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“Inteiramente errbnea € a concepgao popular de que a ciéncia engloba corpos de fatos
estabelecidos. Nada na ciéncia estd permanente estabelecido, coisa alguma, nela, é
inalteravel. Em verdade, a ciéncia esta claramente em constante modificagdo — e esta
modificagdo ndo se processa por simples acréscimo de novas certezas. Se agimos
racionalmente, baseamos nossas decisbes e expectativas no “que de melhor sabemos” ...”
Karl Popper *

" Magee EB. As idéias de Popper; tradugéo de Lednidas Hegenberg e Octanny Silveira da Mota. S&o
Paulo: Editora Cultrix, Ed da Universidade de Sao Paulo, 1974.



Herrera LM. Antropologia Forense e estimativa da origem geografica: composigao
isotopica do esmalte dentario de individuos modernos residentes no estado de Séo
Paulo. [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

Em casos de necessidade do estabelecimento da identidade de uma pessoa, quando
nao ha suspei¢ao de quem possa ser o individuo, e n&o ha registros ante-mortem para
comparacgao, necessarios para aplicacdo de método de identificagcdo, pode ser
realizada a estimativa do perfil biolégico (sexo, idade a morte, estatura e
ancestralidade). A estimativa da origem geografica pode auxiliar, reduzindo as
possibilidades da origem mais provavel do individuo, e facilitando nas buscas por
identidades. Essa estimativa pode ser feita por meio de analises isotdpicas de tecidos
biolégicos. O esmalte dentario é o tecido mais rigido do corpo humano, e praticamente
nao sofre alteragbes quanto as razdes isotépicas. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a assinatura isotopica de esmalte dentario de individuos residentes no
estado de Sdo Paulo. Também foi objetivo fazé-lo por regides ao longo do mencionado
estado e por niveis socioecondmicos. Cento e quarenta e dois terceiros molares foram
utilizados para extragcdo de esmalte dentario. As amostras foram preparadas e
analisadas para carbono e oxigénio em um espectrOmetro de massas de razéo
isotépica (IRMS) acoplado a um analisador do tipo Gas Bench IlI; para estréncio, em
um espectrdmetro de massas de ionizagdo térmica Triton-plus Thermo Finnigan
(TIMS). Os valores encontrados de 580, 5'3C e 87Sr/8¢Sr estimados para a populagdo
do estado de Sao Paulo foram respectivamente: -5,82%0 + 0,09, -9,04%0 * 0,16 e
0,712067 = 0,000162. Diferengas foram observadas nos valores isotopicos entre as
regides g1 e g5. Diferengas nos valores isotopicos foram observadas entre individuos
das classes socioecondémicas mais extremas para 8'3C e 8Sr/%Sr. Esses achados
reforgam a possibilidade de se estimar a origem geografica. O presente estudo podera
servir de base de dados para auxiliar no processo da estimativa da origem geografica
em casos forenses futuros.

Palavras — chave: Odontologia Legal. Isétopos. Localizagbes Geograficas.



Herrera LM. Forensic Anthropology and the estimation of geographic origin: isotopic
composition of enamel teeth from modern subjects living in S&o Paulo state. [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

In cases of need to establish the identity of a person, when there is no suspicion of
who the individual may be, and there are no ante-mortem records for comparison,
necessary to apply the identification method, the biological profile can be estimated
(sex, age at death, stature and ancestry). The estimate of the geographical origin can
help by reducing the possibilities of the most likely origin of the individual and
facilitating the search for identities. This estimative can be conducted through isotopic
analysis of biological tissues. Dental enamel is the hardest tissue of the human body
and does not undergo isotopic changes. The aim of the study was to characterize to
characterize the dental enamel isotopic signature of subjects living in the state of Sdo
Paulo. It was also an aim to do it by regions along the aforementioned state and by
socioeconomic status. One hundred and forty-two third molars were used for tooth
enamel extraction. The samples were prepared and analyzed for carbon and oxygen
on Isotopic Ratio Mass Spectrometer (IRMS) coupled with Gas Bench Il analyzer and
for strontium, on a Thermal lonization Mass Spectrometer Triton-plus Thermo Finnigan
(TIMS). The obtained values of §'80, &'3C and 8"Sr/Sr estimated for the population
of the state of Sao Paulo were, respectively: -5.82%0 + 0.09, -9.04%0 + 0.16 and
0.712067 = 0.000162. Differences regarding isotope values were observed mainly
between the g1 and g5. Differences were also observed between individuals from the
most extreme socioeconomic status (8'3C and &7Sr/88Sr). These findings corroborate
to the possibility of estimating geographic origin. The present study can serve as a
database to assist in the process of estimating geographic origin in future forensic
cases.

Keywords: Forensic Dentistry. Isotopes. Geographic Locations.
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1 INTRODUGAO

O numero de ocorréncias de desaparecimentos de pessoas no Brasil é
estimado em cerca de 80 mil por ano'. Sdo cerca de 175 mortes violentas intencionais
por dia no pais e uma taxa de 30,8 mortes por 100 mil habitantes. Somente no estado
de Sao Paulo, em 2018 este nimero foi estimado como 20 mil?. Tal nimero expressivo
representa um problema social, por estar relacionado, direta ou indiretamente, a
violéncia doméstica e homicidios entre outros.

Muitas pessoas desaparecidas sdo encontradas mortas, e sdo enterradas sem
identidade. Em situagdes em que somente remanescentes humanos sdo encontrados,
é possivel estimar o perfil bioldégico da vitima por meio de técnicas da Antropologia
Fisica, como o sexo, a idade, estatura e a ancestralidade. A partir do perfil biologico,
busca-se por suspeitos que possuam as caracteristicas estimadas e, por comparagao
das informagdes médicas e odontoldgicas dos remanescentes humanos com as dos
suspeitos elencados, um método de identificagdo humana € realizado e pode ter
sucesso.

Porém, informagdes como sexo, idade, estatura e ancestralidade podem néao
ser suficientes para compor o perfil de um individuo. Nesse sentido, conhecer a origem
geografica — a qual ndo esta, necessariamente, relacionada ao local onde o esqueleto
foi encontrado — pode possibilitar o refinamento das buscas pela identidade.

Uma ferramenta com grande potencial para a estimativa da origem geografica
de individuos né&o identificados € a analise de isétopos encontrados em tecidos
biologicos32. Os isétopos sdo elementos quimicos que estéo presentes na natureza e
sdo incorporados ao corpo humano principalmente por meio da alimentacao® e da
agua ingerida’®'". Dessa forma, se os padrdes isotdpicos do ambiente e dos alimentos
forem conhecidos, considerando que estes alimentos sejam cultivados e consumidos
localmente, por comparagao aos tecidos humanos é possivel estimar se um individuo
esta, de alguma forma, relacionado aquele ambiente, uma vez que o homem sofre
influéncia dos padrdes isotopicos do meio em que vive'?13,

Para que tal comparagdo seja possivel, os valores isotopicos dos tecidos
humanos podem ser convertidos considerando a questdo do ambiente. Para tanto, &
necessario conhecer todos os recursos de agua do local e considerar os periodos de
chuva, estacdes do ano e temperatura do ambiente, de épocas especificas, além dos
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erros associados as conversdes de dados isotdpicos dos tecidos para comparagao
com os dados do ambiente' %, Além disso, ndo sdo conhecidos todos os fatores que
podem influenciar a composicéo isotdpica dos tecidos humanos. Habitos como o
fumo®'®, metabolismo e doencas'” '8, praticas de preparo dos alimentos'®,
globalizagdo — e o consumo de alimentos industrializados e ultra processados —
fertilizantes nas plantagbes podem ser responsaveis pela composig¢ao isotopica do
organismo.

O nivel socioecondmico®® parece ser importante, uma vez que o padrédo
alimentar, habitos e até mesmo as condi¢bes do ambiente podem estar relacionados
a economia do local e aos seus aspectos culturais. A prépria dieta do supermercado
exige um nivel socioecondmico minimo. Dependendo do local, as condi¢des
socioeconOmicas podem moldar os habitos alimentares. Restricbes de oferta de
produtos em uma regido podem ser reflexo da falta de influéncia politica ou mobilidade
geografica das pessoas. Pessoas de classes sociais mais altas podem buscar
melhores condigbes em outras regides/areas e, como consequéncia, podem levar a
uma concentragdo de pessoas de menor nivel socioecondmico em areas mais
remotas?'.

A composicao isotdpica encontra-se preservada para diferentes épocas da vida
do individuo, e depende do tecido observado. Assim, o tipo de tecido pode ser
considerado um outro fator, pois pode registrar diferentes assinaturas isotopicas para
um mesmo individuo. Os dentes, mais particularmente o esmalte dentario, sdo as
estruturas mais resistentes do corpo humano. Os minerais, na forma de cristalitos de
hidroxiapatita — Caio (POas)s (OH)2 — sdo responsaveis pela sua alta dureza??. O
esmalte dentario apresenta cronologia de mineralizagdo bem especifica e quando
formado, dificilmente sofre alteragdes isotopicas?3?4. Por conta da sua dureza, os
dentes sdo bem resistentes frente a diferentes condigdes, como altas temperaturas
(em casos de mortes provocadas por incéndios), umidade (afogamentos), entre outras
situacoes, e por isso sdo considerados bons materiais para analise no contexto
forense.

Alguns autores®?% vém sugerindo que a comparagéo isotopica seja feita com
dados de tecidos humanos de origem conhecida para estimar a origem geografica, ou
ainda por meio da comparagao com mapas construidos a partir de dados de amostras
bioldgicas (e ndo dados provenientes diretamente do ambiente). Devido a processos

migratérios, variagbes geograficas, culturais, clima e forma como as pessoas
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interagem com o0 meio em que se encontram, as caracteristicas das populag¢des se
manifestam de formas distintas, e por isso a importancia do presente estudo. Alguns
trabalhos*%25-27 documentaram a variabilidade de is6topos em dentes de individuos
modernos de diferentes regides do mundo. Até o presente, nio foi localizada nenhuma
informacéao sobre a aplicagdo da analise isotopica em dentes de brasileiros modernos
visando auxiliar peritos e outros profissionais em questdes médico e odontolegais.
Este fato motivou a busca de tais parametros para a nossa populagao.

Neste trabalho, incluimos em nossa amostra dentes terceiros molares de
individuos vivos de origem conhecida, e construimos estimativas de valores isotopicos
para diferentes regides do estado de S&o Paulo. Aspectos geoldgicos, nutricionais e
socioecondmicos sdo analisados neste estudo isotépico. Tal abordagem mais
integrada € importante, considerando a complexidade dos is6topos em individuos
modernos.

O conceito de “individuo moderno” ndo é completamente esclarecido na
literatura, uma vez que individuos de um mesmo tempo podem ser mais modernos do
que outros, considerando a heranga genética que carregam?®. No entanto, para a area
Forense, individuos modernos podem ser todos os seres humanos do presente (vivos
ou mortos), sendo o contexto recente das evidéncias e o ambiente muito importantes
e decisivos para indicagao de equipes forenses.

Em situagbes em que é necessaria a determinagao da identificagdo humana,
destaca-se a importancia do odontolegista, inserido em uma equipe multidisciplinar.
Além da responsabilidade que o cirurgido-dentista possui no que se refere ao exame
odontologico e armazenamento de informagdes, o mesmo €& o profissional que
conhece melhor do que qualquer outro os aspectos morfolégicos, estruturais e
funcionais dos elementos dentarios. A participagdo da Odontologia em analises
antropoldgicas forenses em prol do auxilio a justiga é consagrada internacionalmente.
No Brasil, a lei 12.030/2009 estabelece que sao peritos de natureza criminal os peritos
criminais, peritos médico-legistas e peritos odontolegistas?®.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a assinatura isotopica de esmalte dentario de individuos

residentes no estado de Sao Paulo.

2.2 Objetivos Especificos

Visando a auxiliar na estimativa da origem geografica de individuos de
diferentes regides de um mesmo estado, foi objetivo desta pesquisa caracterizar a
assinatura isotopica de diferentes regides do estado de S&o Paulo e verificar se os
valores isotdpicos séo iguais entre regides;

Também foi objetivo caracterizar a assinatura isotdpica considerando classes

socioeconOmicas distintas e verificar se os valores isotopicos s&o iguais entre classes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Definigoes e Simbolos

3.1.1 Is6topos

Is6topos sdo atomos do mesmo elemento quimico, com mesmo numero de
prétons e elétrons, porém com numero de neutros distintos. Portanto, apresentam as
mesmas propriedades quimicas, mas propriedades fisicas diferentes, em razdo das
diferentes massas?*. Os isotopos podem ser classificados em: radioativos,
radiogénicos e estaveis.

Is6topos radioativos (instaveis) sdo elementos que se transformam em outros
elementos quimicos ou em outros isétopos do mesmo elemento?43%3!, Esses isotopos
estdo sempre buscando estabilidade, e por isso sofrem decaimento, ou seja, emitem
particulas ou ondas eletromagnéticas. Esta emissdo é denominada de radioatividade,
a qual pode ser natural ou artificial (induzida por processo tecnolégico). O numero de
decaimentos por minuto caracteriza a atividade de um is6topo. Ja a meia-vida de um
isotopo corresponde ao tempo decorrido para que sua atividade diminua pela metade.

A meia-vida dos isotopos pode variar de microssegundos até milhares de
anos®'. No contexto Forense, é interessante que um radioisotopo apresente meia-vida
curta, correspondente ao intervalo post-mortem de interesse, e que seja encontrado
nos tecidos humanos em quantidades suficientes para que possa ser detectado. Com
a morte do individuo, o consumo do is6topo pelo organismo termina e tem inicio o
decaimento do radioisétopo. Se esse decaimento € conhecido, € possivel estimar o
tempo da morte3".

Os is6topos radiogénicos sdo aqueles derivados de isotopos radioativos de
meia-vida longa. Por exemplo, o estréncio 87 (87Sr) forma-se com o decaimento
radioativo do rubidio 87 (8Rb)?; enquanto o chumbo 206 (?°°Pb) é produto da
transformacgao do uranio 238 (228U)%43'. Os is6topos radiogénicos podem ou nao ser
estaveis.

Por sua vez, isotopos estaveis sao elementos que ndo se transformam,
espontaneamente, em outros elementos quimicos ou em outros isétopos do mesmo

elemento. Por isso, recebem o nome de “estaveis”.
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Os is6topos ocorrem na natureza em varias proporgdes®®33. N&o sé&o
encontrados sozinhos; estdo arranjados em moléculas, que por sua vez formam
estruturas supramoleculares, formadoras das células. Estas se organizam em tecidos,

que constituem os 6rgéos e sistemas dos seres Vivos.

3.1.2 Abundancia isotépica

A abundancia isotépica corresponde a relagcédo entre a abundancia da espécie
isotdpica de interesse e todas as espécies isotdpicas presentes®’. Por exemplo, a
abundancia do "3C na molécula de CO; é dada por:

[13C0,]

Rys = 100
3= 113C0,] + [12€0,] ©

R = &tomos % 13C

3.1.3 Razao isotopica

A razao isotopica € a relacdo entre a quantidade da espécie isotopica de
interesse e a quantidade da espécie isotopica mais abundante®. Por exemplo, a razdo

isotopica de "*C na molécula de CO- é dada por:

[13C0,]

"3 = 112¢0,]

r = é adimensional

3.1.4 Fator de fracionamento

Fracionamento corresponde a divisdo dos isétopos entre duas substancias ou
tecidos (Hoefs 2004 apud Regan?*). O fator de fracionamento (a) pode ser interpretado
como a variagdo da concentragdo do elemento isotopico de interesse entre duas
regides ou fases (ou seja, qualquer sistema fisico, quimico ou biologico) de um
determinado processo®. Sem o fracionamento, todos os processos bioldgicos seriam

homogéneos.



19

Na natureza (atmosfera), a abundancia do '?C é de 98,8890 atomos% e do '3C,
1,1110 atomos%. A razao isotdpica entre '3C e 2C é de, aproximadamente, 1/99. As
plantas, durante o processo de fotossintese, incorporam o CO2 do ar, e com este
processo ocorre o fracionamento isotopico do carbono, alterando essa razdo. Como
existem diferentes tipos de plantas (C3 e C4, por exemplo), o fracionamento isotépico
do '3C ocorrera de formas diferentes, resultando em diferentes razbes, que podem ser
usadas para distinguir as plantas e a dieta®.

Os consumidores primarios (herbivoros) alimentam-se das plantas
(produtores). Neste processo também ha fracionamento isotdpico. Quanto maior o
nivel trofico, mais '3C?*. Diferentes tecidos de um mesmo organismo também
apresentam diferencgas isotopicas?*.

Também ha fracionamento em relagdo ao oxigénio. Fatores como temperatura
e umidade, congelamento, condensagéo e evaporagao da agua interferem nos sinais
isotopicos, que serdo incorporados por plantas e posteriormente pelos consumidores.
Os valores isotopicos variam entre os consumidores primarios (herbivoros),
dependendo se s&o consumidores de gramas e plantas rasteiras ou consumidores de
arbustos e ervas®.

O estréncio e o chumbo quase nao sofrem fracionamento na natureza (é
insignificante) e por isso 0 seu uso é bastante interessante para analise isotopica. Este

fato ocorre provavelmente porque ambos possuem massas atémicas maiores?*.
3.1.5 Enriquecimento isotépico

O enriquecimento isotopico € a relagdo entre a abundancia isotopica em uma
amostra com a abundéncia isotdépica de uma amostra de referéncia (arbitraria, mas

convenientemente escolhida)®. Essa relagéo é dada por:

R(amostra) - R(padréo)

8(amostra,padréo) = R
(padrao)

O enriquecimento € dado em notagdo delta. Como os valores obtidos
geralmente sdo muito pequenos para interpretagéo, costuma-se multiplicar a equagéao
por 1000. Assim:
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R ~ Ripadrs
(amostra) (padrio) x 1000

8(amostra,padréo) = R
(padrao)

3.2 Aplicagoes

O estudo de is6topos é empregado em diversas areas do conhecimento. E
muito frequente nas ciéncias da terra3®-3%, pela sua importancia em relagdo a nutricdo
de plantas, ao uso de fertilizantes no solo e aos impactos nas aguas. Em Arqueologia,
é utilizado como forma de inferir padrées de dieta e mobilidade®’, distinguir imigrantes
de individuos nativos de determinado local (como no cemitério dos Romanos sem
cabega)®, e determinar a historia de vida de individuos pré-histéricos®®, entre outros.

Outras aplicag¢des incluem:

o Na area médica, os isétopos podem ser usados como tragadores para
auxilio no diagnéstico de doengas*®, ou ainda para entender como os elementos
quimicos ocorrem no organismo em condigdes patoldgicas'®;

. Estudos em Ecologia e Zoologia3*4142 também se valem da analise
isotopica para investigar nichos no ambiente marinho e outras questées envolvendo
espécies de animais e plantas;

. Verificagdo da autenticidade/adulteragao e rastreabilidade dos alimentos
e bebidas para garantir controle e qualidade no mercado como carnes*3, adulteragéo
de vinhos**, méis*®, sucos*® entre outros;

o Determinac&o da origem de narcaticos ilicitos, uma vez que é possivel
fazer a correspondéncia entre as amostras de drogas e o seu local de origem - onde
foram cultivadas*’;

. Por meio da analise de is6topos de chumbo por exemplo, € possivel
distinguir se um projétil compartilhou uma caixa de munigdo comum ou ainda qual

projetil causou determinado ferimento durante um tiroteio com varios tipos de armas*’;

o Analise discriminatoria de isotopos em tintas e possivel aplicagéo
forense??;
. Identificacdo de remanescentes humanos de guerra’.

No que tange as questbes meédico-legais envolvendo seres humanos, a
aplicacdo do estudo de isotopos pode ser util para estimar a origem geografica de
individuos modernos, informagao que contribui para a construgao do perfil biolégico

do individuo, sobretudo em circunstancias em que sé remanescentes humanos sao
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encontrados. Estas questdes vém sendo enfatizadas principalmente por conta de
confrontos em fronteiras decorrentes de imigragéo ilegal?®4°. No entanto, os estudos
nesta area ainda s&o poucos.

Baterlink e autores*® apontam que, por conta do aumento de forgas armadas
nas fronteiras entre Estados Unidos (EUA) e México, houve um aumento de pessoas
buscando rotas alternativas (clandestinas e perigosas) para cruzar as fronteiras. Tais
tentativas levaram a morte de muitas pessoas. Entre 1998 e 2015, o numero de mortes
na fronteira entre USA-México variou de 5000 a 7500, e muitos desses corpos
permanecem sem identificagdo. Muitas pessoas tentam chegar aos EUA a pé, pelo
sul do estado do Texas, cruzando ranchos e terras privadas, e acabam perdidos,
desidratados por causa das altas temperaturas, e doentes. Grande parte dos
remanescentes sem identificagao esta sendo exumada, analisada e identificada, como
resultado de um esforgo realizado por meio de agdes conjuntas entre universidades,
agéncias de cumprimento da lei, organizagées n&o governamentais e outros 6rgaos,
com objetivo de repatriamento. Em alguns casos forenses nos EUA, o emprego da
analise isotopica ajudou na estimativa da origem geografica®4°.

Para as questdes forenses, € necessario o conhecimento de dados isotdpicos
de populacbes de varios paises, levando-se em consideracdo, inclusive, a
comparagédo entre diferentes regides de um mesmo territério. Fraser et al.>°
apresentaram uma tentativa de coletar informagdes isotopicas (C, H, O e N) de
cabelos e unhas de 20 individuos residentes na Irlanda do Norte e as compararam
com amostras de outros paises, como EUA (n=13), Australia (n=9), Siria (n=16),
Sudao (n=2), india (n=6), Bélgica (n=6), Franga (n=6), Holanda (n=6) e Noruega (n=6).

Para a populagdo mexicana, isétopos de estréncio foram analisados a partir de
dentes humanos de pessoas de varias regides (n=19), sendo possivel distinguir 3
regides a partir deste elemento?®. Outros trabalhos incluiram andlise combinada de
isétopos de amostras da Bulgaria?®, Holanda* e Colombia?’. Para algumas regides, foi
possivel identificar diferencas considerando apenas um elemento quimico. Porém,
com a inclusdo de outros elementos na analise, a distingdo de locais ficou mais

evidente.
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3.3 Isotopos de Maior Interesse na Esfera Forense

3.3.1 Carbono

O sinal isotopico do elemento carbono reflete a preferéncia de alimentos
consumidos por determinada populagdo®®. A alimentagcdo esta relacionada
principalmente ao consumo de plantas (e animais que se alimentam dessas plantas),
bem como alimentag&o marinha.

As plantas, durante o processo de fotossintese, transformam a energia
luminosa em energia quimica (ATP e NADPHz), a qual é utilizada juntamente com o
CO2, captado da atmosfera pelos estdmatos, para a sintese de compostos organicos
(carboidratos). Se o primeiro composto organico sintetizado contiver trés atomos de
carbono, estamos diante de uma planta do ciclo fotossintético C3. Por outro lado, se
o primeiro composto organico sintetizado apresentar quatro atomos de carbono, é
uma planta do ciclo fotossintético C43°,

As plantas C3 possuem apenas um tipo de cloroplasto (mesofilo). O CO2 chega
até aos mesofilos por difusdo. As plantas C4, por sua vez, apresentam dois tipos de
cloroplastos (mesofilos e cloroplastos da bainha), e a chegada do CO, até essas
estruturas ocorre de forma direta, ndo apenas por difusdo®.

Nas plantas, o '>C difunde-se mais facilimente do que o '3C, pois tem menor
massa atdmica. Ao longo dos ciclos, ocorre o fracionamento do carbono, e como
existem diferencas entre os ciclos fotossintéticos dessas plantas, a concentragao de
13C decai de forma diferente. As plantas C3 tendem a apresentar em seus compostos
organicos sintetizados menos '3C que as plantas C4. Plantas C3 apresentam valores
de C que variam de -20%o a -35%o, enquanto as plantas C4, de -9%o a -16%02*20.
Estes valores ndo se sobrepdem, o que torna a sua utilizagao tdo importante.

Valores intermediarios a estes sao relativos as plantas CAM (crassulacean acid
metabolism), conhecidas como “plantas suculentas”. Elas fecham os estdmatos
durante o dia e abrem durante a noite, para fixar o CO2 e, portanto, perdem pouca
agua. Algumas plantas CAM apresentam ciclos parecidos aos das plantas C4, e
outras, aos das C33%°. No entanto, os valores isotopicos destas plantas nao influenciam
na dieta humana de forma significativa®.

Alguns fatores podem influenciar os valores de '*C nas plantas. Sao eles:
fatores ambientais (radiagdo solar, déficit de agua, umidade do ar, salinidade,
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fertilidade do solo, poluicdo do ar, altitude e concentragdo do CO. atmosférico) e
fatores bioldgicos (capacidade fotossintética, variagao genética, competigcéo, forma de
crescimento e ciclo de vida)3%51,

As plantas C3 compreendem mais de 95% da vegetagao da terra, enquanto as
plantas C4 compreendem menos de 5%%4°.

O quadro 1 apresenta alguns exemplos dos trés tipos de plantas acima citados.

Quadro 1- Plantas segundo tipo de ciclo fotossintético

Tipos de plantas Exemplos

Plantas C3 (dicotileddneas) Arroz, feijao, ervilha, amendoim, soja, trigo,
cevada, frutas, hortalicas, beterraba,
mandioca, alfafa, castanhas, e comida
processada derivada desses itens

mencionados.

Plantas C4 (monocotiledéneas) Milho, cana-de-agucar, milhedo, sorgo,
gramineas.

Plantas CAM (suculentas) Cacto, abacaxi, bromélias.

Fonte: Adaptado de Ducatti*°.

O fracionamento do carbono dependera do nivel tréfico da cadeia alimentar.
Dessa forma, consumidores secundarios (carnivoros) apresentam razbées mais
elevadas do que consumidores primarios (herbivoros) e produtores®. Mas essa
diferenga n&o é tdo grande se comparada ao nitrogénio. Quanto mais alto na cadeia
alimentar, mais isétopo pesado de nitrogénio ('°N) havera no organismo.

A alimentacdo marinha também fornece informacdes isotdpicas em relagao ao
carbono. A grande fonte de carbono desses produtos € proveniente do bicarbonato
dissolvido no oceano, resultando em valores de '*C mais positivos do que as plantas
C4%°. Alimentagdo marinha fornece valores de '*C mais altos do que alimentacgéo
terrestre®2. Mamiferos marinhos e peixes apresentam valores de 3C enriquecidos em
6%0 em relacdo aos animais que possuem alimentacdo a base de C3, e valores
empobrecidos em 7%0 em relagdo aos animais que se alimentam de C4. Porém,
melhores indicadores de carbono sdo obtidos quando associados aos valores de

nitrogénio?*.
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O fumo também aumenta os valores de carbono e nitrogénio no organismo. O
tabaco € uma planta C3, e individuos fumantes apresentam um alto metabolismo
(perdem peso corporal) que, associado a baixa ingestao de alimentos (redugéo de
apetite por conta do cigarro), pode afetar a assinatura isotdpica®.

3.3.2 Oxigénio

Os tecidos humanos refletem os sinais de oxigénio do ar atmosférico, da agua
e do oxigénio presente nos alimentos. Em raz&o dos valores do oxigénio do ar
atmosférico serem constantes, acredita-se que a principal forma dos tecidos
incorporarem este elemento, durante o seu periodo de formagéo, seja pela ingestao
de agua e, em menor proporgcao, pelos alimentos, bem como pelo oxigénio
ina|ado11,24,32,53-54_

A agua ingerida/consumida, por sua vez, reflete a composigéo isotdpica da
agua metedrica (chuva) e do clima. A agua metedrica varia de acordo com a localidade
e o tempo. A composigao isotopica da agua da chuva depende de uma série de fatores
ambientais: latitude (conforme a latitude aumenta, as razées de 80 diminuem),
altitude (maiores altitudes também estdo relacionadas ao empobrecimento de '80), se
€ regiao costeira (quanto mais longe da costa (mais interior), menos enriquecido em
80), quantidade de precipitagdo, temperatura do ar (regibes com maiores
temperaturas apresentam maior enriquecimento em '80) e estag&032:55-%.

A agua do subsolo reflete os componentes isotopicos da agua metedrica local,
porém, diferengas podem ocorrer por conta de varios fatores: evaporacdo, misturas
com aguas do tipo ndo metedrica (salmouras, agua do mar ou “agua juvenil” = agua
magmatica), fracionamento durante a movimentagéo da agua no solo/aquifero, trocas
durante a formacgao geoldgica, reposigao/trocas de rios que possuem aguas derivadas
de precipitacdo de altas altitudes®®. A agua ingerida/consumida é derivada da agua do
subsolo. A agua bebida e dos alimentos, portanto, reflete o clima local. Desta forma,
se a composic¢ao isotdpica de oxigénio da agua metedrica (agua da chuva) de uma
determinada regido for diferente de outras regides, se a agua potavel consumida por
um grupo/comunidade for local e se a composi¢ao isotdpica dessa agua potavel
também for conhecida, é possivel verificar a mobilidade geografica (caso existente)
de um individuo, a partir de seus tecidos, como os dentes®?.
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Por outro lado, diversos fatores podem interferir nos valores de 80 da agua
consumida. Comportamentos culturais em relagdo ao manejo da agua ingerida, por
exemplo, € um desses fatores. Estes comportamentos compreendem a fervura da
agua, cozimento, infuséo e vinificagédo, entre outros, bem como habitos de grelhar e
defumar'®. Tais praticas favorecem a evaporacéo de is6topos mais leves, resultando
no enriquecimento de 80 na agua. Assim, tais praticas podem resultar em confuséo
durante a estimativa da origem geografica de um individuo, pois valores mais
enriquecidos em 0 podem ser associados a locais que apresentam temperatura
ambiente mais elevada (préximos a linha do Equador)?’.

Consumo de leite (de origem humana, como leite materno, ou mesmo animal)
também parece interferir no valor de '80 dos tecidos, uma vez que os valores de agua
no leite sdo mais enriquecidos do que a agua ingerida’®%’. Além disso, a pasteurizagéo
do leite também tende a alterar os valores isotdpicos®’. Outro fator é a alimentagéo,
que pode contribuir com a variabilidade dos valores de 180 entre os individuos. Alguns
alimentos (vegetais) apresentam mais agua em sua composigdo do que outros
(cereais, arroz, lentilha). Plantas e carnes sdo mais enriquecidas em '80 do que a
agua da chuva®®. Alimentos que dependem de cozimento (como arroz, carne vermelha
e peixe) apresentam mais 0 por causa do processo de cozimento. Portanto, o
consumo destes alimentos resultara no aumento do '80 da agua total da pessoa. O
sinal isotopico de "0 no corpo humano tende a ser maior que o da agua''. Segundo
Daux et al.%8, o enriquecimento maximo em 80 da agua total comparada com a agua
ingerida € 2%o (cerca de 1,1%o0 no esmalte dentario humano).

Os valores de 'O dos tecidos (carbonatos e fosfatos) estdo relacionados
principalmente com a agua consumida. Porém, os valores de 'O podem ser bem
variaveis nos individuos, pois fatores como atividade fisica, idade, taxa metabdlica e
doengas também podem influenciar no fracionamento isotépico do oxigénio em
humanos®®.

A analise de '®0 pode ser feita na porgdo de carbonato ou fosfato das
bioapatitas. Estima-se que a por¢édo de carbonato das apatitas seja mais enriquecida
em 80 do que a porgéo de fosfato, e que exista uma forte correlagdo positiva entre o
180 do fosfato e o 0 do carbonato®3. O fosfato existe em maior quantidade que o
carbonato (¢ a principal fonte de '®0) e € menos susceptivel as alteragées advindas
da diagénese (a ligagdo P-O é muito mais forte do que C-0)%*. Além disso, a relagéo
— praticamente linear - entre 0 do PO4 e '80 da agua ja esta mais estabelecida na
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maioria dos mamiferos - incluindo os seres humanos'®%4. No entanto, a mensuragéo
de '80 no fosfato é bem problematica, pois ndo ha uma gama de materiais certificados
de referéncia, ha possibilidade de viés metodologico e as analises sdo complexas e
demoradas®. Ja os carbonatos apresentam a vantagem de a analise ser simples,
mais rapida e mais barata, além de possibilitar a analise de '3C referente a dieta®*
5480 De qualquer forma, é possivel converter valores de carbonato em fosfato por
meio da equagdo®: 580 pos = 1,0322 * 580 co3 — 9,6849.

Pelo fato dos valores de 80 da agua serem estimados a partir dos valores de
180 dos tecidos, devido a relagéo linear que as variaveis apresentam, varias equagoes
de conversao (equagbes de regressao) para esta estimativa foram desenvolvidas.
Estimativas de "0 da agua a partir de carbonatos podem ser alcangadas por meio da
equagido: 880w = 1,590 * &'80 vsmow ¢ — 48,634, para dados de climas frios,
temperados e quentes e imidos, onde 5'80w equivale a composigéo isotdpica da agua
ingerida e 8'®0c equivale a composigdo isotépica do carbonato do esmalte®*.
Estimativas de 80 da agua a partir de fosfatos de tecidos humanos (ossos e dentes)
podem ser obtidas por equagbes como as mencionadas em Daux et al.%8: §'80w =
1,54 (£ 0.09) * 5'80 vsmow p — 33,72(x1.51) ou em Pollard et al.™.

Entretanto, alguns autores' 38 €0 nao recomendam esta transformacéao, devido
a eventuais erros de propagagao associados a conversao, culminando em intervalos
de confianga muito amplos. Erros de estimativa muito superiores ao esperado foram
obtidos para todas as equacgdes testadas por Pollard et al.’®, levando a estimativas de
origem geografica imprecisas. Os autores mencionam que para utilizar tais
conversdes é preciso que varias mensuragdes sejam feitas para uma mesma
observacéo, para se trabalhar com valores meédios, os quais ajudam a reduzir o valor
do erro associado a conversdo. Uma sugestao dos autores, em alternativa ao uso de
tais conversoes, é o uso dos proprios valores de 8'80 pos para a estimativa do local
de origem. Apesar de também haver um erro associado, este é tipicamente menor.
No entanto, para tal abordagem, é preciso uma amostragem bem planejada, a qual
inclui grandes quantidades de amostras de 5'®0po4. Assim, a variagdo da magnitude
de valores 8'®0pos4 pode ser obtida, a qual & necessaria principalmente para
populagdes “estacionarias”, para servirem de referéncia. Estes valores de intervalos,
porém, sdo ainda escassos®®.

Geralmente tais equagdes séo criadas para determinadas amostras (de um

dado local), e os pesquisadores acabam criando uma série de equagdes para a regiao
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de interesse no estudo. Isso porque sdo esperadas variagcdes para populacdes
modernas, decorrentes do consumo de alimentos mais globalizados ou vindos de
outros lugares; além disso, depende também da disponibilidade de agua e amostras,
e até mesmo do tipo de tecido utilizado™".

E recomendado que a analise isotdpica de oxigénio seja feita em associacéo a
outro elemento quimico porque algumas praticas, como amamentagéo ou até mesmo
o processo de fabricagdo de bebidas e alimentos, como ja citado anteriormente,
podem alterar a proporgéo isotopica original da agua ingerida®?. Além disso, existe
muita variagao nos valores isotdpicos de 80, o que acarreta overlaps entre regioes °.

Segundo Coplen®!, a reunido do Grupo sobre Amostras de Referéncia de
Is6topos Estaveis para Investigagbes Geoquimicas e Hidrologicas, patrocinado pela
Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA) recomendou, em 1983, que os
valores de '80 fossem normalizados, pois os valores “permil” entre duas amostras
podem ser diferentes quando determinados em equipamentos diferentes, ou ainda no
mesmo equipamento, porém com configuragdes diferentes. O 80 deve ser expresso
com base no padrao Vienna standard mean ocean water (VSMOW) ou Pee Dee
Belemnitella (VPDB), em escalas normalizadas.

Pela analise do fosfato de esmalte de individuos modernos, verificou-se que a
maioria dos individuos na Europa apresenta amplitudes de valores isotdpicos de O
bem variadas, e um individuo com valores entre 16-17%o., poderia, teoricamente, ter
nascido em qualquer regidao da Europa (existe um overlap de valores). Isto pode
acontecer porque as pessoas podem ter acesso a uma mesma fonte de agua. Porém,
fatores de comportamento e fisiologia interferem para maiores variagdes (amplitude).
Ainda, as areas da Europa estudadas apresentam valores de oxigénio de precipitagao
bem semelhantes. Até mesmo olhando para dentro de uma determinada regido, com
valores de amplitude menores, erros podem ocorrer se ndo houver a caracterizagao
total da variabilidade em extensdo. Em amostras maiores, diferencas pequenas, mas
significantes, foram encontradas entre grupos de individuos de leste a oeste do Reino
Unido, sugerindo que diferengas existem entre regides territoriais pequenas. A técnica
isotopica funciona melhor para areas com precipitacdo diferente e com amostras de

tamanho suficiente®°.
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3.3.3 Nitrogénio

O "N fornece informagdes sobre o nivel tréfico na cadeia alimentar. Conforme
o nivel tréfico vai subindo, ha um aumento de cerca de 3%o nos valores de "°N. O efeito
do nivel trofico é resultado da perda de "N durante a quebra de proteinas e excregao
de nitrogénio, provocando essa compensagao entre nitrogénio da dieta e nitrogénio
do colageno®2. Logo, animais carnivoros apresentardo maiores valores de "N do que
herbivoros/vegetarianos/veganos.

A anadlise do N associada a do '3C ¢ util para identificar individuos que
apresentam uma dieta muito diferenciada dentro de uma populagédo®®. A ingestdo de
muita carne e alimentos do mar indicara valores mais altos para '®°N°. No entanto, os
valores de '’N também podem sofrer interferéncias dependendo da saude do
individuo. Pessoas desnutridas (inanigdo) ou que sofrem de anorexia ou alguma outra
forma de privagao alimentar tendem a apresentar valores muito altos de "°N, indicando

0 consumo cada vez maior de proteinas do proprio corpo®, além de baixos valores de
13062_

3.3.4 Estroncio

O estréncio € um elemento bastante usado em Arqueologia para verificar a
mobilidade de individuos pré-histéricos?*32. E um elemento diretamente associado a
distingdo geografica?®. Existem quatro isétopos de estroncio: 8Sr, 87Sr, 8Sr e 84Sr; no
entanto, apenas 8'Sr é resultante de decaimento radioativo do elemento 8’Rb (rubidio),
sendo, portanto, um elemento radiogénico. Na area Forense, € mais comum o estudo
da raz&o 8"Sr/8eSr8.

A abundancia do Sr depende do tipo de rocha, da idade da rocha, da
quantidade de Sr original e da quantidade de Rb. Formacgdes geoldgicas mais antigas
sdo mais enriquecidas em Sr do que solos recentes. Solos ricos em calcio também
sdo mais enriquecidos em Sr do que os solos pobres em calcio. Fatores
antropogénicos, como como poluigdo e contaminagdo do ambiente por combustiveis
fosseis, também influenciam os sinais de Sr?463,

O Sr é incorporado no organismo principalmente pela cadeia alimentar
(alimentagao sélida ou liquida), e percorre 0 mesmo caminho do Ca. O Sr da agua

usada para cozimento também é incorporado nos alimentos durante o preparo®. A
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absorgao do Sr ocorre pela via gastrointestinal, e sua eliminagéo pelo organismo se
da principalmente pela urina®®. Uma vez absorvido pelo organismo, o estréncio do
plasma sanguineo € incorporado aos tecidos ésseos por substituigdo ibnica (do calcio)
ou por trocas de superficie, mas somente uma porgédo muito pequena de calcio (na
apatita) é substituida por estroncio®®. A concentragédo (absorgdo) de estroncio sera
maior nos 0ssos onde existir um maior fluxo sanguineo (e, portanto, onde o turnover
6sseo € maior), como é o caso do 0sso esponjoso em relagdo ao cortical®®. A taxa de
remodelagao (turnover) do osso cortical de um humano adulto dura entre 10 e 30 anos
(dependendo do o0sso). Logo, um determinado osso apresenta valores de Sr
equivalentes a 20 ou 30 anos de incorporagao desse elemento. Ja o esmalte dentario
incorpora Sr somente durante o periodo de sua formacao e, diferentemente dos ossos,
nao sofre remodelagdes ou grandes influéncias diagénicas?.

Por meio do Sr é possivel diferenciar elementos de dieta vegetal e carnivora®*.
Conforme aumenta o nivel tréfico na cadeia alimentar, a incorporacao de Sr do solo
nos tecidos vai diminuindo. Isto ocorre porque existe uma diferenca metabdlica no
epitélio de mamiferos para o Sr?*. Teoricamente, entdo, seria possivel distinguir uma
pessoa vegana de outra que se alimenta de proteinas e gorduras. No entanto, &
preciso ter cautela, e levar varios fatores em consideracao, tais como a variacado da
quimica do solo que influencia a absorg¢ao de Sr pela planta, a diferenciagao fisioldgica
dos individuos, bem como mudangas comportamentais nas estratégias de
alimentacgéo e praticas culturais?*.

Apesar do estréncio ser um isétopo de referéncia para fauna e ambiente em
estudos Antropoldgicos, para individuos modernos o fator dieta moderna e alimentos
embalados pode confundir os valores isotopicos de um determinado grupo local?®,
fazendo com que a razdo 87Sr/8Sr varie bem menos nas populagbes modernas®25.
Estima-se que a relagdo de Sr entre o organismo e o ambiente seja 1:1, ou seja, 0s
valores podem ser comparados diretamente. O grande problema € que ndo ha muita
referéncia sobre a variagdo do Sr no ambiente, e menos ainda em organismos

humanossé.

3.3.5 Chumbo

O chumbo possui quatro is6topos que ocorrem naturalmente: 2°4Pb, 2%6Ppb,
207Pp e 298pPp. Os trés ultimos séo radiogénicos, formados pelo decaimento radioativo
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do uranio (23U, 225U) e torio (?*3Th), respectivamente. O 2°4Pb n3o é radiogénico e,
portanto, serve como isétopo estavel de referéncia®24. Assim como o Sr, o Pb no

sofre fracionamento significativo na natureza.

O chumbo é assimilado de forma semelhante ao Sr, na medida em
que se acumula do sangue através de caminhos de calcio e pode ser
substituto de calcio na fragao de hidroxiapatita de carbonato de tecidos
duros. Os individuos jovens apresentam uma maior propensao para
absorver o chumbo do que os adultos provavelmente devido a
modelagem rapida do osso que ocorre durante a fase de crescimento
e porque as criangas pequenas tendem a colocar objetos na boca
frequentemente. Considera-se que as particulas de chumbo entram no
corpo através da ingestdo, seja através de alimentos e fluidos ou
objetos de chumbo, ou inalacdo. A contaminagcdo ambiental por
chumbo é encontrada através de operacgdes de mineracdo, lixdes,
emissdes de fundicdo de chumbo, combustdo de carvao e gasolina
com chumbo. Além disso, a chuva acida pode transmitir contaminacao

de emissdes / combustdo em grandes distancias?*.

O Pb esta associado a distingdo geografica, e qualquer mudanga no ambiente
pode ser detectada por meio de seus valores, dependendo do tecido biolégico
avaliado. Os padrdes de Pb no sangue de pessoas, por exemplo, que imigraram para
a Australia, mudaram para as concentragdées de Pb do local muito rapidamente (nos

primeiros 3 — 6 meses residindo no local) segundo estudo de Gulson e Gillings®®.

3.3.6 Analise combinada

Kamenov et al.?> sugerem que dificilmente a localidade de um individuo sera
distinguida com base apenas nos valores de '*C e consequentemente com base nas
preferencias alimentares das pessoas. Isso porque varios paises apresentam valores
de 3C semelhantes - dados estes obtidos principalmente por meio de estudos com
cabelo. Portanto, com valores de '3C, é possivel distinguir grandes geo-referéncias:
uma primeira grande regi&o englobaria dados de '3C de individuos da Europa, Asia,
Austrélia e norte e oeste da Africa, o quais apresentam geralmente valores baixos de
13C; a segunda grande regido envolveria individuos principalmente dos EUA, com
valores de *C moderados; e, por fim, a terceira regido incluiria México, América
Central, América do Sul e sul e leste da Africa, apresentando valores mais altos de
130_

Quando se considera o 80, as possibilidades de estimar o local de origem

ficam mais fortes. Kamenov et al.?® afirmam que, apesar de haver alguns overlaps



31

entre paises, é provavel que individuos da Australia, Africa e Oriente Médio
apresentem valores de 80 mais altos, comparados a Bulgaria, por exemplo, e que o
Canada apresente valores mais baixos. Adicionando ainda andlises de &Sr/®8Sr,
outros paises podem ser excluidos das analises (para uma possivel vitima da
Bulgaria, o México foi excluido, mas paises da Europa n&o foram). A adi¢cdo do Pb a
analise de C-O-Sr também é fundamental, pois o Pb parece ser um importante
elemento na distingao de regides.

O uso de is6topos estaveis para mapeamento geografico em Ciéncias
Forenses pode ser conduzido de duas maneiras?®. A primeira é criando banco de
dados de varios isétopos (como C, O, Sr e Pb) de tecidos de individuos modernos de
diferentes localidades do mundo. A segunda forma é pela criagdo de mapas isotopicos
a partir de rochas, solos e aguas também de diferentes locais do mundo.

No que se refere ao Sr, a criagdo de mapas isotopicos a partir de rochas, solos
e aguas, para diversos territorios, pode ser muito util para estudos de Arqueologia e
estudos ecologicos modernos. Porém, para estudos forenses de geo-referenciamento
humano, esses mapas parecem nao ser muito praticos, pois os valores de Sr nos
tecidos humanos nao sao influenciados apenas pelo Sr da agua, do solo e das rochas,
mas também por outras fontes como a alimentagéo importada de outras regides. Este
fato foi detectado no estudo de Kamenov et al.?>, em que os sinais isotopicos de Sr
das amostras de agua coletadas na Bulgaria corresponderam aos sinais ja esperados
para a regido. Porém, os sinais isotopicos de Sr do esmalte de individuos que
nasceram e cresceram na regiao nao foram correspondentes. O mesmo aconteceu
no estudo de Keller et al.® para individuos americanos: os EUA possuem um
mapeamento de Sr para todo territério a partir de solos, rochas e agua, porém, os
sinais isotopicos de americanos modernos também nao correspondem aos sinais
esperados. Além disso, a variagdo de Sr entre regides foi menor do que dentro de
uma mesma regiao (local), fazendo do Sr um elemento n&o tao util. Assim, a melhor
forma de caracterizar sinais isotopicos de Sr de individuos modernos para fins
forenses € por meio da criacdo de bancos de dados a partir de amostras teciduais
desses individuos modernos, ou seja, de origem conhecida.

Por outro lado, o mapeamento do isotopo 80 da agua ingerida pode ser bem
util para estudos forenses, uma vez que Kamenov et al.?® apresentaram evidéncias de
que os sinais de 80 do esmalte corresponderam ao esperado para o 80 da agua,

assim como no estudo de Keller et al.® para os americanos, em que compararam
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isoscapes de 80 da agua com isoscapes de 80 de origem humana. Porém, os
autores frisaram que os sinais isotopicos da agua n&o s&o unicos para um
determinado local, podendo existir diferentes regides com os mesmos sinais de 80
na agua.

Em relagdo ao Pb, poucos sao os estudos com tecidos de individuos modernos
e, portanto, é dificil dizer se determinado sinal de alguma populagdo € realmente
unico. O que se tem mostrado na literatura é que os valores de Pb estdo associados
ao solo, porém os valores de Pb no solo se modificam por conta dos fatores
antropogénicos. Kamenov et al.?> colocam um exemplo: na década de 1970, o uso de
gasolina com chumbo estava no auge, porém, hoje em dia, o nivel de poluigdo por Pb
diminuiu, e isso refletiu na composi¢cdo do solo. Portanto, a coleta de solo da
atualidade pode nao refletir os sinais de tecidos humanos (individuos vivos na
atualidade com cerca de 40 anos ou mais, por exemplo). Da mesma forma, dados
arqueoldgicos de individuos antigos ndo correspondem aos sinais isotopicos de
individuos atuais. Assim, € importante a criacdo de dados a partir de tecidos de

individuos modernos.

3.4 Tecidos Humanos Mais Utilizados na Analise Isotépica

As concentragdes isotopicas nos tecidos podem variar segundo o tipo de tecido
e as fases da vida®*®’. Os tecidos mais comuns disponiveis para analise isotdpica em
Antropologia Forense incluem ossos, dentes, cabelo, pele e unhas. Cada um
apresenta pontos positivos e negativos, registrando dieta e origem de diferentes fases
da vida do individuo.

3.4.1 Ossos

Os 0ssos sd0 as estruturas mais utilizadas na analise isotdpica forense?*. Séo
estruturas de origem conjuntiva - compostos por uma porgéo inorganica (apatitas),
uma matriz organica rica em colageno, e agua®®.

Possuem uma taxa de remodelacdo entre 10 e 30 anos. Alguns 0ssos
remodelam-se mais rapidamente que outros, no mesmo organismo. O 0sso
trabecular, por exemplo, remodela-se mais rapidamente do que o cortical. Portanto, a
medida em que o individuo incorpora is6topos por meio da alimentagdo, ao longo da
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vida, os valores isotopicos nos tecidos ossos vao sofrendo mudancas?*. Essas
mudancgas ocorrem lentamente ao longo da vida.

Na analise isotopica dos ossos, geralmente se utilizam as apatitas e o
colageno. As apatitas s&o os minerais dos tecidos esqueléticos. S&0 um hexagono,
geralmente de fosfato de calcio, o qual é formado por 4 elementos essenciais: calcio,
fésforo, oxigénio e ions que podem variar (grupo hidroxila, fluoretos, cloretos etc).

A hidroxiapatita € um tipo de apatita que forma cristais. E composta por ions
calcio, fosfato e hidroxila: Ca1o (PO4)s (OH).. Para formar a hidroxiapatita € preciso
ions calcio e fosfato no sangue. A mineralizagdo dos tecidos ésseos ocorre com
células formadoras de matriz organica (osteoblastos, condroblastos, odontoblastos) e
matriz colagena®®. Estas células secretoras de matriz organica desenvolvem em suas
membranas uma espécie de “bulbo” que vai se destacando em direcdo a matriz. Estas
estruturas sdo chamadas de vesiculas da matriz. As vesiculas contém enzimas que
liberam fosfato, e suas membranas possuem macromoléculas que se ligam aos ions
calcio. ions célcio e fosfato vdo entdo se acumulando nas vesiculas da matriz e se
precipitam na forma de fosfato de calcio (cristais). A mineralizagdo ocorre com a
deposicao de cristais de fosfato de calcio (cristais em formato de agulha) dentro
dessas vesiculas. Esta fase € chamada de fase vesicular da mineralizagao. Os cristais
de dentro das vesiculas vao crescendo em numero e tamanho para fora das mesmas,
adentrando a matriz organica. Os cristais se ligam as fibras/fibrilas colagenas da
matriz, e a mineralizagdo segue de forma independente. Os cristais impregnam as
fibras e fibrilas e as regides interfibrilares e esta fase recebe o nome de fase fibrilar da
mineralizagdo. Essas duas fases ocorrem para ossos e dentina, inclusive quando ha
formagédo nova de osso e dentina reparadora®®.

Além da hidroxiapatita, outros arranjos (outras apatitas) existem. Um exemplo
€ a substituicdo dos ions fosfatos por carbonatos. A partir desses carbonatos de
apatita nos ossos € possivel verificar a assinatura isotépica para o '*C. O osso é mais
enriquecido em '3C do que o plasma?*.

Ja o colageno é a proteina mais abundante na matriz organica do osso. E
importante, pois também reflete a dieta do individuo, por meio de is6topos de "N
presentes em seus componentes. O grande problema do uso do colageno é que ele
se degrada com o tempo, o que ndo acontece com as apatitas?*.
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3.4.2 Dentes

Os dentes sao as estruturas mais rigidas do corpo, sendo capazes de resistir a
diversas condicdes, inclusive a altas temperaturas. O esmalte dentario tem origem
epitelial (ectoderma). E acelular, altamente fridvel e com alta dureza (devido & sua
composigcao — aproximadamente 97% mineral, 1% material organico e 2% de agua),
bastante cristalino (transltcido) e pouco poroso®8. Ja a dentina tem origem conjuntiva
(células mesenquimais). A dentina € composta por mais matéria organica e agua do
que o esmalte (aproximadamente 70% mineral, 18% material orgénico e 12% de
agua). A fungdo da dentina é sustentar o esmalte, servindo de amortecedor,
diminuindo assim o risco de fraturas®®.

Assim como nos 0ssos, a estrutura inorganica dos dentes € composta por
apatitas, que formam cristais. Na dentina, os cristais sdo menores — assim como nos
0SsOs - e, portanto, ha maior reacéo e solubilidade, comparadas ao esmalte. Assim,
0S 0ss0s e a dentina sdo mais susceptiveis a alteragdes post-mortem (diagénese). Ja
o esmalte tem cristais maiores e, portanto, € mais estavel a alteragdes post-mortem e
com isso tem maior capacidade de preservagdo®®7°,

Os constituintes da bioapatita do esmalte e da dentina variam em relacéo a

concentracao e estrutura, e podem ser vistos na tabela 1.



Tabela 1 — Constituintes da bioapatita do esmalte e da dentina
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Constituintes Esmalte Dentina Cemento Polpa Osso
Agua 1,5-3,5% 10,6-13,5% 20% 0% 8,7%
Solidos
Minerais 96-97% 65-70% 45% 1% 65%
Organicos 0,5-1% 18-20% 35% 9% 25%
Minerais
Calcio, Ca?* 36% 26-27% 16% * 24.5%
Fosfato, PO4* 17,7-18% 13% 8% * 10,5%
Carbonato, CO3?* 2,3-3% 3-4,5% 6% * 5,8%
Magnésio, Mg?* 0,44-0,5%  0,8-1,1% 0,5% * 0,55%
Saodio, Na* 0,4-0,5% 0,3-0,4% 0,4% * 0,7%
Potassio, K* 0,08-0,2%  0,05-0,2% 0,1% * 0,03%
Fluor, F- 0,01% 0,02-0,05%  0,05% * 0,02%
Cloro, CI 0,3 0,01 0,0 * 0,1%

Outros elementos (Pb, Fe, Zn, Cu, Sr etc...) apresentam taxas muito reduzidas

indice de cristalinidade ~ 70-75
Tamanho dos cristais 1300x300A
Organicos

Proteinas 0,3%
Citrato 0,1%
Triglicerideos 0,05%
Colesterol 0,01%
Fosfolipideos 0,01%
Glicose 0,001%

33-37
200x40A

20%
1%
0,4%
0,01%
0,01%
0,001%

32%
1,5%
0,8%
0,6%
0,01%
0,001%

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%*

33-37

*Soma total dos minerais da polpa é de 1%.

**Soma total dos componentes organicos € 9%.

Fonte: Adaptado de LeGeros’" e de Aranha?

2
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Além disso, também ha uma variacédo desses constituintes da bioapatita dentro
de um mesmo tecido. Por exemplo: a concentracdo dos elementos na superficie do
esmalte difere da existente na jungdo amelodentinaria’’’2 e na jungdo cemento-
esmalte’?.

O esmalte dentario € composto principalmente por cristais de hidroxiapatita
Ca1o (PO4)s (OH)2, porém outros arranjos também existem. Anions como F- e ClI- sdo
conhecidos por substituirem o OH-, anions como CO3?-, HPO4% substituem o PO4*, e
cations como Sr?*, Pb?*, Ba®* substituem o Ca?*.

A substituigdo do OH pelo F culmina na estrutura chamada de fluorapatita: Ca1o
(POa)s (F)2. Esta substituicdo promove uma contragdo dos eixos da estrutura da
bioapatita de forma que a mesma se torne mais estavel. Promove ainda um aumento
da cristalinidade da bioapatita, sugerindo um crescimento dos cristais. Esta
estabilidade € manifestada pela resisténcia a solubilidade e a decomposi¢ao térmica.
A incorporagao de F na bioapatita de ossos e dentes esta relacionada a ingestao de
agua fluoretada e alimentos durante a formagao desses tecidos’".

A cloroapatita é a apatita formada pela substituicdo do OH pelo Cl: Ca1o (POa4)s
(Cl)2. A concentragao do CI nos tecidos dentarios € bem pequena, e aparentemente
ha uma discriminag&o da apatita na incorporagéo deste ion’".

O carbonato CO3? é outro ion presente nos tecidos mineralizados. O COz, por
exemplo, dissolvido no plasma sanguineo, reage com a agua formando o acido
carbdnico, que logo se dissocia, transformando-se em ions bicarbonato e H*. O
bicarbonato, em condigdes mais alcalinas (>pH) forma o carbonato’.

Nos tecidos duros, o carbonato pode estar presente em forma de calcita ou
aragonita (CaCO3), dolomita ((Ca,Mg)COQOs) ou magnesita (MgCO3). O ion carbonato
também pode ser substituinte na estrutura da apatita (carbonatoapatita). Os
carbonatos que substituem os grupos hidroxila sdo chamados de carbonatos do tipo
A, e os que substituem os ions fosfato, tipo B”'. Estas substituicdes levam a alteragbes
na estrutura hexagonal da apatita (contragcdo ou expansao dos eixos) e,
consequentemente, a diferencas nas propriedades fisico-quimicas. As
carbonatoapatitas do tipo A sdo mais resistentes a decomposicao por temperatura do
que as do tipo B”'. Os carbonatos ndo somente substituem os grupos fosfatos e

hidroxila, mas também s&o incorporados a superficie dos cristais’".
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A partir dos carbonatos de apatita € possivel verificar a assinatura isotopica
para o '3C. Ha uma maior concentracdo de carbonato na dentina e nos 0ssos em
relagéo ao esmalte”.

Ainda em relag&o aos substituintes idnicos da estrutura da apatita nos tecidos,
cations monovalentes como sddio (Na*), potassio (K*), litio (Li*) e bivalentes como
estroncio (Sr?*), bario (Ba%*), chumbo (Pb?*), magnésio (Mg?*) podem ser substituintes
do célcio (Ca?*), além de outros ions tri ou multivalentes. As substituicoes geralmente
sdo dependentes das variagdes de pH e temperatura, e algumas acontecem em maior
extens&o do que outras’’.

O componente fosfato PO43 € bem estavel, pois suas ligagdes idnicas sdo mais
fortes, o que implica em uma resisténcia maior aos efeitos da diagénese e alteragdes
isotopicas frente as diferencas de temperatura.

No que se refere a formagao do esmalte dentario, existem diferentes métodos
para estuda-la. Grande parte dos estudos envolve o registro por meio da analise visual
de erupgéo dos dentes na cavidade oral e pelo estudo dos estagios de mineralizagéo
por meio de radiografias. Estas duas formas podem produzir uma alta variabilidade
nos dados de cronologia de desenvolvimento: para o primeiro método, por exemplo,
as diferentes formas de observagéo e registro podem ser os motivos do relato de alta
variabilidade e em relagcdo as radiografias, a auséncia de definicdo clara dos
estagios/setores de mineralizagao bem como a qualidade de resolugdo da imagem.

A analise histologica é uma outra forma de analise do desenvolvimento do
esmalte e, diferente das demais formas, permite um registro mais acurado®. Suas
desvantagens sdo: grande tempo despendido para as analises, € um método que
causa a destruicao das amostras e ainda o numero amostral, que por ser baixo, acaba
sendo uma limitagdo. O estudo de Reid e Dean®® utilizou andlise histologica para o
estudo da formagéo cronoldgica do esmalte dentario de 326 molares e 352 dentes
anteriores (todos permanentes) referentes a diferentes populagbes (europeus
modernos, africanos do sul modernos, norte americanos modernos e uma populagao
medieval). Os autores verificaram que a variabilidade foi bem menor do que aquelas
reportadas por estudos conduzidos com radiografias.

A cronologia de formagao e erupgdo do esmalte &€ bem especifica’. Devido a
sua estrutura, o esmalte representa grande interesse para analise isotopica, pois
resiste bem aos efeitos da diagénese. Ele é capaz de reter a informagao isotopica da
época de sua formacgao (amelogénese), e ndo sofre remodelagéo ao longo do tempo?2.
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A composigao isotopica do esmalte, entdo, reflete a dieta do individuo ou os sinais
biogeoquimicos do local onde foi formado (durante a amelogénese). Portanto, cada
dente/grupo de dentes representa o conteudo isotépico de um periodo/fase da vida
do individuo. O esmalte do primeiro molar permanente, por exemplo, registrara
informacdes do nascimento do individuo até quando estiver na fase de comecar a
andar; os incisivos e caninos registrardo informagdes da infancia; ja os terceiros
molares guardardo informacgdes do final da infancia e inicio da adolescéncia.

A dentina, por outro lado, apresenta maior conteudo organico. Esta estruturada
em dentina primaria (dentina do manto e dentina circumpulpar), a qual é formada até
o fechamento do apice; dentina secundaria, com inicio de formagao apds a formagao
do apice e depositada durante toda a vida do individuo (em um periodo mais lento); e
a dentina terciaria (dentina reparativa e dentina reacional)®®, formada mais
recentemente por odontoblastos e células indiferenciadas da polpa. Por apresentar
mais conteudo organico, a dentina esta relacionada ao conteudo isotopico da dieta
proteica. Sendo assim, nao é possivel analisar nitrogénio a partir do esmalte, mas sim
a partir da dentina®*.

A formacao e mineralizacdo do esmalte ocorre no sentido de dentro para fora.
A mineralizacdo do esmalte ocorre com a deposi¢cao de uma matriz rica em proteina
(fase secretora), e gradualmente vai mineralizando (fase de maturacéo). Ja a
formagao da dentina ocorre de fora para dentro, concomitantemente ao esmalte. Para
a analise isotopica destes tecidos, € possivel utilizar varias camadas do esmalte ou
da dentina (compondo um valor médio), ou estratos especificos de cada estrutura -
cada estrato representando um periodo muito bem definido de formagao, o que exige
habilidade de remocéo/isolamento da amostra’?. Essas duas formas de extracdo de
material foram testadas em dentes de animais para analise isotdpica’?. Os autores
encontraram diferengas entre as duas formas de amostragem. Concluiram que o
método de amostragem global ndo corresponde aos valores médios do método
seriado, pois representa apenas a superficie do esmalte; ja 0 método seriado n&o
consegue envolver todo intervalo referente a variagéo isotopica que o dente fornece.
A causa para explicar a diferenga encontrada entre as duas técnicas permanece
desconhecida. Os autores recomendam que, para tentar representar todo o esmalte,
€ necessario coletar esmalte em toda profundidade do mesmo e em toda extensao do
dente. Porém, tal estratégia representa um problema para materiais arqueoldgicos,
em que apenas partes de dentes sdo encontradas ou, devido a necessidade de
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preservagao de colegdes, sao autorizadas coletas de parte do esmalte. Sugerem
cautela na comparagdo de dados com a literatura, uma vez que a forma de
amostragem pode diferir.

Conforme ja mencionado, o '®0 pode ser analisado a partir de ions fosfato ou
carbonato dos tecidos mineralizados. A ligagdo entre ions fosfato € mais forte e,
portanto, sdo menos suscetiveis a diagénese em relagdo aos carbonatos. Dessa
forma, a extragcdo do 80 é um pouco mais dificil a partir de ions fosfato, se comparada
a extracao a partir de carbonatos. Estes ultimos, por outro lado, sdo facilmente obtidos
do CO2 emitido a partir da queima do material, em um equipamento de IRMS. O
esmalte consegue preservar mais carbonato e fosfato do que a dentina e os ossos?*.
Além da facilidade de extragdo do '80 a partir de carbonatos, existem melhores
padroes (standards de medidas) para carbonato de esmalte do que para fosfato de
esmalte, e o '3C também pode ser obtido a partir da mesma amostra®.

3.4.3 Cabelos

Os cabelos sao 6timas fontes isotopicas, pois sao altamente resistentes a
diversos fluidos (quimicos e bioldgicos), devido a uma pelicula protetora que os
envolve — a cuticula. No contexto Forense, os cabelos podem ser encontrados junto a
estruturas ésseas do cranio. Em individuos vivos, pelo fato do ser humano perder fios
de cabelos ao longo dos dias (estima-se de 50 a 100 fios por dia) e por serem
estruturas renovaveis, a coleta é facil e ndo invasiva®*.

Geralmente, coleta-se para analise o fio em seu longo eixo, e ndo o bulbo (raiz),
pois esta porcado nao representa o cabelo em si. Como o cabelo se renova
rapidamente, caso o individuo mude seu padrédo de dieta ou fonte de agua (por
exemplo, se viajar para uma regido distinta), havera mudangas dos padrdes
isotopicos. Essa mudanca isotopica € acompanhada de um atraso, do momento da
exposigao (troca do padréo de dieta) até a exposigao no foliculo. Assim, quanto mais
proxima a porc¢ao do fio de cabelo estiver da raiz, mais recente serao as informacgdes
isotopicas. Desta forma, o fio de cabelo pode armazenar informagdes de diferentes
periodos, dependendo de seu comprimento?*. No entanto, Vautour et al.”*
contradizem essa analise, pois detectaram que a variagao de elementos (por exemplo

Sr e Pb) ao longo dos fios de cabelo ndo se deve a mobilidade, mas sim ao acumulo



40

de Sr com o tempo na estrutura dos cabelos, vindo de fontes externas, como particulas
de poeira (aerossol).

Os cabelos sao constituidos em sua maior parte por queratina (proteina) e,
portanto, ndo exigem extenso tratamento quimico previamente a analise. Assim,
comparadas aos 0ssos e dentes, quantidades menores de cabelo sao suficientes. Os

valores de '3C da queratina estdo relacionados a dieta proteica®.

3.4.4 Unhas

As unhas, assim como os cabelos, também sdo estruturas resistentes, uteis
para analise isotopica ndo sé de individuos mortos, mas também de individuos vivos.
Sao compostas por queratina e estdo em constante processo de renovagao. Portanto,
as unhas fornecem informacdes isotdpicas atuais da dieta e local de origem do
individuo®24.

As unhas de bebés sdo mais enriquecidas em N do que as unhas das
respectivas maes em cerca de +3%o. Isso indica que os bebés se alimentam num nivel
trofico acima do nivel trofico das maes?4.

Unhas e cabelos sao preferiveis para a analise, pois sdo mais faceis de serem
obtidas uma vez que nao necessitam de nenhum método mais invasivo para sua

obteng&o®%°.

3.4.5 Pele

A pele também pode ser utilizada para analise isotépica forense, uma vez que
€ encontrada aderente aos tecidos 6sseos. A pele possui um turnover de '3C estimado
em 15 dias. Porém, ha controvérsias em relacdo ao uso da pele para analise isotopica,

principalmente porque sofre contaminag&o com o processo de decomposig&o®”.

3.5 Problemas com Amostras e Analises

Para amostras arqueoldgicas, a diagénese talvez seja o principal causador de
interferéncias na assinatura isotopica de tecidos bioldgicos. A diagénese refere-se as
transformagdes que ocorrem nos tecidos apds a morte (processos tafondmicos),

induzidas principalmente pelas caracteristicas do solo onde os tecidos estao
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depositados por um longo tempo. Desta forma, o pH do solo, a temperatura, a
atividade microbiana, a presencga de agua, etc... podem favorecer a degradagéo do
colageno, a perda de minerais para o solo e a incorporagao de carbonatos e outros
minerais para as amostras. Standford (1992 apud Regan?*) afirma que n&o ha tecidos
biolégicos humanos incapazes de sofrer alteragbes. Porém, o esmalte dentario, por
sua natureza mineral mais densa, € o material com melhor capacidade de resistir bem
aos efeitos tafondmicos e da diagénese. Sao bastante diferentes dos ossos e da
dentina, que s&o tecidos mais porosos e com maior conteudo orgéanico, e assim, mais
susceptiveis a influéncia do meio, degradando-se rapidamente.

Fatores antropogénicos também representam um problema para analise
isotopica. A poluigao, por exemplo, € um fator antropogénico que pode interferir nos
valores isotopicos de um determinado ambiente e, consequentemente, do material
biolégico analisado. Inclusive, is6topos como estroncio e chumbo s&o usados para
monitoramento dos niveis de poluigdo urbana por metais pesados decorrentes de
particulas de fuligem de motores de combustado, siderurgicas, p6é de cimento, lixos
domésticos e de industrias®®7®, que podem ser transportados pelo ar por longas
distancias.

Um outro fator seria a importagao de alimentos, que pode mascarar os valores
isotopicos e ndo refletindo, portanto, o local de origem do individuo. Para as pesquisas
arqueoldgicas, esse ndao é um grande problema pois, por povos passados, 0s
alimentos eram geralmente cultivados e consumidos no local. Na modernidade,
raramente os alimentos sdo cultivados e consumidos pelos habitantes locais
(alimentos de supermercado) afetando os valores de carbono, nitrogénio e estréncio,
e a agua geralmente é engarrafada e de diferentes origens, afetando também os
valores de estréncio, oxigénio e hidrogénio. Um outro fator agravante € o uso de
fertilizantes no solo para a pratica da agricultura, muitas vezes produzidos e
importados de outras regides. Essas substancias aditivas podem alterar os valores
isotdpicos do solo, por exemplo os de estroncio’®, e consequentemente os valores
isotopicos das plantas e da agua subterranea no local.

Em relagdo ao rigor na analise isotdpica, a amostragem €& importante para
qualquer generalizagao em uma determinada populagdo. Nesse sentido, estudos com
poucas amostras e sem representatividade ndo garantem evidéncias confiaveis. Além
disso, os métodos estatisticos, para determinar se algum individuo pertence ou n&o a
determinada area, sdo dependentes da amostragem e da distribuicao dos dados (em
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amostras pequenas, o humero de valores discrepantes € sempre alto, 0 que pode ser
um resultado falso). Apds a verificagéo de alguns métodos de identificagao de valores
discrepantes no contexto arqueoldgico, autores concluiram que, pelo fato dos valores
isotépicos de seres humanos serem considerados como dados bioldgicos (e que,
portanto, seguem distribuigdo normal assim como a maioria das variaveis) o “método
3 x desvio mediano absoluto da mediana considerando normalidade dos dados” é bem
apropriado para tal®°.

Um outro cuidado em relagdo as analises é em relagdo a comparagao da
assinatura isotopica do individuo com informagdes do ambiente. No caso do oxigénio,
por exemplo, para que essa comparagao seja possivel, os pesquisadores precisam
considerar todas as fontes de agua disponiveis no local, mudangas climaticas ao longo
do ano, inclusive as praticas de fervura e agua para bebidas alcodlicas. Também é
preciso conhecimento sobre as relagdes entre valores isotopicos da agua ingerida e
os tecidos do corpo. Para tal comparagao, varias equagdes ja foram propostas no
intuito de transformar os valores isotopicos de oxigénio dos tecidos em valores
isotopicos referentes a agua consumida. Essas equagdes, no entanto, levam a
diferentes resultados, inclusive a erros de conversdao'4%%. Sendo assim, valores
isotopicos de outros individuos que cresceram no local, para criar um intervalo de
valores, sendo possivel entdo comparar o individuo de interesse (alvo) com tal
intervalo, parece ser a abordagem mais adequada. Para esta abordagem, no entanto,
€ preciso um numero consideravel de trabalhos para determinada regido,
especialmente se ela for muito extensa, o que volta no problema da amostragem.

Lightfoot e O’Connell®® colocam também a questéo do fracionamento, pois a
agua que bebemos, por exemplo, que vem geralmente do subsolo, apresenta algum
grau de alteragao isotdpica (ou seja, os valores de oxigénio e hidrogénio ndo sao
exatamente iguais aos valores de precipitacdo). Dependendo da estagéo do ano,
também ha alteragées nos valores isotdpicos de oxigénio. Outros fatores incluem:
variagdes fisioldgicas, variabilidade intra-individuo (entre diferentes tecidos do mesmo

individuo) e pré-tratamentos das amostras.

3.6 Pré-tratamentos

Para que a analise isotopica de estruturas minerais de ossos e dentes (apatitas)

possa ser realizada com precisao, é necessario que nao s6 a matéria organica seja
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removida, mas também as estruturas derivadas da contaminagao por carbonatos
secundarios, bem como as apatitas diagenéticas. Apatitas diagenéticas sdo aquelas
incorporadas apos a morte, por causa da agao microbiologica, exposi¢céo prolongada
a agua, incineragao, processos fisico-quimicos do solo etc. Isto é importante porque
os isotopos podem sofrer fracionamento de forma diferente, dependendo do tipo de
tecido (organico ou inorganico)’°.

Existem varios protocolos de tratamento de amostras de ossos e dentes
(esmalte e dentina) na literatura, alguns até mesmo contraditérios em relagéo ao
emprego de substancias. As substancias mais frequentemente usadas para remogéo
de matéria organica sédo o hipoclorito de sédio (NaClO) e o peréxido de hidrogénio
(H202), empregados em diferentes concentragdes, diferentes temperaturas e por
periodos de exposicdo diferentes’®’’-’8, Também existem varios produtos para
remocgao de carbonato exdégeno (carbonato secundario, produtos da diagénese) — o
qual é considerado mais soluvel do que a apatita biologica. No entanto, esses pré-
tratamentos, e mesmo a temperatura, podem interferir na mensuragao de isétopos da
bioapatita, principalmente em amostras arqueoldgicas. Até mesmo em amostras
modernas foi detectada a incorporagédo de bruxita na dentina apds tratamento’®. A
bruxita é a recristalizagdo da hidroxiapatita bioldégica causada por exposigao ao acido
acético, por exemplo. Como ndo possui carbono em sua composi¢cado, nao altera a
composicgao isotopica do carbono, mas sim do oxigénio’®. Por conta disso tudo,
existem autores sugerindo que ndo se faga nenhum tipo de pré-tratamento, mesmo
em trabalhos mostrando nenhuma ou pouca diferenga entre amostras tratadas e nao
tratadas’®-0.

Nesse sentido, Chenery et al.>* , durante um estudo isotdépico com amostras
arqueologicas de esmalte, decidiram verificar se havia diferenca nos valores
isotopicos de "*C e ®0 (ambos extraidos da porgdo de carbonato do esmalte) entre
materiais tratados e nao tratados com 0,1M de CH3COOH (acido acético) por 2 horas
para remogao do carbonato secundario (n=10). Os autores verificaram pequenas
diferencas nos valores, e decidiram continuar a pesquisa com as amostras nao
tratadas.

Em relacdo ao fosfato, Grimes et al.”” compararam uma série de pré-
tratamentos (NaOCI, NaOCIl + NaOH, H2O> e aquecimento a 400°C) para diferentes
amostras, incluindo também ossos e dentes de animais, utilizando variadas técnicas

de analise, para verificar a capacidade de remog¢ao de matéria organica e também a
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influéncia desses pré-tratamentos nos valores de 80 do fosfato, quando comparado
com amostras nao-tratadas. Verificaram efeitos bem variaveis na remocgao de material
organico, restando material organico em praticamente todas as amostras; o NaOCI foi
o melhor deles. Amostras tratadas com H2O, tiveram valores isotopicos de '®0O do
fosfato elevados, principalmente em ossos (em menor grau para o esmalte), e os
pesquisadores também observaram altera¢des para o carbonato (apesar de nao ter
sido o objetivo principal do estudo). Observaram ainda alteragcdes frente ao
aquecimento das amostras, pois este processo, principalmente nos ossos, faz com
que o componente fosfato fique exposto e realize trocas com a mistura, até mesmo
considerando o esfriamento da amostra a temperatura ambiente. Isto ocasiona um
empobrecimento nos valores de '80. Os autores verificaram que as amostras nio
tratadas corresponderam aos valores esperados para o '80 da agua (do ambiente) e
concluiram que pré-tratamentos podem ser desnecessarios, uma vez que alteram a
composic¢ao isotopica original.

Snoeck e Pellegrini’® testaram varias substancias em diferentes concentragées
para verificar se realmente removem a matéria organica de forma eficiente e se os
tratamentos com acido acético removem apenas o carbonato secundario ou se ha
alteracao na estrutura. Para tanto, os autores utilizaram amostras de ossos, esmalte
dentario e dentina de individuos modernos e arqueoldgicos. Os efeitos desses pré-
tratamentos na estrutura e composicdo quimica das bioapatitas foram avaliados por
analises infravermelha e elemental. Os autores observaram que o H2O2 foi o menos
eficiente para remover matéria organica, independentemente da concentragdo ou
temperatura, pois devido as suas propriedades acidas, (i) ndo remove a matéria
organica de forma eficiente; (ii) ataca demasiadamente o carbonato endégeno de
ossos e dentes (dentina, principalmente) de individuos modernos, uma vez que estas
estruturas apresentam cristalitos menores e mais reativos do que as amostras
arqueoldgicas e o esmalte dentario; (iii) modifica a estrutura da bioapatita. O NaClO>
também ndo removeu a matéria organica das amostras.

O NaClO e o N2HsH2O apresentaram resultados interessantes, segundo os
autores. Ambos sao bases e, portanto, nenhum efeito quimico foi observado na porg¢ao
de carbonato da bioapatita. Ambos removeram a matéria organica, porém o NaClO
induziu o aumento de absor¢do de carbonato secundario (exdégeno). Por fim, o

N2H4H20 foi o que apresentou menores efeitos quimicos na bioapatita. Ele foi capaz
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de remover grande parte da matéria organica de ossos e dentina, e removeu
completamente a matéria organica de esmalte dentario, sem impactar no carbonato.

Ja em relacdo ao tratamento com acido acético para remocao de carbonato
secundario, os autores recomendam o uso do CH3COOH 1M tamp&o apdés um pré-
tratamento, pois sozinho, tem efeito no conteudo de carbonato e afeta a estrutura
cristalina da bioapatita. O CH3COOH 0,1M também foi ruim, pois reduziu muito a
massa do material analisado, principalmente quando aplicado de forma isolada como
um pré-tratamento. Caso este ultimo seja a opgédo do pesquisador, € recomendado
que seja usado por um periodo reduzido.

Os mesmos autores®' decidiram, entdo, avaliar o impacto desses pré-
tratamentos na mensuracdo da razdo isotopica de '3C e 80O de amostras de
bioapatitas de ossos e dentes (por¢ao carbonato) de individuos modernos e
arqueoldgicos. Os protocolos testados estdo na tabela 2.

Tabela 2 — Protocolos para pré-tratamentos de amostras bioldgicas

Pré-tratamento Concentragcdao Tempo Temperatura

Nenhum tratamento

30%
H20:2 (perdxido de hidrogénio) 72h 80°C
10%
N2H4H20 (hidrato de hidrazina) 95% 48h 60°C
1%
. . . Temperatura
NaClIO (hipoclorito de sédio) 2,5% 72h .
ambiente
5%
CH3COOH (acido acético) - 0,1M 30mi Temperatura
min
remogao de carbonato 2ario 1M tampao ambiente

Fonte: Adaptado de Pellegrini e Snoeck®".

O H20: a temperatura ambiente foi excluido, pois nao foi eficiente em remover
a matéria organica, independentemente da concentracdo, como visto no estudo
anterior. Todas as amostras foram lavadas em agua deionizada (3x) e congeladas
para secagem (durante a noite toda, previamente as analises), exceto para o
N2H4H20. As amostras foram pesadas antes e depois de cada pré-tratamento. Os
efeitos foram observados em um momento para amostras com somente pré-

tratamento para remogéo de matéria organica endégena; em um segundo momento,
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com pré-tratamento para remog&o de apenas matéria organica secundaria; e em um
terceiro momento, amostras utilizando a combinacédo de dois pré-tratamentos, para
remogao de matéria organica endogena e exogena.

Os autores observaram que, além de remover matéria organica, todos os pré-
tratamentos interferiram na composicao isotopica de 3C e 0 das amostras. Essa
interferéncia também dependeu do tipo de material (osso, dente (dentina/esmalte), do
conteudo organico, da idade (amostras modernas ou arqueolégicas), estado de
conservagao e a composicao isotopica inicial.

Com esses achados, os autores sugeriram o N2H4H20 como o melhor pré-
tratamento para remogao de material organico de tecidos 6sseos e dentarios, seguido
de tratamento com solugao de CH3COOH-1M tampé&o para amostras arqueoldgicas
(remogao de material secundario). Questionaram ainda se realmente ha necessidade
de pré-tratamentos para analises isotdpicas e se a presenca de matéria organica
impactaria muito nesses estudos, sobretudo para amostras de esmalte, onde a

quantidade de material organico € minima.

3.7 Isoscapes

Isoscapes sdo mapas topograficos/espaciais que mostram a variagao esperada
de um determinado isétopo em uma determinada regiéo, a partir de um modelo®''.
Portanto, os isoscapes ndo sdo os dados em si®?. O seu foco € nas probabilidades
sobre a coordenada geografica, dado um valor isotopico de um individuo.

A construcédo de isoscapes tem sido feita a partir de uma série de modelos
obtidos de agua precipitada, solo, agua do corpo, penas de aves e tecidos humanos.
A premissa € a de que se pode usar os isoscapes para estimar a origem geografica
onde o tecido bioldgico foi sintetizado.

Segundo Wunder®?, para que um mapa com dados do ambiente possa ser
usado para estimar a origem geografica, é preciso levar em consideragdo uma série
de outras premissas, comprovadas diretamente ou a partir da literatura. Algumas sao:
correspondéncia entre os valores de is6topos do ambiente e os valores encontrados
na base da cadeia alimentar; valores de precipitagdo da agua conhecidos;
possibilidade de estimar os valores de isotopos da agua na cadeia alimentar
transferidos para os tecidos (podendo ser feito por meio de fungbes especificas para

regidbes e amostras''); valores isotépicos dos tecidos ndo se alteram com o tempo;
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calibragao confiavel de medidas isotdpicas no laboratério considerando as referéncias
internacionais.

Para casos arqueoldgicos e pré-historicos, € mais comum o uso de isoscapes
baseados em dados do ambiente, pois os dados biolégicos dessas populagdes sao
mais restritos. Para amostras modernas, no entanto, para modelar os isoscapes é
recomendavel a utilizagdo de amostras bioldgicas de origem conhecida. No caso do
elemento carbono, apesar de valores de 3C de tecidos humanos fornecerem alguns
insights sobre possiveis regides geograficas, € dificil montar um isoscape para este
elemento, pois variaveis como comportamento alimentar das pessoas e praticas

culturais interferem?®®.
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4 MATERIAL E METODO

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE:
90922418.7.0000.5416).

O estado de Sao Paulo, que € aregido foco do estudo, esta localizado na regido
sudeste do Brasil. Possui uma area de aproximadamente 250.000 km? e populagdo
de cerca de 46 milhdes de habitantes®®. E o estado mais populoso do Brasil.

No que se refere a Geologia, o estado de S&do Paulo é dividido em dois grandes
compartimentos principais: a por¢gado mais a leste € dominada pelo Embasamento
Cristalino datado da Era Neoproterozdica ou mais antiga, composto principalmente
por rochas magmaticas e metamorficas, representando cerca de 30% do estado, ao
passo que a por¢do mais a oeste do estado € dominada por sedimentos e basaltos
que englobam a bacia sedimentar do Parana, que compreende uma sequéncia
vulcanica-sedimentar do periodo Neo-Ordovicianos (Era Paleozdéica) a Neo-Cretaceo
(Era Mesozadica), ocupando cerca de 70% do estado®*. Complementando esse quadro
geoldgico, existem duas pequenas bacias intracontinentais com idade do Terciario
(Era Cenozdica), no meio do territério ocupado pelo Embasamento Cristalino, bem
como sedimentos costeiros e fluviais cenozdicos. As duas principais estruturas
geoldgicas definem os principais compartimentos hidrogeoldgicos do estado. O
Embasamento Cristalino é representado por aquiferos fraturados, nos quais o fluxo e
o0 armazenamento da agua estdo associados a fraturas e descontinuidades de rochas
e, devido a baixa capacidade dos pogos, as aguas subterrédneas sao usadas apenas
como fonte complementar para o fornecimento de agua para a populagdo. Os
aquiferos sedimentares localizados na porcdo oeste do estado representam a
principal fonte de agua para a populacdo, principalmente os aquiferos Guarani e
Bauru, devido a sua distribuicdo extensiva, alta capacidade de armazenamento e
qualidade da agua®>-26.

O estado de Sao Paulo é caracterizado por um intenso desenvolvimento
urbano. Entre 1997 e 2000, mais de 50% dos habitantes do estado de S&o Paulo se
encontravam concentrados em areas de bons niveis de riqueza e indicadores sociais
intermediarios, segundo indice Paulista de Responsabilidade Social (IPRS) de 20008.
Este padrao foi mantido entre 2006 e 2008%8. Quanto ao perfil nutricional, entre 2002-

2009, as familias brasileiras apresentaram um quadro de despesas cada vez maiores
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com alimentagédo preparada fora de casa, em todos os setores (rural e urbano),
principalmente na regido sudeste, se comparada a regido norte do pais®. Nao ha
informagdes anteriores sobre este quesito. Entre 2002-2003%° foi observada uma
disparidade entre familias de diferentes rendas em relagdo as quantidades adquiridas
de alimentos: as familias com maiores rendas adquiriam mais leite pasteurizado e pao
francés em relagdo as de menores rendas, e houve um declinio no consumo de arroz
com feijdo nas familias de maiores rendas. No periodo entre 2008-2009 também foi
observado que, a medida em que a renda familiar aumenta, as pessoas consomem
uma fonte mais diversificada de alimentos, como pizza, frituras, doces e similares e
refrigerantes®!. Também foi verificado na mesma pesquisa que o consumo de frutas,

legumes e laticinios aumenta nas familias de maior renda.

4.1 Material

A amostra foi formada por terceiros molares doados por 163 individuos
residentes no estado de S&o Paulo desde a formacado do esmalte dentario desses
dentes, ou seja, quando os participantes tinham entre 8 e 14 anos de idade
aproximadamente®293, A extracdo dos terceiros molares ocorreu por motivos externos
a esta pesquisa, e cada participante forneceu o consentimento para participacdo na
pesquisa, por escrito, por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Os participantes foram questionados sobre a cidade onde passaram a infancia
e adolescéncia, bem como sobre 0s seus principais habitos alimentares da época, tipo
de agua que consumiam (agua de torneira ou garrafa), doengas e sobre a condigéo
econdmica na época de formacao do esmalte. Individuos fumantes, ou que disseram
ter apresentado alguma doencga na infancia ou adolescéncia, participantes que bebiam
agua de garrafa/galdao, que habitaram diferentes cidades durante a infancia e
adolescéncia foram excluidos. O numero final de participantes foi 142 (103 do sexo
feminino e 39 do sexo masculino). A mediana da idade dos participantes é de 26 anos
(nascimento em 1994).

Para a classificacdo da condigcdo socioeconémica, foi utilizado o Critério
Brasileiro de Classificacdo Econbmica de 2015, da Associacdo Brasileira de
Empresas de Pesquisa (ABEP)%. Essa classificagdo considera itens de conforto que

a familia possui em casa (computadores, videogames, lavadoras, micro-ondas, etc;
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quantidade de veiculos automobilisticos; empregadas domésticas; quantidade de
banheiros na casa), nivel educacional do chefe da familia e acesso aos servigos
publicos (rua pavimentada ou n&o, fonte de agua). Para cada variavel é atribuida uma
pontuagao. O nivel socioecondmico € calculado pela soma dos pontos. Quanto maior
a pontuagdo, maior € o nivel socioeconémico. Esse critério estabelece 6 categorias,
sendo “A” o nivel socioeconémico mais alto e “D-E” o mais baixo. Cada individuo foi
classificado em uma das 6 categorias: A (n=6); B1 (n=8), B2 (n=35); C1 (n=33), C2
(n=21); e D-E (n=39). Em relacdo a dieta durante a infancia e adolescéncia, os
participantes consumiam principalmente arroz (n=142), feijao (n=136), frango ou carne
vermelha (n=135), trigo (n=125), leite (n=124) e acucar e semelhantes (n=123).

As amostras foram classificadas considerando a fonte predominante de
abastecimento de agua (aquiferos) dos locais onde os dentes foram formados e a
geologia dessas areas (Figura 1). A classificagdo em grupos, de acordo com o tipo de
aquifero predominante foi a seguinte:

e Grupo 1 (g1): composto por participantes de origens de cidades localizadas
mais ao nordeste do estado, abastecidas principalmente pelo sistema Aquifero
Guarani (n=38);

e Grupo 2 (g2): composto por participantes de origens de cidades localizadas
mais ao sudeste do estado, abastecidas principalmente com aguas superficiais
do sistema Cantareira (n=70);

e Grupo 3 (g3): composto por participantes de origens de cidades localizadas
mais ao centro do estado, abastecidas principalmente com aguas superficiais
da porgao central do sistema Aquifero Tubarao (n=10);

e Grupo 4 (g4): composto por participantes de cidades abastecidas com aguas
superficiais e subterraneas (mista) do sistema Aquifero Taubaté (n=1);

e Grupo 5 (g5): composto por participantes de cidades localizadas ao noroeste
do estado, abastecidas principalmente com aguas do sistema Aquifero Bauru
(n=12);

e Grupo 6 (g6): composto por participantes de cidades localizadas mais ao
centro-sul do estado, porém abastecidas com aguas superficiais da porgao sul
do sistema Aquifero Tubar&o (n=11).
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Quanto a geologia, as amostras foram classificadas em 3 grupos®:
Embasamento Cristalino (n=11), Bacia do Parana (n=67) e Coberturas Cenozdicas
(n=64).

Regides como g1, g2, g3 e g4 foram classificadas, entre 2006-2012, como
regides de concentragbes de cidades com elevados indices de riqueza e variados
indices de longevidade e escolaridade (bons-intermediarios), localizadas ao longo das
principais rodovias do estado. Essas rodovias partem da grande Sao Paulo (regido do
grupo g2) em sentido ao interior para conectarem-se com outras regides. Essas areas
sdo bastante urbanizadas e responsaveis por uma diversidade de setores como
industrias automobilisticas, aeronautica, refinarias, industrias farmacéuticas e
quimicas, eletrénicos e telecomunicagdes. Esses segmentos sdo importantes para o
desenvolvimento das regides, com altos niveis de investimentos. Por outro lado,
regides como g5 e g6 foram classificadas como regides de concentra¢des de cidades
de baixa riqueza, com indices de longevidade e escolaridade no geral intermediarios-

insatisfatorios®8.%.

Figura 1 — Mapa do estado de S&o Paulo com a distribuicdo da amostra, espacialmente,
considerando regides (aquiferos) e Geologia
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Fonte: Elaboragao propria.
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4.2 Método

Para analise de is6topos do esmalte dentario, foi preciso obter pé de esmalte.
As amostras, em sua maioria, eram dentes impactados e, portanto, livres de carie. No
entanto, alguns terceiros molares coletados eram dentes erupcionados e
apresentaram cavitacdes e materiais restauradores. Para estes casos, selecionamos
as superficies de esmalte das coroas livres de lesbes ou manchas, para evitar
quaisquer possiveis interferéncias nas analises.

Os dentes foram limpos por imersao em solugao de cloroférmio e metanol (2:1),
deixados em um rocker por 30 minutos para remover as impurezas e desengordurar
o material. As amostras foram enxaguadas 3 vezes com agua Milli Q e deixadas em
uma mesa quente para secagem a 75°C. A superficie de esmalte contaminada
(camadas mais externas) foi descartada, e o p6é de esmalte foi obtido mecanicamente
das superficies linguais/palatinas ou vestibulares com uma broca esférica diamantada
e um instrumento de baixa rotagao (Conjunto Proxxon LU-6868 Wecker, GG 12).

Pelo fato do esmalte dentario apresentar uma sequencia temporal de formacgao
em suas camadas, para a coleta do p6 de esmalte foram consideradas profundidade
e extensdo da face do dente, conforme cada caso’?. O p6é de esmalte obtido foi
mantido em frascos do tipo eppendorf e as brocas foram limpas com acido cloridrico,
agua Milli Q e etanol para serem reutilizadas.

Os procedimentos quimicos e analiticos utilizados foram baseados na
literatura®37.°7. Para a analise de 80 e '3C, cerca de 0,30 mg de p6 de esmalte foi
obtido e armazenado em frascos de vidro selados com um septo de borracha. As
analises foram realizadas na por¢ao de carbonato do esmalte em um espectrémetro
de massas de razao isotopica (IRMS) Delta plus com um analisador GasBench Il
acoplado. As amostras foram colocadas em um bloco quente a 45 °C e deixadas por
24h apés adigao de 100% de acido fosférico. Os valores foram reportados em delta
(6) em unidades por mil (%0), como nas equagdes abaixo, e normalizados em relagao
a escala PDB (Pee Dee Belemnitella) com um material de referéncia para carbonato
desenvolvido pela Vrije Universiteit Amsterdam (padrdo VICS) com valores
conhecidos de 1,45 %o para 8'3C e -5,44 %o para 5'20.
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180/16O(amostra) B 180/160(padrﬁo) x 1000

o) =
(180 [%o])
? 180/160(padr50)

13c/126(amostra) B 13(:/12C(padréo) x 1000

5 -
(13¢ [%o])
¢ 13C/12C(padréo)

O padrao internacional IAEA-603, com valores oficiais conhecidos de 2,46%o
para 8'3C e -2,37%o para 5'®0, também foi utilizado como controle, para verificar a
performance do instrumento. Dez medidas foram realizadas para cada padrdo. A
reprodutibilidade da IAEA-603 foi de +0,12%o (1 desvio-padrio) para 8'3C e de +0,21%o
(1 desvio-padrio) para §'80.

Para andlise de 87Sr/8¢Sr, cerca de 1-3 mg de po6 de esmalte foram dissolvidos
em 0,5 ml de acido nitrico 3 mols para separar o Sr dos outros elementos presentes
no esmalte, por procedimentos quimicos de coluna de cromatografia de troca idnica,
com uma resina de especificagdo para Sr. Um padrao para dente (controle positivo) e
um controle negativo foram preparados para lotes de 18 amostras, para verificar a
qualidade do trabalho. O padrao dentario (0,05 ml) foi dissolvido em 0,45 ml de acido
nitrico 3 mols, e possui um valor conhecido de 0,7078567. Os controles negativos (0,5
ml de &cido nitrico 3mols) receberam 3 gotas de 84Sr. O Sr das amostras e dos
controles foi coletado em provetas de teflon, de formato cénico internamente e ultra
limpas, usando 0,8 ml de agua Milli-Q. As amostras foram tratadas com acido nitrico
destilado concentrado, pelo menos duas vezes, por um periodo minimo de 2h. Em
seguida, foram deixadas secando em uma mesa quente a 120°C. As amostras secas
foram diluidas em acido nitrico 10% e carregadas em filamentos individuais de rénio
(Re) (cerca de 100 ng), usando TaCIl5 como ativador.

As razdes 8Sr/8Sr foram medidas no espectrdometro de massa de ionizagéo
térmica Triton-plus Thermo Finnigan (TIMS). As andlises consistiram em cerca de 12
blocos de 20 ciclos. Juntamente com as amostras e controles, foi mensurado 100 ng
do padrio internacional NBS987. As razbes de Sr foram corrigidas para 8Sr/88Sr =
0.1194 usando a lei de fracionamento de massa exponencial. As medidas do padrao
internacional NBS987 e do padrao dentario (controle positivo) foram respectivamente
0,710249 + 0,000007 (2 erros-padroes; n = 12) e 0,707857 + 0,000008 (2 erros-

padrées; n = 9). Cada amostra teve seu valor normalizado para o valor aceitavel de
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0,71024 para o NBS987 e para a média dos padrdes internacionais NBS987. Os
controles negativos apresentaram quantidade minima de Sr.

Todos o0s procedimentos de extracdo, quimicos e analiticos acima
mencionados foram realizadas na Faculdade de Ciéncias da Vrije Universiteit
Amsterdam, Holanda.

4.3 Analise Estatistica

O programa R (verséo 3.6.2 para Mac OS X) e Microsoft Excel (versdo 16.35)
foram usados para as analises. Inicialmente, foi realizada a estatistica descritiva dos
dados. A distribuicdo normal foi checada para os dados de '3C, 80 e 87Sr/%6Sr
isoladamente e considerando cada regiao (grupo), condi¢gao socioecondmica e sexo.
A normalidade também foi verificada para 3C e 8Sr/®¢Sr considerando o tipo
geoldgico. Para isso, foram utilizados valores de assimetria e curtose ou o teste de
Shapiro-Wilk, quando apropriado. Os dados foram transformados em z-scores para
avaliar a existéncia de valores discrepantes que, quando presentes, foram removidos
do conjunto de dados (para analise). Os intervalos de confianga (IC) 95% foram
construidos para estimar valores para a populagdo e para os grupos, com base na
distribuicdo z ou na distribuicdo t quando os dados ndo apresentaram distribuicao
normal, devido ao pequeno numero amostral do grupo. Os intervalos de confianga
foram construidos da seguinte forma9:

ICoso, (W) > ¥ +2a * E
2

onde:

X = média

a = valor de significancia de 5%

z = valor de z para grau de confianga de 95%

E = erro padréo
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5 RESULTADO

A figura 2 mostra a dispersao dos dados espacialmente. Os dados de "3C, 80,
e %Sr/*Sr apresentaram distribuicdo normal. Apenas 1 valor discrepante foi
identificado para os dados de 80, de valor igual a -2.30%., 0 qual foi excluido das
analises. A tabela 3 apresenta os valores maximos e minimos e as estimativas dos
valores isotdpicos para a populagédo do estado de Sao Paulo.

Considerando o sexo dos participantes, os dados apresentaram distribuigcao
normal em cada categoria. A figura 3 exibe a alta probabilidade dos homens e

mulheres apresentarem valores semelhantes para '3C, 80 e 87Sr/%¢gr.



Figura 2 — Mapa com a dispersao espacial das amostras e valores isotépicos
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As classes foram escolhidas de forma arbitraria.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 3 — Estimativas de razdes isotdpicas segundo sexo
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Fonte: Elaboragao propria.

Tabela 3 — Estimativa de razdes isotépicas para individuos residentes no estado de Sao

Paulo, Brasil
Isétopo Maximo Minimo Média IC (95%)
5'3C -5.48%o -11,58%o -9,04%0 0,1641962
580 -4,40%o -7,07%o -5,82%o 0,08912835
87Sr/883r 0,7149452 0,7103317 0,7120673 0,0001628688

Fonte: Elaboragao propria.
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Considerando os grupos (regides geograficas), geologia e condigéo
socioecondmica, os dados apresentaram distribuicdo normal, com excecédo do &'3C
em g6 (Shapiro-Wilk - W = 0,80977, valor de p = 0,01265) e &'3C na categoria
socioecon6mica C2 (Shapiro-Wilk - W = 0,90017, valor de p = 0,03526). O teste de
normalidade n&o foi checado para g4, pois n=1.

Pelos graficos de valores isotdpicos estimados (figura 4), € possivel observar
que os valores isotopicos diferem entre algumas regides do estado. Para os valores
de 5'80, as estimativas de g2 ndo incluem os valores de estimativas de g1 e g5, entéo,
com uma probabilidade de erro (a) de 5%, podemos rejeitar a possibilidade de g2 ser
igual a g1 e g2 serigual a g5. Para os dados de 8'Sr/%Sr e 3C, o que chama a atengéo
€ o comportamento inverso de g1 em relagéo a g5: g1 apresenta razdes de 8Sr/®Sr
mais baixas e valores mais enriquecidos em '*C se comparados a g5. Para as duas
variaveis isotopicas e considerando a probabilidade de erro (a) de 5%, rejeitamos a
possibilidade de g1 ser igual a g5.

Considerando a classificagéo geoldgica, as razdes de 87Sr/%Sr foram diferentes
entre individuos que moraram sobre areas de Coberturas Cenozodicas e individuos
que moraram sobre area correspondente a Bacia do Parana (Figura 5). Por outro lado,
para os dados de '3C, ndo podemos rejeitar a possibilidade de os grupos serem iguais.
As estimativas para a regido de Embasamentos Cristalinos estao imprecisas.
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Figura 4 - Valores isotépicos estimados para populagédo moderna do estado de Sao Paulo
segundo regides geograficas
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As barras de erros ao redor da média representam os ICs de 95% baseados na distribuicdo
z, exceto para g6 para o elemento 8'C (distribuigéo t). Um valor discrepante removido (580

= -2,30%0 em g2). G4 (n=1) nao foi incluido e apresenta valores de 8'®0 = -5,98%o, 3’Sr/**Sr=
0,713287 e 8"*C=-10,13%o.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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Figura 5 - Valores isotdpicos estimados para esmalte dentario considerando tipo geologico
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Fonte: Elaboragao propria.

Quanto ao nivel socioeconémico, as pessoas da categoria D-E apresentaram
menores valores de 8'3C e maiores razdes de 8’Sr/%Sr quando comparadas as da
categoria A. Pela figura 6, observa-se que a probabilidade dessas duas classes terem
valores de §'3C e 8"Sr/8¢Sr semelhantes € pequena (considerando erro (a) de 5%). Ja
em relagdo ao 8'®0, ndo se pode concluir por diferengas entre as classes. Assim, os
valores de 8'%0 isolados ndo sdo muito interessantes para diferenciar classes

socioecondmicas.
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Figure 6 - Valores isotdpicos estimados segundo a condigdo socioecondmica
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As barras de erros em torno das médias representam os ICs de 95% baseados na distribuicdo
z, exceto para dados de 8'°C em C2, que foi baseado na distribuicdo t. Um valor discrepante
removido (5'0 = -2,30%0 em B1).

Fonte: Elaboracgéo propria.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, além de diferengas entre algumas regides do estado de Séao
Paulo para os elementos §'0, 87Sr/%8Sr e 8'3C no esmalte dentario - especialmente
entre Araraquara (g1) e Presidente Prudente (g5) - também foi possivel identificar
diferengas para 8’Sr/%Sr entre os niveis socioecondmicos mais extremos (classes A
e D-E), considerando dados de 87Sr/%Sr e §'3C. Visto que o estado de S&o Paulo é o
mais populoso do Brasil, com habitantes vindos de diferentes regides do pais e até
mesmo do exterior, as informacgdes isotdpicas aqui obtidas poderdo ser uteis na
diferenciagdo de habitantes do estado de S&o Paulo dos de outras origens. Este
conhecimento em isotopia oportuniza o refinamento da estimativa do perfil biolégico a
partir de remanescentes humanos para o estabelecimento de identidade de individuos
no contexto forense.

Os individuos da grande regido metropolitana de Sao Paulo (g2) apresentaram
valores de 8'®0 enriquecidos em relagdo as regides interioranas g1 e g5 (Figura 4).
Mesmo considerando que fatores metabdlicos e ambientais afetam as razdes
isotopicas, as diferengas vistas entre esses grupos parecem estar relacionadas a fonte
de agua predominante usada nas regidées. Em geral, no estado de S&o Paulo, ha um
predominio de consumo de aguas superficiais na porgdo sudeste do estado e de
aguas subterraneas na porgdo noroeste, com algumas areas mistas®. Aguas mais
superficiais tendem a apresentar valores mais enriquecidos em 5'®0, se comparadas
as de areas mais profundas®®-19°, Estas diferengas acontecem devido as variagdes na
composic¢ao isotdpica da agua precipitada, que abastece os recursos hidricos para
consumo nas cidades'®'. A influéncia da precipitagcdo ocorre porque os vapores de
agua do oceano tém valores mais baixos (mais empobrecidos) de 5'80 do que a agua
do oceano, e os vapores de 4gua se movem para o interior e precipitam. A medida em
que 0s vapores se movem para o interior e a latitude aumenta, a agua (chuva) se torna
cada vez mais empobrecida em 808,

Apesar dos aquiferos serem reabastecidos principalmente no verao, devido as
frequentes chuvas torrenciais, a agua armazenada nesses aquiferos corresponde a
agua total de todas das chuvas ocorridas ao longo do tempo, e reflete os padrdes
climaticos das regides'®. O acumulo dessas aguas precipitadas acarreta o
predominio de dguas mais enriquecidas em 80 em barramentos, o que, associado a

evaporagao, podera enriquecer ainda mais as aguas superficiais. Além disso, existem



63

os fatores da idade dos reservatérios. Aguas subterraneas muito antigas, como a dos
aquiferos da Bacia do Parana®:1%3 apresentam aguas mais empobrecidas em 80 em
relagdo aos reservatorios “mais jovens”0",

Como os participantes desta pesquisa costumavam consumir agua da torneira
durante a formagéo do esmalte dentario, ja esperavamos ver certa divergéncia entre
essas areas opostas para os dados de oxigénio.

No geral, as estimativas isotdpicas 8’Sr/®6Sr dos dentes da regido nordeste do
estado (g1) sdo claramente diferentes em comparag¢ao aos valores observados nas
partes sudeste (g2, g3) e noroeste (g5) (Figura 4). As regides g1 e g5 estao localizadas
sobre o mesmo tipo geoldgico (Bacia do Parana). Este mostra valores diferentes das
Coberturas Cenozodicas (onde se encontra g2, por exemplo). Em uma situagéo
hipotética, por exemplo, em que as pessoas consumiram alimentos produzidos e
vendidos localmente durante a infancia e adolescéncia, as diferengas entre g1 e g5
na Bacia do Parana, poderiam ser atribuidas ao fato de que a maioria das cidades do
g5 estao localizadas sobre sedimentos, ao passo que algumas cidades do g1, sobre
basaltos ou uma mistura dos dois tipos. Rochas do tipo basalto da regido do
Paranapanema-SP, na Bacia do Parana, exibem razdes de 8Sr/%Sr entre 0,7055 a
0,7063 (n=7)'%4. Por outro lado, razées de 8"Sr/%Sr de sedimentos podem variar entre
0,7161 a 0,7171 na regido de Botucatu-SP (regido mais central do estado)'®. Nao
foram encontradas razdes de referéncia para rochas do periodo Terciario/Quaternario
(Coberturas Cenozoicas) do estado de Sao Paulo. Entretanto, mesmo considerando
essas diferengas, as amostras de esmalte das regides sobre a Bacia do Parana n&o
refletem os valores das rochas da area.

Estudos prévios®2° demonstraram que as razdes de is6topos de Sr dos tecidos
das pessoas modernas nao correspondem diretamente as taxas de isétopos de Sr da
agua ou solo local, uma vez que podem existir outros fatores, como a dieta de
supermercado — alimentos ultraprocessados e embalados, alimentos com diferentes
origens (importados), fertilizantes no solo, urbanizagdo — que podem confundir os
valores verdadeiros e afetar a analise de georreferenciamento de pessoas. Como o
Sr do meio ambiente é incorporado nos tecidos por uma variedade de fontes, incluindo
alimentos, bebidas e agua usada para cozinhar®*, parece fazer sentido dizer que as
diferencgas entre as regides observadas no presente estudo podem estar relacionadas
a diferencgas nas fontes de alimento.
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A populacao do estado de Sao Paulo é muito urbanizada. Mesmo as pessoas
das areas rurais paulistas dependem dos alimentos comprados nos supermercados
porque, com o desenvolvimento das areas urbanas, 0 acesso aos produtos ficou mais
facil. Além disso, a compra de alimentos depende da condi¢cdo financeira e da
disponibilidade dos produtos nos estabelecimentos. Os participantes deste estudo
apresentaram uma dieta principal semelhante e, mesmo assim, foram observadas
diferencgas entre as regides. Nesse sentido, € razoavel pensar que areas mais ricas e
desenvolvidas e grupos com niveis sociais mais elevados podem consumir mais
variedades de produtos (provenientes de diferentes origens) com mais frequéncia,
apesar da dieta principal “padronizada”. Logo, uma analise considerando o historico
geoldgico da moradia dos individuos, como a apresentada acima, € inviavel, pois n&o
temos informacgdes sobre a origem dos alimentos dos participantes. Mesmo que essas
informacodes tivessem sido coletadas, dependeriamos da memdaria dos participantes
(viés), porque os sinais isotdpicos no esmalte dental estdo relacionados ao periodo
da infancia e adolescéncia.

Os achados relacionados a condigdo socioecondmica sustentam essa ideia.
Observamos uma diferenca nos valores de 87Sr/®Sr entre o status socioeconémico
“‘A” e “D-E”, indicando claramente razdes mais elevadas em dentes de individuos do
status “D-E” - a categoria socioecondmica mais baixa. A regido g5 era classificada
como uma das regides de condigbes de vida menos favorecidas (baixa riqueza,
longevidade e escolaridade intermediarias-insatisfatorias)®®°. Em nossa amostra, g5
€ a regidao com mais individuos que pertencem proporcionalmente a categoria “D-E”
(58%) contra menos de 30% em outras areas. Isto pode significar que as pessoas
pertencentes as classes socioecondmicas inferiores consomem alimentos de origem
diferente, quando comparado com classes socioecondmicas elevadas.

Uma possivel explicagao para tal diferenga em relagdo a origem de alimentos
€ a de que a origem dos alimentos n&o é determinada pelas pessoas diretamente,
mas sim pelos estabelecimentos da regi&o, e estes por sua vez, determinam a origem
dos seus produtos com base na classe socioeconémica a que estao servindo. Assim,
pode-se depreender que produgdes mais baratas de alimento vao servir classes
sociais mais inferiores e produgdes mais caras servirdo classes superiores, que tém
a possibilidade de serem mais exigentes com seus alimentos. Em relagdo a auséncia
de diferengas entre as classes socioecondmicas adjacentes, interpretamos esses

achados como sendo uma questdo de légica. E uma comparagao entre classes em
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uma escala: classes adjacentes apresentam padrées semelhantes devido as
transicdes, e as diferencas ficam mais evidentes conforme as classes ficam mais
distantes.

O mesmo comportamento entre o nivel socioecondmico mais alto e o mais
baixo observado para a populagdo total (figura 6) foi identificado quando
consideramos a analise restrita a uma unica regido: escolhnemos g2 porque € a regiéo
com mais amostras no estudo. Esse comportamento dos padrdes isotdpicos entre as
categorias socioecondmicas para g2 pode ser visto na figura 7. Embora oriundos da
mesma area (g2), que abrange cidades consideradas em geral como cidades de
elevada riqueza, com varias taxas de longevidade e escolaridade®®%, pessoas dos
niveis socioecondmicos mais baixos apresentam valores isotopicos diferentes dos
grupos dos niveis socioeconémicos mais elevados (classes extremas). O peso dos
gastos com alimentos em relagdo aos gastos totais, no grupo socioeconémico mais
baixo, costuma ser muito maior em comparagao ao grupo socioecondmico mais alto®.
Consequentemente, pessoas de status socioeconémico mais baixo acabam
consumindo menos variedades de produtos e mais alimentos basicos. Ndo foram
encontrados estudos anteriores comparando razées de 8Sr/8Sr em tecidos humanos
com o status socioecondémico.

Da mesma forma, acreditamos que o nivel socioeconémico pode ser um fator
importante nas diferencas de valores isotopicos de 3C nos individuos. Foi observado
que a classe socioecondmica mais baixa (D-E) € empobrecida em 3'3C em
comparagao com a classe socioecondmica mais alta (A e B1), mesmo entre pessoas
da mesma regido (figura 7), e esses resultados estdo de acordo com dados
publicados?’. E de conhecimento que os niveis de carbono dependem da area de
producéo (latitude, longitude, clima) e do tipo de planta (C3, C4) ingerida por animais
(gado, galinhas) consumidos pelo homem; no entanto, ndo foi possivel mensurar essa
variavel (a origem dos alimentos). Na dispensa de brasileiros, é possivel encontrar
bananas do Equador ou Colébmbia, uvas/vinhos do Chile..., ou seja, alimentos de
diversas origens. Mas, considerando que as pessoas ingeriram o mesmo tipo de
alimento, as de classes mais inferiores podem ter consumido menos quantidade e
menos variedade de produtos, em comparacdo as de classes mais superiores,
especialmente aqueles alimentos a base de C4 (carne, frango, agucar), que sao
produtos mais caros do que alimentos basicos (arroz e feijao, que sédo plantas C3). No

entanto, também nao medimos a frequéncia de consumo de alimentos, o que
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configura uma outra limitacdo do estudo. Além disso, pessoas de classes
socioeconOmicas mais inferiores podem ter sofrido privagéo de nutrientes (ma nutricao
infantil) influenciando valores isotépicos, o que nao foi medido nesta pesquisa. De fato,
os participantes disseram que ndo apresentaram nenhuma condi¢cdo de saude séria
durante a infancia e adolescéncia, mas entendemos que isso pode ser um viés de
memoria. Assim como a coleta de informagbes sobre a origem dos alimentos
consumidos durante a infancia e a adolescéncia, a frequéncia de ingestdo de cada
alimento naquela época € impraticavel de se obter, pois essas informacdes também

dependem da memoria dos participantes.

Figura 7 — Valores isotopicos de g2 segundo condi¢gdo socioeconémica
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As barras de erro em torno das medias representam os ICs 95% baseados na distribuigao z,
exceto em D-E para dados de #Sr/®Sr, que foram baseadas na distribuic&o t.

Fonte: Elaboracgéo propria.

A variagdo humana é essencial para a identificacdo forense. Estudos anteriores
identificaram a possibilidade de usar informacgdes isotopicas para distinguir pessoas
de diferentes origens, apesar da questdo da dieta mais “homogénea”. Dados
isotopicos de tecidos bioldgicos de diferentes regides podem ser especialmente uteis
em cenarios de identificacdo de desastres em massa (acidentes ou ataques
terroristas), em que um numero grande de vitimas pode ser de diferentes partes do
mundo. Comparamos os dados deste trabalho com informagdes da literatura e

observamos diferencgas entre as regides.
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A comparagao de nossos dados com os dados publicados de dentes humanos
modernos € mostrada na Figura 8. Foram escolhidos apenas dentes humanos para
essa comparacgao devido a diferengas nos sinais isotopicos, dependendo do tecido
coletado do mesmo individuo, mesmo quando formado “ao mesmo tempo” como é o
caso da urina e saliva®”. Como os dados estdo disponiveis na literatura, calculamos
os valores de assimetria e curtose e, em alguns casos, realizamos o teste de Shapiro-
Wilk para verificar a normalidade. Todos os dados, exceto 8’Sr/8Sr da Coldmbia,
apresentaram distribuicdo normal. Mesmo assim, criamos o IC para ter uma ideia do
possivel comportamento do is6topo na regido. Apesar da imprecisdo dos valores para
alguns paises (IC muito amplos), observamos que os individuos do estado de Sao
Paulo podem ser distinguidos dos de outros locais pelos isétopos separadamente. A
combinacdo de elementos, no entanto, permitiu uma melhor discriminacdo das
regides, também demonstrada em estudos anteriores*°.

E importante mencionar que as estimativas para a populacdo poderdo ser
outras no futuro. Isso porque os valores isotopicos nos tecidos sdo explicados por
aspectos ambientais, socioecondémicos e culturais, ndo se limitando a isso. Com as
mudangas climaticas e o aquecimento global, os ciclos de aguas podem se alterar,
alterando também os valores de §'®0 da agua. Mudangas frente ao incentivo de
reducao de emissdo de carbono podem gerar impacto inclusive nos padrbées de dieta
(por exemplo, o incentivo ao consumo de dieta com baixos teores de carbono)'® o
que, por consequéncia, podera alterar os valores de &'3C. Da mesma forma, a
urbanizagao e fatores antropogénicos podem impactar o ciclo das aguas, refletindo na
assinatura isotopica dos tecidos. Assim, € importante o monitoramento da variagao
dos valores isotopicos na populagdo moderna.

N&o obstante, os achados deste estudo, isoladamente, n&do asseguram a
determinacao exata da origem geografica. A combinagdo de elementos isotopicos
auxilia tal estimativa, reduzindo o numero de possiveis identidades, e deve ser usada
em conjunto com outras evidéncias durante o processo investigativo. Como o Brasil &
um pais de grande extensdo e diversidade (ambiental, cultural...), pode ser que
diferengas entre areas maiores (entre estados, por exemplo) sejam mais evidentes.
Neste sentido, caracterizar valores isotopicos de individuos de outras regides pode
ser importante.

Apesar do metabolismo entre homens e mulheres ser diferente, o impacto do
sexo nas razoes de 8'80, 87Sr/8Sr e 5'3C nao é significativo. Tais achados corroboram
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com observacoes prévias em esmalte dentario’ bem como em outros tipos de tecidos
biologicos®2°. Assim, esses isétopos ndo sdo adequados para diferenciagio do sexo.

Atencédo deve ser dada ao fato de que as amostras deste trabalho foram obtidas
de diferentes partes do estado para tentar buscar representatividade em extenséo da
populacdo em questdo. Cerca de 30 amostras foram usadas para se ter uma ideia do

tamanho amostral total, o qual foi calculado da seguinte forma®:

2 2
_Zgcx O

==

onde z é a abscissa na curva normal para um nivel de confiangca de 95%, o € 0
desvio-padrao obtido no piloto e d é a semi-amplitude (calculada a partir do piloto, ou
da literatura ou ainda pode ser um desvio-padrao aceitavel — por exemplo, para a
reprodutibilidade do padrao internacional aceitavel mensurado na analise). Para o o,
foi usado o desvio-padrao mais alto do piloto (que foi para as medidas de 8'3C); para
d, foi usado um valor menor do que o valor do desvio-padrdo aceitavel para a
reprodutibilidade das medidas do padrao internacional IAEA-603 (<0.15%o.), uma vez
que essa abordagem pareceu ser a mais conservativa e que resultaria em estimativas
com menos erros. Porém, quando o calculo foi realizado considerando cada regiéo
(aquiferos) separadamente, a amostra utilizada ficou aquém a necessaria para alguns
grupos, dificultando a extrapolagdo de valores para a estimativa considerando tais
grupos, mesmo com a normalidade dos dados (um exemplo é o g6 para dados de
8'3C, que apresentou IC muito amplo, indicando uma representagéo ruim do grupo).
Esse raciocinio é estendido aos estudos da literatura aqui utilizados (figura 8). Para
tais estudos, a normalidade dos dados foi analisada e o IC foi construido apenas para
se ter uma ideia do possivel comportamento dos isétopos em cada regido, comparado
aos deste trabalho. Porém, alguns trabalhos da literatura usados aqui apresentam
amostras muito pequenas para representar valores para um pais. Isso mostra a
importancia de amostras bem planejadas para possibilitar a extrapolagéo de valores

(inferéncia) de uma forma mais confiavel.
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Figura 8- Comparacao de estimativas de valores isotdépicos em esmalte dental por regides
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As barras de erros em torno das médias representam os ICs 95% baseados na distribui¢ao z.
Os dados de ®’Sr/*®Sr para a Colémbia ndo apresentam distribuigdo normal. Bulgaria
(Kamenov et al.?*; n=11 para 8'®0 e 8'"°C; n=10 para ’Sr/**Sr); Colémbia (Eck et al.?®; n=61);
estado de Séo Paulo, Brasil (n=141 para 8'®0; n=142 para 5'*C e ¥ Sr/*®Sr); Holanda (Font et
al.*; n=30); USA (Keller et al.?; n=156 para 5'°0 e 8'*C; n=22 para ¥ Sr/**Sr); México (Juarez®>;
n=19).

Fonte: Elaboracgéo propria.
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7 CONCLUSAO

As razdes de 8580, 8'3C e 8"Sr/86Sr estimadas para a populagdo do estado de
Sao Paulo sao respectivamente: -5,82%. * 0,09, -9,04%. + 0,16 e 0,712067 *
0,000162.

Nao foi possivel estabelecer caracteristicas isotopicas exclusivas para todas as
regides do estado de Sao Paulo analisadas neste trabalho. Porém, algumas regides
apresentaram valores isotopicos diferentes entre si, para os elementos estudados -
5180, 87Sr/8Sr e 8'3C. Em casos reais, a analise conjunta dos diferentes elementos
isotopicos pode ser importante na busca da estimativa geografica, considerando as
diferentes regibes do estado. Os dados obtidos poderdo também ser uteis na
diferenciagao de individuos residentes do estado de Sdo Paulo dos de outras origens
brasileiras ou mesmo de estrangeiros. Também foram verificadas diferengas para
87Sr/88Sr, entre os niveis socioecondémicos mais extremos (classes A e D-E).

Vale reforgar a importancia do estudo de isotopia forense em humanos para
estimativa de origem geografica considerando regides geograficas de maiores
extensdes. Em casos de desastres em massa, onde haja pessoas de diferentes
nacionalidades incluindo brasileiros crescidos (infancia e adolescéncia) no estado de
S&o Paulo, a estimativa da origem geografica demonstra grande potencial de
aplicagao.

No contexto forense, dados do ambiente (isoscapes ambientais) sao
importantes na estimativa da origem geografica, porém a comparagao de valores
isotopicos de tecidos biologicos de uma vitima com valores obtidos de humanos
modernos de origens e perfis conhecidos, acaba sendo muito mais confiavel para
estabelecer qualquer conclusdo. Nesse sentido, os dados desta pesquisa — pioneira
no Brasil para a estimativa da origem geografica de individuos modernos - poderéo
constituir a base de importante banco de dados, para auxiliar no processo da
estimativa da origem geografica em casos reais em que se busque a identificagcao de
corpos e ossadas, contribuindo com as Ciéncias Forenses, a Justica e a sociedade.
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APENDICE A - QUESTIONARIO

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA

S FILHO” (UNESP)
unesp FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

Pesquisa: Antropologia Forense e estimativa da origem geografica: andlise de isétopos estaveis
de carbono e oxigénio em esmalte dentario.

Preenchimento pelo dentista
Identificador:

Numero dos dentes:

Questdes:
1) Data de nascimento (dia/més/ano): / /
2) Sexo: [] Masculino [] Feminino
3) Vocé fuma atualmente? [] Sim [] Nao
4) Das opgdes abaixo, circule as referentes ao seu principal tipo de dieta dos 7 aos 14
anos:
Arroz, feijdo, soja, trigo, frutas, hortaligas, mandioca, milho, cana-de-aglcar, carne
vermelha, frango, peixe, leite.
5) Vocé teve alguma dessas doengas durante sua infancia/adolescéncia?
Problemas hormonais (hipéfise, tiredide) [J sim [] Nao
Falta de vitaminas (vitaminas A e D) [J sim [] Nao
Falta de proteinas [ sim [] Nao
Problemas de calcificagdo (ossos e dentes)  [] Sim [] Nao
Outra doenga que considere relevante:
6) Em quais cidades vocé ja viveu? (dos 7 os 14 anos).
De (anos) Até (anos) Cidade Estado Pais
EXx. 7 8 Campinas SP Brasil
8 14 Sao Paulo SP Brasil
1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
7) Durante sua infancia vocé consumiu mais agua:
[] de torneira [] de garrafa (Vocé lembra da marca? Qual era? )
8) Quando vocé era crianga/adolescente (7-14 anos) vocé morou predominantemente

em:

[J Zona urbana
] Zona rural
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9) Quantos itens de conforto havia na sua casa (durante os 7 aos 14 anos)?

ltens de conforto Quantidade

Quantidade de automoéveis de passeio exclusivamente para uso | 0 1 2 3 4+
particular

Quantidade de empregadas mensalistas (5 dias por semana)

Quantidade de maquinas de lavar roupa — tanquinho n&o conta

Quantidade de vasos sanitarios

Quantidade de leitores de DVD

Quantidade de geladeira

Quantidade de freezers

Quantidade de microcomputadores (computadores de mesa,
laptops, notebooks)

Quantidade de lavadora de lougas

Quantidade de forno de micro-ondas

Quantidade de motocicletas de uso pessoal ou misto (pessoal e
profissional)

Quantidade de maquinas secadoras de roupas/ lava e seca

10) A &gua usada na sua casa, dos 7 aos 14 anos, era proveniente de:

Rede geral de distribuicdo

Poco ou nascente

WIN[=

Qutro meio

11) Considerando o trecho da rua da sua casa (onde vocé morou dos 7-14 anos), vocé diria
que a rua era:

Pavimentada/Asfaltada

N|—

Terral cascalho

12) Qual era o grau de instrugdo do chefe da familia na época que vocé tinha 7-14 anos?
Considere como chefe da familia a pessoa que contribuiu com a maior parte da renda
do domicilio:

Analfabeto/ Primario incompleto

Primario completo/ ginasio incompleto

Fundamental completo/médio incompleto

Médio completo/superior incompleto

QB (WIN|—~

Superior completo
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