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Alguns componentes principais usados para a estimativa da idade a morte com base
na histomorfometria dssea: (1) oste6nio completo; (2) ostednio do tipo 2; (3)
fragmento de osteodnio; (4) baia de reabsorcdo; (5) canal ndo Haversiano; (6) 0sso
lamelar circunferencial e (x) tipo de oste6nio que ndo pode ser descrito sem um
campo de visualizacdo mais alargado. (Adaptado de Erickson, 1991: 174).

Representacdo do nimero de individuos estuados (contexto de autopsia e CEI/XXI)
por classes etérias e sexo.

Clavicula esquerda (CVL 4), em norma superior antes de submetida ao processo de
maceragdo. E de destacar que ndo se consegue distinguir a presenca de 0sso, a vista
desarmada, uma vez que esta completamente coberto por tecidos moles.

Clavicula esquerda (CVL 4), em norma superior, apés submissdo ao processo de
maceracdo. Toda a extensdo do 0sso é observavel, ndo existindo qualquer tipo de
tecidos moles associados.

Clavicula esquerda humana, em norma posterior. (A) Localizacdo aproximada da
&rea de recolha da amostra; (B) Tuberosidade costal.

Exemplo dos 4 campos de visualiza¢do microscépica capturados para cada uma das
amostras.

Corte transversal de uma clavicula humana, pertencente a um individuo jovem. E
possivel observar as estruturas (A) osso lamelar circunferencial, (B) canal nédo
Haversiano e (C) oste6nio completo. Ampliagdo a 100x. Adaptado de Ingraham
(2004: 5).

Corte transversal de uma clavicula humana, pertencente a um individuo mais velho.
E possivel observar (A) reduzidas quantidades de osso lamelar circunferencial, (B)
ostednio completo e (C) fragmento de ostednio. Ampliagdo a 100 x. Adaptado de
Ingraham (2004: 5)

Primeiro campo microscépico do individuo CVL 4, pertencente a faixa etaria dos
30 aos 39 anos. E possivel observar a area assinalada como o0sso ndo remodelado,
numa primeira andlise pelo observador nimero 1. Ampliagdo de 50x

Primeiro campo microscopico do individuo CVL 4, pertencente a faixa etaria dos
30 aos 39 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
na segunda analise pelo observador nimero 1. Ampliagdo de 50x.

Primeiro campo microscépico do individuo CVL 4, pertencente a faixa etaria dos
30 aos 39 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
na analise feita pelo observador nimero 2. Ampliacdo de 50x.

Primeiro campo microscopico do individuo CVL 2, pertencente a faixa etaria dos
40 aos 49 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
numa primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliagdo de 50x.
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Primeiro campo microscopico do individuo CVL 2, pertencente & faixa etaria dos
40 aos 49 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
na segunda analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Primeiro campo microscopico do individuo CVL 2, pertencente a faixa etaria dos
40 aos 49 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
na analise feita pelo observador nimero 2. Ampliacdo de 50x.

Primeiro campo microscopico do individuo CVL 7, pertencente & faixa etaria dos
50 aos 59 anos. E possivel observar a area assinalada como osso ndo remodelado,
numa primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliagéo de 50x.

Primeiro campo microscopico do individuo CVL 7, pertencente & faixa etaria dos
50 aos 59 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
na segunda analise pelo observador nimero 1. Amplia¢do de 50x

Primeiro campo microscopico do individuo CVL 7, pertencente a faixa etaria dos
50 aos 59 anos. E possivel observar a area assinalada como 0sso ndo remodelado,
na andlise feita pelo observador nimero 2. Ampliagdo de 50x.

Primeiro campo microscopico da amostra do individuo CVL 5, pertencente & faixa
etaria dos > de 60 anos. Note-se a existéncia de inimeras linhas transversais que
impossibilitaram a seleccéo de qualquer tipo de estrutura. Ampliacdo de 50x.

Segundo campo microscépico da amostra do individuo CVL 5, pertencente a faixa
etaria dos > de 60 anos. Note-se a existéncia de inimeras linhas transversais que
impossibilitaram a seleccéo de qualquer tipo de estrutura. Ampliacdo de 50x.

Terceiro campo microscépico da amostra do individuo CVL 5, pertencente a faixa
etaria dos > de 60 anos. E o unico exemplar passivel de analise ja que ndo apresenta
estruturas impeditivas de analise. Ampliacdo de 50x.

Quarto campo microscopico da amostra do individuo CVL 5, pertencente a faixa
etaria dos > de 60 anos. Note-se a existéncia de iniUmeras linhas transversais que
impossibilitaram a seleccéo de qualquer tipo de estrutura. Ampliacdo de 50x.

Distribuicdo da percentagem de o0sso ndo remodelado pelas 4 faixas etérias
previamente estabelecidas. N= 4

Distribuicdo da percentagem de 0sso ndo remodelado por faixa etaria, tendo
também em consideracdo a andlise do observador nimero 1 em dois momentos
diferentes e a andlise do observador nimero 2.

Distribuicdo da area cortical relativa, em percentagem, pelas diferentes faixas
etarias. N=18

Digitalizagdo a 2400 ppi da amostra CVL 9 correspondente ao individuo mais
jovem (29 anos; &). E possivel observar a selecgdo da area total (122,23 mm?2) pelo
observador nimero 1, num primeiro momento.

Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 9 correspondente ao individuo mais
jovem (29 anos; &). E possivel observar a selec¢do da area medular (41,54 mm2)
pelo observador nimero 1, num primeiro momento.
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Digitalizagdo a 2400 ppi da amostra CVL 5 correspondente ao individuo mais idoso
(92 anos; ). E possivel observar a selec¢do da area total (127,58 mm2) pelo
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pelo observador nimero 1, num primeiro momento

Digitalizagéo a 2400 ppi da amostra CVL 1 (56 anos; ©) correspondente a faixa
etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel observar a seleccdo da area total (76,03 mmz2)
pelo observador nimero 1, num primeiro momento.

Distribuicdo da area cortical relativa masculina e feminina, em percentagem, pelas
varias faixas etarias. Nd=10 e NQ= 8.

Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 3 (72 anos) pertencente a um individuo
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Distribuicdo da area cortical relativa, em percentagem, por faixa etaria, tendo em
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andlise do observador nimero 2.

Linha de regressdo linear que cruza a variavel idade (eixo yy) com o logaritmo da
percentagem de 0sso ndo remodelado (eixo xx). Adaptado de Ingraham (2004: 19).

Associacdo entre a area cortical relativa (Ct.Ar/Tt.Ar) e a idade a morte em
African-American (A-A) e European-American (E-A). Ndo importa tanto constatar
as interacgdes entre 0s grupos, mas sim a relacdo da area cortical com a idade.
Adaptado de Cho e colaboradores (2006: 15)
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RESUMO

A idade a morte é um dos parametros a ser estimado pelo antropdlogo forense, aquando
da construcdo do perfil de um determinado individuo. O objectivo de tal analise é tentar
estabelecer uma relacdo entre a idade cronoldgica e a idade bioldgica dos resquicios 6sseos. Sao
varias as metodologias utilizadas, sendo que a abordagem morfoldgica, se apresenta como mais
recorrente, pois &, de certa forma, mais intuitiva. Contudo, os métodos microscdpicos podem,
em determinadas situacOes, revelar-se de extrema utilidade. A estimativa da idade em adultos
baseia-se na observagdo da senescéncia intrinseca ao individuo. Este processo fisioldgico tem
bases celulares, logo ndo é de estranhar que a histologia tenha vindo a ser usada como
ferramenta para aceder as microestruturas, que permitem estabelecer uma relagcdo com a idade.
O ponto fulcral deste projecto é testar a aplicabilidade da histomorfometria 6ssea na estimativa
da idade, através do uso de metodologias préaticas e de facil execucdo. Esta investigacdo
pretende, com base numa amostra forense de claviculas provenientes de 18 individuos, 10 do
sexo feminino e 8 do sexo masculino, estabelecer uma relagdo entre a idade a morte e dois
componentes histolégicos, a percentagem de 0sso nao remodelado e aérea cortical relativa.

Os resultados obtidos foram altamente condicionados pelo nimero da amostra tendo um
cardcter preliminar. Nao foi possivel estabelecer uma relagdo entre a percentagem de 0sso ndo
remodelado e a idade, devido a um conjunto de situagdes condicionantes. Em relagdo a area
cortical relativa, foi possivel observar que esta exibe uma tendéncia para diminuir em individuos
mais velhos, j& que segundo os resultados obtidos, as principais diferencas encontram-se nos
dois extremos etarios. Os individuos mais jovens apresentam uma area cortical relativa superior
(63,66%) quando comparados aos individuos mais velhos (57,96%). Esta variavel parece ser
ainda influenciada pelo sexo, chegando mesmo a existir, no grupo etéario dos 40 aos 49 anos,
uma diferenca de aproximadamente 16%. Sempre que possivel, os resultados obtidos, ou a falta
destes, foram analisados criticamente, sendo que o condicionamento da amostra revelou-se um
grande impedimento ao presente estudo. Um balango geral da metodologia usada, quer ao nivel
da preparacdo para a histologia, quer na analise microscépica e com recurso ao scaner. Esta
altima revelou-se de mais fécil aplicacdo, embora careca de resultados mais fidedignos. O
desenvolvimento de investigacdes, que visem a aplicacdo da histologia na estimativa da idade, é
um processo premente e basilar, dado existirem empiricamente menos estudos na area,
comparativamente aos métodos morfol6gicos. Deste modo, pensa-se que apesar dos resultados
obtidos, novos projectos poderdo ser alcangados, com base na tematica em estudo.

Palavras-Chave: Histomorfometria; idade a morte; biologia do esqueleto; clavicula; ciéncia

forense.






ABSTRACT

Age at death is one of the key objectives that need to be estimated by the forensic
anthropologist, when building the profile of an individual. The aim of this analysis is to
establish a relationship between chronological age and the age observed in human skeletal
remains. Several methods are used for this purpose, and the morphological approach seems to
be the most recurrent, because somehow it is more intuitive. However, the microscopic methods
can, under certain circumstances, be extremely useful. The age estimation in adults is based on
the observation of the natural senescence, inherent to the individual. This physiological process
has a cellular basis, so it is not unpredictable that histology has been used as a tool to access
these microstructures, which ultimately may de related with age. The main goal of this project is
to test the applicability of bone histomorphometry in the estimation of age at death, through the
use of methods that are, at its core, practical and easy to perform. The current investigation is
based on forensic samples of clavicles from 18 individuals (10 females and 8 males). It was
intended to establish a relationship between age at death and two histological components, the
percentage of unremodeled bone and the relative cortical area.

The results were highly conditioned by the sample. Therefore emphasis is placed in the
preliminary character of those. It was not possible to establish an association between the
percentage of unremodeled bone and age at death, due to a set of circumstances that restricted
all the analysis. Regarding the analysis of the cortical relative area, it was possible to verify that
this component presents a downward trend in older individuals, since the main differences were
found in extreme ages. Thereby younger individuals present a higher value of cortical area
(63,66%) when compared with older individuals (57,96%). This variable seems to be sex-
related, since in the age group of 40 to 49 years, it was possible to verify about 16% of
difference between sexes. Whenever possible, all the results, or the lack of them, were critically
analyzed. It is important to state that the sample size was a major drawback to this study.
Nevertheless it was still possible to come up with some hypotheses that may in theory explain
the results. A general deliberation of the methodology used was performed both in terms of the
preparation for histology as well as towards the analysis of the microstructures per se. The
examination that used the scanner proved to be easier to implement, although it lacks of reliable
results. The development of investigations concerning the application of histology in age at
death estimation is an urgent and fundamental process, since there are empirically fewer studies
in the area when compared to macroscopic approach. Thus, in spite of the results we think that a
path was opened to the enlargement of future studies that use histology as a tool for age
estimation in a Portuguese sample.

Key-words: Histomorphometry, age at death; skeletal biology; clavicle; forensic science.
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Introducao






A Antropologia ¢, como a define Soares (2008), a “arte antiga” de conhecer o
homem. Definir a Antropologia ndo sera com certeza tarefa facil, contudo a necessidade
sistémica das ciéncias parece obrigar os antropélogos a exprimirem a aplica¢do dos seus
conhecimentos, de forma a elucidar qual o cerne da sua ciéncia. Optando por uma
abordagem mais purista, e com base na propria origem etimoldgica da palavra
(anthropos e logos, ou seja a ciéncia do homem) a Antropologia é restringida ao estudo
do homem e dos grupos humanos contemplando a sua dimensdo bioldgica, social e
cultural (Beauthier et al., 2008; Kranioti e Paine, 2011). Esta ciéncia mergulha assim
num oceano muito vasto. Se por um lado ¢ classificada como um “oficio recente”
(Soares, 2008), por outro as provas da sua relevancia sao incontornaveis. Esta disciplina
tem vindo a aplicar grandes esfor¢os para responder a um sem nimero de questdes, que
desde sempre consternaram aqueles que deram o seu nome a fé que é a ciéncia. De
Aristoteles até hoje, a preocupacdo em definir o homem como ser vivo, em saber qual a
sua origem, quais as normas que o regem e de que forma encara a imprevisibilidade, é
uma necessidade intrinseca a todas as areas do conhecimento. A Antropologia nasce
entdo de um acumular de saberes dos mais diversos campos e tem-se vindo a afirmar no
meio académico e cientifico.

O homem, a sua origem e evolucdo, 0s seus caracteres fisicos, psiquicos e
comportamentais, as suas relacbes com o meio, as praticas sociais adquiridas e
transmitidas, fazem com que areas com especificidades naturalmente distintas se
interliguem de uma forma paradoxalmente harmoniosa e controversa. Desta forma, a
antropologia da resposta a uma das grandes questdes da humanidade, que ndo é mais do
que o seu reflexo no espelho (Colleyn, 2008; Soares, 2008; White et al., 2012). Assim, €

totalmente perceptivel que a disciplina tenha sofrido ao longo dos tempos, fortes
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rupturas e estranhas acoplagens, dotando a Antropologia de um grande poder
metamarfico.

Optando por uma divisao classica e estanque, a Antropologia pode ser dividida em
dois grandes campos de accdo, entre eles destacam-se a Antropologia Social e Cultural,
e a Antropologia Fisica ou Bioldgica. A primeira tem claras preocupagdes etnograficas,
onde a questdo gira em torno da alteridade com que se olha 0 mundo. A segunda foca-se
nas caracteristicas biologicas e somaticas, com um interesse particular na evolugéo e na
variacdo humana (Adams, 2007; Soares, 2008; Kranioti e Paine, 2010; White et al,
2012; Quintais, 2009). Cabe ao investigador perceber que a ndo interligagdo destas
“subdareas” ¢é pura ilusdo, e que por mais que se tente, nunca Se conseguira dissociar o
ser humano em duas entidades distintas. Existimos como seres bioldgicos e culturais,
somos o produto de milhGes de anos de evolucao e filhos do acaso (Cunha, 2010).

Apesar de toda esta questdo ser bastante pertinente, ndo é objectivo do presente
trabalho abordar as problematicas de uma Antropologia dita moderna, interessa
perceber que existe um passado, uma historia e uma raiz, que ndo podem ser esquecidas.
Dito isto, o presente projecto debruca-se num dos campos que, sem duvida, sofreu um
exponencial destaque na ultima década, a Antropologia Forense (Ubelaker, 2006).

A investigacdo da morte e todo o processo médico-legal que Ihe esta intrinseco,
envolve indubitavelmente a colaboracdo de varias areas do conhecimento. Consoante o
tipo de situacdo com que o médico patologista se depara, pode surgir a necessidade de
pedir a colaboracdo de diferentes especialistas que irdo auxiliar ao nivel da linha de
investigacdo (Kemkes-Grottenhaler, 2001; Cunha e Mendonca, 2002; Pinheiro et al.,
2004; Pinheiro, 2006). A analise de restos humanos esqueletizados € um problema
chave para os médicos forenses e é para tentar responder a estas necessidades, que a
Antropologia Fisica se alia ao mundo médico-legal (Kemkes-Grottenhaler, 2001)

Seguindo este fio condutor, e na opinido de varios autores, considera-se que a
Antropologia Forense tem as suas raizes intimamente conectadas a Antropologia Fisica,
de tal modo que, muitos a consideram como uma subdisciplina desta (Snow, 1982;
Krogman e Iscan, 1986; Reichs, 1998; Stanford et al., 2006; Komar e Buikstra, 2008;
Byers, 2010). Uma das primeiras definicdes da aplicacdo dos conhecimentos da
osteologia humana ao contexto médico-legal é delineada por T. Dale Stewart quando

diz “forensic anthropology is the applied branch of physical anthropology that deals
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with the identification of more or less skeletonized human remains for legal purposes”
(Stewart, 1979: 169).

Os primeiros passos da disciplina estdo intimamente ligados ao anatomista Thomas
Dwight, que em 1878 escreve The Identification of the Human Skeleton: A Medico-
Legal Study, sendo por este motivo considerado por muitos como o pai da Antropologia
Forense. Porém, s6 com o desenrolar da Segunda Guerra Mundial a disciplina comeca a
ganhar um sentido de organizacdo, e € nesta altura que os patologistas comecam a
perceber a utilidade dos conhecimentos do antrop6logo. Na realidade o reconhecimento
formal da Antropologia Forense surge na América do Norte, quando em 1972 ¢é
implementada dentro da American Academy of Forensic Sciences (AAFS) a seccdo de
Antropologia Fisica (Snow, 1982; Reichs, 1998; Ubelaker, 2006; Ubelaker, 2008;
Byers, 2010).

Nas Ultimas duas decadas, desde a criacdo da seccdo de Antropologia Fisica na
AAFS, a Antropologia Forense tem sofrido mudangas e restruturagdes bastante
significativas. Um dos principais factores responsaveis pelo evoluir desta disciplina,
prende-se com uma mudanca de pensamento por parte da comunidade médico-legal,
que compreende cada vez melhor qual o papel do antropélogo forense e em que medida
este pode vir a ser Util ao longo do percurso da investigacdo (Simmons e Haglund,
2005; Beauthier et al., 2008; Byers, 2010). Este reconhecimento por parte do mundo
médico-legal deve-se sobretudo, quando num periodo recente, a Antropologia Forense
reitera o seu lugar enquanto ciéncia e da provas do seu valor em situa¢des cujo impacto
é indiscutivel. Circunstancias como: crimes de guerra, caracterizados por uma forte
indole social; contextos de violagdo de direitos humanos, como o caso do Ruanda, de
Timor e da Serra Leoa; contextos associados aos desastres massivos provocados por
terrorismo, como o mediatico ataque sob as torres gémeas em Nova lorque; e ainda
aqueles provocados por causas naturais, como o tsunami Asiatico ou o furacdo Katrina,
ressaltam a clara necessidade da presenca do antropélogo, possuidor de conhecimentos
fulcrais para a investigagéo forense (Reichs, 1998; Stanford et al., 2006; Black, 2008;
Cattaneo, 2007; Ubelaker, 2010Db).

Deste modo, é possivel afirmar que a Antropologia Forense trabalha em paralelo
com a Patologia, no que aos vestigios humanos concerne. Se por um lado o médico

forense lida com cadaveres humanos provenientes de cenas de crime, por norma com
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um grau de preservagdo razoavel, ou seja com uma quantidade consideravel de tecidos
moles, por outro, 0 antropdlogo forense lida com os remanescentes 0sseos, sendo estes
por vezes as Unicas evidéncias fisicas da existéncia de um individuo (Klepinger, 2006;
Cattaneo, 2007). A grande diferenca, associada de certa forma ao estado de preservagéo
do cadaver com que cada um dos profissionais interage, pauta-se segundo autores como
Krogman e Iscan (1986) ou Stanford e colaboradores (2006), pelo facto de o
antropologo forense estar imbuido de uma perspectiva altamente focada nos tecidos
duros. Assim, os antropélogos tém uma perspectiva mais abrangente da variacédo
humana, inclusive no que respeita a prdpria osteologia. A no¢do de selec¢do natural, j&
que a morfologia do esqueleto, humano ou ndo, estd amplamente relacionada com a sua
funcdo durante a vida e com a histdria evolutiva do individuo, esta muito presente para a
maioria destes profissionais. Tudo isto enfatiza a capacidade dos antropélogos na
reconstrucdo de acontecimentos passados a partir dos elementos, em teoria menos
informativos de um individuo, os resquicios 4sseos.

Na opinido de Cunha e Cattaneo (2006) existem vérias areas onde a presenca do
antropdlogo é necessaria, e até mesmo indispensavel, particularmente em situacdes onde
seja imperativo proceder a recuperacdo de restos humanos e a sua posterior
identificacdo. Na verdade, a prépria definicdo desta ciéncia, ja& quando avancada por
Stewart em 1979, remete para a questdo da identificacdo e da identidade. Desde a sua
aurora, que a Antropologia Forense tem como questdo central a identificacdo, com base
nos seus restos esqueléticos. Logo, o seu principal objectivo é, em ultima instancia,
fornecer aos organismos competentes, um perfil que possa ser confrontado com uma
lista de desaparecidos, limitando o nimero de casos a examinar (Black, 2008; Byers,
2010).

Este perfil que o antropdélogo analisa, consiste na observacdo de determinadas
caracteristicas esqueléticas que permitam fornecer dados para uma identificacdo
positiva ou pelo menos que permitam uma exclusdo segura. Classicamente s&o
analisados num esqueleto quatro grandes parametros, o sexo, a idade, a estatura e a
afiliacdo populacional, que em conjunto designam o perfil biolégico do individuo
(Krogman e Iscan, 1986; Schwartz, 1993; Reichs, 1998; Cunha e Cattaneo, 2006;
Stanford et al., 2006; Knudson e Stojanowski, 2008; Komar e Buikstra, 2008; Ubelaker,
2008; Pickering e Bachman, 2009; Byers, 2010; Ubelaker, 2010b; White et al., 2012).
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De ressalvar que apesar de se atribuir a este conjunto o nome de perfil biologico, este
ndo é mais do que uma investigacdo da morfologia de determinadas caracteristicas
0sseas, por norma sO acessiveis ao conhecimento do antropologo, e que o auxiliam no
processo de identificacéo.

Embora o processo de estabelecimento do perfil bioldgico e a subsequente
identificacdo do individuo sejam um dos pontos-chave do trabalho do antropo6logo
forense, ndo sdo o Unico. Apesar de j& em 1986 Krogman e Iscan discutirem as
potencialidades da Antropologia Forense, muito para além da identificacdo, s6 na ultima
década esta disciplina tem sido capaz de responder a um novo conjunto de questdes e
necessidades. Por um lado a introducdo de novos conceitos, como a implementacdo dos
métodos de recolha da arqueologia forense, o contexto tafonémico envolvente, entre
outros, fez com que os antrop6logos comecassem a auxiliar na descoberta da cena de
crime e em todo o processo de recuperacdo dos restos humanos (Cunha e Cattaneo,
2006; Cattaneo, 2007; Dirkmaat et al., 2008; Komar e Buikstra, 2008; Ubelaker,
2010D).

Ainda de acordo com os autores supracitados, outra contenda a que os antropdlogos
se propdem esta relacionada com o tempo decorrido desde a morte, é sabido que quanto
mais antigos os remanescentes, mais dificil é avancar com uma resposta sobre a
estimativa do intervalo post mortem (PMI%). Esta é de facto uma das questdes mais
dificeis de responder em Antropologia Forense, uma vez que ha empiricamente uma
auséncia de métodos para estimar este parametro. Para além de poder dizer se 0s restos
esqueléticos em analise sdo modernos ou arqueoldgicos, o antrop6logo pode ainda
elaborar uma critica tafondmica, para ajudar a estimar este pardmetro. Como éareas
auxiliares a determinacdo do PMI, entram entdo as analises quimicas e a Entomologia
Forense.

Alem da grande importancia que o conhecimento da tafonomia e da
arqueotanatologia (Duday, 2006) forneceram a disciplina, existe um outro contexto que
tem vindo a alargar o campo de accdo desta ciéncia. A andlise dos traumatismos 6sseos
tem-se apresentado como uma fonte de informacdo relevante para a investigacéo
forense, que ndo estando ao acesso de todos, coloca o0s antropdlogos numa excelente

posicdo para a realizacdo deste tipo de estudos (Byers, 2010). Assim, e de acordo com

' Post mortem interval
% ARF - Acrénimo para as palavras em inglés activation, resorption e formation.
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Komar e Buikstra (2008), os antropélogos forenses trabalham lado a lado com o0s
patologistas para auxiliar na determinacdo da causa de morte através da analise de
determinado tipo de traumas e fracturas esqueléticas.

Mais recentemente a Antropologia vé-se envolvida na investigagdo de uma nova
realidade. Casos de determinacdo da idade de individuos indocumentados,
circunstancias relacionadas com a questdo da imputabilidade e ainda contextos de
pedopornografia parecem ser os campos de maior actuacdo do antropologo forense, a
este nivel (Cunha e Cattaneo, 2006; De Angelis e Poppa, 2006; Cattaneo, 2007).

O papel do antropdlogo é, hoje em dia, portador de uma grande responsabilidade
acrescida. A necessidade de manter uma integridade cientifica na investigacdo, e a
consciéncia das conviccBes legais subjacentes a sua investigacdo, sobretudo porque o
seu trabalho se desenrola em prole de uma sociedade, ndo pode ser descurada, uma vez
que existem pesadas responsabilidades que de tal facto acrescem (Simmons e Haglund,
2005). Em verdade, é por este motivo que o presente projecto tem no seu amago a
centelha da Antropologia Forense. Existe uma linha de investigacdo que precisa ser
estudada, com o intuito de contribuir para um melhoramento no modo de fazer ciéncia,
tendo em vista a comunidade e sobretudo o individuo. Para tal, € necessario estar bem
situado relativamente as diversas formas como esta disciplina é praticada por todo o
globo, nomeadamente na conjuntura Europeia, ja que é nesta que o presente estudo se

desenrola.

1.1. A Antropologia Forense no contexto Europeu

A Antropologia Forense sofreu algumas alteragdes ao longo dos ultimos anos,
contudo o seu desenvolvimento ndo se deu de forma homogénea a nivel mundial. De
um modo geral, ndo é incorrecto dizer que o palco por exceléncia da Antropologia
Forense, tal como se conhece nos dias de hoje, é a América do Norte, mais
concretamente os Estados Unidos da América (Ubelaker, 2006). E ainda a American
Academy of Forensic Sciences, um dos organismos mais solenes no que ao mundo das
ciéncias forenses diz respeito, que actualmente avanca com uma das definicdes de

Antropologia Forense mais difundidas- “Forensic anthropology is the application of the
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science of physical or biological anthropology to the legal process. Physical or
biological anthropologists who specialize in forensics primarily focus their studies on
the human skeleton” (http://www.aafs.org/).

Uma questdo que precisa ser respondida, quando se fala em assimetrias globais na
pratica de uma dada disciplina, prende-se com os praticantes dessa mesma disciplina. E
necessario saber quem sdo e como agem, ou Seja, € necessario saber quem € 0
antropologo forense. Segundo Cattaneo (2007) ndo importa tanto definir, ao nivel do
background (Medicina, Antropologia, Biologia, entre outras), quem adopta as praticas
antropoldgicas na analise de restos humanos provenientes de contextos forenses, desde
que se tenha em consideracdo a abordagem multidisciplinar que esta ciéncia exige. A
acrescentar ao ponto defendido pela autora, na opinido de Cunha e Cattaneo (2006) nédo
se pode descartar a nocdo de que a definicdo de antropdlogo forense estd intimamente
ligada com a regido do globo em que esta disciplina é praticada, uma vez que cada pais
¢ portador da sua propria realidade, moldando o ambiente de trabalho destes
profissionais.

Apesar da Antropologia Forense na Europa se iniciar com a figura do anatomista
francés Jean-Joseph Sue, em 1755, com a publicagdo de um conjunto de medidas
tomadas, tanto em cadaveres de fetos como de jovens adultos, era apenas com o intuito
de proporcionar aos artistas medicdes mais correctas para as suas obras. E apenas com
Paul Broca, em 1859, que, ndo tanto a Antropologia Forense, mas a Antropologia
Fisica, ganha destaque na comunidade cientifica Europeia com a criagcdo da Société
d’Anthropologie de Paris (Ubelaker, 2006).

A histéria continua 0 seu curso, mas SO recentemente, no que concerne a
Antropologia Forense como hoje é conhecida, a comunidade cientifica Europeia
comegou a discutir e a comparar notas sobre os casos e contextos que envolvem esta
disciplina, evidenciando a necessidade de estabelecer uma associagdo para lidar com
este tipo de questdes (Cattaneo, 2007; Brickley e Ferllini, 2007). A Forensic
Anthropology Society of Europe (FASE) vem no seguimento destas mesmas
necessidades. Fundada em 2003 € a primeira subseccdo da International Academy of
Legal Medicine (IALM) e conta ja com um numero consideradvel de workshops,
advanced courses e meetings realizados um pouco por toda a Europa. Além disto a

FASE tem como principais objectivos promover a educagéo e a investigacao, realcando
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sobretudo a necessidade de definir em pormenor o papel dos antropo6logos forenses,
uma vez que existe grande heterogeneidade entre os diferentes paises (Baccino, 2005).
De resto, segundo um levantamento elaborado por Kranioti e Paine (2011), a formacéo
base dos varios praticantes de Antropologia Forense na Europa varia entre, anatomistas,
arqueologos, patologistas forenses e antropo6logos fisicos. Tendo em conta este facto, é
indispensavel criar um fio condutor para que a pratica da disciplina se torne mais
uniformizada, a0 mesmo tempo que aumenta a cooperacao entre 0S seus praticantes,

levando a conclusfes mais produtivas.

1.1.1. O caso portugués

“A historia da Antropologia Portuguesa € digna de ser estudada, mas como
semelhante estudo constituiria obra demorada e de certa dificuldade” (Tamagnini e
Serra, 1942: 3) e ndo sendo este 0 objectivo do presente projecto, optou-se sim por
abordar de forma breve, mas de modo a tornar perceptivel, as origens da Antropologia
Forense em Portugal.

A Antropologia Forense tem em Portugal as suas raizes claramente vinculadas na
pratica da Antropologia Fisica. Deste modo, ndo é tanto em Coimbra mas em Lisboa
gue comeca, nas Ultimas décadas do século XIX, uma importante renovacao cientifica,
destacando como figura central o médico e antrop6logo Francisco Ferraz de Macedo. A
sua inclinagdo dita “naturalista” fez com que a Antropologia se comegasse a preocupar
com questdes “fisicas e somaticas”, entre elas a morfologia descritiva, a craniometria e
a osteometria. Todo este processo tem uma clara influéncia da escola francesa, uma vez
que Ferraz de Macedo foi instruido pelo incontornavel nome da ciéncia antropoldgica
francesa, Paul Broca (Santos, 2005). E nesta linha de pensamento que, em 1882, Ferraz
de Macedo comeca a investir na recolha de cranios humanos, constituindo a primeira
coleccdo de material osteolégico em Portugal, ndo perdurando porém na actualidade
(Santos, 2000; Cardoso, 2006b).

Nesta época comega-se ja a assistir a uma preocupac¢do com o ensino da “Historia
Natural” e com a inser¢ao da Antropologia em tal contexto, sobretudo através da figura

do Visconde de Montessdo (Areia et al, 1991). Todavia, s6 a 2 de Julho de 1885, com o
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grande impulso de Bernardino Machado, € assinada, por D. Luis, uma carta-lei que
decreta a génese da cadeira de Anthropologia, Paleontologia Humana e Archaeologia
Préhistorica na Universidade de Coimbra (Areia e Rocha, 1985; Tamagnini e Serra,
1940). De realcar que segundo Areia e colaboradores (1991), de um ensino
essencialmente tedrico vigente na altura, destacam-se as aulas de Antropologia pela
forte componente tedrico-pratica que apresentavam.

Um facto curioso, segundo Sousa (2003), € que simultaneamente a estes avangos na
area da Antropologia, no ano de 1889, a Organizacdo Médico-Legal portuguesa foi
legitimamente instituida, acompanhando de certa forma uma tendéncia generalizada a
nivel mundial. Se a histéria da Antropologia é de longo curso, a da Medicina Legal
remete para tempos ainda mais pretéritos, referenciando-se aqui apenas alguns
momentos-chave. Ao nivel da sua génese, alguns autores consideram o cirurgido francés
Ambrosio Paré o pai da Medicina-Legal, ja que em 1575, este comeca uma verdadeira
revolucdo cientifica. O “periodo de ouro” da Medicina Forense reside, no entanto, nos
finais do século XIX. Além da inclusdo de certas disciplinas como a Toxicologia e a
Histologia, o ensino desta disciplina comecou a ser cada vez mais disseminado, ndo s
mas também, pelo papel sociopolitico da Patologia Forense (Pinheiro, 2006).

As primeiras incursfes da Antropologia no universo forense, a semelhanca de
outros paises, remetem para algumas investigacoes feitas no ambito da Criminologia. A
Antropologia Criminal passa a ser considerada um campo de acc¢do dentro do proprio
Instituto de Criminologia. O Instituto de Antropologia em Coimbra, por exemplo,
participou em varias investigacbes do forum criminal durante os anos de 1903 a 1927,
mas s6 em 1911/1912 a criacdo do posto Antropométrico, destinado a este fim, é
oficialmente legislado. O grande contributo residia sobretudo nas praticas
antropomeétricas, com uma clara influéncia de Alphonse Bertillon e o seu “L’homme
criminel” (Rocha, 1985; Cunha e Pinheiro, 2007).

Na época, 0 contacto entre a Antropologia e a Criminologia destinava-se a fornecer
material para os estudos antropométricos que por sua vez iriam tentar tracar o perfil
tipico do “homem criminoso” (Rocha, 1985). Segundo Snow (1982), este contexto
criminal em que a Antropologia se enlaca, tendéncia verificada ndo s6 em Portugal, em
nada se assemelha com o contexto actual da Antropologia Forense, sendo necessario ter

presente a noc¢do desta dissemelhanca.
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Apesar de toda esta questéo, a ligacdo entre as duas disciplinas ndo se quebrou, pelo
contrario, de certa forma adaptou-se a uma nova realidade. A Antropologia continua a
auxiliar o universo médico-legal portugués através do que se denomina hoje, de
Antropologia Forense. Segundo Cunha (2008), a pratica da Antropologia Forense tal
como é conhecida presentemente, demorou um certo tempo a ser praticada em Portugal.
S6 nos finais do século XX (1997) as pericias do antropdlogo forense comecam a ser
feitas de modo mais sistematico. Até entdo, os casos que contemplavam restos humanos
esqueletizados eram analisados por médicos nos varios Institutos Médico-legais
distribuidos pelo pais.

Para entender como esta disciplina é praticada em Portugal é necessario explanar de
que forma se enquadra no sistema médico-legal portugués (Cunha, 2008). Portugal tem
uma das melhores organizacfes de Medicina Legal da Europa, ja que a Comunidade
Econdmica Europeia elegeu, em 2003, o entdo Instituto Nacional de Medicina Legal
(INML) como o melhor sistema Europeu (Pinheiro, 2006).

Segundo Cunha (2008), o actual Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
Forenses (INMLCF, I.P.) é um sistema administrativo autonomo sob a custodia do
Ministério da Justica, com sede na cidade de Coimbra. Existem trés delegacfes
nacionais principais, Sul (Lisboa), Centro (Coimbra) e Norte (Porto), e, espalhados por
todo o pais encontram-se 31 Gabinetes Médico-legais (GML). As trés delegacbes
incluem na sua divisdo interna quatro departamentos, sdo estes 0s servigos de Patologia,
de Toxicologia e de Genética Forenses e ainda a sec¢do da Clinica Médico-legal. A
unidade de Antropologia estd incluida no servico de Patologia Forense, ou seja o
Instituto portugués ndo contempla uma unidade individualizada de Antropologia
Forense (Pinheiro, 2006; Cunha, 2008). Segundo os autores mencionados, quando
existe um caso que careca da presenca do antopologo, em qualquer local do pais que
ndo numa das trés cidades que abrigam as delegacdes, este ficara a cargo do GML da
zona, que por sua vez tera que remeter o caso para a delegacdo correspondente.

O INMLCEF, I.P. tem protocolos com algumas instituicbes, nomeadamente com o
Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra, cuja coordenadora
cientifica tem formacdo na area de Antropologia Fisica e Biologica, sendo consultora
nacional de Antropologia Forense nesta instituicdo, desde 1997. Convém referir que

desde 2004 ¢é também responsavel por todos os casos de Antropologia que se
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apresentem na Delegacdo Sul, onde possui gabinete proprio. O antropdlogo €
requisitado sempre que o patologista assim o entende, sobretudo em casos em que a
decomposicdo do cadaver esteja ja avancada. Mesmo nos casos em que 0S restos
humanos j& se encontrem esqueletizados, apesar de o antropdlogo ter autonomia para
realizar a andlise sozinho, o certificado de 6bito serd sempre assinado pelo médico
legista responsavel (Cunha e Mendonga, 2002; Pinheiro 2006; Cunha, 2008).

1.2. Objectivos

O proposito, por exceléncia, do presente trabalho prende-se com a aplicacdo da
histologia 6ssea como auxiliar do processo de identificagdo em remanescentes
esqueléticos. Apesar da investigacdo da identidade de um individuo constituir um
processo de elevada complexidade, a necessidade de o fazer é vital, sendo em Ultima
analise, um dos grandes designios da Antropologia Forense. A estimativa da idade a
morte é, de resto como j& mencionado, um dos parametros essenciais a ser analisado
pelo antropologo forense. Pretende-se portanto, se possivel, desenvolver uma
metodologia que permita aos antrop6logos forenses estimar a idade & morte através de
uma presumivel relagdo entre o comportamento de alguns integrantes celulares e a idade
cronoldgica de um determinado individuo.

Com o intuito de granjear tal propdsito, pretende-se utilizar a percentagem de 0sso
ndo remodelado e ainda a area cortical relativa, ambas obtidas da parte média da diafise
de claviculas pertencentes a individuos portugueses, ja que o contexto populacional é
um condicionante da microestrutura éssea (Stout, 1998; Cho et al., 2002; Cho et al.,
2006; Robling e Stout, 2008). A hodierna hipdtese de trabalho é delineada para
responder a questdes, que, na verdade, ndo sdo mais do que os derradeiros objectivos
deste projecto.

Assim, convém definir taxativamente, de forma clara e concisa 0s objectivos deste
projecto:

* Ponderar se a histologia fornece bons indicadores da idade cronologica do

individuo;
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» Verificar se na realidade a histologia € um processo demorado e, de certa forma,
tdo complexo quanto se julga;

e Avaliar a necessidade prévia de conhecimentos e experiéncia na area da
microanatomia 6ssea, para proceder & interpretacdo dos resultados histoldgicos;

* Averiguar se a eleicdo da clavicula como material 6sseo, dado que serve de
amostra a presente analise, ¢ de facto uma opcdo viavel para aplicagdo em estudos
futuros;

* Indagar se a percentagem de 0sso ndao remodelado e a area cortical relativa
fornecem bons indicadores para estimar a idade a altura da morte.

Em suma, o grande proposito da presente investigacdo é mostrar que a histologia
pode ser um processo pratico, rapido e de facil aplicacdo. De resto, convém ressalvar
que a escolha dos métodos histologicos a todos os niveis, ou seja a nivel da preparagédo
da amostra para microscopia e da escolha das caracteristicas dsseas a analisar, foi
realizada de modo a agilizar o mais possivel todo o processo, com o intuito de
apresentar a histologia como uma ferramenta Gtil a pratica diaria do antropélogo

forense.

12



Revisao da Literatura






2 | Revisdo da literatura

2.1. Biologia do Tecido dsseo

O trabalho e a propria pesquisa que o antropologo forense realiza assentam na
pratica, e de uma forma taxativa, na investigacdo de restos esqueléticos. E através
destes, que se tenta inferir determinadas informag6es que permitam aceder aos padroes
de vida do(s) individuo(s) ja padecido(s). Para conseguir granjear tal conteldo é
peremptorio que estes profissionais estejam extremamente familiarizados com a
biologia do esqueleto, e que possuam conhecimentos suficientes para conseguir
interpretar o sistema esquelético ao nivel do desenvolvimento, da patologia, € mesmo
do grau adaptativo deste (Gosman e Stout, 2010).

Deste modo, é necessario apreender que o sistema esquelético humano, a
semelhanca de muitos outros vertebrados, € composto por um tecido altamente
especializado destinado a cumprir funcdes de suporte, conexdo e manutencao,
desempenhando também um papel fundamental na génese das células sanguineas
(Scheuer e Black, 2000; Marks e Odgren, 2002; Young et al., 2006).

O tecido 6sseo € o principal constituinte do esqueleto, e como ja referido, a sua
funcdo de suporte para os tecidos moles e proteccdo para 0s Orgaos vitais tornam-no
num dos sistemas mais importantes do corpo humano. Possui uma alta vascularizagao e
é metabolicamente muito activo (Gartner e Hiatt, 2007; Junqueira e Carneiro, 2008). O
0SSO possui outras caracteristicas que o tornam numa estrutura Unica, uma vez que além
de um tecido, é também um 6rgdo. Segundo Gan (2005), é o Unico tecido capaz de se
auto-renovar tanto ao nivel fisico como bioldgico.

Ao fazer parte do sistema musculo-esquelético o osso funciona como o elemento de
ligacdo entre masculos, tenddes e ligamentos, operando como um sistema integrado que
possibilita a movimentacdo, ou seja, transforma as contracces musculares em
movimento util. Outra funcdo, que € muitas vezes descurada, esta relacionada com o
facto de o osso funcionar como um deposito de célcio, fosfato, e outros ides,
armazenando ou libertando-os em concentragdes controladas para manter a homeostasia
(Gan, 2005; Junqueira e Carneiro, 2008; White et al., 2012). O osso desempenha ainda
uma fungdo importante ao nivel da hematopoiese, dado que ao alojar e proteger a
medula dssea assegura todo o processo de formacao dos elementos sanguineos (Mazur e

Cohen, 1989; Matos, 2007; Curate, 2010).Outra das propriedades que torna o 0sso tao
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interessante e tdo diferente de outros tecidos conjuntivos é a sua rigidez, que Ihe permite
resistir a deformacéo através da dissipacdo da energia. Esta caracteristica deve-se a
prépria biologia e fisiologia do tecido, uma vez que é possuidor de um agregado de
células e fibras que se encontram imersas numa matriz extracelular impregnada com
sais inorgénicos e outras substancias, como bicarbonato, citrato, magnésio, sodio e
potassio (Mays, 1998; Jee, 2001; Walsh et al, 2003; Gongalves e Bairros, 2010).

Com excepc¢do das extremidades articulares, 0s 0Ss0S possuem um revestimento
exterior constituido por um tecido conjuntivo denso, o periosteo. A adesdo deste tecido
ao osso fica a cargo de um conjunto de fibras de colagénio que se dispdem de forma
perpendicular a superficie do o0sso, as fibras de Sharpay, que em regibes de insercdo
tendinosa se prolongam com as proprias fibras colagénicas do tenddo. Por sua vez, a
superficie interna dos ossos longos € revestida pelo endosteo. Este, ao contrario do
anterior, é constituido por uma fina camada de tecido conjuntivo. Ambos, periosteo e
enddsteo possuem na sua constituicdo células osteoprogenitoras que sdo, como o
préprio nome indica, percursoras das células formadoras de 0sso. Estas estruturas sdo
portanto fundamentais para o0 processo de manutencdo e reparacdo Ossea (Van
Wynsberghe, et al., 1995; Junqueira e Carneiro, 2008; Gongalves e Bairros, 2010;
Mescher, 2010). As propriedades referidas anteriormente, tém bases fisiologicas ao
nivel microscépico e celular, com consequéncias morfoldgicas ao nivel macroscépico.
Ambas devem ser conhecidas para alcancar uma melhor compreensdo deste sistema,

que é por exceléncia o material de estudo do antropdlogo.

2.1.1. Estrutura macroscépica do 0sso

O osso é um dos 6rgaos que maior variabilidade apresenta, nomeadamente no que a
forma concerne. As maiores diferengcas encontram-se entre individuos dissemelhantes,
porém, dentro do mesmo organismo podem-se encontrar amplas variacoes
morfolégicas. Uma tal inconstancia levaria a pensar que a classificacdo dos 0ssos
guanto a sua forma seria uma ardua tarefa, todavia os 0ssos podem ser facilmente
distribuidos em trés grandes categorias, com base em algumas destringas elementares da

sua morfologia macroscopica (White et al., 2012).
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As pecas Osseas constituintes dos membros superiores e inferiores, e ainda de
alguns o0ssos da mao e do pé sdo denominados de 0ssos longos. Por defini¢éo, 0s 0ssos
longos tém uma medida que se sobrepde em tamanho a todas as outras. A sua forma é
tubular e as extremidades encontram-se expandidas. Deste modo, a porgédo
correspondente a zona tubiforme é denominada por diafise, enquanto as extremidades
sdo conhecidas como epifises. Nos 0ssos adultos encontra-se, por norma, uma linha
epifisaria entre a diafise e a epifise, que ndo é mais do que um remanescente de todo o
processo de crescimento e maturacdo 6ssea. Os 0ssos longos funcionam como um
sistema de alavancas para equilibrar 0 peso do tronco, e em ultima instancia,
proporcionam 0 movimento. De resto, a prépria geometria destes 0ssos é ideal para
suportar cargas de flexdo e torcdo, ja que o tecido 6sseo se encontra afastado do eixo
neutral localizado na regido do canal medular (Mays, 1998; Gan, 2005; Gartner e Hiatt,
2007; White, et al., 2012).

Ossos como os da caixa craniana, da cintura escapular (com excepcao da clavicula),
da pélvis, e da caixa toracica, ao nivel do esterno e das costelas, sdo relativamente finos,
com duas dimens@es semelhantes e uma terceira relativamente reduzida. Estes 0ssos Sao
denominados por o0ssos chatos, e a sua funcdo é sobretudo de proteccdo, contudo
fornecem também vastas superficies para inser¢des musculares (Ross e Pawlina, 2011;
Gan, 2005; Drake et al., 2006; White et al., 2012).

Os outros 0ssos existentes, cuja forma ndo se enquadra nas duas categorias
previamente apresentadas, como é o caso dos 0ssos do carpo, do tarso, e das vértebras
sdo considerados ossos irregulares (White et al., 2012). Alguns autores como Ross e
Pawlina (2011) enquadram os 0ssos do carpo e do tarso numa categoria isolada que
classificam como 0ss0s curtos, uma vez que o0 Seu comprimento equivale em média ao
seu diametro. A funcdo deste tipo de ossos prende-se sobretudo com o fornecimento de
forca e compacidade a zonas onde os movimentos sdo ligeiros e limitados (Gan, 2005).

Alguns autores como Gartner e Hiatt (2007) consideram ainda um outro tipo de
0ss0, 0s sesamaides, sendo o0 exemplo mais classico a rétula. Estes desenvolvem-se no
interior dos tenddes, fornecendo através de uma articulagdo, uma vantagem mecanica ao
nivel do musculo interveniente.

Macroscopicamente podem distinguir-se dois tipos de tecido 6sseo, 0 tecido

compacto ou cortical e o tecido 6sseo esponjoso ou trabecular. O 0sso cortical constitui
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aproximadamente 80% do sistema esquelético (Gan, 2005; Curate, 2010) e tem um
aspecto solido e homogéneo uma vez que ndo se observam, a vista desarmada, espacos
intersticiais. Distribui-se sobretudo em camadas ao longo da por¢do mais externa dos
0ss0s. A sua funcdo estd primordialmente ligada a sustentacdo e a proteccdo, dado que é
portador de uma elevada densidade (Van Wynsberghe, et al., 1995; Mays, 1998; Jee,
2001; Gongcalves e Bairros, 2010; Ross e Pawlina, 2011; White et al., 2012). Por sua
vez, 0 0sso trabecular é, como o proprio nome deixa transparecer, constituido por
trabéculas irregulares que se ramificam e se unem formando uma rede tridimensional de
laminas Gsseas delgadas e achatadas. Estas demarcam um abrangente sistema de
espacos em comunicacgdo, onde se aloja a medula 6ssea. As trabéculas estdo organizadas
de modo a potenciar a forca do tecido 6sseo adquirindo maior resisténcia as forcas de
tensdo e compressao, reduzindo as hipoteses de dobragem. Este tecido representa cerca
de um quinto do sistema esquelético, e ao contrario do anterior é metabolicamente mais
activo. Nao possuiu uma grande irrigacdo sanguinea e a sua nutricdo é feita a um nivel
mais superficial, ndo sendo por este motivo um tecido particularmente denso (Van
Wynsberghe, et al., 1995; Ortner e Turner-Walker, 2003; Curate, 2010; Gongalves e
Bairros, 2010; White et al., 2012).

Estas duas formas de apresentacdo macroscopica do tecido 6sseo ndo se encontram
estritamente separadas ou delimitadas, apresentam-se porém, de uma forma
concomitante. Nos 0ssos longos o tecido cortical apresenta-se principalmente na
periferia e em toda a extensao tubular do 0sso, ou seja ao longo da diéfise, revestindo a
porcdo interna, que em vida € ocupada pela medula 6ssea. Por sua vez, o tecido
esponjoso ocupa uma posicdo mais interna, tendo como zonas de exceléncia as epifises
e as metafises. Os 0ssos chatos possuem um centro de 0sso trabecular designado por
diploe, e s@o recobertos em toda a sua extensdo por uma camada de 0sso cortical,
formando a tdbua interna e a tabua externa, consoante a posi¢do que ocupam. Por fim,
0S 0ss0s curtos possuem uma fina camada externa formada por tecido 6sseo cortical, e 0
preenchimento da zona central fica a cargo do osso trabecular (Mays, 1998; Waldron,
2009; Gan, 2005; Gartner e Hiatt, 2007; Gongalves e Bairros, 2010).
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2.1.2. Histomorfologia do tecido 6sseo

A andlise do esqueleto pode, em boa verdade, ser feita a varios niveis seguindo uma
espécie de hierarquia, variando desde uma andlise macroscopica onde o tecido é
encarado como o Orgdo e a unidade base, até ao nivel molecular onde o tecido é o
instrumento que permite chegar a unidade basica. Situada a um nivel intermédio destas
duas abordagens, estd a histologia, que ao nivel 0sseo representa, como Frost
brilhantemente descreveu, a “Skeletal Intermediary organization” (Stout e Crowder,
2012).

Por definigdo, a histologia é o estudo dos varios tecidos presentes num determinado
corpo, todavia para além de examinar os tecidos analisa também a forma como estes
interagem e se organizam para constituir a rede de 6rgaos, que tornam 0 organismo num
ser funcional. A histologia envolve todos os aspectos da biologia dos tecidos, contudo
foca-se primordialmente nas estruturas celulares, tanto ao nivel da sua estruturacdo e
distribuicdo, como ao nivel das suas funcGes especificas, que diferem de tecido para
tecido. Em ultima analise, a principal funcdo da histologia é ajudar o investigador a
perceber a microanatomia das células, dos tecidos e dos 6rgdos para conseguir atingir
uma correlagdo com a sua estrutura e funcdo (Junqueira e Carneiro, 2008; Mescher,
2010; Ross e Pawlina, 2011).

No caso particular do tecido 6sseo, devido a sua estrutura mineralizada, o produto
da actividade celular estd encriptado na anatomia microscépica do 0sso, ou seja na sua
histomorfologia. Os antrop6logos tém-se apercebido da utilidade destas técnicas, ja que
estas contribuem para um conhecimento mais profundo da biologia do esqueleto. Cada
vez mais profissionais se servem das técnicas histomorfométricas tanto na analise de
restos humanos recentes, provenientes sobretudo de um contexto forense, como de
0ss0s pertencentes a populacdes pretéritas (An e Guber, 2003; Hall, 2005; Stout e
Crowder, 2012).

Segundo os autores, de um modo lato entende-se por histomorfometria, a
quantificacdo de determinadas microestruturas, ou por sua vez, a quantificacdo de certas
caracteristicas presentes nestas, com uma expressao numeérica expressa por unidade,
area ou tamanho. A adaptacdo desta metodologia ao contexto 6sseo proporciona um tipo

de informacdo quantitativa, por exemplo ao nivel da microarquitectura 6ssea e dos
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processos de remodelacdo, que ndo seriam acessiveis se outras abordagens fossem
utilizadas. Para compreender de que forma esta informacéo bioldgica esta codificada na
histomorfologia do 0sso, é necessario possuir um conhecimento basico dos processos
bioldgicos subjacentes a formagdo de determinadas estruturas. O metabolismo 6sseo,
seja ele no sentido do desenvolvimento, adaptagdo ou homeostasia, envolve todo um

conjunto celular que é necessario dominar minimamente.

2.1.2.1. Células do tecido ésseo

Desta forma, reconhecem-se entdo trés tipos principais de células diferentes no
tecido 6sseo, 0s osteoblastos, 0s ostedcitos e 0s osteoclastos. Alguns autores (Jee, 2001;
Everts et al., 2002; Walsh et al., 2003; Waldron, 2009; Goncalves e Bairros, 2010)
consideram ainda importante referir determinados componentes celulares como as
“bone lining cells” ou células de revestimento 0sseo.

Para uma melhor compreenséo das interac¢des que se verificam a nivel celular, um
breve resumo da fisiologia de cada célula sera apresentado.

Com base em estudos histoldgicos, sobretudo ao nivel da morfologia, toda a
linhagem que produz as células osteoblasticas pode, de certa forma, ser apresentada
numa sequéncia linear. Os passos que levam a completa diferenciacdo dos osteoblastos
e células relacionadas ndo sdo no entanto, ainda completamente conhecidos (Aubin e
Turksen, 1996; Curate, 2010). Assim, as células osteoprogenitoras sdo células
estaminais do mesénquima, que se encontram nas zonas mais profundas do peridsteo e
do endodsteo, e sdo morfologicamente dificeis de distinguir dos fibroblastos, uma vez
que partilham uma origem em comum. Estas sdo também, por sua vez, percursoras
inactivas dos osteoblastos (Rodan e Martin; 1981; Jee, 2001; Gartner e Hiatt, 2007,
Gongalves e Bairros, 2010; Ross e Pawlina, 2011).

Seguidamente o pré-osteoblasto, caracterizado por ser uma célula imatura que
procede directamente das células progenitoras, é de dificil distingdo do osteoblasto ja
totalmente formado, até porque é o seu percursor imediato. A distin¢do é sobretudo
possivel devido a localizacdo, pois os pré-osteoblastos localizam-se nas camadas

celulares mais proximas as zonas de formacdo 6ssea. A nivel morfoldgico parametros
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como o volume do citoplasma, e as dimensdes do reticulo endoplasmatico, que é
substancialmente menor nos pré-osteoblastos, devem ser levadas em consideracdo (Van
Wynsberghe et al, 1995; Aubin e Turksen, 1996; Jee, 2001; Curate; 2010; Ross e
Pawlina, 2011).

Os osteoblastos sdo células individualizadas, mononucleares, altamente polarizadas
e proliferativas. Possuem uma disposicdo cuboide e distribuem-se lado a lado ao longo
da periferia das zonas de tecido 6sseo em formacdo, comunicando entre si através de
gap junctions. E-lhes reconhecida a capacidade de formar tecido 6sseo mineralizado, ou
seja quando estdo maduros sao os responsaveis pela génese da componente orgéanica da
matriz 6ssea, sintetizando uma substancia designada por ostedide, ao mesmo tempo que
participam na calcificacdo desta mesma matriz. Os osteoblastos actuam como células
propulsoras no transporte dos ides de calcio e fosfato, tanto do interior para o exterior
do tecido 6sseo, como o contrario. De referir que cerca de 10-20% destas células se
incorporam numa matriz mineralizada, e a medida que vdo sendo rodeadas por esta
ficam como que presas num compartimento, as lacunae. Neste momento, deixam de ter
a designacdo de osteoblastos e passam a denominar-se de ostedcitos (Van Wynsberghe
et al, 1995; Aubin e Turksen, 1996; Yasuda et al., 1998; Jee; 2001; Walsh et al., 2003;
Hall, 2005; Yong et al., 2006; Junqueira e Carneiro, 2008; Waldron, 2009; Curate,
2010; Goncalves e Bairros, 2010; Gosman e Stout, 2010; Ross e Pawlina, 2011; White
etal., 2012).

Os ostedcitos representam o estadio final da diferenciacdo osteobléastica, sdo por
isso as células dsseas mais abundantes e mais especializadas presentes no tecido
esquelético (Aubin e Turksen, 1996; Noble e Reeve, 2000; Jee, 2001). Encontram-se no
interior da matriz 6ssea, completamente individualizados por esta. Cada lacunae contém
apenas um ostedcito, contudo estas estruturas comunicam entre si através de pequenos
canaliculos citoplasmaéticos, estabelecendo juncBes de comunicacdo que permitem a
passagem de ides e pequenas moléculas (Noble e Reeve, 2000; Walsh et al., 2003;
Young et al., 2006; Junqueria e Carneiro, 2008; Gongalves e Bairros, 2010; Gosman e
Stout, 2010).

Regra geral, quando visualizados ao microscopio, 0s ostedcitos sdo relativamente
mais pequenos e mais achatados que 0s seus percursores, uma vez que o seu citoplasma

peri-nuclear sofreu uma reducdo, sendo por este motivo metabolicamente pouco activos
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(Van Wynsberghe et al., 1995; Aubin e Turksen, 1996; Gartner e Hiatti, 2007; Ross e
Pawlina, 2011).

A nivel funcional, os ostedcitos podem sintetizar nova matriz ou reabsorvé-la, pelo
menos até um determinado nivel. S&o entdo responsaveis pela manutengdo da qualidade
0ssea, através da coordenacdo dos sinais provenientes de estimulos mecéanicos. A morte
de algumas células, quer devido a um episddio traumatico, quer devido a processos de
apoptose, € também disciplinada por estas células. Os ostedcitos sdo portanto pecas
fundamentais para todo o processo de manutencdo do tecido esquelético (Aubin e
Turksen, 1996; Noble e Reeve, 2000; Jee, 2001; Ortner e Turner-Walker, 2003; Hall,
2005; Young et al., 2006; Bonewald e Johnson, 2008; Junqueira e Carneiro, 2008;
Curate, 2010; Emerton et al., 2010; Waldron, 2009; Ross e Pawlina, 2011; White et al.,
2012).

Os osteoclastos sdo células multinucleares, gigantes, moveis e extensamente
ramificadas (Van Wynsberghe et al., 1995; Jee, 2001; Junqueira e Carneiro, 2008;
White et al., 2012). Sabe-se actualmente que estas células provém de uma linhagem
hematopoiética de células estaminais, e o seu caminho de diferenciacdo € comum ao dos
macrdofagos e das células dendriticas. Para o seu desenvolvimento é necessario o
contacto entre elas e as células percursoras hematopoiéticas, como o RANK-L (receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand), as colonias de factor estimulante, as
hormonas paratirdideia e vitamina D e ainda calcitonina (Lacey et al, 1998; Yasuda et
al., 1998; Véananen et al, 2000; Jee, 2001; Boyle et al., 2003; Xing e Boyce, 2007;
Waldron, 2009; Curate, 2010).

Os osteoclastos sdo encontrados por norma, em locais onde 0 0sso € reabsorvido
durante o seu processo normal de desenvolvimento, e é nestas mesmas areas que se
encontram porcdes dilatadas de osteoclastos colocadas em depressdes da matriz, que séo
conhecidas como as lacunas de Howship. Estas células fixam-se solidamente as
trabéculas dsseas, por prolongamentos que delimitam um espa¢o compreendido entre o
corpo celular do osteoclasto e a superficie 6ssea designada por cadmara de reabsorcao.
Neste local é criado uma espécie de microambiente com um pH de aproximadamente
4,5. A esta altura, a membrana plasmatica do osteoclasto apresenta invaginagdes que lhe

confere um aspecto de bordo enrugado (Boyle et al., 2003; Walsh, et al., 2003; Hall,
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2005; Young et al., 2006; Gartner e Hiatt, 2007; Junqueira e Carneiro, 2008; Curate,
2010; Gongalves e Bairros, 2010; Mescher, 2010).

Os osteoclastos s@o as unicas células capazes de dissolver o tecido 6sseo, devido
principalmente & segregacdo de cido hidroclorico. Porém, o citoplasma destas células
contém enzimas lissossomicas, proteinases e fosfatases que s&o lancadas para a cdmara
de reabsorcao, degradando o colagénio e as proteinas ndo colagénicas da matriz 0ssea.
Em situacBes anatdmicas normais, estas células conseguem remover 500 mg de célcio,
por dia (Waldron, 2009; Curate, 2010; Gongalves e Bairros, 2010).

O tecido 6sseo € entdo mantido em equilibrio, em parte, gracas a accdo dos
osteoclastos e dos osteoblastos, e por este mesmo motivo existe uma estreita relagéo
entre estes dois tipos de células dsseas. Os osteoblastos regulam a diferenciacdo e a
formacdo dos osteoclastos, uma vez que sdo estes 0s responsaveis pela segregacdo do
RANK-L. Este factor liga-se a0 RANK dos macréfagos para os estimular a assumirem
o fenétipo de osteoclastos. Este processo pode ser interrompido se o osteoblasto
segregar osteoprotogerina (OPG) que compete com a RANK-L na liga¢do com a RANK
(Yasuda et al., 1998; Vaananen et al, 2000; Jee, 2001; Boyle et al., 2003; Waldron,
2009; Curate, 2010; Gosman e Stout, 2010).

2.1.2.2. Matriz extracelular

Quando se examina de perto a matriz extracelular é possivel discernir que esta é
constituida por dois vastos componentes, uma fraccdo orgénica e outra mineral, que
conferem ao 0sso um conjunto de propriedades que o tornam num dos tecidos mais
impares de todo o organismo.

A componente organica representa aproximadamente 30-35% (Jee, 2001; Walsh et
al., 2003; Young et al., 2006; Curate, 2010) do peso seco do 0sso, e é constituida por
colagénio, proteinas ndo colagénicas e proteoglicanos. O principal constituinte desta é o
colagénio do tipo | que patenteia cerca de 80% do colagénio total do tecido dsseo,
enquanto os outros tipos, I, 1V e VI, correspondem a aproximadamente 10%. Em

suma, o colagenio representa cerca de 90% da matriz, portanto a grande maioria de toda
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a porgéo organica (Young et al., 2006; Waldron, 2009; Gongalves e Bairros, 2010; Ross
e Pawlina, 2011).

As proteinas ndo colagénicas, como a osteocalcina, a osteonectina, a osteopontina,
a sialoproteina 6ssea, a osteoprogerina e o factor estimulante de colénias de macrofagos,
dizem respeito ao restante da fraccdo organica. Todavia, o papel destas ainda néo foi
completamente descodificado, embora se considere que estejam envolvidas na
regulacdo da mineralizacdo 6ssea. Os proteoglicanos estdo presentes no tecido 6sseo
numa propor¢do muito menor do que, por exemplo, na cartilagem. S&o constituidos
essencialmente por sulfato de condroitina e acido hialurénico, e possuem uma proteina
central curta com algumas cadeias laterais de glicosaminoglicanos. A sua funcéo parece
estar associada com o controlo de agua no tecido 6sseo e com a regulacdo da formacéo
de fibras de colagénio, de uma forma que permita posteriormente a mineralizacdo da
matriz (Young et al., 2006, Gartner e Hiatt, 2007; Junqueria e Carneiro, 2008; Waldron,
2009; Curate, 2010; Gongalves e Bairros, 2010; Mescher, 2010).

O célcio e fosforo existentes no 0sso apresentam-se sobretudo na forma de cristais
de hidroxiapatite [Caio (PO4)s (OH),]. Estes cristais tém aproximadamente 40 nm de
comprimento, por 1,5 a 3 nm de espessura depositados regularmente de 60 em 60 nm ao
longo da fibra de colagénio. Em redor de cada cristal de hidroxiapatite existe um
revestimento aquoso, a concha de hidratacdo, que facilita a troca de iGes entre os cristais
e o fluido extracelular. Contudo, cerca de 20% da componente mineral permanece no
estado amorfo e a fungdo desta estrutura parece estar associada a homeostase do calcio
no organismo (Mays, 1998; Jee, 2001; Walsh et al., 2003; Young et al., 2006; Gartner e
Hiatt, 2007; Junqueria e Carneiro, 2008; Waldron, 2009; Curate, 2010; Goncalves e
Bairros, 2010; Mescher, 2010; Ross e Pawlina, 2011).

A organizacdo microscopica da matriz extracelular do tecido dsseo permite
identificar dois tipos de 0sso, 0 0sso primario ou fibroso e o 0sso secundario ou lamelar.
O tecido 6sseo fibroso, pode ser considerado como um tipo de osso “desorganizado” e
encontra-se presente especialmente no desenvolvimento embrionario, sendo este a
primeira forma de osso presente. E gradativamente substituido por osso lamelar e a sua
frequéncia é também notada nas zonas de metafise ao longo dos processos de maturagédo
esquelética. A sua presenca em individuos adultos é relativamente pouco frequente, no

entanto pode ser registada em determinados locais, como nas regides proximas as
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suturas cranianas, nos alvéolos dentérios, e em alguns pontos de insercdo de tend@es.
Deve referir-se que a presenca deste tipo de 0sso esta também associada a patologias,
nomeadamente ao nivel da reparacdo de fracturas Osseas e ainda no caso de algumas
neoplasias e reacgdes inflamatdrias (Van Wynsberghe et al., 1995; Walsh et al., 2003;
Gartner e Hiatt, 2007; Matos, 2007; Curate, 2010; Gongalves e Bairros, 2010). Este tipo
de tecido é principalmente caracterizado por uma distribuicéo irregular das fibras de
colagénio, uma dispersdo aleatoria das células dsseas, uma quantidade inferior de
minerais, e ainda pelo facto de a sua formacdo se dar a uma velocidade
consideravelmente superior a verificada no osso lamelar (Walsh et al., 2003; Junqueira
e Carneiro, 2008; Waldron, 2009; Gongalves e Bairros, 2010; Mescher, 2010; Ross e
Pawlina, 2011).

O tecido lamelar é predominante nos adultos, pode ser encontrado em véarias zonas
funcionais e estruturais sendo portador de uma grande organizacdo e densidade (Walsh
et al., 2003; Yong et al., 2006; White et al, 2012). Uma das principais caracteristicas
deste tipo de tecido reside nas suas fibras de colagénio, que se encontram altamente
organizadas, dispondo-se em lamelas de 3 a 7 um de espessura, que se conciliam
paralelamente umas as outras em camadas concéntricas (Van Wynsberghe et al., 1995;
Junqueira e Carneiro, 2008; Curate, 2010; Gongalves e Bairros, 2010).

Este arranjo, em camadas dispostas em torno do canal central formando uma
estrutura concéntrica, € designado por sistema de Havers ou ostednio. Estas subunidades
tém uma configuracdo de cilindro longo, apresentando por vezes uma bifurcacdo. Cada
um destes elementos é constituido por 4 a 20 lamelas dsseas, dispostas entdo de forma
concéntrica em redor de um canal vascular central de trajecto longitudinal, paralelo ao
eixo do o0sso. O limite exterior de cada ostednio é marcado por uma fina linha onde a
matriz mineralizada é mais pobre em fibras colagénicas, a linha cimentante (Ortner e
Turner-Walker, 2003; Junqueira e Carneiro, 2008; Yong et al., 2006; Goncalves e
Bairros, 2010; Ross e Pawlina, 2011; White et al., 2012).

A este nivel convém referir que nos estadios iniciais de vida sdo formados o0s
ostednios primarios, que ao longo do desenvolvimento vdo sendo substituidos por
ostednios secundarios devido ao processo de remodelacdo, ja que neste caso se observa
uma reabsorcdo 0ssea seguida de nova deposicdo de tecido. Os ostednios secundarios

resultantes sdo entdo, o que se entende comummente pelos sistemas de Havers. Para
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além do tamanho e da existéncia da linha cimentante, toda a configuracdo morfoldgica
dos ostednios secundarios permite uma rapida distincdo. Entre cada uma destas
estruturas, situadas em zonas angulares, existem restos de sistemas de Havers pre-
existentes, as lamelas intersticiais, que foram alvo de eroséo pela acgéo dos osteoclastos
no processo de remodelacdo, ndo observaveis nos ostednios priméarios (Abou-Arab et
al., 1995; Waldron, 2009; Gongalves e Bairros, 2010; Gosman e Stout, 2010; White et
al., 2012).

No centro de cada sistema existe um canal que contém vasos sanguineos e algumas
células nervosas, o canal de Havers. Esta estrutura comunica com os seus homologos,
com a cavidade medular e com a superficie externa através de um conjunto de canais
obliquos, os canais de Volkman. Estes canais acolhem no seu interior vasos sanguineos,
que se destinam sobretudo a nutricdo e manutencdo dos canais de Havers. Ao oposto
destes, os canais de Volkman ndo se encontram cingidos por lamelas concéntricas (Jee,
2001; Walsh, et al., 2003; Yong et al., 2006; Junqueira e Carneiro, 2008; Goncalves e
Bairros, 2010; Mescher, 2010; Ross e Pawlina, 2011).

Em dltima analise, esta organizacdo lamelar do 0sso compacto, bem como a
elevada organizagdo na distribuigdo das lacunas e respectivos canaliculos relativamente
aos canais de Havers e de VVolkman, representam o acordo bioldgico entre a firmeza e a
resisténcia do tecido 0sseo. Toda esta estrutura é mantida para garantir o vital
funcionamento da componente celular, mesmo estando esta aprisionada por uma matriz

altamente mineralizada (Gongalves e Bairros, 2010).

2.1.2.3. Remodelacgao dssea

O osso € um tecido fisiologicamente dinamico, cujas funcdes, ja referidas,
consistem em fornecer um sistema de suporte para actividade muscular, proteger
fisicamente Orgdos e tecidos funcionando ainda como um reservatorio mineral
homeostatico. A estrutura que resulta de todas estas interaccdes, o esqueleto, é
altamente influenciada por principios mecanicos ao nivel da sua arquitectura. O tecido
0sseo chega mesmo a atingir, estruturalmente, propriedades paradoxais, uma vez que,

por um lado necessita de ser altamente rigido e resistente, porém a sua elasticidade,
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flexibilidade e leveza s&o fulcrais para que consiga cumprir na perfeicdo todas as suas
funcGes. Embora o esqueleto seja resultado de uma adaptacéo evolutiva, deve ser notado
que este tem a capacidade de se adaptar dependendo das alteracdes que se verificam nas
actividades diarias (Goldstein, 1987; Cullinane e Einhorn, 2002; Seeman, 2008).

A primeira descricdo formal da relagdo dindmica entre a estrutura e a funcéo do
0sso0, face a carga mecanica que suporta, data do século XIX, e é desde entdo conhecida
como a Lei de Wolff, que preconize o seguinte, “every change in the form and function
of bone or of their function alone is followed by certain definite changes in their
internal architecture, and equally definite alteration in their external conformation in
accordance with mathematical laws” (Frost, 1998b: 282).

A lei de Wolff tornou-se largamente aceite pela comunidade cientifica e a sua
premissa tornou-se no principio basico da regulacdo dssea. Contudo, esta lei baseia-se
principalmente em modelos matematicos que tentam expressar a biologia 6ssea, 0 que
em certa medida pode ser redutor. Mais recentemente, o paradigma que diz que a
estrutura optimiza a forca do proprio 0sso, e que as alteracdes estruturais sdo levadas a
cabo pelas células 6sseas como resposta a um estimulo externo, tem vindo a sofrer
algumas modificacGes (Goldstein, 1987; Forwood e Turner 1995; Frost, 1996; Martin,
2000; Cullinane e Einhorn, 2002; Seeman, 2008; Stout e Crowder, 2012).

Um dos principais nomes associados a revisdo da Lei de Wolff é o ortopedista
Harold Frost, que conceptualizou de uma outra forma os mecanismos que controlam a
massa Ossea. Para 0 autor, a estrutura do 0sso encontra-se sob o controlo de um sistema
biomecéanico, designado por mecanostato. Este ira controlar, em ultima andlise, a
modelacdo do 0sso e, por sua vez, controlara também a sua organizacao espacial, a sua
capacidade de carga e a sua eficiéncia na dissipacdo de forcas. A hipotese do
mecanostato preconiza o seguinte, a nascenca muitas das caracteristicas da arquitectura
esquelética e os mecanismos bioldgicos responsaveis pela sua alteracdo, ja existem, na
forma de “condicGes base”. Depois do nascimento, estas condi¢des adaptam o esqueleto
aos constrangimentos mecanicos, e por sua vez o esqueleto responde, utilizando
elementos celulares como os osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos e condroblastos
(Frost, 1996; Frost, 1998a; Frost, 1998b; Frost, 2000; Jee, 2001; Frost, 2003; Curate,
2010; Gosman e Stout, 2010; Stout e Crowder, 2012).
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Ainda na linha de pensamento dos autores, este sistema funciona como tantos
outros no organismo, por um circulo de feedback, ou seja, um eventual dano na
integridade mecanica do 0sso, produzido por um qualquer motivo, aumenta a pressao
exercida sobre esse mesmo 0sso. Como resposta surge a formacdo Ossea, ou a
diminuicdo da reabsorcdo a este nivel. Este mecanismo permite que 0s 0sso0s se adaptem
voluntariamente as constricdes mecanicas, de forma a impedir que durante a vida o
individuo fique desprotegido face a algum episodio de fractura. Assim, pode-se
extrapolar e pensar que, se 0 0sso ndo for alvo de nenhum tipo de constrangimento
biomecéanico, 0 que acontece, por exemplo, no caso de individuos imobilizados, ira
constatar-se uma perda significativa de densidade dssea. Esta situacdo verifica-se de
facto, demonstrando a autenticidade do mecanostato. Embora de modo reverso, as
microfissuras registadas no 0sso que ocorrem durante a vida, estimulam a remodelacao
Ossea, logo propiciam uma espécie de auto-remodelacdo que permite a preservagao
Ossea.

Segundo Parfitt (2003), as estruturas celulares envolvidas neste mecanismo nao sao,
ainda, completamente conhecidas, porém os ostedcitos e as citoquinas parecem
desempenhar um papel relevante em todo o processo. Todavia, apesar de nédo se
conhecerem quais 0s mecanismos celulares subjacentes ao mecanostato, conhece-se
quase na integra, o aparato celular intrinseco a modelacdo e remodelacdo do 0sso,
processos que por sua vez, sdo essenciais a este sistema.

Deste modo, a incessante actividade Ossea acontece essencialmente através do
processo de remodelacdo Ossea, onde se verifica a remogdo de 0sso pelos osteoclastos,
seguida de uma deposicdo do mesmo assegurada pelos osteoblastos. A remodelacédo
Ossea € entdo garantida por um conjunto de estruturas anatomicas conhecidas como
basic multicellular unit (BMU). Um conjunto completamente desenvolvido de BMU
consiste num grupo de osteoclastos que formam o cone de corte, e na retaguarda segue-
se um grupo de osteoblastos que forma o cone de encerramento. Os locais de reabsorgéo
Ossea sdo relativamente pequenos, ndo excedendo os 50 um de profundidade, porém
num esqueleto humano adulto, no mesmo instante podem estar a actuar milhares de
BMU em simultaneo (Jee, 2001; Ortner e Tuner-Walker, 2003; Waldron, 2009; Gosman
e Stout, 2010; Stout e Crowder, 2012).
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Genericamente, o processo de remodelacdo 6ssea engloba trés fases, a activagao, a
reabsorcdo e a formagdo, muitas vezes denominadas por ARF?. A fase de activacio
comeca quando o osso € alvo de um constrangimento, como por exemplo, as
microfracturas. Em resposta a tal, as células do revestimento 0sseo retiram-se e
intumescem. Este processo expOe a fina camada de 0sso ndo mineralizado, o ostedide.
Neste momento, as células de revestimento, através de sinais quimicos, activaram ja os
percursores da linhagem osteoclastica, que sdo recrutados ao local onde se fundem,
formando células multinucleadas e perfeitamente diferenciadas, os osteoclastos. Segue-
se a reabsorcdo Ossea que é entdo realizada por estas células, através do uso de uma
combinacdo de &cido que dissolve a componente mineral, com enzimas proteoliticas que
se encarregam de degradar a matriz organica. A medida que a BMU viaja ao longo da
superficie em reabsorcao, novos osteoclastos estdo continuamente a ser activados, no
entanto, aqueles que ndo se encontram nesta frente activa, acabam por morrer. Numa
fase mais posterior, porém antes da fase de formacdo, os osteoclastos retiram-se para
serem substituidos por macrofagos. Estes vao suavizar o interior da cavidade de
reabsorcéo, através de uma camada de ligacdo que cimenta a deposicdo de 0SS0 novo a
esta superficie. Por fim, a fase de formacdo fica a cargo dos osteoblastos que foram ja
atraidos para a area reabsorvida, devido a libertacdo de factores de crescimento e
algumas outras substancias, produzidas pelos osteoclastos. Os osteoblastos segregam
camadas sucessivas de proteinas formadoras de 0sso, predominantemente colagénio do
tipo I, juntamente com osteocalcina. Num prazo médio de 150 dias, a cavidade de
reabsorcao ja se encontra totalmente preenchida e inicia-se a mineralizagdo do ostedide
mas apenas quando este atingir uma determinada espessura (Jee, 2001; Cultinane e
Einhorn, 2002; Ortner e Tuner-Walker, 2003; Steiniche e Hauge, 2003; Seeman, 2008;
Waldron, 2009; Curate, 2010; Gosman e Stout, 2010; Stout e Crowder, 2012).

Apesar de o processo se desenrolar de forma similar, tanto no osso trabecular como
no 0sso cortical, o produto final é ligeiramente distinto. No osso cortical, as BMU séo
observaveis histolomorfologicamente na forma de ostednios. Porém, é importante fazer
a distincdo entre aquilo que pode ser designado de ostednios primarios e ostednios
secundarios. Os primeiros, ndo sdo produtos dos processos de remodelacdo 0Ossea,

resultam da formacdo centripeta de osso lamelar em torno de um canal central, sem

% ARF - Acrénimo para as palavras em inglés activation, resorption e formation.
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precederem da sequéncia ARF que define a remodelagéo. Estas estruturas encontram-se
mais facilmente junto da superficie do endosteo, onde alguns espacos vazios Sao
preenchidos pelos osteoblastos durante a compactacdo trabecular (Ortner e Turner-
Walker, 2003; Waldron, 2009; Stout e Crowder, 2012).

No tecido cortical, as BMU como resultado do ciclo de remodelagéo, formam uma
estrutura cilindrica, designada de ostednio secundario. Devido ao facto de estas
estruturas se apresentarem extremamente bem definidas, em cortes transversais do
tecido 0sseo, a maioria dos estudos antropoldgicos escolhe o tecido cortical como zona
de exceléncia, para estudos histomorfométricos relacionados com a remodelacéo 6ssea
(Stout e Crowder, 2012).

2.2. Estimativa da idade a morte em Antropologia Forense

N&o ha provavelmente outro assunto que fascine tanto a mente do homem, como as
questBes relacionadas com a vida e a morte. Durante a vida, o envelhecimento é um
companheiro constante. Mesmo que ndo desejado, este acaba por ser a leve lembranca
da mortalidade certa e da sua iminéncia, que se sabe ser o destino final de quase todos
0s seres vivos. Por este motivo, a vida nunca pode ser separada do envelhecimento, sdo
entidades mutuas que se completam. Em ultima instancia, o envelhecimento é uma
ferramenta ao servico da morte que é sabido ser o facto mais irreversivel da biologia de
um individuo (Medina, 1996; Wickens, 1998).

Ainda de acordo com a opinido dos autores, devido ao facto de ser uma das
consequéncias mais inevitaveis da vida, ndo é dificil perder a nocdo de que o
envelhecimento € um processo bioldgico, enraizado nas leis da fisica e da quimica. A
tentativa de definir envelhecimento nem sempre é facil, uma vez que é uma condicao
sine qua non a vida humana. Além de ser experienciado por todos, o seu efeito é
conhecido e passivel de observagao nos individuos mais proximos. De todas as formas,
poderia tentar dizer-se que o envelhecimento € universal, inevitavel, gradual, e culmina
com o processo de morte (Bellamy, 1995; Medina, 1996; Wickens, 1998; Crews e
Bogin, 2010).
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Convém referir alguns problemas associados ao préprio léxico da palavra
envelhecimento, uma vez que o seu uso podera gerar eventualmente alguma confuséo.
No uso comum, envelhecer, significa simplesmente que 0s anos passam por um
determinado individuo e nada tem a ver com o envelhecimento a nivel bioldgico, este
segundo alguns autores, designa-se de “vigor em declinio”. E habitualmente aceite que
durante a fase de crescimento e desenvolvimento de um individuo, este ndo envelhece.
O vigor em declinio estd associado exclusivamente ao término dos processos de
maturacdo, sendo o individuo ja em adulto. Assim, uma crianca ou um adolescente nao
envelhece, no sentido bioldgico do termo. Por esta mesma razdo é preferivel utilizar o
termo senescéncia, para descrever os resultados do envelhecimento e do consequente
declinio que este causa no organismo (Wickens, 1998).

A idade determina entdo, muitos dos aspectos da vida de um individuo, desde o
parto até ao momento do fenecimento. As representacGes culturais da idade ndo sdo
parcas, existindo, por exemplo, uma idade que marca o inicio da vida adulta perante a
sociedade e perante o proprio individuo. A luz deste complexo cenério, é necessério
uma dose de cautela quando de insere a variavel idade nos estudos antropoldgicos,
todavia, este é um dos parametros por exceléncia de qualquer investigacao
antropoldgica, seja ela de contexto arqueolégico ou forense (Iscan, 1989; Cunha, 1996;
Cox e Mays, 2000; Camariere et al., 2009).

Como ja foi referido previamente, e tendo em consideracdo o nucleo do presente
trabalho, nos Gltimos dez anos o crescimento no numero de livros e artigos cientificos
na area da Antropologia Forense tem sido exponencial. Os antrop6logos tém vindo a
expandir a variedade de técnicas aplicadas para a determinacdo dos quatro parametros
basicos a analisar, quando se tenta definir a osteobiografia de um individuo. Porém, o
estabelecimento de um perfil com base nos restos esqueléticos é vital para as
interpretacfes antropoldgicas de um determinado acontecimento, sobretudo se este
estiver associado ao contexto forense. Os padrdes que emergem de uma boa anélise dos
restos 0sseos podem isolar, tanto factores biol6gicos como sociais, que permitam a
identificacdo do individuo padecido (Aykroyd, et al., 1997; Baccino et al., 1999; Ritz-
Timme, et al., 2000; Kemkes-Grottenthaler, 2001; Bethard, 2005; Littleton e Kinaston,

2008). A estimativa da idade a morte é por exceléncia um dos critérios a ser examinado,
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uma vez que conforme foi explanado, estd-lhe inerente uma forte componente social,
que torna a avaliacdo deste numa ardua tarefa.

O problema da estimativa da idade a morte em Antropologia Forense vai para além
desta questdo, sendo um dos parametros mais dificeis de analisar na reconstrucdo do
perfil do individuo em questdo. De resto, é passivel afirmar que ndo existe
empiricamente, nenhuma possibilidade de determinar a idade que um individuo tinha
aquando do seu padecimento, sem ter associada uma determinada margem de erro
(Konisberg et al., 2008; Anderson et al., 2009; Cattaneo, 2009; Cunha et al., 2009;
Faria et al., 2010; Ubelaker, 2010a; Garvin et al, 2012). Para perceber o porqué deste
quesito, os processos béasicos que estdo no suporte deste procedimento, devem ser
escrutinados. Comecando pelo proprio termo, estimativa, que se aplica perfeitamente
neste contexto, dado que a idade a morte € uma variavel continua, que pode
potencialmente tomar um valor entre, por exemplo, zero e cem anos. No caso do sexo,
ja que se trata de uma variavel discreta, pode-se usar o termo determinar, ou algum
semelhante, que reflicta a natureza categorizada desta variavel (Nawrocki, 2010).

Para além desta questdo, ha outra componente que introduz erro na estimativa da
idade a morte, o facto de existir uma desigualdade entre a idade observavel nos restos
esqueléticos e aquela que o individuo tinha na realidade, ou seja uma diferenca entre a
idade biologica e a idade cronologica (Iscan, 1989; Scheuer, 2002; Bethard, 2005;
Introna e Campobasso, 2006; Cunha e Antunes-Ferreira, 2008; Pickering e Bachman,
2009; Nawrocki, 2010; White et al., 2012).

Por definicdo, a idade biol6gica, morfolégica ou fisioldgica corresponde a idade
que é fornecida pelos elementos 0sseos estando dependente da singularidade de cada
esqueleto. Por sua vez, e em contraste, a idade cronologica diz respeito a idade
calendarizada, ou seja, € a medida em dias ou anos desde o nascimento de um individuo
até ao seu decesso.

Assim, os indicadores etarios que se observam nos remanescentes esqueléticos sdo
0 resultado de uma continua adaptacdo do tecido 6sseo ao stresse biomecanico, como
preconiza a ja referida hipdtese do mecanostato. Esta questdo faz com que em ultima
analise, os indicadores etarios no esqueleto se alterem ao longo da vida do individuo,
verificando-se principalmente uma modelacdo do esqueleto de tal forma, que este se

torna unico perante todos os outros, inclusive com aqueles que partilham a mesma idade
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cronoldgica (Cox e Mays, 2000; Buckberry e Chamberlain, 2002; Frost, 2003; Curate,
2010; Franklin, 2010; Nawrocki, 2010; White et al., 2012).

Seguindo esta linha de pensamento, e apesar do referido, a idade bioldgica
apresenta na verdade uma correlacdo com a idade cronoldgica, ndo apresentando no
entanto, uma relagdo directa. Mais que isto, esta relacdo é variavel ao longo da histéria
de vida de um individuo. Note-se que a medida que o tempo decorre, as alteracdes
biolégicas e biomecanicas no esqueleto vdo-se, de certa forma, acumulando, nao
necessariamente com uma configuracdo linear ou regular. Isto para dizer que, a
estimativa da idade em individuos mais jovens serd sempre mais fidvel do que a
estimativa da idade em individuos mais velhos (Buckberry e Chamberlain, 2002;
Kemkes-Grottenthaler, 2002; Bethard, 2005; Jangjetriew et al., 2007; Rdésing et al.,
2007; Franklin, 2010).

Um dos primeiros passos aquando da avaliacdo deste parametro é efectuar uma
primeira divisdo em dois grandes grupos, adultos e ndo adultos, uma vez que, a
apreciacdo da idade nos ndo adultos é substancialmente mais fidedigna e taxativamente
mais facil de analisar do que a dos adultos (Iscan, 1989; Mays, 1998; Zambrano, 2000;
Brown, 2009; Cunha et al., 2009). Tendo em consideracdo o que foi aludido, o
esqueleto de um recém-nascido ou de uma crianga ndo sofreu ainda a constri¢do
biomecanica verificada nos adultos. Logo, €é possivel afirmar que apesar da
singularidade garantida pela genética, esqueletos mais jovens terdo a partida mais
elementos em comum do que esqueletos que ja sofreram a accdo de varios factores
intrinsecos e extrinsecos (Buckberry e Chamberlain, 2002; Franklin, 2010; Koester et
al., 2011; Martins et al., 2012).

Outra questdo a ter em consideracdo, é o facto de os indicadores observados nos
ndo adultos estarem associados aos processos de desenvolvimento e crescimento. Nos
individuos mais velhos estes prendem-se com alteragdes resultantes da natural
senescéncia do organismo ao nivel esquelético. Seguindo este raciocinio, 0s indicadores
esqueléticos de desenvolvimento e crescimento além de serem em maior ndmero,
apresentam uma distribuicdo mais linear, intra e inter individuo, fazendo com que a
correlagéo entre a idade bioldgica seja mais elevada em individuos mais jovens e va

diminuindo a medida que estes vao envelhecendo (Marrafa, 1992; Santos, 1995;
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Schmitt et al, 2002; Berg, 2008; Cunha e Antunes-Ferreira, 2008; Brown, 2009;
Manolagas e Parfitt, 2010; Martins et al., 2012).

Uma vez que o cerne do presente projecto se prende com a estimativa da idade a
morte em individuos adultos, ndo se achou pertinente explanar em detalhe quais 0s
métodos utilizados para estimar a idade de individuos ndo adultos. Contudo, deve ficar
bem claro, o porqué de tal tarefa ser taxativamente mais facil nestes individuos. A
relacdo entre a idade cronologica e a idade bioldgica de individuos mais velhos é mais
imprecisa do que a de individuos mais novos, porque além de existirem empiricamente
menos marcadores representativos da senescéncia 0ssea, a sua variabilidade é muito
superior (Grynpas, 1993; Cox e Mays, 2000; Buckberry e Chamberlain, 2002; Rdsing et
al., 2007; Franklin, 2010; Langley-Shirley e Jantz, 2010).

2.2.1. Métodos morfoldgicos para a estimativa da idade em adultos

Em primeiro lugar, convém referir que para Crews e Bogin (2010), um “adulto
humano” ¢ um individuo que se encontra na fase reprodutiva, com um intervalo de
idades compreendido entre 0s 20 e os 50 anos. Como se ira demonstrar, esta divisdo no
que a Antropologia Forense concerne, ndo € de todo tdo linear, porém é importante
atender a nocdo de envelhecimento e as implicacdes deste. Os autores mencionam que 0
periodo previamente referido, diz respeito a época da vida onde os seres humanos
atingem o seu pico de salde e bem-estar, ja que as suas capacidades fisiologicas
comecam a entrar em declinio aproximadamente em torno dos 50 anos. A nocao de que
a maioria destes individuos vive em “modern, culturally constructed niches” (Crews,
2007: 367), faz com que estes consigam reter as capacidades somaticas necessarias para
sobrevier até as 8 décadas de vida, ou por vezes mais. Curiosamente, outros individuos
em idades precoces, encontram-se em risco devido a processos degenerativos como
resultado de uma conjugacdo de factores intrinsecos, estilo de vida e o préprio meio
envolvente.

Esta abordagem mostra como se torna dificil tentar estimar a idade de um individuo
adulto, isto porque, além da grande variabilidade que existe, na maioria dos casos o

antropdlogo forense lida com restos esqueletizados. Em boa verdade, estes elementos
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apesar de terem um grande valor informativo, perderam ja muitos elementos que
tornariam esta tarefa menos ardua.

Apesar de todas as condicionantes, e de alguns autores referirem este parametro
como uma das tarefas mais dificeis que o antropdlogo (Cattaneo, 2009) tem de realizar,
e quicéa aquela que mais controvérsia ja gerou (Littleton e Kinaston, 2008), a avalia¢do
deste critério € essencial para todo o processo de identificacdo. Torna-se vital para fins
policiais e juridicos, no entanto, existe todo um conjunto de questBes relacionadas com
contendas economicas e financeiras, factores como o préprio rito funerario. E em ultima
instancia, a viabilidade psicoldgica das pessoas, que involuntariamente se véem perante
tal situacdo, extremamente dolorosa, uma vez que o processo de luto é feito sem algo
“para chorar sobre” (Baccino e Schmitt, 2006: 260).

De acordo com varios autores, a maioria dos processos de estimativa da idade a
morte em adultos, reside na observacdo de determinadas caracteristicas cuja ac¢do do
tempo tenha marcado de uma forma especifica (Baccino et al., 1999; Ritz-Timme,
2000; Ubelaker, 2005; Baccino e Schmitt, 2006; Cattaneo, 2009; Cunha et al., 2009).
Deve ter-se em consideracdo que, para se estimar a idade é necessario ponderar quais 0s
elementos 0Osseos disponiveis para analise (Cunha et al., 2009; Franklin, 2010).
Determinadas pecas Osseas Sd0 mais descriminantes que outras, mas podem
eventualmente ndo estar disponiveis, dai que sejam desenvolvidos varios métodos em
diferentes tipos de 0ssos, para tentar ultrapassar esta problematica (Cunha et al., 2009,
Rougé-Maillart et al., 2009).

Assim, serdo apresentadas de forma genérica, as zonas anatomicas mais
preponderantes para a estimativa da idade a morte, e consequentemente 0os métodos que
Ihes estdo associados. Devido a grande pandplia de métodos desenvolvidos, apenas
serdo apresentados aqueles que, segundo Garvin e Passalacqua (2012) s&o os mais
utilizados pelos investigadores, em combinacdo com alguns outros, que pelo seu
destaque e relevancia, ou pelo facto de por exemplo, terem sido desenvolvidos em
amostras portuguesas, se demonstrem essenciais para a presente abordagem.

O crénio é um dos elementos usados na estimativa da idade a morte, especialmente
ao nivel das suturas cranianas e dos dentes. A maioria dos 0ssos do cranio encontra-se
individualizada e em conexdo através de articulagcdes imdveis, designadas de suturas
cranianas (Ubelaker, 1996; Cox e Mays, 2000; Mays, 1998; Santos, 2005; White et al.,

33



| O escrutinio 6sseo

2012). Nos adultos @ medida que a idade avanga, as suturas tendem a obliterar, sendo
este mesmo encerramento analisado para estabelecer uma relacdo com a idade
cronoldgica do individuo. Todd e Lyon (1924, 1925), foram dos primeiros a
desenvolver métodos para relacionar a idade com a obliteracdo das suturas cranianas,
seguiu-se-lhes McKern e Stewart (1957); Meindl e Lovejoy (1985); Masset (1989) e
mais recentemente Nawrocki (1998). Ao que tudo indica, a metodologia mais empregue
pelos investigadores é a desenvolvida por Meindl et al (1985). Porém, na préatica diaria
0 uso da obliteracdo das suturas € um dos métodos menos utilizados (Garvin e
Passalacqua, 2012). Esta questdo pode estar relacionada com o facto de existirem varios
autores, que preconizam que este sé deve ser utilizado como auxiliar, em conjunto com
outros procedimentos, ou quando ndo existir virtualmente nenhuma outra alternativa
para estimar a idade (Mays, 1998; Schmitt, 2008; Bethard, 2005; Klepinger, 2006;
Scheuer e Black, 2007; Purves et al., 2011).

Ao nivel dos dentes, € pertinente referir que ndo existe uma grande variedade de
metodologias morfologicas para estimar idade de adultos, todavia a avaliacdo do
desgaste dentario é uma das aplicacdes mais usadas para este fim. Estas ndo sdo
abordagens morfolégicas no sentido estrito do termo, mas sim maioritariamente
métricas. Optou-se por explanar brevemente o método desenvolvido por Lamendin et
al. (1992), que é amplamente usado por varios profissionais, e ainda o método de
Camariere et al. (2009), relevante pelo facto de ter sido testado em amostras
portuguesas. Desde a sua erup¢do na cavidade oral, os tecidos dentérios estdo sujeitos a
um lento processo de envelhecimento, a perda destes durante a vida do individuo é
conhecida por desgaste dentario. O grau de desgaste depende, sem qualquer diavida, do
tempo de utilizacdo das pecas dentarias, por este motivo encontra-se de certa forma
relacionado com a idade do individuo. No entanto, existem poucos estudos elaborados
em amostras com idades conhecidas, tornando dificil observar a relagdo entre o desgaste
e a idade (Buikstra e Ubelaker, 1994; Ubelaker, 1996; Mays, 1998; Hillson, 2000;
Wasterlain, 2006). A maioria dos métodos para estimativa da idade, com base no
degaste das pecas dentarias, consiste num exame incompto do padrdo em que o desgaste
se procedeu (Kim et al., 2000).

A metodologia desenhada por Lamendin et al. (1992) foi desenvolvida a partir de

uma amostra Europeia, de origem francesa. A idade é estimada a partir das medigdes da
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transparéncia radicular e da periodontose (distancia entre a coroa dentéria e a zona de
ligacdo do tecido periodontal) de dentes monoradiculares. Uma desvantagem do
presente método, prende-se com o facto de a sua utilizacdo ser contra-indicada para
individuos com idades inferiores a 40 anos e superiores a 80 anos, j& que 0 erro
associado pode enviesar os resultados (Bethard, 2005; Baccino e Schmitt, 2006;
Klepinger, 2006; Beach, et al., 2010; White et al., 2012). Por fim, o0 método concebido
por Cameriere e colaboradores (2004), e mais tarde testado em contexto portugués
(Camariere et al., 2009), analisa atraves de imagiologia, a razdo entre a area da cavidade
pulpar e a &rea total do dente, determinando qual a sua relacdo com a idade que o
individuo tinha aquando do seu fenecimento.

Como ja indicado, a estimativa da idade em adultos ao nivel morfoldgico é
elaborada com base no grau de degeneracdo de determinadas articulaces, uma delas é
efectuada ao nivel das costelas. Segundo Garvin e Passalacqua (2012), o procedimento
desenvolvido por Iscan et al., (1984) e actualizado por Iscan e Loth (1986) é o mais
utilizado. Este, avalia o perfil da articulacdo osteocondral da costela, tanto ao nivel da
profundidade como do contorno das suas margens. As alteracfes sdo registadas em oito
fases quando previamente comparadas com moldes tipo. Utiliza-se preferencialmente a
quarta costela, o que no caso de restos mal preservados pode constituir um problema
(Krogman e Iscan 1986; Iscan, 1989; Ubelaker, 1996; Mays, 1998; Cox e Mays, 2000;
Baccino e Schmitt, 2006; Keplinger, 2006; Scheuer e Black, 2007; Cattaneo, 2009;
Franklin, 2010; White et al., 2012). Mais recentemente, 0 método construido por Iscan e
Loth (1986) foi testado por Dedouit e colaboradores (2008) com uma abordagem um
pouco diferente e os resultados pareceram ser favoraveis.

Outro osso com grande relevancia para a estimativa da idade a morte, bem como
para a determinacdo de outros parametros, nomeadamente o sexo, € 0 0sso coxal. A este
nivel observam-se, principalmente, duas zonas articulares, a superficie auricular e a
sinfise pubica.

Um dos primeiros métodos desenvolvidos para estimar a idade, a partir da
metamorfose da superficie auricular, foi levado a cabo por Lovejoy e colaboradores
(1985). A anélise consiste em observar a senescéncia ao nivel do apex e verificar
factores como a granulosidade, a densidade e a micro ou macro porosidade. Apds o

exame, com 0 apoio de imagens padrao, a superficie € classificada em uma das 8 fases
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existentes, que correspondem a uma idade média (Murray e Murray, 1991; Buikstra e
Ubelaker, 1994; Ubelaker, 1996; Bacciono et al., 1999; Cox e Mays, 2000; Cattaneo,
2009; White et al, 2012). Mais recentemente, Buckberry e Chamberlain (2002),
procederam a uma revisdo do método de Lovejoy e colaboradores (1985) de modo a
tornarem a sua aplicacdo mais facil e mais intuitiva, e sobretudo com o intuito de
eliminar o erro inter e intra observador encontrado. Mulhern e Jones (2004) e Hens e
Belcastro (2012) testaram os dois métodos, e demonstram que ambos tém vantagens e
desvantagens. Por este mesmo motivo, os autores afirmam que a utilizacdo destas
metodologias deve ser feita apenas em determinadas circunstancias, desaconselhando a
sua aplicagdo como indicadores isolados.

Ainda ao nivel do osso coxal, mais especificamente na zona de articulacdo entre o0s
dois 0ssos, ou seja na sinfise pubica, foram ao longo do tempo desenvolvidos vérios
métodos, que relacionam a morfologia desta zona com a idade que o individuo tinha
aquando da sua morte. O aspecto da zona da sinfise pubica, quando o individuo é
jovem, possui uma certa quantidade de sulcos dando um aspecto estriado como que se
de ondas se tratasse. A medida que o individuo envelhece, as rugosidades comecam a
desaparecer e a superficie comeca a tornar-se plana e uniforme, as margens comecam a
ficar delineadas por uma espécie de crista 0ssea, verificando-se um desgaste ao nivel da
zona central (Meindl et al., 1985; Ubelaker, 1994; Santos, 1995; Ubelaker, 1996;
Baccino et al., 1999; Baccino e Schmitt, 2006; Cattaneo, 2009; Franklin, 2010; White et
al, 2012).

O primeiro a delinear um método que relacionasse a senescéncia desta zona com a
idade a morte foi Tood (1920). A aplicacdo consistia em atribuir uma de dez fases, com
base em representacdes graficas e nas descricbes destas. A metodologia permaneceu
intacta até ser revista por Brooks (1955), que afirmou uma falha nesta, dizendo que
havia uma tendéncia de sobrestimar, principalmente, em idades mais avancadas. O
préximo desenvolvimento ficou a cargo de McKern e Stewart (1957), que de certa
forma simplificaram o método observando apenas trés componentes, contudo a amostra
dos autores era exclusivamente masculina, o que causaria um problema na estimativa de
individuos do sexo feminino.

A metodologia seguinte foi delineada por Suchey e Brooks (1990) e é de resto,

segundo Garvin e Passalacqua (2012), o método por exceléncia usado na pratica diaria
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de vérios antropdlogos. A utilizacdo deste procedimento é de uso simples, devido a
disponibilizacdo de moldes e fotografias padréo, tendo também uma forte componente
descritiva. Porém, esta sujeita a um viés devido a subjectividade do observador, sendo o
intervalo de idades por vezes demasiado amplo. Ultimamente, estudos como os de
Pasquier e colegas (1999), de Hartnett (2010) e de Martins e colaboradores (2012), tém
vindo a melhorar a aplicacdo da sinfise pubica para estimar a idade com base nos restos
esqueléticos. Ao que tudo indica, esta € a regido anatomica que os profissionais
preferem, quando na sua pratica diaria, se véem confrontados com a necessidade de
estimar a idade de um individuo padecido (Garvin e Passalacqua, 2012).

Por fim, convém referir que, segundo alguns autores como Baccino e colaboradores
(1999), Cox e Mays (2000) e Cattaneo (2009), a op¢do mais correcta quando se tenta
estimar a idade a morte é optar por uma abordagem multivariada. Uma vez que o cerne
do presente trabalho ndo se prende com esta questdo, dar-se-a4 apenas um exemplo, que
devido a sua preponderancia, se achou pertinente ver aqui referido. O “two-step
procedure” (TSP) foi desenvolvido por varios autores (Baccino e Zerilli, 1997; Baccino
et al., 1991), e é apresentado como sendo um método vantajoso e com uma boa relacdo
entre fiabilidade e simplicidade. De uma forma genérica, 0 método combina 0 modelo
de Suchey-Brooks, com o método de Lamendin®.

Apesar da grande variabilidade de métodos apresentados, e de muitos outros que
tém vindo a ser desenvolvidos, segundo Saunders e colaboradores (1992), ndo héa
nenhum indicador esquelético de idade a morte que reflicta eficazmente todos os

factores que influenciam a idade cronoldgica.

2.2.2. A microscopia na estimativa da idade de individuos adultos

Na opinido de Rosing e colaboradores (2007), os métodos de estimativa da idade a
morte podem ser divididos em duas categorias, aqueles que sdo simples mas pouco
exactos, e aqueles que sdo mais complexos, mas cujos resultados apresentam taxas de

fiabilidade muito mais aceitaveis. Nestes ultimos, os autores incluem a determinacéo da

* Devido as nuances da combinacdo dos dois métodos, o TSP ndo foi aqui explicado em pormenor,
contudo este encontra-se detalhadamente descrito em Baccino e Schmitt (2006).
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idade com base na racemizacdo do &cido aspartico, histologia dentéria e dOssea, e a
contagem de camadas de crescimento do cemento dentario. Deve-se ter em mente que,
os métodos definidos como “simples” devem ser usados, principalmente, numa primeira
fase da analise, enquanto os métodos mais “avangados” devem constituir uma fase mais
tardia da investigacéo.

Como a questdo principal do presente projecto se prende com a analise histoldgica
para estimar a idade a morte, de material osteoldgico, iréa ser estabelecido sumariamente
0 estado da arte deste tipo de exame, neste contexto particular.

A histomorfometria 6ssea tem vindo a ser usada para auxiliar os profissionais na
estimativa da idade a morte, mostrando a sua relevancia, por exemplo, em situacdes
onde os restos humanos se encontram num grau elevado de fragmentacdo, ou tenham
sido também atingidos pela accdo do fogo (Singh e Gunberg, 1970; Cattaneo et al.,
1999; Mays, 1998; Cattaneo et al., 2009). A aplicacdo das caracteristicas microscopicas
do osso para estimar este parametro, foi notada por Balthazard no inicio do século XX,
aquando da sua publicacdo sobre a correlacdo observada entre a idade de um individuo e
0 didametro médio dos ostednios, neste caso particular, ao nivel da diafise da tibia.
Contudo, 50 anos passaram até que o valor da histologia neste contexto fosse totalmente
reconhecido (Wallin et al., 1994; Robling e Stout, 2008; Crowder, 2011).

A introducdo do primeiro método histoldgico para apreciacdo da idade a morte foi
desenvolvido por Kerley (1965). O autor observou na sua pesquisa a quantidade
absoluta de ostednios secundarios, intactos e fragmentados; a percentagem de 0sso
lamelar circunferencial e o nimero de canais ndo Haversianos, em fémures, tibias e
fibulas de individuos de ambos os sexos (Crowder e Pfeiffer, 2010; Crowder, 2011;
Pfeiffer e Pinto, 2012; Streeter, 2012).

Desde a introducdo do método de Kerley (1965), muitos outros se seguiram,
nomeadamente uma revisdo do mesmo por Kerley e Ubelaker (1978). Todavia, autores
mais cépticos como Crowder e Pfeiffer (2010) admitem que a fiabilidade da analise
quantitativa da histologia 6ssea ainda ndo estd completamente demonstrada. Apesar da
corrente defendida pelos autores ser legitima, ao longo do tempo, tém vindo a ser
realizados inameros estudos utilizando diferentes ossos e diferentes componentes

histoldgicos.
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Na opinido de White e colaboradores. (2012), anélises como as de Bouvier e
Ubelaker (1977), Simmons (1985), Ericksen (1991), Alciati e colaboradores (1994)
entre outros, mostram como uma abordagem histoldgica pode trazer vantagens para a
estimativa da idade & morte, sobretudo em determinados contextos, como o0 de 0SSo0S
cremados. O autor salienta também, o facto de os métodos microscopicos serem
evasivos e implicarem a destruicdo do 0sso, 0 que torna em muitas situacdes impossivel
realizar tal processo. Contudo, na opinido de Purves e colaboradores (2011), a recolha
de material osteoldgico para a analise genética é também um processo destrutivo, mas
amplamente realizado pela maioria dos profissionais.

Outra das desvantagens apontadas a aplicacdo da histomorfometria déssea ao
presente contexto prende-se, segundo Ubelaker, (1996), Robling e Stout (2008) e
Crowder (2011), com o facto de o desenvolvimento e a interpretacdo dos métodos
carecerem de um extensivo e profundo conhecimento da microanatomia e da fisiologia
do tecido 6sseo.

Assim, € peremptdrio que se faca uma breve alusdo as principais caracteristicas
analisadas, quando se aplica a histomorfometria 6ssea na estimativa idade de um
individuo. Quanto a terminologia utilizada, Parfitt e colaboradores (1987), procederam a
estandardizacdo da nomenclatura a utilizar. Ressalva-se o facto de esta se encontrar em
lingua inglesa. Como ja foi mencionado, a histomorfometria quantifica uma
determinada microestrutura, logo dimensfes como, perimetros e areas de alguns
componentes dsseos, sio vulgarmente utilizadas pelos investigadores. E importante
referir sim, determinadas componentes que, ndo sdo de defini¢do, tdo intuitivas quanto
estas.

Os canais ndo Haversianos (figura 2.1) sdo uma destas estruturas, a sua formacao
ocorre durante os processos de remodelacdo, quando alguns vasos sanguineos presentes
no periésteo se incorporam nas lamelas circunferenciais produzindo no cértex um
conjunto de canais vasculares primarios, designados de canais ndo Haversianos
(Lynnerup et al., 2006; Maat et al., 2006a; Robling e Stout, 2008). A densidade
populacional de osteénios (OPD*) é formada pela densidade de osteénios intactos
(ndmero de sistemas de Havers completos, ndo remodelados) e a densidade de osteonios

fragmentados (numero de sistemas de Havers fragmentados, correspondentes aos

*OPD - Oteon populstion density
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segmentos de ostednios com linha cimentante, mas sem o canal de Havers) (lwaniec et
al., 1998; Crowder e Rosella, 2007; Kim et al., 2007; Martrille et al., 2009; Streeter,
2010). De uma forma sumaria, estas sdo as principais medi¢des que se fazem ao nivel
da histologia 6ssea. No entanto, existem outras como a percentagem de 0ss0 nédo
remodelado, mas que de uma forma ou de outra implicam o conhecimento das estruturas
e das medicOes previamente referidas.

Outra estrutura a salientar sdo os ostednios do tipo 2 (figura 1.1), que ao que tudo

Figura 2.1. Alguns componentes principais usados para a estimativa da
idade a morte com base na histomorfometria dssea: (1) ostednio completo;
(2) osteonio do tipo 2; (3) fragmento de ostednio; (4) baia de reabsorg¢éo; (5)
canal ndo Haversiano; (6) osso lamelar circunferencial e (x) tipo de ostednio
que ndo pode ser descrito sem um campo de visualizagdo mais alargado.
(Adaptado de Erickson, 1991: 174).

indica, sdo o resultado de um episddio de reabsorcdo ao longo de um trecho limitado de
um canal de Havers, pertencente a um ostednio maduro. O novo evento de reabsorcao
acontece num espaco relativamente pequeno e é eventualmente envolvido por uma linha
de cemento que € repleta com novas lamelas, formando como que um ostednio dentro
de um osteonio.

Importa ainda referir, os espagos ou baias de reabsorcdo (figura 2.1) que
correspondem ao primeiro passo na formacgdo de um sistema de Havers. A sua funcéo é
destruir osso j& formado, para dar lugar a deposic¢éo de 0sso novo.

Convem ainda constatar que, a avaliacdo de caracteristicas como a espessura,
volume, peso e densidade corticais (Thompson, 1980 Cho et al., 2002; Cho et al.,

2006), apesar de na pratica assentarem nos mesmos pilares da andlise
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histomorfométrica, ndo sdo, segundo Robling e Stout (2008) uma pratica histoldgica na
totalidade.

Devido a vasta quantidade de métodos desenvolvidos e face a grande variabilidade
de estruturas analisadas quer a nivel histomorfoldgico, quer tendo em consideracdo o
tipo de osso utilizado, optou-se por seguir a estrutura apresentada por Robling e Stout
(2008). Apresenta-se assim, um compéndio que sumariza 0s principais metodos, a
configuracdo da amostra, os locais anatdmicos de recolha desta, as estruturas
microscopicas analisadas e ainda um pequeno comentario feito pelos autores dos
préprios métodos e ainda por Robling e Stout (2008)°.

Independentemente desta questdo julga-se necessario, que alguns métodos devido a
sua relevancia para o presente estudo, ou ainda devido a sua recente divulgacdo, devam
aqui ser abordados de forma mais exaustiva. Comeca-se por referir um estudo elaborado
por Henning e Cooper (2011), que observa o erro associado a uma grande pandplia de
métodos histoldgicos para a estimativa da idade, fazendo uma reviséo sistemética dos
métodos existentes e do grau de fiabilidade de cada um deles. Os autores ressaltam a
necessidade de elaborar analises com uma amostragem mais ampla, essencialmente em
termos de nimero.

Recentemente tém surgido estudos interessantes na area, como € o caso de uma
observacao efectuada por Lynnerup e colaboradores (2006), que usa microrradiografias
em vez da histologia classica. Outro estudo desenvolvido por Villa e Lynnerup (2010),
inova sobretudo na interligacdo de conceitos, como a serologia e a densidade
populacional de ostednios. E de referir ainda autores como Boel e colaboradores. (2007)
Chan et al. (2007), Keough et al. (2009), Cannet et al. (2011), entre outros, que tém
vindo a desenvolver trabalhos na &rea, com resultados minimamente satisfatorios.
Devem ainda ser aludidas mais duas abordagens que fogem um pouco a norma
“classica” da estimativa da idade com base na histologia, sdo elas o estudo realizado por
Castillo et al. (2011), que faz a estimativa com base em 0sso trabecular e o estudo de
Dorandeu e colaboradores (2009), que realiza técnicas de histologia na sutura fronto-
esfenoidal.

Apesar de ndo muito actuais, os estudos de Stout e Paine (1992) e Stout e

colaboradores (1996) revelam-se de extrema importancia para o presente projecto, uma

> Esta informagao pode ser consultada no apéndice A.
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vez que analisam a histologia da clavicula. O objectivo dos autores foi, sem davida,
encontrar 0ssos cuja constricdo biomecanica nao influenciasse a estrutura interna do
0sso, acabando por seleccionar a clavicula e a costela, esta ultima ja analisada por Stout
(1986). O método de Stout e Paine (1992) analisa 40 individuos provenientes de
contexto forense, e a amostra a nivel etario difere de outros estudos, ja que se encontra
vocacionada para individuos mais jovens. Nao se verificaram diferencas significativas
entre os sexos, embora dos 40 individuos estudados apenas 8 eram do sexo feminino. A
metodologia foi validada numa nova amostra, e os resultados entre a idade prevista e a
idade conhecida nédo apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

Mais tarde Stout e colaboradores (1996), aplicaram a equacgdo previamente
desenvolvida para a clavicula numa amostra com aproximadamente o dobro dos
individuos, provenientes de um cemitério Suico do século XIX. Os resultados obtidos
ndo correspondem aos desenvolvidos anteriormente, ja que estes se mostraram faliveis,
principalmente para individuos com idades superiores a 40 anos. Os autores pensam que
tal falha se deve ao facto de a amostra ter condicionamentos diferentes, sobretudo no
que ao intervalo etario diz respeito, excluindo portanto a insercdo de individuos do sexo
feminino como causa de enviesamento.

Ainda a este nivel mas mais actual, surge o trabalho de Ingraham (2004) que
analisa 40 claviculas provenientes de contexto de autopsia. O autor opta pela analise de
uma unica variavel, a percentagem de 0sso ndo remodelado. A amostra varia entre 0s 10
e 0s 90 anos, e é recolhido o terco medial da diafise da clavicula sem recorrer a
descalcificacdo. Ao nivel dos resultados, ao que tudo indica a analise do autor apresenta
uma forte correlacdo com a idade, porém este ressalva afirmando que o presente método
ndo se destina a substituir nenhum outro ja existente, mas deve ser utilizado sim, como
método complementar.

Como se pode observar, salvo excepgdes como Castillo e colaboradores (2011), a
maioria das abordagens histoldgicas para a estimativa da idade tém em comum o tipo de
o0sso utilizado, regra geral, 0 0sso cortical. A escolha deste tipo de 0sso ndo é aleatoria,
uma vez que a sua resisténcia e subsequente durabilidade tornam-no perfeito para este
tipo de analise. Como foi referido, 0 0sso sofre processos continuos de remodelacéo, e
sdo estes processos que vao alterando a morfologia microscopica das pecas 6sseas. Em

ultima insténcia, sdo estas alteracGes que permitem fazer a distingdo entre os varios
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grupos etarios, uma vez que intuitivamente se percebe que pessoas mais velhas terdo, a
partida, experienciado mais episodios de remodelacdo 6ssea (Ortner, 1975; Stewart et
al., 2012).

Por fim convém ainda referir, que existem determinados factores que podem
condicionar a analise histoldgica do tecido 6sseo. A variacdo associada ao dimorfismo
sexual € referida por alguns autores como Robling e Stout (2008) e Crowder (2011), que
afirmam que algumas analises histomorfologicas relevaram diferencas significativas
entre os dois sexos. No entanto, os estudos de Kerley (1965), Ahlgvist e Damsten
(1969), Stout e Paine (1992), Thomas e colaboradores (2000; 2005), Ingraham (2004),
entre outros ndo indicam a presenca de diferencas significativas para este parametro.
Segundo Robling e Stout (2008), ndo existem dados suficientes que permitam excluir o
sexo como uma Vvariavel dependente da estimativa da idade, com base na microscopia
Ossea.

Factores como a actividade fisica, a variacdo populacional, determinado tipo de
patologias, nomeadamente metabdlicas, e ainda a propria dieta podem afectar também
toda a analise histoldgica (Paine e Brenton, 2006). Ao nivel da variacdo populacional,
pesquisas como as de Cho e colaboradores (2002) realcam que o desenvolvimento dos
métodos deve ser especifico de uma dada populacdo, ou seja, apenas devem ser
aplicados na populacio em que foram desenvolvidos. E plausivel entdo afirmar que, a
variacdo populacional é um factor preponderante a considerar na avaliacdo da idade a
morte baseada na histologia éssea (Robling e Stout, 2008; Britz et al., 2009; Crowder,
2011; Streeter, 2012).

Em suma, e de uma forma geral, pode dizer-se que a histologia tem vindo a ser
utilizada em alguns estudos no ambito da estimativa da idade. Contudo, nada que se
compara as imensas publicacdes que se podem encontrar no ambito da andlise
macroscopica (Ritz-Timme, 2000). E necessario continuar a investir neste campo,
sobretudo ao nivel de uma abordagem holistica, entre as varias técnicas histoldgicas e os

diversos elementos osteoldgicos passiveis de analise.
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A realizagdo do actual projecto carece da necessidade do conhecimento da idade
cronoldgica dos individuos, uma vez que s6 assim é possivel, através de ferramentas
estatisticas, estabelecer uma relacdo entre a idade estimada pela analise histologica e a
idade real do individuo.

De facto existem duas formas de responder a esta necessidade. A primeira esta
ligada com a recolha da amostra a partir de colec¢des identificadas, como € o caso da
Colecgdo de Esqueletos ldentificados de Coimbra (Cunha e Wasterlain, 2007) e a
Coleccdo de Esqueletos Identificados do Museu Bocage (Cardoso, 2006a), entre outras.
Estas colec¢bes contém individuos de origem portuguesa, e o valor histérico e cientifico
destas é irrefutavel. Como a histologia é uma técnica invasiva, que implica a destruicao
de uma parte do 0sso, a aplicacéo neste tipo de material esta altamente condicionada.

Ainda a acrescentar a este facto, importa referir que estas colec¢des datam dos
séculos XIX e XX, o que em ultima analise pode constituir um problema a nivel de
enviesamento da amostra. Em Antropologia Forense, ao contrario do que acontece nos
estudos paleobioldgicos de populacdes pretéritas, a necessidade de uma amostragem
recente é peremptoria. Para autores como Klepinger (2001) e Purves e colaboradores
(2011), apesar de estas coleccBes datarem do século XX, ainda vigora a ideia de que
estas continuam a ser contemporaneas. Todavia, a verdade é que actualmente ndo se
pode afirmar que o sejam de facto. A verificacdo de algumas tendéncias seculares,
devidas essencialmente a alteragdo dos valores socioeconomicos, fez com que a
aplicacdo de colecgdes, hoje em dia historicas, ndo seja recomendada para o
desenvolvimento de determinados estudos, particularmente tendo em consideracao as

necessidades actuais ao nivel juridico, da Antropologia Forense.
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Ao contrario do que se poderia pensar existem na verdade coleccfes identificadas,
reunidas unicamente para o estudo de componentes histoldgicas. Entre elas destacam-se
as coleccBes do National Museum of Health and Medicine (NMHM) sediadas no
Instituto de Patologia das Forgas Armadas Norte Americanas. Na realidade, esta
coleccdo é um aglomerado de vérias colec¢Bes que juntas contém mais de dez mil
exemplares de elementos 0sseos e ligamentares, descalcificados, com e sem patologias.
Dentro desta coleccdo é pertinente ressalvar a Kerley Collection, constituida por
elementos 6sseos ndo descalcificados, com e sem coloracdo, humanos e ndo humanos.
A colecta do material 6sseo comecou com o trabalho do Doutor Ellis Kerley, na
pesquisa da relacdo entre a microanatomia 6ssea e a idade a morte (Spatola et al., 2012;
http://www.medicalmuseum.mil).

Apesar do grande valor desta coleccdo, os seus exemplares datam também eles do
século XX o que, como ja foi referido, pode constituir um problema de peso em casos
de Antropologia Forense. Porém, segundo Thomas e Clement (2012), a Melbourne
Femur Collection (MFC) para além de ser uma das coleccdes mais completas, é também
uma das mais bem documentadas, no que diz respeito a material 6sseo humano
contemporaneo. De resto, este material foi colectado, na sua maioria, em contexto de
autopsia, sobretudo de individuos que morreram repentinamente ou inesperadamente.
Possui contudo, alguns exemplares doados por pacientes que foram intervencionados
cirurgicamente. Por conseguinte esta coleccdo seria ideal para desenvolver o presente
estudo, todavia sdo varios os motivos que impossibilitam a sua utilizagdo, sendo o0 mais
flagrante, o facto de esta se localizar na Australia, impossibilitando por completo a sua
aplicacdo.

Uma das alternativas para contornar estas questdes prende-se, a semelhanca de
muitos outros estudos (Stewart et al., 2012; Cannet et al., 2011; Castillo et al., 2011; Jo
e Kim, 2011; Dorandeu et al., 2009; Ingraham, 2004; Maat et al., 2005; Stout e Paine,
1992; Kerley e Ubelaker, 1978), com a utilizacdo de amostras recolhidas de individuos
sujeitos a procedimentos de autopsia, onde variaveis como a idade, sexo e outras sdo

conhecidas.
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3.1. Caracterizacédo da amostra

Deste modo, e tendo em consideracdo o que foi referido, a amostra populacional
utilizada para realizar o presente estudo é constituida na sua maioria por exemplares
recolhidos em contexto de autopsia. O material cadavérico foi recolhido com a
colaboracdo do Instituto Nacional de Medicina Legal, ao nivel da delegacdo Sul, com
autorizacdo prévia do Director desta, o Professor Doutor Jorge Costa Santos.

A recolha de 0sso humano, neste caso particular a clavicula, foi executada pelos
profissionais desta delegacdo e a presenca do investigador nunca foi de extrema
importancia nesta componente do projecto. Porém, foi estabelecido um protocolo
detalhado que descrevia com exactiddo o material cadavérico necessario e as variaveis a
ter em consideragéo, aquando da colheita do mesmo.

Numa primeira fase, a solicitagdo da amostra ao INMLCF, I.P. consistiu no
seguinte, individuos de ambos os sexos, preferencialmente com um ratio sexual
semelhante, com o objectivo de analisar a existéncia de diferencas significativas entre
os sexos. A afiliacdo populacional era conhecida de antemé&o, ja que ao que tudo indica,
exerce uma certa influéncia na avaliacdo histomorfomérica dos componentes 4sseos
(Stout, 1998; Cho et al., 2002; Cho et al., 2006; Robling e Stout, 2008). Outro factor de
exclusdo por exceléncia é a existéncia, ou presumivel existéncia, de patologias
metabdlicas, lesbes traumaticas e/ou outras, que em teoria possam alterar a normal
composic¢do do 0sso, inserindo portanto, um viés na investigagdo. Por fim, por uma
questdo de convencado optou-se que apenas seriam recolhidas as claviculas esquerdas.

O registo das idades dos individuos era conhecido, e tinha um limite minimo
previamente definido, sendo portanto, sempre superior a 30 anos, dado que em média
esta € a idade de finalizacdo do processo de fusdo da extremidade esternal da clavicula.
Quer isto dizer que, s6 proximo desta idade é que 0 0sso se encontra completamente
formado (McKern e Stewart, 1957; MacLaughlin, 1990; Buikstra e Ubelaker, 1994;
Cunha et al, 2009). Contudo, ndo se notou necessidade de limitar empiricamente um
limite méximo de idade. Finalmente, e devido as condicionantes estatisticas, foi
solicitado um numero minimo de amostras necessérias, ndo devendo este ser inferior a
30. A distribuicdo da amostra quanto a idade é talvez a questdo mais importante, uma

vez que o hodierno estudo prende-se com a estimativa deste mesmo parametro. Por este

47



| O escrutinio 6sseo

motivo, numa primeira instncia, a distribuicdo etaria pretendida consistia no
agrupamento de 5 individuos em 6 intervalos etarios, com uma amplitude de 5 anos (30
a34;35a39;40 a44; 45 a49; 50 a 54; > 55).

Importa ressalvar o compromisso feito perante o INMLCF, I.P., acautelando os
procedimentos como a consulta prévia do RENNDA®, em cada um dos casos elegiveis
para recolha do material requerido. Enquanto investigador, foi levado a cabo o estrito
cumprimento das normas legais e éticas em vigor na instituicdo. Cada 0sso encontrava-
se devidamente individualizado em sacos de pléstico. Os exemplares estavam
identificados através de etiquetas, e apenas se tinha informacao do nimero de processo,
da idade, do sexo e da afiliacdo populacional do individuo.

Por motivos alheios ao desenvolvimento do presente estudo, o numero de
exemplares necessarios, seguindo a estrutura apresentada anteriormente, ndo estava a
ser conseguido, devido a questfes relacionadas com o funcionamento das colheitas, o
que tornou 0 processo mais moroso que o esperado.

Para contornar esta problematica foram tomadas duas medidas, a primeira prendeu-
se com a solicitagdo ao INMLCF, I.P. em deixar de considerar a divisdo em faixas
etarias, aquando do processo de recolha. Apesar de tal facto poder vir a baralhar a
analise posteriormente, decidiu-se que esta seria a melhor abordagem para conseguir um
maior numero de exemplares, dado que normalmente (Henriques e Rodrigues, 2008)
sdo encontradas na sala de autdpsia pessoas com idades mais avangadas. Deste modo, e
apesar desta medida, desde o deferimento de autorizagdo que data de 10 de Janeiro de
2012 até 03 de Julho do mesmo ano foram apenas recolhidas pelo INMLCF, I.P. 12
amostras para o presente estudo.

A segunda medida tomada, esteve relacionada com a oportunidade de recolher
material de uma nova coleccdo identificada, que estd actualmente a ser composta no
Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra. Devido as
caracteristicas da mesma, que serdo explanadas de seguida, foi possivel inclui-la no
actual estudo.

A “Colecgéo de Esqueletos Identificados do Século XXI”, também conhecida como
“Coleccao de Santarém” ou “CEI/XXI”, é das mais recentes colec¢des osteologicas

identificadas, de proveniéncia portuguesa. Os individuos nela inseridos provém do
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cemitério dos Capuchos em Santarém. Esta coleccdo resulta de um protocolo de
cooperacdo, por iniciativa da Professora Doutora Ana Maria Silva com a Camara
Municipal de Santarém. O protocolo é assinado em 2005, com o intuito de estudar a
série osteoldgica do Largo Candido Reis. Mais tarde, em 2008 é feita uma adenda ao
protocolo desta, feita por diligéncia da Professora Doutora Eugénia Cunha. Aprovada
em 2009 leva a cedéncia de 77 esqueletos.

De um modo sucinto, e segundo o autor, convém referir que a Coleccdo de
Santarém € constituida por individuos de contexto portugués, falecidos entre 1995 e
2001. As informagdes biograficas incluem o boletim de 6bito, que por sua vez apresenta
De um pardmetros como o nome, a idade, o estado civil, a idade a morte, a filiagéo, a
naturalidade, a residéncia e até a hora e a data da inumacdo, bem como o nimero do
coval onde foram enterrados (Curate, 2010).

A distribuicdo dos sexos na presente coleccdo é equitativa, existem 39 individuos
do sexo feminino e 38 do sexo masculino. Porém, a questdo mais importante esta
relacionada com a idade, uma vez que nesta coleccdo a maioria dos elementos
constituintes faleceu depois dos 80 anos. Assim, existem apenas cinco individuos com
idade a morte inferiores a 50 anos, tendo o individuo mais novo falecido com apenas 33.

Como ¢ expectavel, tal facto influenciou a amostragem necessaria ao presente
estudo. Isto porque, apesar de esta coleccdo ter sido disponibilizada para a analise
histologica pela sua curadora, unicamente os exemplares fracturados, devido a
processos tafondmicos, foram de facto utilizados. Como se pode perceber, a histologia
implica a destruicdo irreversivel do osso, logo foi plausivel ndo ter sido concedida a
autorizacdo de realizar cortes em 0ssos sem qualquer alteracdo, que podem
eventualmente ser relevantes para futuros estudos.

Assim, dos 77 individuos existentes apenas 12 apresentavam fracturas post mortem
na clavicula, sendo portanto o0s Unicos passiveis de analise. Para optimizar o nimero
amostral, ao contrario da opcéo tomada para os casos colhidos em contexto de autdpsia,
a lateralidade ndo foi considerada como um factor de exclusdo, ou seja, foram
recolhidas amostras tanto de claviculas esquerdas como de direitas. Ainda que tenham
sido seleccionados 12 individuos passiveis de analise, nem todos resistiram ao corte
histoldgico. A tafonomia actuou nestes ossos de forma diferencial. Se por um lado

existiam 0ssos com preservagdo suficiente para permitir o corte e uma posterior
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preparacdo para microscopia, por outro existiram outros exemplares que aquando da
tentativa de corte acabaram por fracturar, inviabilizando a sua inclusdo na amostra.
Deste modo, apenas 6 exemplares da Coleccdo de Santarem foram de facto Uteis para o
proposito do estudo em causa.

Em suma, a amostra é constituida por um total de 18 individuos, 12 recolhidos em

contexto de autopsia e 6 provenientes da CEI/XXI. A média das idades ronda os 63

anos (x= 63,12), sendo que amplitude da amostra vai dos 29 aos 92 anos.
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Figura 3.1. Representacdo do nimero de individuos estudados (contexto de autdpsia e
CEI/XXI) por classes etérias e sexo.

3.2. Material e Tratamento da Amostra

A escolha da clavicula para realizar tal procedimento estd muito relacionada com o
amago do projecto, sobretudo porque segundo Ingraham (2004), os protocolos comuns
de autdpsia ditam que a clavicula tem de ser cortada para aceder a cavidade torécica.
Este facto evita dissecacOes desnecessarias que iriam complicar todo o processo de
preparacdo mortuaria. Mesmo que a abordagem da autopsia ndo passe pelo corte deste
0ss0, ao que tudo indica a sua colheita ndo é particularmente dificil, de forma a agilizar
0 mais possivel todo o processo. Ainda de referir que, o estudo histoldgico de 0ssos

longos requer cortes de pecgas esqueléticas que, a partida, sdo utilizadas em andlises
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osteométricas padrdo, existindo assim uma relutdncia em submeter estes materiais a
técnicas invasivas (Stout e Paine, 1992).

Além deste facto, a propria anatomia e fisiologia da clavicula tornam-na num
excelente candidato para estudos histologicos. A clavicula é na verdade um osso longo,
mas apresenta algumas vantagens face a outros 0ssos longos como o fémur, a tibia ou a
fibula. Além de ser de mais facil colheita ao nivel da autopsia, todos os procedimentos
subsequentes sd@o mais faceis de aplicar, uma vez que as dimens@es da clavicula sdo
mais reduzidas, em comparacdo a outros 0ssos longos usados noOs pProcessos
histoldgicos.

Assim, a parte média da diafise da clavicula escolhida para realizar o presente
estudo, além de ser uma zona com fraca insercdo muscular, ndo é constituida por 0sso
particularmente denso e pesado, facilitando o corte e a propria preparacdo da amostra
para microscopia (Cunha e Morais, 1961; Stout e Paine, 1992; Culham e Peat, 1993;
Voisin, 2006).

3.2.1. Maceragéo

Em primeiro lugar, toda a analise deve ser feita em blind-test. Para tal, foi atribuido
a cada espécime o seguinte acronimo de trabalho, CVL seguido de uma sequéncia
numeérica. As claviculas recolhidas em contexto de autdpsia tiveram de ser desprendidas
dos tecidos moles associados (figura 3.1), tendo sido usado para tal, 0 processo
comumente conhecido no meio, como maceragao.

N&o existe em teoria, nenhum método estandardizado para se proceder a remogao
dos tecidos moles em restos humanos, existem sim variadas publicacfes relativas a
diversas metodologias que se destinam a este fim. Em U(ltima instancia, cabe ao
investigador escolher o método que considera mais adequado, consoante o tipo de
estudo que esta a realizar (Byers, 2010; Lee et al., 2010).

Na presente analise, a técnica de maceracdo foi feita seguindo a publicacdo de
Fenton e colaboradores (2003). A escolha que recaiu sobre este processo de remocao
dos tecidos, deveu-se principalmente ao facto de os autores o descreverem como um

método, rdpido, barato e seguro. Isto porque, ndo requer a aplicagdo de determinados
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componentes quimicos, como por exemplo, o hipoclorito de sddio (lixivia), que poderia
eventualmente alterar a estrutura interna do osso (Mann e Berryman, 2012).

Deste modo, como sugerido por Fenton e colaboradores (2003), e especialmente
porque tal procedimento exige uma certa dose de experiéncia a priori, antes de se
iniciar o processo em 0sso humano, foi efectuado um ensaio em o0sso animal, para
perceber as precauces a ter aquando da realizacdo do processo de maceragéao.

Para a remocdo dos tecidos moles, seja em 0sso humano ou ndo, é por norma quase
sempre necessario a presenca de uma fonte de calor. Esta tem como finalidade Para
aquecer um liquido, neste caso dgua corrente, de modo a “cozinhar” as partes moles,
com o intuito de facilitar a sua destituicdo. Para o efeito foi utilizada uma placa
eléctrica, e sobre esta foi colocado um recipiente metalico com capacidade para 4,7 L.

O contetudo inserido no receptaculo, a “tried and true formula” como é descrita
pelos autores, consiste no seguinte:

1. Agua corrente para submergir os espécimes;

2. Detergente para a roupa, preferencialmente na forma granular. Nao foi utilizada
nenhuma marca em particular, optou-se sim por utilizar detergente da roupa para
lavagem manual. Os autores aconselham que a cada 2 L de agua sejam adicionados 20
mL de detergente;

3. Carbonato de sodio, também este na forma granulada. Este componente € de
amplo uso em determinados paises, como auxiliar do processo de remocdo de nddoas
aquando da lavagem. Porém em Portugal, a sua distribuicdo esta extremamente limitada
e ndo foi possivel encontrar tal produto nos estabelecimentos habituais. Para contornar a
questdo, este foi substituido por tira nédoas com oxigénio activo, adicionando também
20 mL por 2 L de agua.

4. Por fim o Ultimo passo, este de cardcter opcional, consiste no
desengorduramento da amostra através da submersdo numa mistura de agua corrente
com amoniaco (na falta deste pode ser utilizado lava-tudo doméstico que tenha na sua
constituicdo amonia). Neste caso devem ser adicionados 150 mL por 2 L de &gua.

As amostras devem entdo ser “cozinhadas” nesta mistura, a uma temperatura baixa,
sempre acautelando que o ponto de ebulicdo ndo é atingido, embora a temperatura ideal

seja muito perto deste.
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De referir que apenas um disco eléctrico estava a disposicdo, e portanto um sé
recipiente pdde ser utilizado, logo as claviculas ndo foram maceradas separadamente,
mas sim em conjunto de forma a agilizar e apressar o processo. Como se procedeu a
mistura do material 6sseo no recipiente metélico, teve de se garantir que cada um dos
0ss0s continuava identificado. Para tal, decidiu-se acoplar na di&fise de cada um deles a
ponta de um cordel de algoddo, na ponta oposta e do lado exterior do recipiente,
colocou-se uma etiqueta com o acrénimo de cada 0sso.

Durante a fase de cozedura, os complexos enzimaticos quebram as ligacfes dos
tecidos moles induzindo a libertacdo destes, expondo ao mesmo tempo o material

esquelético.
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Figura 3.2. Clavicula esquerda (CVL 4), em norma superior antes de submetida ao processo de maceragao.
E de destacar que ndo se consegue distinguir a presenga de 0sso, a vista desarmada, uma vez que esta
completamente coberto por tecidos moles.

Figura 3.3. Clavicula esquerda (CVL 4), em norma superior, ap6s submissdo ao processo de maceragao.
Toda a extensdo do 0sso é observavel, ndo existindo qualquer tipo de tecidos moles associados.
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Por razes relacionadas com o constrangimento biomecénico, a zona das epifises,
sobretudo a epifise esternal, devido a existéncia de uma cartilagem mais forte, é de todo
0 0SS0, a zona que mais dificuldade apresenta na remocdo da componente mole. Assim,
os espécimes tiveram de ser “cozinhados” em vdrias sequéncias, devido a saturagdo do
preparado. Podem ser feitas tantas preparacdes quanto necessarias, porém, neste caso
concreto, ndo foram necessarios mais que 3 eventos. A cada episodio de substituicao, as
amostras foram lavadas em agua corrente e alguns dos tecidos que se encontravam ja
desprendidos, foram removidos manualmente.

O processo foi dado por terminado, quando se percebeu que os tecidos
remanescentes ja ndo se iriam despegar do 0sso pela ac¢do enzimatica do preparado.
Nesta fase optou-se pela remo¢do manual destes. Foi necessario uma dose elevada de
cautela neste estadio, uma vez que a remocdo dos tecidos foi efectuada com ajuda de
materiais pontiagudos, que podiam danificar o peri6steo. Para facilitar o processo, o
osso foi lavado com uma mistura de agua corrente e amoniaco. Foi sobretudo nesta fase,
que o procedimento experimental levado a cabo em 0sso ndo humano, se revelou
extremamente Util, uma vez que forneceu a experiéncia necessaria, para danificar o 0sso
0 menos possivel. A Gltima etapa consistiu na secagem dos espécimes. Esta ocorreu a
temperatura ambiente, com o cuidado de ndo expor o material a radiacdo solar. No final
de toda esta etapa, 0 0sso encontrava-se entdo completamente desprendido de tecidos
moles, pronto a ser analisado (figura 3.2).

Apos a clavicula estar entdo livre de tecidos moles, efectuaram-se algumas medidas
nesta, nomeadamente o comprimento maximo, o didmetro antero-posterior e o diametro
transverso. Antes de se retirar da zona lateral a tuberosidade costal (figura 3.3), uma
porcdo de 0sso, que ndo ultrapassou os de 5 mm finais de espessura, todos 0s

exemplares foram devidamente fotografados.

Figura 3.4. Clavicula esquerda humana, em norma posterior. (A) Localizagdo
aproximada da area de recolha da amostra; (B) Tuberosidade costal.
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3.2.2. Preparacao para histologia

O procedimento que se segue é o tratamento para a histologia. Para realizar este
passo adoptou-se a metodologia desenvolvida por Maat e colegas (2001; 2006b),
embora com ligeiras alteracGes, de forma a optimizar todo o método. O autor
gentilmente cedeu um guia com imagens detalhadas do procedimento, de modo a
facilitar a replicacdo deste. De referir que, segundo Maat e colaboradores (2001: 2006b)
depois de se adquirir alguma pratica, todo o processo ndo se prolonga por mais de 20
minutos, afirmacdo tal que se pretende aqui testar. Assim, e de modo a tornar mais
perceptivel todo este processo, irdo ser descritas as etapas realizadas:

1. Para a concretizacdo deste procedimento, é necessario possuir um bloco de vidro
como suporte, para o desgaste do 0sso. Deste modo, 0 primeiro passo consistiu em
adquirir um bloco de vidro, que ao contréario do que se possa pensar, foi um processo
relativamente facil. Por uma questdo de convencdo, as medidas do bloco sdo iguais as
observadas em Maat e colaboradores (2001; 2005), 13,8 x 22,8 cm, com 1 cm de
espessura;

2. De seguida, foi cortada uma folha de papel impermedvel abrasivo, do vulgo lixa
de agua. Para este caso especifico foi utilizada uma lixa de &gua com uma gramagem de
P220. O papel abrasivo foi recortado consoante as medidas do bloco de vidro,
necessitando transpor as margens deste, em 1 cm, para garantir que nenhuma agua
chegasse a vaselina;

3. A placa de vidro foi coberta com um creme tipo vaselina. Esta foi bem
revestida, no entanto sem exageros. Por fim, colocou-se o papel abrasivo ja recortado
sobre a placa de vidro, agora uniformemente coberta com vaselina;

4. Seguidamente cortou-se uma amostra do 0sso atraves de dois talhes paralelos,
com uma espessura nunca superior a 5 mm. Para tal, colocou-se 0 0sso num torno de
bancada e apertou-se 0 mesmo até o 0sso ficar seguro e estavel. Este processo envolveu
algum cuidado, particularmente em espécimes mais frageis. Numa primeira fase foi
utilizada uma serra eléctrica, neste caso especifico, uma serra do tipo tico-tico Einhell
STE 350, com uma lamina de corte para metal. Todavia, optou-se por recolher também
uma amostra colhida com o auxilio de uma serra manual, também esta propria para

cortes de material metélico. De referir que os exemplares mais frageis, essencialmente
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os da Colec¢cdo de Santarém, tiveram de ser obrigatoriamente talhados com a serra
manual, uma vez que a serra eléctrica produziu fracturas que inviabilizaram a posterior
anélise do material,

5. A parte central do papel abrasivo foi humedecida com uma mistura de &gua
corrente e umas gotas de detergente comum da loica. Algumas das amostras
apresentavam uma clara oleosidade, comum em amostras forenses. Por este motivo
comecaram a ser polidas no papel abrasivo, de forma suave, com as maos, efectuando
um movimento rotativo;

6. Seguiu-se a elaboragdo do "Frost's gripping device". Quando o papel abrasivo
foi cortado, sobraram deste algumas porcdes que foram utilizadas para a elaboragéo
deste dispositivo. Assim, foi recortada uma tira de papel com cerca de 2 cm de largura,
que se colocou transversalmente a uma lamina de microscopio. As extremidades do
papel serviram para fixar o dispositivo, o dedo indicador foi colocado no meio,
apoiando a lamina, enquanto o polegar e o terceiro dactilo seguraram as extremidades;

7. Os dois lados do espécime foram desgastados simultaneamente, aplicando pouca
a média forca, consoante a espessura. O processo foi realizado através de um
movimento de rotacdo. O desgaste iniciou-se na parte central da placa, dado que neste
local a abras&o n3o era tdo forte. A medida que o desgaste foi ocorrendo, a amostra foi
conduzida até as extremidades, devido ao aumento do grau de abrasdo nestas;

8. O processo de desgaste ou polimento acabou na area central da placa. Nesta fase,
foi necessaria uma certa dose de cautela, para perceber quando a amostra estaria
efectivamente pronta. Segundo Maat e colegas (2001), o processo de polimento acaba
guando a amostra se tornar translicida, mas tal definicdo nem sempre é de facil
aplicacdo. E necessario extremo cuidado para ndo quebrar o espécime, pois se 0
desgaste ndo for parado a tempo, a amostra pode fracturar e o processo carece de
repeticéo.

9. A amostra foi mantida sempre himida para impedir que engelhasse. Ap6s o
desgaste a mostra teve de ser limpa. Este passo consistiu na submersdo da amostra em
agua destilada com umas goticulas de detergente da loiga. A transladacdo do espécime
da placa de vidro para o goble, foi feita com a ajuda de um pincel, sempre com o
maximo cuidado para esta ndo fragmentar;

10. Depois de limpa através de um processo de centrifugacdo manual, a amostra foi

57



| O escrutinio 6sseo

retirada do goblé, mais uma vez com a ajuda de um pincel suave. Seguidamente foi
colocada numa placa de Petri, revestida com papel de filtro. Este foi previamente
amarrotado, para facilitar o levantamento da amostra. Para ajudar na secagem da
amostra além da utilizacdo do papel de filtro, submergiu-se o espécime num ultimo
banho de 4gua, com uma pequena percentagem de alcool etilico a 90%;

11. Por fim, limpou-se com alcool uma lamina, que se colocou posteriormente sobre
um fundo preto. Foram aplicadas algumas gotas de meio de montagem Dako no centro
da lamina. A amostra foi retirada da placa de Petri e foi colocada sobre o meio de
montagem com a ajuda de forceps. Esta foi disposta numa posicédo central, e quando tal
ndo aconteceu a mesma foi corrigida com a ajuda de uma agulha. Sem esperar,
mergulhou-se uma lamela em xileno (aguarras) e o excesso foi removido com papel de
filtro. A lamela foi lentamente colocada sob a amostra. O meio de montagem espalhou-
se, sendo necessario algum cuidado para evitar a formacéo de bolhas de ar. Porém, nem
sempre foi facil evitar a formacdo destas e quando tal aconteceu seguiu-se o
procedimento descrito em Maat e colaboradores (2001) que prevéem esta situacao;

12. Nem sempre foi possivel observar imediatamente a amostra, quando tal se
verificou, esta foi deixada a repousar ao ar livre durante pelo menos um dia. Depois de
secas, as amostras foram individualizadas e armazenadas em bolsas herméticas.

Importa referir que se optou por ndo descalcificar, nem fixar, o material dsseo.
Apesar de a descalcificacdo ajudar o corte, e a fixacdo auxiliar ao nivel da preservacéo
das estruturas celulares, a inclusdo de substancias quimicas no 0sso, além de influenciar
a actividade enzimatica e incutir no osso imunoradioactividade, pode principalmente,
influenciar a preservacdo morfoldgica deste, inviabilizando a sua analise histoldgica.
Além deste facto, este processo é substancialmente moroso, indo contra os objectivos do
presente projecto, ja que pde em causa a aplicacdo facil e pratica do método (Fink,
1986; Aaron e Carter, 1987; Kawamoto e Shimizu, 2000; Skinner, 2003).

3.2.3. Analise histologica

A metodologia correspondente a analise microscopica foi adaptada de Ingraham

(2004) aquando da realizacao de um estudo semelhante.
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Desta forma, foram examinados quatro campos de analise em cada amostra de
clavicula recolhida, especificamente na zona central, localizada entre a superficie do
enddsteo e do peridsteo (figura 3.5). Neste caso foi apenas utilizado um exemplar por
intervalo etério.

Preferencialmente, a analise seria realizada num microscépio de luz polarizada, ou
adaptado, (Maat et al., 2001) com uma camara fotografica digital associada, para
conseguir fotografar a microestrutura do 0sso. Neste caso, ndo se encontrava disponivel
um microscopio com filtro de polarizacdo, e as observacGes foram feitas usando a
sugestdo de Maat e colegas (2001; 2006b), que consistiu na colocagdo de porgdes de
papel Polaroid na lente da ocular do microscopio e na fonte de luz do mesmo.

Figura 3.5. Exemplo dos 4 campos
de visualizagdo  microscopica
capturados para cada uma das
amostras.

O microscopio disponivel, cedido pelo Centro de Neurociéncias da Universidade de
Coimbra, foi um Axioskop 2plus da Carl Zeiss, que infelizmente ndo possuia um campo
de imagem com ampliacdo de 100x. Esta, além de ser a recomendada por Maat e
colegas (2001; 2006b) e Ingraham (2004) é a mais utilizada neste tipo de estudos
(Kerley., 1965; Feik et al., 2000; Chan et al., 2007; Keough et al., 2009). Deste modo,
as imagens foram recolhidas com a objectiva PlanNeofluar 5x e com a PalnNeofluar
20x, ambas da Carl Zeiss. O uso da primeira ampliacdo serviu apenas para referéncia.
Como o campo da imagem era de facto muito grande, o que impossibilitava a medicao
de todas as estruturas, foi recortado um quadrado com area conhecida, 15 x 15cm, em
cada um dos campos fotografados, para facilitar a contagem das estruturas. As figuras

foram guardadas no formato ZV1 e JPEG, com o acrénimo atribuido a cada amostra.
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Em relagdo a anélise das microestruturas 0sseas, para calcular a area de 0sso néo
remodelado, é necessario identificar estruturas que nao tenham sofrido remodelacéo.
Surgiu entdo a necessidade de fazer uma distingdo microscopica, a nivel de morfologia,
entre ostednios primarios, considerados 0sso ndo remodelado, e ostednios secundarios.
Para tal usou-se a seguinte descrigdo de Kerley (1965), “ [...] quando observados ao
microscopio de luz polarizada, os ostednios primarios distinguem-se dos secundarios
através do osso lamelar que os envolve. Estes ndo possuem qualquer tipo de linha
distintiva que os defina, e a lamela que os envolve dobra suavemente em redor dos seus
limites. Em exemplares mais jovens, ou zonas de forte insercdo muscular, a ligacéo
entre as lamelas concéntricas e 0 0sso envolvente é indigente e difusa. Nos ostednios
secundarios a lamela que os envolve corre ao longo da linha reversa e para
abruptamente nos locais onde os osteoclastos exerceram a sua acgdo” (Kerley,
1965:153).

Ao nivel da identificacdo das estruturas, as extremidades superior, inferior e
laterais, das imagens ja recortadas, ndo foram consideradas, exceptuando situa¢fes onde
a identificacdo das estruturas ndo levantava qualquer duvida. Ainda nesta linha de
pensamento, ndo foram consideradas as componentes histomorfoldgicas que por algum
motivo, suscitassem alguma incerteza quanto a sua identificacdo. Depois de
identificadas, as estruturas foram delineadas com recurso ao software Adobe Photoshop
CS5. Em alguns casos usou-se a ferramenta quick selection tool. Esta ferramenta detecta
automaticamente as diferencas de relevo e contraste e selecciona 0s componentes
pretendidos. Contudo, em alguns casos ndo foi possivel utilizar esta ferramenta, e
quando tal se verificou optou-se por utilizar o magnetic lasso tool que a semelhanca do
anterior também detecta os relevos, mas permite ao utilizador um maior controlo, no
momento de seleccionar a estrutura desejada. Apds seleccionar a area pretendida, esta
foi preenchida com o intuito de distrincar a area ja seleccionada. Para esta situacao
utilizou-se a ferramenta gradient tool, disponivel no Adobe Photoshop CS5.

A dérea total da percentagem de osso ndo remodelado foi calculada com base no
somatorio das areas correspondentes aos canais nao haversianos, aos ostednios
primarios e ao 0sso circunferencial lamelar, mais comuns em individuos mais jovens,
como se pode observar nas figuras 3.6 e 3.7 (Ingraham, 2004). Este somatério foi

efectuado, para cada um dos 4 campos de imagem capturados para cada amostra.
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Posteriormente foi calculado um somatdrio final. Este diz respeito a soma das areas ja
identificadas como 0sso ndo remodelado, nos 4 campos de imagem, obtendo-se assim o
valor da area deste 0sso para cada amostra. Este valor foi dividido pela area total das
imagens. O valor da area total é calculado da seguinte forma, a &rea total das imagens
em andlise corresponde ao quadrado utilizado para fazer o corte, nas imagens
inicialmente recolhidas. Como referido, cada quadrado tem uma area de 15 x 15 cm, o
que equivale a 320356 pixéis. Desta feita, a area total para cada amostra corresponde
aos 320356 pixeis vezes os 4 campos analisados, perfazendo um total de 1281424

pixéis.
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Figura 3.6. Corte transversal de uma clavicula humana, pertencente a um individuo
jovem. E possivel observar as estruturas (A) osso lamelar circunferencial, (B) canal

ndo Haversiano e (C) oste6nio completo. Ampliacdo a 100x. Adaptado de Ingraham
(2004: 5).

Figura 3.7. Corte transversal de uma clavicula humana, pertencente a um individuo
mais velho. E possivel observar (A) reduzidas quantidades de osso lamelar
circunferencial, (B) oste6nio completo e (C) fragmento de ostednio. Ampliagdo a
100 x. Adaptado de Ingraham (2004: 5).
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Assim, as imagens apresentam a mesma &rea total, ja que todas elas provém da
seleccdo feita com recurso do quadrado 15 x 15 cm. E atinente referir, que todas as
medidas foram tomadas em pixéis, uma vez que evitou a transformacéo das unidades,
ao mesmo tempo que o resultado final ndo se altera, dado este ser expresso em
percentagem.

Por uma questdo que foge ao ambito metodolégico do projecto, e que sera
explanada a posteriori, optou-se por analisar também uma outra variavel da
microanatomia 0ssea, a area cortical relativa. Esta é, segundo Cannet e colaboradores
(2011), uma variavel intrinseca a porcéo cortical do 0sso.

Como ja foi mencionado, o osso cortical é, relativamente ao 0sso trabecular, 0 mais
utilizado para estudos desta natureza. A area cortical relativa ¢ definida “pela
qguantidade de osso cortical que estd presente numa determinada sec¢do de 0ss0”
(Stewart, 2012: 1). Em verdade, a medicdo da area cortical relativa ndo € directa. Para
se conseguir calcular este parametro, é necessario fazer as medicGes da area total do
espécime (Tt.Ar) e da area da cavidade medular (En.Ar). Depois basta subtrair o valor
da area medular a area total, obtendo-se assim a area cortical (Ct.Ar). Por fim, basta
dividir a area cortical pela area total e obtém-se assim a &rea cortical relativa
(Ct.Ar/Tt.Ar) (Cho et al., 2002):

Ct.Ar/Tt. Ar = (Tt.Ar — En.Ar)
Tt.Ar

Recentemente, Stewart e colaboradores (2012) levaram a cabo uma pesquisa
comparativa para determinar qual o melhor método para analisar a area cortical relativa.
Entre eles, destaca-se aquele que, devido a sua facil aplicabilidade, se tornou no método
a seguir para a determinacdo deste parametro.

Deste modo, para a determinacdo da &rea cortical relativa utilizaram-se o0s
especimes ja preparados anteriormente. Todavia, ao invés das amostras serem
observadas ao microscopio foram digitalizadas. Para este fim usou-se um digitalizador
acoplado a uma impressora multifungdes HP Deskjet F4180. A digitalizagdo foi
ajustada em termos de luminosidade e contraste, de modo a tornar cada exemplar 0 mais

nitido possivel. Todas as imagens foram seleccionadas para uma defini¢do de 2400 PPI
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(pixels per inche) e guardadas com a extensdo .TIF. De referir que a totalidade das
imagens possuia uma escala com unidade de medida, o centimetro, necessaria a
posterior analise no programa informatico.

Mais uma vez, o software informético utilizado foi o Adobe Photoshop CS5, no
entanto aqui, a analise foi um pouco mais complexa, ndo pondo em causa porém a facil
aplicacdo desta metodologia. O programa informatico de anélise de imagem apresenta a
escala de medida previamente definida em pixéis. Para ultrapassar esta questdo foi
necessario escolher no menu de ferramentas a opcdo Analyse, dentro deste separador
seleccionou-se Set Measurement Scale e depois Custom. Ao marcar esta opgao surgiu
automaticamente uma janela que permitiu seleccionar o nimero de pixéis que
correspondiam a 1 cm, portanto a 10 mm (unidade de medida escolhida), com base na
escala que ja tinha sido previamente digitalizada com a amostra.

Ap0s este procedimento delineou-se a area total, com a ajuda das ferramentas quick
selection tool e magnetic lasso tool consoante as situa¢fes, como ja mencionado
anteriormente. De seguida, seleccionou-se a op¢cdo Record Measurement. Ao contrario
do realizado para o exame microscopico, ndo foi avaliada exclusivamente a area das
estruturas. Assim, avaliaram-se pardmetros como o perimetro, a circularidade, a altura, a
largura e a densidade integrada de todos os exemplares. O processo foi repetido para a
area da cavidade medular e os dados foram exportados para uma folha de calculo Excel
Microsoft Office 2010. Ja na folha de célculo foi calculada a area cortical e de seguida a
area cortical relativa.

O célculo do erro intra e inter observador foi realizado para as duas abordagens
analiticas, com o objectivo de perceber se as metodologias utilizadas sdo de facto
fidveis. A andlise deste paramero permite perceber se a identificacdo das estruturas
histologicas esta a ser feita correctamente. Se forem verificadas diferencas
consideraveis nas analises, significa que o método em questdo carece de fiabilidade, ja
que os resultados obtidos variam conforme o observador, inserindo na analise um erro
notavel. Nesta situacdo, o erro intra observador foi calculado pelo mesmo observador,
em dois momentos diferentes, com duas semanas de intervalo. O erro inter observador
foi determinado pela analise de um segundo observador, sem conhecimentos de

histologia, mas com alguma experiéncia na area de Antropologia Forense.
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No presente capitulo procede-se a apresentacdo dos resultados obtidos, apos
efectuada a andlise histoldégica dos componentes 0sseos previamente referidos.
Importa, antes de dar seguimento a exposicao dos resultados, ressalvar uma situacdo em
particular, que se revelou uma forte condicionante do processo de estudo, e que em
ultima instancia influencia a estrutura de apresenta¢do dos mesmos.

Assim, refere-se o facto da impossibilidade de aplicar a analise estatistica aos
dados granjeados, uma vez que a amostra revelou ndo suportar tal abordagem. Por
este motivo, os resultados sdo apresentados caso a caso, de forma a extrair o
méaximo de informacéo possivel, em prol dos objectivos propostos.

O esquema de apresentacdo segue a mesma ordem exposta na metodologia, até
porque a interligacdo entre os dois métodos, relativamente ao seu uso, é consequencial.
Deste modo, sdo apresentados em primeiro lugar, os resultados referentes a analise

microscopica seguidos dos obtidos na analise com recurso ao scaner.

4.1. Anélise Microscopica

Para uma melhor compreensdo do estudo realizado, sdo apresentadas as imagens
obtidas na analise microscopica. Estas incluem a area de interesse seleccionada, neste
caso 0 0sso ndo remodelado. Por motivos explanados oportunamente, utilizaram-se
apenas exemplares provenientes de contexto de autépsia, com apenas um
representante por faixa etaria. E de realcar que os grupos etarios foram alargados,
comparativamente aos definidos anteriormente. Assim existe um total de 4 classes
etarias com uma amplitude de 10 anos. Ou seja, de 30 a 39 anos; de 40 a 49 anos; de 50

a 59 anos e maiores de 60 anos.
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Como j& mencionado, foram capturadas de zonas distintas, quatro imagens
por amostra, todas elas na porcdo cortical do o0sso. Por uma questdo logistica,
sobretudo no que a discussdo dos resultados concerne, opta-se por apresentar para cada
caso os resultados obtidos pelo investigador principal (observador nimero 1), em dois
momentos distintos, seguidos dos resultados alcangados por um segundo observador
(observador numero 2). Esta forma de apresentacdo permite uma abordagem
comparativa mais imediata. Tendo em consideracao este facto, e com o intuito de nédo
tonar a apresentacdo das figuras, relativas a andlise microscopica, demasiadamente
planturosa optou-se por se apresentar apenas um dos quatro campos de observagéo (por
convengao apenas O primeiro campo é aqui exposto). Os restantes campos de anélise
podem ser consultados no Apéndice B.

Assim, o0 primeiro caso a ser apresentado alude a um individuo do sexo
masculino, pertencente a faixa etaria dos 30 aos 39 anos (35 anos), com o acrénimo
CVL 4. As figuras 4.1 e 4.2 representam respectivamente o exame feito pelo
observador nimero 1 em dois momentos distintos. A figura 4.3 ilustra as imagens
obtidas pelo segundo observador. Todas elas recolhidas no primeiro campo de
analise.

De seguida, apresentam-se 0s resultados correspondentes ao individuo do
préximo intervalo etario, dos 40 aos 49 anos, tendo este mais concretamente, 42 anos
de idade, também do sexo masculino (CVL 2). A semelhanca do ponto anterior,
comega por se apresentar a analise feita no primeiro campo de analise, pelo primeiro
observador, uma primeira vez (figura 4.4) e uma segunda vez (figura 4.5). E ainda
pelo observador numero 2 (figura 4.6).

A proxima situacdo refere-se a mais um individuo do sexo masculino, com 50
anos, pertencente portanto ao grupo etario dos 50 aos 59 anos (CVL 7). Mais uma
vez seguindo o raciocinio anterior, as figuras 4.7 a 4.8 correspondem respectivamente
a anélise feita pelo primeiro observador numa primeira e segunda situacgdo e ainda por
um outro observador.

Por fim, no individuo pertencente a faixa etaria dos > 60 (92 anos; CVL 5), o
unico do sexo feminino, apresentam-se apenas imagens por analisar, devido a fraca
qualidade que estas ostentam. As figuras 4.10 a 4.13 sdo representativas da

impossibilidade de examinar alguns componentes histoldgicos, neste caso particular.
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Figura 4.1. Primeiro campo microscépico do individuo CVL 4, Figura 4.2. Primeiro campo microscopico do individuo CVL 4,

pertencente & faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel pertencente a faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, numa observar a area delineada como osso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x. segunda andlise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Figura 4.3. Primeiro campo microscdpico do individuo CVL 4,
pertencente a faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Estampa IV

Figura 4.4. Primeiro campo microscopico do individuo CVL 2, Figura 4.5. Primeiro campo microscdpico do individuo CVL 2,
pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, numa observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x. segunda andlise pelo observador ndmero 1. Ampliag&o de 50x.

Figura 4.6. Primeiro campo microscdpico do individuo CVL 2,
pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliagdo de 50x.






Estampa V

Figura 4.7. Primeiro campo microscopico do individuo CVL 7, Figura 4.8. Primeiro campo microscopico do individuo CVL 7,
pertencente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel pertencente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, numa observar a éarea delineada como osso ndo remodelado, na
primeira anélise pelo observador nimero 1. Ampliacdo de 50x. segunda anélise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Figura 4.9. Primeiro campo microscépico do individuo CVL 7,
pertencente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, na anélise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacédo de 50x.
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Figura 4.10. Primeiro campo microscOpico da amostra do
individuo CVL 5, pertencente a faixa etaria dos > de 60 anos.
Note-se a existéncia de inUmeras linhas transversais que

impossibilitaram a selec¢do de qualquer tipo de estrutura.
Ampliacéo de 50x.

Figura 4.12. Terceiro campo microscopico da amostra do
individuo CVL 5, pertencente a faixa etaria dos > de 60 anos. E
0 Unico exemplar passivel de andlise ja que ndo apresenta
estruturas impeditivas de anélise. Ampliacéo de 50x.

Estampa VI

Figura 4.11. Segundo campo microscopico da amostra do
individuo CVL 5, pertencente a faixa etéaria dos > de 60 anos.
Note-se a existéncia de inUmeras linhas transversais que
impossibilitaram a seleccdo de qualquer tipo de estrutura.
Ampliacéo de 50x.

¥ il AT : [y .
Figura 4.13. Quarto campo microscopico da amostra do
individuo CVL 5, pertencente a faixa etaria dos > de 60 anos.
Note-se a existéncia de inGimeras linhas transversais que

impossibilitaram a seleccdo de qualquer tipo de estrutura.
Ampliacéo de 50x.
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A érea seleccionada nas figuras 4.1 a 4.13 diz respeito as estruturas que foram
identificadas pelos observadores, como 0sso ndo remodelado. Apds elaborar o
somatorio da area, seleccionado nos 4 campos de observacdo (Apéndice B), obtém-se a
area de 0sso ndo remodelado, para cada amostra.

Para calcular a percentagem de 0sso ndo remodelado, para cada exemplar, é
necessario dividir o valor da area calculada para este, pelo somatério do valor da area
total das imagens referentes aos quatro campos de andlise. Como ja mencionado, as
figuras tinham uma area total previamente definida, de 1281424 pixéis.

Depois do célculo acima referido, é possivel apresentar uma distribuicdo da
percentagem de 0sso ndo remodelado entre as diferentes classes etarias (figura 4.14).

%

delado

15,43%

nao remo

12,39% 11,71%

Percentagem de 0sso

0%

30-39 40-49 50-59 > 60

Classes etarias (anos)

Figura 4.14. Distribuicdo da percentagem de 0sso ndo remodelado pelas 4 faixas etarias
previamente estabelecidas. N=4

De referir que, a classe etaria dos > 60 ndo possui nenhum individuo devido a
dificuldades analiticas. Por sua vez, o intervalo etario dos 50 aos 59 anos ostenta a
maior percentagem de 0sso ndo remodelado, seguido da primeira faixa etaria. O
individuo entre os 40 e os 49 anos de idade apresenta a menor percentagem de 0sso néo
remodelado.

Ao nivel da presente analise do tecido &sseo, considerou-se ainda a possivel
existéncia de diferencas na identificacdo das estruturas histologicas, tanto ao nivel do

mesmo observador, como no exame de um segundo observador (figura 4.15).
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Figura 4.15. Distribuicdo da percentagem de osso ndo remodelado por faixa etaria, tendo também em consideragdo a
andlise do observador nimero 1 em dois momentos diferentes e a anlise do observador nimero 2.

Como se pode observar na figura 4.15, verificam-se diferencas entre as trés
observacOes efectuadas. Destaca-se que, o segundo observador tende a identificar uma
percentagem de 0sso ndo remodelado superior as analises do observador numero 1. Esta
destringa € visivel, principalmente, no grupo etario dos 50 aos 59 anos. As divergéncias
entre o primeiro e o segundo exame do observador nimero 1 ndo sdo consideraveis. Na
faixa etaria dos 40 aos 49 anos registam-se valores que diferem apenas em centésimas.
A maior disparidade constata-se ao nivel da primeira faixa etéaria (30-39 anos), com
aproximadamente 4 pontos percentuais de diferenca (obs n°1 = 12,39% vs. obs n°1 (2x)
=16,09%).

Por uma questdo meramente pragmatica, resolveu-se aplicar a equacao
desenvolvida por Ingraham (2004) para estimar a idade com base na percentagem de

0sso ndo remodelado, de claviculas de individuos hispanicos. Assim:

Idade = 98.25 —50.25 * log % 0sso ndo remodelado
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De ressalvar que a informagdo apresentada (tabela 4.1), é mais informativa do que

qualitativa, devido a um conjunto de razdes que serdo esclarecidas quando oportuno.

Tabela 4.1. Aplicagdo da formula desenvolvida por Ingraham (2004) aos resultados da percentagem
de osso ndo remodelado obtidas pelos dois observadores, com o devido desvio padrdo associado.

Individuo  Idade real Idade estimada Idade estimada Idade estimada
1° obs 1x 1° obs 2x 2° obs
CVL 4 35 43,32+6,8 37,62+6,8 33,06 + 6,8
CVL 2 42 44,56 + 6,8 44,39+ 6,8 38,08 +6,8
CVvL7 50 38,53+6,8 37,42+6,8 30,80+ 6,8

Como se pode visualizar na tabela 4.1, existe, em certa medida, um nivel de
aproximacdo entre a idade estimada e a idade real. A segunda andlise feita pelo
observador numero 1 parece ser a que, no geral, mais se aproxima. Particularmente no
individuo mais jovem, afastando-se todavia, no individuo mais velho. E importante
referir o facto de que todos os observadores, num ou noutro momento, acabaram sempre
por subestimar a idade do individuo mais velho, sendo que o observador numero 2 leva
a situacdo ao extremo, atribuindo-lhe a idade de 30,80 + 6,8, quando na realidade este
tem 50 anos. Denote-se com base na figura 4.15, e de resto como esperado, quando se
aplica a formula desenvolvida por Ingraham (2004) para estimar a idade do individuo,
verifica-se a existéncia de uma diferenca importante entre as analises feitas pelo

observador 1 e 2.

4.2. Analise com recurso ao scaner

Para a apresentacdo da andlise dos resultados, da determinacdo da area cortical
relativa com recurso ao scaner, opta-se por seguir a estrutura ja definida para o exame
microscopico. No entanto, convém referir que ao contrario do reduzido ndmero de
individuos examinados na analise microscopica, a investigacao feita com o digitalizador
foi aplicada a um total de 18 individuos.

Como referido, o calculo da area cortical relativa é feito, através da medicdo da area

total de um determinado espécime a qual se subtrai a &rea medular do mesmo. Assim,
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por cada amostra analisada existem duas figuras, uma representativa da &rea total, e
outra da area medular. A semelhanca do estudo realizado no microscopio, também no
presente tdpico, se estatuiu considerar a potencialidade de existirem diferencas na
analise entre um primeiro e um segundo observador, e entre 0 exame feito pelo mesmo
observador em dois momentos diferentes.

Uma vez que a amostra utilizada para trabalhar esta questdo, é substancialmente
superior a utilizada na analise microscopica, ndo serdo aqui expostas todas as figuras.
Apenas serdo apresentadas aquelas que por motivos especificos, se revelem importantes
para o presente estudo.

Dito isto, comega por se apresentar a distribuicdo da area cortical relativa pelas 4

faixas etarias, estabelecidas previamente, como se pode observar na figura 4.16.

69,83%

‘%’
63,66% 57,96%

Area cortical relativa
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30-39 40-49 50-59 > 60

Classe etéria (anos)

Figura 4.16. Distribuicdo da area cortical relativa, em percentagem, pelas diferentes faixas etarias. N=18

Importa salientar que as principais diferengas encontram-se nos dois extremos
etarios, sendo que, individuos mais jovens apresentam uma area cortical relativa
superior (63,66%), quando comparados aos individuos mais velhos (57,96%).

Deve-se ter em mente que, a area cortical resulta da subtraccdo da area medular a
area total. Por sua vez a area cortical relativa é o produto da area cortical a dividir pela
area total, ja que so relativizando este valor, se torna passivel de comparacédo. Por este
motivo optou-se também por exemplificar a distribuicdo da &rea cortical e da &rea

medular pelos diferentes intervalos etarios (tabela 4.2).
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Os valores mais dispares relativamente a area cortical encontram-se entre a segunda
e a Ultima faixa etaria. Porem, é importante referir que estes valores estdo dependentes
da area total (x=113,87), que neste caso é superior nos individuos dos 40 aos 49 anos
(122,11 mm?) face aos individuos > 60 anos (111,60 mm?). Logo, nada se pode concluir
de uma comparacao directa entre estes, e mais uma vez se reitera a exclusiva fungédo

informativa dos valores apresentados na tabela 4.2.

Tabela 4.2. Distribuigdo das areas corticais, medulares e totais pelas faixas etarias. Atende-se ainda para a
média de idades por intervalo etario, bem como o nimero de individuos que se aloca em cada um deles.

Area Area

. L. Média de Ne de ; Area Total
P B Clgoges ndvidios oMl Meddar B
30-39 31,7 3 78,40 45,30 123,71
40-49 440 3 84,15 37,64 122,11
50-59 53,0 2 70,82 26,46 95,68
60 + 78,7 10 64,47 47,49 111,60

Fazendo alusdo ao observado na figura 4.16 e consequentemente na tabela 4.2.
achou-se pertinente ilustrar, em que medida se consegue na analise imagioldgica fazer a
destrinca entre a area cortical e a&rea medular, e em que medida é possivel observar uma
diferenca entre os grupos etarios. Para tal, resolveu-se apresentar um conjunto de figuras
exemplificativas. Por conseguinte, as primeiras duas figuras (4.17 e 4.18) dizem
respeito ao individuo CVL 9 (sexo masculino), sendo este o individuo mais novo de
toda a série, excepcionalmente com uma idade de 29 anos. A selec¢do verificada nas
figuras 4.17 e 4.18 diz respeito a analise da éarea total e da area medular,
respectivamente, feita pelo observador nimero 1 num primeiro momento.

De seguida, procede-se a apresentacdo do individuo mais velho da amostra, CVL 5,
com 92 anos, este do sexo feminino. A semelhanca do anterior, a figura 4.19 remete
para a analise da area total feita pelo primeiro observador, num primeiro momento, e a
figura 4.20 ilustra a &rea medular analisada pelo mesmo observador.

E de destacar a diferenca visivel entre a area ocupada pela porcao de tecido cortical
face a area total. Em termos quantitativos, a area cortical relativa do individuo CVL 9
corresponde a 65, 91% da area total (122, 23 mm?), enquanto no individuo CVL 5 esta

diz respeito apenas a 51, 01% da érea total (127,58 mm>).
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A acrescentar a esta informacédo, achou-se pertinente ilustrar a determinagdo das
areas medulares e totais para 0s grupos etarios ndo mencionados, ou seja, 0s individuos
entre 0s 40 e 49 anos e entre 50 e 59 anos. Assim, as figuras 4.21 e 4.22 representam,
respectivamente, a area total e a &rea medular medidas no individuo CVL 13, com 43
anos de idade, do sexo masculino. Por sua vez, as figuras 4.23 e 4.24 sdo analogas as
medicdes referidas anteriormente, estas elaboradas no individuo CVL 1, com 56 anos de
idade, do sexo feminino. Deste modo, a amostra pertencente ao individuo CVL 13
apresenta uma area cortical relativa superior a do individuo mais jovem. Ja a amostra
CVL 1 apesar de menor, tem apenas menos de 1% de diferenca.

Ainda em relacdo aos dois grupos etérios intermédios, € de mencionar que um dos
exemplares (CVL 2; sexo J; acr’ = 86,13%) exibe uma area cortical relativa superior a
do individuo mais jovem (CVL 9; figuras 4.17 e 4.18; sexo &; acr = 65,91%). A
amostra CVL 13 (figuras 4.21 e 4.22) e a amostra CVL 1 (figuras 4.23 e 4.24)
apresentam uma &rea cortical relativa de 70, 81% e 64,13%, respectivamente.

J 75,13% 76,14%
[ i
'5 . == Area Cortical
% 60,61% Relativa Mas
= 63,17% 59,21% 55,31% ; )
Se == Area Cortical
) -
£~ | Relativa Fem
3
@
L
\< .

30-39 40-49 50-59 > 60

Classe etaria (anos)

Figura 4.25. Distribui¢do da area cortical relativa masculina e feminina, em percentagem, pelas varias
faixas etarias. NJ= 10 e NQ= 8.

Com base na analise elaborada, acha-se pertinente expor uma possivel relacdo entre
a area cortical relativa e o sexo do individuo. A figura 4.25 representa a distribuicéo
etaria da area cortical relativa por faixa etaria, atendendo ao sexo.

Como se pode depreender pela figura 4.25 existe uma Unica situacdo, referente ao

" acr — Abreviatura para rea cortical relativa
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intervalo etario entre os 30 e 0s 39 anos, onde a percentagem da &rea cortical relativa
feminina excede o valor masculino, em pouco mais de um ponto percentual (1,45%).
Convém atentar para o facto, de neste intervalo etario existirem 2 individuos do sexo

masculino e apenas 1 do sexo feminino.
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Figura 4.17. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 9 correspondente ao
individuo mais jovem (29 anos; &). E possivel observar a selec¢do da drea
total (122,23 mm?) pelo observador niimero 1, num primeiro momento.

Figura 4.18. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 9 correspondente ao
individuo mais jovem (29 anos; &). E possivel observar a selecgdo da area
medular (41,54 mm?) pelo observador ndmero 1, num primeiro momento.

Figura 4.19. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 5 correspondente ao
individuo mais idoso (92 anos; 9). E possivel observar a selec¢do da area total
(127,58 mm?) pelo observador nimero 1, num primeiro momento.

Figura 4.20. Digitalizagdo a 2400 ppi da amostra CVL 5 correspondente ao
individuo mais idoso (92 anos; ). E possivel observar a selec¢do da area
medular (50,59 mm?) pelo observador niimero 1, num primeiro momento.
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Figura 4.21. Digitalizagdo a 2400 ppi da amostra CVL 13 (43 anos; &)
correspondente & faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel observar a
seleccdo da area total (103,06 mm?) pelo observador niimero 1, num primeiro
momento.

1cm

Figura 4.22. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 13 (43 anos; &)
correspondente & faixa etdria dos 40 aos 49 anos. E possivel observar a
seleccdo da area medular (35,25 mm?) pelo observador nimero 1, num
primeiro momento.

lcm

Figura 4.23. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 1 (56 anos; @)
correspondente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel observar a
seleccdo da area total (76,03 mm?) pelo observador nimero 1, num primeiro
momento.

Figura 4.24. Digitalizagdo a 2400 ppi da amostra CVL 1 (56 anos; ?)
correspondente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel observar a
seleccéo da area total (76,03 mm?) pelo observador nimero 1, num primeiro
momento.
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Em todas as outras situagdes verifica-se uma dominancia do sexo masculino, ja
que estes individuos apresentam nitidamente uma percentagem mais elevada de tecido
0sseo cortical. A dissemelhanca mais notoria verifica-se ao nivel da faixa etaria dos 40
aos 49 anos, com uma diferenga de aproximadamente 16%. Mais uma vez, se ressalva o
facto de neste intervalo existir apenas um individuo feminino.

Tendo em mente tal facto, a faixa etaria que apresenta, em principio, os resultados
mais crediveis é a que engloba os individuos com mais de 60 anos, uma vez que existem
5 individuos tanto masculinos como femininos. Neste caso, a diferenca entre 0s sexos é
de aproximadamente 5,3%, o que pode indicar de facto um vinculo entre as duas
variaveis.

Para ilustrar esta possivel destrinca achou-se relevante apresentar tabelas
descritivas de uma possivel diferenca entre a area total, consoante o sexo do individuo.
A tabela 4.3 alude para a distribuicdo das areas corticais, medulares e totais em

individuos do sexo masculino.

Tabela 4.3. Distribuicéo das areas corticais, medulares e totais pelas faixas etérias, em individuos do sexo
masculino. Atende-se ainda para a média de idades por intervalo etario, bem como o numero de
individuos que se aloca em cada um deles.

Intervalo Média de N° de Area Cortical Area Medular Area Total
Etario Idades Individuos (mm?) (mm?) (mm?)
30-39 32 2 85,03 50,11 135,14
40-49 44 2 80,54 26,13 106,67
50-59 50 1 87,74 25,65 115,24
=60 75 5 71,33 46,27 117,61

A tabela 4.4 remete igualmente para a distribuicdo das areas corticais, medulares e

totais, contudo em individuos do sexo feminino.

Tabela 4.4. Distribuicdo das areas corticais, medulares e totais pelas faixas etarias, em individuos do sexo
feminino. Atende-se ainda para a média de idades por intervalo etario, bem como o nimero de individuos
que se aloca em cada um deles.

Intervalo Média de N° de Area Cortical Area Medular  Area Total
Etario Idades Individuos (mm?) (mm?) (mm?
30-39 31 1 65,16 35,68 100,84
40-49 47 1 91,36 62,77 153,14
50-59 56 1 53,90 22,22 76,12
=60 83 5 55,60 50,71 105,94
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Como se pode observar, salvo uma unica excepc¢do, os individuos do sexo
masculino apresentam uma area cortical superior aos individuos do sexo feminino,
tendo que x; = 78,81 mm® enquanto X. = 61,05 mm® Todavia, este valor néo se
verifica com a mesma expressdo na percentagem de area cortical relativa (figura 4.25),
uma vez que a area total das amostras masculinas é superior a das amostras femininas
(X2 = 119,07 mm?® e %o = 107,43 mm?).

Além deste facto, apresentam-se também duas figuras pertencentes ao grupo etario
correspondente a maiores de 60 anos, com idades préximas, com o intuito de tornar
mais claro a possivel destringa entre sexos. Portanto, a figura 4.26 ilustra a amostra
CVL 3 que corresponde a um individuo do sexo masculino, com 72 anos. Por sua vez, a
figura 4.27 remete para a andlise do exemplar CVL 10 pertencente a um individuo do
sexo feminino, com 71 anos. Neste caso concreto a percentagem de area cortical
relativa, na amostra do sexo masculino (CVL 3, figura 4.26) é de 72,09%, em
comparagdo com 0s 57,16% da amostra feminina (CVL 10, figura 4.27), ilustrando uma
clara desigualdade entre sexos.

Por fim, a semelhanca do realizado para a analise microscopica, considerou-se a
possivel existéncia de diferencas na seleccdo das estruturas necessarias para o calculo da
area cortical relativa, quer entre 0 mesmo observador, em dois momentos diferentes,

quer na analise de um segundo observador (figura 4.28).
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Figura 4.28. Distribuicdo da area cortical relativa, em percentagem, por faixa etaria, tendo em consideracdo a analise
do observador nimero 1 em dois momentos diferentes e a analise do observador nimero 2.
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Analisando a figura 4.28 é possivel afirmar, que ndo existem grandes diferencas
entre as analises efectuadas, quer entre os diferentes observadores, quer entre 0 mesmo
observador. A divergéncia mais notoria regista-se na analise do observador niumero 1 na
faixa etaria dos 50 aos 59 anos, com uma diferenca de 2,14% entre uma primeira
observacgdo e uma segunda, ndo sendo no entanto uma discrepancia consideravel. De um
modo geral, a distribuicdo etaria da area cortical apresenta uma configuracao

homogénea nas trés situacdes de analise.
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Figura 4.26. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 3 (72 anos) pertencente a um individuo do sexo masculino,
alocado na faixa etéria dos > 60 anos. E possivel observar a seleccdo da érea total (125,88 mm?) elaborada pelo
observador nimero 1, num primeiro momento.

Figura 4.27. Digitalizacdo a 2400 ppi da amostra CVL 10 (71 anos) pertencente a um individuo do sexo feminino,
alocado na faixa etéria dos > 60 anos. E possivel observar a seleccéo da érea total (113,14 mm?) elaborada pelo
observador nimero 1, num primeiro momento.






Discussao






No presente capitulo pretende-se discutir comparativamente os resultados obtidos,
com estudos da mesma natureza, ja realizados. Para este efeito, utilizam-se pesquisas
que tenham no seu amago a estimativa da idade com base na andlise histologica de
claviculas.

N&o existe, em verdade, um grande numero de publicacBes que opte pelo exame
histoldgico deste 0sso. Destacam-se contudo os trabalhos de Stout e Paine (1992), Stout
e colaboradores (1996), e principalmente o trabalho desenvolvido por Ingraham (2004).
Este é, em teoria, aquele que mais se assemelha, a pelo menos uma das componentes
praticas deste projecto, a analise microscépica para determinar a relacdo entre a idade a
morte e a percentagem de 0sso ndo remodelado.

Devido a esta escassez de estudos comparativos, serdo utilizados alguns que
embora ndo passiveis de comparacdo directa, fornecem, em dltima instancia, a
possibilidade de estabelecer analogias Uteis a interpretacdo dos resultados alcancados.
Entre estes, ressaltam-se as investigacdes realizadas por Stein e colegas (1998), Cho e
colaboradores (2002), Cho e Colaboradores (2006) e Peck e Stout (2007), entre outros
gue possam eventualmente surgir.

Importa referir que os resultados, no sentido estrito do termo, ndo sdo a uUnica
componente a ser aqui discutida. A metodologia utilizada na preparacdo dos espécimes
e na sua posterior observacao, sera também aqui debatida. Isto porque, os metodos
usados sdo inovadores e foram escolhidos com o proposito de comprovar que a
histologia pode ser aplicada sem grandes esforgos e longas demoras.

Por fim, pretende-se fazer um balanco geral, com o intuito de perceber se 0s
objectivos inicialmente propostos foram cumpridos ou nao, e porqué. Deste modo,

importa perceber quais as circunstancias intrinsecas ao ndo cumprimento de
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determinadas directrizes, sendo de extrema importancia destacar os pontos positivos e

negativos de toda a pesquisa elaborada.

5.1. O problema da amostra

A maioria dos estudos que utiliza a histologia para estimar a idade a morte de
remanescentes 0sseos, cria um modelo estatistico de regressdo linear com um erro
padrdo associado (Ingraham, 2004). N&o importa tanto, neste caso concreto, discorrer
sobre as potencialidades estatisticas da analise histologica, dado que ndo foi possivel
aplicar nenhum tipo de teste neste estudo. Logo, antes de se dar inicio a discussdo dos
resultados convém referir o porqué desta condicionante.

Um dos objectivos comuns a quase todas as pesquisas cientificas, reside na recolha
de dados que sejam representativos da populacdo. Os investigadores servem-se da
informacdo colectada a partir de uma dada amostra, para extrapolarem as suas
descobertas na populacdo geral, dentro dos limites de um erro padrdo (Bartlett et al.,
2001; Lucy, 2005).

O tamanho da amostra € entdo um dos elementos principais de qualquer estudo
empirico, cujo objectivo seja fazer inferéncias sobre a populacdo em geral, a partir de
uma dada amostra. Na pratica, o tamanho da amostra estara sempre condicionado com o
tipo de recolha de dados, e principalmente com a investigacao que se esta a levar a cabo,
ja que esta condiciona o poder estatistico da amostra (Adam, 2010). Esta especificidade
do tamanho amostral € um dos pardmetros que mais condiciona a analise estatistica, ja
que influencia a detec¢do de diferencas significativas, de relacdes e interaccdes entre as
variaveis (Bartlett et al., 2001).

Tendo em consideracdo o referido, e segundo Bartlett e colaboradores (2001), a
escolha de amostras com um tamanho mais reduzido nem sempre depende do
investigador, e por vezes a sua recolha é necessaria. Em algumas situagdes deste tipo, é
provavel que os intervalos de confianca sejam excessivamente amplos, ou por sua vez, 0
erro associado a hipotese estatistica que se esta a testar, pode aumentar de tal forma, que
deixa de ser plausivel aplicar qualquer tipo de ferramenta analitica (Motulsky, 1995).

80



5| Discussdo

Dito isto, pode-se entdo afirmar que a aplicagdo de uma analise estatistica, como
uma regressao linear, ou outra que tenha como requisito uma amostra com forte poder
estatistico, esta posta de lado no que a este projecto diz respeito. Note-se que, como
mencionado anteriormente, a amostra total utilizada para o presente trabalho é de 18
individuos, numero este que ndo garante sequer uma distribui¢cdo normal fazendo com
que os resultados dos testes estatisticos carecam de fiabilidade, sejam eles paramétricos
0u ndo-parameétricos.

Na realidade, ndo existe uma justificacdo peremptdria que fundamente o facto de a
amostra ter um ndmero reduzido, existem apenas determinadas circunstancias que em
conjunto tornaram impossivel a colecta de mais exemplares.

De uma forma mais objectiva, a decisdo de recolher amostras cadaveéricas ndo €
contestavel, como ja mencionado. Em bom rigor, esta é a unica forma de conseguir
resultados viaveis. Como referem Keplinger (2001) e Purves e colaboradores (2011),
existe uma tendéncia secular que se tem vindo a verificar e os resultados obtidos em
estudos elaborados em colecges identificadas do século XX ou anteriores, introduzem
um viés quando aplicados a populacGes presentes.

Mais uma vez se reitera, que o uso de material proveniente de contexto de autopsia
mostrou ser a Unica alternativa para desenvolver a hodierna pesquisa. Até porque, 0
acesso ao corte histoldgico seria absolutamente negado nas coleccBes identificadas
existentes em Portugal. O valor cientifico, cultural e até mesmo social destas é
incontestavel. A possibilidade de destruir deliberadamente algum dos exemplares, dado
a histologia ser uma técnica invasiva, ndo seria aceite por nenhum dos curadores destas
coleccBes. Depreende-se que, inclusive, algumas delas estdo a ser fechadas a estudos
unicamente macroscopicos, porque 0 seu simples manuseamento pde em risco a sua
viabilidade futura.

Atente-se ainda para o facto de Portugal ter um dos melhores sistemas a nivel da
recolha de pecas de contexto de autopsia para fins de investigacdo. A Lei n.° 12/99 de
15 de Marco, autoriza o Governo a legislar a dissecacdo licita de cadaveres e a
extraccdo de pegas para fins de ensino e de investigacao cientifica, e o Decreto-Lei n.°
274/99 de 22 de Julho cita especificamente que, se “adopta como principio que 0s
cidadaos nacionais, apatridas e estrangeiros residentes em Portugal que venham a

falecer no Pais possam potencialmente ser sujeitos aos actos previstos na lei, salvo se
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tiverem manifestado em vida, junto do Ministério da Saude, a sua oposicao [...] . Esta
circunstancia coloca os investigadores num papel privilegiado para realizarem pesquisas
com recurso a material cadavérico, garantindo a aplicabilidade das analises no contexto
actual.

Apesar do referido, a colheita do material ndo foi, provavelmente, feita de um modo
tdo agilizado quanto necessario. Os motivos subjacentes a este facto escapam a
competéncia do investigador e ndo se deve portanto discorrer sobre eles. Pode-se apenas
referir que o tempo disponivel para a realizacdo deste estudo tem prazos limites que tém
de ser respeitados, e a espera, implicita a0 aumento do tamanho da amostra,
consequente da recolha cadavérica, iria por em causa estes mesmos prazos.

Quando se percebeu que a recolha do material cadavérico poderia ser mais morosa
do que o inicialmente esperado, foram tomadas todas as medidas possiveis, como ja
citado ao nivel da metodologia, para aumentar o nimero amostral, de acordo com o
tempo disponivel. Das medidas tomadas, convém destacar a inclusdo da colecgdo de
Santarém na amostra, que apesar de tudo contribuiu com o maximo potencial que podia
oferecer.

Embora numa primeira instancia se possa pensar que a incluséo desta colecgéo seria
um problema, ja que ndo foi recolhida em contexto de autdpsia, tal ndo se verifica. Os
individuos que a ela pertencem, seriam na actualidade considerados legalmente um caso
forense, porque as datas de morte nao ultrapassam os 15 anos, sendo este o tempo legal
em Portugal para um caso deixar de ser considerado forense (Cunha, 2008).

Para concluir, faz-se referéncia a uma problematica que em certa medida podera
estar associada ao reduzido numero da amostra, e ao alargamento das faixas etarias para
a recolha de material cadavérico.

A amostra apresenta-se envelhecida, a idade média dos 18 individuos que a
compdem é de aproximadamente 63 anos, tendo que a sua amplitude varia dos 29 aos
92 anos. O facto de aproximadamente metade (55,6%) da amostra apresentar uma idade
superior a 60 anos vai de encontro a uma linha de raciocinio defendida por alguns
autores como Henriques e Rodrigues (2008). Assim, segundo 0s autores, a maioria das
mortes tende a concentrar-se nas idades mais avancadas, consequentemente 0s
exemplares recolhidos apresentam também um perfil mais envelhecido. Tal facto limita

a qualidade dos métodos desenvolvidos, uma vez que introduz um enviesamento na
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andlise. De resto, como serd referido ulteriormente, tal ocorréncia verificou-se
inclusivamente neste estudo, mesmo que ndo tenha sido utilizada uma analise estatistica
de peso.

Para tornar o debate dos resultados mais perceptivel, optou-se por, numa primeira
instancia, discutir em separado os resultados obtidos para a anélise microscopica e para
a analise com recurso ao scaner. Tendo que existe uma ordem ldgica sucessiva entre 0s
dois, sera seguida também uma abordagem comparativa entre estes, e da sua utilidade

diferencial no presente projecto.

5.2 Analise microscopica

Antes de passar a interpretacdo dos resultados obtidos na analise microscopica,
opta-se por explanar desde ja o motivo pelo qual apenas foram utilizados 4 individuos
para esta analise, um por cada faixa etaria. Na verdade, existe todo um conjunto de
situacOes que explica esta questdo, que serdo aqui expostas em pormenor.

Como ja foi citado no capitulo referente a metodologia, o microscépio utilizado
para a este fim é um Carl Zeiss Axioskop2plus que foi cedido pelo Centro de
Neurociéncias da Universidade de Coimbra. Num primeiro contacto com o responsavel
do mesmo, foi expressa a necessidade de utilizar um microscépio com um filtro de luz
polarizada. Na altura, a existéncia deste foi confirmada, todavia quando se foi efectuar
uma primeira observacao, verificou-se que este nao possuia tal filtro, sendo no entanto
possivel adquiri-lo, para depois adaptar.

Numa primeira analise cogitou-se que tal quesito ndo constituiria um problema de
maior, uma vez que segundo Maat (2001; 2006b), é possivel acoplar na zona da fonte de
luz e na zona da ocular, uma porc¢éo de papel polarizado que serve a mesma funcdo. Na
proxima observacdo que se efectuou testou-se esta mesma hipoOtese, e apesar de 0s
resultados melhorarem ndo foram de todo os esperados.

O recurso a microscopia de luz polarizada é, segundo Cho (2012), uma das
metodologias mais proveitosas a utilizar nas analises histomorfomeétricas. Como ja foi
referido, o 0sso compacto é constituido por colagénio e cristais de hidroxiapatite. A

orientagdo destas estruturas varia segundo um padrdo constante. Deste feito, o arranjo
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padronizado da microestrutura 0ssea permite que a luz polarizada decomponha a
estrutura anisotropica, revelando a orientacdo das fibras de colagénio, invisiveis a olho
nu. Por este motivo, a autora identifica este tipo de microscopia como o mais adequado
para a observacdo da histomorfologia do o0sso, devido a sua capacidade de realcar o
contraste entre as componentes Gsseas, permitindo assim a sua identificagdo. Cho
(2012) acrescenta ainda que, é das poucas analises que permite distinguir com certeza a
diferenca entre, por exemplo, ostednios completos e fragmentados. Para além desta
minucia, o recurso a luz polarizada potencia toda a investigacdo, uma vez que € a
indicada em situacGes onde a espessura da amostra ndo pode ser controlada, como é o
caso do presente estudo. A grande maioria das estruturas pode ser delimitada com um
certo grau de fiabilidade.

Dito isto, a falta de uma analise com luz polarizada fez com que muita informacéo
necessaria a determinagdo da percentagem de 0sso nao remodelado ndo pudesse ser
recolhida. As figuras 4.1 a 4.13 sdo um exemplo vivo disso, tendo como termo de
comparacao as figuras (3.6 e 3.7), fotografadas com o filtro de polarizacdo. Na analise
efectuada por Ingraham (2004), de imediato se percebe a quantidade de informacéo
estrutural e identificativa que foi perdida, impedindo uma analise exaustiva.

Outra problematica ainda associada ao instrumento de microscopia, relaciona-se
com a ampliacdo disponivel para a analise. O estudo realizado por Ingraham (2004), que
por ser, o estudo que mais se assemelha com a presente investigacdo, fornece uma boa
base de comparagdo. Assim, o autor a semelhanca de outros (Thompson, 1980; Han et
al.; 2009; Stewart et al, 2012) utiliza uma ampliacdo de 100x, que parece ser a
ampliacdo ideal para a identificacdo das estruturas necessarias ao calculo de 0sso nédo
remodelado.

O microscépio utilizado para a andlise das amostras deste estudo ndo
disponibilizava tal ampliagdo. Em alternativa, as imagens foram observadas, na sua
maioria, com uma ampliacdo de 50x, porque a ampliacdo superior disponivel era de
200x e tornava impossivel definir qualquer tipo de estrutura. Esta questdo constituiu
mais uma limitacdo a analise microscopica, que associada a anterior, tornou a
identificacdo dos ostednios primarios, do tecido lamelar e dos canais ndo Haversianos,

uma tarefa ardua e morosa.
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Por fim, refere-se uma questdo mais logistica mas que vale a pena pautar. A
utilizacdo do microscopio estava condicionada, ou seja, para se aceder a este era
necessario realizar uma marcacdo previa, condicdo que em certa medida poderia
retardar o processo, que tinha ja condicionantes temporais.

Deste modo, e apo6s a explanacdo de um conjunto de questbes que puseram em
causa toda a andlise microscépica, no entanto, optou-se por examinar os resultados
obtidos das componentes que foram sendo recolhidas das amostras. Estes sdo, na
realidade, uma das respostas fulcrais para o tdo reduzido nimero de espécimes.

A primeira caracteristica a ser avaliada foi a distribuicdo da percentagem de 0sso
ndo remodelado pelas diferentes faixas etérias (figura 4.14). Em primeiro lugar, importa
referir o motivo que levou a escolha deste pardmetro em detrimento de outros, como por
exemplo, a densidade populacional de ostednios (OPD) utilizada por Stout e Paine
(1992) e Stout e colaboradores na clavicula.

Numa primeira analise, e mais uma vez com base no trabalho de Ingraham (2004),
verificou-se que a percentagem de 0sso ndo remodelado apresentava uma forte
correlagdo com a idade. Quando o autor aplicou as variaveis uma transformacéo
logaritmica de base 10, verificou um r = -0,93, o que demostra a existéncia de uma forte
correlacdo negativa entre a idade e a percentagem de 0sso ndo remodelado. Ou seja, a
medida que a idade avanca, a percentagem de 0sso nao remodelado tem tendéncia a
diminuir. Com base nesta informacdo, o autor utilizou uma regressdo linear para
confrontar a variavel idade com o logaritmo da percentagem de 0sso ndo remodelado,
da qual resultou um r? de 0,871 com um SEE (standard error of the estimate) de 6,7985
(figura 5.1).
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Figura 5.1. Linha de regressdo linear que cruza a variavel idade (eixo yy) com o logaritmo da
percentagem de osso ndo remodelado (eixo xx). Adaptado de Ingraham (2004: 19).

Para além do mencionado, outra das razdes para a escolha deste pardmetro reside
no facto de que as caracteristicas que o compde, como 0s canais ndo Haversianos, 0
0sso lamelar e os ostednios primarios, quando observados com os recursos adequados,
ndo sdo de dificil identificacdo. Ao contrario de, por exemplo, a OPD que implica a
identificacdo de estruturas como os ostednios completos e fragmentados, que ndo € por
vezes, tao intuitiva. Como um dos principais objectivos deste projecto é demonstrar que
a histologia pode ser uma ferramenta de facil e pratica aplicacdo, a analise da
percentagem de 0sso ndo remodelado surge como resposta a estes requisitos.

Porém, pelos motivos ja referidos, a analise ndo se processou da forma esperada e
isso reflecte-se em larga escala, nos resultados obtidos. Quando se tentou cruzar a
percentagem de 0sso ndo remodelado, com a idade a morte dos individuos (figura 4.14),
os resultados apresentaram-se contraditérios ao esperado.

Além da faixa etaria dos > 60 anos nao alocar nenhum individuo, a percentagem de
0ss0 ndo remodelado é méxima no intervalo etario dos 50 aos 59 anos (15,43%), contra
0s 12,39% da faixa etaria mais jovem. O esperado seria que, esta variavel diminuisse a

medida que a idade aumentasse, porém tal ndo se verifica. Por um lado, este facto acaba
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por ndo ser tdo inesperado, especialmente devido a dois grandes factores, um deles
prende-se com tudo o que foi dito até aqui. As dificuldades analiticas da microscopia
podem ter feito com que as estruturas fossem mal identificadas, inserindo um erro
consideradvel em toda a amostra. A outra questdo prende-se com o reduzido nimero
amostral, que por sua vez esta relacionado precisamente com todas as condicionantes
analiticas ja mencionadas.

Na verdade, os resultados apresentados face a analise microscopica sao de certa
forma mais informativos do que taxativos e interpretativos, porque em bom rigor este
método foi abandonado. Quando se comecaram a perceber todas as condicionantes
impeditivas de uma anélise rigorosa da microanatomia 6ssea, com base na percentagem
de osso nao remodelado, resolveu-se antes de abandonar por completo o método,
perceber se este teria, mesmo contra as adversidades, algum potencial de estudo. Para
responder a este quesito, era necessario saber em que grau os problemas associados ao
microscopio, iriam afectar a identificacdo das estruturas necesséarias ao célculo da
variavel pretendida. Logo, antes de continuar a analise, resolveu-se avaliar ainda que
precariamente, ou seja, sem ferramentas estatisticas significativas, o erro inter e intra
observador.

E sabido que o erro na analise de uma dada variavel, quer seja entre 0 mesmo
observador, quer seja entre dois observadores diferentes, é de extrema importancia para
perceber se 0 método/exame aplicado é o mais correcto (Lucy, 2005). Desta feita,
procedeu-se a analise do mesmo como se pode observar na figura 4.15.

E possivel atestar que existe realmente uma desigualdade nos exames elaborados
pelos diferentes observadores, sendo esta, maxima, entre o primeiro e o segundo
observador (=~ 7%). E de destacar o facto de que o segundo observador tende a verificar,
para todas as faixas etarias, uma percentagem de 0sso ndo remodelado superior as duas
analises do observador nimero 1. As divergéncias entre o primeiro e o segundo exame
do observador nimero 1 ndo sdo de maior, de resto, na faixa etaria dos 40 aos 49 anos
registam-se valores que diferem apenas em centésimas. Embora segundo os resultados,
as diferencas ndo sejam tdo notorias quanto esperado, importa visualizar as imagens
correspondentes as areas seleccionadas pelos observadores, como pertencentes a

estruturas que simbolizam o0sso ndo remodelado.
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As imagens 4.1 a 4.13 ilustram precisamente estas diferencas. Tome-se por
exemplo o primeiro caso, e deste pode extrapolar-se para todos os outros. As figuras 4.1
a 4.3 expdem, respectivamente, a analise do primeiro campo microscopico, pelos
diferentes observadores (nimero 1, nimero 1 num segundo momento e ndmero 2).
Como se pode observar, as estruturas seleccionadas sdo substancialmente diferentes, e
se por vezes coincidem, aproximadamente na mesma zona, alterando apenas a area
seleccionada, como é o caso da zona central destas figuras em concreto, existem
situagbes em que nem a zona Se aproxima.

As figuras 4.10 a 4.13 sdo uma excepcdo ao referido, pois a sua andlise foi
inviabilizada, por motivos que serdo avancgados posteriormente na discussdo do método
utilizado para produzir as amostras para a microscopia.

Seguindo esta linha de pensamento, e para reforcar a ideia, quando se inquiriu o
segundo observador sobre as dificuldades sentidas, este expressou-as de forma muito
peremptoria, enfatizando a grande dificuldade em definir as diferentes estruturas. Deve
no entanto, salvaguardar-se o facto de que o observador numero 2 ndo tinha qualquer
experiéncia na area da histologia 6ssea, tinha apenas conhecimentos de Antropologia
Forense e foi seleccionado por esse mesmo motivo. Se este conseguisse identificar as
estruturas sem problemas, significaria que o método cumpria o principal objectivo,
rapido e de facil aplicacdo, contudo tal ndo se verificou.

Por uma questdo de curiosidade cientifica, apesar de todas as constri¢cbes
metodoldgicas, resolveu-se experimentar e tentar perceber se mesmo assim faria algum
sentido aplicar a formula desenvolvida por Ingraham (2004) neste contexto (tabela 4.1).
Deve-se ter em mente que, o contexto populacional em que o estudo de Ingraham
(2004) foi desenvolvido ndo se assemelha com o contexto portugués, ja para nao referir
todo o erro analitico que estd associado a analise microscépica. Curiosamente, a
aplicacdo da formula estima dentro do intervalo, duas das trés idades analisadas. Estima
uma idade de 33,06 + 6,8, para o individuo CVL 4 com 35 anos, e 38,08 + 6,8 para 0
CVL 2 com 42 anos. Apenas no individuo CVL 7, com 50 anos, a estimativa falha,
subestimando a idade deste (30,80 + 6.8). E dificil avancar com uma explicagdo
categorica para este facto, até porque nédo se pode descartar a aleatoriedade do mesmo,
uma vez que tal é possivel, ja que se fala da analise de um Unico individuo por grupo

etario.
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Ap0s elencar tudo isto, optou-se por deixar de realizar a analise com recurso ao
microscopio. Denotaram-se demasiadas limitacbes e barreiras que iriam
impreterivelmente influenciar o rigor cientifico do presente trabalho. A variabilidade do
erro introduzido estava a ser grande e existia um afastamento claro dos objectivos
propostos. O processo estava a ser moroso, de dificil aplicacdo, e com erros na seleccéo
das estruturas. Por este mesmo motivo, optou-se por ndo se aplicar a analise a amostra
total, uma vez que a Unica possibilidade de o fazer seria encontrar outro microscépio, o
que ndo constituiria tarefa facil, dada a circunscricdo temporal para a realizagdo deste
trabalho.

Independentemente desta questédo, achou-se por bem néo eliminar deste projecto o
conjunto de andlises, que apesar de numericamente pouco significativas, fizeram parte
de um processo de descoberta e adaptacao, ja que a sua falha foi, em Gltima insténcia, a

responsavel pela aplicagdo do método com recurso ao scaner.

5.3. Analise com recurso ao scaner

Importa justificar, previamente a discussdo dos resultados obtidos, o motivo que
levou a escolha deste método, e da variavel que ele analisa, em detrimento de outras
metodologias igualmente importantes.

A anélise com recurso ao scaner surge de toda a problematica associada a analise
microscopica. Como ja foi aludido, a analise microscopica teve de ser abandonada
porque, em bom rigor, se sabia que os resultados, dela provenientes, ndo seriam
completamente fidedignos, devido a todas as limitacdes. Desta feita, era necessario
encontrar uma abordagem que permitisse continuar a utilizar componentes histoldgicas
do 0sso, mas que ndo envolvesse a utilizacdo do microscépio. Em ultima analise, esta
informacdo acaba por ser contraditoria, porque, a partida, para se conseguir aceder a
microestrutura ssea é necessario recorrer a microscopia.

Por coincidéncia, na altura em que se procurava um método que conseguisse
preencher os requisitos citados, surge uma publicacdo que parece vir responder as

necessidades nutridas. Assim, o estudo realizado por Stewart e colaboradores (2012)

89



| O escrutinio 6sseo

deu o impulso necessario para se conseguir aplicar um novo método sem recurso ao
microscopio.

A pesquisa efectuada por Stewart ¢ colegas (2012), consiste na “comparacdo de
diferentes métodos para a obtencdo de dados (valores da &rea cortical relativa)
necessarios a investigagdo histomorfométrica” (Stewart et al., 2012: 1). Muito
sucintamente, refere-se que os autores compararam quatro métodos distintos que
permitissem recolher dados sobre a area cortical relativa. Dois dos métodos
apresentados recorriam a microscopia para calcular a area cortical, e por esse motivo
foram imediatamente descartados. As outras duas metodologias, envolviam a utilizacéo
de ferramentas que permitissem de forma simples transformar em imagem digital um
espécime histoldgico em analise.

Entre estes, destacou-se 0 método com recurso a um digitalizador, devido a duas
razbes principais que serdo explicadas de seguida. Ao contrario de todos as outras
metodologias apresentadas, que recorriam a microscopios, ou camaras fotogréaficas
(com um manancial de dispositivos associados), o digitalizador € um recurso facil de
adquirir, e que de resto, j& muitos investigadores possuem, ndo sendo necessario
despender recursos na aquisicdo de um material novo. O outro motivo subjacente a
escolha deste método, remete para os resultados obtidos por Stewart e colaboradores
(2012) no seu estudo. O método com recurso ao digitalizador é aquele que apresenta um
menor desvio padrdo para as médias de area cortical relativa, sendo apontado pelos
autores, como 0 método mais preciso para este tipo de recolha de dados.

Com base nesta informagdo, a metodologia apresentada parecia enquadrar-se
perfeitamente nos padrdes de estudo. Mas faltava responder a uma ultima questdo, era
ainda necessario apurar se a area cortical relativa seria um bom indicador para estimar a
idade & morte dos individuos. Apesar de Stewart e colaboradores (2012) discorrerem
brevemente sobre o possivel uso desta para tal fim, ndo apresentam nenhum resultado
em concreto.

Na verdade, existem alguns estudos que mencionam a area cortical relativa ou
componentes associados (&rea cortical e area medular), como um constituinte
histologico a avaliar, quando se pretende estimar a idade a morte, mas acabam por nao
apresentar uma relagdo directa desta variavel com a idade cronoldgica do individuo.

Autores como Stout e Paine (1992), dos poucos que desenvolveram analises
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histoldgicas na clavicula, avangam, na sua publica¢do, com a definigdo de area cortical
como um dos elementos a examinar. Porem, ao nivel dos resultados focam-se
exclusivamente na densidade de ostednios, ndo fazendo qualquer mencdo a area
cortical.

Anélises como as de Thompson (1980) e Chan e colaboradores (2007), utilizam
entre outras caracteristicas histoldgicas, a espessura cortical em fémures. Esta variavel
ndo traduz o mesmo que a area cortical, logo ndo se pode aplicar uma comparacao
directa com o presente estudo, ja para ndo falar da diferenca no tipo de osso. Todavia,
julga-se que estas duas variaveis estdo intimamente ligadas, e mais tarde ao nivel da
discussdo dos resultados obtidos, pode ser Gtil aplicar uma analogia entre estes dois
parametros.

Neste momento importa, no entanto, explanar o porqué da escolha da area cortical
relativa. Das poucas investigaces que, de facto, entram em linha de conta com esta
variavel, destacam-se os estudos de Takahashi e Frost (1966), Cho e colegas (2002),
Cho e colaboradores (2006) e Cannet e colaboradores (2011). De ressalvar o facto que
todos eles foram efectuados em costelas sendo necessario por isso uma certa dose de
cautela.

Os estudos de Takahashi e Frost (1966) e Cho e colegas (2002) cruzam em teoria as
variaveis idade e area cortical, mas fazem-no com um intuito diferente daquele utilizado
para estimar a idade a morte. O primeiro estudo faz uma descri¢do das alteracdes das
areas corticais e medulares a medida que a idade avanca. Este preconiza que a area
medular tem tendéncia a aumentar, mas estranhamente a rea cortical ndo tem tendéncia
a diminuir, ja que parece existir um aumento da area total. O segundo estudo utiliza a
area cortical relativa, a area cortical e a area medular, a par com outras caracteristicas,
mas aplica-as para perceber as diferencas sexuais e etarias com base na afinidade
populacional, distribuindo as varidveis ndo pelas faixas etarias, mas entre African-
American e European-American.

A semelhanca de Stout e Paine (1992), Cannet e colaboradores (2011) referem a
area cortical relativa como um paramero passivel de relacionar com a idade dos
individuos, mas ndo aplica esta variavel a sua andlise. Os autores utilizam apenas a
densidade populacional de ostednios afirmando que, entre as medic¢des histologicas

recolhidas, este € o critério mais fiavel para estimar a idade.
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O Unico estudo que relaciona concretamente a area cortical relativa com a idade
cronoldgica dos individuos, é a andlise efectuada por Cho e colaboradores (2006).
Embora o objectivo dos autores passe por uma analise multivariada, com a criacao de
modelos estatisticos especificos, para estimar a idade em tipos populacionais African-
American e European-American, acabam por apresentar a correlacdo separada de cada
um dos elementos que analisam, estando entre eles a area cortical relativa (figura 5.2).
Segundo os autores a area cortical relativa, quando cruzada com a idade, dentro do

mesmo grupo populacional, exibe um r>= 0,589.
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Figura 5.2. Associagdo entre a area cortical relativa (Ct.Ar/Tt.Ar) e a idade & morte em
African-American (A-A) e European-American (E-A). N&o importa tanto constatar as

interacgdes entre 0s grupos, mas sim a relagdo da area cortical com a idade. Adaptado
de Cho e colaboradores (2006: 15)

Como se pode perceber pela figura 5.2, a relagdo entre as duas variaveis ndo é a
melhor, como ja indicava o préprio valor de r’. Contudo, hé4 uma ressalva que dever ser
feita, este teste foi aplicado em costelas, logo ao se mudar o tipo de 0sso os resultados
podem divergir.

Apos esta explicacdo pensa-se que ficou clara a falta de métodos desenvolvidos
com base na area cortical relativa, de resto, em toda a pesquisa bibliografica, ndo existe
nenhum estudo que relacione esta varidvel com a idade em claviculas. Esta € entdo,

umas das razdes porque se escolheu este parametro para tentar estimar a idade de
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individuos ja padecidos. Aliado a este facto, a medicdo das estruturas necessarias ao
calculo da area cortical é muito intuitiva, e 0 método de recolha da imagem que lhe esta
subjacente também, como de resto o comprovam os resultados obtidos. Encontrar uma
forma prética e de facil aplicacdo da histomorfometria para a estimativa da idade de
individuos adultos, € a questdo chave para o cumprimento dos objectivos deste projecto.

Independentemente do referido anteriormente, consegue-se perceber que a medida
que a idade aumenta, a area cortical relativa tem tendéncia a diminuir (figura 5.2).De
certo modo parece que o normal processo de envelhecimento acarreta uma perda de
material 6sseo.

Os resultados obtidos (figura 4.16) estdo em certa medida de acordo com o
esperado, ja que as principais diferencas se verificam nos dois extremos etarios, sendo
que os individuos mais jovens apresentam uma diferenca positiva de aproximadamente
6%, quando comparados com individuos mais velhos. Importa entdo avancar com uma
possivel explicacdo para este facto. Segundo Cho e colaboradores (2002), a diminuigéo
da area cortical, que de certa forma expressa um decréscimo da densidade dssea com 0
avancar da idade, pode estar relacionada com uma alteracdo da taxa de remodelacéo.
Seguindo esta linha de pensamento, preconiza-se que a taxa de remodelacdo Gssea seja
menor em individuos mais velhos, acarretando uma vantagem para estes, uma vez que a
massa 0ssea € mantida. A actividade de remodelacdo introduz porosidade no 0sso, com
a criacdo de novos ostednios, existindo uma formacédo continua de 0sso nestas unidades.
Porém, associado a esta diminuicdo estd uma rapida acumulacdo de microfracturas que
tornam o 0sso mais fragil.

Apesar da amostra coincidir em parte com o esperado, verifica-se um aumento da
area cortical relativa, dos 30 aos 50 anos, o que ndo seria de esperar. E sabido que a
diminuicdo da taxa de remodelacédo se faz sentir sobretudo a partir dos 50 anos (Cho et
al., 2002; Takashi e Frost, 1966), como tal ndo seria de prever este acréscimo. Uma das
unicas explicacOes para este facto prende-se com as condicionantes da amostra, ja que o
seu reduzido tamanho pode ter mimetizado um perfil que ndo é representativo da
populacdo geral. Por uma questdo elucidativa, decidiu-se aplicar aos dados uma
ferramenta disponivel no Microsoft Excel 2010, designada de linha de tendéncia linear
(figura 5.3). Estas linhas de tendéncia sdo utilizadas para representar graficamente

tendéncias em dados e para ajudar a analisar problemas relacionados com predicGes.
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Com base nos dados recolhidos, o programa projecta uma linha no gréafico para além
dos dados reais, prevendo uma possibilidade de apresentacdo dos dados futuros
(http://office.microsoft.com/pt-pt/).

Como se pode distinguir na figura 7.3, a propensdo dos dados, consoante a linha
apresentada, remete para uma diminuicdo da area cortical relativa, face ao aumento da
idade. O motivo pelo qual tal abordagem ndo foi apresentada nos resultados, esta ligada
com o facto de que se estdo a prever dados futuros, ndo sendo concretamente aquilo que
se obteve. Assim, decidiu-se apenas tentar perceber o que aconteceria se, por exemplo, a

amostra fosse maior, real¢cando o contetido informativo e ndo vinculativo desta analise.
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Figura 5.3. Distribuicdo da area cortical relativa, em percentagem, pelas
diferentes faixas etarias, com a linha de tendéncia linear, meramente
informativa e ndo vinculativa, que mostra graficamente a tendéncia dos
dados. N=18

Embora na opinido de Cho e colaboradores (2002), a area cortical relativa seja uma
variavel mais relevante para estimar a idade dos individuos, vale a pena referir os dados
obtidos para as areas absolutas, representadas na tabela 4.2.

Deste modo, segundo Takashi e Frost (1966) a area cortical atinge a sua area
maxima entre os 25-30 anos, depois estabiliza e comeca a decrescer por volta dos 55-60.
Os resultados obtidos estdo, de certa forma, de acordo com esta afirmacdo. Embora se

verifigue um aumento desta variavel dos 30 para os 40 anos, ela decresce
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essencialmente a partir dos 60 anos. A constatacdo deste facto vai de encontro ao ja
afirmado, face a perda de densidade dssea em individuos mais velhos.

Em relacdo a area total, esta tem segundo os autores, uma tendéncia crescente que
parece servir como meio de compensacdo para a perda da porgdo cortical do 0sso.
Aliado a este facto, sabe-se que a area medular nunca diminui ao longo da vida de um
individuo, continua sempre no sentido crescente. Deste feito, em teoria 0 aumento da
area medular é o grande responsavel pela perda de tecido cortical, uma vez que, tanto a
area total como a medular, aumentam com a idade. Preconiza-se que a taxa de
crescimento da &rea medular se dé a um ritmo mais acelerado que a area total, fazendo
com que a area cortical diminua.

A este nivel os resultados obtidos apontam numa direc¢do diferente, uma vez que,
ao contrario do esperado, a area total sofre uma reducdo com a idade. O mesmo se
verifica com a area medular, j& que o seu aumento apenas se constata nos individuos
com idades superiores a 60 anos. N&o e fécil avancar com uma teoria explicativa para
este facto. Pode-se mais uma vez, estar perante um condicionamento da amostra,
introduzindo assim um viés nos resultados obtidos, ou entdo, a tendéncia verificada por
Takashi e Frost (1966) deixou de se aplicar. E de referir que esta publicacio data de ha
aproximadamente 50 anos atras. E possivel portanto que a tendéncia verificada na
altura, ndo seja a mesma daquela observada na actualidade.

Com base na analise elaborada, achou-se pertinente expor uma possivel relacdo
entre a area cortical relativa e o sexo do individuo (figura 4.25). A grande maioria dos
estudos (Takashi e Frost, 1966; Cho et al, 2002; Cho et al, 2006; Kim et al., 2007;
Cannet et al, 2011) chama a atencdo para este mesmo facto. O sexo € um factor
importante que afecta a remodelacdo do 0sso, sendo que a perda de material esquelético
é exacerbada pelo aumento da taxa da actividade dos BMUs (Kim, et al., 2007). A
menopausa pode na realidade ser o grande factor por detras das diferencas sexuais
encontradas, uma vez que os autores indicam que as divergéncias encontradas sdo
maiores nos intervalos etarios correspondentes a idade média de encerramento do ciclo
ovarico da mulher. A nivel fisiologico pensa-se que a diminuicdo do estrogénio
associada a ndo ovulagéo suprime a reabsorcdo e a formacéo de o0sso, fazendo com que
area cortical decresca. Esta diferenca pode também estar associada a localiza¢do da

amostra de 0sso, ja que dentro do mesmo 0sso se podem observar diferencas devido as
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constricdes biomecénicas que se fazem sentir particularmente nas zonas de insergéo
muscular (Cannet, 2011). No caso concreto deste projecto, pensa-se que esta questdo
pode ser descartada, uma vez que as zonas de maior inser¢do na clavicula foram
evitadas aquando do corte.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a teoria avancada, até porque antes da
idade média da menopausa, os individuos do sexo feminino exibem uma percentagem
de area cortical ligeiramente superior a dos individuos masculinos. Tal faz todo o
sentido ja que, a taxa de estrogénio presente nas mulheres ainda ndo iniciou o seu
declinio. Ja a subida verificada nos individuos pertencentes a faixa etaria dos 50 aos 59
anos, nao se enquadra no padrdo esperado, o que de certa forma ndo é estranho uma vez
que, nesta faixa existe apenas um individuo de cada sexo, 0 que ndo representa de todo a
populacéo geral.

A érea total mostra também uma variancia conforme o sexo do individuo, sendo
que os individuos do sexo masculino exibem em meédia uma area total maior (ks =
119,07 mm? e Xo = 107,43 mm?). A explicacdo mais plausivel para este facto esta
relacionada com a existéncia de um dimorfismo sexual na espécie humana, que se em
muitas situacfes ndo é extremamente evidente, aqui parece constituir uma explicacao
viavel (Wasterlain, 2000).

Para finalizar, cabe agora discutir a distribuicdo da area cortical relativa tendo em
consideragdo a analise do observador nimero 1 em dois momentos diferentes e a analise
do observador namero 2 (figura 4.28). Como ja foi referido, as destringcas entre as
analises de dois investigadores pode legitimar ou invalidar um determinado método
(Lynnerup et al., 1998; Cannet et al., 2011). Pensa-se que os resultados obtidos
fornecem um bom ponto de partida para uma expansao do uso do scaner, como auxiliar
do processo de transformacdo da amostra para 0 mundo digital. Como se pode observar
na figura 4.28, as diferencas entre 0s observadores sao minimas. Embora nao se saiba se
existe de facto a auséncia de uma desigualdade significativa a nivel estatistico, pode
afirmar-se que a maior disparidade entre as diferentes observacbes & de 2,14%,
verificadas entre a primeira e a segunda analise do mesmo observador.

Em suma, apesar da area cortical relativa, segundo dados recolhidos na literatura
(Cho et al, 2006; Kim et al., 2007), ndo ser das variaveis mais fidedignas para estimar a

idade a morte, pensa-se que para alem de ndo existir nenhum metodo desenvolvido para
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a clavicula, a metodologia carece de uma verificagdo minuciosa, onde a area cortical
relativa seja a Unica em analise. Além deste facto ressalta-se a facil aplicacdo deste
método. Quando se inquiriu 0 segundo observador sobre qual dos dois métodos,
microscopico ou com recurso ao scaner, era de mais facil aplicacéo, a resposta foi clara
e concisa. O método com recurso ao digitalizador foi eleito como definitivamente mais

facil e pratico de aplicar.

5.4. Apreciacao Global

Apobs o escrutinio dos resultados obtidos, em virtude da bibliografia utilizada,
passa-se agora a dar uma visao geral de todo o processo, e discutir em que medida 0s
objectivos inicialmente propostos foram de facto alcancados.

Assim, importa primeiramente referenciar um ponto, que apesar de ndo constituir
um resultado no sentido restrito da palavra esta-lhe altamente associado. O método
utilizado na preparacdo da amostra para analise constitui um dos elementos chave deste
trabalho.

A metodologia utilizada para desgastar a amostra, até uma espessura passivel de
analise, foi escolhida principalmente em virtude dos recursos utilizados. Em abono da
verdade, a metodologia adaptada de Frost por Maat (2001; 2006b) tem como principais
premissas, a baixa necessidade de adquirir material sofisticado para elaborar a analise, a
rapidez no processamento da amostra, ao mesmo tempo que exibe uma preocupagdo em
garantir uma eficacia minima que ndo invalide uma boa analise dos espécimes.

S6 depois de aplicar a metodologia se percebeu que ela é realmente réapida e de facil
aplicacdo. Sem nunca se ter realizado tal tarefa, é com facilidade que se pGe em prética
as recomendacgOes do autor. No entanto, existe um conjunto de situagdes que a podem
tornar menos viavel para determinados tipos de estudo. Um dos principais problemas
que se encontrou foi a constante incerteza da espessura final da amostra. Os autores
acabam por dar uma definicdo muito vaga, fazendo com que todas as amostras fiqguem

com espessuras diferentes. Neste caso em particular, este factor ndo pesava muito para o
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tipo de analise efectuado, todavia em outro tipo de estudos, esta pode ser uma variavel
de peso na exclusao desta metodologia.

O facto de esta abordagem ndo exigir a descalcificacdo do 0sso é sem duvida uma
mais-valia importante, uma vez que este processo pode demorar varios dias. Contudo,
segundo Cannet e colaboradores (2011), conseguem-se imagens microscopicas de maior
qualidade se forem utilizadas amostras descalcificadas, sendo que esta afirmacdo é
discutivel, como ja referido no capitulo da metodologia. Consequentemente, e
comparativamente a outras metodologias, a desenvolvida por Maat (2001; 2006b), ndo é
relativamente demorada, porém é um pouco mais morosa do que os autores referem. Em
quase nenhuma das circunstancias se demorou 20 minutos a realizar toda a anélise,
desde o corte com a serra até ao desgaste final. A verdade é que o tempo de desgaste do
0sso esta amplamente relacionado com a espessura do corte que se efectuou com a
serra, e nem sempre é possivel realizar cortes com menos de 2-3 cm de espessura.

Em suma, pode-se afirmar que apesar de uma ou outra nuance, a metodologia
aplicada ao nivel da preparacdo da amostra, cumpriu o propésito deste projecto, e ndo
foi impeditiva de boa analise microscopica.

Um dos objectivos principais deste trabalho, é fazer uma ponderacdo do potencial
da histologia para estimar a idade a morte, sobretudo a um nivel mais empirico do que
tedrico. Ou seja, saber se 0 antropdlogo forense pode recorrer a andlise histologica de
um modo ao mesmo tempo que eficiente, pratico. Depois de se trabalhar de perto com
esta realidade, pensa-se que se ganhou experiéncia suficiente para responder a tal
objectivo, até porque ndo ha uma resposta peremptoria.

A rapidez, fiabilidade, complexidade e mesmo a aplicabilidade dos métodos
histoldgicos esta amplamente ligada com as estruturas que se pretendem analisar e com
0 método histolégico que se utiliza. Neste caso concreto, os métodos histolégicos
usados para estimar a idade & morte ndo foram dos mais complexos.

Em certa medida, pode-se afirmar que os resultados obtidos com recurso a métodos
histoldgicos sdo mais precisos comparativamente aos métodos macroscépicos, dado que
a maioria dos processos fisiologicos tem uma base ao nivel celular, ndo sendo a
senescéncia 0ssea uma excepcao. O grande problema é encontrar as ferramentas certas

para descodificar esta informacgéo. O que leva a uma outra questdo levantada no inicio
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deste estudo, a necessidade a priori de conhecimentos e experiencia na area da
microanatomia 0ssea.

Para quem segue 0 percurso académico com uma formacdo base em ciéncias, o0
conhecimento citoldgico é inerente, logo pode-se afirmar que, com uma dose de boa
vontade, os conhecimentos histologicos ndo séo de dificil apreensdo, chegando mesmo a
ser bastante intuitivos. A experiéncia, essa sim faz sentir o seu peso. Sem qualquer
davida que, um investigador com experiéncia consegue fazer a anélise
histomorfométrica, ao nivel da identificacdo das estruturas, de uma forma muito mais
rpida e provavelmente com menos erro. Todavia, a Unica forma possivel de ganhar
experiéncia € através da préatica, e se a histologia continuar, de certa forma, a ser
negligenciada pelos antropologos forenses, nunca se revelara como uma ferramenta util
ao seu dispor.

Por fim, resta responder as questdes que visam averiguar se a elei¢do da clavicula
como material 6sseo foi, de facto, uma opgdo viavel, sendo necessario perceber se a
percentagem de o0sso ndo remodelado e a éarea cortical relativa fornecem bons
indicadores para estimar a idade a altura da morte. Qualquer uma destas questdes vai
permanecer em aberto. Opta-se por, com base nos resultados obtidos, ndo avancar com
nenhuma opinido sobre este item. N&o € possivel avaliar de forma assertiva, se as
caracteristicas histomorfoldgicas avaliadas sdo as mais indicadas para estimar a idade a
morte, ndo havendo dados suficientes que permitam afirmar ou sequer excluir estas

componentes como passiveis de analise para o fim pretendido.
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A estimativa da idade a morte é, provavelmente, um dos maiores desafios a que o
antropologo forense se propde. Se, por exemplo, a diagnose sexual varia apenas entre
trés respostas possiveis (masculino, feminino e indeterminado), a idade ndo pode ser
categorizada de tal forma. Quando muito, avanca-se com um intervalo etario, que possa
fornecer as entidades competentes elementos suficientes para estas actuarem, sendo que,
em algumas circunstancias, é preferivel ndo manifestar qualquer tipo de opinido, ao
invés de cair no equivoco de induzir em erro a linha de investigacao.

Como ja mencionado, sdo varios 0s métodos que podem ser utilizados para tentar
encontrar uma relacdo entre a idade biolégica e a idade cronoldgica, mas importa
esclarecer que esta relacdo nunca sera perfeita, por mais estudos e pesquisas que se
facam.

A histologia surge como uma ferramenta para auxiliar os antrop6logos forenses.
Pensa-se que cada vez mais, os profissionais desta area apostam em metodologias que
saiam um pouco da sua area de conforto, com o intuito de granjear os melhores
resultados possiveis. Desde 1965 que, pela primeira vez, um investigador percebe a
potencialidade da histologia, para o contexto especifico da estimativa da idade a morte.
E se por um lado os investigadores continuam a preferir métodos morfoldgicos para
estimar este parametro, a histologia pode revelar-se em algumas situacées como o unico
meio de tentar avancar com um diagnostico. Ressaltam-se possiveis casos de 0ss0s
queimados, ou largamente afectados pela tafonomia, onde esta metodologia pode
funcionar ndo so para estimar a idade, mas também para, por exemplo, fazer uma
destrinca entre 0sso humano e 0sso ndo-humano.

Este projecto tem entdo como objectivo, desmistificar qualquer ideia pré-concebida
que possa existir em relacdo a utilizacdo da histologia. N&o é, na realidade, uma pratica
tdo demorada assim, e apresenta bons resultados dependendo do tipo de estruturas

analisadas.
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Por motivos j& explicados anteriormente, ndo foi possivel perceber se a
percentagem de 0sso ndo remodelado e a area cortical relativa sdo bons indicadores para
estimar a idade, nem afirmar que a clavicula é um o0sso importante para este fim.
Existem empiricamente pouco estudos em histologia com aplicacdo em Antropologia
Forense, e de uma certa perspectiva, apesar de a presente tentativa nédo ter apresentado
os resultados desejados, abriu-se um precedente para a realizacdo de novos estudos
nesta area.

Assim, pode afirmar-se que existe um manancial de estudos que podem ser feitos
com base na histologia, como ferramenta para estimar a idade, nomeadamente porque
ainda nenhum método foi desenvolvido para uma populacdo portuguesa. Seria
interessante estudar as variaveis mais comuns, desde o diametro médio dos canais de
Havers até a densidade populacional de ostednios. E importante fazé-lo ainda, com
recurso a diferentes tipos de 0ssos, testando 0os métodos j& desenvolvidos, e projectando
outros, bem como apostar em analises multivariadas e perceber se existem vantagens
em utilizar a medicdo de varias caracteristicas, ou ndo. Importa salientar para
interessados em futuros estudos, que um dos parametros mais importantes a definir
quando se realiza uma anélise destas, é a dimensdo da amostra. E necessario elaborar
estudos representativos da populacgdo, passiveis de uma andlise estatistica robusta.

Cada vez mais, a necessidade de aplicar os conhecimentos estatisticos na
Antropologia Forense, e nas ciéncias forenses em geral, se torna peremptéria. Esta
ferramenta quantifica o trabalho do antropdlogo e permite legitimar as metodologias por
ele usadas. O precedente aberto pelo caso Daubert vs. Merrell Dow Pharmaceuticals,
mostra que os investigadores tém de estar muito seguros dos seus conhecimentos,
porém isso ndo chega, & necessario legitimar empiricamente que esses mesmos
conhecimentos podem ser aplicados sem nenhum tipo de contestacgéo.

Em suma, acaba-se dizendo que é necessario que estes estudos nunca deixem de ser
realizados sem receio de conseguir resultados menos bons. Tal facto ndo é sinénimo de
uma ma investigacao, j& que a Unica forma de seguir a busca do conhecimento é através
do erro, da percepcdo deste, da sua aceitacdo e por fim da sua ultrapassagem. Este € o

derradeiro caminho de todos aqueles que tentam assim fazer ciéncia.

“If we’re are not prepared to be wrong, we’ll never come up with anything original”
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Apéndice B






Figura B.1. Segundo campo microscopico do individuo CVL 4, Figura B.2. Segundo campo microscépico do individuo CVL 4,

pertencente a faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel pertencente a faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, numa observar a area delineada como 0sso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador niimero 1. Ampliacédo de 50x. segunda andlise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Figura B.3. Segundo campo microscépico do individuo CVL 4,
pertencente & faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Figura B.4. Terceiro campo microscopico do individuo CVL 4, Figura B.5. Terceiro campo microscépico do individuo CVL 4,

pertencente & faixa etria dos 30 aos 39 anos. E possivel pertencente a faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a éarea delineada como 0sso ndo remodelado, numa observar a area delineada como osso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliagdo de 50x. segunda analise pelo observador niimero 1. Ampliagdo de 50x.

Figura B.6. Terceiro campo microscépico do individuo CVL 4,
pertencente & faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Figura B.7. Quarto campo microscopico do individuo CVL 4, Figura B.8. Quarto campo microscopico do individuo CVL 4,
pertencente & faixa etaria dos 30 aos 39 anos. E possivel pertencente & faixa etdria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area delineada como 0sso ndo remodelado, numa observar a area assinalada como osso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacdo de 50x. segunda andlise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Figura B.9. Quarto campo microscopico do individuo CVL 4,
pertencente & faixa etéria dos 30 aos 39 anos. E possivel
observar a area assinalada como osso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Figura B.10. Segundo campo microscopico do individuo CVL Figura B.11. Segundo campo microscépico do individuo CVL

2, pertencente & faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel 2, pertencente & faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, numa observar a éarea delineada como 0sso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacdo de 50x. segunda anélise pelo observador nimero 1. Ampliacédo de 50x.

Figura B.12. Segundo campo microscopico do individuo CVL
2, pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delieada como o0sso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Figura B.13 Terceiro campo microscépico do individuo CVL 2, Figura B.14. Segundo campo microscopico do individuo CVL

pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel 2, pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, numa observar a &rea delineada como 0sso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacdo de 50x. segunda andlise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Figura B.15. Terceiro campo microscopico do individuo CVL 2,
pertencente & faixa etéria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como 0sso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.
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Figura B.16. Quarto campo microscépico do individuo CVL 2, Figura B.17. Quarto campo microscépico do individuo CVL 2,
pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel pertencente & faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, numa observar a éarea delineada como 0sso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x. segunda andlise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

o o f:ﬁ.( AN N =4 4 Al ‘w
Figura B.18. Quarto campo microscopico do individuo CVL 2,
pertencente a faixa etaria dos 40 aos 49 anos. E possivel
observar a area delineada como 0sso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliagdo de 50x.






Figura B.19. Segundo campo microscdpico do individuo CVL Figura B.20. Segundo campo microscopico do individuo CVL

7, pertencente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel 7, pertencente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, numa observar a darea delineada como osso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacédo de 50x. segunda analise pelo observador nimero 1. Ampliacdo de 50x.

Figura B.21. Segundo campo microscopico do individuo CVL
7, pertencente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como osso ndo remodelado, na anélise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Figura B.22. Terceiro campo microscopico do individuo CVL 7, Figura B.23. Terceiro campo microscopico do individuo CVL 7,

pertencente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel pertencente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como 0sso ndo remodelado, numa observar a area delineada como osso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x. segunda andlise pelo observador nimero 1. Ampliagao de 50x.

Figura B.24. Terceiro campo microscopico do individuo CVL 7,
pertencente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2. Ampliacéo de 50x.






Figura B.25. Quarto campo microscdpico do individuo CVL 7, Figura B.26. Quarto campo microscépico do individuo CVL 7,

pertencente a faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel pertencente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como 0sso ndo remodelado, numa observar a 4area delineada como osso ndo remodelado, na
primeira analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x. segunda analise pelo observador nimero 1. Ampliacéo de 50x.

Figura B.27. Quarto campo microscopico do individuo CVL 7,
pertencente & faixa etaria dos 50 aos 59 anos. E possivel
observar a area delineada como o0sso ndo remodelado, na analise
feita pelo observador nimero 2.

Ampliacéo de 50x.
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