UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Cristiana Romao Monteiro

MORE THAN MEETS THE EYE
ALTERACOES NA DENSIDADE MINERAL OSSEA
COM O AUMENTO DA TEMPERATURA

Dissertacdo no ambito do Mestrado em Evolucao e Biologia
Humanas orientada pela Professora Doutora Maria Teresa
Ferreira e pelo Doutor Francisco Curate e apresentada ao
Departamento Ciéncias da Vida da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Agosto de 2019



Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
da Universidade de Coimbra

MORE THAN MEETS THE EYE

ALTERACOES NA DENSIDADE MINERAL
OSSEA COM O AUMENTO DA
TEMPERATURA

Cristiana Romao Monteiro

Dissertagdo no &mbito do Mestrado em Evolugéo e Biologia Humanas orientada pela Professora
Doutora Maria Teresa Ferreira e pelo Doutor Francisco Curate e apresentada ao Departamento
Ciéncias da Vida da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Agosto de 2019

UNIVERSIDADE b

COIMBRA






Agradecimentos

O presente trabalho, apesar de apresentar autoria de apenas uma pessoa, ndo
poderia ter sido realizado sem o contributo de muitas outras. Em primeiro lugar, tenho de
agradecer aos meus orientadores, Doutor Francisco Curate, Doutor David Gongalves e
Professora Doutora Maria Teresa Ferreira, pela confianca que depositaram em mim para
desenvolver este tema, pelo incentivo, pelo apoio e ajuda para arranjar solucGes em
situacBes menos felizes, nomeadamente na paragem de funcionamento da maioria dos
equipamentos aqui utilizados, pelas criticas construtivas e pela partilha dos seus
conhecimentos, constantes e essenciais para o desenvolvimento desta tese.

N&o podia deixar de agradecer a Doutora Anabela Albuquerque e a Técnica de
Diagnostico e Terapéutica lzilda Ferreira, do servico de Medicina Nuclear do Centro
Hospitalar da Universidade de Coimbra, por toda a disponibilidade e simpatia e pela
assisténcia nas medicGes de densitometria bifotdnica.

Ao Laboratorio de Antropologia Forense, por me permitir realizar a tese com uma
amostra da Colecdo de Esqueletos Identificados do Século XXI e pelo bom ambiente e
camaradagem no “local de trabalho”. Ao Centro de Investigagdo em Antropologia e
Saude, nomeadamente ao Doutor Vitor Matos, pela disponibilizacdo de materiais
essenciais a realizacdo deste projeto. Ao Professor Doutor Luis Batista de Carvalho, por
me receber na Unidade de 1&D Quimica-Fisica Molecular e disponibilizar o equipamento
de FTIR-ATR, necessario a realizacdo de espectroscopia de infravermelho.

A Carolina e a Cristiana, por me terem incentivado a ter vida social durante os
dois anos de mestrado. A todas as pessoas de que me aproximei neste ultimo ano, pela
ajuda, pelo incentivo, pelos desabafos, pela amizade e por me relembrarem que existe
sempre alguém a quem as situagfes correm pior durante a tese e que esse alguém era
“eu”! A Catarina, por ser a minha parceira de laboratorio e pela ajuda na componente
pratica deste trabalho. Ao Calil, pela companhia nas longas horas tardias durante a
realizacdo das queimas, por todos os esclarecimentos e por me incentivar sempre a ser
melhor. Aos meus colegas do Mestrado em Evolugdo e Biologia Humanas e da Pos-
graduacdo em Antropologia Forense, pela amizade e apoio nestes dois anos. Todos vocés

foram imprescindiveis para a realizacao desta tese.



Por altimo, aos meus pais, por todos os sacrificios. Posso ndo vos agradecer tanto
e tdo regularmente como deveria, por isso esta € a minha deixa para vos demonstrar a

minha eterna gratiddo. Também, a restantes familiares e amigos, por todo o apoio.



Resumo

A queima de restos humanos € uma pratica funeraria comum em contextos
arqueoldgicos, mas restos queimados podem também estar associados a acidentes, crimes
ou desastres em massa. De modo a compreender as alteragcdes no 0sso provocadas pelo
aumento da temperatura, tém sido realizados varios estudos debrugando-se tanto sobre a
macroscopia como a microestrutura do 0sso. Uma técnica que estuda a parte mineral
Ossea, mais precisamente a sua densidade, é a DXA (densitometria bifotdnica), sendo
utilizada em contexto clinico para o diagnostico da osteoporose.

Com este estudo pretendeu-se determinar até que ponto é exequivel a analise da
densidade mineral 0ssea em 0ssos queimados e assim legitimar inferéncias ao nivel da
paleopatologia, nomeadamente acerca da detecdo de osteoporose. Para o efeito aplicou-se
a DXA ao estudo de ossos queimados. Numa primeira abordagem, foi necessario entender
o efeito que a possivel assimetria bilateral e a aplicacdo de consolidante tém sobre o
elemento 0sseo. De seguida, estudaram-se as alteracdes que ocorrem no 0SSO com 0O
aumento da temperatura, através de analises densitométricas. Procurou-se também
avaliar, através de analises de infravermelho, se existe alguma correlacdo entre a
cristalinidade do 0sso, queimado a diversas temperaturas maximas, e a densidade mineral
0ssea.

Para tal, foram selecionados trés elementos dsseos (fémur, patela e primeiro
metatérsico) de duas amostras. Uma constituida por 6 esqueletos femininos e 6 esqueletos
masculinos, previamente queimados, a diferentes temperaturas. Outra constituida por 5
esqueletos femininos e 5 esqueletos masculinos, que foram queimados durante este
estudo, a temperaturas maximas de 600°C, 700°C, 800°C, 900°C e 1000°C.

Observou-se assimetria bilateral entre antimeros para todos os indicadores e 0
consolidante aplicado influenciou as medicdes de densitometria nas zonas
intertroncantérica e total do fémur. Na anéalise pré- e pos-queima, a densidade mineral
6ssea (DMO) aumentou com o aumento da temperatura maxima da queima. Ademais, 0
indice de cristalinidade (IC) aumentou com o incremento da temperatura maxima da

queima até aos 800°C, estabilizando nas queimas de 900°C e 1000°C. N&o foram



encontradas correlacfes relevantes entre os varios indicadores e as variaveis temperatura
e IC. Portanto, este Ultimo ndo revelou ser um bom proxy para a densidade mineral dssea.

Este estudo serviu como um teste preliminar ao potencial dos estudos de
densidade mineral dssea em o0ssos queimados, evidenciando que alguns indicadores,
nomeadamente as zonas ‘“Neck” e “Ward” para a area e conteudo mineral 6sseo (CMO) e
as zonas “Inter” e “Total” para a DMO, poderao conter alguma utilidade apesar das
alteracBes térmico-induzidas. Trabalhos futuros, com um aumento significativo da

amostra, permitirdo retirar conclusées mais sélidas sobre esta quest&o.

Palavras-chave: Antropologia Biol6gica, Antropologia Forense, DXA, FTIR-ATR,
indice de cristalinidade, ossos queimados.



Abstract

The burning of human remains is frequently found at archaeological sites,
however burned remains can also be associated to recent events such as accidents, crimes
or mass disasters. In order to understand bone alterations due to increasing temperature,
there have been several studies that focus not only on the macroscopy but also on the
microstructure of bone. A methodology that allows the study of the mineral part of the
bone, more precisely its density, is DXA (Dual X-ray Absorptiometry),being used under
clinical environments in order to diagnose osteoporosis.

With this study, we intended to determine how practicable bone mineral density
analysis is in burned bones and therefore legitimize inferences on paleopathology, namely
on the detection of osteoporosis. For that purpose, DXA was applied to the study of
burned bones. In a first approach, it was necessary to understand the effect of bilateral
asymmetry and preservative application on bone analyses. Then, bone alterations due to
increasing temperature were studied, through densitometry analysis. Also, through
infrared analysis, correlations between bone mineral density and bone crystallinity were
investigated according to heat increment.

For such purpose, three bones were selected (femur, patela and first metatarsal)
from two sets of samples. One of them was composed of six female skeletons and six
male skeletons, previously burned, at different temperatures. The other was composed of
five female skeletons and five male skeletons, burned during this study at maximum
temperatures of 600°C, 700°C, 800°C, 900°C and 1000°C.

Bilateral asimmetry between antimeres was observed for all indicators and
preservative application influenced densitometry measurements at the intertrochanteric
and total femur regions. Bone mineral density increased with increasing maximum
burning temperature. Moreover, crystallinity index augmented alongside to increasing
maximum temperature up to 800°C, stabilizing at higher temperatures. Relevant
correlations weren’t found between the several indicators, maximum temperature and
crystallinity index. Therefore, the latter cannot act as a good proxy for bone mineral

density.



This study is a peliminary test to the study of burned bones mineral density,
highlighting the possible analytical potencial of some indicators, namely “Neck” and
“Ward” regions for area and mineral density content; and “Inter”” and “Total” regions for
bone mineral density. Results suggest that these regions may be of use regardless of burn
alterations. Future studies, with a significant sample increase will allow for more solid

conclusions to be withdrawn on this matter.

Key-words: Biological Anthropology, Forensic Anthropology, DXA, FTIR-ATR,

crystallinity index, burned bones.
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1. Introdugéo

1. Introducao

O estudo de ossos submetidos a elevadas temperaturas é essencial para
compreender este processo tafonomico. Este € um tema importante tanto em contextos
arqueoldgicos como forenses, pois 0 processo de queima ocorre em Varias
circunstancias, como por exemplo ao nivel das praticas funerérias encontradas no
registo arqueologico ou a utilizacdo do fogo para destruicdo de provas fisicas
(nomeadamente cadaveres) em casos forenses (Waterhouse, 2010; Cordner et al., 2011;
Alunni et al., 2014; De Becdelievre et al., 2015).

A necessidade do estudo destes processos advém das varias alteracBes que
podem ocorrer num 0sso, desde microscopicas (Forbes, 1941; Posner, 1969; Bonucci e
Graziani, 1975; Herrmann, 1977; Bradtmiller e Buikstra, 1984; Shipman et al., 1984) a
macroscopicas (Baby, 1954; Binford, 1963; Thurman e Willmore, 1981; Shipman et al.,

1984) e que dificultam a analise antropologica.

Um grande nimero das propriedades afetadas pela queima de ossos tem sido
amplamente estudado (Thompson, 2004), no entanto ainda n&o foi estudada a
associacdo entre a temperatura e a densidade mineral Ossea. Esta analise pode ser
realizada utilizando as mesmas técnicas utilizadas para a medicdo de densidade mineral
6ssea em contextos clinicos ou epidemiol6gicos e utilizando diferentes o0ssos. A
avaliacdo da densidade mineral dssea em 0ssos queimados podera facultar novos dados
para a compreensdo do processo da queima e do seu efeito no 0sso, assim como para 0

auxilio da estimativa do perfil bioldgico.

1.1. Estado da arte

1.1.1. O o0ss0 enguanto Orgdo: Composicdo e
organizacao

O osso é um 6érgdo dinamico essencial para o normal funcionamento do corpo

humano. As suas caracteristicas tornam-no vital nas fungdes de locomocdo, suporte,



More than meets the eye

regulacdo de homeostase mineral, protecdo dos Orgdos internos e reserva de calcio
(Einhorn, 1996; Cullinanne, 2000; Marks e Odgren, 2002). Observa-se, portanto, uma
relagdo forma-funcdo na arquitetura do osso (Cullinane e Einhorn, 2002).

O 0ss0 é constituido por tecido 6sseo, que por sua vez € composto por uma fase
organica (que compreende cerca de 70% do tecido), uma fase inorganica (compreende
cerca de 25% do tecido) e agua. A fase organica € composta por colagénio tipo-I,
proteinas ndo-colagénicas e outras células. A componente inorganica € composta, em
cerca de 95%, por um mineral de fosfato de calcio, analogo a cristais de céalcio de
hidroxiapatite (Caio(PO4)s(OH),) impregnada com impurezas (restantes 5%). Este
cristal apresenta uma forma plana, com um comprimento entre 20 e 80 nm, 0 que 0
torna muito reactivo, uma vez que as suas impurezas podem substituir grupos quimicos
da hidroxiapatite (Einhorn, 1996; Marks e Odgren, 2002).

O tecido 06sseo pode ser dividido em tecido priméario (“woven”, ou tecido
imaturo/ndo-lamelar) e tecido secundario (ou tecido maduro/lamelar) que resulta da
remodelagdo do tecido primério. Ainda, o tecido primario contém cristais com um
tamanho médio inferior ao do tecido lamelar e, consequentemente, estd menos
mineralizado. Assim, uma vez que na altura do nascimento todo o0 0sso € constituido por
0ss0 ndo-lamelar e vai sendo substituido, ao longo dos anos, por 0sso lamelar, infere-se
gue os ndo-adultos e adultos irdo ter estados de mineralizacdo diferentes, pois possuem
cristais com tamanhos diferentes. N&o obstante, apesar de o esqueleto, eventualmente,
atingir a maturidade esquelética, ou seja, o término da formac&o 6ssea, 0 0sso continua
a remodelar-se ao longo da vida. Assim, o tecido formado inicialmente (ndo-lamelar) é
um aglomerado desorganizado de proteinas colagénicas e ndo-colagénicas que
provocam a precipitacdo de minerais. Apos a sua remodelacéo, o tecido ésseo (lamelar)
apresenta-se organizado em camadas de minerais (Einhorn, 1996).

Em termos de arquitetura 6ssea, o tecido 6sseo pode ser organizado em tecido
trabecular (esponjoso) e tecido cortical (compacto). O tecido esponjoso apresenta
apenas um quarto (1/4) da massa do tecido cortical, organizando-se numa grelha porosa
tridimensional, orientada ao longo de linhas de estresse. Este tipo de tecido encontra-se
maioritariamente nas extremidades dos 0ssos longos ou em 0ssos curtos e em alguns
0ssos irregulares e planos (Einhorn, 1996). Estes dois tipos de osso tém funcdes

diferentes; nomeadamente, 0 0sso esponjoso realiza sobretudo fungdes metabdlicas,
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enquanto o osso cortical realiza maioritariamente funcbes mecanicas e de protecédo
(Marks e Odgren, 2002).

1.1.1.1. Efeito da diageénese: recristalizacdo e
porosidade
Uma vez depositados no ambiente, 0s 0ssos sofrem processos postmortem, que
resultam em alteracGes fisicas e quimicas — diagénese (Keenan e Engel, 2017).
Nomeadamente, estes processos provocam a perda gradual da matéria organica
(principalmente colagénio), o que aumenta a porosidade no 0sso. Por sua vez, este
aumenta a area de contacto com a 4gua no ambiente de deposi¢do, 0 que promove a
substituicdo de iBes na molécula de apatite, ocorrendo recristalizacdo. Varios autores
reportaram um aumento no tamanho dos cristais (Tuross et al., 1989; Schoeninger et al.,
1989; Trueman et al., 2004) e aumento de cristalinidade (Schoeninger et al., 1989;
Hedges et al., 1995; Nielsen-Marsh e Hedges, 2000).

O impacto da diagénese no 0sso, ou seja, no seu estado de preservacao, tem sido
medido através de varios métodos (Schoeninger et al., 1989; Nielsen-Marsh e Hedges,
1999; Nielsen-Marsh e Hedges, 2000; Keenan et al., 2015), entre 0s quais a
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Stiner et al.,
2001; Stathopoulou et al., 2008; Lebon et al., 2010; King et al., 2011). Para o efeito,
varios indices quimiométricos tém sido utilizados, com particular destaque para o indice
de cristalinidade (IC) (Weiner e Bar-Yosef, 1990).

Apesar de haver alteracdes na cristalinidade do osso através da diagénese, este
ndo é o Unico evento em que ocorre este tipo de processo. Também quando submetido a
elevadas temperaturas, a estrutura dos cristais no 0sso é alterada, como ira ser discutido

mais a frente (Capitulo 1.1.2.1).

1.1.2. Ossos submetidos a elevadas temperaturas

Frequentemente, os restos humanos evidenciam sinais de terem sido expostos a
elevadas temperaturas, cujas causas podem ser diversas, como cremacfes, queimas
acidentais, tentativas de ocultar um crime, desastres, entre outras (Waterhouse, 2010;
Cordner et al., 2011; Alunni et al., 2014; Becdelievre et al., 2015).
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Na Europa existem cremacdes humanas desde o Mesolitico (Arts, 1987 in
Schurr et al., 2015) até a atualidade, no entanto, o registo da cremacdo mais antiga é
atribuido a um contexto australiano, no Lago Mungo, tendo sido proposta uma datacao
de 40.000 anos (Bowler et al., 2003).

As cremacdes consistem na queima de um corpo e a sua intensidade esta
dependente de, entre outros, trés principios basicos mais importantes: temperatura,
duracdo e (disponibilidade de) oxigénio. A cremacdo pode ter como resultado um
processo completo, com oxidacao total do esqueleto ou um processo parcial (McKinley,
2015; Schurr et al., 2015).

O estudo destas praticas comecou por ter um objetivo arqueoldgico (Webb e
Snow, 1945 in Symes et al., 2015), de modo a elucidar sobre o seu processo, com a
finalidade de interpretar padrbes culturais. N&o obstante, foram esses estudos que
contribuiram com os conteldos basicos necessarios para o estudo de 0ssos queimados

em contexto forense (Symes et al., 2015).

Tanto para a antropologia das popula¢des do passado como para a antropologia
forense, 0s 0ssos queimados impdem um grande problema. As elevadas temperaturas,
ndo sé provocam alteracdes fisicas e quimicas, macroscopicas e microscopicas no 0sso,
mas também promovem elevados niveis de fragmentacdo, porque o tornam mais
quebradico (Waterhouse, 2013a; Waterhouse, 2013b; Waterhouse, 2013c).

1.1.2.1. Cristalinidade e porosidade: alteracoes
provocadas pelo fogo na microestrutura
Quando submetidos a elevadas temperaturas, 0s 0ssos sofrem variadas alteragdes
como mudanca de cor, perda de volume, fraturas ou porosidade (Thompson, 2004). A
mudanca de cor, juntamente com o padrdo de fraturas, constitui um grupo de alteracGes
de segundo nivel, caracterizado por alteracbes macroscopicas. Por outro lado, as
alteracdes microscopicas sdo denominadas por alteracfes de primeiro nivel (Thompson
e Ulguim, 2016).

Uma das alteracbes que tem ganho protagonismo na ultima década, e que
importa analisar neste estudo, remete para as alteracbes ao nivel da componente
inorganica do 0sso, ou seja, 0 modo como o0 aumento da temperatura altera a parte

mineral do 0sso.
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A organizacao do 0sso, e mais especificamente, a sua parte inorganica ja foram
descritas na seccdo 1.1.1. Deste modo, verifica-se que o0 0sso fresco (ou seja, sem ter
sofrido nenhuma alteracdo) apresenta uma estrutura mineral fracamente organizada e
contendo cristais de pequeno tamanho. Por outro lado, quando o 0sso é recristalizado
(por diagenese ou por exposicdo a elevada temperatura), essa estrutura mineral torna-se

cada vez mais organizada e os cristais aumentam de tamanho (Thompson et al., 2011).

Varios estudos reportam que nao existem grandes alteracfes na parte mineral do
0ss0 até aos 500°C. Com um aumento de temperatura até aos 100°C, o0 0sso perde agua
constituida por fracas ligagGes, seguido por uma segunda fase em que perde &gua
fortemente ligada a estrutura mineral, até aos 250°C (Etok et al., 2007). Segundo Person
et al. (1996), as alteracBes nesta componente s6 comecam com a perda da matéria
organica do 0sso que expde a parte mineral, pois funciona como uma protecao a matéria
inorganica. Esta perda prolonga-se até por volta dos 500°C, sendo que aos 600°C toda a
matéria organica foi geralmente destruida, associada ao aumento do tamanho e
espessura dos cristais (Etok et al., 2007; Figueiredo et al., 2010). Também perto dos
500°C, a combustdo da matéria organica esta associada a formacdo de alguma
quantidade de “carvao” (Etok et al., 2007) caracteristico da cor negra visivel no 0sso a
esta temperatura. A partir desta temperatura, também esse “carvao” ¢ destruido e os
cristais continuam a aumentar de tamanho até aos 800°C (Etok et al., 2007). No entanto,
outros autores afirmam que no intervalo dos 700°C-850°C é que existe um evidente
crescimento dos cristais (Piga et al., 2008) Ao atingir os 900°C a matriz 6ssea torna-se
completamente cristalina com um aspeto amorfo e granular (Castillo et al., 2013), como

resultado da sinterizacdo e fusdo dos cristais (Ellingham et al., 2015).

Em 2004, Thompson organizou estes varios eventos provocados pelo aumento
da temperatura, redefinindo as amplitudes de temperatura das quatro etapas de
degradacdo dssea térmico-induzida proposta por Mayne Correia (1997). Numa primeira
fase ocorre Desidratacdo, que consiste na perda de agua, entre os 100°C e os 600°C;
seguido de Decomposicdo, perda da componente organica, entre os 300°C e os 800°C;
numa terceira fase desenrola-se uma Inversdo, onde ocorrem alteracbes na fase
inorganica, entre os 500°C e os 1100°C e por ultimo a Fusdo, caracterizada pela
coalescéncia dos cristais, que ocorre em temperaturas superiores aos 700°C (Thompson
etal., 2013).
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O IC tem sido usado para avaliar as alteracdes de cristalinidade do osso. Este
pode ser medido utilizando difracdo de raio-X, FTIR e espectroscopia de Raman, no
entanto, estas metodologias produzem IC’s diferentes que ndo sdo passiveis de ser
diretamente comparados (Thompson et al., 2013). Além disso, é necessario ter alguma
cautela ao utilizar estas metodologias, uma vez que resultados obtidos para 0ssos
arqueoldgicos (com alteragOes diagenéticas) podem mimetizar resultados obtidos para
0ssos submetidos a baixas temperaturas, ndo sendo a sua diferenciagdo facil de fazer
(Pijoan et al., 2007; Piga et al., 2016).

O estudo da cristalinidade Ossea tem tido vérias aplicacfes tanto para a area
forense, como para a Bioarquelogia, uma vez que pode dar informagdes relativamente a
praticas funerarias, nomeadamente ao contexto de deposicdo do 0sso (ou esqueleto)
(Thompson, 2015).

A cristalinidade ndo é o Unico parametro da componente inorganica do 0sso a
sofrer alteracdes térmico-induzidas. Também a porosidade do 0sso apresenta variaces
em funcdo da temperatura a que é sujeito. Um estudo realizado por Figueiredo et al.
(2010) revelou que, em osso fresco humano, esta encontra-se em valores baixos (~9%),
refletindo um o0sso compacto. Verifica-se que com um aumento de temperatura a 600°C,
existe um aumento significativo de porosidade (porosidade ~47%), consistente com a
perda de d4gua e de matéria organica a que se assiste a esta temperatura. Aos 900°C
observou-se uma diminuicdo de porosidade (porosidade ~38%) e aos 1200°C s&o
atingidos valores semelhantes aos de 0sso fresco (porosidade ~11%). Esta diminuigéo
em porosidade surge como consequéncia do aumento em tamanho dos cristais
(Figueiredo et al., 2010).

Estas variacbes na microestrutura do 0sso, nomeadamente nos cristais e
porosidade, ao longo do aumento de temperatura, irdo influenciar a quantidade e
estrutura da componente mineral do osso (Figueiredo et al., 2010). Assim, a densidade
mineral Ossea, também ir4, possivelmente, variar quando esses dois fatores sao

alterados.

1.1.2.2. Medicao da cristalinidade no osso

A aplicacdo da espectroscopia de infravermelho ao estudo da cristalinidade
ocorreu na década de 1960 por Termine e Posner (Termine e Posner, 1966). No entanto,
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0 Seu Uso em 0ss0s queimados sO aconteceu mais recentemente (Stiner, 1995; Stiner,
2001; Munro et al., 2007). Esta técnica tem a vantagem de poder analisar amostras nos
trés estados fisicos, desde liquidos, gases, fibras, pos, entre outros (Stuart, 2004;
Thompson, 2009).

Este método baseia-se no conhecimento de que as ligagdes moleculares, sob
certas condicdes, sofrem vibracao, rotacdo e tor¢do. Assim, quando ha absorcdo de luz
proveniente de uma fonte de luz continua da regido do infravermelho, as ligacOes

moleculares sofrem transi¢des de vibracdo (Siebert e Hildebrandt, 2008).

A instrumentalizacdo da espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) consiste numa fonte que emite radiacéo, passando por um interferometro
e atravessa a amostra até ser detetada por um detetor (Stuart, 2004). O sinal é depois
amplificado e convertido em formato digital para ser transferido para o computador
(Stuart, 2004).

O FTIR aumentou a qualidade dos espectros e minimizou 0 tempo necessario
para a recolha dos dados (Stuart, 2004). Esta pode ser dividida em duas metodologias
para a analise de amostras sélidas: ATR (reflecdo total atenuada) e KBr (brometo de
potassio). Enquanto o primeiro analisa as alteragdes num feixe infravermelho
internamente reflectido em contacto directo com a amostra, 0 KBr utiliza um meio de

suporte de brometo de potassio para realizar as medi¢des (Thompson, 2009).

A técnica do ATR baseia-se no fendbmeno de reflecdo interna total (Stuart,
2004). O feixe de radiacdo ao atingir o cristal sofrera reflecdo interna total quando o
angulo de incidéncia na interface (amostra/cristal) é superior ao angulo critico. O angulo
critico surge da razdo entre os indices refractivos de duas superficies (Stuart, 2004;
Thompson et al., 2009; Mamede et al., 2018). O feixe perde energia no comprimento de
onda em que o material absorve radiagdo, em que essa radiacdo atenuada ¢ medida e
convertida numa funcdo de comprimento de onda, resultando no espectro de absorgédo
caracteristico da amostra (Stuart, 2004). Esse espectro traduz a quantidade de luz
absorvida, sendo expressa em unidades de absorvancia (eixo YY), enquanto a transi¢do

vibracional é traduzida em comprimento de onda, cm™ (eixo XX).

O FTIR-ATR é considerado mais vantajoso em relacdo ao KBr, pois a
preparacdo da amostra € mais rapida, 0 seu impacto nos resultados é reduzido e ha

minimizacao na variagdo do espectro quando obtido por véarios investigadores distintos
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(Thompson et al.,, 2009; Mamede et al., 2018). Por seu lado, problemas de
replicabilidade tém sido descritos na literatura para o0 modo KBr (Surovell e Stiner,
2001; Thompson et al., 2013).

Esta metodologia j& é amplamente utilizada em varios estudos para o calculo do
IC (Stathopoulou et al., 2008; Thompson et al., 2009; Thompson et al., 2011;
Thompson et al., 2013; Goncalves et al.,, 2018), permitindo, a avaliacdo da
cristalinidade do osso, através da medicdo da organizacao dos cristais no 0sso a partir de
bandas de fosfato (Thompson, 2015).

O IC é calculado através da equacéo:

Aggs + A
IC = ( 565 605)
Asgs
Em que o A corresponde & absorvancia num comprimento de onda x (nm™). Os
comprimentos de onda 565cm™ e 605cm™ correspondem a duas bandas de vibracdo de
fosfato, v4 PO, (Lebon et al., 2010; Thompson et al., 2013).

As primeiras aplicacdes do indice de cristalinidade remetem para a area da
arqueologia (Shemesh, 1990; Weiner e Bar-Yosef, 1990) na analise de sedimentos. O
Seu uso em 0Ss0S comegou com o objectivo de avaliar o grau de alteragdes diagenéticas
ocorridas (Weiner e Bar-Yosef, 1990; Stiner et al., 1995), permitindo comentar sobre a
qualidade do osso relativamente a preservacdo de evidéncias biomoleculares nessa
amostra. Ainda assim, apesar de aceite por muitos (Person, 1996; Fredericks et al.,
2012), existem autores que consideram que a correlacdo entre a preservacdo e a
cristalinidade do osso ndo é forte o suficiente para ser usada (Trueman et al., 2008;
Schwarz et al., 2009; Lebon et al., 2010).

A utilizacdo do IC em ossos queimados tem sido estudada na distin¢do entre
0ss0 queimado e 0sso ndo queimado (e.g., Pijoan et al., 2007), ossos queimados a
diferentes temperaturas (e.g., Squires et al., 2011), ossos queimados em diferentes
condigdes (e.g., Lebon et al., 2010), na estimativa da temperatura a que 0s 0ssos foram
queimados (e.g., Ellingham et al., 2015; Thompson, 2004; Thompson, 2005), entre
outros. Ainda assim, apesar do amplo campo de investigacdo desta area, a maioria dos
estudos apresentam amostras pequenas, dificultando a extrapolagéo dos seus resultados

para estudo em contextos diferentes (Thompson et al., 2011).



1. Introdugéo

1.1.2.3. Alteracdes na dimensao

Uma outra alteracdo térmico-induzida importante corresponde a dimensdo do
0ss0, uma vez que vai influenciar as medi¢des de densidade, pois estas sdo dependentes
da area em analise. As alteracdes na dimensao podem-se revelar através de aumento ou
diminuicdo do volume do osso (Thompson et al., 2017). A temperaturas mais baixas,
verificam-se pequenas alteracdes na dimensdo da pega Ossea. Por outro lado, com
temperaturas superiores, a partir dos 700°C, estas alteracdes verificam-se numa maior

escala (Thompson, 2005; Thompson et al., 2017).

Este tipo de alteracdo provoca uma inviabilidade na utilizacdo de métodos
métricos “tradicionais” para a estimativa do sexo ¢ idade a morte de individuos; tendo-
se tentado criar outros mais especificos a ossos calcinados (Van Vark et al., 1996;
Wahl, 1996; Goncalves, 2011; Gongalves et al., 2013).

Aparentemente, os métodos morfoldgicos para a estimativa destes parametros
ainda sdo passiveis de se utilizar uma vez que a alteracdo da dimensdo do 0sso nédo
modifica os caracteres utilizados, apenas altera a sua dimenséo, continuando a estarem

presentes (Thompson, 2005).

1.1.3. Densidade Mineral Ossea

A medicdo da densidade mineral 6ssea foi introduzida em 1890 numa publicacdo

sobre trabalhos dentarios, utilizando técnicas radiograficas (Dennis, 1987 in Lewiecki e
Binkley, 2017).

No entanto, s6 na década de 1960 é que se assistiu ao primeiro grande
desenvolvimento desta metodologia, com a introducdo da Single-Photon
Absorptiometry (SPA) (Cameron e Sorenson, 1963). Esta técnica utiliza um feixe
fotonico monocromatico e de baixa energia (gerado por um radioisétopo) para medir a
energia absorvida pelo o0sso. A energia medida é assumida como diretamente
proporcional ao contelldo mineral 6sseo, permitindo quantifica-lo (Cameron e Sorenson,
1963; Cohn et al., 1978). Enquanto considerada como um avango relativamente a

tecnologia anterior, a SPA tem em conta os efeitos dos tecidos moles que rodeiam o
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0sso (Cameron e Sorenson, 1963), no entanto, ainda estd limitada ao esqueleto

apendicular (e.g., radio e calcaneo) (Cohn et al., 1978; Lewiecki e Binkley, 2017).

O desenvolvimento seguinte na quantificacdo da densidade mineral dssea foi a
introducgdo da técnica Dual-Photon Absorptiometry (DPA). A DPA difere da SPA por
utilizar dois radioisotopos que emitem energia fotonica a niveis diferentes ou por
utilizar apenas um radioisétopo, mas que emite energia foténica a niveis diferentes.
Com esta nova técnica, a quantificacdo da densidade mineral 0ssea ja ndo estava
limitada apenas ao esqueleto apendicular, sendo possivel realizar medicao no esqueleto
axial. Ainda assim, a DPA apresentava limitagdes como a longa duragdo dos exames,
baixa resolucdo de imagem, degradacdo da fonte de radiacéo e baixa precisdo (Lewiecki
e Binkley, 2017).

Apesar de largamente utilizado em investigagdo, o DPA foi sendo substituido
pela Dual X-ray Absorptiometry (DXA). A DXA, ou densitometria bifotonica, utiliza
dois feixes de energia de fotdes com diferentes niveis de energia gerados por um tubo
de raio-X (Bonnick, 1998), permitindo uma maior discriminag&o entre os tecidos moles

e 0 0sso (Miller, 2017), relativamente as técnicas que a precederam.

A sua implementa¢do como “gold standard” deveu-se a varios fatores como
elevada preciséo e exatiddo, baixa exposicdo a radiacdo, curta duracdo do exame que
pode ser realizado em poucos minutos, baixo custo, facil preparagdo/instalacdo do
paciente (Blake e Fogelman, 2002; Blake e Fogelman, 2010; Schwarz et al., 2011;
Hwang et al., 2012; Lewiecki e Binkley, 2017; Miller, 2017). Assim, todas as vantagens
inerentes a esta técnica tornaram-na na principal metodologia para o diagndstico de
osteoporose, avaliacdo do risco de fratura e acompanhamento da resposta a tratamentos
(Blake e Fogelman, 2010). Nao obstante, existem varios estudos que relatam os erros

em exames utilizando DXA. (Blake e Fogelman, 2009; Carey e Delaney, 2017).

Atualmente, a DXA é a técnica de quantificacdo da densidade mineral dssea
mais utilizada, tanto em clinica como em investigacdo (Lewiecki e Binkley, 2017). No
entanto, apesar do seu grande uso, até ao momento ainda ndo foi aplicada a 0ssos
queimados. Todas as vantagens mencionadas acima, como a rapidez e baixo custo sdo
caracteristicas ideais para explorar uma nova metodologia para estudar 0ssos nesta
condicdo. Devido as alteragfes na microestrutura dos 0ssos queimados, nomeadamente

na composi¢do e organizagdo da componente mineral, € de esperar que a densidade
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mineral 6ssea também seja alterada. Ao utilizar a técnica de DXA em 0ssos queimados,
poderemos obter novos dados sobre as alteragdes que ocorrem na sua microestrutura e,

potencialmente, auxiliar em métodos de estimativa de perfil bioldgico.

1.1.3.1. Aplicacdo da DMO na estimativa do perfil
bioldgico
Apesar da densidade mineral 0ssea ter uma maior aplicacdo em clinica, também
ja houve tentativas, mais recentes, de a aplicar a contextos forenses e arqueoldgicos.
Estes estudos tém procurado correlacionar os valores da DMO com fatores
reprodutivos, a prevaléncia de fraturas ou a estimativa do perfil bioldgico,
nomeadamente com a ancestralidade, sexo e idade a morte (e.g., Castillo e Ruiz, 2011;
Curate et al., 2017; Navega et al., 2018; Paschall e Ross, 2018).

A estimativa do perfil biolégico do individuo € dificultada pelas alteragdes
fisicas provocadas nos 0ssos submetidos a temperaturas elevadas. A mudanca na forma
e a diminuicdo de volume sdo alguns dos fatores que irdo influenciar o uso de métodos
métricos para a estimativa do sexo e idade. Noutras situac@es, a fragmentacdo dos 0ssos,
ndo permite de todo a aplicabilidade destes métodos. Apesar de ja existirem estudos no
sentido de dar resposta a estes problemas (e.g., Gongalves et al., 2013), estes ainda nédo
sdo suficientes para chegar a uma estimativa precisa. Assim, o uso de densitometria em
casos de 0ssos queimados podera ser um método com potencial para contribuir com

novas informacdes capazes de estimar um perfil bioldégico mais rigoroso.

O dimorfismo sexual € uma caracteristica muito pronunciada em primatas, seja
através das diferencas em tamanho corporal ou no desenvolvimento do canino
(McPherson, 2013). No entanto, em humanos, essas diferengas sdo mais subtis, mas
ainda assim o esqueleto apresenta diferencas suficientes para um diagnostico acertado
na maioria dos casos (White et al., 2011), tendo sido desenvolvidos métodos
morfologicos e métricos para o realizar (e.g., Buikstra e Ubelaker, 1994; Frutos, 2005;
Dabbs e Moore-Jansen, 2010; Spradley e Jantz, 2011).

Relativamente a densidade mineral 6ssea entre sexos, verifica-se que em adultos,
é superior em homens, na maioria dos locais, como na area total e no colo femoral
(Henry e Eastell, 2000). Por outro lado, num estudo realizado em varios pares de

gémeos jovens adultos, ndo se verificaram diferengas entre sexos no colo femoral, mas
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0 sexo masculino apresentou maior DMO na zona do radio e o sexo feminino
apresentou maior DMO na zona lombar da coluna vertebral (Kelly et al., 1990). No
entanto, € de referir que a anélise destes dados deve ser feita com extrema caucgdo pois
os exames utilizando densitometria bifotonica, estdo dependentes da area em analise,
sendo influenciados pelo tamanho do osso. Portanto, a generalizacdo de que 0 sexo
masculino apresenta maior DMO do que o sexo feminino, relaciona-se com o facto de
que o primeiro, tendencialmente, apresenta um esqueleto maior e consequentemente

uma area de 0sso maior (Parsons et al., 1996; Seeman, 1998; Henry e Eastell, 2000).

A correlacdo entre a DMO e o sexo, com um objetivo de aplicacdo forense, foi
estudada por Castillo e Ruiz (2011). Neste estudo foram encontradas diferencgas entre
sexos, em que os homens apresentaram valores de DMO superiores aos das mulheres,
em todas as areas analisadas pela DXA. Mais recentemente, Curate et al. (2017)
propuseram modelos para a estimativa do sexo com base na &rea total da extremidade

proximal do fémur, medida pela DXA, que apresentaram precisao.

Também as quantidades da componente mineral dssea variam com a idade e séo
traduzidas pela taxa de mineralizacdo. Esta taxa é extremamente alta na vida in utero e
no inicio da infancia, moderadamente alta durante a inféancia, alta durante a adolescéncia
e apenas moderada durante a vida adulta. Ndo obstante, a mineralizacdo dssea e a
absorcdo dssea surgem relacionadas, de modo a garantir que existe disponibilidade de

minerais para cada estadio (Hillman, 1996).

Assim, estando a massa 0ssea dependente do tamanho do 0sso e da densidade do
tecido mineralizado (Bonjour e Rizzoli, 1996), pode-se generalizar a sua evolucao,
dizendo que a quantidade Gssea aumenta com o crescimento em ambos os sexos (Rodan
et al., 2002). Este valor atinge um pico na década dos 20 anos de idade do individuo e
comeca a decrescer no final da terceira década. Nas mulheres, verifica-se uma perda
rapida de quantidade éssea nos primeiros cinco a dez anos ap6s a menopausa, seguido
de um decrescimo lento. Por outro lado, nos homens, apds os 40 anos de idade, verifica-
se também um decréscimo lento (Melton, 1995 in Rodan et al., 2002; Rodan et al.,
2002; Wahner, 1996). Esta perda de massa 6ssea, ao longo da vida, é determinada pela
relagdo entre a quantidade de 0sso reabsorvido e a quantidade de osso formado (Rodan
et al., 2002).
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Castillo e Ruiz (2011) estudaram a relacdo entre a perda de massa 0ssea e a
idade. Neste trabalho, os autores concluiram que existe perda de 6ssea com o aumento
da idade, tendo esta atingido um pico maximo por volta dos 30-35 anos, e decrescendo a
partir dos 40 anos de idade. Ainda, foram sugeridas duas regressdes lineares (uma para
cada sexo) para estimar a idade, tornando-se esta numa nova tentativa de determinar a

idade atraves da medigdo da densidade.

Posteriormente, Curate et al. (2013a) tentaram determinar se esta técnica para
estimativa da idade era transversal a outras populacfes, utilizando uma amostra de
colecGes portuguesas. Este estudo revelou, para a amostra em estudo, um erro absoluto
superior a 10 anos, 0 que os autores ndo consideram como sendo aceitavel em contextos
forenses, uma vez que ja existem outras técnicas de estimativa de idade a morte que
apresentam o mesmo nivel de erro (Meindl e Lovejoy, 1985; Brooks e Suchey, 1990;
Lovejoy et al., 1985) e que os métodos através de dentes apresentam um erro menor
(Lamendin et al., 1992; Solheim 1993; Cameriere, 2004).

Mais recentemente, Navega et al. (2018) utilizaram a densitometria para a
aquisicdo de dados, com o objetivo de criar um método computacional estatistico para
estimativa da idade a morte. Esta nova metodologia, apesar de algumas limitacdes na
amostra, mostrou potencial na sua utilizacdo e futura exploracdo. Bethard et al. (2019)
testaram esta metodologia, encontrando uma baixa correlacdo entre a idade a morte

predita e a idade a morte real, aconselhando caucdo na sua utilizagdo.

1.2. Objetivos

Com o presente trabalho pretendeu-se estudar a influéncia da queima na
densidade mineral dssea. Pretendeu-se apurar o potencial para o desenvolvimento de um
método a aplicar ao estudo de ossos queimados, de modo a verificar quais 0s
contributos que pode dar para o estudo da densidade 6ssea, nomeadamente em casos de

osteoporose nas areas da paleopatologia em cremacoes.

Para além de se estudar a densidade e conteido minerais 6sseos antes e depois

da queima, pretendeu-se também averiguar qual a potencial assimetria bilateral em
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restos humanos e quais as suas implicagdes ao nivel da aplicacdo do método. Além
disso, também se pretendeu investigar a influéncia da aplicacéo do consolidante no 0sso
na recolha de dados de densitometria. Ainda, pretendeu-se estudar possiveis alteracdes
na cristalinidade, recorrendo ao calculo do indice de cristalinidade a partir da

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

As alteracbes serdo analisadas em trés ossos (fémur, patela e primeiro

metatarsico), de modo a perceber eventuais diferencas inter-osso na sua manifestagéo.

Por ultimo, a partir dos dados obtidos, tentou-se perceber quais as implicacbes
que estas alteracfes acarretam para uma possivel estimativa da idade a morte e do sexo

a partir da densidade mineral 0ssea.
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2. Material e métodos

2.1. Colecao de Esqueletos Identificados

do Século XXI

A Colecao de Esqueletos Identificados do Século XXI (CEI/XXI) resulta de um
protocolo realizado entre o entdo Departamento de Antropologia, atualmente integrado
no Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra, com a Cadmara Municipal de Santarém (Ferreira et al., 2014).
Esta colecdo é originaria do cemitério do Capuchos, localizado em Santarém e é
atualmente constituida por 302 individuos identificados. Estes individuos séo
acompanhados de registos de inumagdo, exumacdo, nome, idade a morte, sexo e
nacionalidade. No entanto, devido a protecdo de dados pessoais, 0 nome do individuo
apenas consta numa base de dados de acesso restrito e é-lhe atribuido um niimero em

série, com o qual é identificado (Ferreira et al., 2014).

Os individuos desta cole¢do apresentam idades a morte que variam dos 25 aos
101 anos e € composta por 162 esqueletos do sexo feminino e 140 esqueletos do sexo
masculino. Até ao momento, ainda ndo existe nenhum individuo ndo-adulto nesta

colecdo (Tabela 1).

Ferreira et al. (2014) referiram que a Colecdo de Esqueletos Identificados do
Século XXI apresenta um bom estado de preservacdo e de representacdo Ossea,
justificando a auséncia de alguns ossos pela falha em recuperar 0ssos mais pequenos

durante a exumagéo.

Englobada nesta colecdo, encontram-se alguns esqueletos experimentalmente
queimados que permitem investigacdes inéditas em restos humanos alterados por
elevadas temperaturas, recriando assim parcialmente o tipo de restos encontrados em
cenarios de fogo. Com este propdsito, até agora, ja foram queimados 42 esqueletos, de
ambos 0s sexos e a varias temperaturas. Os individuos desta sub-colecdo apresentam um
intervalo de idade a morte desde os 62 até aos 90 anos. Dos 25 esqueletos do sexo

feminino, o esqueleto com menor idade a morte apresenta 62 anos e o esqueleto com
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maior idade a morte apresenta 90 anos. Dos 17 esqueletos do sexo masculino, o
esqueleto com menor idade & morte apresenta 68 anos e o esqueleto com maior idade a

morte apresenta 88 anos.

Tabela 1:

Numero de esqueletos presentes na colecdo, por sexo e intervalo de idade.

[20-30] [30-40[ [40-50[ [50-60[ [60-70[ [70-80] [80-90[ [90-100[ [100-101]

T e T Q T Q T Q T Q T Q T Q T Q T Q

Feminino 1 0 2 0 3 0 4 0 14 1 27 5 69 17 37 1 2 0

Masculino 3 0 5 0 5 0 6 0 26 1 3 8 43 8 13 0 0 0

Totais 4 7 8 10 40 65 112 50 2

Total 300

T = total; Q = queimado

Nota: existe um esqueleto do sexo feminino (CEI/XXI_163) e outro do sexo masculino (CEI/XXI_121) com idade

desconhecida.

2.1.1. Escolha da amostra

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados, de ambas as lateralidades, 0s
fémures, patelas e primeiros metatarsicos de 12 individuos (6 masculinos e 6 femininos)
previamente submetidos a queima de metade do esqueleto da Colecdo de Esqueletos
Identificados do Século XXI. Foram ainda escolhidos outros 10 individuos (5
masculinos e 5 femininos) da mesma colecdo para realizar o processo de queima

(Tabela 2).

Estes ossos foram escolhidos com base em dois critérios: 1) o seu potencial para
a avaliacdo da DMO e 2) a sua preservacdo em contextos arqueoldgicos e forenses
envolvendo 0ssos queimados. Esta Gltima tende a ser melhor em 0ssos pequenos
(Goncalves, 2012; McKinley, 2015) como € o caso da patela e metatarsicos. No entanto,
estudos de DMO raramente incidem sobre estes dois elementos. No caso do fémur,
apesar da sua preservagdo ndo estar entre as mais elevadas, ele constitui 0 0sso mais

estudado ao nivel da DMO.
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No entanto, é de referir que os esqueletos disponiveis para estudo apresentam
idade avancgada, o que acarreta alguns problemas ao nivel da sua analise uma vez que
existe elevada probabilidade de apresentarem uma diminui¢do da densidade mineral
Ossea e a maioria dos 0ssos possuir ostedfitos. Além disso, a amostra € pouco
representativa ao nivel da distribuicdo etaria estando sub-representada por individuos de
idades jovens e médias. No entanto, este problema nédo era contornavel tendo em conta

que essas idades estdo elas proprias sub-representadas na CEI/XXI.

As analises de FTIR foram realizadas apenas na amostra de esqueletos para

gueimar, uma vez que se trata de uma analise pré- e pds-queima.

Tabela 2:

Amostra de esqueletos selecionada para estudo.

Esqueletos previamente queimados Esqueletos queimados neste estudo
Idade Idade Idade Idade
Feminino a Masculino a Feminino a Masculino a
morte morte morte morte
CEI/XXI CEI/XXI CEI/XXI CEI/XXI
73 88 68
5 15 13 11
CEI/XXI CEI/XXI CEIl/XXI CEIl/XXI
89 74 86 64
85 29 75 63
CEI/XXI CEI/XXI CEIl/XXI CEIl/XXI
88 75 89 85
Ne° dos 97 35 105 249
esqueletos CEI/XXI CEI/XXI CEI/XXI CEI/XXI
69 68 82 93
102 7 167 274
CEI/XXI CEI/XXI CEI/XXI CEI/XXI
82 78 78 90
161 86 269 276
CEI/XXI CEI/XXI
81 87
166 160
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2.2. Métodos

Da amostra escolhida, tal como mencionado acima, parte ja se encontrava
queimada, enquanto outra foi submetida ao processo de queima. Apds esta etapa, 0s
0ssos selecionados (fémur, patela e primeiro metatérsico) foram analisados através de
densitometria, de modo a obter os valores de area, DMO e CMO, para se realizarem
comparagOes nas suas alteracbes no mesmo 0sso antes e depois da queima e entre

antimeros.

Os resultados obtidos pela densitometria foram analisados estatisticamente.
Diferencas relativas entre os dois antimeros do mesmo individuo foram calculadas de
modo a explorar a assimetria bilateral caso a caso. Esta foi também explorada a partir de
testes estatisticos de forma a apurar eventuais diferencas estatisticas entre as duas
amostras. A mesma abordagem foi utilizada para investigar diferencas pré- e pos-
consolidacdo e diferencas pré- e pos-queima nos 0ssos em estudo. A andlise estatistica
foi realizada através do programa estatistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versédo 23 (SPSSInc, Chicago IL). Utilizou-se o teste de Wilcoxon, de modo a
medir diferencas entre os dois grupos em analise e teste de Spearman para avaliar

possiveis correlacfes entre os varios indicadores que serdo descritos de seguida.

2.2.1. Queima

Antes de se proceder ao processo de queima, 0s esqueletos escolhidos foram
exaustivamente analisados. Inicialmente, os esqueletos candidatos foram estudados de
modo a verificar a sua possibilidade para queima, evitando aqueles que apresentam
patologias, proteses ou caracteristicas de interesse para outros estudos. Foram ainda
excluidos todos aqueles cuja utilizacdo estad interdita pelas regras do Laboratério de
Antropologia Forense. Apo6s a selecdo dos esqueletos, foi realizado um inventério,
indicando quais as pecas 0sseas presentes/ausentes e 0 seu estado de preservagéo.
Posteriormente foram realizadas medigdes e pesagens de todos os 0ssos. Por ultimo, foi
realizado um registo fotografico e retiradas as amostras para FTIR (0 procedimento

apresenta-se infra).
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As queimas foram realizadas num forno elétrico Barracha K-3 trifasico 14A, a
temperaturas de interesse (Figura 1). As temperaturas maximas escolhidas foram 600°C,
700°C, 800°C, 900°C e 1000°C, pois correspondem a etapas com diferentes alteracfes
na microestrutura. A progressao do incremento de temperatura do forno foi registada
através de filmagem. De notar que apenas metade do esqueleto, ou seja, apenas uma

lateralidade, a direita, foi queimada.

Apds a queima, foi repetido todo o estudo realizado previamente a queima, de
modo a ficarem registadas todas as alteracdes que possam ter ocorrido, permitindo a

disponibilidade de dados para estudos futuros.

Como ultimo passo, as pecas 6sseas foram tratadas com consolidante, Primal

SF-016 AC-33, de modo a minimizar problemas futuros de conservagéo.

Figura 1. Disposicéo dos 0ssos no forno elétrico Barracha K-3 trifasico 14A.

2.2.2. Osteodensitometria

Para a analise da amostra, foram realizados exames de densitometria bifotdnica
(DXA), através de um osteodensitometro Hologic QDR4500 elite, no Centro Hospitalar
da Universidade de Coimbra (Figura 2), seguindo as recomendacdes protocoladas para o
seu uso. Em cada dia que o aparelho foi utilizado, realizou-se uma calibracéo antes de
se proceder aos exames com um fantomas de modo a garantir o controlo da qualidade
da analise do aparelho, uma vez que possui uma densidade conhecida pela Hologic
(Curate, 2011). Ap6s a calibracdo, o osso em analise foi colocado em posi¢do anatémica
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numa caixa de arroz. A caixa de arroz foi utilizada porque imita a densidade dos tecidos

moles, tal como reportado noutros trabalhos (e.g., Curate, 2011).

Figura 2. Osteodensitometro Hologic QDR4500 elite do Centro Hospitalar da Universidade de
Coimbra.

Para a obtencdo dos resultados do femur foram utilizados os programas Left Hip
e Right Hip, respetivamente, caso se tratasse do fémur esquerdo ou direito. Tanto para
as patelas como para os primeiros metatarsicos, foi utilizado o programa Lumbar Spine
porque ndo existe um programa especifico para estes dois 0ssos. Uma vez que todos 0s
programas correspondem a zonas do corpo, como anca ou coluna vertebral, coincidindo
com as areas de interesse para a densitometria clinica, foi necessario adapta-los as
andlises pretendidas. Assim, as patelas e primeiros metatéarsicos foram posicionados
sequencialmente, na vertical, de modo a “imitar” a posi¢do de vértebras numa coluna
vertebral. Como este programa avalia cada vértebra individualmente, nesta situacdo

também avalia cada peca 0ssea (patela ou primeiro metatarsico) individualmente.

Através dos exames aos fémures, foram obtidos os valores de area em cm?,
contetido mineral 6sseo (CMO) em gramas e densidade mineral 6ssea (DMO) em g/cm?
nas regides de interesse (ROI) area total (“Total”), colo femoral (“Neck™), trocanter
(“Troch™), regido intertrocantérica (“Inter”) e area de Ward (“Ward”) (cf. Apéndice 1).

Por outro lado, os exames realizados através do Lumbar Spine, indicam os valores de
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densidade mineral dssea (DMO) e conteddo mineral 6sseo (CMO) para a area total da

peca 6ssea (Figura 3).

Figura 3. Exemplo da analise realizada pelo densitometro, com foco nas areas em estudo. a)
Fémur com a ROI colo femoral a azul, a ROI trocanter a laranja, ROI intertrocanterica a verde e
ROI area total como a soma das zonas anteriores. b) Metatarsicos e patelas ilustrando a area
total.

A DXA fornece informagdes sobre o T-score e 0 Z-score. O T-score € calculado
pela diferenca entre a DMO mensurada (DMO) e a DMO em jovens adultos saudaveis
(com sexo e ancestralidade correspondente) (DMOr) em relagcdo ao desvio padréo da
populacdo de jovens adultos (Blake e Fogelman, 2009). O Z-score mede a distancia
entre o valor de DMO mensurado (DMO) e o valor médio de uma populagdo normal
apropriada (DMOam). Este valor é medido em unidades de desvio padrdo (Wahner,
1996). No entanto, o Z-score apenas é calculado para individuos com idade inferior a 85
anos, uma vez que esta é a idade maxima da populacdo apropriada com que as
aquisicoes sdo comparadas por este osteodensitometro. Estes scores sdo calculados do

seguinte modo:

DMO — DMOr)

DMO — DMOam)
dp

Z — score = ( i

T — score = (

Nota: DMO - densidade mineral 6ssea; DMOr - densidade mineral éssea de referéncia; DMOam -

densidade mineral 6ssea de uma amostra semelhante; dp - desvio padréo.
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A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) criou classificacbes para osteopenia e
osteoporose, através dos valores de T-score (Tabela 3), para mulheres apds a menopausa
caucasianas (WHO, 1994). A osteoporose é definida como uma patologia do esqueleto
caracterizada por baixa massa 0ssea com deterioracdo da microarquitetura do 0sso
provocando um aumento da sua fragilidade e risco de fratura (Consensus development
conference, 1993), estando estabelecida a DXA como o melhor método para o seu
diagnostico (WHO, 1994). Assim, a osteoporose pode ser categorizada como (WHO,
1994; Kanis e Glier, 2000; Blake e Folgeman, 2010; Curate, 2011):

Tabela 3:

Classificagdes para Osteopenia e Osteoporose, de acordo com a OMS

Terminologia T-score
Normal T>1,0
Osteopenia -25<T<-1,0
Osteoporose T<-25

Osteoporose severa T <-2,5 com presenca de pelo menos uma fratura de fragilidade

Esta classificacdo é obtida automaticamente pela DXA, com base no resultado
de menor T-score para regido total ou colo femoral (Lewiecki et al., 2008), juntamente

com os resultados para os parametros de area, DMO e CMO (Figura 4).

DXA Results Summary:
Region Area BMC BMD T- PR Z- AM
(cm?) (g) (g/em®) score (%) score (%)
Neck 430 249 0.580 2.4 68 -0.7 88
Troch 887 491 0553 -1.5 79 -0.3 96
Inter 16.99 14.02 0.825 -1.8 75 -0.6 89
Total 30.16 21.42 0.710 -1.9 75 -0.5 92
Ward's 1.09 046 0418 2.7 57 0.3 93

Total BMD CV 1 0%, ACF = 1 021, BCF = 0976, [H = 1 751

WHO Classification: Osteopenia
Fracture Risk: Increased

Figura 4. Exemplo dos resultados obtidos por DXA, para as varias regifes e parametros,
juntamente com a classificacdo para osteoporose da OMS.
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Para o estudo da assimetria bilateral foi também utilizado todo o procedimento
acima descrito, no entanto é preciso ter em atencdo que esta € uma questdo importante
maioritariamente para estudos clinicos, uma vez que pode ter implicacGes para um
diagnostico de osteoporose. Ou seja, caso se verifique assimetria bilateral relevante, ao
examinar apenas um dos dois fémures, podem surgir duas problematicas: 1) ao fémur
examinado é diagnosticado osteoporose e sdo recomendados tratamentos que podem ser
desnecessérios; ou 2) ao fémur examinado ndo € diagnosticado osteoporose e nao sao
recomendados tratamentos que podem ser precisos. O curso de acdo pode ter de ser
revisto caso uma diferenca importante entre os dois antimeros seja encontrada. Por
outro lado, em estudos antropolégicos, como o trabalho de Curate et al. (2013b), esta
pode ndo ser uma questdo téo relevante, uma vez que ndo tem implicagdes diretas na
salde do individuo a ser examinado. No entanto, noutros estudos, € uma questdo a ter
em atencdo, uma vez que pode vir a influenciar um possivel diagnéstico de perfil
bioldgico. Neste caso em particular, o estudo da assimetria bilateral vem dar possiveis
informagdes sobre o comportamento da temperatura na densidade mineral ¢ssea em
comparagdo com 0 seu antimero, ou seja, se produz maior assimetria ou se reduz, ou

chega mesmo a anular, essa assimetria bilateral 6ssea.

A influéncia do posicionamento do 0sso para analise pode ser medida atraves do
calculo do erro intra-observador, uma vez que todas a medicdes neste estudo foram
realizadas pelo mesmo operador. O erro intra-observador consiste no calculo estatistico
das diferencas obtidas na medicdo do mesmo objeto, em pelo menos dois momentos
diferentes. Por outro lado, o erro inter-observador consiste nas diferencas obtidas na
medicdo de objeto por dois operadores diferentes. Em Curate (2011), onde foi utilizado
0 mesmo instrumento de DXA, de modo a avaliar o erro intra-observador, foi calculado
o erro técnico de medicdo (ETM), para as variaveis DMOcolo e DMOtotal. Sendo uma
estimativa de precisdo absoluta (Ulijaszek e Kerr, 1999; Ward e Jamison, 1991), é

calculado do seguinte modo:

ETM = (Z Dz)/ZN

Em que D corresponde a diferenca entre as medicdes e N corresponde ao tamanho da
amostra. Curate (2011) também calculou o erro técnico de medigéo relativo (ETMr),
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que se obtém através da divisao do valor de ETM pelo valor médio da variavel avaliada,
multiplicando por 100 (Ulijaszek e Kerr, 1999; Ward e Jamison, 1991).

2.2.3. FTIR-ATR

Para a andlise da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), procedeu-se a amostragem dos 0ssos escolhidos, consistindo numa pequena
por¢do de pé de osso obtida com recurso a um bisturi e armazenado num tubo de
eppendorf. As amostras do fémur foram retiradas abaixo do pequeno trocanter, as da
patela no plano superior e as do primeiro metatarsico no plano infero-lateral da diafise
(Figura 5). As amostragens foram realizadas de modo a serem localizadas o0 mais
proximo possivel da zona a ser analisada pela densitometria, mas sem interferir com a

area a ser analisada.

O programa OPUS Spectroscopy Software Version 6 foi utilizado para aquisi¢do
dos espectros obtidos num espectrometro Bruker Optics Vertex 70. A amostra foi
analisada sobre um diamante acessorio Platinum ATR, com um alcance de 400-4000
cm™. O espectro foi obtido com uma resolucéo de 2 cm™ e consistiu numa soma de 128
scans. O background foi subtraido e o espectro normalizado utilizando o programa
OriginPro.

A aquisicdo dos dados sobre o IC ird permitir averiguar se existe uma correlagdo
entre as alteragdes na cristalinidade detetadas pelo FTIR e as alteracOes detetadas pela

densitometria.
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A o O O O T T

Figura 5 — Exemplo das zonas de amostragem para os trés o0ssos: a) fémur, b) patela e c)
primeiro metatéarsico.
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3. Resultados

De modo a melhorar o tratamento de dados, foram procurados e removidos 0s
outliers. Devido aos varios parametros avaliados, esta seccao foi subdividida na analise
da assimetria bilateral, da influéncia do consolidante, das diferencas pré- e pés-queima,
de correlagdes e, por ultimo, da influéncia da queima da classificacdo da OMS.

3.1. Assimetria bilateral

A assimetria bilateral nos ossos em analise (fémur, patela e primeiro
metatérsico) foi estudada, através do teste ndo paramétrico para amostras emparelhadas
- Wilcoxon. Assim, testaram-se as diferencas entre o lado esquerdo e o lado direito. Os

resultados encontram-se na Tabela 4.

Segundo o Teste de Wilcoxon, ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre as duas lateralidades para todos os parametros analisados. Foram
também calculadas as diferencas relativas entre antimeros para cada parametro, em cada

individuo (cf. Apéndice 2).

Todavia, o célculo das diferencas relativas para cada individuo sugeriu que

existem claras diferencas entre os antimeros.

A diferenca relativa méxima para a assimetria bilateral verificou-se na zona
“Ward” da DMO no fémur do individuo 13, de sexo feminino (21,87%).

Na darea do fémur, a zona “Neck”, “Total” e “Ward” apresentaram em quase
todos os casos diferencas inferiores a 5%, sendo as suas maiores diferengas de 8,15%
para o individuo 249 (sexo masculino), de -8,88% também para o individuo 249 de

11,00% para o individuo 269 (sexo feminino), respectivamente.
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Por outro lado, tanto na DMO como no CMO do femur, cerca de metade dos
indicadores apresentaram diferencgas superiores a 5%, nalguns casos ultrapassando 0s
20%.

No geral, os individuos 63 e 274 (ambos de sexo masculino) apresentaram as
menores diferencas relativas. Inclusive, muitos das diferencgas relativas maximas para

alguns dos parametros séo inferiores a 5%.

Para além das diferencas relativas também foram calculados os coeficientes de
variacdo (Tabela 4). Ao analisar este parametro, verificou-se que existe uma baixa
variagdo nos indicadores “Neck” e “Ward” da area do fémur, para ambos os antimeros.
Os maiores coeficientes de variacdo encontraram-se na zona “Ward” da DMO do fémur,

para o lado esquerdo ¢ na zona “Total” do CMO do fémur, para o lado direito.

A influéncia do posicionamento do osso para andlise foi avaliada atraves do
ETM e do ETMr, procedimento reportado noutro estudo (Curate, 2010). Utilizando os
dados cedidos pelo autor (Curate, 2010), foram calculadas as médias das diferencas
relativas entre as medigdes, para as mesmas duas zonas “Neck” e “Total”, de modo a

comparar com as diferencas relativas obtidas neste estudo entre antimeros (Tabela 5).

As diferencas encontradas entre antimeros devido ao posicionamento do

elemento dsseo durante a analise apresentaram percentagens baixas (Tabela 5).
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Tabela 4:

Estatistica descritiva e teste das diferencas entre antimeros nao queimados, segundo o teste de Wilcoxon.

3. Resultados

Esquerdo Direito Wilcoxon
. . Desvio . Coeficiente Desvio Coeficiente

Osso  Caracteristica Zona n Média Mediana Amplitude . Média Mediana Amplitude . z Sig.
padréo de variagdo padréo de variagdo

Fémur Area Neck 10 4,99 0,36 4,93 1,07 7,21% 10 5,10 0,43 5,26 1,25 8,43% 44 0,092

Troch 10 11,90 1,68 12,09 5,36 14,12% 10 11,60 1,55 11,74 4,94 13,36% 18 0,333

Inter 10 20,23 3,33 19,52 11,45 16,46% 10 20,26 3,06 20,02 8,84 15,10% 28 0,959

Total 10 37,12 4,73 37,42 15,43 12,74% 10 36,96 4,51 36,81 12,21 12,20% 24 0,721

Ward 10 1,08 0,04 1,08 0,15 3,70% 10 1,09 0,04 1,10 0,13 3,67% 25 0,767

DMO Neck 10 0,64 0,17 0,58 0,41 26,56% 10 0,63 0,17 0,57 0,42 26,98% 23 0,646

Troch 10 0,57 0,15 0,53 0,44 26,32% 10 0,57 0,16 0,51 0,48 28,07% 13 0,260

Inter 10 0,92 0,21 0,87 0,58 22,83% 10 0,90 0,21 0,83 0,60 23,33% 17 0,285

Total 10 0,77 0,18 0,70 0,51 23,38% 10 0,76 0,19 0,68 0,46 25,00% 18 0,333

Ward 10 0,41 0,14 0,35 0,36 34,15% 10 041 0,13 0,39 0,39 31,71% 29 0,878

CMO Neck 10 3,19 0,91 2,73 2,16 28,53% 10 3,22 0,89 2,69 2,21 27,64% 29 0,878

Troch 10 6,89 2,32 5,91 7,23 33,67% 9 6,16 1,94 5,21 4,94 31,49% 14 0,314

Inter 10 1885 6,35 15,11 16,94 33,69% 10 18,34 588 15,20 15,34 32,06% 15 0,203

Total 10 28,93 9,29 22,90 22,76 32,11% 10 28,30 9,19 22,83 23,42 32,47% 12 0,114

Ward 10 0,44 0,15 0,37 0,37 34,09% 10 044 0,14 0,43 0,36 31,82% 22 0574

Patela  Area 10 12,30 1,77 12,27 5,38 14,39% 9 12,32 1,65 11,89 4,73 13,39% 12 0,214

DMO 10 0,48 0,08 0,47 0,29 16,67% 9 0,51 0,06 0,50 0,198 11,76% 29 0,441

CMO 10 5,96 1,47 5,54 4,82 24,66% 9 5,57 0,99 5,55 3,11 17,77% 17 0,514

MT1  Area 10 1049 1,24 10,60 3,43 11,82% 10 1040 1,30 10,90 3,31 12,50% 25 0,799

DMO 10 0,35 0,06 0,37 0,17 17,14% 9 0,33 0,05 0,34 0,15 15,15% 115 0,192

CMO 10 3,68 0,77 3,67 2,52 20,92% 9 3,36 0,69 3,60 2,01 20,54% 13 0,260
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Tabela 5:

Erros de medida e diferencas relativas para as zonas “Neck” e “Total” da DMO (n=50).

Zona ETM ETMr (%) Diferencas relativas (%0)
DMOcolo 0,021 2,72 1,09
DMOtotal 0,004 0,42 0,26

3.2. Diferencas pre- e pos-consolidante

A aplicacdo do consolidante é uma etapa comum no procedimento a realizar
guando sdo experimentalmente queimados novos esqueletos. Tem como principal
propdsito minimizar a fragilidade dos 0ssos queimados quando sdo manuseados. Assim,
foi imperativo avaliar a sua influéncia nas medi¢des do densitometro, de modo a
verificar se a amostra de esqueletos queimados para esta investigacdo poderia ser
aumentada pelos esqueletos da colecdo previamente queimados no ambito de outras
investigacOes. Tal seria apenas possivel se a assimetria bilateral fosse reduzida e a

diferenca entre pré- e pos-consolidacdo fossem reduzidas.

Os resultados obtidos a partir da utilizagdo do teste de Wilcoxon (Tabela 6), para
a area do fémur, indicaram que a zona “Inter” pds-consolidante foi significativamente
maior que a pré-consolidante (Z=50, p=0,022), tal como a zona “Total” pos-
consolidante foi significativamente maior que a pré-consolidante (Z= 44, p=0,011).
Relativamente a DMO no fémur, também as zonas “Inter” e “Total” pds-consolidante
foram significativamente mais elevadas aos valores pré-consolidante (Z= 49,5, p
=0,025; em ambas). Para a CMO no fémur, o teste de Wilcoxon indicou que a zona
“Inter” pos-consolidante foi significativamente maior a pré-consolidante (Z=55, p
=0,005) e a zona “Total” pos-consolidante foi significativamente maior a pré-
consolidante (Z=28, p =0,018).

Relativamente a patela, o teste de Wilcoxon indicou que a area pos-consolidante
foi significativamente maior que a area pré-consolidante (Z=5, p =0,038), e a “DMO”
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pos- consolidante também foi significativamente maior que a pré-consolidante (Z=36, p
=0,012).

Para o0 primeiro metatarsico, apenas a area pos-consolidante foi

significativamente maior que a pré-consolidante (Z=0, p =0,005).

Para a interpretacdo da influéncia do consolidante também foram analisadas as

diferencas relativas para cada indicador, em cada individuo (cf. Apéndice 3).

Tal como seria de esperar, tendo em conta os resultados anteriores, a maioria das
diferencas (superiores a 5%) encontraram-se nas zonas “Inter” e “Total” da area, DMO
e CMO do fémur. Apesar de também se observarem grandes diferencas noutras zonas,

estas foram pontuais.

Também para a patela, quando existem diferengas relativas superiores a 5%,
estas apareceram, maioritariamente, na area e na DMO. Enquanto para o primeiro
metatarsico, as diferencas relativas maximas aparentaram estar dispersas pelos varios

parametros.

Para além das diferencas relativas também foi calculado o coeficiente de
variacdo para os dados pré- e pos-consolidante (Tabela 6). Para este parametro
verificou-se que existiu menor variacdo para os indicadores “Neck” ¢ “Ward” na area
do fémur (7,28% e 5,50%, respectivamente, para antes do consolidante e 8,50% e

5,50%, respectivamente, para depois da aplicacdo consolidante).
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Tabela 6:

Estatistica descritiva e teste das diferencas antes e ap6s a aplicacdo do consolidante no mesmo 0sso, segundo o teste de Wilcoxon.

Antes do consolidante Depois do consolidante Wilcoxon
o - Desvio . . Coeficiente de o Desvio . . Coeficiente de .
Osso  Caracteristica Zona n Média Mediana  Amplitude Média Mediana  Amplitude Sig.
padréo variagdo padréo variagao
Fémur Area Neck 10 4,67 0,34 4,78 1,01 7,28% 10 4,59 0,39 4,65 1,35 8,50% 17,5 0,553
Troch 10 9091 1,64 9,47 5,37 16,55% 10 9,97 1,45 9,94 4,67 14,54% 32 0,646
Inter 10 17,08 246 16,22 7,81 14,40% 10 18,87 345 17,51 9,89 18,28% 50 0,022
Total 10 31,66 3,86 30,76 12,90 12,19% 10 3342 4,68 32,07 14,05 14,00% 51 0,017
Ward 10 1,09 0,06 1,07 0,25 5,50% 10 1,09 0,06 1,07 0,20 5,50% 85 0674
DMO Neck 10 0,72 0,20 0,69 0,68 27,78% 9 076 0,18 0,74 0,52 23,68% 25 0,767
Troch 10 0,65 0,17 0,63 0,57 26,15% 9 062 0,14 0,60 0,37 22,58% 36 0,110
Inter 10 0,99 0,22 0,96 0,68 22,22% 10 1,02 0,23 1,01 0,70 22,55% 49,5 0,025
Total 10 0,84 0,19 0,81 0,58 22,62% 10 0,87 0,20 0,84 0,62 22,99% 49,5 0,025
Ward 10 0,50 0,13 0,50 0,34 26,00% 10 0,50 0,15 0,52 0,45 30,00% 355 0415
CMO Neck 10 3,38 0,99 2,98 311 29,29% 3,52 0,98 2,90 2,46 27,84% 21 0,859
Troch 10 6,55 2,63 5,09 7,57 40,15% 9 6,04 1,86 514 512 30,79% 30 0,374
Inter 10 16,95 4,62 14,03 11,66 27,26% 10 19,31 6,10 16,81 15,90 31,59% 55 0,005
Total 10 26,87 8,03 21,91 20,98 29,88% 8 2559 6,23 22,13 14,75 24,35% 28 0,018
Ward 10 054 1,14 0,56 0,37 211,11% 9 057 0,12 0,63 0,32 21,05% 21 0,235
Patela  Area 10 11,07 2,15 10,72 7,67 19,42% 9 10,83 1,96 10,54 5,02 18,10% 5 0,038
DMO 10 0,55 0,14 0,53 0,53 25,45% 8 058 0,08 0,58 0,20 13,79% 36 0,012
CMO 10 5,95 1,46 5,70 4,79 24,54% 10 5,93 1,44 5,66 4,63 24,28% 25 0,799
MT1 Area 10 9,50 1,35 9,11 4,55 14,21% 10 8,95 1,35 8,90 4,60 15,08% 0 0,005
DMO 10 0,40 0,10 0,39 0,31 25,00% 9 038 0,07 0,39 0,26 18,42% 26 0,678
CMO 10 3,75 0,93 3,60 3,10 24,80% 10 3,60 0,93 3,61 3,53 25,83% 17 0,284
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3.3. Diferencas pré- e pos-queima

A influéncia da temperatura foi analisada através da comparagio dos dados “pré-
queima” e “pds-queima”. Os resultados da aplicacdo do teste de Wilcoxon encontram-se

na Tabela 7.

Para a area do fémur, todas as zonas, com excecdo da zona “Ward”,
apresentaram diferencas significativas. A zona “Neck” antes da queima foi
significativamente superior a zona depois da queima (Z=0, p=0,005), tal como a zona
“Troch” (Z=1, p=0,007), a zona “Inter” (Z=4, p=0,017) e a zona “Total” (Z=0,
p=0,005).

Relativamente @ DMO no fémur, encontraram-se diferencas significativas em
todas as zonas. A zona “Neck” antes da queima foi significativamente superior a zona
depois da queima (Z=51, p=0,017), tal como a zona “Troch” (Z=55, p=0,005), a zona
“Inter” (Z=50, p=0,022), a zona “Total” (Z=51, p=0,017) ¢ a zona “Ward” (Z=55,
p=0,005).

Ainda, no CMO no fémur, encontraram-se diferencas significativas apenas na
zona “Ward”, em que esta zona antes da queima foi significativamente superior a zona
depois da queima (Z=52, p=0,012).

Para a patela apenas a area antes da queima foi significativamente superior a
area depois da queima (Z=5, p=0,038). Enquanto no primeiro metatarsico, tanto a area
como a DMO apresentaram diferencas significativas. A area antes da queima foi
significativamente superior a area depois da queima (Z=5, p=0,022), tal como a DMO
(Z=51, p=0,028).

Foi também realizado o calculo das diferencas relativas para cada indicador, por
individuo (cf. Apéndice 4) e ordenado em funcéo da temperatura méxima (Tabela 8). Os
indicadores referentes a area do fémur, no geral, apresentaram um comportamento
uniforme de reducdo em funcdo da temperatura, no entanto existiram alguns valores
anomalos. A excepcao a esta tendéncia na area fémur foi a zona “Ward” que apresentou,
aparentemente, um comportamento aleatério. Por outro lado, os indicadores referentes a
DMO do femur apresentaram, em geral, um comportamento uniforme de aumento, mas

ainda assim com alguns valores andémalos. Por ultimo, no fémur, os indicadores
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referentes ao CMO, apresentaram um comportamento aparentemente aleatdrio, com
excecdo da zona “Ward” que aparentou uma tendéncia para aumentar em funcdo da

temperatura a partir dos 700°C.

Na patela, os indicadores referentes a area apresentaram um comportamento
quase uniforme de aumento, apesar de se verificarem valores atipicos. Por outro lado,
tanto os indicadores de DMO como os de CMO neste 0Sso apresentaram um
comportamento inicial de reducdo e de seguida um comportamento de aumento a partir
dos 700/800°C.

No primeiro metatarsico, todos os indicadores apresentaram comportamentos
distintos. Os indicadores referentes a area apresentaram um comportamento quase
uniforme de reducdo em funcdo da temperatura, no entanto com um valor atipico.
Relativamente a DMO, estes indicadores apresentaram um comportamento quase
uniforme de aumento em funcdo da temperatura, mas ainda assim com alguns valores
anomalos. Por dltimo, os indicadores referentes ao CMO apresentaram um

comportamento aparentemente aleatorio.

Os coeficientes de variacdo analisados para este estudo (Tabela 7) continuaram a
apresentar menor variagdo para os indicadores ‘“Neck” e “Ward” na area do fémur.
Antes da queima, a zona “Neck” apresentou coeficiente de variacdo de 8,43% enquanto
depois da queima diminuiu para 7,28%. A zona “Ward” apresentou uma variagdo de

3,67% antes da queima aumentando para 5,50% depois da queima.
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Tabela 7:

Estatistica descritiva e teste das diferencas antes e ap6s a queima no mesmo 0sso, segundo o teste de Wilcoxon.

3. Resultados

Antes Depois Wilcoxon
. - Desvio . . Coeficiente de o Desvio . . Coeficiente de .
Osso  Caracteristica Zona n Média Mediana  Amplitude Média Mediana  Amplitude Sig.
padréo variacdo padréo variagao
Fémur Area Neck 10 5,10 0,43 5,26 1,25 8,43% 10 4,67 0,34 4,78 1,01 7,28% 0 0,005
Troch 10 11,60 1,55 11,74 4,94 13,36% 10 9,91 1,64 9,47 5,37 16,55% 1 0,007
Inter 10 20,26 3,06 20,02 8,84 15,10% 10 17,08 246 16,22 7,81 14,40% 4 0,017
Total 10 36,96 4,551 36,81 12,21 12,20% 10 3166 3,86 30,76 12,90 12,19% 0 0,005
Ward 10 1,09 0,04 1,10 0,13 3,67% 10 1,09 0,06 1,07 0,25 5,50% 16,5 0,833
DMO Neck 10 0,63 0,17 0,57 0,42 26,98% 10 0,72 0,20 0,69 0,68 27,78% 51 0,017
Troch 10 057 0,16 0,51 0,48 28,07% 10 0,65 0,17 0,63 0,57 26,15% 55 0,005
Inter 10 0,90 0,21 0,83 0,60 23,33% 10 0,99 0,22 0,96 0,68 22,22% 50 0,022
Total 10 0,76 0,19 0,68 0,46 25,00% 10 0,84 0,19 0,81 0,58 22,62% 51 0,017
Ward 10 041 0,13 0,39 0,39 31,71% 10 0,50 0,13 0,50 0,34 26,00% 55 0,005
CMO Neck 10 3,22 0,89 2,69 2,21 27,64% 10 3,38 0,99 2,98 311 29,29% 42 0,138
Troch 9 6,16 1,94 521 4,94 31,49% 10 6,55 2,63 5,09 7,57 40,15% 19 0,678
Inter 10 1834 588 15,20 15,34 32,06% 10 16,95 4,62 14,03 11,66 27,26% 13 0,139
Total 10 2830 9,19 22,83 23,42 32,47% 10 26,87 8,03 21,91 20,98 29,88% 10 0,074
Ward 10 044 0,14 0,43 0,36 31,82% 10 0,54 1,14 0,56 0,37 211,11% 52 0,012
Patela  Area 9 12,32 1,65 11,89 4,73 13,39% 10 11,07 2,15 10,72 7,67 19,42% 5 0,038
DMO 0,51 0,06 0,50 0,198 11,76% 10 0,55 0,14 0,53 0,53 25,45% 35 0,139
CMO 5,57 0,99 5,55 3,11 17,77% 10 5,95 1,46 5,70 4,79 24,54% 21 0,859
MT1 Area 10 10,40 1,30 10,90 3,31 12,50% 10 9,50 1,35 9,11 4,55 14,21% 5 0,022
DMO 0,33 0,05 0,34 0,15 15,15% 10 0,40 0,10 0,39 0,31 25,00% 41 0,028
CMO 3,36 0,69 3,60 2,01 20,54% 10 3,75 0,93 3,60 3,10 24,80% 33 0,214
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Tabela 8:

Diferencas relativas por sexo e por temperatura, para cada indicador.

Sexo 600°C 700°C 800°C 900°C 1000°C

n

; -4,88 -7,68 -12,98 -13,16 -3,95
Fémur Area Neck

M -3,77 -7,82 -7,39 -10,91 -10,28
B F -10,44 -7,91 -16,59 -24,82 -15,11
Fémur Area Troch
M 4,12 -5,05 -27,09 -15,28 -25,34
; F 0,78 -18,13 -25,73 -30,67 -21,19
Fémur Area Inter
M -17,50 -17,15 17,84 -20,73 -14,05
B F -3,95 -13,54 -21,17 -26,69 -16,94
Fémur Area Total
M -9,36 -11,86 -1,74 -17,7 -17,21
| F -9,91 -3,60 -3,54 16,82 1,83
Fémur Area Ward
M -4,46 5,00 2,88 0,00 0,00
F 6,36 15,38 26,99 28,40 26,21
Fémur DMO Neck
M 3,50 3,57 -8,28 17,08 29,60
F 2,79 14,69 20,45 27,27 22,24
Fémur DMO Troch
M 2,86 6,11 5,63 11,44 23,96
F 2,17 7,37 21,24 25,36 24,73
Fémur DMO Inter
M -3,80 1,22 -0,30 17,38 18,38
F 4,55 8,42 20,03 24,73 23,10
Fémur DMO Total
M -3,29 1,28 4,12 14,87 22,66
F 5,83 26,04 46,99 62,26 29,19
Fémur DMO Ward
M 1,77 2,95 15,59 26,74 36,83
F 1,21 6,64 10,53 11,59 21,29
Fémur CMO Neck
M -0,47 -4,52 -15,29 4,31 16,08
F -7,95 5,54 0,39 -4,22 3,67
Fémur CMO Troch
M 7,15 0,79 -22,95 -5,63 -7,55
F 3,07 -12,09 -9,98 -13,03 -1,71
Fémur CMO Inter
M -20,66 -16,16 17,51 -6,94 1,82
F 0,47 -6,22 -5,35 -8,49 2,19
Fémur CMO Total
M -12,35 -10,73 2,18 -5,49 1,57
F -2,94 22,5 43,33 85,71 30,43
Fémur CMO Ward
M -1,59 7,81 19,35 27,27 36,00
; F 2,67 -3,29 -9,19 -10,68 -16,61
Patela Area
M -1,71 -0,40 0,08 -24,74 -12,48
F -3,56 -1,14 17,87 12,87 21,81
Patela DMO
M -2,22 -0,96 -2,32 34,31 23,30
F -1,06 -4,61 7,21 0,71 1,58
Patela CMO
M -3,97 -1,23 -2,18 0,98 7,94
B F -0,35 -1,71 -9,83 -23,88 -15,65
MT1 Area
M 3,81 -1,98 -5,51 -24,78 -3,33
F 8,64 10,79 11,87 23,12 46,9
MT1DMO
M -6,86 -8,43 17,11 58,04 481
F 8,85 9,29 0,83 -6,11 23,96
MT1 CMO
M -3,30 -10,35 10,46 18,50 1,36
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As alteracGes no IC com o aumento da temperatura foram analisadas (Tabela 9).
Ao longo de toda a experiéncia, verificou-se sempre um aumento do indice de
cristalinidade. Para o fémur, as menores diferencas relativas foram de 27,83% e de
29,23%, correspondendo ao estudo das queimas com menor aumento de temperatura
(600°C). A maior diferenca relativa ocorreu na queima de 900°C (111,74%) no sexo
feminino, sequida da queima de 1000°C (94,73%) também no sexo feminino. No sexo

masculino, a maior diferenca foi de 88,76% na queima de 800°C.

Para a patela, verificou-se um aumento das diferencas relativas com o aumento

da temperatura, até aos 900/1000°C, onde existiu uma diminuicao.

No primeiro metatarsico verificou-se um aumento das diferencas com a

temperatura e um aparente decréscimo a partir das queimas a 900°C.

3.4. Diferencas entre 0sso ndo queimado e

antimero queimado

Com base nos resultados obtidos anteriormente, ndo foi possivel realizar este
estudo, ou seja, a influéncia do consolidante e as claras diferencas entre antimeros
(assimetria bilateral) impossibilitaram a extrapolacdo para uma comparagdo entre um

0SS0 ndo queimado e o0 seu antimero queimado.

No entanto, devido a baixa variacdo da zona “Ward” na area do fémur, foi
decidido que seria importante verificar se a analise conjunta, para este indicador, da
presente amostra e da amostra de esqueletos previamente queimados seria possivel
(Tabela 10). Segundo o teste ndo parametrico para amostras emparelhadas Wilcoxon, na
area do fémur, a zona “Ward” do antimero ndo queimado ndo apresentou diferencas

estatisticamente significativas em relacdo ao antimero queimado (Z=96, p=0,736).
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Tabela 9:

Valores em bruto e diferencas relativas para o indice de cristalinidade (IC) por sexo e por temperatura, para cada osso (fémur, patela e primeiro
metatarsico).

Antes 600°C DR% Antes 700°C DR% Antes 800°C DR% Antes 900°C DR% Antes 1000°C DR%

Fémur E 2,93 3,75 27,83 2,89 5,36 85,28 2,94 5,61 90,75 2,93 6,21 111,74 2,90 5,65 94,73
M 2,92 3,77 29,23 2,98 5,26 76,74 2,86 5,39 88,76 3,05 5,23 71,35 3,29 5,64 71,42
Patela E 2,87 3,78 31,87 3,01 5,17 71,68 2,91 5,57 91,41 2,95 5,55 88,07 3,24 5,36 65,42
M 2,94 3,58 21,65 3,05 5,31 73,80 2,93 5,26 79,24 3,01 5,75 91,06 3,15 5,04 59,77
MT1 F 3,45 3,78 9,57 3,09 4,00 29,46 2,88 6,29 118,47 2,91 6,02 106,52 3,19 5,60 75,69
M 2,92 3,59 22,76 2,99 4,74 58,38 2,86 5,53 93,53 3,05 5,51 80,29 - - -
Tabela 10:

Estatistica descritiva e teste das diferencas entre o antimero nao queimado e o antimero queimado, segundo o teste de Wilcoxon.

Antimero ndo queimado Antimero Queimado Wilcoxon
. - Desvio . . Coeficiente de . Desvio . . Coeficiente de .
Osso  Caracteristica Zona n Meédia . Mediana Amplitude L n Média . Mediana Amplitude L Z Sig.
padréo variacdo padréo variacgdo
Fémur Area Ward 22 1,11 0,06 1,11 0,29 0,05 22 111 0,06 111 0,25 0,05 96 0,736
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3.5. Correlacbes com a temperatura

As correlages entre os varios indicadores e a temperatura foram testadas através
do teste de correlacdo de Spearman. Os resultados encontram-se na Tabela 11. Os
indicadores respetivos a area do fémur, em geral, ndo apresentaram nenhuma correlacao
com a temperatura; exceto a zona “Ward” que apresentou uma correlacdo de 0,790 para
a amostra total e uma correlacdo de 0,900 nos individuos do sexo feminino. Os
indicadores de DMO no fémur também n&o apresentaram nenhuma correlagcdo com a
temperatura, tal como os indicadores de CMO no fémur. As Unicas excecdes sdo a
DMO na zona “Troch” que apresentou uma correlacdo maxima nos individuos do sexo
feminino ¢ 0 CMO na zona “Ward” que apresentou uma correlagdo de 0,900 nos

individuos do sexo feminino.

Os indicadores respetivos a area da patela apresentaram uma correlacdo de -
0,788 na amostra total e uma correlacdo de -0,900 quando se analisaram apenas 0s
individuos no sexo masculino. Ainda, os indicadores respetivos a DMO da patela

apresentaram uma correlacdo de 0,691 com a temperatura.

Por Gltimo, relativamente ao primeiro metatarsico, apenas os indicadores
respetivos a DMO apresentaram uma correlacdo significativa com a temperatura

maxima, neste caso de 0,900 nos individuos do sexo masculino.

Deste modo, em nenhum indicador e nenhum 0sso se observou uma correlacao

estatisticamente significativa com a temperatura maxima nos dois sexos.
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Tabela 11;

Correlacbes de Spearman entre os indicadores de area, DMO e CMO e a temperatura
maxima (600°C, 700°C, 800°C, 900°C e 1000°C) a que os ossos foram queimados. Os
resultados sdo apresentados para a amostra total, amostra composta por mulheres (M) e
amostra composta por homens (H).

Temperatura

n Total Sig. n M Sig. n H Sig.
Fémur Area Neck 10 -0,123 0,735 5 -0,300 0,624 5 -0,200 0,747
Fémur Area Troch 10 -0,345 0,329 5 -0,700 0,188 5 -0,500 0,391
Fémur Area Inter 10 0,000 1,000 5 -0,100 0873 5 -0,100 0,873
Fémur Area Total 10  -0,123 0,735 5 -0,100 0,873 5 -0,400 0,505
Fémur Area Ward 10 0,790 0,007 5 0,900 0,037 5 0,671 0,215
Fémur DMO Neck 10 0,271 0449 5 0,400 0,505 5 0,700 0,188
Fémur DMO Troch 10 0,271 0449 5 1,000 >0,001 5 -0,100 0,873
Fémur DMO Inter 10 0,148 0,684 5 0,300 0,624 5 0,300 0,624
Fémur DMO Total 10 0,320 0,367 5 0,700 0,188 5 0,600 0,285
Fémur DMO Ward 10 0,246 0493 5 0,700 0,188 5 0,100 0,873
Fémur CMO Neck 10 0,320 0,367 5 0,700 0,188 5 0,600 0,285
Fémur CMO Troch 10 0,198 0584 5 0,821 0,089 5 -0,200 0,747
Fémur CMO Inter 10 0,173 0,633 5 0,205 0,741 5 0,500 0,391
Fémur CMO Total 10 0,185 0,608 5 0,500 0,391 5 0,100 0,873
Fémur CMO Ward 10 0,345 0,329 5 0,900 0,037 5 0,300 0,624
Patela Area 10  -0,788 0,007 5 -0,800 0,104 5 -0,900 0,037
Patela DMO 10 0,691 0,027 5 0821 0,089 5 0,600 0,285
Patela CMO 10 -0,123 0,735 5 -0,100 0,873 5 -0,200 0,747
MT1 Area 10 -0,482 0,159 5 -0,300 0624 5 -0,800 0,104
MT1 DMO 10 0,492 0,148 5 0,900 0,037 5 0,100 0,873
MT1 CMO 10 0,320 0,367 5 0,600 0,285 5 -0,200 0,747

3.6. Correlac¢des com o indice de cristalinidade

As correlacdes entre os varios indicadores e os indices de cristalinidade foram
testadas, utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Os resultados encontram-se na
Tabela 12.

Os indicadores respetivos a area do fémur apenas apresentaram correlagdes com

o indice de cristalinidade, na zona “Troch” € na zona “Ward”. Na zona “Troch” existiu
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uma correlacdo negativa estatisticamente significativa (rs=-0,636), quando comparado
com a amostra total e uma correlacdo negativa estatisticamente significativa (rs = -
0,900) quando analisados apenas os individuos do sexo masculino. Na zona “Ward”
existiu uma correlacdo positiva estatisticamente significativa (rs=0,903) quando
comparado com a amostra total e uma correlacédo positiva estatisticamente significativa
(rs=1,000) quando analisados apenas os individuos do sexo feminino. Os indicadores
respetivos a DMO no fémur apenas apresentaram uma correlacdo positiva
estatisticamente significativa (rs=0,900) com o indice de cristalinidade na zona “Troch”
quando comparada apenas com os individuos do sexo feminino. Os indicadores de
CMO do fémur, aparentemente, ndo apresentaram nenhuma correlacdo com o indice de

cristalinidade.

Relativamente a patela, apenas no indicador de DMO se verificou uma
correlagdo positiva estatisticamente significativa (rs=0,736) com o indice de

cristalinidade.

Por ultimo, os indicadores respetivos ao primeiro metatarsico, aparentemente,

ndo apresentaram nenhuma correlacdo com os indices de cristalinidade.

Resumindo, nenhuma correlagdo estatisticamente significativa foi encontrada

simultaneamente em ambos os sexos para nenhum dos indicadores e nenhum dos 0ssos.
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Tabela 12;

Correlacbes entre os indicadores e os indices de cristalinidade, segundo o teste de
Spearman.

indice de Cristalinidade

n total Sig. n F Sig. n M Sig.

Fémur Area Neck 10 -0,200 0,580 5 0,000 1,000 5 -0,200 0,747
Fémur Area Troch 10 -0,636 0,048 5 -0,600 0,285 5 -0,900 0,037
Fémur Area Inter 10 -0,115 0,751 5 0,300 0624 5 0,100 0,873
Fémur Area Total 10 -0,297 0,405 5 0,300 0,624 5 -0,500 0,391
Fémur Area Ward 10 0,903 >0,001 5 1,000 >0,0010 5 0447 0,450

Fémur DMO Neck 10 -0139 0,701 5 >0,0010 1000 5 0,300 0,624
Fémur DMO Troch 10 -0,055 0,881 5 0,900 0,037 5 -0,600 0,285
Fémur DMO Inter 10 -0297 0405 5 -0,100 0873 5 -0,200 0,747
Fémur DMO Total 10 -0,091 0,803 5 0,400 0505 5 0,000 1,000
Fémur DMO Ward 10 -0,0655 0881 5 0,500 0391 5 -0,100 0,873

Fémur CMO Neck 10 -0,0655 0881 5 0,400 0505 5 0,100 0,873
Fémur CMO Troch 10 -0128 0,725 5 0,667 0219 5 -0,800 0,104
Fémur CMO Inter 10 -0292 0413 5 -0,051 093 5 -0,200 0,747
Fémur CMO Total 10 -0195 0,590 5 0,300 0624 5 -0,600 0,285
Fémur CMO Ward 10 -0,006 0987 5 0,800 0,104 5 -0,200 0,747

Patela Area 10 -0455 0,187 5 -0,600 028 5 -0,400 0,505
Patela DMO 10 0,736 0015 5 0821 0,089 5 0500 0,391
Patela CMO 10 0,200 0580 5 0,700 0,188 5 0,300 0,624
MT1 Area 9 -0217 0576 5 0,500 0,391 4 -0,400 0,600
MT1DMO 9 0,183 0637 5 0,500 0391 4 -0,400 0,600
MT1 CMO 9 0,167 0668 5 0,800 0,104 4 -0,800 0,200
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3.7. Influéncia da queima na classificacdo da OMS

para osteoporose

As classificacBes para a densitometria, segundo a OMS (Organizacdo Mundial

da Salde), para os fémures analisados, durante as varias etapas pré- e pés-queima, estao

descritas na Tabela 13. Os antimeros ndo queimados apresentaram diagndsticos
diferentes em dois casos: individuos CEI/XXI 105 e CEI/XXI 11, feminino e

masculino, respetivamente. Os individuos do sexo feminino apresentaram todos

osteopenia ou osteoporose, enquanto os individuos do sexo masculino, apresentaram, na

sua maioria, fémures com classificacdo “normal” para a densidade, segundo a OMS. Os

fémures, quando submetidos a queima, ou mantiveram a sua classificacdo da OMS ou

subiram de classificacdo, ou seja, passaram para uma classificacdo que reporta maior

densidade. Por outro lado, ao nivel de diagnéstico, o consolidante ndo acarretou

alteracdes.

Tabela 13;

Resultado obtido pela DXA, segundo a classificacdo da OMS para as varias etapas da

analise da densidade mineral éssea, em fémures.

. DMO . . DMO

Antimero A(‘QItrlg:g)o Total gre]tlg;::j(;(d:,;?g? Total Diferenca
Fémur Sexo  Temperatura (esquerdo) antes p o depois Relativa

b . antes da (antes/depois do

nao queimado h da . da (%)
gueima . consolidante) :
gueima gueima
CEIl/XXI o . . .

105 F 600°C Osteopenia Osteoporose 0,637 Osteopenia/Osteopenia 0,666 4,55
CEZIé);XI F 700°C Osteopenia Osteopenia 0,653 Osteopenia/Osteopenia 0,708 8,42
CEI/XXI . .

75 F 800°C Osteoporose Osteoporose 0,619 Osteopenia/Osteopenia 0,743 20,03
CEIl/XXI 5 . .

167 F 900°C Osteoporose Osteoporose 0,554 Osteopenia/Osteopenia 0,691 24,73
CE|1/3X Xl F 1000°C Osteopenia Osteopenia 0,710 Normal/Normal 0,874 23,10
CEZIZ;XI M 600°C Normal Normal 0,973 Normal/Normal 0,941 -3,29
CEPX M 700°C Normal Normal 1012 Normal/Normal 1,025 128
CEI/XXI

274 M 800°C Osteoporose Osteoporose 0,558 Osteoporose/Osteoporose 0,581 4,12
CE‘I5/§(XI M 900°C Normal Normal 1,009 Normal/Normal 1,159 14,87
CEI1/1X Xl M 1000°C Normal Osteopenia 0,843 Normal/Normal 1,034 22,66
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4. Discussao

4.1. Assimetria bilateral

Os resultados sugerem que as diferencas entre antimeros ndo séo
estatisticamente significativas. Contudo, as variagdes bilaterais individuais observadas
poderdo ser relevantes do ponto de vista pratico, pois ndo irdo refletir o mesmo grau de
alteracdes quando submetidos ao processo de queima. De certa forma, isto vai ao
encontro de trabalhos anteriores. Na maioria dos estudos de assimetria bilateral em
contexto clinico, apesar de reportarem correlacfes entre os valores dos antimeros, estes
apresentaram diferencas significativas, em pelo menos uma zona (Hamdy et al., 2006;
Hwang et al., 2012; Lilley et al., 1992; Schwarz et al, 2011).

Véarios autores sugerem como justificacdes para estas diferencas o0
posicionamento do 0sso para a analise, a predisposicdo genética, a dominancia de um
dos antimeros, patologias, entre outros (Hamdy et al., 2006; Lilley et al., 1992). No
presente trabalho, as condi¢Bes patoldgicas poderdo ser excluidas, pois a presencga de
lesBes visiveis macroscopicamente foi um dos critérios de exclusdo dos individuos
aquando da selecdo da amostra. De igual modo, a influéncia do posicionamento do 0sso
durante a analise por DXA apresentou erros intra-observador baixos. Uma vez que as
diferencas relativas entre antimeros sdo, na sua maioria, superiores aos erros
encontrados, pode-se concluir que o posicionamento do 0sso para a analise ndo é o
agente causador dos resultados que indicam a existéncia de assimetria bilateral. Porém,

este erro pode funcionar como uma agravante para as diferencas encontradas.

Para a DMO, a maior diferenca relativa foi de -21,87% na zona “Ward” do
individuo 13 (sexo feminino). No entanto, muitos estudos de assimetria bilateral em
contextos clinicos ndo utilizam esta regido. Assim, sem contar com essa zona, verificou-
se que a maior diferenca relativa se encontrava na zona “Neck” (-13,69%) do individuo
75 (sexo feminino). Schwarz et al. (2011) reportou para esta zona, numa amostra de
mulheres com idades compreendidas entre 0os 65-84 anos, apenas uma correlacdo
moderada entre os fémures antimeros. Noutro estudo, Hamdy et al. (2006) também
verificaram que apesar dos fémures antimeros apresentarem médias semelhantes,

apresentavam diferencas significativas. Hwang et al. (2012) compararam a DMO em
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diferentes regibes de fémures antimeros. Nesse estudo, 0s autores encontraram
diferencas significativas para as zonas “Neck” e “Troch”, enquanto as zonas “Inter” e
“Total” ndo apresentaram diferengas significativas. Por sua vez, Lopes et al. (2009)
encontraram uma correlacdo elevada da DMO entre antimeros nas zonas ‘“Neck” e

“Total”.

Apesar de alguns autores (Hwang et al., 2012) encontrarem diferencas
significativas para a regido “Neck”, verifica-se que, tal como noutros estudos onde essas
diferencas ndo foram encontradas (Hamdy et al., 2006; Schwarz et al., 2011), néo
obstante a serem estudadas amostras diferentes (Tabela 14), a amplitude de resultados
obtidos pelas suas médias enquadra os resultados em bruto de DMO obtidos neste

estudo para 0ssos ndo queimados.

Relativamente ao CMO, também as maiores diferencas se encontraram nos
mesmos locais que a DMO. Ou seja, na zona “Ward” do individuo 13 (-21,05%) e na
zona ‘“Neck” do individuo 75 (-20,91%).

A maioria dos estudos de assimetria bilateral disponiveis remete para contextos
clinicos, com o objetivo de avaliar a influéncia da analise unilateral/bilateral dos
fémures para um diagnostico de osteoporose. Uma vez que a osteoporose € uma
patologia com maior incidéncia em mulheres apés a menopausa (> 50 anos de idade)
(Curate, 2010), estes estudos também estdo direcionados para amostras compostas por
individuos do sexo feminino. Assim, a maioria das comparacdes realizadas foi feita
apenas com cerca de 50% da amostra do presente estudo (ou seja, com a amostra do
sexo feminino). Seja como for, a consulta dos varios estudos sobre esta problemética é
indicativa da existéncia de assimetria bilateral consideravel, tornando a extrapolacédo de

um antimero para o outro nao recomendavel.
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Tabela 14.

Resultados de DMO para estudos publicados sobre assimetria bilateral

4, Discussao

Presente

estudo

Hwang et
al. (2012)

Schwarz
etal.
(2011)

Hamdy et
al. (2006)

Pierre et
al. (2010)

Esquerdo Direito

Amostra n Colo femoral Trocanter Intertrocanterica Total Ward N Colo femoral Trocanter Intertrocanterica Total Ward

10 0,64+0,17  0,57+0,15 0,92+0,21 0,77+¢0,18 0,41+0,14 10  063+0,17  0,57+0,16 0,90+0,21 0,76+0,19  0,41+0,13
Mulheres,
50 384 0,551+ 0,11  0,516+0,09 0,843+0,17 0,697+0,17 - 384 0,533#0,15  0,519+0,10 0,838+0,17 0,693+0,16 -
>50 anos
Mulheres,
65-84 616  0,870+0,007 - - - - 610 0,880+0,009 - - - -
anos
Mulheres,
50-92 3012 0,686+0,13  0,615+0,13 - - - 0,697+0,13  0,619+0,13 - - -
anos
19
homens + 20 0,84+0,14 0,78+0,13 1,16+0,17 1,01+0,15 - 20 0,84+0,13 0,77+0,11 1,15+0,17 1,00+0,14 -
1 mulher
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4.2. Diferencas pré- e pés-consolidante

Neste estudo, foram encontradas diferencas significativas para as zonas “Inter” e
“Total” do fémur, na area, DMO ¢ CMO, antes e depois da aplicacdo do consolidante.
Novamente, uma possivel justificagdo para as diferencas encontradas esta
eventualmente relacionada com o posicionamento do fémur durante a analise. No
entanto, como visto no subcapitulo anterior, as diferencas relativas encontradas neste
estudo sédo maioritariamente superiores ao erro intra-observador. Ademais, verifica-se
que s&o nas mesmas zonas, “Inter” e “Total”, para os diferentes indicadores, onde se
encontram estas diferencas, sugerindo que nao séo aleatorias. Por outro lado, o facto de
haver diferenca numa das variaveis (area, DMO ou CMO), também se pode traduzir em
diferencas nas restantes, uma vez que as trés sdo estatisticamente interdependentes; o
calculo da DMO consiste na divisdo do CMO pela area, assim, 0 aumento de uma das

variaveis, ira influenciar as restantes.

A aplicacdo de consolidante é uma préatica que teve como objetivo minimizar a
fragilidade do material em estudo, neste caso, dos 0ssos queimados. Dos varios tipos de
consolidantes existentes, o Primal, comummente usado em contextos arqueolégicos, é
um consolidante acrilico (Lopez-Polin, 2012), tornando o 0sso mais resistente a fraturas
e com um aspeto brilhante. Apesar da influéncia do consolidante para o estudo de 0ssos
ainda ser um campo pouco explorado, ja existem algumas tentativas para perceber o seu
efeito no 0sso macro- e microscopicamente. No entanto, ainda nenhum estudo foi
focado no consolidante utilizado nesta experiéncia. Rossi et al. (2004) reportaram que
um dos consolidantes testados, Acryloid B-72, é recomendado para a consolidacdo de
restos cremados, quando se pretendem fazer analises a microestrutura do 0sso, como
preparacdes histologicas. Por outro lado, Chadefaux et al. (2008) utilizaram técnicas de
analise quimica para verificar a influéncia de consolidantes (Paraloid B72 e Rhodopas
M) no seu estudo. Estes autores assinalaram que os tratamentos de consolidacdo
aplicados néo alteraram a porosidade do osso, mas modificaram a sua cristalinidade,

através de analises de microscopia eletronica (SEM) e difracdo de raio-X (XRD).

O consolidante, apesar de utilizado com o intuito de maximizar a preservagéo do
0ss0 ir4, em Ultima analise, influenciar analises posteriores. Para certos estudos, como a
analise da topografia do osso, ADN, *C ou is6topos estaveis, estas interferéncias
podem ser ultrapassadas pelo protocolo de consolidacdo a adotar (Lopez-Polin, 2012).
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No entanto, uma vez que aqui esta em estudo a parte mineral do o0sso, as diferencas
significativas encontradas na amostra pré- e pos-consolidante podem ser corroboradas
pelos resultados de Chadefaux et al. (2008), em que foram reportadas alteraces na
cristalinidade do o0sso. Ndo obstante, uma vez que se tratam de consolidantes diferentes,

as alteracGes provocadas por cada um podem ndo ser exatamente as mesmas.

De modo a compreender melhor o efeito que o consolidante tem sobre a
cristalinidade do osso, é recomendavel que se realizem mais estudos pré- e pods-
consolidante, ndo s6 com um aumento da amostra, mas também com a utilizacdo de
outras técnicas, como microscopia eletronica, difracdo de raio-X ou espectroscopia e

infra-vermelho, que contribuam com mais informacéo sobre a microestrutura do 0sso.

4.3. Diferencas pré- e pos-queima

Na presente analise, foram encontradas diferencas significativas para a area do
fémur, patela e primeiro metatarsico antes e depois da queima. Efectivamente,
verificou-se que, com a queima, ocorreu uma diminuicdo da area média em todos 0s
parametros do fémur, excepto na zona “Ward”. No entanto, uma vez que a zona “Ward”
ndo é uma zona fisica especifica, apenas indica a zona de menor densidade, o seu
tamanho é varidvel (Khan et al., 2004). Esta diminui¢do geral do tamanho dos 0ss0s
devido a queima ja foi amplamente reportada (Van Vark et al., 1996; Shipman et al.,
1984; Thompson, 2005; Goncalves, 2011). As analises desta amostra foram realizadas
na epifise proximal do fémur, na patela e no primeiro metatarsico, sendo regides e 0ss0s
mais ricos em 0sso esponjoso. Thompson (2005) verificou que a ocorréncia de
diminuicdo de tamanho ocorria maioritariamente nas epifises, devido & sua natureza de
0ss0 esponjoso. O autor justificou que, apesar do 0sso esponjoso ser o mais flexivel (em
comparagdo com 0 0ss0 compacto), este é funcionalmente rigido de modo a absorver
forcas com varias direcdes, sugerindo a presenca de uma orientacdo aleatdria do
colagénio. Assim, ap0s a destruicdo do colagénio pelo aumento da temperatura, esses
espacos com orientacOes aleatorias serdo mais fracos do que o0 0sso compacto sem o

colagenio (Thompson, 2005). Outros autores apoiam esta observacdo de que € 0SSO
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esponjoso que apresenta maiores alteracdes na dimenséao devido a queima (Goncalves et
al., 2012).

Ao analisar a influéncia das temperaturas méaximas na area, verificou-se que
existe, no geral, uma diminuic¢&o uniforme em todos os individuos analisados. Tal como
anteriormente, a zona “Ward” foi a exce¢do, muito provavelmente devido ao mesmo
motivo, ou seja, por ndo se tratar de uma area de localizacdo homogeénea. As queimas a
uma temperatura maxima de 600°C apresentaram baixas diferencas relativas para as
varias areas, tal como seria de esperar, pois a diminuicdo de tamanho é baixa nas
primeiras fases da queima (Thompson, 2005). A esta temperatura, verificaram-se, no
geral, diferencas relativas até cerca de 10% (com algumas exce¢fes que constituiram
outliers: ver Tabela 4). Para os 700°C (1-18%) e 800°C (2-27%) verificaram-se maiores
diminuicdes de tamanho, atingindo-se as maiores diferencgas relativas aos 900°C (11-
31%). Estas maiores reducdes de tamanho dos 0ssos vém de encontro aos resultados de
Shipman et al. (1984) que concluiram que a percentagem de encolhimento aumenta em

funcdo da temperatura maxima atingida.

Para queimas com temperaturas maximas de 1000°C, as areas no geral, sofreram
menores decrementos de tamanho, ou seja, as diferencas relativas pré- e pds-queima
forem baixas (3-25%). Estes resultados contrariam o0s resultados reportados por
Thompson (2005), que coloca os grandes graus de encolhimento durante a fase de fusdo
(a temperaturas acima de 700°C). No entanto, esta discrepancia nos resultados pode ser
devida a duracdo das queimas. Enquanto Thompson (2005) realizou queimas até 45
minutos, neste estudo as queimas até a temperatura desejada tiveram uma duracgéo de 4
horas, tendo sido ja reportado que a duracdo da queima apresenta influéncia nas
alteracdes do 0sso (Snoeck et al., 2014). Também é de notar que este ndo € um estudo
longitudinal, ou seja, ndo foi possivel documentar as alteragdes ocorridas no mesmo
0ss0 ao longo do incremento de temperatura. Assim, ao serem utilizados diferentes
0ss0s para se estudarem diferentes temperaturas, pode-se estar a contribuir para reforcar

0 aparecimento de resultados aleatorios/atipicos.

Tendo em conta que as alteracGes na parte mineral do 0sso s6 ocorrem apés a
perda da matéria organica (Person et al., 1996), em teoria, & mais relevante realizar este
estudo a partir dos 600°C, porque a partir desta temperatura temos a certeza que, no
geral, praticamente toda a parte organica foi destruida (Etok et al., 2007; Figueiredo et

50



4, Discussao

al., 2010). Com a perda da matéria organica, ocorre um aumento dos poros (Figueiredo

et al., 2010), que contribui para as alteracdes ao nivel da parte inorganica do 0sso.

Relativamente a densidade mineral dssea, também foram encontradas diferencas
significativas entre o pré- e o pds-queima em todas as zonas do fémur. Foram
encontradas diferencas significativas no primeiro metatarsico, mas nao na patela. Estas
diferencas devem-se as alteracdes que ocorrem na microestrutura do 0sso,

nomeadamente na cristalinidade.

A DMO apresentou, no geral, um aumento uniforme em todos os individuos
com o0 aumento da temperatura. Segundo varios autores (Etok et al., 2007; Figueiredo et
al., 2010), com o aumento da temperatura, também aumenta a cristalinidade, devido ao
aumento do tamanho dos cristais e a sua coalescéncia. Este aumento dos cristais da-se
até aos 800°C, temperatura a partir da qual estabilizam (Etok et al., 2007). No entanto,
este plateau ndo se traduz nos resultados obtidos. Apenas nalguns casos (4 casos num
total de 10) se vé os valores das diferencas de DMO a estabilizarem, nos restantes casos

as diferencas continuam a aumentar ou a diminuir, aparentemente de modo aleatério.

As diferencas relativas na DMO apresentadas pela patela e pelo primeiro
metatarsico apresentaram, em funcdo do aumento da temperatura méaxima, um

comportamento aparentemente aleatorio.

O CMO nao apresentou diferencas significativas no fémur, com a excecdo da
zona “Ward”, na patela, nem no primeiro metatasico. Voltando a relembrar que as trés
variaveis (area, DMO e CMO) constituem elementos da mesma equacdo matematica,
em que se obtém a DMO através da divisdo do contedo mineral 6sseo pela area, ao ndo
existirem diferencas no CMO enquanto a area diminui, entdo matematicamente o valor

de DMO ird aumentar (como reportado anteriormente).

Os indicadores referentes ao CMO com o aumento das temperaturas maximas
das queimas, por outro lado, apresentaram um comportamento aparentemente aleatorio.
Para esta analise, apenas a zona “Ward” apresentou uma tendéncia de aumento a partir
dos 700°C, com uma diminuicdo nas queimas a temperatura maxima de 1000°C. Tendo
em conta que a zona “Ward” corresponde a zona com menor densidade, verificou-se
que para a densidade mais baixa, as diferencas no conteddo mineral foram aumentando.

Este aumento a partir dos 700°C poderd refletir as alteraces que se verificam na parte
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mineral do osso que, como referido anteriormente, se iniciam a partir dos 600°C. Por
outro lado, a diminuigdo dessas diferencas no CMO pode ser consequéncia da
estabilizagdo do crescimento dos cristais e da sua sinterizacdo que se verifica a partir
dos 900°C (Figueiredo et al., 2010; Ellingham et al., 2015).

A zona “Ward”, aparentemente, ¢ a regido com maior potencial para o estudo
das alteracOes pré- e pos-queima, pois foi a que apresentou menor quantidade de valores
aleatorios. N&o obstante, continua a ser uma regido heterogénea, ou seja, ndo €
necessariamente localizada no mesmo local anatémico em diferentes fémures (Khan et
al., 2004). Assim, é necessario continuar a estudar esta problematica para, por um lado,
se entender melhor as alteracdes que se verificam nesta zona, e por outro, se com um
aumento da amostra, se detetam outros indicadores com maior utilidade para traduzir as

alteragBes que ocorrem pos-queima.

Outra questdo que se deve analisar, uma vez que também esta dependente da
temperatura, diz respeito as diferencas no indice de cristalinidade pré- e p6s-queima. As
correlagdes significativas encontradas entre os varios indicadores e a temperatura ou
entre os varios indicadores e o indice de cristalinidade apresentam um cenario
aparentemente aleatorio. No geral, ndo houve correlagfes entre os varios indicadores e a
temperatura e IC. Para as poucas correlacdes que se observaram, ndo existiu um
conjunto de indicadores representativo dessas correlagbes ou uma correlacdo num
indicador especifico que fosse transversal a ambos 0s sexos. Este fendmeno pode dever-
se ao reduzido tamanho da amostra em analise que compromete os resultados, sendo
necessario aumentar a amostra de modo a perceber se existe de facto alguma correlagdo

entre as varias variaveis.

Nao obstante, a zona “Ward” da area do fémur apresenta elevada correlacdao
tanto com a temperatura como com o indice de cristalinidade, para a amostra total e para
o sexo feminino. Também a zona “Troch”da DMO no fémur apresenta correlagao
elevada com as duas variaveis (temperatura e IC), para o sexo feminino. Tal como a
DMO na patela apresenta correlagdo com as duas variaveis, mas para a amostra total.
Ademais, as restantes correlacdes encontradas, s6 estdo relacionadas com uma das
variaveis. No entanto, seria provavelmente expectavel que as correlacdes observadas

para uma variavel fossem também observadas para a segunda variavel, uma vez que
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existe uma conexao entre as duas, ou seja, um aumento na temperatura traduz-se num

aumento do IC.

Jé& esta amplamente estabelecido que o IC para 0sso humano inalterado ronda em
média os 2,50-3,25 (Thompson et al., 2009), apesar de outros autores terem obtido
alguns resultados mais elevados, reportando uma média de IC de 3,55 (Gongcalves et al.,
2018). A amostra pré-queima apresentou um IC de 2,86-3,45, estando em concordancia
com os valores reportados. As amostras foram obtidas de trés ossos distintos por
individuo, o que permitiu verificar que apesar de algumas variagGes, 0s valores intra-
individuo sdo relativamente semelhantes. Thompson et al. (2011) reportou que as
diferencas ao longo de um elemento 0sseo sdo pequenas; e aqui verifica-se que as
diferencas entre diferentes elementos 6sseos do mesmo individuo também néo
produzem grandes diferengas. Mais recentemente, Gongalves et al. (2018) avaliaram a
influéncia do local de amostragem do 0sso no indice de cristalinidade, utilizando 0ssos
humanos. Os autores ndo encontraram diferencas significativas no IC, em amostras
retiradas em diferentes zonas do mesmo 0sso. Ao analisarem diferengas entre 0ssos do
mesmo esqueleto, debrucaram-se sobre as diferencas entre os dois tipos de 0sso
(esponjoso e compacto), encontrando diferencas significativas no IC. Assim sendo, uma
eventual correlacdo entre o IC e os parametros para a densidade mineral 6ssea podera

variar em funcao do tipo de 0sso.

Por outro lado, a amostra pds-queima levou a uma variacdo do IC entre 3,58-
6,29, dependendo da temperatura maxima atingida; ou seja, verificou-se um aumento do
IC quando submetido a temperaturas elevadas. Varios autores justificam o aumento do
IC, com a maior ordenacdo da estrutura dos cristais (Stiner et al., 2001; Munro et al.,
2007; Nagy et al., 2008; Trueman et al., 2008). Porém, este fendmeno pode ocorrer
tanto devido a alteraces diagenéticas como a alteracdes térmico-induzidas (Trueman et
al., 2008; Amarante, 2016).

Com 0 aumento da temperatura maxima da queima, os IC’s foram variando. Aos
600°C, a amostra apresentou um intervalo de IC de 3,58-3,78; aos 700°C, um intervalo
de IC de 4,00-5,36; aos 800°C um intervalo de IC de 5,26-6,29; aos 900°C, um intervalo
de IC de 5,23-6,21 e aos 1000°C, um intervalo de IC de 5,04-5,65. Verificou-se um
aumento do IC com o aumento da temperatura até aos 800°C, estabilizando aos 900°C e
1000°C. Os valores de IC aqui obtidos, para cada temperatura, estdo dentro dos
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intervalos esperados e reportados noutros trabalhos (Goncalves et al., 2018). No

entanto, a amostra é demasiado pequena para realizar inferéncias mais arrojadas.

De modo a perceber o significado dos valores de IC obtidos, foram recolhidos
para comparacao os valores de IC de outros estudos, adquiridos por FTIR-ATR (Tabela
15). De notar que a composicdo das amostras diverge, sendo praticamente toda
constituida por ossos de fauna frescos, a Unica excecdo € o estudo de Gongalves et al.
(2018) onde utilizaram ossos humanos. A comparacdo com fauna é indireta pois
diferengas microestruturais entre ossos de fauna e 0ssos humanos poderdo induzir

diferentes reacdes a queima (Goncalves et al., 2018).

A andlise entre um antimero ndo queimado e o antimero queimado foi
impossibilitada pelos resultados obtidos anteriormente. A existéncia de diferencas entre
antimeros ndo queimados e a influéncia do consolidante nas analises de densitometria,
ndo permitiram o0 aumento da amostra com o0s esqueletos previamente queimados da
Colecédo, uma vez que inutiliza a extrapolacdo dos resultados de um 0sso ndo queimado
para 0 seu antimero também ndo queimado (previamente a queima). Ainda assim,
devido as condicdes apresentadas pela zona “Ward”, para a qual ndo se encontraram
diferencas tdo importantes, foi decidido realizar esta analise para a area desta zona. No
entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas, e, portanto, este indicador ndo
permite obter novos dados para esta analise. A auséncia de diferencas significativas
reflete que a analise por DXA ndo deteta diferencas na area entre 0 0sso queimado e o
ndo-queimado. Ademais, é importante relembrar que a zona “Ward” ndo é uma zona
especifica, mas sim o local de menor densidade. Porém, uma vez que, no geral, a area
dos ossos diminui com a queima, seria de esperar que possivelmente também a area de
Ward diminuisse, no entanto, tal ndo se verificou, enfatizando a imprevisibilidade deste

indicador.

Assim, ao agrupar os melhores indicadores para cada parametro estudado da
influéncia da queima na densidade mineral Ossea (Tabela 16), verifica-se que 0s
resultados dos varios estudos nem sempre sdo concordantes. Todavia, é possivel indicar
quais 0s que aparentam apresentar maior potencial para serem estudados novamente no
futuro. Tanto para a area como para o conteddo mineral ésseo os indicadores que
prometem melhores resultados remetem para as zonas “Neck” e “Ward”, enquanto a

DMO apresenta como melhores indicadores as zonas “Inter” e “Total”.
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Tabela 15.

Comparacéo dos IC obtidos com valores de IC reportados noutros estudos.

Amostra Duracdo 600 700 800 900 1000

Fémur humano 4 horas 376 531 550 572 5,65

Presente estudo™ Patela humana 4 horas 368 524 542 565 5,20
MT1 humano 4horas 369 437 590 577 5,60

Thompson et al. )
Ossos longos ovelha (S1) 15min 411 444 595 6,34 -

(2009)
Thompson et al. )
Ossos longos ovelha (S1) 45 min - 51 6,3 7,56 -
(2009)
Thompson et al. )
0Ossos longos ovelha (S2) 15min - 4,55 - 4,67 -
(2009)
Thompson et al. )
Ossos longos ovelha (S2) 45 min - 5,56 - 5,77 -
(2009)
Thompson et al. )
Costela ovelha (S1) 45 min 392 416 611 480 4,75
(2013)
Thompson et al. )
(2013) Costela ovelha (S2) 45 min 484 652 594 532 482

Fémur vaca +
Thompson et al.

Ossos longos ovelha 15min - 3,80 - 4,32 -
(2011)

(superficie interna)

Fémur vaca +
Thompson et al.

Ossos longos ovelha 45 min - 4,72 - 5,39 -
(2011)

(superficie interna)

Fémur vaca +
Thompson et al.

Ossos longos ovelha 15min - 3,91 - 3,92 -
(2011)

(superficie externa)

Fémur vaca +
Thompson et al.

Ossos longos ovelha 45 min - 4,64 - 5,35 -
(2011) -
(superficie externa)
Snoeck et al.,
4 horas 478 6,00 551 501 -
(2014)*
Gongalves et al., Osso humano )
o variavel 3,76 4,45 564 573 5,52
2018 maioritariamente compacto
Gongalves et al., Osso humano )
o ) variavel 3,71 4,14 570 549 557
2018 maioritariamente esponjoso

* Os valores obtidos para a amostra deste trabalho e do trabalho de Snoeck et al. (2014) foram obtidos através do
célculo da média.
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Tabela 16.

Indicadores com melhores resultados para cada anélise.

. Menores ~ ~
Coeficientes com . Correlagdes Correlagdes
e diferencas
menor variagao . temperatura IC
relativas
< Neck Troch
Area Ward Neck Ward Ward
Inter Inter

DMO Total Total Troch Ward
CMO Neck Ward* Ward -

* Diferenca relativa elevada, mas o Gnico indicador que apresentou comportamento uniforme

4.4. Influéncia da queima na classificacdo da OMS

para osteoporose

Os resultados obtidos pela densitometria bifotonica reportam uma classificacéo,
que segundo a OMS, esta dividida em “Normal”, “Osteopenia” e “Osteoporose”. A
prevaléncia de osteopenia e osteoporose em mulheres ap6s a menopausa (Curate, 2010)
foi também encontrada neste estudo, através do predominio das classificacfes
“Osteopenia” e “Osteoporose” em mulheres sobre a classificagdo “Normal” em homens,

numa amostra com idades avancgadas, como referido anteriormente.

A existéncia de assimetria bilateral ja foi mencionada acima. Porém, verifica-se
gue nalguns casos essa assimetria é suficiente para indicar duas classificagcdes diferentes
entre os fémures (individuos CEI/XXI 105 e CEI/XXI 11). Quando essas disparidades
sdo encontradas em contexto clinico, podem por exemplo manifestar uma influéncia na
decisdo de um tratamento para o paciente (Hwang et al., 2012). No entanto, em
contextos arqueoldgicos, essa assimetria na classificacdo ndo assume uma influéncia téo

grande quando se pretende estudar a incidéncia de osteoporose.

Quando submetidos a queima, os fémures em 50% dos casos mantiveram a

mesma classificacdo da OMS e nos restantes 50% dos casos passaram para a
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classificagdo acima de maior densidade, ou seja, de “Osteoporose” para “OsteOpenia”
ou de “Osteopenia” para ‘“Normal”. Contudo, em trés dos cinco casos em que as
classificagdes se mantiveram, estes pertenceram a homens com classificagdo “Normal”,
ou seja, mesmo que tenham aumentado de densidade, mantiveram-se na mesma
classificacdo porque ndo existe outra acima. Ademais, para 0 sexo masculino, ndo
aparentam existir alteracbes na classificagdo com o aumento da temperatura, com
excecdo da queima a temperatura méxima de 1000°C em que houve uma transi¢do de
“Osteopenia” para “Normal”. Em relagdo ao sexo feminino em quatro dos cinco casos
houve uma alteracdo na classificacdo, dos quais trés casos mudaram de “Osteoporose”
para “Osteopenia” e num caso mudou de “Osteopenia” para “Normal”. Com a excecao
dos 700°C, existe sempre uma alteragdo da classificacdo, que traduz o aumento da

cristalinidade no 0sso.

Contrariamente aos resultados obtidos acima que indicam que a aplicacdo de
consolidante influencia as medicBes por DXA, este ndo alterou as classificacfes obtidas
na analise. Isto sugere que as alteracBes provocadas pelo consolidante ndo sdo

suficientes para alterar o diagnoéstico na maioria das vezes.

Apesar de ser necessario continuar a estudar esta dindmica com uma amostra
maior, prevé-se que em casos praticos envolvendo restos cremados, um individuo com
reduzida massa Gssea apresentaria muito provavelmente a mesma classificacdo antes da
gueima visto que um incremento da densidade mineral Gssea aparenta estar associado a

queima.
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5. Conclusoes e Consideracoes
Futuras

A queima de restos humanos é uma pratica comum ndo s6 em contextos
arqueoldgicos, mas também em contextos forenses, como um meio de esconder um
crime ou como resultado de acidentes, desastres em massa, entre outros. Assim, torna-se
imperativo conhecer as alteragbes térmico-induzidas ocorridas no 0sso, de modo a
retirar 0 maximo de informacdo quer sobre a vitima quer sobre o contexto. A
densitometria bifotonica, apesar de comummente utilizada em contexto clinico, nunca
foi empregue em 0ssos queimados. Este método provou ser capaz de detetar as
alteracbes que ocorrem na parte mineral do 0sso com o aumento da temperatura,
nomeadamente através do aumento ou diminui¢do dos pardmetros area, DMO e CMO.
Efetivamente verificou-se aumento da densidade mineral dssea com o aumento da
temperatura maxima da queima. Com estes resultados ndo so é possivel cimentar o que
ja se sabia sobre as alteracdes da cristalinidade no 0sso com a queima, mas também
introduzir uma técnica com grandes potencialidades para o estudo da parte inorgénica
do osso quando submetido a elevadas temperaturas.

Para estudos de patologia, nomeadamente osteoporose, em cremacdes, seja em
contexto arqueoldgico ou forense, as analises de DXA aparentam ter potencial para
obter informacOes relevantes. Apesar deste ser ainda um estudo preliminar, ja foi
possivel encontrar algumas tendéncias. O aumento de densidade mineral dssea térmico-
induzido (a elevadas temperaturas) poderd reforcar diagnosticos de osteopenia e

osteoporose detetados em restos humanos queimados.

Uma grande limitacdo deste estudo € o baixo tamanho da amostra, que impediu
que se pudessem retirar conclusdes mais seguras. Porém, este € um ponto de partida
para a exploragdo do efeito das alteracBes térmico-induzidas num novo pardmetro 4sseo.
A inclusdo de um maior numero de individuos, em investigacdes futuras, permitira
concluir de forma mais sélida se s@o observaveis diferencas entre sexos. Além disso,
com a adi¢do de individuos de outras faixas etarias, poderdo ser estudadas as alteracoes

na cristalinidade em funcédo da idade. A continuacdo do estudo em paralelo deste indice
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de cristalinidade sera Util para verificar se efectivamente existe correlacdo entre a ordem
da estrutura dos cristais dada por este indice e os dados de densidade obtidos por DXA.
Uma eventual correlacdo significaria que este indice poderia ser um proxy de massa

0ssea.
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Apéndices

A.1. Exemplo dos resultados obtidos pela DXA.

Name: CEI XXI 13 Sex: Female Height:
Patient 10: Ethnicity: White Weight:
DOB: 01 January 1951 Age: 68

Referring Physician: ANTROPOLOGIA

Scan Information:

Scan Date: 07 March 2019 ID: K0307194)
Scan Type: a Left Hip

Analysis: 07 March 2019 18:25 Version 12.6:5

Left Hip
Operator:
Model: QDR 4500C (S/N 47998)
Comment
oy o e DXA Results Summary:
Mx04 2
el . (:r':'.) IWI(f) (:‘l?:!g AL (1;3 sr%r—e (ASzi)
Neck 444 243 0S¢ 2.7 64 -1.0 83
Troch 828 476 0575 -13 82 0.0 99
Inter 1780 1445 0812 <19 74 0.7 88
Total 30.52 2164 0709 -1.9 75 0.5 92
Ward's 1L1I0 038 0343 =33 47 0.9 76
Totsl BMD CV | 0%. ACF = 1 021, BCF = 0 976, TH = | 805
WHO Classification: Osteopenia
Total Fracture Risk: Increased
3 0-m

BMD

[-4c0me vs ﬁ‘l

HOLOGH

ez
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A.2. Diferencas relativas para o estudo da assimetria bilateral entre antimeros nao
gueimados para cada parametro, em cada individuo.

Individuo 105
Temperatura: 600°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
qutl\ilr?%do 4,46 11,59 1595 32,00 1,06 0,588 0,433 0,899 0,687 0,324 2,62 5,02 1434 21,99 0,34 9,87 0,481 4,74 8,48 0,380 3,23
qupe?r:?ar 4,51 10,54 1533 30,38 1,11 0,550 0,394 0,830 0,637 0309 248 4,15 12,72 1935 0,34 10,48 0,449 4,71 8,66 0,301 2,60
Diferenca - -
relativa 1,12 -9,06 -3,89  -5,06 4,72 -6,46 -9,01 -7,68  -7,28 -4,63 -5,34  -17,33 1130 1201 0,00 6,18 -6,65 -0,63 2,12 -20,79  -19,50
(%) ) )
Individuo 249
Temperatura: 600°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
qu:ilf:;do 4,91 13,64 27,40 4595 1,05 0,827 0,662 1,071 0924 0550 4,06 9,04 29,35 42,44 0,58 1490 0,460 6,86 1191 | 0,420 5,00
qupe?rrr?ar 5,31 12,39 2417 41,87 112 0,801 0,734 1,133 0973 0,565 4,25 9,09 27,39 40,73 0,63 1521 0,496 7,55 11,29 0,510 5,76*
Diferenca )
relativa 8,15 -9,16 11.79 -8,88 6,67 -3,14 10,88 5,79 5,30 2,73 4,68 0,55 -6,68  -4,03 8,62 2,08 7,83 10,06 -5,21 21,43 15,20
(%) ’
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Individuo 269
Temperatura: 700°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
qu:ilrar‘lcé)ido 4,92 9,99 17,77 32,67 1,00 0,577 0,467 0,841 0,687 0,354 2,84 4,67 1494 22,45 0,35 12,42 0,504 6,26 10,06 0,246 2,48
uneéiir':r?ar 521 9,73 18,81 33,74 111 0,520 0,463 0,787 0,653 0,361 2,71 451 1480 22,02 0,40 11,84 0,495 5,86 9,38 0,241 2,26
Diferenca
relativa 5,89 -2,60 5,85 3,28 11,00 -9,88 -0,86 6,42 -495 1,98 -458  -343 -094 -192 1429 -467 -1,79 -6,39 -6,76  -2,03 -8,87
(%)
Individuo 276
Temperatura: 700°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
que’\ilrerlmoado 4,93 11,67 18,32 34,92 1,05 0,860 0,719 1,223 1,003 0,640 4,24 8,39 22,41 3503 0,68 12,23 0,540 6,60 11,84 0,322 3,82
qupe?rrr?ar 4,73 12,09 19,18 36,00 1,00 0,840 0,736 1,229 1,012 0,643 3,98 8,90 2357 3644 0,64 1250 0,520 6,49 11,11 0,356 3,96
Diferenca
relativa -4,06 3,60 4,69 3,09 -4,76 -2,33 2,36 0,49 0,90 0,47 -6,13 6,08 5,18 4,03 -5,88 2,21 -3,70 -1,67 -6,17 10,56 3,66
(%)
Individuo 75
Temperatura: 800°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
que’\ilrioado 4,86 13,16 20,71 38,73 1,15 0,453 0,445 0,738 0,603 0279 2,20 5,86 1528 23,34 0,32 11,49 0421 4,84 11,88 0,371 4,41
qulae?;far 5,16 11,39 20,87 3742 113 0515 0,445 0,739 0,619 0266 2,66 5,07 1543 23,16 0,30 10,56 0,526 5,55 10,68 0,337 3,60
Diferenca _
relativa 6,17 -1345 0,77 -3,38  -1,74 13,69 0,00 0,14 2,65 -4,66 20,91 -1348 0,98 -0,77  -6,25 -8,09 24,94 14,67 10.10 -9,16 -18,37
(%) ’
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Individuo 274
Temperatura: 800°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO

Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward

qus!\ilr?wc;do 551 12,89 19,04 3744 111 0,453 0,451 0,652 0553 0,282 2,50 5,81 12,41 20,72 0,31 13,89 | 0,363 5,04 10,76 0,257 2,76
uneéiirr:ar 5,55 12,66 1799 3620 1,04 0459 0444 0670 0558 0,295 2,55 5,62 12,05 20,21 0,31 13,32 | 0,345* 4,59 11,62 0,263 3,06
Diferenca

relativa 0,73 -1,78 551 -331 631 1,32 =1L 2,76 0,90 4,61 2,00 -3,27 -290 -246 0,00 -4,10 | -4,96 -8,93 7,99 2,33 10,87
(%)

Individuo 167
Temperatura: 900°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
que’\ilr?woado 5,32 12,09 1999 37,40 1,04 0,453 0,493 0,677 0586 0,298 241 5,96 13,53 21,90 0,31 12,31 0,468 5,76 10,21 0,345 3,52

qupe?:r?ar 5,47 11,28 23,87 40,62 1,07 0426 0462 0627 0554 0257 2,33 521 1496 2250 0,28 11,89 0,474 5,64 11,81 0,333 3,93

Diferenca
relativa 282 6,70 1941 861 2,88 -596  -6,29 -739 546 -13,76 -3,32 -1258 1057 2,74 -968 -341 128 -2,08 15,67 -3,48 11,65
(%)

Individuo 63
Temperatura: 900°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO

Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
5,24 13,61 22,03 40,87 111 0,833 0,875 1236 1,064 0593 4,36 11,90 27,22 43,48 0,66 14,45 0,657 9,49 10,54 0,407 4,29

Né&o
queimado
Para
queimar
Diferenca
relativa 3

(%)

541 13,81 23,15 4237 1,07 0,773 0,874 1,145 1,009 0,516 4,18 12,07* | 26,51 42,77 0,55 14,19 0,647 9,19* 11,62 0,367 4,27

24 1,47 5,08 3,67 -3,60 -7,20  -0,11 -7,36 517 -1298 -413 | 143 -261 -163 -16,67 -1,80 -1,52 -3,16 10,25 -9,83 -0,47
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Individuo 13
Temperatura: 1000°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
qu:ilrar‘\(;do 4,44 8,28 17,80 30,52 1,10 0,547 0,575 0,812 0,709 0,343 2,43 4,76 1445 21,64 0,38 9,52 0,491 4,67 8,60 0,388 3,34
uneéiir':r?ar 4,30 8,87 16,99 30,16 1,09 0,580 0,553 0,825 0,710 0,418 2,49 491 14,02 21,42 0,46 8,73* 0,509 4,44 8,50 0,339 2,88
Diferenca
relativa -3,15 7,13 -455 -1,18 -0,91 6,03 -3,83 1,60 0,14 21,87 247 3,15 -298 -102 21,056 @ -830 3,67 -4,93 -1,16 -12,63  -13,77
(%)
Individuo 11
Temperatura: 1000°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
qu:ilfnc;do 531 12,09 23,32 40,72 111 0,802 0,619 1,051 0,890 0,400 4,26 7,48 2452 36,26 045 11,95 0,445 5,32 10,66 0,366 3,90
qulae?rTar 5,35 13,22 2227 40,84 111 0,848 0,601 0985 0,843 0448 454 7,95 21,93 3441 0,50 10,90 0,485 5,29 9,30 0,395 3,67
Diferenca B -
relativa 0,75 9,35 -450 0,29 0,00 5,74 -2,91 -6,28 -528 1200 6,57 6,28 10.56 -5,10 11,11 -8,79 8,99 -0,56 12.76 7,92 -5,90

(%)

* indica outlier.
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More than meets the eye

A.3. Diferencas relativas preé- e pos-consolidante para cada indicador, em cada individuo.

Individuo 105
Temperatura: 600°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area  DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward

Antes 429 944 1545 29,18 1,00 0585 0405 0,848 0,666 07327 251 382 1311 1944 033 10,76 0433 466 863 0327 283

Depois 425 943 1685 3052 111 0606 0418 0881 0700 0352 258 394 1484 21,35 039 1005 0463 465 819 0353 289
Diferenca

: -093 -0,11 906 459 11,00 3,59 3,21 389 511 7,65 2,79 3,14 1320 9,83 18,18  -6,60 6,93 -0,21 5,10 7,95 2,12
relativa (%)

Individuo 249
Temperatura: 600°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 511 12,90 19,94 37,95 1,07 0,829 0,755 1,090 0,941 0,575 4,23 9,74 21,73 | 35,70 0,62 14,95 0,485 7,25 11,72 0,475 5,57
Depois 511 1198 24,60 41,69 1,06 0835 0756 1194 1024 059 426 906 29,38 4270 063 1337 0550 7,35 1107 0394 436
Diferenca = -
relativa (%) 0,00 -7,13 23,37 9,86 -0,93 0,72 0,13 9,54 8,82 3,65 0,71 -6,98 35,20 19,61 1,61 1057 13,40 1,38 -5,65  -17,05 2172
Individuo 269
Temperatura: 700°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO

Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward

Antes 4,81 8,96 1540 29,17 1,07 0,600 0531 0845 0,708 0455 2,89 4,76 13,01 20,65 049 1145 0488 559 9,22 0,267 2,47
Depois 4,62 9,37 1664 3063 1,07 0595 0520 0838 0,704 0453 2,75 487 1394 2156 049 1154 0505 583 886 0,240 2,12
Diferenca

-3,95 4,58 8,05 5,01 0,00 -0,83 -207 -083 -0,56 -044 -4,84 2,31 7,15 4,41 0,00 0,79 3,48 429 -390 -1011

relativa (%) 14,17
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Individuo 276
Temperatura: 700°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 436 1148 1589 3173 1,05 0870 0781 1244 1025 0662 380 897 19,76 3253 069 1245 0515 641 10,89 0,326 3,55
Depois 479 1098 1817 3395 105 0869 0789 1268 1057 0674 416 867 2305 358 071 1235 0521 643 10,36 0351 3,63
Diferenca 986 436 1435 700 000 -011 102 1,93 312 181 947 -334 1665 1030 290 -0,80 117 031 -487 767 225
relativa (%)
Individuo 75
Temperatura: 800°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 449 950 1550 2950 1,09 0654 0536 089 0743 0391 294 509 1389 21,92 043 959 0620 595 9,63 0377 3,63
Depois 479 996 1471 2946 109 0606 0553 0945 0758 0385 290 550 1391 2232 042 871 0664 578 958 0387 371
Diferenca 668 484 -510 -014 000 -7,3% 317 547 202 -153 -1,3 806 014 182 -233 -918 710 -286 -052 265 2,20
relativa (%)
Individuo 274
Temperatura: 800°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 514 923 2120 3557 107 | 0421 | 0469 0668 0581 02341 | 216 433 1416 2065 | 037 | 1333 | 0,337 449 1098 0308 3,38
Depois 430 9,99 2454 3882 1,09 | 0317* | 0466 0649 0565 0220 | 1,36* | 466 1592 21,93 | 024* 1350 | 0,340+ 459 997 0321 320
Diferenca - - - -
relativa (%) 16,34 823 1575 914 187 | 2470 064 -284 275 g0 ggg, 762 1243 620 | o0p, 128 089 223 920 422 533
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Individuo 167
Temperatura: 900°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 475 848 1655 29,78 125 0547 0588 078 0691 0417 260 499 13,01 2059 052 1062 0535 568 899 0410 3,69
Depois 462 851 1676 2988 125 0561 0595 0804 0,707 0452 259 506 1348 2113 056 890 0602 536 818 0438 358
Diferenca 274 035 127 034 000 256 1,19 229 232 839 -038 140 361 262 7,69 § 1252 563 901 683  -2,98
relativa (%) 16,20
Individuo 63
Temperatura: 900°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 482 11,70 1835 3487 107 0905 | 0974 1344 1159 0654 436 | 1139 | 2467 @ 4042 070 1068 | 0869 928 874 | 0580 506
Depois 495 12,00 2104 3808 105 0926 |0991* 1351 1181 0624 458 |11,99% 2842 | 4499% 066 1054 | 0872 919 792 | 0713% | 565
DI 270 342 1466 921 -187 232 | 1475 052 190 -459 505 | 527 1520 11,31 571 -131 | 035 -097 -9,38 @ 2293 11,66
relativa (%)
Individuo 13
Temperatura: 1000°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 413 753 1339 2505 1,11 0,732 0676 1029 0874 0540 3,02 509 13,78 2189 060 | 728 0620 451 7,17 0498 357
Depois 376 743 1644 27,64 107 0741 0692 1076 0927 0591 279 514 17,69 2562 063 | 7,02 0650 456 647 049 321
Diferenca -896 -133 22,78 1034 -360 123 237 457 606 944 -762 098 2837 1704 500 & -357 484 111 976 -0,40 )
relativa (%) 10,08
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Individuo 11
Temperatura: 1000°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 4,80 987 19,14 3381 111 1,099 0,745 1,166 1,034 0613 5,27 7,35 22,33 34,95 0,68 9,54 0,598 571 8,99 0,414 3,72
Depois 468 991 1892 3351 105 1077 0747 1189 1043 0643 504 741 2250 3495 068 848 0652 552 894 0408 365

Diferenca

. -250 041 -115 -089 -541  -2,00 0,27 197 087 489  -4,36 0,82 0,76 0,00 0,00 i 9,03 -333 056 -145 -1,88
relativa (%) 11,11

* indica outlier.
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A.4. Diferencas relativas pre- e pos-queima para cada indicador, em cada individuo.

Individuo 105
Temperatura: 600°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward

Antes 4,51 10,54 15,33 30,38 1,11 0,550 0,394 0,830 0,637 0,309 2,48 4,15 12,72 19,35 0,34 10,48 0,449 471 8,66 0,301 2,60

Depois 4,29 9,44 15,45 29,18 1,00 058 0405 0,848 0,666 0,327 251 3,82 1311 1944 0,33 10,76 0,433 4,66 8,63 0,327 2,83
Diferenca

. -488 -1044 0,78 -395 991 6,36 2,79 2,17 455 5,83 121 -7,95 3,07 047 294 267 3,56 -1,06  -0,35 8,64 8,85
relativa (%)

Individuo 249
Temperatura: 600°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 531 1239 2417 41,87 1,12 0801 0,734 1,133 0973 0565 425 9,09 27,39 40,73 063 1521 0,49 7,55 11,29 0,510 5,76*
Depois 511 1290 19,94 37,95 1,07 0,829 0,755 1,090 0,941 0,575 4,23 9,74 21,73 35,70 0,62 14,95 0,485 7,25 11,72 0,475 B
DI 377 412 y 936 -446 350 2,86 -38 -329 177 -047 715 - . 1,59  -1,71 222 397 381 68  -3,30
relativa (%) ' ! 17,50 : : ! ! : ! : : ' 20,66 12,35 ' ' ' ' ' ' '
Individuo 269
Temperatura: 700°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO

Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward

Antes 521 973 1881 3374 111 0520 0463 0,787 0653 0,361 271 4,51 1480 22,02 040 11,84 049 5,86 9,38 0,241 2,26
Depois 4,81 896 1540 29,17 1,07 0,600 0531 0,845 0,708 0455 2,89 4,76 1301 2065 049 1145 0,488 5,59 922 0,267 2,47
Diferenca

-7,68  -791 -3,60 1538 14,69 7,37 842 2604 6,64 5,54 -6,22 2250 -3,29 -1,14 -4,61 -1,71 10,79 9,29

relativa (%) 1813 1354 12,09
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Individuo 276
Temperatura: 700°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 473 12,09 19,18 36,00 1,00 0,840 0,736 1,229 1,012 0,643 3,98 8,90 2357 36,44 0,64 12,50 0,520 6,49 11,11 0,356 3,96
Depois 4,36 11,48 1589 31,73 1,05 0,870 0,781 1244 1,025 0,662 3,80 8,97 19,76 32,53 0,69 12,45 0,515 6,41 10,89 0,326 3,55
Diferenca - - - -
relativa (%) -7,82 -5,05 1715 1186 5,00 3,57 6,11 1,22 1,28 2,95 -4,52 0,79 1616 10,73 7,81 -0,40 -0,96 -1,23 -1,98 -8,43 -10,35
Individuo 75
Temperatura: 800°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 516 11,39 20,87 37,42 1,13 0,515 0445 0,739 0,619 0,266 2,66 5,07 15,43 23,16 0,30 10,56 0,526 5,55 10,68 0,337 3,60
Depois 4,49 9,50 15,50 29,50 1,09 0,654 0536 0896 0,743 0,391 2,94 5,09 13,89 21,92 0,43 9,59 0,620 5,95 9,63 0,377 3,63
Diferenca = = =
relativa (%) 12,08 -16,59 2573 2117 -3,54 26,99 2045 21,24 20,03 46,99 10,53 0,39 -9,98 -5,35 4333 9,19 17,87 7,21 -9,83 11,87 0,83
Individuo 274
Temperatura: 800°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 5,65 12,66 17,99 36,20 1,04 0,459 0444 0,670 0,558 0,295 2,55 5,62 12,05 20,21 0,31 13,32 | 0,345* 4,59 11,62 0,263 3,06
Depois 514 923 2120 3557 107 0421 0469 0668 0581 0341 216 433 1416 2065 037 1333 0837 @ 449 1098 0308 3,38
legreng:a -7,39  -27,09 17,84 -1,74 2,88 -8,28 5,63 -0,30 4,12 15,59 ) -22,95 17,51 2,18 19,35 0,08 -2,32 -2,18 -5,51 17,11 10,46
relativa (%) 15,29
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Individuo 167
Temperatura: 900°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 547 1128 2387 4062 107 0426 0462 0627 0554 0257 233 521 1496 2250 028 11,89 0474 564 1181 0333 393
Depois 475 848 1655 2978 125 0547 0588 0786 0691 0417 260 499 1301 2059 052 1062 0535 568 899 0410 3,69
Diferenca T 482 y 16,82 2840 2727 2536 2473 6226 1159 -4.22 y 849 8571 y 1287 071 y 2312 6,11
relativa (%) 13,16 S 3067 26,69 : : : : : : : : 13,03 : ; 10,68 : : 23,88 : :
Individuo 63
Temperatura: 900°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 541 1381 2315 4237 107 0773 0874 1145 1009 0516 4,18 | 1207* 2651 4277 055 1419 0,647 | 919% | 11,62 0367 427
Depois 482 11,70 1835 3487 107 0905 0974 1344 1150 0654 436 | 1139 2467 4042 070 1068 0869 | 928 874 0580 506
Diferenca S 1528 " y 000 17,08 1144 1738 1487 26,74 431 = -563 694 549 27,27 g 3431 | 098 g 58,04 18,50
relativa (%) 10,91 <% 2073 1770 ' ' ' ' ' ' ’ ' ' ’ 24,74 ' ' 24,78 ) )
Individuo 13
Temperatura: 1000°C, F
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck  Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward
Antes 430 887 1699 3016 109 0580 0553 0825 0,710 0418 249 491 1402 2142 046 | 873 0509 444 850 0339 288
Depois 413 753 1339 2505 111 0732 0676 1020 0874 0540 302 500 1378 2189 060 | 7,28 0620 451 7,17 0498 357
Dl 395 -1511 .. g 183 2621 2224 2473 2310 2919 2129 367 -171 219 3043 | .. 2181 158 g 4690 23,96
relativa (%) : St 2119 1694 : : : : : : g ; ; ; 16,61 : : 15,65 ; ;
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Individuo 11
Temperatura: 1000°C, M
Fémur Patela MT1
Area DMO CMO Area DMO CMO Area DMO CMO
Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward Neck Troch Inter Total Ward

Antes 535 1322 2227 4084 111 0848 0601 0985 0,843 0448 454 795 21,93 3441 050 1090 0485 529 930 0395 3,67

Depois 480 987 1914 3381 111 1099 0745 1166 1,034 0613 527 735 2233 3495 068 954 0598 571 899 0414 372

Dl T 2534 y 000 29,60 2396 1838 2266 3683 1608 -7,55 18 157 36,00 - 2330 7,94 -333 481 136

relativa (%) 10,28 : 14,05 17,21 ; : : : : : : : : ; ! 12,48 : ; : : :

* indica outlier.
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