UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Andreia Margarida da Cruz Baptista

ESTIMATIVA DO INTERVALO POSTMORTEM A
PARTIR DA COMPOSICAO QUIMICA OSSEA
ANALISADA POR FTIR-ATR

Disserta¢do no ambito do Mestrado em Antropologia Forense orientada pela
Professora Doutora Maria Teresa dos Santos Ferreira e pela Professora Doutora Maria
Paula Matos Marques Catarro do Departamento Ciéncias da Vida da Faculdade

de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de
Coimbra

Outubro de 2020



Faculdade de Ciéncias e Tecnologias
da Universidade de Coimbra

Estimativa do Intervalo Postmortem a Partir da
Composicdo Quimica Ossea Analisada por FTIR-ATR

Andreia Margarida da Cruz Baptista

Dissertacdo de Mestrado na area cientifica de Antropologia Forense orientada pela Professora
Doutora Maria Teresa dos Santos Ferreira e pela Professora Doutora Maria Paula Matos
Marques Catarro e apresentada ao Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Outubro de 2020

UNIVERSIDADE B

COIMBRA









Agradecimentos

A realizacdo desta dissertacdo contou com grandes apoios e incentivos sem os quais

este projeto nado se teria tornado realidade.

Quero agradecer as minhas orientadoras — a Professora Doutora Maria Teresa dos
Santos Ferreira e a Professora Doutora Maria Paula Matos Marques Catarro — pela
disponibilidade para tirar duvidas e resolver problemas, pelo apoio e acompanhamento
mesmo durante o confinamento e adaptagao a situagdo atual em que vivemos, pela confianga
gue depositaram em mim para desenvolver este trabalho, pelas suas opinides criticas e

partilha dos seus conhecimentos.

Ao Doutor Francisco Curate pela disponibilade e auxilio para o tratamento estatistico.
A Unidade de I&D Quimica-Fisica Molecular da Universidade de Coimbra, quero agradecer a
disponibilidade de equipamento de FTIR e pela forma que me acolheram e a Doutora Ana

Lucia pela ajuda a realizar a andlise espetroscépica.

Agradeco ao Laboratério de Antropologia Forense por permitir o acesso a esqueletos
da Colecdo de Esqueletos Identificados Século XXI e a Colecao de Escravos Africanos do Valle

da Gafaria de Lagos.

A Mariana Pedrosa, pela sua disponibilidade incansavel para o esclarecimento de
duvidas e por me ter permitido basear o presente estudo em parte do seu trabalho sem o

qual seria impossivel realizar este projeto.

Por ultimo, um obrigada a minha familia e amigos por nunca me terem deixado

desistir e por “me darem na cabeca” quando era necessario.






Resumo

Em Antropologia Forense ha uma dificuldade inerente a estimativa do Intervalo
Postmortem (PMI) com base em restos esqueletizados devido a falta de metodologias
fidedignas. Portanto, é imperativo o desenvolvimento de novos métodos para a

estimativa do PMI com base na componente mineral do tecido dsseo, a bioapatite.

Este estudo teve como objetivo avaliar se existe uma correlagdo entre as
alteracdes da componente mineral dssea e o PMI. Para tal, avaliaram-se algumas
componentes da bioapatite, mediante indices obtidos a partir de bandas de
infravermelho (FTIR-ATR): o conteido em carbonato tipo B (BPI), carbonato tipo A (API),
a razdo carbonato-fosfato (C/P), a relacdo entre carbonato tipo (A+B) e carbonato tipo B
(C/C) e o indice de cristalinidade (IC). Assim, recorreu-se a uma amostra de fémures e
umeros de 80 individuos da Colecdao de Esqueletos Identificados do Séc. XXl e a uma
clavicula de um individuo da Cole¢ao de Escravos Africanos do Valle da Gafaria de Lagos,
ambas pertencentes a Universidade de Coimbra. Além disso, apurou-se se o sexo e a
idade dos individuos presentes na amostra tinham algum efeito nas correlagdes entre os

indices e o PMI.

Concluiu-se que, a quantidade de carbonato tipo B aumenta com o aumento do
PMI e, consequentemente, o BPl e o C/P também aumentam. Em contraste, o IC, 0 C/C e
o APl diminuem com o aumento do intervalo. As correlacbes estatisticamente
significativas foram maioritariamente, pertencentes a individuos do sexo feminino com
uma idade avancada. O IC e C/C mostraram ter um grande potencial para a estimativa do
PMI, sobretudo no sexo feminino controlando os efeitos do sexo e idade. Serdo

necessarios mais estudos para confirmar os presentes resultados e conclusodes.

Palavras-chave: Antropologia Forense; Bioapatite; Espetroscopia de Infravermelho;

Intervalo Postmortem






Abstract

In Forensic Anthropology, there is an inherent difficulty in estimating the
Postmortem Interval (PMI) due to the lack of reliable methodologies based on skeletal
remains. Therefore, it is imperative to develop new methods for the estimation of the
PMI based on the mineral component of bone tissue, bioapatite.

This study aimed to assess whether there is a correlation between changes in the
bone mineral component and the PMI estimate. For this, some components of the
bioapatite were evaluated, through indexes obtained from infrared bands (FTIR-ATR): the
content of carbonate type B (BPI), carbonate type A (API), the carbonate-phosphate ratio
(C/P), the relationship between carbonate type (A + B) and carbonate type B (C/C) and
the crystallinity index (ClI). Thus, we used a sample of femurs and humerus from 80
individuals from the Collection of Identified Skeletons of the 21st century and a clavicle
of one individual from the Collection African Enslaved Indiviaduals from Valle da Gafaria,
Lagos, both collections belong to the University of Coimbra. Moreover, it was determined
whether sex and age of the individuals present in the sample had any effect on the
correlations between the indexes and the PMI estimation.

It was concluded that the amount of type B carbonate increases with the increase
in PMI and, consequently, BPI and C/P also increase. In contrast, Cl, C/C and API decrease
with the increasing interval. The statistically significant correlations were belonged,
mostly, to female individuals with an advanced age. The Cl and C/C showed great
potential for estimating the PMI, especially in females, controlling the effects of sex and

age. Further studies are needed to confirm the present results and conclusions.

Keywords: Bioapatite; Postmortem Interval; Forensic Anthropology; Infrared

Spectroscopy.
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1. Introducdo

1. Introducao

Um dos primeiros passos apds a recuperacdo de restos humanos é a estimativa do
Intervalo Postmortem (PMI), ou seja, o tempo decorrido entre a morte de um individuo e
a andlise dos restos cadavéricos. A ndo ser que o momento da morte seja testemunhado,
a hora exata do seu acontecimento ndao pode ser determinado com precisdao (Dix e
Graham, 1999). Estdo disponiveis muitos métodos para a estimativa do PMI para
caddveres em decomposicdo precoce ou no periodo logo apds a morte. No entanto,
guanto maior o intervalo, mais dificil & estimar com precisao o PMI (Ferreira e Cunha,

2012).

A estimativa do Intervalo Postmortem ndo é so de grande importadncia para a
identificacdo dos individuos como também tem consequéncias legais (Skinner e Jones,
1996). Uma potencial punicdo por ofensas criminais prescreve por lei apds diferentes
intervalos de tempo, dependendo do enquadramento legal de cada pais. Por isso, é
imperativo distinguir ossos recentes e com interesse médico-legal de ossos de outos
contextos e cronologias, ou seja, perceber se representam a um verdadeiro caso forense.
Os periodos iniciais da decomposi¢cdo geralmente enquadram-se no ambito da patologia
forense porque ainda estdo presentes os tecidos moles mas a medida que o corpo se
deteriora entra no ramo da Antropologia Forense, onde o antropdlogo aplica conceitos de
Tafonomia Forense para analisar os restos cadavéricos (Wilson-Taylor, 2012). Contudo, os
diversos fatores tafondmicos para além de influenciarem o processo de decomposicao,
também influenciam a datacdo através da anadlise do estado de decomposicdo

(Buekenhout, 2017).

A datacdo por radiocarbono para além de ser uma técnica dispendiosa, destrutiva
€ morosa, a sua precisdao é mais alta nas décadas de 1960 e 1970 e tem vindo a diminuir
progressivamente nos Ultimos 50 anos (Hodgins, 2009). A medida que os niveis de
radiocarbono se aproximam dos niveis ambientais pré bombas e ensaios nucleares, a
precisdo das determinacdes da idade do tecido com base no conteudo de radiocarbono

diminui. Salvo se ocorrer uma catastrofe nuclear futura, seria razoavel esperar que o
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método pudesse ser usado nas determinagdes do ano de nascimento para as pessoas
nascidas nas proximas uma ou duas décadas (Hodgins, 2009). Assim, o desenvolvimento
de novas metodologias para a estimativa do PMI de restos esqueléticos humanos é um

dos aspetos mais necessarios para contextos forenses.

Nos ultimos tempos tem-se visto o uso de novas metodologias empregues a
Antropologia Forense, ndo sé ao nivel da estimativa do PMI mas, também, do perfil
biolégico como é o caso do estudo de Pedrosa, 2019. Nesse estudo, é utilizada a
espetroscopia vibracional para a andlise da composi¢cdo dssea com o objetivo de estimar
alguns parametros do perfil biolégico (Pedrosa, 2019). O presente estudo tera por base as
metodologias utilizadas em Pedrosa (2019) para uma nova abosdagem, a estimativa do

PMI.



1. Introducdo

1.1. Tecido Osseo

O esqueleto é mais do que uma estrutura que suporta o resto do corpo. Os 0ssos
permitem movimento e locomogdo através da transmissdao da forga das contragles
musculares, protegem os 6rgdos e estruturas vitais, participam no equilibrio do pH dos
tecidos, servem como reservatério mineral de fatores de crescimento e citocinas e nos
seus espac¢os medulares ocorre a hematopoiese (Taichman, 2005).

O esqueleto humano adulto é composto por 80% de osso cortical e 20% de osso
trabecular em geral (Eriksen et al., 1994). O osso cortical é denso e sélido, a sua relagao
superficie/volume no osso é muito menor do que no osso trabecular. Enquanto o 0sso
trabecular é composto por uma rede de placas e hastes trabeculares intercaladas no
compartimento da medula éssea. O osso trabecular transfere cargas mecanicas da
superficie articular para o osso cortical. As propriedades hidrdulicas absorvem o choque.
As propriedades do material dos compartimentos dsseos diferem: o osso trabecular tem
menor teor de cdlcio e mais agua em comparagdo com o osso cortical (Ott, 2018).

Por outro lado, do ponto de vista molecular, o osso é um material heterogéneo,
contendo componentes minerais e organicas sendo que 50 a 70% sao atribuidos a
componente mineral (70% no osso seco), 20 a 40% aos componentes organicos, 5 a 10%
em 3agua e <3% a lipidos (Clarke, 2008; Thompson, 2015; Wang et al., 2010). A fase
inorganica fornece rigidez mecanica e resisténcia, enquanto a fase organica fornece
elasticidade e flexibilidade (Datta et al., 2008). A componente organica compreende
lipidios e proteinas (principalmente colagénio tipo |) e proteinas ndo colagénicas,
incluindo osteocalcina, osteonectina, osteopontina, fibronectina e sialoproteina éssea ll,
proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) e fatores de crescimento (Aszddi et al., 2000). A
componente inorganica, bioapatite, é uma hidroxiapatite substituida por carbonato
representada pela férmula Ca10(PO4)s(OH)2. Os carbonatos (CO3?) podem substituir os
grupos fosfato (PO43) (substituicdo do tipo B) ou os grupos hidréxilo (OH) (substituicdo do
tipo A) na matriz de hidroxiapatite (Rey et al., 1989; Astala e Stott, 2005). Os grupos de
carbonato e os grupos de fosfato tém carga e geometria diferente entre si e sdo de

maiores dimensdes em comparacdao com os grupos hidroxilo, por isso a sua presenca
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distorce a rede cristalina e ha uma consequente diminuicao da cristalinidade (Astala e
Stott, 2005).

A idade do individuo, o tipo de tecido, a dieta, o metabolismo, as patologias, o
Intervalo Postmortem e o tipo de solo em contacto com os restos mortais sao exemplos
de fatores que podem alterar as quantidades relativas dos constituintes do tecido ésseo,

bem como o seu arranjo geométrico e espacial (Bacon, 1990).



1. Introducdo

1.2. Tafonomia Forense — PM|

A Tafonomia é o estudo dos fendmenos que afetam os restos dos organismos na
altura e apds a morte (Nawrocki, 2009). O termo foi proposto por Efremov em 1940 como
o estudo dos processos pelos quais restos organicos passam da biosfera para a litosfera
como resultado de processos geoldgicos e biolégicos. A avaliagdo das mudangas
tafondmicas dos restos cadavéricos é um componente importante da andlise
antropoldégica forense (Ubelaker, 1997). Existem varias disciplinas necessarias a estimativa
do PMI ndo s6 a antropologia forense mas também, por exemplo, a patologia forense, a
botanica forense e a entomologia forense (Forbes, 2009; Igbal et al., 2018). Regra geral, a
decomposicdo de um corpo passa por cinco periodos: fresco, inchado, decomposicao
ativa, decomposicdo avancada e esqueletizacdo (Swann et al., 2010; Statheropoulos et al.,
2011).

A autdlise é descrita como a primeira alteracdo identificavel num caddver, e é a
destruicdo celular provocada pela atividade enzimatica das préprias células, ou seja, é
uma auto-digestao celular (Swann et al., 2010; Paczkowski e Schiitz, 2011). Este processo
ocorre em células metabolicamente mais ativas e pode ser desencadeado pela diminuicdo
do pH intracelular como resultado da anoxia (Gill-King, 1997; Igbal et al., 2018). No
periodo fresco ocorre uma acumulagdo de sangue nao circulante nos vasos nas regides de
declive devido a hemolise do sangue (DiMaio e DiMaio, 2001). O periodo fresco pode ter
uma duracdo entre uma hora a trés dias apds a morte e depende do ambiente envolvente,
termina com o inicio do periodo de inchado (Statheropoulos et al., 2011; Igbal et al.,
2018). O inchago do cadaver ocorre por acumulacdo dos gases produzidos durante a
autdlise. Com o inicio do periodo de inchado comeca a putrefacdo, ou seja, destruicao
celular pela acdo de microorganismos (bactérias, fungos e protozoarios) (Swann et al.,
2010). A fase de putrefacdo é identificada pela descoloracdo verde presente,
primeiramente, na fossa iliaca direita, devido ao crescimento excessivo de bactérias do
colon (Swann et al., 2010; Vass et al., 2002; Igbal et al., 2018). Os hidratos de carbono,
proteinas e lipidos que comegaram a ser decompostas durante a autélise continuam a ser
catabolizadas, durante a putrefacdo, para formar moléculas mais simples. Este processo

de catabolizacdo forma gases que criam pressao no interior do corpo resultando na
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distensao dos orificios, que pode ser confundido com lesGes perimortem (Swann et al.,
2010; Vass et al., 2002; Igbal et al., 2018). Com o final do periodo de inchado, ocorre a
libertacdo dos gases e comeca o periodo de decomposicdo ativa caracterizada pelo
escurecimento da pele (Swann et al., 2010; Statheropoulos et al., 2011). Este periodo
caracteriza-se pela atividade dos dipteros principalmente de larvas Calliphoridae (Vass et
al., 1992) e pelo forte odor de putrefacdo devido a liquefacdo dos tecidos em que sdo
produzidas, por exemplo, a cadaverina e a putrescina, a partir da decomposicao das
proteinas musculares (Swann et al., 2010; Statheropoulos et al., 2011; Vass et al., 2002;
Vass et al., 1992; Igbal et al., 2018). A presenca de dipteros e coledpteros neste periodo
acelera o processo de perda dos tecidos moles expondo o esqueleto (Statheropoulos et
al., 2011). Segue-se o periodo de decomposi¢do avancada caracterizada pela fermentagao
butirica dos tecidos em meios sem oxigénio, ou seja, em anaerobiose (Statheropoulos et
al., 2011). Com o inicio do final deste periodo hd uma reducdo da atividade dos dipteros
e um aumento da atividade dos coledpteros devido ao tipo de tecidos remanescentes,
pois hda menos tecidos moles e apenas sdo visiveis, maioritariamente pele, cartilagem,
cabelos e ossos (Swann et al., 2010; Statheropoulos et al., 2011; Igbal et al., 2018). Por
fim, no periodo de esqueletizacdo os tecidos moles remanescentes sdao decompostos ou
convertidos num tecido “semelhante a couro”, sendo que a maioria dos 0ssos ja se
encontra exposto (Swann et al., 2010; Vass et al., 2002; Igbal et al., 2018). A degradacao
guimica dos elementos mais resistentes como os dentes, ligamentos, cartilagens e os
0ssos ocorre durante um periodo mais longo em rela¢do aos outros tecidos, pode durar
varios anos (Swann et al., 2010; Dent et al., 2004; Statheropoulos et al., 2011; Igbal et al.,
2018). Eventualmente, os processos diagenéticos manifestam-se, degradam o colagénio
e alteram a matriz inorganica do tecido ésseo e o ambiente envolvente (Hedges, 2002).
A sucessdo dos periodos de decomposicdo ndo é uniforme e podem ocorrer, em
simultaneo, num mesmo cadaver (Pinheiro, 2006). Ha fatores intrinsecos e extrinsecos ao
cadaver que afetam a decomposicdo como a temperatura ambiente, precipitacdo, roupa,
local de deposicao (dgua, a superficie, enterrado...), tipo de enterro, profundidade do
enterro, fauna, flora, peso corporal, idade, carateristicas do solo, humidade (Ubelaker,
1997). Estes fatores podem acelerar os estagios de decomposicdo, suprimi-los ou até
conservar o corpo. A mumificacdo e a saponificacdo permitem um atraso da putrefacdo e
uma “conservag¢ao” do corpo (Rogers, 2010). A mumificagdo natural consiste na

6
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desidratagdo e exsicacdao dos tecidos e ocorre em locais quentes e tendencialmente
arejados, que ajudam a dissecar ou secar os tecidos, ajudando a retardar a putrefacao
(Knight, 2004; Powers, 2005). J4 a saponificacdo é um processo de formacdo de adipocera,
um composto formado pela hidrélise e hidrogenac¢do dos tecidos adiposos e que ocorre
melhor em condi¢des humidas e anaerdbias (Forbes et al., 2002). A decomposi¢do é
inibida devido a libertacdo de acidos gordos que retardam o crescimento de bactérias
putrefativas (Rogers, 2010).

Com tantos fatores a ter em consideracdo é dificil o estabelecimento de um
método para a estimativa do PMI que resulte em todos os contextos, regides geograficas
e cronologias (Cockle e Bell, 2015). Apesar disso, existem muitos métodos para a
estimativa do PMI tendo por base o processo de decomposicao (Galloway, 1997; Mann et
al., 1990; Voss et al., 2008; Galloway et al., 1989), a entomologia forense (Goff e Flynn,
1991; Megyesi et al., 2005; Fratczak-tagiewska e Matuszewski, 2019) e a botanica forense
(Quatrehomme et al., 1997; Courtin e Fairgrieve, 2004). Mas, a estimativa do PMI a partir
de restos esqueletizados é dificil (Vass et al., 1992) e os métodos existentes sdo pouco
confiaveis (Buekenhout et al., 2018; Schwarcz et al., 2010; Introna et al., 1999; Hoke et al.,
2013). Apesar disso, a espetroscopia de infravermelho tem mostrado resultados
promissores para a estimativa do PMI a partir de restos esqueletizados (Yao et al., 2016;

Wang et al., 2017; Longato et al., 2015; Patonai et al., 2013).
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1.3. Diagénese

A digénese é um processo de extrema complexidade que envolve alteracdes fisico-
guimicas postmortem nos ossos e dentes (Beasley et al., 2014). Os processos diagenéticos
podem alterar a microestrutura e os sinais quimicos biogénicos do osso envolvendo trés
processos distintos: atividade microbiana no tecido dsseo, alteracdo quimica da fase
mineral (dissolucdo/ recristalizacdo) e decomposicdo quimica da fase organica (hidrdlise)
(Collins et al. 2002; Kendall et al. 2018; Kontopoulos et al., 2019).

Uma das primeiras fases da diagénese é o ataque microbiano ao tecido dsseo que
pode ocorrer nos trés meses seguintes a morte (Swann et al., 2010; Bell et al., 1996 Miiller
et al., 2011). Em geral, a atividade microbiana modifica a microestrutura dssea
aumentando a porosidade no tecido degradando enzimaticamente o colagénio com
recurso a colagenases (Hedges, 2002). A temperatura, o pH do meio envolvente, a
hidrologia e a quantidade de oxigénio disponivel também podem afetar a degradag¢ao do
colagénio (Nielsen-Marsh et al. 2000; Grupe et al. 2002; Collins et al. 2002; Koon et al.
2003, 2010; Kendall et al. 2018; Kontopoulos et al., 2019). Quanto mais alta for a
temperatura e mais alcalino ou acido for o meio envolvente maior e mais rapida sera a
perda do colagénio pela hidrdlise das proteinas (Collins e Galley, 1998; Collins et al. 2002;
Kendall et al. 2018 Ajie et al. 1991; Kontopoulos et al., 2019).

A perda de colagénio provoca um aumento da porosidade (cerca de 1/3 do volume
da matriz éssea in vivo) dando uma maior acessibilidade as aguas subterraneas de
explorarem o tecido 6sseo. As aguas subterraneas adquirem os ides presentes no solo,
sendo que, quando s3ao solos com pH neutro ou levemente alcalino estas tém altas
concentracdes de calcio, fosfato e magnésio, ao contrdrio dos solos com um pH
extremamente alcalino ou acido (Hedges, 2002; Berna et al. 2004). Estes ides sao
incorporados nos cristais de bioapatite reorganizando a rede cristalina numa forma mais
estavel e ordenada (recristalizacdo) (Trueman et al. 2004; Lee-Thorp e van der Merwe
1991; Berna et al. 2004; Stathopoulou et al. 2008; Figueiredo et al. 2012; Trueman, 2013;
Rey and Combes 2014; Kontopoulos et al., 2019). Em solos acidos ocorre uma dissolucao
do tecido 6sseo, ou seja, perda de iGes para o meio provocando uma desestruturacdo da

rede cristalina (High et al., 2015).
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Os espetros obtidos por FTIR fornecem informagdes sobre a composi¢ao quimica
e da cristalinidade do tecido (Trueman et al., 2008). A andlise deve ser realizada a partir
de uma amostra de osso cortical pois apresenta menos area de superficie para troca de
elementos com o ambiente envolvente em contraste com o osso trabecular que sofre uma
diagénese mais significativa (Mays, 2002 ver). O indice de Cristalinidade e o indice C/P sdo
indicadores dos efeitos de processos diagenéticos (Weiner e Bar-Yosef, 1990; Wright e

Schwarcz 1996).

1.3.1. Indice de Cristalinidade e Relagcéo Carbonato-Fosfato

A cristalinidade é um indicador de ordem dos cristais, que no tecido dsseo estd
diretamente relacionado com o seu tamanho (Surovell e Stiner, 2001; Beasley et al., 2014).
A cristalinidade de uma amostra é avaliada pelo fator de desdobramento (IR-SF) ou indice
de Cristalinidade (IC) (Surovell e Stiner, 2001; Wright e Schwarcz, 1996). O IR-SF ou IC é
uma medida da ordem estrutural da rede cristalina que é aplicada para estudar as
alteragGes na estrutura déssea, que esta diretamente relacionada com o tamanho médio
do cristal, ou seja, para determinar a cristalinidade (Sponheimer e Lee-Thorp, 1999;
Shemesh, 1990; Thompson et al., 2013; Weiner e Bar-Yosef, 1990; Beasley et al., 2014;
Wright e Schwarcz, 1996; Stiner et al., 2001; Trueman et al., 2004).

Os valores do IC em tecido ésseo variam geralmente entre 2,50-3,25 mas podem
aumentar ou diminuir consoante a estrutura cristalina se tornar mais ou menos ordenada,
respetivamente (Munro et al., 2007; Nagy et al., 2008; Nielsen-Marsh e Hedges, 1999;
Stiner et al., 2001). Um dos processos postmortem pela qual a estrutura cristalina passa é
a recristalizacdo da bioapatite, alterando-a para uma estrutura mais estavel e ordenada
(Hedges, 2002; Nielsen- Marsh e Hedges, 2000; Berna et al., 2004). Alteracdes na
porosidade do tecido dsseo, resultantes de processos diagenéticos, estao associados a
alteragdes no IC (Nielsen-Marsh e Hedges, 1999). O IC é afetado pela quantidade de
carbonato presente na bioapatite que substitui o ido fosfato. Os valores do indice de
Cristalinidade ndo sao uniformes em todo o esqueleto pois a cristalinidade varia com os
diferentes tecidos das varias pecas o6sseas (Nakano et al.,, 2002). Alteragbes na

cristalinidade do tecido dsseo tém sido utilizadas como indicadores para caracterizar o
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grau de alteragdo diagenética (Trueman et al., 2004; Weiner e Bar-Yosef, 1990; Dal Sasso
et al., 2016; Salesse et al., 2014; Kendall et al., 2017).

As alteracBes de cristalinidade também afetam o indice C/P, que avalia a razdo
carbonato/fosfato (Lee-Thorp e Sponheimer, 2003). O aumento de cristalinidade (e
consequente aumento do IC) esta correlacionado com a diminui¢do do C/P. Caso seja uma
diminuicdo de cristalinidade ha um aumento do C/P, ou seja, a cristalinidade esta
inversamente relacionada com a razdo carbonato/fosfato (Gourion-Arsiquaud et al.,
2013). Esta relagdo esta associada a quantidade de carbonato presente na bioapatite mais
precisamente ao carbonato tipo B (quantificado pelo indice BPI) (Yerramshetty et al.,
2006). Um aumento de carbonato na rede cristalina produz cristais de menores dimensdes
e com maior tensao, distorcendo a estrutura cristalina e, consequentemente, o valor do
IC diminui (Wright e Schwarcz, 1996).

Para avaliar as alteragdes de cristalinidade provocados pelos processos
diagenéticos, o Indice de Cristalinidade e o C/P, medidos por espetroscopia de
infravermelho (FTIR), tém sido usados para caracterizar o grau de alteracdo diagenética
(Weiner e Bar Yosef, 1990; Wright e Schwarcz, 1996; Nielsen-Marsh e Hedges, 2000; Sillen
e Morris, 1996). Mas estudos mais recentes evelam que devido a continua mudanca na
cristalinidade (Trueman et al., 2008) os indices C/P e IC ndo sdo métodos viaveis para
avaliar as alteracGes na rede cristalina (Lee-Thorp e Sponheimer, 2003; Trueman et al.,
2008; Lebon et al., 2010; Stathopoulou et al., 2008; Trueman et al., 2004). Assim, a
caracterizacdo da composicdo e estrutura quimica da componente mineral do tecido
0sseo € essencial para avaliar as suas alteracGes diagenéticas (Nielsen-Marsh e Hedges,

2000; Dal Sasso et al., 2016; Trueman et al., 2004).
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1.4. Espetroscopia de Infravermelho

A espetroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica utilizada para investigar
gualquer substancia com uma estrutura cristalina ou ndo-cristalina em qualquer estado
fisico (Butu et al., 2014), tendo por base as vibracbes dos atomos que compdem as
moléculas da substancia em andlise (Stuart, 2005), que alteram os comprimentos e os
angulos de ligagao (Tu, 1982; Stuart, 2005). As vibra¢gdes moleculares sao sondadas por
radiacdo eletromagnética, a frequéncias caracteristicas, para os diversos modos
vibracionais fundamentais da molécula, i. Ou seja, hd uma transicdo entre estados de
energia vibracional, que se traduz no aparecimento de bandas num espetro vibracional

(Mamede et al., 2018; Griffiths, 2006; Stuart, 2005).

Para haver uma transicdo vibracional a frequéncia de radiacdo, que interage com
a amostra, tem que corresponder a frequéncia do modo vibracional da molécula para que
esta seja absorvida e ocorra uma transicdao vibracional originando uma banda espectral
(Coates, 2006; Griffiths, 2006; Stuart, 1997 e 2005). Assim, a transicao s6 ocorre com
absorc¢do de radiacdo na regido do infravermelho, que interfere com omomento dipolar

da molécula analisada (Stuart, 2005; Monnier, 2018).

A regido espectral de infravermelho (IV) pode ser dividida em: infravermelho
longiquo (far infrared, <200 cm), médio (medium infrared, 2004000 cm™) e préximo
(near infrared, 400013000 cm™) (Mamede et al., 2018). A regido do IV médio é a mais
comumente usada, visto que a maioria das vibracdes moleculares ocorrem entre os 400 e
0s 4000cm™, incluindo os sinais atribuiveis aos principais componentes ésseos(Carden e

Morris, 2000).

Cada molécula tem modos vibracionais ligeiramente diferentes de todas as outras
moléculas, portanto, o espetro infravermelho de uma dada molécula é Unico e pode ser
usado para identificar essa mesma molécula (Griffiths, 2007). Esta assinatura espectral
(fingerprint) fornece informacdes muito rigorosas sobre a composicdo quimica da
substancia em estudo (Petra et al., 2005) e permite identificar os grupos funcionais

presentes (Pestle et al., 2014).
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1.4.1. Espetroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier —em
modo de Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espetroscopia de infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR) é uma
técnica analitica convencional que usa um algoritmo matemadtico, a transformada de
Fourier (TF), transforma uma funcdo do tempo (um sinal) nas suas frequéncias
constituintes (Ellis e Goodacre, 2006; Beasley et al., 2014; Dutta, 2017). A espetroscopia
de FTIR é uma das técnicas mais utilizadas para analisar a estrutura e composi¢cdo do
material dsseo, pois é muito eficaz na andlise das componentes organica e mineral do
tecido 6sseo (Ruppel et al., 2006; Lebon et al., 2008; Chadefaux et al., 2009; Lebon et al.,
2010; Patonai et al., 2013; Longato et al., 2015; Marques et al., 2018; Gongalves et al.,
2018; Marques et al., 2016; Mamede et al., 2018; Mamede et al., 2018; Festa et al., 2019;).

Na espetroscopia FTIR, todas as frequéncias sdao medidas simultaneamente
(vantagem multiplex ou de Fellgett). Deste modo, mais radiagdo pode ser passada entre a
fonte e o detetor para cada elemento de resolucdo. Como resultado, os espetros de
transmissao, reflexdao e até emissao podem ser medidos de maneira significativamente
mais rapida e com maior sensibilidade (Griffiths e Haseth, 2007). Além disso, os
instrumentos utilizados para a técnica de FTIR sdo caracterizados por frequéncias
reproduziveis de alta resolucdo e precisdo (vantagem de Connes) (Wilson e Poole, 2009).

Na configuracdo FTIR com Reflexdo Total Atenuada (Attenuated Total Reflection -
ATR), o feixe de radiacdo entra num cristal com um alto indice de reflexdo e é
internamente refletido se o angulo de incidéncia na interface amostra-cristal for maior do
gue o angulo critico (Stuart, 2005). A interacdo entre a radiacdo e a amostra ocorre na
superficie desta e é dependente das caracteristicas da amostra e do ambiente (Mamede
et al., 2018). E uma técnica pouco dispendiosa, de andlise rapida e ndo-destrutiva, ndo
tem problemas de saturacdo e dispersdo déptica, ndo usa qualquer tipo de solvente ou
meio de suporte para a amostra e, assim, a probabilidade de varia¢cdo do espetro é minima
e a quantidade de amostra necessdria é muito pequena (<1 mg) (Mamede et al., 2018;
Thompson et al., 2009; Hollund et al., 2013; Beasley et al., 2014). A técnica também pode
fornecer informacgGes sobre a concentracdo de uma componente na amostra (Sponheimer

e Lee-Thorp, 1999).
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Num espetro de FTIR de tecido dsseo podem ser observadas as bandas
correspondentes de algumas componentes minerais como, a do fosfato e a do carbonato
e bandas da componente organica devidas ao colagénio tipo I, amidall, Il e lll (Kimura-Sura

e Ito, 2017) e aos lipidos.
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1.5. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar se existe uma correlagdo entre a
bioapatite dssea e o Intervalo Postmortem. Assim, mediante a técnica de FTIR-ATR, foram
obtidos os seguintes indices, a partir da analise do osso cortical de amostras de fémur e
umero, o conteudo de carbonato tipo B (BPI), carbonato tipo A (API), a razdo carbonato-
fosfato (C/P), a relagdo de carbonato (A+B) e o carbonato tipo B (C/C) e o indice de

cristalinidade (IC).

14



2. Materiais e Métodos
2.Materiais e Métodos

2.1. Selecgdo e recolha da amostra

Para a selecdo da amostra de individuos de cronologia recente usou-se a mesma
amostra recolhida por Pedrosa (2019), de forma a otimizar as amostras e diminuir o impacto
da sua recolha. Assim a presente amostra é composta por 81 individuos sendo que, 80 sdo
pertencentes aos 302 individuos que constituem a Colecdo dos Esqueletos Identificados
Século XXI (CEI/XXI) (Ferreira et al., 2020) (a mesma usada por Pedrosa, 2019) e um 158
individuos da Colec¢do de Escravos Africanos do Valle da Gafaria de Lagos (Ferreira et al., 2019)
provenientes do Laboratdrio de Antropologia Forense da Universidade de Coimbra. Os
esqueletos pertencentes a CEI/XXI possuiam um Intervalo Postmortem compreendido entre
os 19 e 25 anos (X=20,24; DP= 1,39) e, de acordo com Pedrosa, 2019, com idades a morte
compreendidas entre os 33 e 97 anos (X=76,3; DP=15,4), sendo que 36 sdo do sexo masculino
(45%) com idades entre os 33 e 0s 92 anos (X=69,3; DP=17,2) e 44 individuos do sexo feminino
(55%) entre os 50 e 97 anos (X=82,0; DP=10,9). Todos os individuos da CEI/XXI provém do
mesmo cemitério, em Santarem, e tiveram inumados cerca de seis anos (com variagdes entre
5 e 10 anos) (Ferreira, 2012).

O individuo arqueolégico pertencente a Cole¢do dos Escravos Africanos do Valle da
Gafaria de Lagos possuia um Intervalo Postmortem de cerca de 560 anos (datado a radio
carbono) era adolescente/adulto jovem e de sexo desconhecido (Tabela A.1). A sua utilizagdo
prende-se com a necessidade de se ter um individuo com uma cronologia e contexto distintos
dos restante que contituem a amostra, de forma a servir como controlo.

Com a excecdo do individuo da Colecdo dos Escravos Africanos do Valle da Gafaria de
Lagos (PAVd’09_1.25), em que foi utilizada a clavicula direita (por ser o osso disponivel para
recolha da amostra), neste estudo foram utilizadas as duas pecas dsseas de cada individuo —
fémur e Umero — escolhidas por Pedrosa (2019) por serem das mais resistentes aos efeitos
diagenéticos (Boaks et al., 2014).

Para a andlise quimica, foi avaliado o tecido 6sseo compacto, visto que que este é

menos suscetivel aos processos diagenéticos (Grupe, 1988). Para a preparag¢ao das amostras
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para a analise quimica, Pedrosa, 2019 removeu a camada mais externa do osso compacto,
com recurso a um bisturi, da porcao medial da diafise produzindo, assim, um pé fino
adequado a técnica FTIR-ATR, e, posteriormente armazenado em tubos eppendorf
devidamente identificados. O mesmo procedimento foi agora aplicado para a recolha da

amostra do individuo PAVd’09 1.25.

2.2. Método FTIR-ATR

Na Unidade de I&D “Quimica-Fisica Molecular” da Universidade de Coimbra, os
espetros de FTIR-ATR foram registados na gama do infravermelho médio (400-4000 cm-1),
num espectrometro Bruker Optics Vertex 70 purgado com ar isento de vapor de agua e CO2,
usando um desdobrador de feixe de Ge em substrato de KBr e um detetor de mercurio de
cadmio telureto (MTC) de banda larga, refrigerado com nitrogénio liquido, e um acessorio
ATR de reflexao unica de cristal de diamante. As medi¢des foram feitas em amostras de um
pequeno fragmento retirado do osso com um bisturi. Para cada espetro foram somados 128
scans, com uma resolucdo de 2 cm™ e uma apodizacdo de Blackman-Harris de trés termos, e
foi obtido um background com 256 scans.

Os espetros forma pré-processados com recurso aos programas Opus Spectroscopy
Software, Version 7.2 — correccdo relativa a dependéncia da frequéncia da radiacdo incidente
e OriginPro 9.1 ajuste da linha de base e normalizagdo em relagdo a banda de fosfato (1035
cm?), vz (PO43).

Para avaliar as disparidades espetrais das amostras, em relacdo a variavel em estudo
foram calculadas varias rela¢des entre intensidades de bandas especificas, descritas na Tabela
2.1. Na Figura 2.2 encontra-se um espetro de FTIR-ATR de uma amostra de osso, com as

atribuicdes dos sinais de interesse para o célculo destes indices espetrais.
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Tabela 2.1. indices espetrais calculados com base nos resultados de FTIR-ATR para amostras de 0sso
humano. (adaptado de Mamede et al., 2018)

Parametro Equagao

Abs(602 cm™ ) + Abs(562 cm™)

Referéncia

indice de Cristalinidade (IC)

Abs(590 cm™)

Weiner e Bar-Yosef, 1990

Carbonato-Fosfato (C/P)

Abs(1415 cm™)

Abs(1035 cm™)

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

Contetido de Carbonato
Tipo A (API)

Abs(1540 cm™)

Abs(603 cm™)

Sponheimer e Lee-Thorp,
1999

Conteuido de Carbonato
Tipo B (BPI)

Abs(1415 cm™)
Abs(603 cm™)

Sponheimer e Lee-Thorp,
1999; Snoeck et al. 2014

Carbonato (A+B) para
Carbonato Tipo B (C/C)

Abs(1450 cm™)

Abs(1415 cm™)

Thompson et al., 2009;
Snoeck et al., 2014
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Figura 2.2. Espetro de FTIR-ATR mostrando os sinais de interesse para o calculo dos indices espetrais
de amostras de osso humano usados ao longos deste trabalho para avaliar a respetiva composi¢do
quimica. (Espetro do individuo 70 da CEI/XXI do sexo feminino, 90 anos de idade a morte).
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2.3. Tratamento Estatistico

Para poder realizar a andlise estatistica foi utilizado o programa IBM SPSS Statistics
gue possui uma integragdo cédigo R e Python para a realizagdo de computacao estatistica e
graficos.

Primeiro foi realizada uma estatistica descritiva (média e desvio padrao) dos valores
obtidos a partir da andlise da composicdao mineral éssea do fémur e do Umero. Foi utilizado o
coeficiente de correlagdo de Pearson para avaliar a relacdo entre cada um dos indices e o PMI.
De seguida, foram realizadas correla¢des parciais e para isso foi introduzida uma nova
variavel, o sexo, apenas para controlar os seus efeitos na relagdo em questao e, por fim,
utilizando as trés variaveis anteriores e introduzindo mais uma variavel, a idade.

A correlacdo de Pearson, r, mede a forca e direcao da relacdo estatistica linear entre
duas varidveis. A correlagdo parcial mede a forga e diregao de uma relagao linear entre duas
variaveis continuas enquanto se controla o efeito de uma ou mais varaveis também elas
continuas. As correlacGes em questdao podem tomar qualquer valor entre -1 e +1, sendo que
se tomarem o valor de zero ndo existe relacdo entre as varidveis em estudo. Quanto mais
proximos de -1 e +1 sdo os coeficientes das correlacdes mais forte é a relagdo. Se, pelo
contrario, os valores sdao mais préximos de zero mais fraca é a relagao.

O nivel de significancia adotado foi de 95%, assim, o p-value menor ou igual a 0,05 foi
considerado significativo.

Os valores calculados para os indices do individuo pertencente a Colecao de Escravos
Africanos do Valle da Gafaria de Lagos ndo puderam ser utilizados para o calculo das
correlacdes pois este individuo é um outlier significativo, ou seja, os seus valores ndo seguem
o padrdo normal. As correlagdes sao muito sensiveis a outliers e podem afetar os valores dos

seus coeficientes e, por isso alterar, significativamente, os resultados.
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3. Resultados

3.1. Indices calculados através dos espetros FTIR-ATR

3.1.1. Diferencas entre tipo de o0sso

A Figura 3.1 apresenta dois espetros retirados do fémur e do Umero do mesmo
individuo onde se observam as principais bandas de interesse correspondentes a grupos
funcionais como o fosfato e carbonato, ndo se observando diferencgas espetrais significativas
entre as duas pecas dsseas.

Os resultados obtidos a partir dos indices da Tabela 2.1 calculados para a amostra
utilizada encontram-se sintetizados na Tabela 3.2. Pode-se observar que os valores médios
dos indices calculados para o fémur e o Umero sdao muito proximos. Os valores médios sdo
ainda mais semelhantes entre sexos em relacdo a mesma peca 6ssea, em particular os valores
médios de IC para o fémur que sdo iguais.

V3 (PO,*)

[ T I T I T I T I T I T I T I T 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm-')

Figura 3.1. Espetros de FTIR-ATR de amostras de fémur e Umero, mostrando as bandas de
interesse da componente mineral (Individuo 80 da CEI/XXI sexo feminino, 88 anos de idade a
morte).
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Tabela 3.2. Estatistica descritiva dos valores calculados a partir dos indices em estudo.

PMI IC API BPI c/c c/P

Sexo Masculino 37 2046 1,520 3,186 0,181 0932 0,085 1,162 0,166 1,011 0,046 0,362 0,059

Fémur Sexo Feminino 43 20,05 1,272 3,186 0,128 1,005 0,115 1,209 0,153 1,009 0,029 0,388 0,049

Total 80 20,24 1,398 3,181 0,159 00963 0,131 1,18 0,159 1,010 0,038 0,376 0,056

Sexo Masculino 37 2046 1,520 3,300 0,215 0968 0092 108 0,149 1,035 0,048 0,341 0,059

Umero Sexo feminino 43 20,05 1,272 3,309 0,177 1,016 0,133 1,128 0,189 1,037 0,049 0,351 0,059

Total 80 20,24 1,398 3,305 0,194 0994 0,217 1,110 0,172 1,036 0,048 0,346 0,059
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3.1.2. Amostra arqueoldgica

Comparando os valores obtidos a partir dos indices espetrais para amostra de osso
arqueolégico (PAVd’'09 1.25) com os valores médios totais dos mesmos parametros pode-
se concluir que as relagdes API (0,296) e BPI (0,596) sdo significativamente menores
relativamente aos seus valores médios, que IC (2,800) e C/P (0,273) tém também valores
ligeiramente menores que os restantes. C/C (0,994) apresenta um valor muito

aproximado aos valores médios.

3.1.3. Correlagbes

Comecou-se por calcular o coeficiente de correlagao de Pearson entre o PMl e cada
um dos indices de cada peca dssea (Tabela A.2). Todas as correlagdes calculadas para cada
um dos indices relativamente ao fémur s3ao estatisticamente ndo significativas. No
entanto, no Umero existe uma relacdo moderadamente fraca e negativa (Pearson p < 0,05;
r = -0,354) para o IC (Figura 3.2) e uma relacdo negativa e fraca para o C/C (Pearson p <
0,05; r = -0,244) (Figura 3.3). Ou seja, nestas duas rela¢des, quando o PMI aumenta, os
valores dos dois indices tendem a diminuir, sendo que esta diminui¢do é mais significativa
no IC do que no C/C. Os restantes indices tinham valores estatisticamente ndo

significativos.
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Figura 3.2. Correlagdo do IC com o PMI para a amostra total do Umero.
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Figura 3.3. Correlagdo do C/C com o PMI para a amostra total do Umero.

Nos resultados das correlagdes controladas pelo sexo (Tabela A.3), o fémur tem
trés indices — API, BPI e C/P — estatisticamente significativos, apenas para o sexo feminino.
Todos com relagdes moderadamente fracas e positivas (API (Pearson p < 0,05; r = 0,339);
(BPI (Pearson p < 0,05; r = 0,342); C/P (Pearson p < 0,05; r = 0,310)(Figura 3.4), assim,
quando o PMI aumenta o API, o BPl e o C/P também tém tendéncia para aumentar
ligeiramente. No Umero, apenas o IC e o C/C tinham valores estatisticamente
significativos, o IC para os dois sexos e o C/C apenas para o sexo feminino. O IC, para o
sexo feminino, tende a diminuir significativamente com o aumento do PMI pois tém uma
relacdo moderada e negativa (Pearson p <0,05; r = - 0,446). No sexo masculino, o ICtende
a diminuir muito ligeiramente com o aumento do PMI, sendo que, se correlacionam de
forma fraca e negativa (Pearson p < 0,05; r = - 0,281) (Figura 3.5). A relacdo do C/C do sexo

feminino com o PMI é moderadamente fraca e negativa (Pearson p < 0,05; r = - 0,373).
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Figura 3.5. Correlagdo do IC com o PMI para o fémur do sexo masculino, controlando os efeitos do sexo.

Por fim, nos resultados das correlagdes parciais controladas pelo sexo e idade
(Tabela A.4), no fémur apenas o APl do sexo feminino teve um valor estatisticamente
significativo, este correlaciona-se de forma moderadamente fraca e positiva com o PMI (p
<0,05; r=0,347) (Figura 3.6). No Umero, continuam a ser apenas o IC e o C/C com valores
estatisticamente significativos, para o sexo feminino. Os dois correlacionam-se de forma
negativa com o PMI, sendo que, quando o PMI aumenta o IC tem uma tendéncia mais
significativa para diminuir do que o C/C (IC (p < 0,05; r = -0,437); C/C (p < 0,05; r = -
0,330)(Figura 3.7)).
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Figura 3.6. Correlagdo do APl com o PMI para o fémur do sexo feminino, controlando os efeitos do sexo e
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4. Discussao

Este estudo teve como principal objetivo a estimativa do PMI a partir da avaliagao
da relagdo dos indices espetrais - BPI, API, C/C, C/P e IC que foram obtidos a partir dos
resultados de FTIR-ATR para amostras de fémur e Umero. No presente capitulo ir-se-do
discutir os resultados obtidos, comparando-os e confrontando-os com estudos
anteriormente realizados. A analise por FTIR-ATR de amostras dsseas fornece informacgdes
sobre a sua composicdo quimica (Petra et al., 2005) e permite identificar os grupos
funcionais (Pestle et al., 2014) e a quantidade mineral relativa presente (Miller et al.,

2001).

Na andlise estatistica descritiva dos indices espetrais constataram-se disparidades
entre os valores do fémur e do Umero, o que indica que existe uma variabilidade
intraindividual dos parametros o6sseos. Tal pode ser explicado pelas alteracbes
diagenéticas e diferentes ambientes quimicos de enterramento (Francalacci e Tarli, 1988).
A propria estrutura, forma, tamanho do osso e remodelacdo dssea podem interferir nos
parametros dsseos refletidos nos espetros de FTIR-ATR (Reznikov et al., 2015; Thompson
et al., 2013). A heterogeneidade do tecido dsseo pode justificar o facto de as relagbes
entre os indices e o PMI serem moderadamente fracas ou fracas, embora, e de acordo
com Pedrosa (2019), a amostragem tenha sido realizada no ponto medial das diafises das
pecas Osseas analisadas, o que reduz o efeito das varidveis influenciadoras (Thompson et

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

O indice de cristalinidade (IC) é usado para estudar as alteracdes da estrutura e
ordenacdo da rede cristalina na matriz éssea, que se encontram diretamente relacionadas
com o comprimento médio do cristal (Shemesh, 1990; Stiner et al., 1995). De acordo com
estudos anteriores, os resultados obtidos mediante o racio presente na Tabela 2.1,
encontram-se dentro dos valores expectdveis, 2,50-3,25 (Weiner e Bar-Yosef, 1990;
Wright e Schwarcz, 1996; Stiner et al., 1995, 2001; Munro et al., 2007; Olsen et al., 2008;
Trueman et al., 2008; Thompson et al., 2009). Em conformidade com a escassa literatura
existente sobre este tema (Patonai et al., 2012; Longato et al., 2015), o IC diminuiu
progressivamente com o aumento do PMI, ou seja, a rede cristalina vai ficando

progressivamente mais desorganizada ou/e com cristais mais pequenos a medida que
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o Intervalo Postmortem aumenta. A desorganizagao da rede cristalina pode ser explicada
pelo aumento de carbonatos de tipo B na bioapatite, pois o processo de substituicdo de
fosfato por carbonato produz cristais de menores dimensbes e com uma maior
deformacao e tensdo estruturais — assim, amostras com alto teor de carbonatos tém um
baixo valor de IC (Wright e Schwarcz, 1996; Snoeck et al., 2014; Rey et al., 2007;
Grunenwald et al., 2014; Thompson, 2015).

O indice C/C estabelece a relagdo entre os carbonatos (A+B) e os carbonatos do
tipo B. O seu aumento pode ser provocado pela alteracdo da proporcao de carbonato tipo
A e do tipo B, pelo aumento do carbonato tipo A ou pela diminuicao do carbonato tipo B
(Snoeck et al., 2014). No entanto, ao longo do presente estudo, ha uma diminui¢do da
razdo C/C com o aumento do PMI (tal como para o indice IC). Em Snoeck et al. (2014) e
Madupalli et al. (2017) é referido que a quantidade de carbonato tipo A é muito reduzida.
Por outro lado, Madupalli et al. (2017) referem que a substituicdo por carbonatos tipo B
é cineticamente favorecida porque a substituicdo de fosfato por carbonato causa uma
menor perturbacdo na molécula da bioapatite. Deste modo, durante o periodo de
enterramento, a substituicdo por carbonatos do tipo B é mais rdpida e completa do que a
substituicdo por carbonatos do tipo A, que é mais lenta (Wright e Schwarcz, 1996). Um
aumento em carbonatos do tipo B provoca uma diminuicdo do indice C/C, pois os
carbonatos de tipo A ndo conseguem permutar a mesma velocidade que os de tipo B.
Sabe-se que o aumento de carbonatos de tipo B no osso cortical provoca um baixo valor
de IC, uma vez que induzem uma desorganizacdo da rede cristalina. (Legros et al., 1987;

Shemesh, 1990; Wright e Schwarcz, 1996).

Durante o periodo de enterramento, em conformidade com Nielsen-Marsh e
Hedges (2000b), é possivel haver um ganho de carbonatos na matriz éssea ao longo do
tempo, depende das condi¢des do local do enterramento; ou seja, ocorre um aumento do
indice BPI (ides carbonato substituem iGes fosfato na bioapatite) com o aumento do PMI.
Por sua vez, a relagdo C/P indica o nivel de substituicdo por carbonatos na amostra dssea.
Se ha um aumento do BPI ocorrera um aumento do C/P, em proporgdo direta com o valor

de PMI, o que foi confirmado pelos resultados obtidos no presente estudo, que estdo de
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acordo com dados da literatura (Patonai et al., 2013; Longato et al., 2015). Deste modo,

os i0es carbonato de tipo B regulam a cristalinidade da bioapatite.

De acordo com a literatura, durante diagénese relativa a idade a estrutura
cristalina devera ficar mais organizada ao longo do tempo, o que pode ser medido pelo
fator IC, que aumenta a medida que a bioapatite vai ficando mais organizada (LeGeros,
1981; Shemesh, 1990). Também ocorre uma mudanca ao nivel do C/P, que vai diminuindo
ao longo tempo, refletindo uma perda diagenética de carbono. No presente estudo, os
resultados obtidos indicam que ndo sé ocorre um aumento do nivel de carbonato como,
também, uma diminuicdo do IC com o PMI e com a idade. Relativamente ao indice C/P
ndo se poderam avaliar os efeitos da idade, visto que ndo foram obtidos valores

estatisticamente significativos para esta relagao espetral.

No estudo realizado por Sponheimer e Lee-Thorp (1999), os valores do API obtidos
diminuiram ao longo do tempo, pois durante a dissolug¢ao, os carbonatos de tipo A sdo
deslocados para os locais de carbonato de tipo B. Mas, no presente estudo, os valores do
APl aumenteram ao longo do tempo. Este facto pode ser explicado pelo aumento de
carbonatos de tipo B que afeta substancialmente as frequéncias vibracionais dos
carbonatos de tipo A (v3(CO3%)a), dando assim origem a resultados erréneos (Madupalli

etal., 2017).

De acordo com Patonai et al. (2013), os valores delC e de C/P para amostras de
0sso arqgueoldgico devem situar-se nos intervalos 2,84-3,78, e 0,10-0,33, respetivamente.
Para a amostra arqueoldgica analisada no presente estudo obteve-se um valor
ligeiramente mais baixo para IC (2,800) e C/P igual a 0,273. Em relagdo as razGes C/C e API
ndo se podem tirar conclusdes, pois ndo existem dados na literatura para comparacdo. O
valor medido para BPI é oposto ao que seria esperado, pois teve um valor inferior aos
valores médios da restante amostra (0,596 < 1,110 e 1,188). Em concordancia com as
conclusdes retiradas acima, a amostra de osso arqueoldgico deveria apresentar um valor
de BPI mais alto. Por outro lado, enquanto as amostras de osso forense agora estudadas
foram retiradas de fémur e Umero, a amostra arqueoldgica foi obtida a partir de uma
clavicula e, em conformidade com outros estudos (Child, 1995; Jans et al., 2004), o fémur

e o Umero sao mais resilientes aos efeitos diagenéticos devido ao seu tamanho e robustez.
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5. Conclusédo

5. Conclusao

O desenvolvimento de novos métodos para a estimativa do PMI a partir de restos
esqueléticos é absolutamente essencial em contextos forenses. Os constituintes organicos e
inorganicos do tecido ésseo fornecem um espetro de infravermelho caracteristico, sendo
assim o método de FTIR-ATR extremamente adequado para fornecer informacgGes detalhadas
sobre amostras de osso. Alem disso, trata-se de uma técnica ndo destrutiva, pouco
dispendiosa, que necessita de pequenas quantidades de amostra para andlise e ndo requer
qualquer tipo de preparagdao da amostra.

A aplicacdo dos indices espetrais BPI, API, IC, C/C e C/P em amostras de Umero e fémur
teve como objetivo implementar um novo método para a estimativa do Intervalo Postmortem
(PMI). Neste sentido, foi necessdrio comparar os valores obtidos para as amostras ésseas,
constatando-se que existe uma variagao intraindividual dos indices em estudo, sendo por isso,
imprescindivel que as futuras equipas de investigacdo adotem o mesmo tipo de amostragem
para, posteriormente, haver uma possivel comparacdo de dados.

Alteracdes na bioapatite afetam diferentes componentes 6sseos de diferentes formas,
todas elas com implicacBes in vivo, nas altera¢des postmortem e na diagénese (LeGeros, 1991;
Lee-Thorp, 2002). O aumento de carbonato na matriz éssea ndo sé implica um aumento do
BPI como também do C/P, mas representa um decréscimo ao nivel da cristalinidade no osso,
uma diminuicdo do indice C/C e resultados deturpados em relacdo ao API. Ha estudos que
avaliaram a precisdo com a qual os indices C/P e IC representam os processos diagenéticos,
concluindo que estes indices ndo sdo métodos vidveis para avaliar as alteracdes na rede
cristalina (Stathopoulou et al., 2008; Trueman et al., 2004; Trueman et al., 2008). Em relacao,
a amostra de osso arqueoldgico seria necessario uma maior amostragem para poder discutir
e tirar conclusdes sobre os resultados obtidos e, também, recolher uma amostra do mesmo
tipo de peca dssea que as restantes.

Em relacdo aos efeitos do sexo e idade, a maioria das correlagGes estatisticamente

significativas correspondem ao sexo feminino, para o qual as amostras tém idades
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compreendidas entre os 50 e os 97 anos. A idade tem implicacdes na matriz éssea e com o
progresso da idade a morte a estrutura cristalina torna-se mais desordenada com cristais de
menores dimensdes, devido ao incremento de carbonato do tipo B, sobretudo em individuos
do sexo feminino (Pedrosa, 2019). Portanto, os resultados obtidos podem ser atribuidos a
idade avancgada dos individuos que constituem a amostra. Seria Gtil realizar um estudo com
uma amostra de individuos de varias idades (ndo-adultos e adultos), para um melhor
entendimento das variacdes do carbonato, apds o sepultamento, tanto nos restos
esqueléticos como no solo.

E necessario ainda efetuar mais estudos com os parametros em causa em relagdo ao
PMI. Os estudos ja existentes sdo escassos e apenas retratam o IC e o C/P sem terem em conta
outros fatores com possiveis efeitos nesta relagdo como o sexo e idade. E imprescindivel
realizarem-se estudos, ndo s6 com outros indices mas também para poder perceber quais os
efeitos dos parametros do perfil bioldgico na relagdo dos indices com o PMI e até mesmo de
patologias associadas ao tecido dsseo.

Em suma, a analise por FTIR-ATR permite recolher informacgdes importantes sobre as
propriedades quimicas do tecido ésseo e compreender melhor como elas se alteram,
nomeadamente a partir das variagdes ao nivel do conteddo em carbonatos sendo assim muito
Uteis a Antropologia Forense. Os indices IC e C/C mostraram ter um grande potencial para a
estimativa do PMI, sobretudo no sexo feminino (controlando os efeitos do sexo e idade). Os
conhecimentos adquiridos a partir deste estudo sdo inovadores, mas esta investigacdo deverd
ser continuada de modo a poder confirmar os presentes resultados e conclusées, atingindo-

se assim um melhor entendimento da tematica desta dissertacao.
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Apéndices
Tabela A.1. Lista de individuos, de ambas as cole¢des (CEI/XXI e Colecdo de Escravos
Africanos do Valle da Gafaria de Lagos) utilizados neste estudo.

ID PMI Sexo Idade a ID PMI Sexo Idade a
morte morte
1 20 F 64 45 20 F 84
2 20 F 60 46 23 M 84
3 19 F 80 47 20 M 57
4 19 F 76 48 19 M 89
5 19 F 73 50 20 F 89
6 19 M 85 51 20 M 70
7 19 F 86 52 20 F 85
8 19 F 83 53 20 F 77
9 19 M 88 54 19 F 97
10 19 F 68 55 19 F 87
11 19 M 61 56 20 F 87
12 19 M 76 57 21 M 85
13 19 F 68 58 21 M 60
14 19 M 34 59 21 F 85
15 19 M 88 60 21 M 95
16 19 F 88 61 21 F 82
18 19 M 74 62 20 M 60
19 19 F 72 63 20 M 64
20 20 F 92 65 20 F 81
21 19 M 84 67 20 F 91
22 19 F 61 68 20 F 89
23 19 M 74 69 24 F 83
25 22 F 83 70 24 F 90
27 22 M 79 71 20 M 67
28 22 M 78 72 20 M 81
29 22 M 74 73 20 F 92
30 22 M 44 74 25 M 43
31 22 F 90 75 20 F 86
33 22 M 78 76 20 F 60
34 22 M 33 78 19 M 38
35 20 M 75 79 20 M 74
36 23 M 65 80 19 F 88
37 23 F 86 81 19 F 96
38 20 F 50 82 21 F 96
39 20 M 90 83 19 M 61
40 20 F 95 84 19 F 76
41 20 M 92 85 20 F 89
42 20 M 34 87 20 F 83
43 20 M 72 88 19 F 80
44 23 M 82 89 20 F 83
i PAVd’09 560 Indeterminado  Adolescente
M - Masculino ID.25

F - Feminino
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Tabela A.2. Resultado dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre os indices calculados (IC, API, BPI, C/C e C/P) do fémur e do Umero
e o PMI, para a amostra total.

IC API BPI c/c c/p

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

PMI
Fémur 80 0,488 -0,079 0,095 0,188 0,169 0,155 0,657 0,050 0,350 0,106

Umero 80 0,001 -0,354 0,930 -0,010 0,095 0,189 0,030 -0,244 0,277 0,124
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Tabela A.3. Resultado dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre os indices calculados (IC, API, BPI, C/C e C/P) do fémur e do Umero
e o PMI controlando os efeitos do sexo, para a amostra total e organizado de acordo com o sexo.

IC API BPI c/c c/p

Sexo p-value r p-value r p-value r p-value r p-value r

Feminino 0,273 -0,171 0,026 0,339 0,025 0,342 0,373 -0,139 0,043 0,310

PMI Fémur
Masculino 0,920 -0,017 0,342 0,161 0,824 0,038 0,326 0,166 0,938 0,013

Feminino 0,003 -0,446 0,548 0,094 0,058 0,291 0,014 -0,373 0,155 0,220

Umero

Masculino 0,092 -0,281 0,682 -0,070 0,476 0,121 0,508 -0,112 0,705 0,064
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Tabela A.4. Resultado dos coeficientes da correlagdo parcial entre os indices calculados (IC, API, BPI, C/C e C/P) do fémur e do Umero e o
PMI controlando os efeitos do sexo e da idade, para a amostra total organizados de acordo com o sexo.

API
Sexo p-value r p-value r p-value r p-value r p-value r

Feminino 0,558 -0,093 0,024 0,347 0,052 0,303 0,666 -0,069 0,090 0,265

PMI Fémur
Masculino 0,933 -0,015 0,341 0,164 0,718 0,062 0,360 0,157 0,889 0,024
Feminino 0,004 -0,437 0,346 0,149 0,056 0,297 0,033 -0,330 0,147 0,228

Umero
Masculino 0,105 -0,274 0,741 -0,057 0,437 0,134 0,503 -0,115 0,655 0,077
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