16 (69,6%) faleceram entre um dia e 20 anos apods a
admissdo hospitalar, com valor médio de 716,26 dias (Silva e Marques, 2019). Por seu turno,
o estudo de Matos e Santos (2015), nos registos clinicos do Sanatério Vasconcelos Porto,
revelou que ndo existem diferencas significativas no tempo médio de hospitalizagdao nos
pacientes internados entre 1931 e 1944 (350,32 dias), ou seja antes da administracdo de
antibioticos, e entre 1955 e 1961 (371,80 dias). O mesmo é valido para a extensdo dos
internamentos, respetivamente 2509 (6,87 anos) e 2147 dias (5,9 anos). Na realidade, sé apds
a poliquimioterapia é que o tratamento se tornou verdadeiramente efetivo. Também a
pesquisa de Roberts e Bernard (2015) nos registos clinicos do Sanatério infantil de Stannington

revelou que a implementacdo da quimioterapia (estreptomicina) em 1946 e a fundacdo do
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Servico Nacional de Saude (1948) nao tiveram grande efeito no perfil biossocial de criancas
internadas.

O ceticismo acerca da possibilidade da identificacdo paleopatoldgica da tuberculose
pulmonar era também justificado pelo facto de esqueletos de individuos com outras causas
de morte possuirem, de igual modo, lesGes nas costelas. Para além de que, a clinica ndo
corroborava estes achados pois a formacdo de osso novo na superficie visceral da grelha costal
ndao ¢é facilmente visivel em radiografias tomadas em posicdo antero-posterior e,
efetivamente, ndo sdo necessarias para o diagndstico dos doentes (Santos e Roberts, 2001;
Santos e Suby, 2012). Entretanto, o progresso técnico da imagiologia revelou que nas doencas
pulmonares crénicas, sendo mais comum na tuberculose, podem existir reacdes periosteais
proliferativas sobre o tecido cortical da superficie visceral das costelas dos pacientes causadas
por inflamacdo da pleura com eventual producdo de pus (p. ex., Eyler et al., 1996; Guttentag
e Salwen, 1999; Kass et al., 2007). A paleopatologia procura suporte na medicina para os seus
diagnésticos e, curiosamente, em 2019 Brazdo e coautores utilizaram resultados de estudos
em esqueletos identificados para apoiar um diagndstico clinico.

Os estudos sobre esta tematica em cole¢des osteoldgicas identificadas, iniciados na
década de 1980 na Hamann-Todd, revelaram que a formac¢do de osso novo na superficie
visceral das costelas é mais frequente (8,8%) em individuos que tiveram tuberculose como
causa de morte (Kelley e Micozzi, 1984). Esta associacdo mostrou-se ainda mais consistente
na Colegdo Terry, onde 61,6% dos individuos com tuberculose apresentavam este tipo de
lesdes (Roberts et al., 1994). As tendéncias da associacdo de formacdo de 0sso novo com a
tuberculose pulmonar foram confirmadas posteriormente nos trabalhos realizados na
Colecdo de Esqueletos Identificados da Universidade de Coimbra onde se reportaram em
86,5% dos ndo adultos (Santos e Roberts, 2001) e em 85,7% dos adultos com tuberculose
(Santos e Roberts, 2006). Resultados idénticos (90,5%) foram obtidos na Colecdo de
Esqueletos ldentificados de Lisboa (Matos e Santos, 2006) e, mais recentemente, em cerca
58,8% dos adolescentes e adultos da Colecdo de Certosa (Mariotti et al., 2015).

Por ultimo, menciona-se o testemunho das vitimas da ditadura franquista falecidos com
tuberculose pulmonar no Sanatério-penal de San Cristdbal de Pamplona e exumados do
Cementerio de las Botellas assim denominado porque em cada sepultura era colocada uma
garrafa com a identificacdo do jazente (Etxeberria e Pla, 2014). Ndo sendo uma colecdo
identificada, estes esqueletos possuem, entre outras lesdes, 0sso novo nas costelas.
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Estas pesquisas mostraram que o registo detalhado das caracteristicas do osso novo, da
sua localizacao ao longo da costela (mais comum na extremidade vertebral) e da posi¢ao na
caixa tordcica (normalmente entre as 42 e 82 costelas), sdo elementos importantes para o
diagndstico diferencial de doengas que afetam o trato respiratdrio inferior (Santos e Roberts,
2001; 2006; Matos e Santos, 2006; Mariotti et al., 2015). Nesse sentido, e porque os individuos
provenientes de contextos arqueoldgicos estdo frequentemente incompletos, Davies-Barret
e coautores (2019) propuseram um método que tem o mérito de registar o estado de
preservacao das costelas e a distribuicdo das lesdes. Contudo, ao ndo distinguirem na grelha
de observagdo a extremidade esternal da costela dificultam o diagnéstico diferencial de outras
condicOes o trato respiratdrio inferior de etiologia ndo tuberculosa.

Este tépico de investigacdo tem grande potencial de desenvolvimento, ndo sé para
confirmacdo das tendéncias sugeridas pelos trabalhos supracitados, como para averiguar que
outras doencas causam lesdes nas costelas e se se podem distinguir (Santos, 2000; Santos e
Roberts, 2006; Santos, 2015). Para tal, é essencial o estudo sistematico doutras colecdes e ndo
apenas a indicagdo das frequéncias como apontado por Giacon e Carrara (2014).

Numa tentativa de verificar se 0 0sso novo com aparéncia macroscopica idéntica formado
na superficie visceral das costelas de individuos com diferentes causas de morte (tuberculose,
outras doencas pulmonares e extrapulmonares ndo tuberculosa) possui diferencas na sua
histomorfologia, amostras de individuos da Cole¢do de Lisboa foram observadas com
microscopio de luz polarizada (Assis, 2013; Assis e Keenleyside, 2019). As autoras concluiram
gue a microestrutura ossea também ndo permite identificar a causa de morte mas distingue

situa¢des agudas, de longa duragao ou crdnicas.

4.1.3 Abordagem probabilistica as lesGes esqueléticas

Conforme os estudos apresentados anteriormente comprovam, existe um conjunto de
lesdes esqueléticas que, ndo sendo patognomdnicas, surgem em individuos que tiveram
tuberculose éssea e/ou pulmonar. De igual modo ficou claro que ha localizagdes preferenciais
para o surgimento dessas pistas. Assim, aplicando os conceitos de sensibilidade e
especificidade, Pedersen e coautores (2019) usaram uma abordagem probabilistica a um
conjunto de 18 lesdes - em costelas, vértebras, Umeros, radios, ulnas, iliacos, fémures e tibias
- associadas a tuberculose. Para tal, estudaram 240 individuos da Colecdo Terry com causa de
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morte tuberculose, - ambos os sexos e idade a morte superior a 15 anos - e, como controlo,
240 individuos da Colegao Doada William M. Bass (Universidade do Tennessee) - com perfil
etario e sexual aproximados e sem registo de tuberculose - falecidos depois de 1980.

Os resultados revelaram um conjunto de lesdes cuja presenga em individuos com
tuberculose é estatisticamente significativa: reacdes proliferativas na superficie visceral das
costelas ou lesdes liticas (> 5 mm de diametro); proliferacdo dssea na superficie ventral das
vértebras toracicas ou lombares; orificios (>3 mm ou numa d4rea > 10 mm) no processo
oleocraniano da ulna; trés ou mais cavidades (> 3 mm) com formato circular e bordos
arredondadas, ou abscesso, na parte lateral do corpo do ilium ou proliferacao dssea (woven)
em pelo menos 50% da superficie; duas ou mais cavidades (>3 mm ou cobrindo mais de 50%
da drea) na fossa acetabular do iliaco, de bordos (woven) com trabécula densa; e, por ultimo,
orificios (> 3 mm, ou numa area > 10 mm) na superficie auricular do iliaco.

Tal como outras investigacOes referidas nesta licdo, também as tendéncias observadas
nestes resultados deverdo ser testados noutras cole¢des identificadas, tanto em individuos

que tiveram tuberculose como causa de morte como nos falecidos devido a outras doencas.

4.1.4 Manifestagoes colaterais

Depois de se indicarem as lesGes que possibilitam o diagndstico da tuberculose no
esqueleto, enunciam-se outras pistas aqui denominadas como manifestacdes colaterais.

Na infecdo pulmonar crénica por tuberculose pode ocorrer calcificagao da pleura sendo
essencial que o/as antropdlogo/as que trabalham em escavacgdes estejam alertados para a
possibilidade de sua preservacao. A confirmacao da etiologia destas estruturas pode fazer-se
por andlise espectrométrica, por microscopia eletrénica de varrimento (Fernandes et al.,
2014) ou biomolecular (Donoghue et al., 1998).

Outro indicador da tuberculose pulmonar é a reacdo periosteal proliferativa, quando
ocorre simetricamente em ossos tubulares e sem deposicdo endosteal, caracteristica da
osteoartropatia hipertréfica, uma sindroma de etiologia desconhecida que provoca artrite e
inflamacao das articulagcdes das maos, cotovelos, bacia e joelhos (Martinez-Lavin et al., 1993;
Resnick e Kransdorf, 2005; Yap et al., 2017). Apesar de ser considerada um indicador nao
especifico, uma vez que pode surgir por doenca traumatica, cardiaca ou neoplasia, tem forte
associacao a tuberculose (Santos, 2000; Ortner, 2003; Weston, 2012; Yap et al., 2017). Em
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1998, Rothschild e Rothschild procuraram caracteriza-la em individuos identificados das
Colegdes Hamman-Todd, Terry e Grant (Universidade de Toronto, Canadd). Alguns anos mais
tarde, na Colecdo de Esqueletos Identificados da Universidade de Coimbra, verificou-se que
as lesdes compativeis com a osteoartropatia hipertréfica sdo estatisticamente significativas
em individuos de ambos os sexos, com tuberculose pulmonar como causa de morte, sendo o
risco de desenvolverem esta condicdo 3,41 vezes superior quando comparados com os
falecidos de outras doengas pulmonares ou extrapulmonares de etiologia ndo tuberculosa
(Assis et al., 2011). Nesse estudo, os 0ssos mais afetados no membro superior sdo o radio e a
ulna e no inferior a tibia, o fémur e a fibula. Na Colecao de Certosa apenas trés individuos
mostram lesdes compativeis com osteoartropatia hipertrofica (Mariotti et al., 2015) ao passo
que na Colecdao Anatdmica de Esqueletos Huntington existem vdrios esqueletos (Pearlstein,
2015). Nao tendo sido objetivo especifico deste trabalho a andlise de lesGes em individuos
com causa de morte tuberculose, esta cole¢do aparenta ter potencial de estudo neste tépico.
Por ultimo, refere-se o estudo macroscépico, radioldgico e histolégico de um individuo da
Colegdo de Esqueletos Identificados de Evora (Universidade de Evora) com lesdes compativeis
com osteoartropatia hipertréfica e causa de morte desconhecida (Anselmo et al., 2016).

De referir que, em contextos arqueoldgicos, individuos com reacdes periosteais
proliferativas obtiveram resultados positivos para o MTC (Nicklisch et al., 2012). Nao obstante,
desconhecer-se a sua etiologia e o valor para o diagndstico da tuberculose, devem ser
procuradas e registadas estas camadas finas de osso novo na superficie dos ossos (Assis et al.,
2011), na medida em que ja em 1915, Locke publicou uma extensa revisao de casos clinicos,
tendo concluido que a osteoartropatia hipertréfica é uma condicao secundaria, sendo a
tuberculose pulmonar provavelmente a doenca primaria mais importante. De real¢ar ainda o
risco de subestimacdao da sua frequéncia pela facilidade com que se soltam ou destroem
durante a remogao do solo que encobre o0s 0ssos e no manuseamento, tal como acontece
também nas costelas (Santos e Suby, 2012).

Outra abordagem a doenca foi realizada na Colec¢do ldentificada do Museu Finlandés de
Histdria Natural em Helsinquia, em individuos que morreram entre 1915 e 1937 (Mansukoski
e Sparecello, 2018). Estes investigadores quantificaram a drea transversal total (obtidas apds
digitalizacdo a laser 3D), de Umeros, fémures e tibias de individuos masculinos com e sem
tuberculose como causa de morte tendo verificado que os individuos falecidos por
tuberculose tinham, quando padronizados para o tamanho do corpo, areas dos Umeros e dos
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fémures significativamente menores. Consideraram ainda como subjacente a esta relacdo,
uma combinacdo de fatores com a “fragilidade” biolégica do individuo (conforme discutido no
paradoxo osteolégico por Wood e coautores em 1992) em termos de suscetibilidade a
infeccdo, a reduzida atividade durante a infancia e/ou a deficiéncia de vitamina D que,
possivelmente, influenciaram tanto o desenvolvimento subperiosteal durante a adolescéncia
como, posteriormente, a maior vulnerabilidade para morrer devido a tuberculose, supondo
que a doenga cronica teria tido inicio antes da obtencdo do pico de massa dssea na
adolescéncia. Esta possibilidade existe, por exemplo, nos dados clinicos do Sanatério Infantil
de Stannington, em Inglaterra, em que a idade de admissao das criangas com tuberculose
Ossea era geralmente inferior a das que tinham tuberculose pulmonar (Roberts e Bernard,
2015). Atualmente sabe-se que a deficiéncia da vitamina D estd associada tanto a uma maior
suscetibilidade a infeccdo por tuberculose como a um progndstico mais negativo (Chandra et
al., 2004; Liu et al., 2006; Coussens et al., 2012) e que a dieta influéncia a expressao da doenca
porque o ferro e as proteinas sdo importantes para o funcionamento do sistema imunitario
(Wilbur et al., 2008).

O estudo de Mansukoski e Sparecello (2018) abre caminho para andlises das propriedades
estruturais dos ossos longos noutros individuos tais como na Colecdo de Esqueletos

Identificados da Universidade de Coimbra.

4.2 O que revelaram os estudos realizados ao agente patogénico?

Cerca de 95% dos individuos que tiveram tuberculose ndo apresentam alteragdes
esqueléticas, em particular na fase inicial da doenca, ou, caso possuam, podem ndo ser
conclusivas porque nao sao patognomonicas (Roberts e Buikstra, 2003), dai a importancia de
se encontrar outras formas de identificar a doenca. Para contornar esta situagcao as pesquisas,
para além de incidirem sobre os hospedeiros, comegaram a procurar o agente patogénico.

Na década de 1980, a paleopatologia ganhou uma nova ferramenta de diagndstico pela
identificacdo de ADNa (ADN antigo ou aDNA, ancient deoxyribonucleic acid) dos agentes
patogénicos: a reacdo em cadeia de polimerase, conhecida pela sigla PCR (polimerase chain
reaction) e, ja no século XXI, comegou o NGS. Outra abordagem para identificar o bacilo foi

iniciada na década de 1990 e consiste na pesquisa por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC, High-Performance Liquid Chromatography) de acidos micélicos do envelope celular
micobacteriano (Redman et al., 2009; Baker et al., 2015).

A tuberculose tem sido uma das doencas mais pesquisadas por andlises biomoleculares
na tentativa de verificar se os organismos do MTC estdo presentes em esqueletos com lesdes
como as indicadas anteriormente procurando, assim, dar sustentabilidade aos diagndsticos
macroscopicos. Convém, no entanto, enfatizar que a auséncia de ADN dos micro-organismos,
ou seja um resultado negativo, ndo implica que a pessoa nao tenha sido afetada durante a sua
vida pois, simplesmente, pode ndo ter sido preservado. Tal como na observacao
macroscopica, a auséncia de evidéncia nao é evidéncia de auséncia. Por outro lado, um
resultado positivo ndo informa se essa pessoa teve tuberculose latente, ativa ou curada. Outro
problema, principalmente nos estudos iniciais com PCR, era o controlo da contaminagao com
ADN moderno e o facto da sequéncia usada para identificar o bacilo (p. ex., 1IS6110, Insertion
Sequence ou primer) nao ser especifica da tuberculose humana e existir também em
micobactérias do solo.

No que diz respeito a individuos com causa de morte registada, os estudos sdo reduzidos
pela decisdo dos curadores em manter a integridade dos esqueletos ndo autorizando técnicas
destrutivas. Ainda assim foram realizados alguns trabalhos que se indicam em seguida.

Na década de 1990 foram executados testes com amostras de individuos da Cole¢ao de
Esqueletos Identificados da Universidade de Coimbra no sentido de investigar a eventual
presenca do ADNa e de acidos micélicos do M. tuberculosis. Das 49 amostras analisados, 24
eram de individuos com causa de morte tuberculose e destas em 22 (91,7%) foram
identificados acidos micélicos. Nos 25 individuos que constituiam o grupo de controlo, ou seja
falecidos de doencas de origem ndo tuberculosa, 11 (44%) também obtiveram resultados
positivos (Redman et al.,, 2009). Esta pesquisa mostrou uma associagdo de 72% entre a
presenca de acidos micélicos e a causa de morte, deixando a duvida se alguns individuos
teriam tuberculose, apesar de ndo registada. Em seis destes individuos foi pesquisado também
ADNa, tendo havido coincidéncia de resultados apenas em trés amostras (duas positivas e
uma negativa). Nas restantes, duas foram negativas para o ADNa e positivas para os acidos
micdlicos enquanto na terceira ocorreu o oposto.

Num estudo realizado em trés individuos da Colecdo Weisbach (Museu de Histodria
Natural de Viena), com causa de morte tuberculose e lesdes inespecificas, foram obtidos
resultados positivos para a sequéncia de insercao 1S6110, confirmando, assim, as suspeitas da
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doenca (Bachmann et al., 2008). Mais recentemente, Giacon e Carrara (2014) testaram seis
individuos da Cole¢do Tedeschi, quatro dos quais com ADN da micobactéria.

As analises de ADNa de M. tuberculosis ndo se efetuam somente no osso. Pela primeira
vez a bactéria foi identificada no tartaro dentdrio de individuos da Cole¢do Anatdmica de
Esqueletos Huntington, dois dos quais ndo tinham lesdes ou causa de morte tuberculose,
demostrando que este substrato é um bom reservatoério (Young, 2017). Este trabalho apesar
de inovador nao permite saber se os individuos estariam doentes ou com infecgao latente.

Por ultimo, refere-se a investigacdo num individuo identificado, apesar de ndo integrar
uma colegdo esquelética. O corpo de Private William Braine, falecido, em 1846, durante a
malograda expedicdo de John Franklin ao Artico foi preservado no gelo durante 139 anos
(Forst e Brown, 2017). Na autdpsia foi sugerido tuberculose como causa de morte. No entanto,
a pesquisa por NGS ndo identificou M. tuberculosis nem Streptococcus pneumoniae havendo,
contudo, a considerar, como referem os autores, a hipdtese de degradacao do ADN nos varios
locais em que esteve em estudo e armazenamento.

As analises paleomicrobiolégicas estdao a dar os primeiros passos na era NSG pelo que se
prevé que futuramente possam esclarecer duvidas relacionadas com os genes relacionados
com a viruléncia das estirpes, determinem comorbilidades e coadjuvem no entendimento das

migracdes no passado (Donoghue, 2017).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Esta licdo sintese da a conhecer a tuberculose ao realizar um balango dos conhecimentos
obtidos em cole¢Bes osteoldgicas identificadas. Esses estudos confirmam que ndo existem
lesdes patognomodnicas mas que ha um conjunto de manifestacdes dsseas significativamente
mais comuns em individuos com causa de morte tuberculose, designadamente na forma
pulmonar.

No campo das andlises biomoleculares, a possibilidade de pesquisa genética dos agentes
patogénicos é um grande avanco metodoldgico que permitird compreender a dispersao da
doenca pelo mundo e, certamente, trara novas informacgdes dificeis de antecipar. Da parte do
hospedeiro, podera incluir o conhecimento sobre a dinamica evolutiva dos genes responsaveis
pela suscetibilidade a doenca.

Apesar das limitacdes destas osteotecas, o seu potencial é enorme, havendo muitos
campos de investigacdo a desenvolver e individuos e cole¢cGes por estudar, para que se
conheg¢a o percurso desta fascinante doeng¢a que acompanha a humanidade nas suas

deambulacdes milenares pelos continentes.
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