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Resumo

Na Antropologia Forense, a aplicacdo de métodos bioantropoldgicos para a estimativa do
perfil biolégico de restos esqueléticos humanos é, muitas vezes, dificultada pelas ma
preservacao e representatividade esquelética, comprometendo a sua fiabilidade.
Portanto, o desenvolvimento de métodos alternativos para a estimativa do perfil
bioldgico de restos humanos, sem ter de recorrer a analise métrica e morfoldgica dos

0ssos, € um dos aspetos fundamentais em contextos forenses.

A idade e o sexo do individuo podem provocar alteracdes na morfologia, massa e
dimensdo dos 0ssos, bem como na sua composi¢cdo quimica. Nesse sentido, esta
investigacao teve como objetivo fulcral avaliar se os conteudos de colagénio désseo
(Am/P), carbonato tipo A (API), carbonato tipo (BPI), a relagdo entre o conteudo de
carbonato (A e B) e o carbonato tipo B (C/C), a razdo carbonato-fosfato (C/P) e o indice de
cristalinidade (IC), indices espectroscdpicos a partir de relagdes entre bandas obtidas
através da FTIR-ATR, sdo métodos vidveis para a estimativa de dois pardmetros do perfil
bioldgico: idade a morte e sexo. Para tal, recorreu-se a uma amostra de fémures e Umeros

de 80 individuos provenientes da Colecdo de Esqueletos Identificados do Séc. XXI.

Concluiu-se que, com o avanco da idade, os fémures das mulheres apresentam valores do
IC mais baixos, mas o BPl e o C/P aumentam, sendo a deformacgdo e o desordenamento
da rede cristalina provavelmente afetada pela integracdo do conteudo de carbonato do

tipo B.

Adicionalmente, apurou-se se os mesmos racios diferiam consoante o indice de
preservacao geral, a massa 6ssea do Umero e do fémur, o conteddo mineral ésseo (total
e do colo femoral), a densidade mineral 6ssea, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward), e a drea (total e do colo femoral).
Constatou-se que apenas a DMO do sexo feminino apresentava uma relacdo significativa
com os indices femorais em estudo, enquanto o Am/P e o APl nos homens
correlacionaram-se com a area total do fémur das regides de interesse e a area do colo
do fémur, muito provavelmente devido a diferencas existentes na estrutura e fisiologia,

bem como resisténcia mecanica.



Os racios aqui analisados, sobretudo o IC e o BPI, revelam uma possibilidade de um novo
método para estimar a idade a morte, sendo o sexo ja conhecido, auxiliando deste modo
a avaliagdo do perfil biolégico quando os métodos convencionais ndo podem ser
aplicados. InvestigacGes futuras sdo necessdrias para uma melhor compreensdo e

fiabilidade dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Antropologia Forense; Antropologia Quimica; Bioapatite; Espectroscopia
IV; Perfil Bioldgico



Abstract

In Forensic Anthropology, the application of bioanthropological methods for estimating
the biological profile of human skeletal remains is often hampered by poor preservation
and skeletal representativeness, compromising its reliability. Therefore, the development
of alternative methods for the estimation of the biological profile of human remains,
without having to resort to the osteometric and osteomorphological analysis, is one of

the fundamental aspects in Forensic Anthropology.

Age, as well as sex, may cause changes in bone morphology, mass and size, along with in
its chemical composition. In this sense, this research had as main objective to evaluate
whether bone collagen (Am/P), carbonate type A (API), carbonate type (BPI) contents, the
relationship between carbonate (A and B) and carbonate type B contents (C/C),
crystallinity index (Cl) and carbonate-phosphate ratio (C/P), obtained through FTIR-ATR,
are feasible methodologies for the estimation of two parameters of the biological profile:
age at death and sex. For this, a sample of femurs and humeri of 80 individuals from the

215 Century Identified Skeletal Collection was used.

It was concluded that with advancing age females have lower Cl values, but BPI and C/P
increase, with the deformation and disruption of the crystalline lattice probably affected

by the incorporation of type B.

In addition, it was determined whether the same ratios differed according to the rate of
general preservation, bone mass of the humerus and femur, BMC (total and femoral
neck), BMD (total, femoral neck, great trochanter, intertrochanteric region and Ward’s
area) and the area (total and femoral neck). It was found that only female BMD had a
significant relation with the femoral indexes under study, whereas the Am/P and the API
in males correlated with the total proximal femur area of the regions of interest and the
femoral neck area, most likely due to differences in structure and physiology, as well as

mechanical resistance.

The ratios analysed here, especially the Cl and BPI, reveal a possibility of a new
methodology to estimate the age at death, once the sex is already known, thus helping

the assessment of the biological profile when conventional methods cannot be applied.



Future research is necessary for a better understanding and reliability of the results

obtained.

Keywords: Bioapatite; Biological Profile; Chemical Anthropology; Forensic Anthropology;

IR Spectroscopy.
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1. Introducao

1. Introducao

A Antropologia Forense pode definir-se como a aplicagdo dos conhecimentos da
Antropologia Bioldgica em contextos legais (American Board of Forensic Anthropology,

www.theabfa.org).

A importancia dos restos osteoldgicos humanos para a identificagdo de vitimas em
investigacGes forenses é inquestiondvel (por exemplo, os ataques terroristas de 11 de
setembro de 2001 ou o incéndio florestal em Pedrégao Grande a 17 de junho de 2017). O
exame dos restos esqueléticos humanos pode permitir estimar o perfil biolégico
(ancestralidade, sexo, idade a morte e estatura) e identificar fatores de individualizagao
e, assim, contribuir para a identificacdo positiva do individuo, para a exclusdo de um
suspeito ou para a restricdo de pessoas desaparecidas (Cattaneo, 2007; Cunha, 2014).
Além disso, caso haja a presenca de traumatismos peri mortem, estes podem estar
associados a causa da morte e auxiliar a inferir sobre as circunstancias da morte (Pickering

e Bachman, 2009; Christensen et al., 2014; Cunha, 2014).

No entanto, os vestigios ésseos podem ser encontrados em diversas condi¢des e ndo ser
possivel a sua andlise morfoldgica e métrica, impedindo que sejam tracados perfis
bioldgicos fidedignos dos restos mortais, o que tem implicagdes importantes na resolugdo
dos casos forenses (Cattaneo, 2007; Iscan e Steyn, 2013; Cunha, 2014; Mundorff et al.,
2014; Kahana, 2015). A identificacdo odontoldgica, por sua vez, também sé é possivel
guando os registos dentdrios ante mortem existem e se encontram disponiveis (Pretty e
Sweet, 2001; Carneiro et al., 2014). Além do mais, estas abordagens sdo dependentes de
observacGes e/ou medi¢ces que podem ser subjetivas, consoante o grau de
conhecimento e a experiéncia do antropdlogo forense. Outros métodos para solucionar
esta questao, como testes de DNA nuclear e mitocondrial, envolvem técnicas destrutivas,
dispendiosas e morosas, e seria necessaria uma amostra de DNA do individuo em questao
ou de um parente préximo para comparacdo (Damann e Edson 2008; Mundorff et al.
2008; Yazedjian e KeSetovic¢ 2008; Kahana, 2015). Embora estes métodos sejam altamente
precisos para a identificacao, as limitagcdes de tempo e recursos, bem como as crencas

culturais da familia do defunto, bem como a andlise das evidéncias primarias (como o DNA



Para além da métrica e da morfologia

e as impressoes digitais) ndo ser possivel, podem negar o uso de métodos analiticos

destrutivos em alguns contextos (Perrone et al., 2014; Cunha e Cattaneo, 2017).

Assim, o desenvolvimento de novos métodos para a estimativa do perfil biolégico de

restos esqueléticos humanos é um dos aspetos fundamentais em contextos forenses.

1.1. Tecido Osseo

O tecido dsseo e outras calcificagdes bioldgicas desempenham um papel importante no
bom funcionamento do corpo humano e dos animais vertebrados (Madupalli et al., 2017).
A nivel macroscépico, o esqueleto humano consiste em aproximadamente 80% de osso
cortical (ou compacto), constituindo a superficie 6ssea externa, e aproximadamente 20%
de osso trabecular (ou esponjoso), compondo a porgao interior dos ossos (Lee e Einhorn,
2001; Guimarades et al., 2016). A estrutura e composicdo dos ossos individuais varia e
geralmente estdo relacionadas com a funcdo especifica desempenhada pelo 0sso: 0 0sso
compacto confere protecdo e suporte e resiste as forcas produzidas pelo peso e
movimento, enquanto que o esponjoso é muito poroso, com uma estrutura semelhante
a uma esponja, e mais vascular e metabolicamente ativo do que o osso cortical (White e

Folkens, 2005; White et al., 2012; Guimaraes et al., 2016).

O osso é um material heterogéneo, contendo constituintes organicos e inorganicos, além
da dgua: da massa total do osso, 60% é atribuido a fase inorganica (aumentando para 70%
no 0sso seco), 25% para os componentes organicos e cerca de 10% para agua (Boskey et
al., 2001; Lee e Einhorn, 2001; Wang et al., 2010). A fracdo organica, que fornece
resisténcia e elasticidade ao tecido (Wilson et al., 2005, 2006; Nagy et al., 2008; Nikel et
al., 2012; Patonai et al., 2013), é constituida predominantemente por fibras de colagénio
do tipo I, contendo também proteinas ndo colagénicas (PNCs), como osteocalcina,
osteonectina, osteopontina e sialoproteina dssea (Roach, 1994), que fornecem resisténcia
estrutural adicional, bem como func¢des regulatérias e de sinalizacdo (Carden e Morris,
2000), e outros compostos organicos, como glicosaminoglicanos (GAGs) (Vejlens, 1971;

Wise et al., 2007; Boskey e Robey, 2007; Zhu et al., 2013) e citrato (Hu, 2010).
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As propriedades especificas do mineral dsseo refletem as suas funcgdes fisioldgicas, tanto
de reservatério iénico como de suporte mecanico, fornecendo rigidez, densidade e forca
(Wilson et al., 2005, 2006; Nikel et al., 2012; Hollund et al., 2013). A componente
inorganica tem uma composicdo e estrutura semelhantes aos minerais do grupo apatite
— bioapatite —, um mineral de fosfato de calcio carbonatado pouco cristalino com a
formula geral Caio(PO4)sx(OH)2-y(CO3)xsy, sendo semelhante a hidroxiapatite quando
x=y=0. Embora o mineral dsseo seja frequentemente referido como hidroxiapatite na
literatura, é um equivoco, uma vez que se trata de uma apatite ndo estequiométrica,
podendo ser substituido por uma grande variedade de i6es (Munro et al., 2007; Nagy et

al., 2008; Olsen et al., 2008; Marques et al., 2016).

O substituinte predominante é o ido carbonato (cerca de 2-8% em massa), dependendo
da espécie, idade e tipo de tecido (ossos, esmalte, dentina ou calcificagdo patoldgica), em
dois locais anidnicos da estrutura da hidroxiapatite: os grupos hidroxilo (tipo A) e fosfato
(tipo B) na matriz da hidroxiapatite, sendo este ultimo o principal tipo de substituicdo
(Paschalis et al., 1996; Landi et al., 2003; Awonusi et al., 2007; Nagy et al., 2008; Olsen et
al., 2008; Boskey e Coleman, 2010; Marques et al., 2016; Madupalli et al., 2017), como
esquematicamente se encontra representado na Figura 1.1. Ademais, é necessario que

haja equilibrio de carga (Tacker, 2008). Uma vez que os grupos carbonato (CO327) tém uma

Tipo B
COz> Ca2+
PO Na*

Tipo A
OH-

Ccoz>

Figura 1.1. Principais substituicGes quimicas na rede cristalina da bioapatite (reproduzido de Mamede et
al., 2018).
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carga e geometria diferente do fosfato (POs37) e s30 muito maiores que os grupos
hidroxilo (OH™), a sua presenca na rede cristalina gera distor¢cées que levam a uma
diminuicdo na cristalinidade da bioapatite (Michel et al., 1995; Astala e Stott., 2005;
Wopenka e Pasteris, 2005; Madupalli et al., 2017). Além destas substituicGes, quantidades
variaveis de outros ides, como flior (F), cloreto (CI7), bromo (Br-) e magnésio (Mg?*),
podem também ser incorporadas na rede cristalina, dependendo do ambiente quimico
do tecido (Person et al., 1995; Carden e Morris, 2000; Boskey et al., 2001). A presenca de
substituicGes idnicas na estrutura da bioapatite influencia a ordem atémica de longo
alcance dos cristais e, portanto, desempenha um papel importante na determinacao das
propriedades fisicas e quimicas do mineral ésseo, como a solubilidade e o tamanho do

cristal (LeGeros, 1981; Wopenka e Pasteris, 2005; Dal Sasso et al., 2016).

As quantidades relativas dos constituintes do tecido 6sseo, bem como o seu arranjo
geométrico e espacial, sdo variaveis, dependendo de varios fatores: idade do individuo
(cronoldgica vs biolégica); idade e tipo de tecido; dieta; metabolismo; condicdes
patoldgicas; intervalo post mortem; e o tipo de solo em contacto com os restos mortais

(Bacon, 1990; Penel et al., 1998; Boskey e Camacho, 2007).

1.2. Osteoporose e Densidade Mineral Ossea

A osteoporose, também conhecida como “doenca silenciosa” (Boskey e Coleman, 2010),
é uma patologia esquelética sistémica e metabdlica, correlacionada com a diminuicdo da
massa o0ssea (osteopenia) e a diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO), o que
enfraquece a integridade da microarquitetura do tecido ésseo, resultando numa maior
fragilidade dssea e num consequente aumento do risco de fratura e a alteracdo de
proteinas, como o colagénio (Consensus Development Conference, 1991, 1993; NIH,

2001; Kimura-Suda et al., 2013; Spinek et al., 2016).

Existem dois tipos de osteoporose: osteoporose primadria, causada pela perda dssea
relacionada com a idade, sendo mais comum em mulheres mais idosas; e osteoporose
secunddria, independente da idade ou sexo, é causada por um disturbio especifico

subjacente, desde uma patologia crénica, como a hemofilia ou diabetes, a repouso
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prolongado (Kimura-Suda et al., 2013; Boskey e Imbert, 2017), bem como a farmacos, por
exemplo, utilizados no tratamento de doencas ndo-esqueléticas, ou mesmo défices

nutricionais persistentes (Boskey e Imbert, 2017).

Os principais fatores de risco para a osteoporose incluem: sexo, menopausa precoce,
principalmente se for cirdrgica, idade tardia na menarca, baixo pico de massa dssea, baixo
indice de massa corporal, nutricdo irregular, dieta pobre em calcio e vitamina D,
sedentarismo/atividade fisica insuficiente, abuso de alcool, tabagismo, tratamento
prolongado com corticoides em doses superiores a 7,5 mg/dia de prednisona e diversas
doencas crénicas (McKay et al., 1998; Ibafiez, 2003; Roy et al., 2005; Sinaki, 2007;
Wilsgaard et al., 2009; Ozbas et al., 2012; Spinek et al., 2016). A idade, a baixa densidade
mineral dssea e a prevaléncia de fraturas sdo os fatores de risco mais importantes para
futuras fraturas, mas o poder preditivo destas variaveis ainda é insuficiente para predizer
guem eventualmente terd uma fratura ou identificar inequivocamente grupos de alto

risco (Genant et al., 2008).

A massa 6ssea em qualquer altura da vida de uma pessoa reflete na totalidade, os eventos
gue foram impostos ao esqueleto ao longo dos anos. Nos adultos, esses eventos incluem
todos os outros que influenciaram a aquisi¢cdo de osso durante o periodo de crescimento.
Apds uma aquisicao gradual e linear de tecido 6sseo até a adolescéncia, da-se a aceleragcao
do crescimento devido a puberdade, com um intenso ganho de osso até ser atingido o
pico de massa dssea. A massa 6ssea total corporal permanece relativamente estavel até
aos 50 anos de idade, altura em que uma perda dssea progressiva comeca a ser detetada
em homens. No caso das mulheres, a perda da massa éssea ndo é tdo progressiva, mas
rapida, devido a menopausa (Curate, 2011, 2014). No entanto, em regides especificas,
como a metafise proximal do fémur, a perda dssea comeca sensivelmente na terceira
década de vida. A osteoporose, apesar de mais frequentemente encontrada em mulheres
pos-menopausicas, ndo é uma doenca exclusiva das mulheres; ocorre, embora em menor
grau, em homens e em individuos mais jovens (Paschalis et al., 1997b; Boskey e Coleman,

2010).

Os 0ssos humanos sdo 6rgados dindmicos que se remodelam ao longo da vida e podem ser
diferenciados com base na sua estrutura. Estima-se que, em adultos, cerca de 5-10% do
esqueleto seja substituido por ano, havendo maior remodelacdo éssea para o 0sso

5
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trabecular comparativamente com o cortical (Guimaraes et al., 2016). A quantidade de
0sso que um individuo possui é determinada pela taxa de remodelacdo éssea, equilibrio
entre o processo de remog¢do do osso existente pelos osteoclastos (reabsor¢do) e a
substituicdo de osso pelos osteoblastos (formacao) (Boskey et al., 2005; Fratzl et al., 2007;
Boskey e Coleman, 2010). Com a idade, e nos casos de osteoporose, a quantidade de osso
depositado a cada ciclo de remodelamento diminui (Szulc e Seeman, 2009), uma vez que
a atividade de reabsorcdo dssea ocorre a uma taxa que ndo pode ser igualada pela
atividade de formacgao de osso, independentemente do seu grau (Boskey et al., 2005;
Boskey e Coleman, 2010), sendo a Unica exigéncia para a formacdo éssea a reparacao de

micro e macro-danos quando o crescimento cessa (Szulc e Seeman, 2009).

O dramatico desequilibrio entre a formacgao e reabsor¢do dsseas nos primeiros anos apos
a cessacao da funcdo ovariana é responsavel pela taxa acelerada de perda dssea pos-
menopausica. Atualmente, ha evidéncias claras de que a perda dssea persiste em
mulheres idosas, mas 0s mecanismos responsaveis sao ainda controversos (Chapuy et al.,
1992; Jones et al., 1994). Geralmente, a perda dssea que ocorre na pés-menopausa tardia
é atribuida a uma diminuicdo da formacdo éssea relacionada com a idade. Esta suposicao
resulta de estudos histolégicos indicando um declinio na funcao dos osteoblastos com a

idade (Garnero et al., 1996).

O diagndstico da osteoporose é realizado com base na determinacdo densitométrica,
tendo consideragdes praticas em termos de tomada de decisdes clinicas sobre prevencao
e tratamento. E, por conseguinte, essencial dispor de instrumentos confidveis e precisos
gue possam medir a massa dssea e a densidade mineral dssea (DMO), e compara-las com

populacdes de referéncia (Ibanez, 2003).

O método mais validado e utilizado que permite avaliar a DMO com grande precisao e
reprodutibilidade consiste na Absorciometria por Raios-X de Dupla Energia (DXA). Uma
avaliacdo por DXA determinard a densidade mineral éssea, sendo esta o “padrdo ouro”
para o diagndstico de osteoporose e uma componente importante na avaliacdo do risco

de fratura (Lewiecki et al., 2004; Watts, 2004; Genant et al., 2008; Albergaria et al., 2018).

A DXA consiste na emissao de dois feixes de energia distintos a partir de uma fonte de

raios-X, em vez de uma fonte radioativa, alcancando maior precisdo do que a
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Absorciometria Dupla de Fotdes (DPA). Usando dois feixes de energia diferentes, pode
corrigir a atenuacdo produzida pelos tecidos moles, tal como a DPA. Porém, a DXA é o
método mais difundido atualmente, tendo substituido-a devido a sua baixa radia¢do (nao
necessita de uma fonte isotdpica), a sua capacidade de medir tanto o esqueleto axial
como o apendicular, reprodutibilidade, facilidade de uso, e ter demonstrado um valor
preditivo de fratura (Jergas e Genant 1993; Ibaiez, 2003; Taicher et al., 2003; Rizer, 2006).
Contudo, tem um elevado custo e exige espaco e pessoal técnico especializado para o seu
manejo (lbafiez, 2003) e a DMO medida pela DXA é influenciada pela geometria dssea (ou

macro-arquitetura) do local medido (Miller e McClung, 1996; Fratzl et al., 2007).

Uma determinada drea (cm?) do osso é irradiada com raios-X e é medida a sua atenuacdo
através da espessura (cm) deste. O uso de dois comprimentos de onda de raios-X
diferentes permite a separacdo da absorcdo no tecido orgéanico e absor¢dao no mineral
dsseo, dando uma medida da quantidade de mineral encontrado pelo feixe (Kanis e Glier,
2000; Fratzl et al., 2007). O aparelho representa os valores do conteido mineral dsseo
(CMO), em g, que depois é convertido numa quantidade total de mineral ésseo por
unidade de drea (DMO), em g/cm? (Watts, 2004; Faulkner e Miller, 2007; Fratzl et al.,
2007).

Os densitdmetros analisam qualquer peca dssea, inclusive o esqueleto total (lbafiez,
2003). Os exames mais triviais sdo realizados a coluna lombar, fornecendo valores da
DMO para cada uma das vértebras, bem como em diferentes localiza¢bes da anca: colo
femoral, grande trocanter e regido intertrocantérica. Ademais, fornecem também os
valores da “anca total” e da area de Ward (Jergas e Genant, 1993; Bonnick e Lewis, 2006;
Bonnick, 2010; Curate, 2011). Esta ultima representa uma area variavel, ndo anatdmica,
definida pelo software da maquina, correspondendo a area de menor DMO da anca
(Bonnick, 2010). Dada a reduzida precisdao das medidas da DMO relativas a esta regido,
ndo deve ser utilizada para o diagndstico da osteoporose (Curate, 2011). O parametro

I”

“anca total” traduz-se numa razdo entre as somas do CMO do colo do fémur, grande

trocanter e a regido intertrocantérica/diafise e a soma das respetivas areas (Watts, 2004):

CMOcoIo femoral + CMOtrocénter + CMOdiéfise

Areacolo femoral Areatrocénter + Areadiéfise
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Uma das dificuldades na interpretacdo dos resultados da DMO é que esta mede a
guantidade total de mineral num volume de tecido ésseo e, portanto, combina dois
efeitos: a quantidade de mineral por volume dsseo e a quantidade de material 6sseo por
volume de tecido (Fratzl et al., 2007). Além disso, a DMO detém apenas um valor, ficando
aquém de refletir a heterogeneidade do tecido dsseo (Yerramshetty et al., 2006). A DXA
proporciona um diagndstico claro da osteoporose em amostras esqueléticas provenientes
tanto de contextos arqueolégicos como de forenses. Porém, é incapaz de detetar
modificagdes no conteddo mineral dsseo fomentadas por processos tafondmicos

(Agarwal, 2008; Curate, 2011).

Os resultados obtidos pela DXA sdo expressos em T-score e Z-score. O parametro T-score
compara os resultados da DMO do paciente com os de uma populagao adulta jovem
saudavel do mesmo sexo (Faulkner e Miller, 2007; Curate, 2011), representando um
numero absoluto em unidades de desvio-padrao, podendo apresentar valores positivos
ou negativos, conforme se encontre abaixo ou acima dos valores esperados para o pico
de massa 6ssea na populagdo de referéncia (Watts, 2004; Curate, 2011, 2014). O Z-score
compara a DMO relativamente a média de um grupo de individuos da mesma faixa etaria,
sexo e ancestralidade (O’Brien, 2001). Um valor diminuto de Z-score indica que a DMO é
mais baixa que o esperado e pode indiciar uma causa secunddria para a osteoporose dado
gque a perda de massa 6ssea é maior do que aquela que pode ser explicada pela

menopausa ou idade (Watts, 2004; Faulkner e Miller, 2007; Bonnick, 2010; Curate, 2011).

De acordo com a Organizacdao Mundial de Saude, a medicdo da densidade mineral éssea
no colo do fémur é o melhor meio para poder diagnosticar osteoporose nas mulheres,
dado que a DMO comecga a diminuir em torno dos 40-50 anos, correspondendo a fase da
vida em que ocorrem a peri-menopausa e a menopausa, tendo sido definidas quatro

categorias (WHO, 1994; Gourion-Arsiquaud et al., 2009):

e Normal (T-score >2—-1.0)
e Baixa massa 6ssea, conhecida como osteopenia (— 1.0 < T-score < — 2.5)
e Osteoporose (T-score <—2.5)

e Osteoporose severa (T-score < — 2.5 com historial de fratura)
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1.3. Espectroscopia de Infravermelho

O osso é um sistema complexo com muitas varidveis que afetam a sua composicao,
formacao e resisténcia. Os processos macroscopicos, facilmente observados, sao
sustentados por processos microscdpicos que ndo sdao notados diretamente. Muitos dos
métodos utilizados no estudo do tecido dsseo sdo inadequados para explorar todas as
interagdes que ocorrem num sistema tdo dinamico, bem como para fornecer informagdes
guantitativas e qualitativas a nivel molecular de qualquer composto (Carden e Morris,

2000; Kimura-Suda et al., 2013).

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica utilizada para investigar a matéria
(nos estados cristalino ou nao-cristalino), sendo aplicavel a sistemas moleculares em
qualquer estado de agregacdo (Ellis e Goodacre, 2006; Butu et al., 2014). Ademais, a
espectroscopia de IV é baseada no principio de que os &tomos dentro das moléculas ndo
se encontram imdveis: eles oscilam continuamente em torno das suas posicdes de
equilibrio, alterando os angulos e comprimentos das ligacdes (Stuart, 2005). Um espectro
vibracional resulta de transi¢cdes entre estados de energia vibracional quantificados, cada
modo vibracional fundamental, i, que envolve deslocamentos quase harmodnicos dos
atomos, correspondendo a uma frequéncia caracteristica, vi (Figura 1.2) (Griffiths, 2006;

Mamede et al., 2018).

1
A V3
____________________ At v Estados'de
Energia
1 V1 Vibracionais
E Vo
0

Figura 1.2. Representacdo esquematica das transi¢des vibracionais correspondentes a absorgao
da radiagao IV.
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A espectroscopia de infravermelho é baseada na absorcdo de radiacdo eletromagnética
em frequéncias que correspondem aos modos vibracionais de uma molécula, isto é, a luz
incidente com a mesma energia de uma transicao vibracional especifica é absorvida,
originando uma banda espectral (Stuart e Ando, 1997; Coates, 2000; Stuart, 2005;
Griffiths, 2006). No entanto, a absorgdo na faixa de IV ocorre somente se, durante a
vibracdo, ocorrer uma mudanga no momento do dipolo elétrico molecular: quando a
radiacdo eletromagnética, com frequéncia correspondente a um movimento vibracional,
interage com o momento dipolar flutuante da molécula é absorvida (Coates, 2000; Stuart,
2005; Ferrer, 2012; Woess et al., 2017; Morrien, 2018). Caso as moléculas ndo apresentem
alteragdo do momento dipolar durante uma vibragao ou este seja igual a zero (vibragdes
de grupos funcionais homonucleares e ligacdes apolares), estas ndo absorvem a radiacao

infravermelha e, portanto, ndo sao detetadas (Morrien, 2018).

A regido espectral de infravermelho pode ser subdividida em trés regides: distante (far
infrared, <200 cm™), média (medium infrared, 200—4000 cm™) e proxima (near infrared,
4000-13000 cm™) (Khan et al., 2012; Mamede et al., 2018). Na regido média, entre os 450
— 1800 cm™, ocorrem os sinais atribuiveis aos componentes dsseos (Carden e Morris,

2000; Grunenwald et al., 2014).

Os espectros sdo Unicos para cada espécie molecular (MacFadden et al., 2004; Paschalis,
2009; Paschalis et al., 2011). Atuam como uma impressao digital caracteristica de uma
substancia (bio)quimica, sobretudo no intervalo abaixo de 1700 cm, e podem ser
analisados para obter informacdes exclusivas sobre a estrutura molecular, ja que as
bandas de absorcdo num determinado niumero de onda sdo caracteristicas de grupo(s)
funcional(ais) particulares (Schmitt e Flemming, 1998; Ellis e Goodacre, 2006; Beasley et
al., 2014; Pestle et al., 2014; Dutta, 2017). Como duas impressdes digitais nunca
coincidem, da mesma forma nado ha duas estruturas moleculares distintas que produzam
o0 mesmo espectro de infravermelho (Ferrer, 2012; Dutta, 2017). Ou seja, uma molécula
desconhecida pode ser identificada caso o seu espectro infravermelho seja idéntico ao de
uma molécula conhecida. Todavia, a interpretacdo é dificil e geralmente apenas os grupos
funcionais presentes na sua estrutura conseguem ser identificados e caracterizados

(Monnier, 2018).

10



1. Introducao

1.3.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier —

Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR) é uma técnica
analitica convencional que usa um algoritmo matematico, a transformada de Fourier (TF),
permitindo a conversdo de um sinal sinusoidal do dominio do tempo (interferograma)
para o dominio da frequéncia (Ellis e Goodacre, 2006; Beasley et al., 2014; Dutta, 2017).
A espectroscopia de FTIR é uma das técnicas mais utilizadas para analisar a estrutura e
composi¢ao do material 6sseo, dado ser muito eficaz e sensivel nas analises tanto da
componente organica do osso como da mineral (Boskey e Camacho, 2007; Lebon et al.,

2010, 2014; Amarante, 2016).

Como todos os sinais da amostra alcancam o detetor simultaneamente, a maioria das
medicOes por FTIR é feita em questdo de segundos, em vez de vdrios minutos, tornando-
se assim possivel aumentar o nimero de “scans” para aumentar a razdo sinal/ruido —
vantagem Felgett (Gomes, 2015; Dutta, 2017). Além disso, os instrumentos utilizados para
a técnica de FTIR sdo auto-calibrados, ou seja, nunca precisam ser calibrados pelo
utilizador. Estas vantagens tornam as medicoes feitas por FTIR extremamente precisas e
reprodutiveis, permitindo a analise de espetros complexos, em que o numero total de
bandas e a sua sobreposicdo dificultam a determinacdo de caracteristicas espectrais
individuais (Gomes, 2015; Dutta, 2017). A intensidade da absorvancia é proporcional a
concentracdo da molécula absorvente. Assim, a espectroscopia FTIR pode fornecer nao
s6 informacgdes sobre as espécies moleculares presentes, como também da sua
concentracdo numa amostra (Sponheimer e Lee-Thorp, 1999). No entanto, esta técnica
tem algumas limitacdes, principalmente relacionadas com a fiabilidade e sensibilidade em

termos de identificacdo de mudancas na cristalinidade (Hollund et al., 2013).

O modo de refletancia é baseada na radiacdo que é refletida da superficie de uma
amostra. Existem trés tipos: especular, difusa e atenuacdo total (Monnier, 2018). O modo
de refletancia total atenuada (Attenuated Total Reflection, ATR) consiste num feixe de
radiacdo que entra num cristal com um alto indice de refrac¢ao (normalmente de seleneto
de zinco (ZnSe) ou de diamante) e é refletido internamente caso o angulo de incidéncia

na interface amostra-cristal for maior do que o angulo critico (Bruno, 1999; Thompson et
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al., 2009; Ferrer, 2012; Beasley et al., 2014; Monnier, 2018), conforme representado na
Figura 1.2. A interacdo entre a radiacdo e a amostra ocorre nesta superficie e depende

das caracteristicas da amostra e do ambiente (Mamede et al., 2018).

¢) Amostra em contato
com o cristal

FT

» Detetor .
Radiacgdo /

infravermelha
Cristal com elevado

indice de refraccao
Figura 1.3. Representacdo esquematica do modo FTIR-ATR (adaptado de Mamede et al., 2018).

O surgimento da espectroscopia de FTIR-ATR como uma técnica analitica inestimavel
sobrepondo-se a FTIR—KBr (modo de FTIR de transmissdo convencional, com a amostra
diluida em KBr), pode ser atribuida a varios fatores: a preparacdo da amostra é mais
rapida, menos trabalhosa, dispendiosa e destrutiva, maximizando a reprodutibilidade dos
sinais, independentemente dos protocolos seguidos pelo operador; evita problemas de
saturacao e dispersao 6tica; a variacao do espectro devido a prepara¢dao da amostra é
minima, dado que nao requer qualquer tipo de solvente ou meio de suporte e o impacto
da preparacdo da amostra devido ao KBr; diferencas de tamanho de particulas nos
resultados sdo bastante reduzidos e poder se repetir a analise da mesma amostra o
numero de vezes que pretendermos (Thompson et al., 2009; Hollund et al., 2013; Beasley
et al., 2014). A grande consideracdo a ter em mente na técnica de FTIR-ATR é a
necessidade de obter um bom contato 6tico entre a superficie da amostra e o cristal

(Ferrer, 2012).

As bandas de absorvancia observadas num espectro podem ser atribuidas as vibracdes
internas de grupos moleculares/funcionais particulares, tais como carbonato (CO3%) e
fosfato (PO4>) (Beasley et al., 2014; Dutta, 2017). A Figura 1.3 mostra o espectro tipico de
FTIR do tecido dsseo, onde podem ser observadas as bandas de PO43*, COs%, amida |,

amida Il e amida Ill. Tanto POs* como COs% sdo derivados de minerais 6sseos

12
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(principalmente bioapatite e apatite carbonatada), e as amidas I-lll sdo derivadas de
proteinas, principalmente de colagénio do tipo | (Kimura-Sura e Ito, 2017). As atribuicdes

das bandas FTIR estdo resumidas na Tabela 1.1.

PO43

Amida |
J, Amida

|

Absorvancia (u.a.)

C03}

Amida lll

|

1850 1650 1450 1250 1050 850 650
Numero de onda (cm™)

Figura 1.4. Espectro representativo de FTIR de uma amostra de 0sso. As bandas PO;* e COs? da
bioapatite e amida I-lll relativas ao colagénio encontram-se assinaladas (adaptado de Kimura-
Suda et al., 2013).

Tabela 1.1. Principais bandas de absor¢do no infravermelho para amostras de osso humano.

Banda de absorgdo (cm™) Descricao Referéncia
Morris e Finney, 2004;
3_ 7’ 7’
470 v2(PO4) Pestle et al., 2014
Carden e Morris, 2000;
3- ’ ]
>65, 603 va(PO4”) Morris e Finney, 2004
700 V4(CO3%) Taylor et al., 2001
872 v2(CO3%)s Rey et al., 1989;
Shemesh, 1990; Bazin et
878 1(CO3%)a al., 2009
911 V(C-N)proiina (colagénio) Morris e Finney, 2004
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Carden e Morris, 2000;

960 v1(PO4%) Morris e Finney, 2004;
Pestle et al., 2014
1005 v1(HPO4*) Carden e Morris, 2000
Wright e Schwarcz,
1035 v3(P0O4>) 1996; Morris e Finney,
2004
3-
1090 v3(PO4™) (pres.enga de Patonai et al., 2013
fluorapatite)
Amida I
1242 V(C=N)+6(N—H) Marques et al., 2016
(colagénio)
Sponheimer e Lee-
2-
1415 v3(C0s7)e Thorp, 1999
1450 (CO3%)a + (CO3%)8 Snoeck et al., 2014
1460 6(CHa2)1ipidos + colagénio Pestle et al., 2014
1540 v3(CO3%)a Thompson et al., 2013
Amida Il Carden e Morris, 2000;
1540 -1580 vC=N)+ ,6(.N —H) Marques et al., 2016
(colagénio)
1660 Amida I v(C = O) Marques et al., 2016
(colagénio)

v — elongacdo; § — deformac3o no plano; (CO3%)a — carbonato tipo A; (COs%)s — carbonato tipo B

1.4. Diagénese

A diagénese é um processo complexo que envolve alteracgdes fisicas e quimicas post

mortem na composicdo morfologica dos ossos e dos dentes. O tecido dsseo sofre

modificacdes na estrutura molecular, particularmente do osso trabecular, em parte

devido a sua maior area superficial (Nielsen-Marsh e Hedges, 2000a; Carvalho et al., 2004;

Stathopoulou et al., 2008; Perrone et al., 2014; Guimaraes et al., 2016). Varios agentes

tafondmicos, como ataques microbianos, temperatura, humidade, dgua, pH, a captacao

ou troca idnica e as condicdes do ambiente de enterramento, incluindo condigdes

geoldgicas e subterraneas locais (Nielsen-Marsh e Hedges, 2000a; Tiitken e Vennemann,

2011; Hollund et al., 2013), podem alterar essa composicdo mineral e, por sua vez,
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afetardo a sua utilidade, independentemente do contexto especifico de aplicagdo

(Thompson et al., 2013).

Para além dos fatores acima referenciados, o tipo de solo do enterramento (composicdo
guimica e pH) e as condi¢Ges climaticas e ambientais (chuva, aguas subterraneas, erosao)
desempenham um papel crucial na diagénese, afetando a concentracdo elementar dos
ossos enterrados (Reiche et al., 2003; Carvalho e Marques, 2008), induzindo substitui¢des
idnicas no mineral ésseo, através de processos de difusdo por troca idnica (Trueman et
al., 2004; Carvalho e Marques, 2008). Assim, concentragbes elevadas de ides acessorios

podem servir como indicador de altera¢do diagenética (Thomas et al., 2007).

As alteragcbes na composicdo quimica da bioapatite nos ossos inumados seguem
processos que muitas vezes sao bastante semelhantes aos do corpo humano vivo. Em
ambos os casos, esses processos dependem do raio e da carga dos iGes, das condi¢des de
estabilidade e da composicdo do fluido circundante (Johnsson, 1997). A diagénese de
0ssos sepultados tem sido estudada extensivamente. Avangos recentes nesse campo
incluem o reconhecimento do papel do ambiente hidroldgico do sepultamento (Hedges
et al., 1995; Nielsen-Marsh e Hedges, 2000a), a intima associa¢dao entre alteracao dos
componentes minerais e organicos do osso (Collins et al., 2002) e o papel dos
microrganismos na diagénese (Child, 1995; Hedges et al., 1995), uma vez que a
preservacao do osso pode ser grandemente influenciada pelo ambiente do enterramento,
e os o0ssos podem ser gravemente degradados quimica e/ou fisicamente, o que pode
deixa-los suscetiveis ao atague microbiolégico, aumentando a porosidade dssea (Collins

et al., 2002; Carvalho et al., 2004).

Tais processos, causados pela atividade microbiana ou condi¢des fisico-quimicas
ambientais, como o pH ou a composicao dos sedimentos, podem levar rapidamente a
degradacdo parcial ou completa da matéria organica (principalmente colagénio) e a sua

lixiviacdo pelas dguas (Collins et al., 2002; Lebon et al., 2010).

Na diagénese, o osso sofre altera¢cdes na estrutura/composicdo molecular, incluindo
processos de dissolucdo, precipitacdo, absorcao, substituicdo mineral e recristalizacdo
(Carvalho et al., 2004). A recristalizacdo (associada a decomposicdo do colagénio) leva a

um aumento do tamanho dos cristais, a deplecdo de carbonato e a absorc¢do de anides do
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ambiente (por exemplo, fluoreto) (Stathopoulou et al., 2008; Thompson et al.,2009, 2011;
King et al., 2011; Vassalo et al., 2016; Marques et al., 2018). Também através da troca
idnica, o mineral ésseo pode facilmente incorporar ou absorver uma variedade de
espécies idnicas dissolvidas na dgua subterranea, como carbonatos, fosfatos, calcio e
estroncio (Wright e Schwarcz, 1996; Hollund et al., 2013). Ademais, a presenga de metal

numa sepultura pode levar a incorporagdo de iGes metalicos no osso (King et al., 2011).

Foram sugeridos indicadores de qualidade do estado de preservacdo déssea com base na
avaliagdo de caracteristicas dos espectros de infravermelho, como o fator de
desdobramento (IR-SF), mais comumente designado por indice do cristalinidade (IC)
(Weiner e Bar-Yosef, 1990), a avaliacdo das bandas de absor¢do no infravermelho
caracteristicas da fase inorganica do osso (Stiner et al., 1995, 2001; Yizhaq et al. 2005) e a
razdo carbonato/fosfato (C/P) relacionada com o conteldo de carbonato vs. fosfato
(Wright e Schwarcz 1996; D’Elia et al., 2007). Valores diminutos de C/P indicam perda
diagenética de carbonato, possivelmente durante um rearranjo ou dissolucdo da fase
mineral. Valores semelhantes ao osso fresco podem indicar ambos os processos (Nielsen-
Marsh e Hedges, 2000a). A espectroscopia de infravermelho tornou-se, assim, uma

importante ferramenta para a investigacdo da diagénese.

1.4.1. indice de Cristalinidade

A cristalinidade é um indicador do tamanho e da ordem dentro da rede cristalina (Surovell
e Stiner, 2001; Pucéat et al., 2004; Beasley et al., 2014; Mamede et al., 2018). A

cristalinidade global do material pode sofrer modificacdes provocadas pela diagénese.

O indice de cristalinidade (IC) é uma medida da ordem estrutural cristalina e da
composicao do osso, tendo sido usado para estudar as alteragdes na microestrutura
Ossea, que esta diretamente relacionada com o comprimento médio do cristal (Sillen,
1989; Shemesh, 1990; Weiner e Bar-Yosef, 1990; Pleshko et al., 1991; Wright e Schwarcz,
1996; Sponheimer e Lee-Thorp, 1999; Stiner et al., 2001; Trueman et al., 2004; Thompson
et al., 2013; Beasley et al., 2014), sendo comumente utilizado para determinar o estado

geral de preservacdo de 0ssos arqueoldgicos e paleontoldgicos (Trueman et al., 2008).
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A espectroscopia FTIR é geralmente usada para determinar a cristalinidade, bem como a
extensdo da substituicdo quimica na bioapatite (Shemesh, 1990; Munro et al., 2007). O IC
€ um cdlculo matematico baseado em dados espectrais (Thompson et al., 2011), o qual é
obtido através da seguinte equacdo (como representado na Figura 1.5):

_A+B _ Absses + Abseos
C Abssos

IC

onde Absses € Absgos correspondem aos maximos das bandas atribuidas ao modo de
elongacdo antisimétrica do fosfato (va(PO4*)), que é triplamente degenerada e aparece
dividida em dois picos bem definidos (devido ao campo elétrico anisotrépico da

bioapatite), e Abssgs refere-se ao ponto minimo entre estes sinais.

- 565

Absorvancia

450 500 550 600 650 700
Numero de Onda (cm?)

Figura 1.5. Representacdo esquematica de um espectro de FTIR de uma amostra dssea na regido
dos 450-700 cm?, relacionadas ao cdlculo do indice de cristalinidade

Os valores do IC no osso moderno inalterado normalmente situam-se em torno de 2,50 —
3,25, mas o valor aumenta conforme a estrutura cristalina se torna mais ordenada
(Weiner e Bar-Yosef, 1990; Wright e Schwarcz, 1996; Stiner et al., 1995, 2001; Yizhaq et
al. 2005; Munro et al., 2007; Olsen et al., 2008; Trueman et al., 2008; Thompson et al.,
2009). Em ossos ndo queimados, um valor de IC superior a 3 pode indicar altera¢des

diagenéticas (Stiner et al., 2001; Olsen et al., 2008).

17



Para além da métrica e da morfologia

Durante a inumacgdo, varios processos quimicos e biolégicos podem atuar
destrutivamente sobre a fracdo mineral e organica do osso, resultando no estado de
preservacao deficiente, havendo um aumento do IC (Nielsen-Marsh e Hedges, 1999).
Apds a morte, devido a diagénese, a estrutura cristalina do osso altera-se muito
lentamente, ficando com uma composi¢do mais ordenada e/ou cristais maiores, com um
aumento associado no tamanho total do cristal, refletindo-se, assim, num valor do IC mais
elevado (Bartsiokas e Middleton, 1992; Surovell e Stiner, 2001; Munro et al., 2007; Olsen
et al., 2008). Mudancas na porosidade dssea resultantes de vdrias outras vias diagenéticas
foram também associadas a mudancas no IC (Nielsen-Marsh e Hedges, 1999), assim como

o grau de conteudo organico do osso (Trueman et al., 2008).

Quando o osso é fresco e inalterado, a estrutura cristalina é pouco ordenada, (Paschalis
et al., 1997a; Thompson et al., 2011), em parte devido a substituicdo de carbonato, e
contém pequenos cristais, causando desordem cristalina (Wang et al., 2010; Thompson
etal.,2011). O osso inalterado tem, portanto, um baixo IC. A cristalinidade ndo é uniforme
em todo o esqueleto e varia entre os diferentes tecidos mineralizados do corpo humano
(Nakano et al., 2002). A idade também demonstrou ter influéncia na cristalinidade, sendo

0 0SS0 Mais jovem menos cristalino do que o osso mais maduro (Paschalis et al., 1997a).

Apesar de o IC ser um indice abundantemente utilizado, existem diversos problemas,
sendo os principais: a) distinguir entre mudangas no indice devido a diagénese dssea
normal (Bartsiokas e Middleton, 1992; Trueman et al., 2008); b) ser uma construgao
numérica inteiramente arbitrdria (Piga et al., 2008; Thompson et al., 2009); c) ser
influenciado pela preparacdo da amostra (Surovell e Stiner, 2001; Nakano et al., 2002;

Hollund et al., 2013).

Em suma, a diagénese éssea tem sido associada com uma variedade de substituicoes,
principalmente anidnicas (e.g., halogéneos para OH-, CO3%>~ para PO43 ou OH"), bem
como com mudancgas na cristalinidade (Shemesh, 1990; Surovell e Stiner, 2001; Trueman

et al., 2004).
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1.5. Aplicacéo dos Indices em Estudo na Antropologia Forense — Estado da
Arte

Nos ultimos anos, a espectroscopia vibracional tornou-se uma das ferramentas mais
importantes para a caracterizacdo e identificacdo molecular, tendo-se mostrado util para
a Antropologia Bioldgica (Stiner et al., 2001; Nakano et al., 2002; Wopenka e Pasteris,
2005; Wang et al., 2010; Hollund et al., 2013; Gongalves et al., 2018; Marques et al., 2018).
Embora tenham sido realizados estudos forenses das propriedades visuais e fisicas dos
0ssos, houve menos investigacdes sobre as alteracdes na estrutura quimica dos ossos

num contexto forense.

1.5.1. Efeito da Preservagéo

A espectroscopia de infravermelho é ideal para a investigacdo do tecido ésseo com fins
forenses, e muitos esforgos tém sido dedicados ao estudo das alteragdes post mortem dos
ossos, tendo como finalidade um melhor entendimento dos processos que afetam o osso
apds a morte, os mecanismos pelos quais a alteracdo éssea ocorre e as taxas de alteragdo
(Wang et al., 2017). Alguns estudos indicam que um espetro de FTIR obtido a partir de
amostras de osso fornece informacdo sobre a preservagao da componente inorganica,

assim como da componente organica (Maspero et al., 2011; Paschalis et al., 2011).

Vérios autores propuseram que mudancas na cristalinidade estdo inerentemente ligadas
a alteracdo diagenética (Tuross et al., 1989; Shemesh, 1990; Surovell e Stiner, 2001; Stiner
et al., 2001; Person et al., 1995, 1996; Wright e Schwarcz, 1996; Patonai et al., 2013; Lee-
Thorp e Sponheimer, 2003; Trueman et al., 2004; Lebon et al., 2010; Piga et al., 2016).
Apds a morte, a cristalinidade pode aumentar a medida que os cristais de bioapatite
crescem e se reorganizam (Sillen, 1989; Weiner e Bar-Yosef, 1990; Surovell e Stiner, 2001;
Stiner et al., 2001; Munro et al., 2007). Este aumento da cristalinidade post mortem esta
frequentemente correlacionado com outros indices, como o aumento da razdo
carbonato-fosfato, C/P (e.g., Person et al., 1995; Sillen e Parkington, 1996; Lee-Thorp e

Sponheimer, 2003), uma vez que o carbonato (CO3%) é menos estavel e mais suscetivel a
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diagénese do que o fosfato (PO43") (Lee-Thorp e van der Merwe, 1991; Wright e Schwarcz,
1996; MacFadden et al., 2004). O carbonato biogénico natural no osso tem um racio C/P

de ~0,360 (Brock et al., 2010). A perda de carbonato na bioapatite devido a recristalizagao

pos-deposicional ou alteragbes derivadas da queima resultam na diminuicdo da
proporcdo C/P (Stiner et al., 1995), diminuindo para 0,1 em amostras altamente

degradadas (Smith et al., 2007).

O indice de cristalinidade (IC) tem sido usado como um meio de determinar o grau de
degradacdo/preservacdo de uma amostra 6ssea, pois diversos estudos encontraram uma
correlagdo geral entre o aumento do IC e a alteragdo diagenética dos ossos (Weiner e Bar
Yosef, 1990; Bartsiokas e Middleton, 1992; Sillen e Morris, 1996; Wright e Schwarcz, 1996;
Nielsen-Marsh e Hedges, 2000). Porém, estudos mais recentes ndao encontraram
correlagdo entre a cristalinidade e as biomoléculas contidas no osso (Lee-Thorp e
Sponheimer, 2003; Pucéat et al., 2004; Trueman et al., 2008; Schwarz et al., 2009; Lebon
et al., 2010), concluindo-se que o IC, por si s6, ndo é uma diretriz fidvel como sinal
biogénico da preservacdo da componente mineral (Brock et al., 2010). Isto pode ser
devido a continua mudanga na cristalinidade apds a perda do material organico,

refutando assim a relacdo entre os dois (Trueman et al., 2008; Brock et al., 2010).

A cristalinidade estd inversamente relacionada com a relacdo carbonato-fosfato (Smith et
al., 2007; Gourion-Arsiquaud et al., 2013), mais precisamente ao carbonato do tipo B
(Yerramshetty et al., 2006). Ou seja, uma menor proporcdo de carbonato para fosfato
deve ser associada a cristais maiores. O COs? estd presente na fase mineral da bioapatite
do osso numa concentracdo excedida apenas pelo calcio e fosfato, desempenhando um
papel significativo em varios processos bioldgicos, como a reabsorcdo dssea (Rey et al.,
1989). Ademais, a presenca de ides CO3? pode estar relacionada com a reduc3o da
cristalinidade do mineral no osso cortical devido a existéncia de defeitos na rede cristalina
(Legros et al., 1987). O aumento da concentracdo destes iGes pode também estar

relacionada com a varia¢cdo do tamanho dos cristais (Legros et al., 1987).

Embora o calculo do IC seja simples, existem algumas dificuldades devido a natureza das
mudancas de cristalinidade no osso. Sabe-se que a quantidade de COs?™ na bioapatite

afeta o valor do IC porque o processo de substituicdo de PO4% por CO3* produz cristais
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menores e com maior tensdo (Wright e Schwarcz, 1996). Portanto, as amostras altamente
carbonatadas tém um baixo valor de IC. Ademais, aumentos na cristalinidade podem
produzir um IC constante se houver compensac¢ado apropriada de carbonato (Pucéat et al.,

2004).

1.5.2. Efeito da Idade

O conhecimento da estrutura e composi¢ao precisas do osso e da sua alteracdo com a
idade é vital para distinguir diferencas devidas a medicacdo ou enfermidades e para
fornecer um modelo mineral dsseo para diferentes estadios etarios (Kuhn et al., 2008),
pois fatores com o envelhecimento e patologias diminuem a massa dssea, reorganizam a
microarquitetura do osso e comprometem as propriedades e estrutura dos tecidos

(Raghavan et al., 2012).

A fragdo inorganica da matriz dssea tem sido extensivamente estudada por
espectroscopia de infravermelho. A estrutura quimica do mineral ésseo ndo é estatica,
contendo uma variedades de inclusdes e substituices que evoluem com a idade: tanto o
teor de carbonato, que substituem os ides HPO4% e P43 (Pellegrino e Biltz, 1972; Legros
etal., 1987; Rey et al., 1991; Handschin e Stern, 1995; Miller et al., 2001; Tarnowski et al.,
2002; Kuhn et al., 2008; Raghavan et al., 2012), como o indice de cristalinidade aumentam
(Grynpas, 1976; Grynpas et al., 1984; Ascenzi et al., 1977; Bonar et al., 1983; Matsushima
e Hikichi, 1989; Handschin e Stern, 1992, 1995; Paschalis et al., 1996; Bigi et al., 1997,
Raghavan et al., 2012), mas a quantidade de ides ortofosfato (HPO4% + PO4*) nos minerais
Osseos é inversamente proporcional a idade (Pellegrino e Blitz, 1972; Grynpas et al., 1984;
Legrosetal., 1987; Rey etal., 1989, 1990, 1994). Também as analises de carbonato através
da técnica de FTIR indicam um aumento da cristalinidade em amostras com uma idade
superior em relagdo as mais jovens (Kuhn et al., 2008). Legros et al. (1987) conseguiu
relacionar o aumento de carbonato, que substitui os ides HPO4", com a idade conforme

evidenciado pelas razdes carbonato-fosfato (C/P) constantes.

Num estudo com ostedes humanos (Paschalis et al., 1996) e de babuinos machos com
idades entre o nascimento e os 32 anos (Gourion-Arsiquaud et al., 2009), a relacdo média

de C/P, também designada de relagdo carbonato-mineral (extensdo da substituicdo de
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carbonato na rede da bioapatite), aumentou com a idade cronoldgica e a cristalinidade
aumentou com a idade até atingir um plateau (Gourion-Arsiquaud et al., 2009; Burket et
al., 2011). Contudo, Turunen e colaboradores (2011) afirmam que a cristalinidade é
independente da idade do animal. Ademais, Sillen e Morris (1996) mostraram que todos
os 0ssos do estudo apresentavam um indice de cristalinidade relativamente alto, que se

observou aumentar irregularmente com a idade.

As mudancas da cristalinidade (aumento ou diminuicdo) relacionadas a idade no periodo
de crescimento e na maturidade tém que ser geralmente interpretadas como um
equilibrio resultante do processo de remodelagao constante (reabsor¢ao, formacgao) que

ocorre no 0sso (Handschin e Stern, 1995).

A diminuicdo da producdo de proteina com a idade foi relatada por Grynpas et al. (1994),
onde uma comparacdo de osso trabecular de colos femorais humanos mostrou que
individuos mais jovens (idades entre 18-37 anos) tinham mais proteinas da matriz dssea
extracelular do que individuos com idades entre 51-79 anos. Isso também foi
demonstrado em culturas de osteoblastos indiferenciados (pré-osteoblastos) obtidos de

osso trabecular humano desde o embrido até aos 60 anos de idade (Fedarko et al., 1992).

Os estudos sobre apatite 6ssea animal — murganhos (Pleshko et al., 1991; Tarnowski et
al., 2002; Raghavan et al., 2012), pintos (Pellegrino e Biltz, 1972; Grynpas et al., 1984; Rey
et al., 1989, 1990, 1991), coelhos (Landi et al., 2003; Turunen et al., 2011), vacas
(Thompson et al., 2011), cdes (Gourion-Arsiquaud et al., 2010), primatas ndo-humanos
(Gourion-Arsiquaud et al., 2009; Burket et al., 2011) — sdo relativamente abundantes,
enquanto sobre a bioapatite do osso humano sdo escassos (Rey et al., 1989; Handschin e
Stern, 1992, 1995; Paschalis et al., 1996; Very et al., 1997). No entanto, sabe-se que a
fauna ndo é um substituto fidvel, dado que os contelddos de carbonato e hidrogenofosfato
variam de uma espécie de animal para outra e com a idade dentro de uma dada espécie
(Legros et al., 1987), ndo se podendo extrapolar valores experimentais e conclusdes de

estudos faunisticos.
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1.5.3. Efeito da Osteoporose

A cristalinidade, ou seja, o tamanho do cristal e a perfeicdao das apatites, sdao de grande
interesse biomédico, porque os cristais menores, mais imperfeitos, sujeitos a dissolucao,
podem afetar a extensdo da perda déssea na osteoporose e noutras doencas dsseas

metabdlicas (Thompson et al., 1983; Pleshko et al., 1991).

A osteoporose altera a heterogeneidade em nanoescala das propriedades do material e
da composicao do tecido ésseo (Burket et al., 2011). Relativamente a esta patologia,
alguns estudos, recorrendo a Espectroscopia de IV, foram realizados (e.g., Paschalis et al.,
1997b; Gadaleta et al., 2000; Paschalis et al., 2003, 2004; Boskey et al., 2005; Paschalis et
al., 2016). Em termos da componente mineral, a literatura é muito dispar e varidvel: tanto
nos modelos animais como em humanos, foi relatado que o mineral 6sseo osteoporético
consiste, caracteristicamente, em cristais maiores e mais perfeitos do que os no 0sso
normal (Baud et al., 1976; Chatterji et al., 1981; Boskey, 2007; Boskey e Robey, 2007),
menores e menos perfeitos (Rai e Behari, 1986; Grynpas e Holmyard, 1988), ou que nao
existem diferengas (Grynpas et al., 1987 in Paschalis et al., 1997b). Mais recentemente,
correlagdes positivas entre o conteudo mineral e cristalinidade, e cristalinidade e
maturidade do colagénio foram relatadas em ossos de murganhos (Blank et al., 2003). Em
0ss0s humanos, a cristalinidade e maturidade do colagénio aumentam (Paschalis et al.,
1997b; Gadaleta et al., 2000; Ou-Yang et al., 2002; Paschalis et al., 2003; Paschalis et al.,
2004; Boskey e Camacho, 2007; Gourion-Arsiquaud et al., 2010), bem como a quantidade
de carbonato (Boskey et al., 2005; Gourion-Arsiquaud et al., 2010), ndo sendo estes
estudos conclusivos. De facto, a osteoporose parece envolver um envelhecimento

avancado do osso que normalmente seria considerado imaturo (Carden e Morris, 2000).

Estudos realizados examinaram as dissemelhangas entre os tecidos dsseos cortical e
trabecular. No entanto, nunca houve tentativa de distinguir diferencas dsseas entre o
sexo masculino e feminino. Estudos acerca da relagdo entre a densidade mineral dssea
(DMO) ou a massa dssea e os racios que sdo alvo de analise neste trabalho sdo igualmente

inexistentes.
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1.6. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar se, através da espectroscopia de
infravermelho na sua versdo de refletancia total atenuada (FTIR-ATR), os racios dos
conteudos de colagénio 6sseo (Am/P), carbonato tipo A (API), carbonato tipo (BPI), a
relacdo entre o conteudo de carbonato (A e B) e o carbonato tipo B (C/C), a razdo
carbonato-fosfato (C/P) e o indice de cristalinidade (IC) sdo métodos fidveis para estimar
a idade a morte e o sexo de um individuo. Para tal, analisou-se o osso compacto do fémur
e Umero humanos, sendo que este Ultimo serviu como controlo, para verificar se existem
diferencgas entre as razdes calculadas nos dois o0ssos. Ademais, investigou-se se existe ou
nao correlagdo entre os indices acima referidos e as seguintes varidveis: indice de
preservacao geral (IPG) (Ferreira e Cunha, 2012), massa 6ssea do Umero e do fémur,
Contetido Mineral Osseo (CMO) (total e do colo femoral), Densidade Mineral Ossea
(DMO) (total, colo femoral, grande trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e
a area (total e do colo femoral) usada para o calculo da DMO, tendo estas trés ultimas

sido determinadas por Curate (2011) através da Absorciometria Bifotdnica de Raios-X.

Espera-se que esta investigacdo venha a ser muito util para, no futuro, se desenvolverem
novos métodos para estimar alguns parametros do perfil biolégico de um individuo,
nomeadamente a idade a morte e o sexo, através de compostos quimicos do tecido dsseo
gue levem a identificacdo individual, sem ter de recorrer a analise métrica e morfoldgica

dos 0ss0s.
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2.1. Selegéo e recolha da amostra

A amostra analisada foi constituida por oitenta dos trezentos e dois individuos que
perfazem a Colecdo dos Esqueletos Identificados do Século XXI (CEI/XXI), provenientes do
Laboratério de Antropologia Forense da Universidade de Coimbra (Ferreira et al., 2014)
cuja densidade mineral dssea (resultados obtidos por Curate, 2011) e indice de
preservacgao geral (IPG; dados ainda ndo publicados) eram conhecidos. Os esqueletos que
compunham a amostra possuiam idades a morte compreendidas entre os 33 e 97 anos
(x=76,3; DP =15,4), sendo que os 44 individuos do sexo feminino (55%) apresentavam
idades entre os 50 e 97 anos (X =82,0; DP =10,9) e os 36 do sexo masculino (45%) entre

0s 33 e 0s 92 anos (X =69,3; DP =17,2) (Tabela A.1).

O presente estudo focou-se em dois 0ssos longos —fémur e imero —do mesmo esqueleto,

uma vez que sao mais resistentes aos efeitos diagenéticos (Boaks et al., 2014).

Para a andlise da massa dssea dos fémur e Umero, cada peca 6ssea foi pesada
individualmente duas vezes numa balancga de precisdo KERN PCB versdo 1.5 02/2013, com
uma resolucdo de 0,1g. Devido a dimensao da balanca, fez-se uso de um tabuleiro, para
gue os 0ssos pudessem ser pesados. No caso do fémur, foi sempre pesado o osso cuja
DMO foi avaliada — maioritariamente do lado esquerdo, exceto quando foram alvo de
tratamento cirdrgico (por exemplo, protese), tendo o Umero do mesmo individuo sido
pesado do mesmo lado. Caso estes se encontrassem muito fragmentados ou danificados

(Figura 2.1), ou tenham posteriormente sido queimados, ndo se procedeu a sua pesagem.

Para a analise quimica, na sele¢do das amostras foi dada preferéncia ao tecido dsseo
compacto, uma vez que é menos suscetivel a diagénese (Grupe, 1988). Nos ossos longos,
todas as amostras foram retiradas da porcdo medial da diafise, sendo que do fémur
retirou-se na norma posterior e no Umero na norma anterior. Removeu-se a camada mais
exterior do osso cortical com recurso a um bisturi, de forma a evitar contaminacdo da
amostra. Todas as amostras foram raspadas com um bisturi, produzindo um pé fino

adequado para FTIR-ATR, e armazenadas em eppendorfs devidamente identificados.
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CEI/XXI

Figura 2.1. Exemplo de um osso (Umero direito do individuo CEI/XXI_7), cuja massa dssea ndo foi
determinada, dado a extremidade proximal estar muito fragmentada.

2.2. Meétodo FTIR-ATR

Os espectros de FTIR-ATR foram adquiridos num espectrometro Bruker Optics Vertex 70,
pertencente a Unidade de 1&D “Quimica-Fisica Molecular” da Universidade de Coimbra,
purgado com ar isento de vapor de agua e CO2, na gama do infravermelho médio (400 —
4000 cm™) usando um desdobrador de feixe de Ge em substrato de KBr e um detetor de
mercurio cadmio telureto (MTC) de banda larga refrigerado com nitrogénio liquido. As
medi¢cOes foram feitas para pd de osso num acessério ATR de reflexdao Unica (Bruker
Platinum ATR) com cristal de diamante. Os espectros foram corrigidos para a dependéncia
da frequéncia da radia¢do incidente, da profundidade de penetracdo na amostra da
componente do campo elétrico da radiacdo (considerando o indice de reflexdo médio da
amostra 1,25), utilizando o Opus Spectroscopy Software, Version 7.2. Os espectros, para
cada amostra, correspondem a soma de 128 scans, com uma resolucdo de 2 cm™ e

apodizados com uma func¢do de Blackman-Harris de trés termos.

O tratamento espectral foi efetuado recorrendo ao programa OriginPro 9.1. A intensidade
das bandas foi medida pela absorbancia através do calculo do valor maximo (altura do
pico) apods a correcdo da linha de base e normalizacdo dos espectros (em relacdo a banda
de fosfato a cerca de 1035 cm). Isso resultou numa linha de base comparavel entre
espectros e consisténcia de pod diferente (Gongalves et al., 2018). Para averiguar as
diferencas espectrais das amostras dsseas, devido as varidveis em estudo, foram aplicadas

diversas relag6es matematicas, as quais sao definidas na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Razdes utilizados para avaliar a composicdo quimica das amostras dsseas e publica¢des
relevantes para detalhes do protocolo (adaptado de Mamede et al., 2018).

Parametro Equagao Referéncia

indice de Cristalinidade =~ Abs(602 cm™) + Abs(562 cm™)

Weiner e Bar-Yosef, 1990
(1C) Abs(590 cm™)

Wright e Schwarcz 1996;
Trueman et al., 2008;
Thompson et al., 2009

Abs(1415 cm™)
Abs(1035 cm™)

Carbonato-Fosfato (C/P)

Contetido de Carbonato Abs(1540 cm™) Sponheimer e Lee-Thorp,
Tipo A (API) Abs(603 cm™) 1999
Contetido de Carbonato Abs(1415 cm™?) Sponheimer e Lee-Thorp,
Tipo B (BPI) Abs(603 cm™) 1999; Snoeck et al. 2014
Carbonato (A+B) para Abs(1450 cm™?) Thompson et al., 2009;
Carbonato Tipo B (C/C) Abs(1415 cm™) Snoeck et al., 2014
Conteudo de colagénio Abs(1650 cm™) Lebon et al., 2014 ;
6sseo (Am/P) Abs(1035 cm™) Dal Sasso et al., 2016

2.3 Tratamento Estatistico

A subsequente analise estatistica dos dados obtidos foi realizada com auxilio do software

RStudio que utiliza a linguagem de programacao R para computacao estatistica e graficos.

Primeiramente, realizou-se a exploracao dos dados através da média, mediana, desvio-
padrdo e do intervalo de confianca de 95%. Para verificar se existiam diferencas
estatisticamente significativas entre o fémur e iUmero no que diz respeito aos indices
acima referidos, foi aplicado um teste ndo-paramétrico para variaveis independentes,
Mann-Whitney, dado este teste ndao assumir nenhum tipo de distribuicdo das amostras.
A hipdtese nula afirma que as duas médias sdo iguais e a hipotese alternativa que diferem

(Fay e Proschan, 2010).

Para verificar a existéncia de diferencas médias entre o grupo de individuos do sexo
masculino e grupo de individuos do sexo feminino, em relagdo aos racios calculados,

procedeu-se a realizacao do teste t para amostras independentes.
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As relacOes entre os indices quimicos calculados para o fémur e Umero e as varidveis em
estudo (para a amostra total e em funcdo do sexo) foram calculadas através de dois
coeficientes de correlagao: Pearson e Spearman. A correlagao de Pearson (r) quantifica a
forca e direcdo da relacdo linear entre duas variaveis continuas. Uma relacdo é linear
guando a mudanga numa variavel é associada a uma mudanga proporcional na outra

variavel (Espirito-Santo e Daniel, 2017).

A correlacdo de Spearman (p) avalia a relacdo monotdnica entre duas varidveis continuas
ou ordinais. Numa relagdo monotdnica, as variaveis tendem a mudar juntas, mas nao
necessariamente a uma taxa constante. As cautelas, for¢ca da correlagdo, direcao e
interpretacao seguem as diretrizes das enunciadas para as correlacdes de Pearson (Hauke

e Kossowski, 2011).

Para o teste e cada coeficiente de correlacdo realizados, foi adotado um nivel de
significancia de 95%, ou seja, o p-value menor ou igual a 0,05 foi considerado como

significativo.

2.4 Erros Intra e Inter-observador

Para inferéncia dos erros intra e inter-observador da massa dssea de todos os fémures e
Umeros pesados, aplicou-se o calculo do Erro Técnico de Medic¢do (ETM). O ETM é obtido
a partir da replicacdo de medidas num mesmo individuo ou grupo de individuos, pelo
mesmo observador ou por dois ou mais observadores (Ulijaszek e Kerr, 1999). O erro
inter-observador foi obtido com o auxilio da Eduarda Silva (aluna do Mestrado de
Antropologia Forense) com experiéncia idéntica a autora. O ETM absoluto pode ser

calculado através da Equacgao 1,

i2
ETM = 2457 (Equagdo 1)

2n

onde 2d? é o somatdrio dos desvios (diferenca entre a primeira e a segunda medicdo)
elevados a segunda poténcia, n o nimero de pecas dsseas medidas, neste caso, e j o

numero de desvios. O Erro Técnico de Medicdo relativo é expresso pela Equacao 2,
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%ETM = % x 100 (Equacio 2)

sendo VAV o valor médio das médias da primeira e segunda medi¢do. Quanto menor o

valor de %ETM, melhor (Perini et al., 2005).
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3.1. Erros Intra e Inter-Observador

Para calcular os erros intra e inter-observador, todas as pesagens efetuadas aos 56
umeros e 56 fémures que nado se encontravam muito danificados e/ou fragmentados dos
80 individuos da amostra em estudo foram replicadas. Encontram-se descritos na Tabela
3.1.1 os resultados referentes ao erro técnico de medigdo (ETM), ao erro técnico de

medicdo relativo (%ETM) e ao coeficiente de fiabilidade (R).

Tabela 3.1. Erro técnico de medicdo (ETM), erro técnico de medicdo relativo (% ETM) e coeficiente
de fiabilidade (R) para avaliagdo dos erros intra e inter-observador.

Intra-observador Inter-observador

ETM (dg) %ETM R  ETM(dg) %ETM R

Massa Ossea do Fémur 0,311 0,110 1,000 0,094 0,033 1,000

Massa Ossea do Umero 0,169 0,177 1,000 0,100 0,104 1,000

E possivel verificar que tanto 0 %ETM intra como o inter-observador apresentam todos os
resultados inferiores a 0,5%, verificando-se uma excelente replicabilidade. Todos os
valores do R sdo iguais a 1,000, indicando que nado existe variancia das medi¢des, ndo
havendo erros de pesagem. Dado ndo existirem diferencas significativas entre as
pesagens no erro intra-observador, optou-se por utilizar os resultados da primeira

pesagem para as futuras andlises.

3.2. Indices calculados através dos espectros FTIR-ATR

3.2.1. Diferengas entre o fémur e o umero

A Figura 3.1 apresenta um espectro tipico de FTIR-ATR de um fémur e de um Uumero do

mesmo individuo na regido dos 400 — 2000 cm’, onde se observam sinais
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correspondentes aos principais grupos funcionais/ides presentes: fosfato (da apatite
bioldgica), carbonato (da sua substituicdo pelos grupos hidroxilo e fosfato na bioapatite)
e amida | — lll, dos constituintes proteicos do osso (principalmente colageno tipo 1). Os
espectros estdo normalizados segunda a banda vs(POs>) da bioapatite, pressupondo-se

gue a quantidade desta é estandardizada.

Ndo se observaram diferengas entre as intensidades espectrais dos dois 0ssos. Os
espectros dos dois 0ssos ndo foram sobrepostos, pois dado terem valores de intensidade

muito semelhantes, ndo era observa-los em simultdaneo ao mesmo nivel.

Foram aplicadas as relagdes matematicas detalhadas na Tabela 2.1 para 80 individuos, 44
do sexo feminino e 36 do sexo masculino, cujos resultados se encontram sumariados na
Tabela 3.2. Além disso, através do teste Mann-Whitney verificou-se que existem
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre o Umero e o fémur para todos
os indices calculados exceto o APl (Tabela 3.3), tendo os valores do contelddo de

carbonato do tipo A do fémur e do Umero uma distribuicao semelhante.
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Figura 3.1. Espectros de FTIR-ATR, na regido do infravermelho médio, exibindo as bandas de
interesse (componentes mineral e organica) para amostras de fémur e Umero do esqueleto
CEI/XX1_47 (individuo do sexo masculino com 57 anos de idade a morte).
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Tabela 3.2. Estatistica descritiva dos parametros calculados a partir de dados de FTIR-ATR.

IC API BPI c/Cc C/P Am/P
n
X o x o X o X o X o X (o}
Feminino 44 3,176 0,122 1,003 0,112 1,205 0,145 0,983 0,028 0,376 0,046 0,469 0,041
5
\g Masculino 36 3,184 0,183 0,931 0,078 1,154 0,164 0,984 0,042 0,361 0,052 0,442 0,029
L
Total 80 3,179 0,151 0,971 0,104 1,182 0,155 0,983 0,035 0,370 0,049 0,456 0,039
Feminino 44 3,299 0,191 0,999 0,119 1,125 0,193 1,013 0,046 0,350 0,062 0,475 0,045
o
g Masculino 36 3,295 0,189 0,968 0,094 1,091 0,149 1,015 0,043 0,339 0,050 0,464 0,043
D
Total 80 3,297 0,189 0,985 0,109 1,110 0,174 1,014 0,044 0,345 0,057 0,470 0,044
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Tabela 3.3. Estatistica descritiva e resultado do teste Mann-Whitney (MW) sobre as diferencas
das medianas (Mg) dos indices quimicos calculados para a amostra total, homens e mulheres.

indice Sexo Osso Mg ic95%* MW p-value
IC Fémur 3,141 3,139-3,213
Feminino — 620 < 0,005
Umero 3,334  3,241-3,357
Masculino Fémur 3,115 3,122-3,246 410 <0.001
Umero 3,328 3,231-3,359 ’
Fémur 3,134  3,146-3,213
Total > 2021 < 0,0001
Umero 3,331 3,255-3,339
API o Fémur 0,993 0,969 — 1,037
Feminino — 1031 > 0,05
Umero 0,976 0,963 —1,035
~ Fémur 0,917 0,905-0,957
Masculino — 482 > 0,05
Umero 0,964 0,936 - 0,999
Fémur 0,958 0,948 — 0,994
Total : 2921 > 0,05
Umero 0,975 0,961 - 1,009
BPI o Fémur 1,200 1,161-1,249
Feminino — 1213 < 0,05
Umero 1,086 1,066— 1,184
_ Fémur 1,197 1,099 - 1,209
Masculino — 832 < 0,05
Umero 1,101 1,040 1,141
Fémur 1,197 1,148-1,217
Total z 4035 < 0,005
Umero 1,094 1,071-1,148
c/c farmin Fémur 0,973 0,974-0,991 611 0.005
7 <
oMo mero 1,018 0,999 - 1,027 ’
M i Fémur 0,966 0,969 -0,998 355 0.001
7 <
aseUin® “mero 1,019 1,000 1,029 ’
rotal Fémur 0,972 0,975-0,991 1896 0.0001
7 <
o Umero 1,018 1,004-1,023 ’
c/p o Fémur 0,373 0,362 -0,390 1990 005
7 <
oMo imero 0,334 0,331-0,369 ’
Maseul Fémur 0,374 0,344-0,379 o1 005
7 <
aseUin® “mero 0,345  0,322-0,356 ’
rotal Fémur 0,373 0,358-0,380 4080 0.005
7 <
% “Umero 0344 0,332-0,358 ’
Am/P Fermini Fémur 0,472 0,456-0,481 867 5 0.05
oMo Gmero 0,477 0,461-0,488 ’
_ Fémur 0,443 0,432-0,451
Masculino 464 < 0,05

Umero 0,456 0,449-0,478

Fémur 0,454 0,448 -0,465
Total y 2598 <0,05
Umero 0,472 0,460-0,479

* Intervalo de confianca a 95%
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De facto, quando se observam os valores médios, bem como os desvios-padrdo e mediana
associados, sdo aparentes as dissemelhancas, mesmo entre sexos, salvo os contelddos de
carbonato do tipo A para a amostra total e de proteina — mineral para o sexo feminino.
Através do cdlculo do intervalo de confianca de 95% (ic95%), essa disparidade é ainda
mais notdria e percetivel, sendo que para o IC e o C/C nenhum dos ic95% para o fémur e
para o Umero se intersetam, tanto para a amostra total como entre sexos. Para o IC, os
valores s3o mais elevados no iUmero e no sexo feminino. Pelo contrario, os fémures e no
sexo masculino, o C/C apresenta valores superiores e tanto o BPI como o C/P é inferior no

umero e nos homens.

E de notar que os valores do p-value indicados como inferiores a 0,05, tinham valores

muito préximos deste, estando ligeiramente abaixo do nivel de significancia.

3.2.2. Correlagdes

Tanto no fémur como no Umero, na amostra geral, o IC ndo se alterou significativamente
com nenhuma das variaveis em estudo (Tabelas A.2 — A.5), incluindo o sexo (Tabela A.26).
No entanto, para as mulheres, o indice de cristalinidade do fémur diminui
significativamente com o aumento da idade a morte, de forma moderada (Pearson p <
0,01, r = -0,4337; Spearman p < 0,05, p = -0,3097; Figura 3.2). Também na amostra
feminina, as DMO do colo femoral (Pearson p < 0,05, r = 0,3063; Figura 3.3A) e da area de
Ward (Pearson p < 0,05, r = 0,3480; Spearman p < 0,05, p = 0,3510; Figura 3.3B)

correlacionaram-se com o IC do fémur de forma significativa.

Apesar das correlacdes calculadas para a amostra total serem estatisticamente ndo
significativas, as associacGes entre o IC femoral e as DMO da regido intertrocantérica e do
grande trocanter, bem como com a massa 6ssea do fémur foram correlagdes

marginalmente significativas (p < 0,08).

Relativamente ao valor do APl do fémur, este correlaciona-se de forma negativa e
significativa com a area total do fémur proximal (Pearson p < 0,02, r = -0,2567; Spearman
p < 0,05, p =-0,2737), em como o CMO total (Pearson p < 0,03; r =-0,2463) e o CMO do

colo femoral (Pearson p < 0,05; r = -0,2456), mas os coeficientes de correlagdo sao baixos
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(Tabelas A.6 e A.7). Para as correlacdes entre o APl femoral e o CMO do colo do fémur
(Spearman p = 0,0622) e a DMO do grande trocanter (Pearson p = 0,0525), a sua

significancia estatistica falhou ligeiramente o limiar de significancia adotado neste estudo.

Também se verificou que existem diferencas entre os sexos (Teste t = 3,381; p < 0,005;
Figura 3.4), sendo que para os homens tém valores mais diminutos do que as mulheres
(Tabela A.26). Na amostra feminina ndo se verificou qualquer relagao estatisticamente

significativa entre o APl do fémur e as varidveis em estudo, ao contrdrio dos homens, cujo

341 e hd
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Figura 3.2. Correla¢do da Idade com o IC do fémur na amostra feminina.
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Figura 3.3. Correlacdo do IC do fémur com a DMO do colo femoral (A) e a DMO da Area de Ward

(B) na amostra feminina.
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Figura 3.4. Comparacdo do API do fémur com o sexo.

valor da darea do colo femoral aumenta significativamente com a diminuicao do API

femoral (Pearson p < 0,005, r = 0,4883; Spearman p < 0,001, p = 0,5571; Figura 3.5).

O conteudo de carbonato do tipo A no Umero ndo tem uma associagao significativa com
as varidveis em analise (Tabelas A.8 e A.9), inclusive o sexo (Tabela A.26). Porém, para os
valores das diferentes DMQ’s, o APl ho Umero varia moderadamente no sexo feminino
(total: Pearson p < 0,02, r = 0,3910; Spearman p < 0,05, p = 0,3184; colo femoral: Pearson
p<0,02,r=0,3674; Spearman p < 0,05, p = 0,3149; grande trocanter: Pearson p < 0,05, r
=0,3273; regido intertrocantérica: Pearson p < 0,02, r = 0,3719; Spearman p > 0,05; 4rea

de Ward: Pearson p < 0,05, r =0,3427; Spearman p < 0,05, p = 0,3557).

O conteudo de carbonato tipo B, tanto no fémur como no Umero, ndo se relaciona com
nenhuma das varidveis em estudo (Tabelas A.10 — A.13, A.26), a excecdo da idade a morte
com o BPI femoral (Pearson p < 0,02, r = 0,2563; Spearman p < 0,05, p = 0,2397).
Identicamente, no grupo das mulheres, o BPI aumenta com a idade (Pearson p < 0,02, r =

0,3255), mas correlaciona- se de forma inversa com as DMO do colo femoral (Pearson p <

L A correlagdo de Spearman entre a DMO da regido intertrocantérica e o APl do Umero é quase significativa:
p =0,0570; p = 0,2960.

37



Para além da métrica e da morfologia
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Figura 3.5. Correlacdo da drea do colo femoral com o APl femoral na amostra masculina.

0,05; r = -0,3413), grande trocanter (Pearson p < 0,05; r = -0,3117) e da area de Ward
(Pearson p < 0,05; r = -0,3345). E de notar que estas varidveis, segundo o coeficiente de
correlagdo de Spearman, o BPIl do fémur varia de forma voluvel com o seu incremento
(Idade: p = 0,0555; DMO colo femoral: p = 0,0618; DMO grande trocanter: p = 0,0782;
DMO area de Ward: p = 0,0766). Também no sexo feminino o CMO do colo femoral é
quase significativa (Pearson p = 0,0529; Spearman p = 0,0580). Na amostra masculina, tal
como o API, o BPI femoral varia moderadamente com o aumento da area do colo femoral

(Spearman p < 0,05, p = 0,3664; Figura 3.6).

No que se refere ao indice carbonato (do tipo A e B) para o carbonato tipo B, este diminui
com a idade a morte (Pearson p < 0,05, r = -0,2361; Tabela A.14) e com o aumento da
massa ossea do fémur (Spearman p < 0,05, p = -0,2849; Tabela A.15). No entanto, estas
associac¢des sdo baixas, ndo existindo qualquer outra correlagdo entre o C/C e as restantes
varidveis em estudo para o fémur (apesar da DMO da area de Ward ser aproximadamente
significativa (Pearson p = 0,0748; Tabelas A.14 e A.15), bem como para o Umero (Tabelas

A.16 e A.17).
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Figura 3.6. Correlagdo da drea do colo femoral com o BPI femoral na amostra masculina.

Embora ndo haja uma correlagdo entre o C/C e o sexo (Tabela A.26), para as mulheres,
este indice, no fémur, tem uma associacao significativa de forma moderada com a idade
(Pearson p < 0,02; r=-0,3720), bem como com o indice de preservacao geral (Pearson p <
0,02, r = -0,3569; Spearman p < 0,05, p = -0,3382; Figura 3.7) e as DMO da regido
intertrocantérica (Pearson p < 0,05; r = 0,3188) e da area de Ward (Pearson p < 0,05; r =
0,3312). E de salientar que o C/C varia de forma inconstante com o aumento das DMO
total (Pearson p = 0,0569) e da regido intertrocantérica (Pearson p = 0,0622), quase

atingindo a significancia estatistica.

As correlacGes de Pearson e Spearman para o indice carbonato — fosfato femoral e do
umero podem ser analisadas através das Tabelas A.18 — A.21. Para a amostra geral, as
varidveis em analise ndo exerceram um efeito significativo sobre o C/P, tanto no fémur
como no umero, nomeadamente o sexo (Tabela A.26), salvo a idade a morte para o C/P
femoral (Pearson p < 0,02, r = 0,2612; Spearman p < 0,05, p = 0,2434). Contudo, esta

correlacdo é fraca.

Quando realizada a analise por sexo, é possivel observar que a amostra feminina mantém
uma associacdo com a idade estatisticamente significativa, mas de forma moderada
(Pearson p < 0,05, r=0,3492; Spearman p < 0,05, p = 0,3114). Ademais, existe uma relagdo
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Figura 3.7. Correlagdo do Indice de Preservacdo Geral (IPG) com o C/C femoral na amostra
feminina.

significativa e moderada entre o C/P femoral e as DMO total (Pearson p < 0,05, r =-0,3129;
Spearman p < 0,05, p =-0,3174), do colo femoral (Pearson p < 0,02, r =-0,3764; Spearman
p < 0,05, p =-0,3507), do grande trocanter (Pearson p < 0,05, r = -0,3385; Spearman p <
0,05, p =-0,3289) e da area de Ward (Pearson p < 0,02, r =-0,3695; Spearman p < 0,05, p=
-0,3283), bem como entre o C/P no fémur e o CMO do colo femoral (Pearson p < 0,05, r =
-0,3568; Spearman p < 0,05, p = -0,3649). Além do mais, o indice carbonato — fosfato
diminui com o incremento da DMO na regido intertrocantérica, tanto no fémur como no
Umero, mas a tendéncia ndo atinge significancia estatistica (Pearson p = 0,0643 (fémur);

p =0,0696 (Umero)).

Por fim, no que diz respeito ao indice Amida | fosfato, no fémur, este tem uma associagcao
fraca, mas estatisticamente significativa, com diversas varidveis (Tabelas A.22 e A.23): a
area total do fémur proximal (Pearson p < 0,05, r = -0,2677; Spearman p < 0,02, p = -
0,2952), os CMO total (Pearson p < 0,05, r =-0,2539; Spearman p < 0,05, p =-0,2442) e do
colo femoral (Pearson p < 0,05, r = -0,2613; Spearman p < 0,05, p = -0,2387), a DMO do
grande trocanter (Pearson p < 0,05; r = -0,2450) e a massa 6ssea (Pearson p < 0,05, r = -

0,2710; Spearman p < 0,05, p =-0,2772). No que concerne ao sexo, existe também uma
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correlagdo de forma moderada com o indice Am/P femoral (Teste t = 3,411; p < 0,005),
mas 0 mesmo nao se verificou no Umero (Tabela A.26). Ndo obstante, aquando o estudo
por sexo, apenas se observa uma variagdo moderada entre o Am/P e a area do colo
femoral no sexo masculino (Pearson p < 0,02, r = 0,4097; Spearman p < 0,02, p = 0,4004;
Figura 3.8) e entre o mesmo indice no umero e a DMO do colo do fémur na amostra

feminina (Pearson p < 0,05; r = 0,3077).

E ainda de salientar que a correlacdo entre o indice Amida | fosfato e a DMO do colo
femoral, para a amostra total, aproxima-se muito do nivel de significancia adotado neste
estudo (Pearson p = 0,0547), bem como a area do colo femoral (Pearson p = 0,0665;
Spearman p = 0,0634) e as DMO do grande trocanter, para a correlacdo de Spearman (p =
0,0675) e a total (Pearson p = 0,0771) se encontram ligeiramente abaixo do nivel de

significancia.

Os valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson e Spearman entre o Am/P do Umero
e as respetivas varidveis analisadas encontram-se sumariados nas Tabelas A.24 e A.25,

respetivamente.

0.524

0.48 ]

Am/P Fémur

0.401

. *

28 32 36 40 44
Area Total (g cm’)

Figura 3.8. Correlacdo da area total do fémur proximal com o Am/P femoral na amostra masculina.
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4. Discussao

O presente estudo prendeu-se essencialmente com a tentativa da estimativa da idade a
morte e do sexo através da andlise quimica do fémur e do Umero, mediante os racios IC,
BPI, API, C/C, C/P e Am/P e na avaliacdo da sua relagdo com diversas varidveis: IPG, massa
dssea do Uumero e do fémur, CMO (total e do colo femoral), DMO (total, colo femoral,
grande trocanter, regido intertrocanteriana e drea de Ward) e a drea (total e do colo
femoral). Para isto utilizou-se uma amostra de 80 individuos da CEI/XXI. No presente
capitulo discutir-se-do os principais resultados obtidos, cotejando-os com estudos da

mesma natureza, realizados previamente.

A avaliacdo espectroscdpica por FTIR-ATR de amostras 6sseas homogeneizadas fornece
informacgdes sobre a composicdo quimica média das amostras em estudo (Petra et al.,
2005), sendo uma técnica quantitativa, dado apenas fornecer detalhes sobre os grupos
funcionais/iGes presentes numa amostra (Pestle et al., 2014). Além disso, também
permite a determinacdo das quantidades relativas de mineral e matriz presentes (Miller

etal., 2001).

No entanto, uma dificuldade inerente associada a analise de amostras bioldgicas é a
heterogeneidade do tecido. Isto poderd explicar o porqué de as correlacoes
significativamente estatisticas entre os indices quimicos calculados e as variaveis em
estudo serem mais fracas, embora a amostragem tenha sido realizada na camada
superficial no ponto medial das didfises do fémur e do Umero, reduzindo o efeito das
variaveis influenciadoras e aumentando a comparabilidade com outros estudos

(Thompson et al., 2011; Gongalves et al., 2018).

Os o0ssos humanos sdo bastante varidveis em termos de estrutura, forma e tamanho, e
essas varidveis podem, de alguma forma, interferir nos parametros dsseos, especialmente
com a cristalinidade (Reznikov et al., 2015; Gourrier et al., 2017). Através do teste de
Mann-Whitney foram observadas diferencas estatisticamente significativas em todos os
indices entre o fémur e o Umero, com excec¢do do APl e o Am/P para o sexo feminino
(Tabela 3.3). A composicdo quimica do osso é muito especifica, independentemente do

tipo de osso, embora a especificidade varie de acordo com cada indice (Goncalves et al.,
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2018). As dessemelhancas notadas poderdo estar relacionadas com diferencas na
estrutura e remodelacdo 6sseas (Thompson et al., 2013). Além disso, alteracbes
diagenéticas e/ou diferencas localizadas no ambiente geoquimico do enterramento,

podem motivar uma variabilidade intraindividual (Francalacci e Tarli, 1988).

O indice de cristalinidade (IC) reflete uma combinacdo dos tamanhos relativos dos cristais
e a extensao em que os atomos estdo ordenados na rede cristalina (Shemesh, 1990; Stiner
et al., 1995). Os IC calculados segundo a equacdo matematica presente na Tabela 2.1
encontram-se em conformidade com os valores obtidos em estudos anteriores (Weiner e
Bar-Yosef, 1990; Wright e Schwarcz, 1996; Stiner et al., 1995, 2001; Yizhaq et al. 2005;
Munro et al., 2007; Olsen et al., 2008; Trueman et al., 2008; Thompson et al., 2009). Ao
contrario da maior parte da literatura existente (Grynpas et al., 1976, 1984; Ascenzi et al.,
1977; Bonar et al., 1983; Bigi et al., 1997; Matsushima e Hikichi, 1989; Rey et al., 1991;
Handschin e Stern, 1992, 1995; Paschalis et al., 1996; Boskey et al., 2005; Raghavan et al.,
2012), ndo sé nao houve qualquer relacdo estatisticamente significativa do IC com a idade
na amostra total (Akkus et al., 2003), como este também diminuiu progressivamente com
a idade a morte no sexo feminino. Isto demonstra que com o avanco da idade, a estrutura
cristalina vai ficando mais desorganizada e/ou contendo cristais pequenos, originando

desordem cristalina (Wang et al., 2010; Thompson et al., 2011).

Quanto menor o tamanho dos nanocristais da apatite éssea, maior é a area de superficie
em compara¢ao com a mesma massa de cristais de tamanho maior. Fisiologicamente, os
cristais de bioapatite atuam como um reservatdrio idnico (por exemplo, calcio). Uma
maior drea de superficie dos cristais resulta numa percentagem muito maior de ides
constituintes que poderdo reagir com outros ides e/ou outros constituintes organicos dos
fluidos extracelulares, tornando a apatite dssea relativamente reativa (Driessens et al.,
1978; LeGeros, 1991; Lee-Thorp, 2002; Glimcher, 2006), fornecendo aos cristais uma

organizacdo ideal para a troca desses iGes com os fluidos extracelulares.

Segundo Handschin e Stern (1992), a cristalinidade aumenta substancialmente entre o
nascimento e os 30 anos. Nos individuos com idades compreendidas entre os 30 e os 80
anos parece ndo haver variacdo apreciavel na cristalinidade da bioapatite. Estes autores
também verificaram que existe uma ligeira diminuicdo da cristalinidade para idades
superiores a 80 anos, que poderd ser causada por uma atrofia dssea (osteoporose),
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afetando o osso compacto mais antigo de uma maneira especifica. No presente estudo,
nenhum individuo tinha uma idade a morte inferior a 30 anos, havendo apenas 8 com
idades compreendidas entre os 30 e os 60 anos e mais de 50% da amostra (n = 43) tinha
uma idade cronoldgica igual ou superior a 80 anos. Além disso, na amostra feminina, 31
das 44 mulheres em estudo, ou seja 71%, tinham uma idade muito avangada (idade a
morte maior ou igual a 80 anos) e nenhuma tinha uma idade inferior a 30 anos, ndao

havendo uma distribuicdo equitativa das faixas etarias.

A principal caracteristica da banda v4(PO4>) entre os 602-610 cm™ é que esta diminui
gradualmente durante o envelhecimento e a maturagdo da fase mineral. Este fendmeno
estd associado a um leve deslocamento da posicao das principais bandas de fosfato em
direcdo a um maior niumero de onda e a uma mudancga na sua intensidade relativa (Rey
et al.,, 1990). Portanto, um decréscimo do valor da cristalinidade provoca uma
consequente diminui¢do na intensidade da banda vado fosfato. No entanto, ha que referir
gue Rey e colaboradores (1990) utilizaram ossos de aves com, no maximo, 3 anos de

idade.

Além da desigual distribuicdo etdria dos individuos em estudo, diversos fatores poderao
ter contribuido para a discrepancia entre os valores do IC obtidos na presente investigacao

e os resultados da literatura existente:

(i) o método aplicado para calcular o indice de cristalinidade ser distinto e/ou ndo se ter
empregue a mesma técnica de FTIR (Yerramshetty et al., 2006), bem como ndo fazerem a

correcao ATR ou efetuam-na mas com um indice de reflexdao média dispar;

(ii) heterogeneidade do tecido. Por exemplo, segundo Boskey e colaboradores (2005),
numa amostra de 22 pacientes (sendo 16 deles mulheres), hd um aumento da
cristalinidade no osso trabecular com a idade a morte. No entanto, Trueman e co-autores
(2004) afirmam que nao existem diferengas significativas entre a cristalinidade do osso

cortical e trabecular;

(iii) de acordo com alguns autores (Stiner et al., 1995; Trueman et al.,2004), a duracao
do periodo de inumacdo podera afetar também o valor do IC na camada mais superficial
do osso cortical, sendo que com o aumento do periodo de inumacao, incrementa também

a cristalinidade.
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Também diferencas na localizagdo anatémica da amostragem (Gongalves et al., 2018) ou
o tratamento estatistico dos dados (por exemplo, agrupamento de décadas vs regressao
linear) podem provocar desigualdades entre os resultados dos estudos (Yerramshetty et
al., 2006). Também estudos cujo tamanho amostral é muito diminuto, potencialmente
fornecem resultados menos representativos, dado que o erro de medi¢cdo pode
facilmente alterar a variabilidade no IC resultante (Surovell e Stiner, 2001; Gongalves et

al., 2018).

Estudos anteriores foram parcial ou totalmente focados em ossos de fauna (e.g.,
Pellegrino e Biltz, 1972; Grynpas et al., 1984; Rey et al., 1989, 1990, 1991; Pleshko et al.,
1991; Tarnowski et al., 2002; Landi et al., 2003; Gourion-Arsiquaud et al., 2009, 2010;
Burket et al., 2011; Thompson et al., 2011; Turunen et al., 2011; Raghavan et al., 2012) e
em esqueletos humanos os dados disponiveis sdao limitados. Como os ossos de fauna
apresentam diferengas na microestrutura dos tecidos mineralizados podem, por exemplo,
ocasionar diferencas nos valores do IC (Nakano et al., 2002; Thompson et al., 2013;
Gongalves et al., 2018). Além do mais, hd uma grande diversidade na proporc¢do e
composicao ossea entre as classes de espécies, e a diversidade deve-se principalmente
aos grupos inorganicos (fosfato e carbonato, por exemplo) (Gamsjaeger et al., 2011;
Figueiredo et al., 2012; Wang et al., 2019). Assim, os resultados obtidos em estudos
faunisticos ndo devem ser extrapolados para valores experimentais adquiridos no osso

humano.

A proporcdo de carbonato para fosfato (C/P) indica o nivel de substituicdo de carbonato.
Segundo Nielsen-Marsh e Hedges (2000b), o osso fresco tem valores de C/P de 0,34 +0,1.
Apesar dos resultados obtidos do rdcio carbonato-fosfato serem superiores (0,370 *
0,049), sdo concordantes com as conclusdes acima referidas, bem como outros estudos
(Patonai et al., 2013; Longato et al., 2015; Gongalves et al., 2018) dado se terem analisado
0ss0s secos que possivelmente tiveram um ganho de carbonato do ambiente de

sepultamento (Nielsen-Marsh e Hedges, 2000b).

E possivel observar a partir dos dados (Tabelas A.17 e A.18) que a razdo C/P é monotdnica
e diretamente proporcional a idade a morte, tal como observado em diversos estudos
(Akkus et al., 2004; Yerramshetty et al., 2006; Gourion-Arsiquaud et al., 2009), tendo
maior expressdo na amostra feminina. Porém, segundo Paschalis e colaboradores (1996),
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arelacdo CO3%/P0O4%, revela que esta é inversamente proporcional a idade dssea, mas Rey
e co-autores (1991), ao descrever o teor absoluto de carbonato através do indice
carbonato — fosfato, relataram que este aumenta com o incremento da idade dssea. A
comparac¢do com estes dois estudos ndo deve ser realizada, dado a idade dssea (idade
biolégica) e a idade a morte (idade cronoldgica) ndo serem termos equivalentes
(Klepinger, 2006; iscan e Steyn, 2013). Ademais, os resultados da presente investigac3o e
os descritos por Paschalis et al. (1996) diferem, uma vez que eles ndo homogeneizaram a
amostra para a andlise quimica por FTIR, sendo o estudo confinado a apenas ostedes. Para

mais, utilizam dados obtidos em apenas dois pacientes.

Na nossa pesquisa verificou-se que existe uma correlacdo positiva entre o BPI femoral
(COs?% substituem os ides PO4> presentes na bioapatite) e a idade a morte na amostra
total, estando em condordancia com varios estudos publicados (Legros et al., 1987; Rey
et al., 1991; Paschalis et al., 1996; Yerramshetty et al., 2006), e no grupo das mulheres. O
mesmo foi observado por Paschalis e colaboradores (1996) que verificaram que o
conteldo do carbonato do tipo B aumentava com o crescimento da maturagdo dssea
(sendo que esta foi examinada em fun¢do da idade). A presenca de ides CO3% do tipo B
pode estar relacionada com a baixa cristalinidade mineral no osso cortical, devido a
existéncia de defeitos na rede cristalina causada pela presenca de iGes tais como o ido

carbonato (Legros et al., 1987).

A substituicdo do CO32~ desempenha um papel importante nas propriedades ésseas (Rey
et al., 1991). Além disso, sabe-se que a quantidade de CO3?~ na apatite bioldgica afeta o
valor do IC, dado que o processo de substituicdo de PO43 por COs2~ produz cristais
menores (os ides carbonato sdo inibidores do crescimento dos cristais de bioapatite) e
com maior tensao estrutural (causada por distor¢oes e defeitos na rede cristalina), dado
possuirem carga e geometria diferentes dos ides PO, levando ao aumento da desordem
e a reducdo da perfeicdo cristalogréafica (Wright e Schwarcz, 1996; Ou-Yang et al., 2002;
MacFadden et al., 2004; Antonakos et al., 2007; Rey et al., 2007; Grunenwald et al., 2014;
Snoeck et al., 2014; Thompson, 2015). Amostras com alto teor de carbonato tipo B tém,
portanto, um baixo valor de IC (Shemesh, 1990; Wright e Schwarcz, 1996). Esta hipdtese
é concordante com os dados obtidos com a associacdo dos dois indices referidos

anteriormente com a idade a morte. Ademais, um aumento na cristalinidade pode ainda
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produzir um IC constante se houver compensacdo de carbonato (Pucéat et al., 2004).
Assim, a diminuicdo da cristalinidade e o aumento do conteudo de carbonato do tipo B,
podera indicar que o ido carbonato poderd ser um fator predominante na regulagao

bioldgica ou no controlo da cristalinidade dos cristais da apatite bioldgica.

O indice C/C representa a relagdo entre os carbonatos (A + B) para os carbonatos do tipo
B. A sua diminuigdo linear (fraca) com a idade a morte, demonstra um aumento de uma
proporcao dispar de carbonatos do tipo A para o tipo B, causada ou por uma diminuicdo
dos carbonatos do tipo B ou por um aumento dos carbonatos A. Como foi referido
anteriormente, verificou-se que com o avangar da idade, ha um incremento de
substituicdes de fosfato por carbonato do tipo B. No entanto, ndo se observou qualquer
relacdo da idade com o carbonato tipo A, apesar de Miller e colaboradores (2001) terem
verificado um aumento do conteldo de carbonato do tipo A com o amadurecimento dos
cristais 6sseos. Uma possivel explicacdo para os valores obtidos do indice C/C podera ser
a influéncia da banda a 1460 cm™, §(CH2)colagénio + lipidos , dado a sua sobreposi¢do parcial
com a banda v3(CO3%)a+8, @ 1450 cm™, podendo levar a interpretagdes erréneas (Rey et
al., 1989; Petra et al., 2005; Mamede et al., 2018). Portanto, a utilizacdo do C/C na relagdo
com a idade a morte (ou qualquer outro parametro) para fins forenses nao parece ser

vidvel.

Casuccio (1962) encontrou um conteudo crescente de colagénio no tecido dsseo
trabecular das vértebras lombares humanas, enquanto outros relataram uma diminuicao
na quantidade de colagénio no fémur e no osso iliaco humanos com a idade (Rogers et
al., 1952; Eastoe, 1968). Também Very e colaboradores (1997) observaram um
decréscimo no conteudo organico (através da banda de colagénio Amida I) com a idade a
morte. Similarmente, através da andlise da hidroxiprolina, um aminodcido essencial
presente no colagénio, Bailey e co-autores (1999) verificaram que a concentracgao total do
colagénio no osso diminuia com a idade, ndo havendo diferencas entre sexos. Os
resultados obtidos por Vassalo et al. (2016), através do indice Am/P, calculado do mesmo
modo que neste estudo, apoiam esta hipdtese. Segundo diversos investigadores (Zioupos
et al., 1999; Collins et al., 2002; Ruppel et al., 2006), a degradacdo do colagénio comeca
ainda em vida e aumenta gradualmente com a idade. Contrariamente a estes estudos,

nao se encontrou nenhum efeito da idade no conteldo de colagénio (calculado através
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da formula Am/P, descrita na Tabela 2.1) tanto do fémur como do Umero, indo de acordo
com Dequeker e Merlevede (1971), que ndo obtiveram nenhuma associa¢do entre o
conteldo de colagénio e a idade no osso iliaco, e Akkus et al. (2003). Uma possivel
explicagao para essa controvérsia é a diminuicdo da massa dssea total com a idade,

especialmente significativa em mulheres (Dequeker et al., 1971).

Relativamente ao sexo, foi frequentemente descrito que as mulheres apds a menopausa
estdo mais propicias a osteoporose e a perda de resiliéncia do esqueleto (Curate, 2014).
Verificou-se que existem diferencas significativas para os conteudos de carbonato tipo A
e de colagénio entre os sexos, sendo os valores inferiores para o sexo masculino. Esta
dessemelhanca poderd estar relacionada com o facto de os valores para cada um dos

parametros ser bastante distinto entre homens e mulheres (Tabelas 3.1, 3.2 e A.26).

O ambiente do enterramento (composicdo de aguas subterraneas e sedimentos, pH do
solo, pressdo mecanica, fatores biolégicos, transporte de particulas, entre outras)
determina em grande parte a preservacao do osso (Nielsen-Marsh e Hedges, 2000a;
Reiche et al., 2003) e, portanto, é de grande importancia entender os processos de

alteracdo em solos e o impacto das condi¢gdes ambientais na preservagao déssea.

As apatites bioldgicas sdo um continuum de estruturas que diferem em tipo e grau de
substituicdes, funcdo, cristalinidade e, portanto, todas com implicacdes para a forma e
funcdo in vivo, e alteragdes post mortem ou diagénese (Driessens et al., 1978; LeGeros,

1991; Lee-Thorp, 2002).

O indice de cristalinidade (IC, também designado de fator de desdobramento, /R-SF) é um
dos parametros mais utilizados para estimar a alteracdo diagenética, sendo que este
aumenta com os processos diagenéticos (Weiner e Bar Yosef, 1990; Bartsiokas e
Middleton, 1992; Sillen e Morris, 1996; Wright e Schwarcz, 1996; Stiner et al., 2001; Piga
et al.,, 2016). Os nanocristais de bioapatite tendem a recristalizar numa estrutura
termodinamicamente mais estdvel, implicando uma estrutura cristalina mais ordenada,
um tamanho de cristal maior e, portanto, uma reducdo significativa da area de superficie
especifica (Hedges et al. 1995; Nielsen-Marsh e Hedges, 2000a; Dal Sasso et al., 2016). No
entanto, nenhuma relacdo direta péde ser observada entre o indice de preservacao geral

(IPG) e a cristalinidade, exibindo para ambos valores dispersos. Assim, estes resultados

49



Para além da métrica e da morfologia

confirmam que o IC ndo pode ser aplicado como representante da avaliacdo do estado de
preservacao (Pucéat et al., 2004; Trueman et al., 2008; Lebon et al., 2010), pelo menos

segundo o IPG.

E de ressalvar que existe algum debate sobre se os valores de IC aumentam devido a um
aumento no tamanho do cristal ou a remocdo de cristais menos solUveis e menos
ordenados (Wright e Schwarcz, 1996; Thompson et al., 2011). Person e colaboradores
(1996) argumentaram a importancia da fase organica em proteger a fracdo inorganica de
alteragbes tendo, portanto, influéncia sobre o IC - embora isto s6 ocorre até ao ponto em
gue ha perda da fase organica da bioapatite. Trueman et al. (2008) e Lebon et al. (2010)
concordam, explorando mais especificamente sobre o significado da fase organica na
reducdo da porosidade dssea e, portanto, na exposicao da superficie do cristal ao meio
ambiente. Ademais, Nielsen-Marsh e Hedges (2000a) afirmam que o aumento do IC
devido a dissolucao diferencial dos cristais menores é insuficiente para explicar o estado
de diversas matrizes minerais, tendo observado que a perda dos componentes menos
cristalinos por dissolucdo? n3o explicam a magnitude da altera¢do dos valores do IC.
Assim, a recristalizacdo, com as suas implicacdes para incorporar ou substituir material

exogeno, é um fato (Hedges, 2002).

Diversos estudos reportam que as fases mineral e organica dsseas estdo intimamente
ligadas e as alteracOes post mortem da estrutura cristalina é frequentemente associada a
perda de material organico, dado que o rompimento do tecido cristalino promove um
aumento da difusdo da dgua e acelera a quebra do componente organico (Sillen e
Parkington, 1996; Nielsen-Marsh e Hedges, 1999, 2000a; Collins et al., 2002; Trueman et
al., 2004, 2008). No entanto, ndo foi observavel uma associacdo entre o contelddo de
colagénio e o IPG dos individuos em estudo, ndo havendo uma diretriz valida e preditiva
para o estado de preservacdo. E de notar que os estudos acima referidos trabalharam

todos com amostras arqueoldgicas, cujo conteddo de colagénio é, regra geral, bastante

2 A dissolugdo remove o mineral do osso, da mesma forma que remove os carbonatos e fosfatos dos
sedimentos circundantes. A recristalizagdo envolve a reorganizagdo molecular da bioapatite, mas nado é
necessariamente independente da dissolugdo (Hedges et al., 1995; Stiner et al., 2001). Embora estes
processos diagenéticos possam ser induzidos por muitos fatores, a 4gua e o pH neutro ou acido sdo
essenciais para a dissolucdo e a recristalizacdo (Weiner e Bar-Yosef, 1990; Stiner et al., 1995, 2001).
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inferior ao das amostras forenses (Vassalo et al., 2016). Além disso, a preservacdo do
colagénio depende estritamente das condi¢cbes climdticas e de enterramento, em
particular da temperatura e do pH das solugées do solo (Hedges et al., 1995; Collins et al.,
2002; Smith et al., 2007; Dal Sasso et al., 2016). A degradacdo do colagénio pode ser
causada por hidrdlise quimica, alteracdo da fracdo mineral 6ssea e/ou degradacgdo
microbiana (Collins et al., 2002). Por sua vez, a perda de colagénio pode desempenhar um
papel significativo na recristalizacdo da bioapatite, uma vez que os nanocristais acabam
por ser expostos ao ambiente de sepultamento, estando, portanto, mais suscetiveis a

alteragées (Collins et al., 2002; Dal Sasso et al., 2016).

Conforme diversos estudos (Stiner et al., 1995; Nielsen-Marsh e Hedges, 2000a; Smith et
al., 2007), baixos valores de C/P indicam perda diagenética de carbonato, possivelmente
durante o rearranjo ou dissolucdo da fase mineral, resultando num mau estado de
preservagao éssea. Porém, ndo se verificou qualquer associacdo entre a razao carbonato-

fosfato e o IPG esquelético da amostra sob analise.

Atualmente, ainda é debatido se indices como o IC e C/P avaliam com precisdo a
diagénese de amostras de apatite bioldgica (Lee-Thorp e Sealy, 2008; Stathopoulou et al.,
2008; Trueman et al., 2004, 2008). No entanto, os profissionais continuam a aplicar essas
técnicas na auséncia de medidas de diagénese melhores e mais acessiveis a fim de avaliar
o estado de preservacdo dsseo. Poderda também ndo haver associacdo entre os indices
calculados e o IPG (a exce¢do do C/C), possivelmente dado os valores calculados serem
muito semelhantes e/ou o IPG representar a preservagdo total do esqueleto e ndo apenas
do osso em questdo. Outra possibilidade é que tanto o uUmero como o fémur, devido ao
seu tamanho relativo e robustez, sdo mais resistentes aos efeitos diagenéticos (Child,
1995; Jans et al., 2004). Ademais, o tecido cortical, devido a ser menos poroso do que o
osso trabecular, € muito menos suscetivel a alteracdes post mortem (Carvalho e Marques,

2008).

A osteoporose é uma doenca 6ssea metabdlica caracterizada pelo aumento da reabsorcao
6ssea em relacdo a formacdo que altera a heterogeneidade em nanoescala das
propriedades do material e composicao do tecido dsseo (Gadeleta et al., 2000; Huang et
al., 2003; Boskey e Mendelsohn, 2005; Burket et al., 2011). A frequéncia da osteoporose
aumenta significativamente nas classes etarias mais avancadas, em ambos os sexos,
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sendo superior no sexo feminino (Dias, 1998; Tenenhouse et al., 2000; Canhdo et al.,

2005; Woolf e Akesson, 2008; Shin, 2010; Curate 2011, 2014).

A densidade mineral 6ssea (DMO) medida no fémur proximal é considerada um preditor
da resisténcia 6ssea (Fratzl et al., 2004; Dall’ara et al., 2013, 2016). A DMO consiste na
guantidade mineral ésseo por unidade de drea de osso sondada, correspondendo o
mineral em questdo, a bioapatite (Cerroni et al., 2000; Watts, 2004; Bonnick e Lewis,
2006; Faulkner e Miller, 2007). A DMO areal (g/cm?), medida por DXA, representa uma
integracdo das contribui¢des do osso cortical e trabecular osso dentro da area digitalizada

(Cheng et al., 1997).

O conteuddo mineral 6sseo (CMO) humano varia entre 35 a 65% de acordo com a idade,
sexo e salde do individuo (Nicholson, 1996). O declinio do CMO e, consequentemente da
DMO, com o aumento da idade pode levar a osteopenia e em casos mais extremos a
osteoporose (Kirchengast et al., 2001), havendo diferencas entre os sexos e 0s grupos
étnicos (Jergas e Genant, 1993). Nas mulheres, a DMO comega a diminuir em torno dos
40 a 50 anos, correspondendo a fase da vida em que ocorrem a perimenopausa € a
menopausa (Gourion-Arsiquaud et al., 2009), sendo nesta faixa etdria que a prevaléncia
da osteoporose incrementa (Yang et al., 2004; Larijani et al., 2005; Povoroznyuk et al.,
2007; Curate, 2011). Embora os homens ndo experimentem o equivalente a menopausa,
0os seus niveis circulantes de esterdides sexuais biologicamente disponiveis caem
progressivamente com o envelhecimento e levam a aumentos na reabsor¢dao dssea e

perda éssea naqueles com niveis circulantes mais baixos (Khosla et al., 1998, 2002).

Este estudo demonstra que, apesar de a DMO ndo estar relacionada com a cristalinidade
para a amostra total, nas mulheres esta aumenta linearmente com o incremento da DMO
do colo femoral e da drea de Ward. Ou seja, mulheres cujas DMO anteriormente referidas
sejam diminutas (osteopénicas ou osteopordticas), contém cristais menos perfeitos e
mais pequenos (Rai e Behari, 1986; Grynpas e Holyard, 1988), provavelmente afetando
negativamente as propriedades mecanicas do osso (Paschalis et al., 1997a,b). No entanto,
é de notar que alguma da literatura afirma que ossos osteoporéticos (Baud et al., 1976;
Chatterji et al., 1981; Boskey, 2007; Boskey e Robey, 2007) tém uma cristalinidade
superior ao 0sso humano normal (Boskey et al., 2005; Boskey, 2007; Paschalis et al.,
1997a,b, 2004, 2011), dado que, por razdes fisico-quimicas, geralmente os cristais de

52



4. Discussao

menor dimensdo sdo reabsorvidos durante a remodelacdo, persistindo dentro da matriz
os cristais maiores e mais perfeitos, contribuindo para a natureza fragil do osso
osteoporédtico (Boskey, 2007; Boskey e Robey, 2007). Burnell e colaboradores (1980)
observaram que a densidade mineral éssea total aumentava em funcdo do tamanho do
cristal, pois a medida que a area superficial diminui com o aumento do tamanho médio

dos cristais com a idade, a densidade incrementa.

Em Portugal, os bisfosfonatos (alendronato, risedronato e ibandronato) sdo considerados
os farmacos de primeira linha para a terapéutica da osteoporose (Marques et al., 2016;
Rodrigues et al., 2018). Diversos estudos sugerem que a terapia com bifosfonatos evita o
crescimento e a dissolucdo de cristais (menor cristalinidade), bem como inibe a
reabsor¢cdao mediada pelos osteoclastos (Grynpas, 1993), mantendo ou aumentando a
massa dssea e aumenta o CMO e, por sua vez, a DMO (Greenspan et al., 1994; Black et
al., 1996; Pols et al., 1999; Gourion-Arsiquaud et al., 2010,2013; Donnelly et al., 2012),
alterando também as propriedades minerais da matriz dssea (Donnelly et al., 2012). Deve-
se ressalvar que também a deficiéncia de vitamina D pode causar uma diminui¢do da
DMO, devido a minoracdo de formacdo de minerais (Dickson e Kodicek, 1979), bem como

da cristalinidade (Rai e Behari, 1986).

Na amostra femoral feminina, com o aumento das diferentes DMO (com exce¢dao da DMO
intertrocanteriana) em analise, é possivel observar um decaimento da relagdo C/P
(Tabelas A.17 e A.18). Na mesma amostra também se nota um decaimento do contetdo
de carbonato do tipo B (Tabelas A.8 e A.9) com o incremento das DMO do colo femoral,
grande trocanter e da area de Ward. Niveis mais elevados de PO43 estimulam mais a
formacdao dssea e aumentam a mineralizagdo, sendo o fosfato fisiologicamente mais
importante na regulacdo da formacdo dssea do que na reabsorc¢do (Rai e Behari, 1986).
Portanto, quanto maior o conteudo de carbonato na bioapatite, menor a sua DMO devido
a uma menor formacdo éssea que podera levar a osteoporose. Além disso, sabe-se que
as substituicdes de carbonato por fosfato que ocorrem na bioapatite com a idade
reduzem a rigidez da matriz dssea (Akkus et al., 2004). Segundo Isaksson e co-autores
(2010), como o conteudo do carbonato do tipo B parece estar relacionado com a taxa de
remodelacdo dssea, dado o CO3% substituir os ides PO43" nos cristais de bioapatite ao longo

do tempo, o parametro C/P aparenta ser um bom indicador da atividade de remodelacdo
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ossea. No entanto, Thompson e colaboradores (1983), mostraram que os cristais maiores
e mais perfeitos no osso osteopordtico, ou seja, em ossos cuja DMO é diminuta, tinham
menor contetdo de COs? do que os cristais menores e menos perfeitos do osso normal.
Similarmente, observou-se na amostra feminina que o pardmetro CO3%/ PO43 diminui a
medida que o CMO do colo femoral aumenta. Curate (2011) verificou que a DMO e o CMO
do colo do fémur estdo muito correlacionados. Portanto, dado a DMO consistir numa
equacao matematica entre o CMO e a area de osso investigada, com o decremento da
guantidade mineral dssea, consequentemente os valores da densidade dssea irdo ser
menores. Contrariamente, a relacdo C/C aumenta com o incremento das DMO da regido
intertrocantérica e da area de Ward, refletindo um aumento do carbonato tipo A em
relagao ao tipo B, provavelmente devido a uma transferéncia de sitios B para A (Mamede

etal., 2018).

A fracdo de carbonato do tipo A em apatites bioldgicas em todos os casos relatados é
muito baixa (LeGeros et al., 1969; Snoeck et al., 2014; Madupalli et al., 2017), dado a
carbonatacado do tipo B da apatite bioldgica ser favorecida cineticamente, possivelmente
pela substituicdo do CO3* por PO4*> causar menos perturbacdo na rede cristalina da
bioapatite (Madupalli et al., 2017). Segundo Wright e Schwarcz (1996), num dos dois locais
carbonatados permutdaveis no 0sso, a substituicdo é rdpida e completa durante o enterro,
enquanto no outro permuta mais lentamente. Isto podera representar os carbonatos tipo
B e A, respetivamente. Os valores calculados para o conteuddo de carbonato do tipo A (API)
foram mais elevados do que os obtidos por Snoeck e co-autores (2014). Isto poder-se-a
dever ao facto de estes terem utilizado ossos frescos de fauna. De resto, o APl femoral
tem uma associacdo negativa com o CMO total e do colo femoral (Tabelas A.5 e A.6), que
consequentemente iria diminuir os valores das respetivas DMO, mas ndo existe
significancia estatistica. Curiosamente, o contelddo de carbonato do tipo A no Umero na
amostra feminina é diretamente proporcional a todas as DMO em estudo (Tabela A.7).
Dado as médias dos APl do fémur e do Umero, bem como os seus correspondentes
intervalos de confianca serem semelhantes, seria de esperar que houvesse também uma

correlacdo entre o APl femoral e a DMO.

No entanto, os valores APl ndo levam a uma interpretacao clara, posto que é possivel que

tenha havido sobrestimacdo destes. A banda a 1540 cm™, atribuida ao carbonato do tipo
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A, v3(COs%)a, é consideravelmente afetada pela interferéncia da banda Amida I,
sobrepondo-se (Snoeck et al., 2014; Mamede et al., 2018). Ademais, Madupalli e
colaboradores (2017) sugerem que a presenga de uma quantidade substancial de
carbonato do tipo B na rede cristalina afeta fortemente as frequéncias vibracionais do

carbonato do tipo A, v3(CO3%)a.

A banda Amida |, tipicamente observada na regido 1600-1700 cm%, é a banda de absor¢do
mais intensa do colagénio. Resulta principalmente da vibracdo de elongacdo C=0 e esta
diretamente relacionada com a conformagdo da cadeia principal (Figueiredo et al., 2012).
O indice Am/P é representativo da quantidade de colagénio presente normalizada a
quantidade de mineral dsseo. Segundo Figueiredo e co-autores (2012), o inverso de Am/P
(P/Am) é um indicador importante da maturacdo ou envelhecimento do osso e esta
linearmente relacionado com a densidade mineral 6ssea. O mesmo foi observado entre a
razdo Am/P femoral e a DMO do grande trocanter na amostra total. O conteudo de
colagénio tem um efeito significativo sobre as propriedades mecanicas do osso: a
diminuicdo do colagénio da matriz cortical vai fazer com que haja uma redugdo na
resisténcia mecanica da matriz éssea (Danielsen et al., 1986). Também se verificou uma
associacao, apesar de ser fraca, entre o contetddo de colagénio no Umero e a DMO do colo
femoral no grupo das mulheres. Tal como no API, poder-se-a dever ao facto de, no sexo
feminino, ndo se observaram diferencas significativas entre o valor de Am/P do Umero e

do fémur (Tabela 3.2.1.2.).

Embora a perda éssea na osteoporose esteja geralmente relacionada com a densidade
Ossea, estudos biomecanicos demonstram que outras propriedades do osso, como a
arquitetura e a composi¢ao quimica, contribuem para a sua resisténcia. Por exemplo, o
tamanho, a orientacdo e o arranjo local das particulas minerais sdo importantes

determinantes da resisténcia éssea (Martin e Ishida, 1989; Huang et al., 2003).

Uma diminuicdo da cristalinidade associada a uma diminuicao do conteldo de proteina,
bem como o aumento de BPI (e consequentemente do racio C/P) com a diminui¢do da
DMO, sdo fatores que tornam os ossos frageis (menos resistentes e flexiveis e
mecanicamente menos fortes). O tecido ésseo é um nanocompdsito organico-inorganico
cuja rigidez é fornecida pelos nanocristais de bioapatite, incorporados nas fibrilhas de

colagénio, uma proteina fibrosa, de uma forma muito especial e altamente organizada
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(Rey et al., 2009). E a ligacdo entre a componente organica a componente inorganica
mineral éssea que proporciona resisténcia ao osso (Huang et al., 2003) e que garante as

excelentes propriedades mecanicas da matriz mineralizada (Roschger et al., 2001).

Ao longo da vida, a area da segao transversal do colo do fémur e a massa dssea diminuem,
sendo essa diminuicdo mais pronunciada nas mulheres do que nos homens (Duan et al.,
2003; Riggs et al., 2004). Essa perda pode ser induzida pela menopausa ou pelo simples
facto de o colo do fémur ser um local de suporte do peso corporal (Riggs et al., 2004).
Além disso, com o envelhecimento, as diferencgas relacionadas com o sexo na geometria
e morfologia dsseas tornam-se mais pronunciadas (Yates et al., 2007). A area total na
amostra geral tendeu a aumentar com a diminuicdo do API e do contetdo de colagénio.
No entanto, na amostra masculina observou-se um aumento da area do colo femoral com
um incremento do Am/P e do contetdo de carbonato (tanto do tipo A como do tipo B).
Segundo diversos autores (Bouxsein et al., 1995; Courtney et al., 1995; Cheng et al., 1997),
a area do colo femoral esta correlacionada com a capacidade de suporte/carga do fémur,
estando associada de forma significativa com a resisténcia femoral (Cheng et al., 1997).
De acordo com alguns estudos, verificou-se que houve um aumento da area do colo
femoral com o aumento da idade apenas nos homens (Beck et al., 1992; Tsai et al., 1997).
Esta alteracdo na estrutura dssea pode resultar na redistribuicdo do material restante
para obter uma resisténcia mecanica ideal (Ruff e Hayes, 1988; Beck et al., 1992; Tsai et

al., 1997).

Estudos anteriores observaram que a resisténcia 6ssea esta altamente correlacionada
com a DMO (Cheng et al., 1997; Dall’Ara et al., 2016) ou com o conteddo mineral ésseo
(Jurist e Foltz, 1977; Leichter et al., 1982; Wang et al., 2000). E sabido que o CMO total
aumenta com a idade durante o crescimento e desenvolvimento e o seu declinio ocorre
com o envelhecimento do individuo (Boskey e Coleman, 2010). Tal como com a area total,
os indices APl e Am/P do fémur diminuiram com o incremento dos CMO total e do colo
femoral na amostra total. Uma hipdtese poderd ser que, com o envelhecimento, os
homens, parecem compensar a diminuicdo do CMO do colo do fémur relacionada com a

idade, aumentando a area do colo femoral.

Segundo a correlagdo entre o racio Am/P do fémur e a massa dssea (Tabelas A.21 e A.22),
apesar de fraca, parece haver uma quantidade decrescente de colagénio com o aumento
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da massa dssea. Contudo, de acordo com Nielsen-Marsh e Hedges (2000b), a perda de
massa ossea tem uma relacdo muito préxima com a estrutura interna do osso,
nomeadamente o conteddo proteico, sendo que amostras com maior percentagem de
nitrogénio tinham uma menor perda dssea. Como o colagénio tipo — | é o principal
componente proteico no 0sso, a redugdo dos valores Am/P do fémur com a sua massa
dssea presumivelmente envolve uma hidrélise significativa do colagénio (Trueman et al.,
2004). No entanto, foi demonstrado que a intensidade relativa da banda Amida | do
colagénio pode aumentar com a sua desnaturacdao (Paschalis et al., 2001). Porém, o
destino mais comum do osso é a dissolucdo da fase mineral, levando, em ultima andlise,

a perda éssea (Smith et al., 2007).

Alteracdes na rede de colagénio no osso potencialmente podem levar a variagcdo das
propriedades mecanicas do osso e podem ocorrer a diferentes niveis: desnaturacao do
colagénio, caracterizada pela perda da sua estrutura secunddria e/ou terciaria devido a
guebra de pontes de hidrogénio, e clivagem de moléculas triplas helicoidais (Wang et al.,
2001; Koon et al., 2010). As ligacdes cruzadas intermoleculares do colagénio
desempenham um papel importante na manutencdo da estabilidade estrutural da rede
colagenosa (Oxlund et al., 1996). Morfologicamente, mudancas na orientagao espacial, no
arranjo e na geometria das fibrilhas de colagénio podem afetar as propriedades
biomecanicas do osso (Wang et al., 2000). Quando as moléculas de colagénio sdo de
alguma forma desnaturadas ou clivadas, elas sdo mecanicamente menos estdveis e
perdem potencialmente a sua resisténcia (Wang et al., 2000). Os modos de vibracdo de
proteina Amida | podem sofrer alteracdes de numero de onda e intensidade como

resultado de mudancas na estrutura secunddria do colagénio (Paschalis et al., 1997a).

Na condicdo patoldgica mais significativa associada a deterioracdo da qualidade éssea e
da integridade mecanica — osteoporose — nao consiste apenas numa simples perda de
massa o6ssea, mas envolve mudancas significativas na bioquimica da molécula de
colagénio constituinte e, consequentemente, nas propriedades fisicas das suas fibras

(Bailey et al., 1992, 1993; Knott et al., 1995; Knott e Bailey, 1998; Wang et al., 2002).

E de salientar que o contetdo de colagénio, dado pela razdo entre a banda Amida | e o
pico do fosfato, v3(PO4>), pode ter diminuido com o aumento da massa 6ssea, DMO do

grande trocanter, bem como das CMO total e do colo do fémur devido as varias razées
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acima explanadas, como o também o pico da banda Amida | pode ter aumentado, mas o
da banda v3(PO4+*) incrementar a uma taxa mais elevada, fazendo com que o pardmetro

Am/P diminua.

Também o indice C/C diminuiu com o aumento da massa dssea na amostra total. No
entanto, como ja foi referido anteriormente, dado a banda correspondente a quantidade
de COs% do tipo A e B (1400-1500 cm™) poder ficar sobreposta com vdérias bandas de
absorcdo de componentes organicos — proteinas (CH, Amida 1Il, COO-),
glicosaminoglicanos (NH) ou lipidos (CH2) (Termine et al., 1973; Rey et al., 1989; Petra et
al., 2005; Mamede et al., 2018) — pode levar a interpretagGes falsas, ndo sendo um

parametro fidedigno.
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5. Conclusao e Perspetivas Futuras

A investigacdo de restos esqueléticos cuja identificacdo é desconhecida, é um aspeto
crucial da Antropologia Forense, sendo a estimativa da idade a morte e a diagnose sexual
sempre um passo preliminar importante na fase de investigacgdo dos casos, numa

tentativa de estimar o perfil bioldgico.

A espectroscopia de infravermelho FTIR-ATR é uma ferramenta altamente especializada
para estudar as modificagdes fisico-quimicas das fra¢des inorganica e organica do tecido
6sseo, fornecendo-nos informacdes detalhadas. A pequena quantidade de amostra
necessaria para analise, o seu baixo custo e a quantificacdo fécil sdo grandes vantagens
guando comparadas a outras técnicas. Embora o FTIR-ATR ndo possa substituir
completamente a analise de DNA, ela pode ser utilizada como uma técnica complementar.
Assim, o desenvolvimento de uma técnica rdpida, direta e fiavel para estimar a idade a
morte e o sexo dos restos esqueléticos é um dos aspetos mais urgentes da Antropologia

Forense.

A aplicacdo dos indices Am/P, API, BPI, C/C, C/P e IC em Umeros e fémures de restos
esqueletizados tinha como objetivo estabelecer uma nova metodologia para a estimativa
da idade a morte e do sexo, sem recorrer a analise osteométrica e osteomorfoldgica

guando esta ndo é possivel.

Para tal, em primeiro lugar, verificou-se uma diferenga substancial entre o fémur e o
Umero, com excecdo dos indices APl e Am/P para o sexo feminino, enfatizando a
importancia da amostragem especifica. A adocdo de uma estratégia de amostragem

padronizada é vital para uma comparac¢ao adequada de dados entre estudos.

Alteragdes dependentes da idade na matriz dssea em humanos afetam diferentes
componentes da matriz de diferentes maneiras. Um sé constituinte pode ter implicacdes
profundas nas mudancas de outros componentes. Apesar de décadas de investigacdo, os
problemas da natureza exata da fase mineral do osso e as modifica¢cdes que sofre com o

tempo e o envelhecimento nunca foram satisfatoriamente resolvidos.
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Com o progresso da idade a morte, sobretudo nas mulheres, a estrutura cristalina é mais
desordenada tendo mais deformacdes e cristais menores, devido a uma maior
incorporagao de carbonato do tipo B na rede cristalina, implicando uma diminui¢ao do
valor do IC e um aumento do BPI e C/P. No entanto, para uma verdadeira compreensdo
da mudanca de todos estes indices, é necessario incluir individuos ndo-adultos e adultos

jovens em investigacdes futuras.

E importante também sublinhar que alguns oligoelementos provocam um efeito na rede
cristalina da apatite bioldgica. Por exemplo, Mg?* pode substituir o ido célcio na estrutura
da bioapatite e a presenca de CO3% reduz o seu efeito destabilizador (Bigi et al., 1997).
Também a extensdo da incorporacdo de carbonato é influenciada pela presenca de
catides como Na* e K*, que favorecem uma maior incorporacio de COs?, e Sr?*, que limita
a extensdo da incorporacdo do anido carbonato (Driessens et al., 1978; LeGeros e
LeGeros, 1984). Seria, portanto, importante apurar se estes ifes estdo também

relacionados com o avancar da idade.

No que diz respeito ao IPG, ndo foi observada nenhuma associagdo, com exceg¢do do C/C,
demonstrando que nao existe uma relagdo entre as razdes aqui estudadas e a preservagao
6ssea. No entanto, isto poder-se-a dever ao facto que o IPG ndo exprime a preservacao
especifica do 0sso, mas sim do esqueleto em geral. Além disso, variacdes das condi¢Bes
locais de enterramento podem contribuir para aumentar a variabilidade do estado de
alteragdo dssea num sepultamento. Também o periodo de inumacgdo, caracteristica
principal diagenética da fracdo mineral (Hedges et al., 1995), pode afetar os valores
obtidos dos parametros em estudo. Analises quimicas do solo do enterramento dos
individuos podem permitir uma melhor compreensao da sua interagdo com os restos

cadavéricos e um melhor entendimento das variacGes pds-deposicionais.

Alteracdes na composicao quimica decorrentes de doencgas dsseas tém sido discutidas. O
estabelecimento de altera¢des naturais no osso associadas a idade, como a deterioracao
das propriedades mecanicas do osso, também pode ser importante para o entendimento
de formas mais sérias de osteoporose senil, osteoporose pds-menopausa e outras
doencas désseas metabdlicas patoldgicas. Os valores da DMO no fémur proximal total e
das suas regides de interesse mostraram uma relagdo com os todos os indices femorais,
com excecdo do APl e do Am/P, apenas no sexo feminino. Na amostra total, houve uma
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associacdo os CMO total e do colo femoral com os parametros APl e Am/P, sendo que
estes se correlacionaram com a area total do fémur das regides de interesse e a area do
colo femoral no grupo masculino. Assim, homens e mulheres apresentaram diferentes
alteragdes relacionadas com a sua composi¢cdo quimica na DMO, CMO e darea sondada
implicando diferengas na estrutura e for¢ga mecanica nas regides femorais proximais onde

a DMO foi analisada.

Doencas dsseas como a osteoporose sao caracterizadas por conteddo mineral anormal de
tecido, deposicao e turnover (Miller et al., 2001). Assim, no futuro devem ser realizados
estudos para avaliar diferengas entre os indices aplicados nesta investigacdo em
individuos sauddveis versus individuos osteoporéticos. Ao fazer isso, esperamos
identificar quaisquer anormalidades fisiolégicas que ocorram na deposicao mineral dssea,
levando a patologia. Além disso, é sabido que o tratamento para a osteoporose aumenta
o valor da DMO. Assim, futuramente, um estudo comparativo entre mulheres
osteoporéticas com e sem tratamento deve ser realizada para verificar se os bifosfonatos,
no caso de Portugal, afetam ou ndo os parametros em estudo e averiguar se é possivel

observar se houve ou nado terapia farmacoldgica.

Em suma, a analise espectroscépica de infravermelho FTIR-ATR é a ferramenta ideal para
estabelecer as importantes propriedades quimicas do tecido ésseo e entender melhor
como estas se alteram, sobretudo, variacdes relacionadas com a idade a morte e DMO na
cristalinidade mineral e substituicdes ndo estequiométricas na rede cristalina. Esta
abordagem serd de utilidade indiscutivel na antropologia forense, como também na

arqueologia.

Alguns destes parametros mostraram ter grande potencial quanto a estimativa da idade
a morte, sobretudo para o sexo feminino, nomeadamente o IC e o BPI por FTIR-ATR. Além
disso, os conhecimentos adquiridos a partir dessa investigacdo sdo bastante inovadores e
contribuem para os trabalhos cientificos sobre a estimativa da idade a morte e do sexo e
patologias, nomeadamente a osteoporose, sendo de particular importancia em contextos
forenses. Mais estudos ainda sdo necessarios para confirmar as presentes conclusdes e

um melhor entendimento das questdes abordadas nesta dissertacao.
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Apéndices

A. 1. Lista de individuos da CEI/XXI| utilizados neste estudo.

Ano da Ano da
ID Idade Sexo Morte ID Idade Sexo Morte
1 64 F 2 000 45 84 F 2 000
2 60 F 2 000 46 84 M 1997
3 80 F 2001 47 57 M 2 000
4 76 F 2001 48 89 M 2001
5 73 F 2001 50 89 F 2 000
6 85 M 2001 51 70 M 2 000
7 86 F 2001 52 85 F 2 000
8 83 F 2001 53 77 F 2 000
9 88 M 2001 54 97 F 2 001
10 68 F 2001 55 87 F 2 001
11 61 M 2001 56 87 F 2 000
12 76 M 2001 57 85 M 1999
13 68 F 2001 58 60 M 1999
14 34 M 2001 59 85 F 1999
15 88 M 2001 60 95 F 1999
16 88 F 2001 61 82 F 1999
18 74 M 2 001 62 60 M 2 000
19 72 F 2001 63 64 M 2 000
20 92 F 2 000 65 81 F 2 000
21 84 M 2001 67 91 F 2 000
22 61 F 2001 68 89 F 2 000
23 74 M 2001 69 83 F 1996
25 83 F 1998 70 90 F 1996
27 79 M 1998 71 67 M 2 000
28 78 M 1998 72 81 M 2 000
29 74 M 1998 73 92 F 2 000
30 44 M 1998 74 43 M 1995
31 90 F 1998 75 86 F 2 000
33 78 M 1998 76 60 F 2 000
34 33 M 1998 78 38 M 2001
35 75 M 2 000 79 74 M 2 000
36 65 M 1997 80 88 F 2 001
37 86 F 1995 81 96 F 2001
38 50 F 2 000 82 96 F 1999
39 90 M 2 000 83 61 M 2001
40 95 F 2 000 84 76 F 2001
41 92 M 2 000 85 89 F 2 000
42 34 M 2 000 87 83 F 2 000
43 72 M 2 000 88 80 F 2001
44 82 M 1997 89 83 F 2 000

F — Feminino; M — Masculino
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Tabela A.2. Resultados dos coeficientes de correlagao de Pearson entre o IC do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo com o
Sexo.

IC - Pearson
Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

Idade 80 -0,121 0,285 44 -0,4337 0,0033** 36 0,0422 0,8069

IPG 80 0,0002 0,9989 44 -0,229 0,1349 36 0,2020 0,2374
Area total 71 0,0357 0,7673 35 0,0131 0,9404 36 0,1252 0,467
CMO total 71 -0,022 0,8553 35 0,1687 0,3328 36 -0,1122 0,5145
DMO total 78 0,0386 0,7374 42 0,2718 0,08169 36 -0,1581 0,3569

5 Area colo femoral 71 -0,0342 0,7771 35 -0,0348 0,8427 36 -0,0095 0,9563
L% CMO colo femoral 71 -0,0149 0,9019 35 0,2240 0,1958 36 -0,1266 0,4618
DMO colo femoral 78 0,0519 0,6518 42 0,3063 0,0485* 36 -0,1362 0,4283
DMO grande trocanter 78 0,0276 0,8108 42 0,2736 0,0796 36 -0,1839 0,2829
DMO regido intertrocantérica 78 0,0369 0,7481 42 0,2803 0,0721 36 -0,1726 0,3142
DMO area de Ward 78 0,0942 0,4118 42 0,3480 0,0239* 36 -0,0712 0,6800
Massa dssea (fémur) 54 -0,1876 0,1663 29 -0,0126 0,9483 27 -0,2002 0,3166

* significativo para a =0,05 **significativo para a =0,01



Tabela A.3. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o IC do fémur e as variaveis em estudo, para a amostra total e de acordo com

0 Sexo.
IC - Spearman
Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n P p-value n P p-value n P p-value
Idade 80 -0,1047 0,3555 44 -0,3097 0,0408* 36 0,0624 0,7179
IPG 80 -0,0098 0,9309 44 -0,2349 0,1248 36 0,1153 0,5032
Area total 71 -0,0586 0,6273 35 0,0126 0,9427 36 0,1389 0,4192
CMO total 71 -0,1026 0,3943 35 0,1583 0,3639 36 -0,0525 0,7610
DMO total 78 -0,0446 0,6981 42 0,1886 0,2317 36 -0,1297 0,4508
5 Area colo femoral 71 -0,1252 0,2982 35 -0,0719 0,6815 36 0,0426 0,8050
§ CMO colo femoral 71 -0,1006 0,4041 35 0,1857 0,2854 36 -0,1258 0,4649
DMO colo femoral 78 -0,0312 0,7865 42 0,2258 0,1504 36 -0,1508 0,3799
DMO grande trocanter 78 -0,0361 0,7537 42 0,2149 0,1717 36 -0,1873 0,2741

DMO regido intertrocantérica 78 -0,0719 0,5317 42 0,1546 0,3282 36 -0,1647 0,3370
DMO area de Ward 78 0,0190 0,8689 42 0,3150 0,0422* 36 -0,1266 0,4617
Massa ossea (fémur) 54 -0,2512 0,0618 29 -0,0123 0,9494 27 -0,0611 0,7623

* significativo para a = 0,05



Tabela A.4. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o IC do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande trocanter,
regido intertrocantérica e area de Ward) e massa 6ssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

IC — Pearson
Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

ldade 80 -0,0186 0,8700 44 -0,1716 0,2655 36 0,0885 0,6078

IPG 80 0,1148 0,3108 44 0,0359 0,8169 36 0,2148 0,2085

DMO total 78 -0,0434 0,7062 42 0,1071 0,4997 36 -0,2615 0,1234

© DMO colo femoral 78 0,0123 0,9146 42 0,2159 0,1697 36 -0,2145 0,2088
[

g DMO grande trocanter 78 -0,0444 0,6992 42 0,1274 0,4214 36 -0,2850 0,0869

DMO regido intertrocantérica 78 -0,0631 0,5830 42 0,0761 0,6319 36 -0,2793 0,0990

DMO area de Ward 78 -0,0158 0,8909 42 0,2091 0,1838 36 -0,2533 0,1361

Massa 6ssea (Umero) 56 0,0596 0,6627 29 0,1309 0,4987 27 -0,1427 0,4778




Tabela A.5. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o IC do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

IC — Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 -0,0764 0,5004 44 -0,1000 0,5184 36 0,0327 0,8497

IPG 80 0,1466 0,1945 44 0,0734 0,6358 36 0,2744 0,1054

DMO total 78 -0,0243 0,8331 42 0,1177 0,4577 36 -0,2370 0,1641

o DMO colo femoral 78 0,0421 0,7141 42 0,1989 0,2066 36 -0,1920 0,2619
()]

g DMO grande trocanter 78 -0,0159 0,8900 42 0,1396 0,3781 36 -0,2850 0,0921

DMO regido intertrocantérica 78 -0,0376 0,7441 42 0,1220 0,4414 36 -0,2703 0,1109

DMO area de Ward 78 0,0599 0,6025 42 0,2327 0,1380 36 -0,1539 0,3701

Massa 6ssea (Umero) 56 0,0756 0,5797 29 0,2050 0,2862 27 -0,1313 0,5139




Tabela A.6. Resultados dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre o APl do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo com o
Sexo.

API - Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value
Idade 80 0,1557 0,1679 44 0,0202 0,8964 36 0,0100 0,9536
IPG 80 0,0528 0,6416 44 -0,0517 0,7388 36 0,0776 0,6528
Area total 71 -0,2567 0,0307* 35 -0,1600 0,3586 36 0,2709 0,1100
CMO total 71 -0,2463 0,0384* 35 -0,1772 0,3084 36 0,2671 0,1153
DMO total 78 -0,1795 0,1158 42 -0,0789 0,6196 36 0,1690 0,3245

5 Area colo femoral 71 -0,1996 0,0951 35 -0,0655 0,7084 36 0,4883 0,0025**
§ CMO colo femoral 71 -0,2456 0,0390* 35 -0,2498 0,1478 36 0,2495 0,1422
DMO colo femoral 78 -0,1851 0,1047 42 -0,1400 0,3767 36 0,1321 0,4426
DMO grande trocanter 78 -0,2204 0,0525 42 -0,1240 0,4342 36 0,1067 0,5356
DMO regido intertrocantérica 78 -0,1551 0,1752 42 -0,0381 0,8109 36 0,1769 0,3020
DMO area de Ward 78 -0,1368 0,2322 42 -0,0547 0,7308 36 0,0970 0,5735
Massa 6ssea (fémur) 54 -0,2263 0,0936 29 -0,2068 0,2817 27 0,2214 0,2670

* significativo para a = 0,05 **significativo para a =0,01



Tabela A.7. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o API do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo com

0 Sexo.
API - Spearman
Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value
Idade 80 0,0890 0,4323 44 -0,0027 0,9862 36 -0,0734 0,6704
IPG 80 0,0381 0,7374 44 -0,1074 0,4876 36 0,0673 0,6955
Area total 71 -0,2737 0,0209* 35 -0,1695 0,3304 36 0,2096 0,2200
CMO total 71 -0,2272 0,0569 35 -0,0521 0,7663 36 0,2901 0,0861
DMO total 78 -0,1421 0,2145 42 0,0343 0,8294 36 0,1458 0,3961

5 Area colo femoral 71 -0,1727 0,1498 35 0,0363 0,8360 36 0,5571 0,0004**
§ CMO colo femoral 71 -0,2225 0,0622 35 -0,1116 0,5232 36 0,2504 0,1408
DMO colo femoral 78 -0,1317 0,2504 42 -0,0134 0,9330 36 0,1797 0,2944
DMO grande trocanter 78 -0,1847 0,1054 42 -0,0017 0,9915 36 0,1037 0,5471
DMO regido intertrocantérica 78 -0,1289 0,2608 42 0,0917 0,5634 36 0,1538 0,3705
DMO area de Ward 78 -0,1076 0,3482 42 0,0476 0,7648 36 0,1290 0,4535
Massa dssea (fémur) 54 -0,2169 0,1083 29 -0,0975 0,6147 27 0,1679 0,4026

* significativo para a =0,05 **significativo para a =0,001



Tabela A.8. Resultados dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre o APl do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande trocanter,
regido intertrocantérica e area de Ward) e massa 6ssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

APl — Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n r p-value n r p-value n r p-value
Idade 80 0,0066 0,9539 44 -0,2149 0,1612 36 0,0899 0,6023
IPG 80 -0,0568 0,6167 44 -0,2272 0,1380 36 0,1481 0,3886
DMO total 78 0,0959 0,4037 42 0,3910 0,0105* 36 -0,0781 0,6505
o DMO colo femoral 78 0,0877 0,4454 42 0,3674 0,0167* 36 -0,0918 0,5945
(]

g DMO grande trocanter 78 0,0362 0,7530 42 0,3273 0,0344* 36 -0,1609 0,3485
DMO regido intertrocantérica 78 0,0830 0,4701 42 0,3719 0,0153* 36 -0,1009 0,5582
DMO area de Ward 78 0,0678 0,5550 42 0,3427 0,0263* 36 -0,1117 0,5165
Massa dssea (Umero) 56 -0,1351 0,3208 29 0,2392 0,2114 27 0,0702 0,7280

* significativo para a = 0,05



Tabela A.9. Resultados dos coeficientes de correlacdo de Spearman entre o APl do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

APl — Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 -0,0933 0,4103 44 -0,2845 0,0613 36 0,0478 0,7819

IPG 80 -0,0492 0,6647 44 -0,2422 0,1311 36 0,1169 0,4970

DMO total 78 0,0851 0,4590 42 0,3184 0,0399* 36 -0,1242 0,4705

o DMO colo femoral 78 0,1067 0,3526 42 0,3149 0,0422* 36 -0,0165 0,9240
£

= DMO grande trocanter 78 0,034 0,7676 42 0,2076 0,1870 36 -0,1736 0,3112

DMO regido intertrocantérica 78 0,069 0,5481 42 0,2960 0,0570 36 -0,1411 0,4119

DMO area de Ward 78 0,1106 0,3352 42 0,3557 0,0208* 36 -0,0636 0,7126

Massa dssea (Umero) 56 -0,1018 0,4552 29 0,2232 0,2445 27 0,0501 0,8041

* significativo para a = 0,05



Tabela A.10. Resultados dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre o BPl do fémur e as variaveis em estudo, para a amostra total e de acordo com

0 Sexo.
BPI - Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n r p-value n r p-value n r p-value
Idade 80 0,2563 0,0217* 44 0,3213 0,0335* 36 0,1366 0,4271
IPG 80 0,0967 0,3933 44 0,2032 0,1859 36 -0,0769 0,6556
Area total 71 -0,1144 0,3421 35 -0,1302 0,4561 36 0,0661 0,7019
CMO total 71 -0,1053 0,3822 35 -0,278 0,1058 36 0,1944 0,2558
DMO total 78 -0,1228 0,2841 42 -0,278 0,0746 36 0,3428 0,1628
5 Area colo femoral 71 0,0203 0,8668 35 0,1005 0,5656 36 0,2932 0,0826
§ CMO colo femoral 71 -0,1152 0,3389 35 -0,33 0,0529 36 0,1753 0,3065
DMO colo femoral 78 -0,1489 0,1932 42 -0,3413 0,0270* 36 0,1179 0,4933
DMO grande trocanter 78 -0,1340 0,2422 42 -0,3117 0,0445* 36 0,1686 0,3256
DMO regido intertrocantérica 78 -0,1084 0,3447 42 -0,2546 0,1037 36 0,1766 0,3029
DMO drea de Ward 78 -0,1763 0,1226 42 -0,3345 0,0340* 36 0,0318 0,8539
Massa 6ssea (fémur) 54 0,0543 0,6909 29 -0,1351 0,4847 27 0,2652 0,1813

* significativo para a = 0,05



Tabela A.11. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o BPI do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo

COM O Sexo.
BPI - Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n P p-value n P p-value n P p-value
ldade 80 0,2397 0,0322* 44 0,2908 0,0555 36 0,1358 0,4297
IPG 80 0,1187 0,2944 44 0,2091 0,1731 36 -0,0215 0,9008
Area total 71 -0,0559 0,6436 35 -0,1919 0,2695 36 0,0830 0,6302
CMO total 71 -0,0595 0,6221 35 -0,2776 0,1064 36 0,2208 0,1955
DMO total 78 -0,0918 0,4242 42 -0,2435 0,1202 36 0,1474 0,3910
5 Area colo femoral 71 0,0887 0,4619 35 0,0579 0,7412 36 0,3664 0,0280*
§ CMO colo femoral 71 -0,0862 0,4746 35 -0,3236 0,0580 36 0,1865 0,2761
DMO colo femoral 78 -0,1049 0,3607 42 -0,2908 0,0618 36 0,1382 0,4214
DMO grande trocanter 78 -0,1107 0,3348 42 -0,2748 0,0782 36 0,2050 0,2303
DMO regido intertrocantérica 78 -0,0692 0,5469 42 -0,2011 0,2015 36 0,1682 0,3267
DMO area de Ward 78 -0,1279 0,2643 42 -0,2762 0,0766 36 0,0764 0,6577
Massa 6ssea (fémur) 54 0,0951 0,4858 29 -0,1172 0,5447 27 0,1722 0,3905

* significativo para a = 0,05



Tabela A.12. Resultados dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre o BPl do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

BPIl — Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

Idade 80 0,082 0,4698 44 0,0230 0,8820 36 0,0732 0,6715

IPG 80 -0,0813 0,4734 44 -0,1604 0,2984 36 -0,0024 0,9891

DMO total 78 0,0223 0,8462 42 0,1037 0,5133 36 0,0708 0,6816

o DMO colo femoral 78 -0,0377 0,7433 42 0,0221 0,8897 36 -0,0164 0,9245
£

= pwmo grande trocanter 78 -0,0117 0,9188 42 0,0463 0,7708 36 0,0553 0,7485

DMO regido intertrocantérica 78 0,0329 0,7750 42 0,1106 0,4857 36 0,0888 0,6067

DMO area de Ward 78 -0,032 0,7812 42 0,0174 0,9127 36 -0,0047 0,9784

Massa dssea (Umero) 56 -0,178 0,1893 29 0,1036 0,5929 27 0,1028 0,6099




Tabela A.13. Resultados dos coeficientes de correlacdo de Spearman entre o BPl do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

BPI — Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 0,0599 0,5975 44 -0,0392 0,8007 36 0,0778 0,6519

IPG 80 -0,0760 0,5030 44 -0,1570 0,3086 36 -0,0295 0,8643

DMO total 78 0,0452 0,6945 42 0,0923 0,5610 36 0,0378 0,8266

o DMO colo femoral 78 -0,0118 0,9180 42 0,0238 0,8810 36 0,0178 0,9181
£

= DMO grande trocanter 78 0,0203 0,8596 42 0,0411 0,7961 36 0,0587 0,7338

DMO regido intertrocantérica 78 0,0473 0,6809 42 0,0727 0,6473 36 0,0647 0,7076

DMO area de Ward 78 -0,0236 0,8375 42 0,0249 0,8757 36 -0,0268 0,8768

Massa dssea (Umero) 56 -0,1672 0,2182 29 0,0672 0,7289 27 0,0287 0,887




Tabela A.14. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o C/C do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo com

0 Sexo.
C/C - Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n r p-value n r p-value n r p-value
Idade 80 -0,2361 0,0350* 44 -0,3720 0,0130* 36 -0,1901 0,2668
IPG 80 -0,0407 0,7199 44 -0,3569 0,0174* 36 0,2326 0,1722
Area total 71 -0,0032 0,9788 35 -0,0379 0,8291 36 0,0537 0,7556
CMO total 71 -0,0027 0,9820 35 0,1840 0,2900 36 -0,0996 0,5633
DMO total 78 0,0634 0,5816 42 0,2961 0,0569 36 -0,1060 0,5384
5 Area colo femoral 71 -0,1045 0,3860 35 -0,1867 0,2828 36 -0,0978 0,5704
§ CMO colo femoral 71 -0,0094 0,9380 35 0,1536 0,3784 36 -0,0915 0,5955
DMO colo femoral 78 0,0639 0,5786 42 0,2696 0,0842 36 -0,0741 0,6674
DMO grande trocanter 78 0,0423 0,7132 42 0,2903 0,0622 36 -0,1483 0,3881
DMO regido intertrocantérica 78 0,0684 0,5518 42 0,3188 0,0396* 36 -0,1176 0,4947
DMO area de Ward 78 0,1364 0,2337 42 0,3312 0,0322* 36 0,0288 0,8677
Massa dssea (fémur) 54 -0,1713 0,2068 29 -0,0102 0,9579 27 -0,2025 0,3111

* significativo para a = 0,05



Tabela A.15. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o C/C do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo

COM O Sexo.
C/C - Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n P p-value n P p-value n P p-value
Idade 80 -0,1047 0,3552 44 -0,1029 0,5063 36 -0,1908 0,2650
IPG 80 -0,0525 0,6440 44 -0,3382 0,0247* 36 0,2063 0,2274
Area total 71 -0,0461 0,7029 35 -0,0182 0,9173 36 0,0357 0,8364
CMO total 71 -0,0814 0,4997 35 0,1611 0,3553 36 -0,1336 0,4373
DMO total 78 -0,0437 0,7043 42 0,1827 0,2468 36 -0,1537 0,3709
5 Area colo femoral 71 -0,1445 0,2292 35 -0,1387 0,4267 36 -0,1167 0,4980
§ CMO colo femoral 71 -0,0932 0,4396 35 0,1101 0,5290 36 -0,1588 0,3548
DMO colo femoral 78 -0,0499 0,6645 42 0,1448 0,3602 36 -0,1305 0,4481
DMO grande trocanter 78 -0,0425 0,7120 42 0,1875 0,2343 36 -0,2173 0,2031
DMO regido intertrocantérica 78 -0,0666 0,5623 42 0,1543 0,3293 36 -0,1902 0,2664
DMO area de Ward 78 -0,0149 0,8972 42 0,1506 0,3412 36 -0,0906 0,5992
Massa dssea (fémur) 54 -0,2849 0,0333* 29 -0,0842 0,6640 27 -0,2051 0,3047

* significativo para a = 0,05



Tabela A.16. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o C/C do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

C/C — Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

Idade 80 -0,1117 0,3238 44 -0,1535 0,3199 36 -0,0864 0,6164

IPG 80 0,1306 0,2481 44 0,0961 0,5349 36 0,1901 0,2667

DMO total 78 -0,0113 0,9221 42 0,0266 0,8670 36 -0,1197 0,4869

o DMO colo femoral 78 0,0544 0,6363 42 0,1110 0,4841 36 -0,0326 0,8504
£

= DMO grande trocanter 78 -0,0085 0,9408 42 0,0494 0,7562 36 -0,1425 0,4071

DMO regido intertrocantérica 78 -0,0340 0,7678 42 0,0080 0,9598 36 -0,1596 0,3526

DMO area de Ward 78 0,0356 0,7568 42 0,0973 0,5400 36 -0,0542 0,7537

Massa dssea (Umero) 56 0,1230 0,3650 29 0,0296 0,8787 27 -0,0765 0,7046




Tabela A.17. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o C/C do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

C/C - Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 -0,1111 0,3264 44 -0,1080 0,4851 36 -0,0352 0,8386

IPG 80 0,1416 0,2101 44 0,0836 0,5897 36 0,2173 0,2031

DMO total 78 -0,0028 0,9803 42 0,0346 0,8278 36 -0,1246 0,4691

o DMO colo femoral 78 0,0539 0,6390 42 0,1039 0,5127 36 -0,0638 0,7115
£

= DMO grande trocanter 78 0,0091 0,9369 42 0,0491 0,7574 36 -0,1514 0,3782

DMO regido intertrocantérica 78 -0,0137 0,9050 42 0,0529 0,7393 36 -0,1739 0,3105

DMO area de Ward 78 0,065 0,5717 42 0,1224 0,4401 36 -0,0505 0,7701

Massa dssea (Umero) 56 0,1412 0,2994 29 0,0998 0,6066 27 -0,0656 0,7449




Tabela A.18. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o C/P do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo com

0 sexo.
C/P - Pearson
Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

Idade 80 0,2612 0,0193* 44 0,3492 0,0201* 36 0,1364 0,4276

IPG 80 0,1014 0,3709 44 0,2409 0,1152 36 -0,1054 0,5408
Area total 71 -0,1272 0,2904 35 -0,1312 0,4527 36 0,0084 0,9611
CMO total 71 -0,1152 0,3389 35 -0,2998 0,0801 36 0,1702 0,3210
DMO total 78 -0,1354 0,2373 42 -0,3129 0,0436* 36 0,1598 0,3518

5 Area colo femoral 71 0,0101 0,9333 35 0,0862 0,6223 36 0,2424 0,1544
§ CMO colo femoral 71 -0,1312 0,2756 35 -0,3568 0,0354* 36 0,1483 0,3880
DMO colo femoral 78 -0,1686 0,1400 42 -0,3764 0,0140* 36 0,1032 0,5491
DMO grande trocanter 78 -0,1439 0,2086 42 -0,3385 0,0283* 36 0,1642 0,3385
DMO regido intertrocantérica 78 -0,1172 0,3066 42 -0,2881 0,0643 36 0,1822 0,2875
DMO area de Ward 78 -0,2029 0,0748 42 -0,3695 0,0160* 36 0,0027 0,9874
Massa dssea (fémur) 54 0,0642 0,6383 29 -0,1645 0,3939 27 0,2721 0,1697

* significativo para a = 0,05



Tabela A.19. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o C/P do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo

COM O Sexo.
C/P - Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n P p-value n P p-value n P p-value
Idade 80 0,2434 0,0296* 44 0,3114 0,0397* 36 0,1211 0,4817
IPG 80 0,1340 0,2360 44 0,2607 0,0874 36 -0,0397 0,8181
Area total 71 -0,0818 0,4975 35 -0,2123 0,2208 36 0,0265 0,8780
CMO total 71 -0,0862 0,4750 35 -0,3238 0,0578 36 0,1876 0,2731
DMO total 78 -0,1272 0,2671 42 -0,3174 0,0405* 36 0,1391 0,4183
5 Area colo femoral 71 0,0747 0,5357 35 0,0339 0,8466 36 0,2879 0,0886
"-qslf CMO colo femoral 71 -0,1051 0,3832 35 -0,3649 0,0312* 36 0,1660 0,3331
DMO colo femoral 78 -0,1390 0,2249 42 -0,3507 0,0228* 36 0,1398 0,4162
DMO grande trocanter 78 -0,1407 0,2193 42 -0,3289 0,0334* 36 0,1834 0,2843
DMO regido intertrocantérica 78 -0,0986 0,3904 42 -0,2697 0,0841 36 0,1669 0,3305
DMO area de Ward 78 -0,1672 0,1434 42 -0,3283 0,0338* 36 0,0499 0,7724
Massa dssea (fémur) 54 0,0780 0,5579 29 -0,2286 0,2330 27 0,2143 0,2831

* significativo para a = 0,05



Tabela A.20. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o C/P do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

C/P — Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

ldade 80 0,1071 0,3444 44 0,0753 0,6270 36 0,0767 0,6568

IPG 80 -0,073 0,5200 44 -0,1382 0,3711 36 -0,0199 0,9082

DMO total 78 -0,0053 0,9633 42 0,0594 0,7089 36 0,0671 0,6974

o DMO colo femoral 78 -0,0663 0,5641 42 -0,0353 0,8243 36 -0,0054 0,9749
g

= DMO grande trocanter 78 -0,0296 0,7971 42 0,0064 0,9679 36 0,0745 0,6660

DMO regido intertrocantérica 78 0,0065 0,9553 42 0,6613 0,0696 36 0,0840 0,6261

DMO area de Ward 78 -0,0665 0,5630 42 -0,0478 0,7638 36 -0,0022 0,9899

Massa 6ssea (Umero) 56 -0,1788 0,1873 29 0,0304 0,8757 27 0,1317 0,5126




Tabela A.21. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o C/P do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

C/P — Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 0,0798 0,4814 44 -0,0042 0,9786 36 0,0682 0,6929

IPG 80 0,0796 0,4828 44 -0,1738 0,2593 36 -0,0753 0,6625

DMO total 78 0,0185 0,8721 42 0,0813 0,6089 36 0,0489 0,7770

o DMO colo femoral 78 -0,0388 0,7359 42 0,0067 0,9663 36 0,0216 0,9004
£

= DMO grande trocanter 78 0,0020 0,9860 42 0,0265 0,8677 36 0,0929 0,5898

DMO regido intertrocantérica 78 0,0208 0,8564 42 0,0666 0,6751 36 0,0712 0,6800

DMO area de Ward 78 -0,0536 0,6414 42 -0,0075 0,9626 36 -0,0196 0,9098

Massa dssea (Umero) 56 -0,1641 0,2270 29 0,0121 0,9504 27 0,0360 0,8584




Tabela A.22. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o Amida I/P do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de acordo

COM O Sexo.
Amida I/P - Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino
n r p-value n r p-value n r p-value
Idade 80 0,1246 0,2708 44 0,0278 0,8579 36 -0,0845 0,6243
IPG 80 0,019 0,8672 44 -0,1019 0,5105 36 0,2050 0,2303
Area total 71 -0,2677 0,0240* 35 -0,1648 0,3441 36 0,2038 0,2332
CMO total 71 -0,2539 0,0327* 35 -0,1791 0,3032 36 0,2151 0,2076
DMO total 78 -0,2013 0,0771 42 -0,1019 0,5209 36 0,1403 0,4146
5 Area colo femoral 71 -0,2190 0,0665 35 -0,0943 0,5899 36 0,4097 0,0131*
§ CMO colo femoral 71 -0,2613 0,0278* 35 -0,2244 0,1107 36 0,2112 0,2164
DMO colo femoral 78 -0,2190 0,0547 42 -0,1870 0,2356 36 0,1044 0,5445
DMO grande trocanter 78 -0,2450 0,0306* 42 -0,1338 0,3982 36 0,0452 0,7935
DMO regido intertrocantérica 78 -0,1713 0,1337 42 -0,0571 0,7195 36 0,1618 0,3458
DMO area de Ward 78 -0,1724 0,1311 42 -0,0963 0,5439 36 0,0573 0,7399
Massa 6ssea (fémur) 54 -0,2710 0,0434* 29 -0,2901 0,1268 27 0,2098 0,2935

* significativo para a = 0,05



Tabela A.23. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o Amida I/P do fémur e as varidveis em estudo, para a amostra total e de
acordo com o sexo.

Amida I/P - Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 0,0682 0,5476 44 -0,0044 0,9775 36 -0,1989 0,2448

IPG 80 0,0087 0,9387 44 -0,1316 0,3944 36 0,0441 0,7984
Area total 71 -0,2952 0,0124* 35 -0,1714 0,3248 36 0,1291 0,4530
CMO total 71 -0,2442 0,0401* 35 -0,0692 0,6929 36 0,2507 0,1403
DMO total 78 -0,1680 0,1415 42 -0,0139 0,9306 36 0,1687 0,3252

5 Area colo femoral 71 -0,2215 0,0634 35 -0,0439 0,8024 36 0,4004 0,0155*
1% CMO colo femoral 71 -0,2387 0,0450* 35 -0,1558 0,3716 36 0,2621 0,1226
DMO colo femoral 78 -0,1691 0,1390 42 -0,0956 0,5469 36 0,2224 0,1923
DMO grande trocanter 78 -0,2081 0,0675 42 -0,0254 0,8733 36 0,0950 0,5816
DMO regido intertrocantérica 78 -0,1555 0,1740 42 0,0411 0,7962 36 0,1609 0,3486
DMO area de Ward 78 -0,1586 0,1654 42 -0,0512 0,7474 36 0,1272 0,4599
Massa 6ssea (fémur) 54 -0,2772 0,0386 29 -0,2433 0,2034 27 0,2210 0,2680

* significativo para a = 0,05



Tabela A.24. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o Amida I/P do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

Amida I/P — Pearson

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n r p-value n r p-value n r p-value

Idade 80 -0,0338 0,7658 44 -0,2234 0,1449 36 0,0063 0,9711

IPG 80 -0,0324 0,7754 44 -0,1787 0,2458 36 0,1089 0,5279

DMO total 78 0,0558 0,6278 42 0,2986 0,0589 36 -0,0506 0,7694

o DMO colo femoral 78 0,1004 0,3816 42 0,3077 0,0474* 36 0,0228 0,8950
£

2 DMO grande trocanter 78 0,0084 0,9416 42 0,2487 0,1123 36 -0,1211 0,4815

DMO regido intertrocantérica 78 0,0356 0,7568 42 0,2666 0,0879 36 -0,0801 0,6426

DMO area de Ward 78 0,0627 0,5855 42 0,2566 0,1009 36 -0,0179 0,9173

Massa dssea (Umero) 56 -0,0893 0,5159 29 0,0888 0,6470 27 0,1403 0,4853

* significativo para a = 0,05



Tabela A.25. Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman entre o Amida I/P do Umero e a idade a morte, IPG, DMO (total, colo femoral, grande
trocanter, regido intertrocantérica e area de Ward) e massa éssea do Umero, para a amostra total e de acordo com o sexo.

Amida I/P — Spearman

Total Sexo Feminino Sexo Masculino

n P p-value n P p-value n P p-value

Idade 80 -0,1123 0,3214 44 -0,2420 0,1135 36 -0,0725 0,6742

IPG 80 -0,0173 0,8789 44 -0,1846 0,2304 36 0,1514 0,3782

DMO total 78 0,0225 0,8450 42 0,1822 0,2480 36 -0,0749 0,6641

o DMO colo femoral 78 0,0839 0,4650 42 0,2106 0,1806 36 0,0708 0,6816
£

= DMO grande trocanter 78 -0,0240 0,8345 42 0,0830 0,6013 36 -0,1007 0,5591

DMO regido intertrocantérica 78 0,0035 0,9757 42 0,1626 0,3035 36 -0,0979 0,5698

DMO area de Ward 78 0,0648 0,5732 42 0,2000 0,2041 36 0,0090 0,9584

Massa dssea (Umero) 56 -0,1040 0,4454 29 -0,0219 0,9101 27 0,0913 0,6506




Tabela A.26. Estatistica descritiva e resultado do teste t sobre as diferengas das médias () dos
indices quimicos calculados nos dois grupos, homens (n = 36) e mulheres (n = 44).

indice Sexo x ic95%* Teste t p-value
Feminino 3,176 3,139 -3,213
IC -0,223 > 0,05
Masculino 3,184 3,122 - 3,246
Feminino 1,003 0,969 - 1,037
API 3,381 < 0,005
Masculino 0,931 0,905 -0,957
Feminino 1,205 1,161 -1,249
o BPI 1,459 > 0,05
g Masculino 1,154 1,099 - 1,209
N Feminino 0,983 0,974 -0,991
L c/C -0,119 > 0,05
Masculino 0,984 0,969 -0,998
Feminino 0,376 0,362 -0,390
c/p 1,332 > 0,05
Masculino 0,361 0,344 -0,379
Feminino 0,469 0,456 - 0,481
Am/P 3,411 < 0,005
Masculino 0,442 0,432-0,451
Feminino 3,299 3,241 -3,357
IC 0,101 > 0,05
Masculino 3,295 3,231-3,359
Feminino 0,999 0,963 -1,035
API 1,311 > 0,05
Masculino 0,968 0,936 -0,999
Feminino 1,125 1,066 -1,184
(@] BPI ) 0,905 > 0,05
E Masculino 1,091 1,040-1,141
S Feminino 1,013 0,999 — 1,027
) C/C -0,188 > 0,05
Masculino 1,015 1,000 -1,029
Feminino 0,350 0,331-0,369
c/pP 0,918 > 0,05
Masculino 0,339 0,322 -0,356
Feminino 0,475 0,461 -0,488
Am/P . 1,098 > 0,05
Masculino 0,464  0,449-0,478

* Intervalo de confianga a 95%
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