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Resumo

Na bioarqueologia e em antropologia forense, o perfil bioldgico ¢ imprescindivel para o
estudo paleobioldgico e no processo de identificacdo humana, respetivamente. No perfil
biologico sao estimados parametros como as afinidades populacionais, o sexo, a idade e
a estatura. O sexo ¢ fundamental dado ter impacto na selecdo dos métodos para as
estimativas da idade e estatura. O sexo pode ser estimado a partir de métodos
morfologicos, que tém por base a observacdo direta do osso e os métodos métricos, que
tém por base a medi¢do dos ossos. No entanto, a estimativa do sexo ¢ afetada por varios
fatores, como as afinidades populacionais, as mudangas seculares, o nivel hormonal, a
idade, entre outros. Neste estudo, selecionou-se métodos morfologicos amplamente
usados e métodos métricos validados em cole¢des portuguesas. Para validar os resultados
recorreu-se a analise dos genes AMEL e SRY. O gene AMEL esta presente em ambos 0s
sexos, apresentando-se nos cromossomas sexuais, enquanto o gene SRY s6 se apresenta
no cromossoma Y, ou seja, presente no sexo masculino. A estimativa do sexo em 10
individuos adultos revelou resultados contraditorios, entre os diferentes métodos, em oito,
havendo somente dois em que os resultados foram concordantes. O osso foi obtido a partir
do corte da ponte entre o canal cardtico e a fossa jugular para realizar a extracdo de DNA.
O DNA foi extraido utilizando um método de extragdo organica. Dos 10 individuos,
extraiu-se com sucesso 0 DNA de quatro individuos, sendo dois do sexo masculino e dois
do sexo feminino. Um dos individuos apresenta resultados contraditdrios quando se
compara 0 sexo com o sexo estimado, os restantes trés apresentam concordancia entre os
dois. Concluiu-se que € necessaria uma amostra de maiores dimensdes para validar e

comparar os métodos entre si, de forma a tornar mais rigorosas as estimativas de sexo.

Palavras chave: Adultos; Sexo; Extragao de DNA; gene AMEL
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Abstract

In bioarcheology and forensic anthropology, the biological profile is essential for
palaeobiological studies and in the identification of human remains, respectively. The
biological profile studies population affinities, sex, age, and stature. Sex estimation is
crucial as it impacts the selection of age and stature estimation methods. Sex can be
estimated through morphological methods, based on direct observation of bones, and
metric methods, based on bone measurements. However, sex estimation can be influenced
by various factors, such as population affinities, secular changes, hormonal levels and
age, among others. This study selected widely used morphological methods and metric
methods validated in Portuguese collections. AMEL and SRY genes were analyzed. The
AMEL gene is present in both sexes, located on the sex chromosomes, while the SRY gene
only present in the Y chromosome, indicative of a male individual. Sex estimation in 10
individuals revealed contradictory results in eight cases, with only two cases showing
agreement. The bone sample was obtained through a cut from the bridge between the
carotid canal and the jugular foremen for extraction. DNA was extracted using an organic
extraction method. Out of the 10 individuals, DNA was successfully extracted from four:
two classified as male and two as female. One individual presented contradictory results
when comparing the genetic sex with the estimated sex, while the remaining three showed
agreement between the two. In concluded a larger sample is required to validate and

compare the methods, making sex estimates more accurate.

Key words: Adults; Sex; DNA extraction; AMEL gene

3/99



4/99



indice

L INETOAUGAO ... ettt ettt e eave e et eeeeabeeeeaseeeaaeeenreas 17
1.1.  Colegdes de esqueletos identificados (CEIL): .......ccveviieciieniiiiiieniieiiecieeiee 17
1.2.  Dimorfismo Sexual no eSqueleto:..........cccvveiiiriiiiiieiiiciieie e 18
1.3, ProblematiCa: ....cccoviiiiiieiieieeeset e 19
1.4.  Estrutura molecular 6ssea e preservacao de DNA: ........ccccoovvieieieeivieeciienn, 20
1.5. Mudancas genéticas € temporaiS POSI-MOFLENM: ........cc.eeeeeveeeeireeeereeeereeenaeaans 22
Lo0.  COTR ettt et ettt e st e s e ea 23
1.7. Gene Amelogenina (AMEL): .......cooeieuieiieiiieiee ettt 23
1.8.  Gene da regido determinante do SeX0 Y (SRY):..cccuvevieriienieniienieeieeeieeiane 24
L.10. EXITACAO 1uvviiiieiieiiiiiiieee ettt e ettt e e e e e e et ar e e e e e e e e e eaanraereeaaeeeeeensnerens 25

1.11. Polymerase Chain Reaction — Amplified Product Length Polymorphism (PCR-

APLP) ettt ettt st nb et et as 26
112, EIOtrOfOT@SE ....eeueieieeeie ettt sttt 28
L IR T 0 o) <15 7 SRRSO 30
2. Materials € MEtOAOS: .....ooiuiiiiiiiiiiieeee et 31
P B\, 1153 w3 OO P SRR USURRRRI 31
2.2, MELOAOS: ..ottt ettt ettt ettt ettt e et e eateenbeennneeneens 31
2.2.1. Indice de Conservaco Anatomica (ICA):.......coveeeeereeeeeeeeeeeeereeeeeeeeen. 31
2.2.2. Afinidades Populacionais: ..........ccceevuieriieeiienieeiieiieeieeee e 32

2. 2.3 SO ittt et ettt et nbe e ene e 32
2.2.3.1. Métodos MOTTOlOZICOS: ...cuuvieiieriiieiieeiieiie ettt ettt et saee e e seveeeens 32
2.2.3.2. MEt0A0S MELTICOS: ..euvveriieniiriieniteteeiesiteste ettt 33
2.2.3.2.1. Método de Gama et al. (2015):....cccciiieviieeiieeieeeeecee e 33
2.2.3.2.2. Método de Curate et al. (2021) para o r&dio:.......ccceeevveeerveeeennenne 33
2.2.3.2.3. Método de Cardoso (2000):........ceerureerieeeiieeeiieeerieeeieeesree e 33
2.2.3.2.4. Método de Wasterlain (2000):.......cceeevereeiireniieeniieeeiee e 35

5/99



2.2.3.2.5. Método de Maio et al. (2024):.....cccvieeciieeieeeie e 36

2.2.3.2.6. Método de Harris & Case (2012): ....oovvieveieeiieiieeiieieeeieeeee e 37
2.2.3.2.7. Método de Curate et al. (2021) para 0 tarso: ........ccceevveeeveerrrennnnne 38

22,4, BSTALUTA: ....eiiiiiiiiiiieete ettt sttt et sttt e nb e 38
2.2.5. TAAAE: ..ot 38
2.2.6. Metodologia de COTLE: .....uiiruiieiieiieeiieiie ettt ettt 39
2.2.7. Metodologia GENELICA: .......cceeevvierieeiieiieeiiesie ettt eae e e eaeeseneenseens 40
2.2.7.1. EXtrag80 de DNA: ..o e 40
2.2.7.2. PCRAAPLP: ..ottt 41
2.2.7.3. ElRtrOfOr@Se. ... eeeueieiiieiieeie et 42
2.2.7.4. Sequénciagdo de SANZET: .....cc.eeeerueriirierieeieeitente ettt 43

2.2.8. Metodologia estatistica — erro intra-observador: ...........cccceeveenieeiieenienneen. 43
2.2.9. Metodologia estatistica — eXatidA0: .....ccceeevueerieeiiieiiieieeree e 44

3. Resultados € DISCUSSAO: ..c..eeruieueriiriiiiieiieniteie ettt ettt 45
3.1. Indice de Conservagdo Anatdmica (ICA): ........oeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeseeeeeeseeans 45
3.2. Afinidades populacionais: ..........ccceeecueeeriieeiiieeiiee et e 45

K T 1 (o OO PO PP PP PRTPROPR 46
34 ESTATUTAL ..ottt ettt et 69
35 TAAAC: e e 70

R T 00 4 (N 1510 ) LSRR 71
3.7 GOINELICA: ..ttt ettt ettt ettt et e sttt e eht e et be e et e ate e 72
3.8. Estatistica — erro intra-o0bservador: ...........ccecvereiiirienieienieseeeeeeeee e 80
3.9. Estatistica — eXatidA0: ......coouerieririiiiieieeientereee e 84
4. CONCIUSAO: ..ttt sttt et sttt et sbe et 91
5. BIBHOGIafia...c..ooiiiiiiieie e e 93

6/99



Indice de Figuras

Figura 1: Dimorfismo sexual no cranio e no osso coxal. (A) Vista frontal e lateral dos
individuos do sexo masculino e feminino. (B) Vista superior e anterior dos individuos do

sexo feminino e masculino. (Adaptado de Whiter et al. (2012). ......ccceeevieveieeecieennneen. 19

Figura 2: Representacao grafica da composi¢do do osso em percentagem por peso (wWt%).

Imagem retirada de (Shehata & Krap, 2024)......cccooviiiiieeoiieiieiiieeeieeee e 21

Figura 3: Fragmentacgao, depurinacao e desaminagdo. (A) Desaminacdo da purina guanina
ou adenina seguida de uma fragmentacdo da cadeia fosfolipidica; (B) Desaminacdo da
citosina em uracilo; (C) Desaminacao do 5-metilcitosina em timina. Moléculas criadas a

partir d JSME: a free molecule editor in JavaScript (Bienfait & Ertl, 2013) ................. 22

Figura 4: Bloqueadores da Taq polimerase. (A) Alcalinagdo de duas timinas que pode
ocorrer na mesma cadeia ou entre cadeias de DNA; (B) Mudanca nucleotidica de guanina
para xantina; (C) Mudanca nucleotidica de adenina para hipoxantina . Moléculas criadas

a partir d JSME: a free molecule editor in JavaScript (Bienfait & Ertl, 2013) .............. 23
Figura 5: Imagem alusiva a realizacdo do corte e perfuracao ...........cocceevverieenienieennne. 23

Figura 6: Mapa dos cromossomas sexuais humanos X (esquerda) e Y (direita), imagem

retirada de (Butler & Li, 2014) ..o 24
Figura 7: Modo do funcionamento do PCR-APLP. ........ccccoiiiiiiiiiieeiceeee, 26

Figura 8: Semelhanca entre o exao dois do gene AMELX e o exao trés do gene AMELY.
A negrito destaca-se as diferengas entre os exdes. A negrito e azul do gene AMELX e a
negrito e amarelo do gene AMELY estdao em destaque os locais de ligagdo dos primers,

sendo que do gene AMELY € 0 SNP......ocuviioiiiieeee et 27

Figura 9: Funcionamento dos Primers Sense (S) do gene AMEL. No gene AMELX, as
bases nucleotidicas com fundo rosa representam a base esperada. O primer especifico
forward utilizado foi o AMELXE2A (caixa roxa) que se liga a sequéncia antisense. No
gene AMELY, o SNP esta destacado com fundo amarelo e o complementar ao SNP esta
destacado com fundo verde. O primer especifico forward usado foi o AMELYE2A (caixa
azul-claro), que se liga a sequéncia antisense. O primer reverse AMELE2AR (caixa

amarela) ¢ comum aos dois genes, que se liga & SeqUENCia SENSE. ......ceevvverveerueeeeeennen. 27

Figura 10: Funcionamento dos Primers Antisense (AS) do gene AMEL. No gene AMELX,

as bases nucleotidicas com fundo rosa representam a base esperada. O primer especifico
7/99



reverse utilizado foi o AMELXE2B (caixa rosa-claro) que se liga a sequéncia sense. No
gene AMELY, o SNP esta destacado com fundo amarelo e o complementar ao SNP esta
destacado com fundo verde. O primer especifico reverse utilizado foi o AMELYE2B
(caixa azul), que se liga a sequéncia sense. O primer forward AMELE2BF (caixa

amarela) ¢ comum aos dois genes, que se liga a sequéncia antisense. ..........ccceeevveeenee. 28

Figura 11: Funcionamento dos primers do gene SRY. O primer SRYF (caixa verde) ¢ o
forward, que se liga a sequéncia antisense, enquanto o primer SRYR (caixa laranja) € o

reverse qUE S€ 112a & SEQUENCIA SEINSC. ...eevuvrrerurieerireeeiieeeireestreesreeesreeessseeessseeessseesnsseas 28

Figura 12: Formacdo da matriz do gel de agarose. Imagem retirada de (Steward, 2022)

Figura 13: Formagdo da matriz do gel de poliacrilamida. Imagem retirada de National

Diagnostics (National Diagnostics, 2011) ......cccoeriiiiiiiiieiiieieeeee e 29

Figura 14: Programa de PCR-APLP para amplificacdo do gene AMEL e SRY com os

DVIIEES FEVEFSE ....veeeeeeeeateeesiieeeneteeaeseessseaaaseesnsaeesssaeessstesasseeessseesnsseesnnseesnsseesnnseeans 42

Figura 15: Programa de PCR-APLP para amplificagdo do gene AMEL e SRY com os

DVIMEFS JOTWATA ...ttt ettt sttt nae e 42

Figura 16: Corte da ponte do individuo 8, vista inferior da base do cranio. (A) antes do

corte; (B) durante 0 corte; (C) POS 0 COTLE. ...euriiiriieeriieeiieeeiieeeieeeereeeereeesree e e 71

Figura 17: Gel de agarose com os resultados da amplifica¢do do gene AMEL. Comparagao
do individuo 6 (I6) do qual a ponte foi totalmente usada com o 10 (I110) do qual se utilizou

100 mg de ponte pulverizada. C+, Controlo positivo; C-, controlo negativo. ............... 73

Figura 18: Gel de agarose com os resultados da amplificacdo do gene AMEL e SRY. CAS-
, controlo negativo do gene AMEL e SRY (primers antisense); CA(S)-, controlo negativo
do gene AMEL (primers sense); CS(S)-, controlo negativo do gene SRY (primers sense).

O marcador (M) estd ao centro e a zona de interesse apresenta-se entre os 75 pb e 50 pb.

Figura 19: Gel de agarose com os resultados da amplificacao do gene AMEL e SRY. O gel
no lado direito apresenta as amplificacdes dos primers AS. CAas-, controlo negativo do
gene AMEL; Maas, controlo positivo masculino do gene AMEL; MSas, controlo positivo
masculino do gene SRY; FAas, controlo positivo feminino do gene AMEL; FSas, controlo

positivo feminino do gene SRY; CSas-, controlo negativo do gene SRY Ao centro

8/99



apresenta-se o marcador (M), a zona de interesse ¢ entre os 75 pb e os 50 pb. No lado
esquerdo apresenta as amplificagdes dos primers Sense. CAs-, controlo negativo do gene
AMEL; MAs, controlo positivo masculino do gene AMEL; MSs, controlo positivo
masculino do gene SRY; FAs, controlo positivo feminino do gene AMEL; CSs-, conrolo
positivo feminino do gene SRY; FSs, controlo positivo feminino do gene SRY. O marcador

(M) estd ao centro e a zona de interesse apresenta-se entre 0os 75 pb e 50 pb................ 75

Figura 20: Géis de agarose com resultados da amplificagdo do gene AMEL e SRY. O gel
(A) apresenta o branco da 1* e 2* extrag¢do e do individuo 7. CA-, controlo negativo do
gene AMEL; B1A, branco da 1* extracdo do gene AMEL; B2A, branco da 2? extragdo do
gene AMEL; 17A, individuo 7 do gene AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; B1S,
branco da 1* extragdo do gene SRY; B2S, branco da 2% extragdo do gene SRY; I7S,
individuo 7 do gene SRY. O gel (B) apresenta os individuos 1, 2 e 3. CA-, controlo
negativo do gene AMEL; I1A, individuo 1 do gene AMEL; I2A, individuo 2 do gene
AMEL; 13A, individuo 3 do gene AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; I1S,
individuo 1 do gene SRY; 128, individuo 2 do gene SRY; 13S, individuo 3 do gene SRY. O
gel (C) apresenta os individuos 4, 5 e 6. CA-, controlo negativo do gene AMEL; 14A,
individuo 4 do gene AMEL; I5A, individuo 5 do gene AMEL; 16A, individuo 6 do gene
AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; 14S, individuo 4 do gene SRY; 1SS, individuo
5 do gene SRY; I3S, individuo 6 do gene SRY. O marcador (M) est4 ao centro € a zona de

interesse apresenta-se entre 05 75 pb € 50 Pb. c..cooveeiiiiiiiiiiinii e 76

Figura 21: Géis de agarose com resultados da amplificagdo do gene AMEL e SRY. O gel
(A) apresenta os individuos 8, 9 e 10. CA-, controlo negativo do gene AMEL; 18A,
individuo 8 do gene AMEL; 19A, individuo 9 do gene AMEL; 110A, individuo 10 do gene
AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; I8S, individuo 8 do gene SRY; 19S, individuo
9 do gene SRY; 110S, individuo 10 do gene SRY. O gel (B) apresenta os individuos 10.
CA-, controlo negativo do gene AMEL; 110A, individuo 10 do gene AMEL; CS-, controlo
negativo do gene SRY; I10S, individuo 10 do gene SRY. O marcador (M) est4 ao centro e

a zona de interesse apresenta-se entre 0 75 pb € 50 pb. ..ceeeviiiiiiiiiiiiiine e, 77

Figura 22: Géis de agarose com resultados da amplificagdo do gene AMEL e SRY. O gel
(A) apresenta os individuos 1, 2 e 3. CAS-, controlo negativo do gene AMEL; 11AS,
individuo 1 do gene AMEL; 12AS, individuo 2 do gene AMEL; I3AS, individuo 3 do gene
AMEL; CSS-, controlo negativo do gene SRY; I1SS, individuo 1 do gene SRY; I2SS,

individuo 2 do gene SRY; I3SS, individuo 3 do gene SRY. O gel (B) apresenta os
9/99



individuos 4, 5 ¢ 6. CAS-, controlo negativo do gene AMEL; 14AS, individuo 4 do gene
AMEL; 15AS, individuo 5 do gene AMEL; 16AS, individuo 3 do gene AMEL; CSS-,
controlo negativo do gene SRY; 14SS, individuo 4 do gene SRY; ISSS, individuo 5 do gene
SRY; 16SS, individuo 6 do gene SRY. O gel (C) apresenta os individuos 7, 8, 9 ¢ 10. CAS-
, controlo negativo do gene AMEL; I7AS, individuo 7 do gene AMEL; I8AS, individuo 8
do gene AMEL; I19AS, individuo 8 do gene AMEL; 110AS, individuo 10 do gene AMEL;
CSS-, controlo negativo do gene SRY; I7SS, individuo 7 do gene SRY; I8SS, individuo 8
do gene SRY; 19SS, individuo 9 do gene SRY; 110SS, individuo 10 do gene SRY. O

marcador (M) esta ao centro e a zona de interesse apresenta-se entre os 75 pb e 50 pb.78

Figura 23: Eletroferograma do gene AMEL do individuo 10 e alteragdes nucleotidicas.
Destacado a amarelo esta o SNP de interesse para confirmar o sexo do individuo. Bases

nucleotidicas com cores atras representam algumas das alteragdes. ..........cccceeveeeeennnee. 79

10/99



Indice de Tabelas
Tabela 1: Indice de conServagio anatOmiCa ...........ov.eevveeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeesereeeeeeseeereeeens 31
Tabela 2: Ossos ¢ as respetivas metodologias morfoldgicas aplicadas..............ceue..... 32

Tabela 3: Ponto de cisdo em milimetros e a respetiva classificagao correta entre a amostra

de tre1N0 € @ AMOSITA A€ TESTE ..cevveeene e e e ettt et e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeaeaaaeeeeeeenaen 33

Tabela 4: Medidas do sexo feminino (Fem<), masculino (Masc>) e ponto de cisdo em

milimetros. Classificacdo correta para os diferentes sexos e total (%) ....ccccccveeveeeennen. 34

Tabela 5: Medidas do ponto de cisdo em milimetros. Classificagdo correta para os

diferentes S€X0S € Tt (90)....uieuieiiiiieiee e e 35
Tabela 6: Medidas do ponto de CISA0 .......cccveeevierieiiieiieeie ettt 36

Tabela 7: Equagdo, em que o resultado é em milimetros. Classificacdo correta para os

diferentes S€X0S € tOtAl (90)....ueeuieiiiiieie e 37
Tabela 8: Pontos de cisdo aplicado a0 tarso .........cceeecveeeriiieeiieeciieeeiee e 38
Tabela 9: Estimativa da eStatura..........cooueeiiiiiiiiiiiiieeieceete e 38
Tabela 10: Distribuica0 de 1dades .........cc.eeeeeiciiiiiiiiieccecee e e 39

Tabela 11: Nome dos primers, a sua respetiva sequéncia e concentragdo final (uM) na

MIX A€ PCR ...ttt et e 41
Tabela 12: ICA dos esqueletos da amostra..........cc.eeeeveeeriieeiieenieeniee e 45
Tabela 13: Afinidade populacional (%) dos individuos da amostra...........ccccceeeeeeennee. 45
Tabela 14: Distribuicdo por sexo dos individuos da amostra..........ccceeeeveereeneereennenne. 46
Tabela 15: Medicdes e respetivas estimativas do individuo 1 ........cccccecevviviineniennenne. 50
Tabela 16: Medicdes e respetivas estimativas do individuo 2 ..........ccceeeevveieceeenieeenneen. 52
Tabela 17: Medicdes e respetivas estimativas do individuo 3 ..........cccoevvveeeieeenieennnnen. 54
Tabela 18: Medicdes e respetivas estimativas do individuo 4 ...........ccccoevevveneniennenne. 56
Tabela 19: Medicdes respetivas estimativas do individuo 5 .........cccoceeveniiniiniicnnene. 58
Tabela 20: Medicdes e respetivas estimativas do individuo 6 ..........cccceeevveevcieeenieennneen. 60
Tabela 21: Medicdes e respetivas estimativas do individuo 7 ........ccccveeecvveeecieeecieeenneen. 62

11/99



Tabela 22

Tabela 23:

Tabela 24:

Tabela 25:

Tabela 26:

Tabela 27:

Tabela 28:

Tabela 29:

Tabela 30:

Tabela 31:

Tabela 32:

Tabela 33

Tabela 34:

Tabela 35

: Medigoes e respetivas estimativas do individuo 8 ...........cccceeeviieiiieinenns 64
Medigdes e respetivas estimativas do individuo 9 ...........ccceveieiieiieeeennen. 66
Medigdes e respetivas estimativas do individuo 10 ..........cccoeeveeeienieeneenen. 68
Estatura dos individuos da amostra ..........cceceeveeriieiieniieiienceeeeeee e 70
Idade dos individuos da amostra esquelética...........cccvueeeerieercreeenieeeeiee e, 70
Peso da ponte no osso temporal dos individuos da amostra......................... 71
Erro intra-observador para cada medida do axis, imero e radio................... 81
Erro intra-observador para cada medida do radio, fémur, rotula e tibia....... 82
Erro intra-observador para cada medida do tarso...........ccccceeeevieeeieeennennee, 83
Exatidao (Ex%) das medidas utilizadas no Imero ............ccceeeveevvverreeneenen. 85
Exatidao (Ex%) das medidas utilizadas no radio e fémur-............ccccuenene. 86

: Exatidao (Ex%) das medidas utilizadas na rotula, tibia e talus.................... 87
Exatidao (Ex%) das medidas utilizadas no calcaneo e tarso........................ 88

: Exatidao (%) de cada metodologia..........ceccveeerieeeniieiniieeiieeiee e 89

12/99



Lista de Abreviaturas
CMA — Comprimento maximo do axis
CMBH - Altura maxima do corpo do calcaneo
CMBS8 — Largura do tubérculo do calcaneo
C1 — Comprimento méximo do calcaneo
C2 — Comprimento do calcaneo
C3 — Comprimento do corpo do calcaneo
C4 — Largura Média
DCalcLg — Comprimento do calcaneo direito
DCF1Brd — Largura do 1° cuneiforme direito
DCF1Ht — Altura do 1° cuneiforme direito
DCFI1Lg — Comprimento do 1° cuneiforme direito
DCF2Brd — Largura do 1° cuneiforme direito
DCF2Ht — Altura do 2° cuneiforme direito
DCF3Ht — Altura do 3° cuneiforme direito
DCF3Lg — Comprimento do 3° cuneiforme direito
DCubBrd — Largura do cuboide direito
DNavBrd — Largura do navicular direito
DSMC — Diametro maximo sagital do corpo do axis
DTalHt — Altura do talus direito
DTalLg — Comprimento do talus direito
ECalcLg — Comprimento do calcaneo esquerdo
ECF1Brd — Largura do 1° cuneiforme esquerdo
ECF1Lg — Comprimento do 1° cuneiforme esquerdo
ECF3Ht — Altura do 3° cuneiforme esquerdo

ECF3Lg — Comprimento do 3° cuneiforme esquerdo

13/99



ECubBrd — Largura do cuboide esquerdo

ENavBrd — Largura do navicular esquerdo

ETalBrd — Largura do talus esquerdo

ETalHt — Altura do talus esquerdo

ETalLg — Comprimento do talus esquerdo

FCF — Comprimento total em posi¢do natural do fémur
FCM — Comprimento maximo do fémur

FCT — Comprimento do trocanter do fémur

FDSM — Diametro sagital a meio da diafise do fémur
FDSS — Diametro sagital subtrocanteriano do fémur
FDTC — Diametro transversal da cabega do fémur

FDTS — Diametro transversal sub-trocanteriano do fémur
FDTM — Diametro transversal a meio da diafise do fémur
FDVC — Diametro vertical da cabega do fémur

FLB — Largura bicondilar do fémur

FPM — Perimetro minimo do fémur

F1 — Comprimento méaximo do fémur

F2 — Comprimento total em posi¢ao natural do fémur

F3 — Diametro antero-posterior a meio da diafise do fémur
F4 — Diametro transverso a meio da diafise do fémur

F5 — Diametro antero-posterior subtrocanteriano do fémur
F6 — Diametro transversal maximo subtrocanteriano do fémur
F7 — Perimetro ao meio do fémur

F8 — Diametro transverso da cabeca do fémur

F9 — Diametro vertical da cabeca do fémur

HAF — Altura maxima da superficie articular da rotula

14/99



IEWR — Largura da epifise do radio

LMA — Largura maxima do axis

LAFB — Distancia maxima entre a crista vertical e o extremo lateral da superficie articular

da réotula

LMFSD — Largura maxima da faceta superior direita do axis

MAFB - Distancia maxima entre a crista vertical e o extremo media da superficie

articular da rétula

MAXB — Distancia maxima entre o extremo medial e o lateral da rétula
MAXH — Distancia maxima entre a base e o apex da rotula

MAXT — Espessura maxima entre a regido anterior e posterior da rotula
MCDDR - Circunferéncia minima da diafise distal do radio

RCF — Comprimento funcional do radio

RCM — Comprimento maximo do radio

RPM — Perimetro minimo do radio

R1 — Comprimento méaximo do radio

R2 — Comprimento fisiologico do radio

R3 — Perimetro minimo do radio

Tal — Comprimento do talus

Ta2 — Largura do talus

Ta3 — Altura do talus

TCM - Comprimento maximo da tibia

TCN — Comprimento natural da tibia

TCT — Comprimento total da tibia

TDT — Diametro transversal da tibia ao nivel do buraco nutritivo

TDS — Diametro sagital da tibia ao nivel do buraco nutritivo

TLB — Largura bi-articular da tibia

TMI1 — Comprimento maximo do talus

15/99



TM4 — Comprimento maximo da troclea do talus
TMS — Largura méaxima da tréclea do talus

TPM — Perimetro minimo da tibia

T1 — Comprimento maximo da tibia

T2 — Comprimento em posi¢ao natural da tibia

T3 — Diametro antero-posterior ao nivel do buraco nutritivo da tibia

T4 — Diametro transverso ao nivel do buraco nutritivo da tibia

TS5 — Perimetro minimo da tibia

T6 — Largura bi-articular da tibia

T7 — Comprimento total da tibia

UCM — Comprimento maximo do umero

UCT — Comprimento total do umero

UDMA — Diametro maximo do imero a meio da diafise
UDMI — Diametro minimo do iimero a meio da diafise
UDTC — Diametro transversal da cabe¢a do imero
UDVC - Diametro vertical da cabe¢a do imero

ULB — Largura bi-epicondiliana do umero

UPM - Perimetro minimo do imero

U1 — Comprimento maximo do umero

U2 — Comprimento fisioldgico do imero

U3 — Diametro vertical da cabec¢a do iimero

U4 — Diametro transverso da cabeca do imero

US — Diametro maximo a meio da diafise do imero
U6 — Diametro minimo a meio da diafise do imero
U7 — Perimetro minimo do iimero

U8 — Largura epicondiliana do timero

16/99



Introducdo

1. Introdugao

Na bioarqueologia e em antropologia forense a estimativa do perfil bioldgico ¢é
imprescindivel, dado que o primeiro permite o estudo demografico de uma populagio e
o segundo auxilia na identificagdo dos individuos (Curate, 2022). No perfil bioldgico sao
estimados parametros como o sexo, a idade, a estatura e as afinidades populacionais.
Destes, a estimativa do sexo ¢ de elevada importancia, dado que o sexo deve ser avaliado
previamente aos restantes, pois tem impacto na selecdo de métodos para as estimativas
da idade e estatura. Importa referir que o sexo que se estima a partir de remanescentes

biologicos ¢ o sexo bioldgico (Curate, 2022).

A bioarqueologia ¢ uma subdisciplina da antropologia bioldgica, que se foca no
estudo do esqueleto. Trabalha em sinergia com a arqueologia, permitindo o estudo
paleobioldgico de populacdes (Cheverko et al., 2020; Curate, 2022). Por sua vez, a
paleobiologia tem como objetivo reconstruir a vida, histéria e comportamentos das

populacdes antigas, como a dieta, saude, doenca, praticas culturais, etc. (Eckhardt, 2000).

A antropologia forense ¢ uma subdisciplina da antropologia bioldgica, com a
aplicacdo em contexto médico legal. Nesta especialidade a avaliagdo do perfil biologico

¢ essencial no processo de identificagdo humana (Curate, 2022; Franklin & Marks, 2022).

1.1. Colegoes de esqueletos identificados (CEI):

As CEI sdo pilares para a bioarqueologia e a antropologia forense. Sem estas ndo se
poderiam desenvolver metodologias para aplicar no estudo paleodemografico, perfil

biologico e paleopatologia.

As CEI sao colegdes das quais se tem conhecimento dos dados biograficos dos
individuos, como o sexo, a idade, a estatura, as afinidades populacionais, ocupagao
profissional, entre outros (Rowbotham, 2016; Santos, 2020). Estas colegdes sdo criadas
com o intuito de serem estudadas por profissionais da area, assim como estudantes. As
colecdes tém multiplas origens como cemitérios, hospitais, institutos de medicina legal,
doagdes, etc. Para cada uma destas diferentes fontes de origem, ha normas e protocolos
que devem ser seguidos e que seguem os conselhos de ética e as leis do pais (Henderson,

2018; Rowbotham, 2016; Santos, 2020).

Com a criagdo das colecdes foi possivel verificar-se variagdes no esqueleto humano,
como o dimorfismo sexual, e consequentemente desenvolver técnicas que podem ser

aplicadas a individuos nao identificados (Santos, 2020). As técnicas tém por base métodos
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morfologicos e métricos (Curate, 2022). H4 também colecdes que servem apenas para o

estudo das doencas nos 0ssos, como a tuberculose, sifilis, entre outras (Santos, 2020).

Em Portugal existem quatro grandes cole¢des de esqueletos identificados (CEI). A
CEI da Universidade de Coimbra (CEIC), a CEI do século XXI (do Laboratorio de
Antropologia Forense da Universidade de Coimbra), a CEI do Museu Nacional de
Histéria Natural de Lisboa, a Cole¢do Luis Lopes (CEIL) e a CEI da Universidade de
Evora (CEIE). A universidade de Coimbra tem ainda a cole¢io da Faculdade de Medicina
e a colecdo de troca internacional, ambas apenas com cranios. No Porto existe a cole¢ao
Mendes Correia e a colecdo da Delegacdo de Medicina Legal do Norte (Lopes &
Fernandes, 2022).

1.2.Dimorfismo Sexual no esqueleto:

O dimorfismo sexual ¢ definido como a diferengcas de tamanhos, forma, taxa de
desenvolvimento e comportamento do esqueleto entre os sexos da mesma espécie, sendo
o resultado de fatores internos e externos. No ser humano esta diferenca de tamanho varia

entre 0 e 20% (Klales, 2020; Moore, 2013; Rowbotham, 2016).

Os fatores intrinsecos sdo fatores internos do individuo, como, por exemplo, o nivel
hormonal. A variag@o de testosterona influencia as caracteristicas masculinas, enquanto
a variagao de estrogénio influencia as caracteristicas femininas, em cada um dos sexos.
A partir da adolescéncia manifestam-se as caracteristicas sexuais no esqueleto, havendo
uma maior fiabilidade na estimativa a partir dos 18 anos. Alguns elementos esqueléticos,
como a denticdo e os ossos da bacia, tornam-se sexualmente dimorficos mais cedo,
facilitando a identificagdao do sexo de individuos mais novos (Klales, 2020; Mays & Cox,

2000; Rowbotham, 2016).

Os fatores extrinsecos, sdo, como o nome indica, externos ao individuo. Por exemplo,

a nutri¢do ou a atividade biomecanica (Klales, 2020; Moore, 2013).
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Figura 1: Dimorfismo sexual no cranio e no osso coxal. (A) Vista frontal e lateral dos individuos do sexo
masculino e feminino. (B) Vista superior e anterior dos individuos do sexo feminino e masculino.
(Adaptado de Whiter et al. (2012).

1.3.Problematica:

Quando se desenvolvem metodologias, a partir das CEI e se a aplica a esqueletos de
individuos desconhecidos ha fatores que ndo se consideram, ocorrendo, por conseguinte,

limitagdes na sua aplicagao.

O primeiro fator a considerar ¢ o contexto de onde provém o esqueleto, se ¢ de
natureza arqueologica ou forense. Apos determinar a natureza do mesmo, prossegue-se
com a selecdo das metodologias mais adequadas. Se o individuo em estudo for um
esqueleto arqueologico utilizar metodologias que provém de uma CEI que tem individuos
com caracteristicas bioldgicas semelhantes tera resultados mais fidveis do que aplicar
metodologias desenvolvidas a partir de uma CEI com esqueletos mais recentes. Como tal
¢ necessario entender a natureza das CEI de forma a garantir que as metodologias

aplicadas sdo as mais adequadas (Henderson, 2018).

As colegdes sdo criadas tendo por base populacdes especificas, logo com
caracteristicas biologicas especificas. Portanto, as metodologias desenvolvidas nessas
colecdes so deveriam ser aplicadas a populagdes semelhantes. Por exemplo, a estimativa
das afinidades populacionais ¢ de elevada importancia de forma a se selecionar
metodologias que proveem de cole¢des especificas mais indicadas para esse individuo.
Com efeito, uma metodologia para estimar o sexo de um portugués de origem europeia
nao pode ser usado para estimar o sexo de um portugués de origem africana, dado a haver

variacoes entre as populagdes (Cunha & Ubelaker, 2020; Rowbotham, 2016).
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Mudangas seculares sao mudangas que ocorrem ao longo das geragdes/ décadas como
resultado das mudancgas das condi¢des de vida (Langley & Jantz, 2020). Duas destas
mudangas sdo o aumento da estatura e a idade da menarca. Por exemplo, desde o século
XX que se verifica uma melhoria de qualidade de vida na Europa, traduzindo-se num
aumento de estatura. Como consequéncia das mudangas do estilo de vida, ocorreram
modificacdes de tamanho e forma do esqueleto humano, como tal o resultado da aplicagao
de metodologias que tem por base CEI dos séculos passados pode ndo ser o mais

adequado (Langley & Jantz, 2020; White et al., 2012).

Os fatores intrinsecos e extrinsecos podem afetar o esqueleto, por isso, sdo fatores que
devem ser considerados. Um fator intrinseco, como uma baixa produgdo hormonal, pode
resultar num menor dimorfismo sexual, o que, como consequéncia pode levar a uma
estimativa imprecisa. Nos fatores externos as doengas que temporariamente, podem
perturbar o crescimento/maturagdo do esqueleto, afetando negativamente o esqueleto e
dificultando a estimativa do sexo. Outros fatores a considerar sdo nutri¢do, stress

fisiologico, etc. (Mays & Cox, 2000; Rowbotham, 2016; White et al., 2012).

O estado de conservacao e representatividade do esqueleto ¢ também uma limitacao
na estimativa sexual. Se os o0ssos estiverem muito degradados e/ou fragmentados, ndo
serd possivel aplicar as metodologias morfoldgicas e métricas ou entdo poderdo ser

aplicadas a ossos ou regides 6sseas menos discriminantes (Rowbotham, 2016).

O ultimo fator a considerar ¢ a idade. Com as alteragdes hormonais associadas ao
avancar da idade tém impacto no esqueleto. Consequentemente, os 0ssos podem sofrer
alteragoes que afetardo o dimorfismo sexual, dificultando a estimativa do sexo
(Rowbotham, 2016). Por exemplo, no sexo feminino, o cranio podera sofrer uma
masculinizagdo, enquanto no sexo masculino, os ossos da bacia poderao ficar mais graceis

(feminizagdo) (Nawrocki, 2010; Walker, 1995).

1.4.Estrutura molecular ossea e preservagdo de DNA:

A estrutura molecular do osso ¢ dividida entre a matéria organica (25%), da qual mais
de 90% ¢ colagénio I, inorganica (60-70%) e agua (9-10%). A matéria organica, que
contém DNA (osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e células de revestimento 0sseo)
representa 2% do tecido 6sseo (figura 2) (Andreeva et al., 2022; Feng, 2009; Florencio-
Silva et al., 2015; Shehata & Krap, 2024; White et al., 2012).
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Figura 2: Representacdo grafica da composi¢do do osso em percentagem por peso (wt%). Imagem
retirada de (Shehata & Krap, 2024)

A degradacdo do tecido 6sseo divide-se em dois processos. O primeiro acontece
rapidamente com a participagdo de microrganismos (bactérias e fungos), especialmente
se 0 ambiente onde o esqueleto se encontrar for um ambiente aerdbio. O segundo processo
¢ a degradacdo quimica dos componentes do 0sso, que ocorre mais lentamente. A
degradagdo quimica mais comum ¢ hidrolise das purinas (depurinagdo). Os fatores que
afetam mais a hidrdlise ¢ a temperatura, a humidade e o pH (Andreeva et al., 2022;

Hagelberg et al., 1991; Turner-Walker et al., 2002).

As modificagdes post-mortem de DNA acumulam-se conforme a antiguidade do
esqueleto, porém a sua frequéncia relaciona-se nao s6 com a antiguidade, como também

com o ambiente onde este se encontra (Bell et al., 1996).

A 4gua tem um papel fulcral na degradacdo e selecdo da area do esqueleto onde se
podera extrair o DNA. A infiltracdo de 4gua nos ossos ird aumentar a degradacao do osso
e do DNA. Ossos mais porosos vao permitir uma maior entrada de 4gua em comparagao
com 0sso nao porosos, tornando 0ssos ndo porosos e densos melhores para a extragao de

DNA (Andreeva et al., 2022; Hagelberg et al., 1991).
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1.5.Mudangas genéticas e temporais post-mortem:

ApoOs a morte, as fungdes enzimaticas cessam, porém, as alteragdes de DNA mantém-
se. Sem processos de fun¢do enzimatica para reparar o DNA, o dano efetuado sobre este
por fontes externas e internas resulta numa acumulagdo de danos ao longo do tempo

(Andreeva et al., 2022).

A preservagao de DNA ¢ afetada pelas condi¢des do ambiente que se encontra, como
referido anteriormente. Porém em condigdes adequadas de congelamento, o DNA
consegue ser preservado durante milhdes de anos (Andreeva et al., 2022; Shendure et al.,

2017).

Dado as alteracdes acumuladas, ocorre a fragmentagdo da cadeia de DNA. A
fragmentacdo ocorre pela depurinacdo hidrolitica seguida de uma eliminagdo beta
resultando em danos num so6 lado da dupla hélix. Outro tipo de problema que pode surgir
¢ problemas na leitura dos nucledtidos durante a sequenciagao por causa da desaminagao.
As desaminagdes mais comuns sdo a da citosina em uracilo e do 5-metilcitosina em
timina, como ¢ possivel observar na figura 3 (Andreeva et al., 2022; Dabney et al., 2013;

Frederico et al., 1990).

(A) Local sem base nucleotidica

OH-

f-eliminagio

e H*, H;O
—Q Depurinagio
® N © "
6\ H,0 ]\)L \lﬁ%“ H,0 ﬁ\)\
N _— NH . NH -
CA, SRS L -

MNH NH

Figura 3: Fragmentagdo, depurinagdo e desaminagdo. (A) Desaminag@o da purina guanina ou adenina
seguida de uma fragmentagdo da cadeia fosfolipidica; (B) Desaminagao da citosina em uracilo; (C)
Desaminag@o do 5-metilcitosina em timina. Moléculas criadas a partir d JSME: a free molecule editor in
JavaScript (Bienfait & Ertl, 2013)

Algumas lesdes que o DNA sofre podem resultar em bloqueios da Taq polimerase,
impedindo assim a amplificagdo do DNA. Um exemplo destes danos ¢ a alcalinizagdo das
timinas adjacentes, as mudangas nucleotidicas da guanina em xantina e da adenina em

hipoxantina (figura 4) (Andreeva et al., 2022; Dabney et al., 2013).
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Figura 4: Bloqueadores da Taq polimerase. (A) Alcalina¢do de duas timinas que pode ocorrer na mesma
cadeia ou entre cadeias de DNA; (B) Mudanga nucleotidica de guanina para xantina; (C) Mudanca
nucleotidica de adenina para hipoxantina . Moléculas criadas a partir d JSME: a free molecule editor in
JavaScript (Bienfait & Ertl, 2013)

1.6. Corte

Como mencionado anteriormente, 0ssos menos porosos sao melhores para a extracdo
de DNA dado estarem mais protegidos de alteracdes post-mortem (Andreeva et al., 2022;
Hagelberg et al., 1991). Segundo Sirak et al. (2017), o labirinto 6sseo encontra-se no 0sso
petroso, e ¢ de dificil acesso. O labirinto 6sseo, dado a sua natureza nio porosa, ¢ estando
protegido por camadas de osso externas, desacelera o processo de alteracdes post-mortem
(Andreeva et al., 2022; Dabney et al., 2013; Hagelberg et al., 1991). A metodologia inicia-

se com a destruicao da ponte que separa o canal carotico da fossa jugular, fazendo uma

perfuragdo de forma a extrair 200 a 300 mg de p6 de osso do labirinto 6sseo (Sirak et al.,

2017).

Canal Carético

Ponte

Fossa Jugular

Figura 5: Imagem alusiva a realizagdo do corte e perfuragdo

1.7. Gene Amelogenina (AMEL):

O locus AMEL tem os genes homologos AMELX e AMELY, com 89% de homologia.
O gene AMELX, localiza-se na zona distal do brago curto do cromossoma X (Xp22.1-
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Xp22.3), enquanto o AMELY localiza-se perto do centromero do cromossoma Y (Yp11.2)
(Butler & Li, 2014; Lau et al., 1989; Warinner et al., 2022).

O gene AMEL ¢ o mais usado em forenses para identificagdo do sexo do individuo,
dado o seu poder discriminatorio entre os cromossomas sexuais. Os produtos da reagao
em cadeia da polimerase (PCR) do AMELX e do AMELY podem ser discriminados usando
os primers criados por Masuyama et al. (2017) que flanqueiam um polimorfismo de
nucleotido unico (SNP) presente no 2° exdo do gene AMELX e o 3° exdo do gene AMELY.
Os produtos da amplificagdo sdo diferentes entre o sexo masculino € o sexo feminino, o
1° produzindo um fragmento de 60 pares base (pb) e o 2° produzindo um fragmento de
56 pb. A diferenca de quatro pb entre o fragmento masculino e feminino € a presenca de
quatro inosinas na extremidade 5’ dos primers AMELY, que permitem visualizar as

bandas a partir do método de eletroforese.

Um fragmento menor indica que o individuo possui cromossoma X, que ¢ associado a um
fenotipo do sexo feminino, porém um fragmento maior indica que o individuo apresenta

cromossoma X ¢ Y, associado a um fen6tipo do sexo masculino (Butler & Li, 2014).

p11.32 SRY
p11.31
p11.2 DXYS156
111 AMELY
111
TSPYL2 qﬁ'] X TSPYLI
q11.221 STSP1
q11.222
g11.223
q11.23
DXY5156
ql2

SOX3

Figura 6: Mapa dos cromossomas sexuais humanos X (esquerda) e Y (direita), imagem retirada de (Butler

& Li, 2014)

1.8. Gene da regido determinante do sexo Y (SRY):

O gene SRY, localiza-se na zona distal do brago curto do cromossoma Y (Ypl1.31) e

¢ um dos poucos genes que afeta diretamente o desenvolvimento sexual. Como
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consequéncia ¢ um dos marcadores sexuais com maior validade, a seguir ao gene AMEL
(Butler & Li, 2014; Masuyama et al., 2017). Com recurso aos primers descritos

anteriormente por Masuyama et al. (2017), é amplificado 52 pb do 1° exdo do gene SRY.

A grande diferenga entre o gene AMEL e o gene SRY ¢ a falta de homologia no sexo
feminino, homologia presente no gene AMEL (AMELY e AMELX), criando uma
preferéncia para o gene AMEL (Butler & Li, 2014; Masuyama et al., 2017).

1.10. Extracado

A lavagem com acido hipoclorito de s6dio, descontaminag¢do com luz UV e raspagem
permite a eliminacdo da maioria dos microrganismos € contaminantes presentes,

garantindo que o DNA extraido ¢ o DNA enddgeno.

A extracdo divide-se em trés fases, nomeadamente a desmineralizacdo Ossea, a lise
celular e a extracdo organica. A desmineralizacdo ocorre recorrendo ao acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que ¢ um acido orgénico quelante. Este permite a
captagdo de magnésio e calcio do osso. O recurso ao EDTA, apesar de demorado, permite
que a solucdo de lise extraia 0o DNA de forma mais eficaz. A solugdo de lise é constituida
por 0,01 M de Tris-HCL, 0,1 M de NaCl, 0,01 M EDTA e 2% SDS a pH 8,0. Esta mistura
de componentes permite a destabilizagdo dos restantes minerais do osso e a rotura das
células da matriz 6ssea. A solucdo de lise foi suplementada com ditiotreitol (DTT) e
proteinase K de forma a inibir e desnaturar as proteinas, tendo o DTT especial efeito nas

proteinas do nucleo que envolvem o DNA (Carvalho, 2009; National Institute of Justice,

2023a).

Para a realizacdo de uma extracdo organica, utilizou-se uma mistura de
fenol/cloroformio/alcool isoamilico. Os diferentes componentes permitem a separagao
das diferentes moléculas a partir da solubilidade, criando uma fase aquosa, onde se
encontra o DNA, e uma fase fenolica, onde se encontra o resto das moléculas (Carvalho,

2009).
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1.11. Polymerase Chain Reaction — Amplified Product Length Polymorphism (PCR-
APLP)

A técnica de PCR ¢ uma técnica que permite um elevado nimero de cépias da zona
de interesse. A sequéncia de interesse, a ser amplificada, ¢ flanqueada por dois primers
nos terminais 3’ da dupla hélice. Este processo divide-se em 3 fases, nomeadamente a
desnaturagdo annealing de primers e extensao/sintese das novas cadeias (Vieira, 2011;

Zhu et al., 2020).

A técnica de polymerase chain reaction — amplified producto length polymorphism
(PCR-APLP) tem por base o método de PCR. No entanto usa primers que na sua
extremidade 3’ se ligam especificamente ao SNP desejado. Um dos primers especificos
na extremidade 5’ terd uma cadeia ndo-complementar, de forma a criar amplificagdes com
diferentes tamanhos e consequentemente possibilitar a sua visualizagdo através da técnica
de eletroforese. Acompanhando estes primers especificos ird haver um “counter-primer”
que podera ser forward ou reverse, como ¢ possivel observar na figura 7 (Shojo et al.,

2015).

A
Sequéncia nio Primer de Alelos especificos
complementar
5’ 3
5 OS’ = Extensdo especifica
DNA Base m
~ Extensdo <« 3 5’
B Counter primer
5 — )+
5 3" ———— Extensdo especifica
DNA Base
Extensdao - 3’ 5°

Counter primer

Figura 7: Modo do funcionamento do PCR-APLP.

O PCR-APLP com recurso a Inosina (I), permite uma maior estabilidade do produto
de PCR. A inosina ¢ uma base universal, dado que se consegue, a partir de duas ligacdes
com o hidrogénio, ligar-se a qualquer uma das bases nucleotidicas, adenina (A), citosina
(C), guanina (G) e timina (T), permitindo assim uma complementaridade (Shojo et al.,

2015).
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Como referido anteriormente, o gene AMELX e AMELY tem uma homologia de §9%.
Esta homologia permite uma identificagdo mais rapida do sexo dos individuos. O exdo
dois do gene AMELX e o exdo trés do gene AMELY sao diferenciados por um SNP
presente no gene AMELY (figura 8) (Butler & Li, 2014; Lau et al., 1989; Masuyama et
al., 2017; Warinner et al., 2022).

X: AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTATTTGCCTGC
Y: AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTGTTTGCCTGC
X CTC TGGGAGCAGCTTTTGCCATGCCTgtgagtaaaaca

¥Y: CTT TGGGAGCAGCTTTTGCCATGCCTgtgagtaaaaca

Figura 8: Semelhanca entre o exdo dois do gene AMELX e o exdo trés do gene AMELY. A negrito destaca-
se as diferencgas entre os exdes. A negrito e azul do gene AMELX e a negrito e amarelo do gene AMELY
estdo em destaque os locais de ligagdo dos primers, sendo que do gene AMELY é o SNP.

Como referenciado anteriormente, a amplificagdo do gene AMELY ird resultar em um
fragmento de 60 pb, a do gene AMELX ira resultar em 56 pb e a do SRY em 52 pb. Nas
figuras 9, 10 e 11 € possivel observar a representacdo do funcionamento dos diferentes

primers em cada um dos genes.

Primers Sense AMELX:

5 3
AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTATTTGCCTGCCTCETGGGAGCAGCTTTTGCCATGCC CTgtgagtaaaaca
TTGGTAGTTCTTTACCCCTGGACCTAAAATAAACGGACGGAGGACCCTCGTCGAAAACGGTACGGAcactcatttrgt
3 5

l Primers Sense

5 3
AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTATTTGCCTGCCTCETGGGAGCAGCTTTTGCCATGCC C Tgtgagtaaaaca
GTCGAAAACGGTACGGAcaiiiiiiiiii
¥ 5

50 AMELXE2A 3

GGATTTTATTTGCCTGCCTCC >
SITGGTAGTTCTTTACCCCTGGACCTAAAATAAACGGACGGACGACCCTCGTCGAAAACGGTACGGAcaclczllll(gl -
2

Primers Sense AMELY:

5.AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTGTTTGCCTGCCTTGTGGGAGCAG('TTTTGC(‘ATGCCTglgagIﬂnanca3.
TTTGGTAGTTCTTTACCCCTGGACCTAAAACAAACGGACGGAACACCCTCGTCGAAAACGGTACGGACacIc:\lll[gl 5

1 Primers Sense

5‘AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTGTTTGCCTGCCTTGTGGGAGCAGCTTTTGCCATGCCTgIgaglananvu3‘

GTCGAAAACGGTACGGAcaiiiiiiiiii
3
AMELYE2A 30
IHHITGGATTTTGTTTGCCTGCCTTG _—F

TTGGTAGTTCTTTACCCCTGGACCTAAAACAAACGGACGGAABACCCTCGTCGAAAACGGTACGGAccactcatttigt
3 5

Figura 9: Funcionamento dos Primers Sense (S) do gene AMEL. No gene AMELX, as bases nucleotidicas
com fundo rosa representam a base esperada. O primer especifico forward utilizado foi o AMELXE2A
(caixa roxa) que se liga a sequéncia antisense. No gene AMELY, o SNP estd destacado com fundo amarelo
e o complementar ao SNP esta destacado com fundo verde. O primer especifico forward usado foi o
AMELYE2A (caixa azul-claro), que se liga a sequéncia antisense. O primer reverse AMELE2AR (caixa
amarela) ¢ comum aos dois genes, que se liga a sequéncia sense.
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Primers Antisense AMELX:

5 3
AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTATTTGCCTGCCTCETGGGAGCAGCTTTTGCCATGCC CTgtgagtaaaaca
TTGGTAGTTCTTTACCCCTGGACCTAAAATAAACGGACGGAGEGACCCTCGTCGAAAACGGTACGGAccactcattttgt
3 5

l Primers Antisense

5 3
AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTATTTGCCTGCCTCETGGGAGCAGCTTTTGCCATGCC CTgtgagtaaaaca

T GACCCTCGTCGAAAACGGT

AMELE2BF

5 3
et TCAAGAAATGGGGACCTGGATT iy

!_TTGGTAGTT('TTTA(‘CC'(‘TGGA(‘CTAAAATAAACGGA( GGAGGACCCTCGTCGAAAA(‘GGTACGGACactcnIIHgIS.

Primers Antisense AMELY:

3 AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTGTTTGCCTGCCTTGTGGGAGCAGCTTTTGCCATGCC Tgtgagtaaaaca ¥

TT[GG[AG] TCTTTACCCCTGGACCTAAAACAAACGGACGGAACBACCCTCGTCGAAAACGGTACGGAccactcattrtgt 5
ll"rim:‘[sAnlisense
S AACCATCAAGAAATGGGGACCTGGATTTTGTTTGCCTGCCTTGTGGGAGCAGCT TTTGCCATGCCTgtgagtaaaaca 3

4—CACCCTCGTCGAAAACGGTIII [——

AMELYEZR |
AMELE2BF

5 1 | 3
TCAAGAAATGGGGACCTGGATT )—D
TTGGTAGTTCTTTACCCCTGGACCTAAAACAAACGGACGGAABACCCTCGTCGAAAACGGTACGGAccactcattttgt

3 5

Figura 10: Funcionamento dos Primers Antisense (AS) do gene AMEL. No gene AMELX, as bases
nucleotidicas com fundo rosa representam a base esperada. O primer especifico reverse utilizado foi o
AMELXE?2B (caixa rosa-claro) que se liga a sequéncia sense. No gene AMELY, o SNP esta destacado

com fundo amarelo e o complementar ao SNP esta destacado com fundo verde. O primer especifico
reverse utilizado foi o AMELYE2B (caixa azul), que se liga a sequéncia sense. O primer forward
AMELE2BF (caixa amarela) ¢ comum aos dois genes, que se liga a sequéncia antisense.
TAGGACAATCGGGTAACATTGGCTACAAAGACCTACCTAGATGCTCCTTTTTACGATAAC

3,ATCCTGTTAGCCCATTGTAACCGATGTTTCTGGATGGATCTACGAGGAAAAATGCTATTG 5

!

3 TAGGACAATCGGGTAACATTGGCTACAAAGACCTACCTAGATGCTCCTTTTTACGATAACT

HGATGGATCTACGAGGAAAAATGCTATTG l—

3’ SRYR 5

SRYF
———————TCGGGTAACATTGGCTACAAAGA >

2 ATCCTGTTAGCCCATTGTAACCGATGTTTCTGGATGGATCTACGAGGAAAAATGCTATTG 5

Figura 11: Funcionamento dos primers do gene SRY. O primer SRYF (caixa verde) é o forward, que se
liga a sequéncia antisense, enquanto o primer SRYR (caixa laranja) € o reverse que se liga a sequéncia
sense.

Devido ao estado de degradagao do DNA, pode haver a hipotese de apenas um dos
fragmentos ser amplificado. No caso de ser amplificado apenas o AMELX pode
caracterizar-se erroneamente o individuo como sendo do sexo feminino. De forma a
garantir a validade dos resultados, o gene SRY ¢ usado como gene confirmatorio para o

sexo masculino (Masuyama et al., 2017).

1.12. Eletroforese

A eletroforese ¢ uma técnica que permite a separacao de fragmentos de DNA. A

eletroforese pode ser realizada em géis de agarose ou em géis de poliacrilamida, sendo o
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primeiro usado para amplificagdes de fragmentos de maiores dimensdes e o segundo mais
usado para amplificagdes de DNA muito pequenas ou proteinas (National Institute of

Justice, 2023b).

O gel de agarose forma-se a partir de moléculas de agar juntarem-se a partir de
ligacdes de hidrogénio. O tamanho do poro de agarose vai depender da quantidade de

agarose desejada (figura 12).

-1I]I] °C

e
(&— -t
=

Sol state Initial gel Final gel structure

Figura 12: Formagao da matriz do gel de agarose. Imagem retirada de (Steward, 2022)

O gel de poliacrilamida tem por base a ligagdo da acrilamida e da bisacrilamida. O
gel inicia a sua polimerizagdo quando a reacdo com TEMED e persulfato de amonio
ocorre (figura 13) (National Diagnostics, 2011).
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Figura 13: Formagao da matriz do gel de poliacrilamida. Imagem retirada de National Diagnostics
(National Diagnostics, 2011)
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O gel de poliacrilamida pode ser nativo ou desnaturante. O nativo permite que a
molécula de DNA se mantenha intacta, enquanto os géis desnaturantes, utilizam agentes
desnaturante como a ureia ou por dodecilsulfato de s6dio (SDS), causa a desnaturagdo

das moléculas de DNA (Green & Sambrook, 2020; National Diagnostics, 2011).

A acrilamida:bisacrilamida tem trés racios diferentes, sendo nas proporgdes de 19:1,
29:1 e 37,5:1. Quanto menor a propor¢do, mais pequeno serd o poro, por exemplo a
propor¢do 19:1 € a que tem o poro mais pequeno. O racio recomendado 29:1 para
separacao de pequenos fragmentos de DNA (Green & Sambrook, 2020; National
Diagnostics, 2011).

1.13. Objetivo:

Propde-se validar métodos morfoldgicos e métricos em remanescentes esqueléticos
de individuos adultos para a estimativa do sexo, usando o gene AMEL e o gene SRY como
método confirmatorio. Para além disso, pretende-se a otimizacao da extracdo de DNA a

partir de ossos humanos.
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2. Materiais e Métodos:

2.1. Materiais:

Analisou-se o perfil biologico de 10 esqueletos doados ao Laboratorio de
Antropologia pelo Laboratério de Morfologia da Egas Moniz School of Health and
Science, provenientes de doagdes antigas que foram utilizados para fins pedagogicos.
Trata-se de esqueletos de individuos adultos, ndo havendo quaisquer informagdes
biograficas ou contextuais disponiveis, sabendo-se apenas que provém de cemitérios

municipais, cujas exumacdes foram realizadas ha pelo menos duas décadas.

As medidas foram realizadas com a tdbua osteométrica, craveira digital e fita métrica.
2.2. Métodos:

2.2.1. Indice de Conservagdo Anatomica (ICA):

O indice de conservacdo de esqueletos € essencial para poder avaliar a qualidade e

quantidade de informacao que pode ser retirada de um esqueleto (Garcia, 2006).

O ICA ¢ afetado por fatores internos, como o sexo, a idade e a saude do individuo,
assim como fatores externos como o clima, a humidade, o solo onde foi inumado, entre
outros. O esqueleto ¢ dividido em 44 partes das quais 35 sdo considerados 0ssos inicos.
As restantes nove, sdo constituidas por varios elementos do mesmo tipo (e.g. dentes,

vértebras, costelas, ossos dos pés e das maos) (Garcia, 2006).

Os ossos unicos sao avaliados de 0 a 1, enquanto as partes constituidas por multiplos
elementos dsseos sdo calculados a partir do indice de representatividade o0ssea (IRO), que
resultam em valores entre 0 e 1. O IRO apo6s calculado € inserido no ICA, com os restantes

elementos avaliados. O ICA varia da classe 1 até a 6 (Tabela 1) (Garcia, 2006).

Tabela 1: Indice de conservagdo anatdomica

Classe Indice de Conservacio
1 0-10 Mau estado
2 11-20 Estado mediocre
3 21-40 Estado razoavel
4 41-60 Bom estado
5 61-80 Muito bom estado
6 81-100 Estado excelente
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2.2.2. Afinidades Populacionais:

Na estimativa das afinidades populacionais utiliza-se geralmente, o cranio,
associando-o a uma regido geografica ou a uma origem ancestral (Dunn et al., 2020;

Flouri et al., 2022).

Antigamente, recorria-se ao conceito de raga e de diferengas entre o ser humano para
criar uma hierarquia. Atualmente, ¢ consensual que o conceito de raga ¢ uma construgao
cultural e social e ndo pode ser aplicado ao Homem (Cunha & Ubelaker, 2020; Dunn et

al., 2020).

Para a estimativa das afinidades populacionais recorreu-se a ferramenta digital
HefneR desenvolvida pela Osteomics e que tem por base a metodologia de Hefner (2009)

com uma fiabilidade entre 83 ¢ 94%.

2.2.3. Sexo:

A estimativa do sexo em remanescentes esqueléticos ¢ um ato que tem por base a
aplicagdo de metodologias desenvolvidas nas CEIl. Apds a aplicagdo de diversas
metodologias permite estimar o sexo do individuo como masculino ou feminino. Caso as
metodologias sejam contraditérias, ou ndo poderem ser aplicadas, define-se como

indeterminado (Mays & Cox, 2000).

2.2.3.1. Métodos morfologicos:

Os métodos morfoldgicos t€m por base a observacao direta do osso, comparando com
imagens de referéncia, que apresentam uma classificagdo que varia do hiper-feminino ao
hiper-masculino. Estes sdo aplicados a todo o esqueleto, porém focam-se sobretudo no
cranio e no osso coxal, dado que sdo os ossos com maior dimorfismo sexual, resultando
numa estimativa mais fidvel em comparagcdo com outros ossos (Buikstra & Ubelaker,

1994; Rowbotham, 2016).

Tabela 2: Ossos e as respetivas metodologias morfologicas aplicadas

Osso Metodologia
Cranio (Buikstra & Ubelaker, 1994) (Ferembach et al., 1980)
(Buikstra & Ubelaker, (Ferembach et al.,
Osso coxal  (Bruzek, 2002) 1994) 1980)
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2.2.3.2. Métodos Métricos:

Os métodos métricos t€m por base a medicao dos ossos, tendo em conta tabelas de
referéncia, pontos de cisdo, fungdes discriminantes e equagdes que indicam o sexo mais

provavel (Curate, 2022).

As metodologias aplicadas foram desenvolvidas e/ou validadas em CEI portuguesas
(Cardoso, 2000; Curate et al., 2021; Curate et al., 2021; Gama et al., 2015; Harris & Case,
2012; Maio et al., 2024; Navega et al., 2015; Wasterlain, 2000).

2.2.3.2.1. Método de Gama et al. (2015):

As medidas mais discriminantes para a estimativa do sexo a partir do axis foram

CMA, LMA, LMFSD e DSMC (Equagao 1) (Gama et al., 2015).
L=-62,170+(0,561xCMA)+(0,677xLMA)+(-0,818xLMFSD)+(0,977<xDSMC)

Equagdo 1: Regressdo logistica para estimar o sexo a partir do axis

Se o resultado for negativo o sexo ¢ feminino, se positivo, masculino.

2.2.3.2.2. Método de Curate et al. (2021) para o radio:

A metodologia, aplica pontos de cisdo e uma equacao, dada o nome LRS (regressao
logistica 5). de forma a poder estimar o sexo do individuo (Tabela 3 e Equagao 2) (Curate

etal., 2021).

Tabela 3: Ponto de cisdo em milimetros e a respetiva classificagdo correta entre a amostra de treino ¢ a
amostra de teste

Medida Ponto de cisdo Classificacido correta (%)
MCDDR 37 87,4
IEWR 30,5 89,8

Caso a medida seja inferior ao ponto de cisdo, o individuo ¢ classificado no sexo

feminino, se for superior, no sexo masculino.
L = (0,559 x MCCDR) + (0,700 x I[EWR) — 42,223

Equagao 2: Regressao logistica para estimar o sexo

Se o resultado for negativo o sexo ¢ feminino, se positivo, masculino.

2.2.3.2.3. Método de Cardoso (2000):

O método tem por base pontos de cisao de varias medidas do umero, radio, fémur e

tibia (Tabela 4) (Cardoso, 2000).
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Tabela 4: Medidas do sexo feminino (Fem<), masculino (Masc>) e ponto de cisdo em milimetros.
Classificacdo correta para os diferentes sexos e total (%)

Classificacio correta (%)

Medida Fem< Pontodecisdo Masc> Fem Masc Total
UCM 282 302 324 84 80 82
UCT 276 297 317 81 79 80

UDMI 14 16 18 59 73 66
UDMA 18 21 24 65 57 61
UubvC 41 42 45 84,7 91,8 88,2
UDTC 37 40 41 88 75,3 81,8
ULB 51 56 61 83,9 85,4 84,7
UPM 53 59 63 86 75 80,5
RCM 202 223 233 88 83 85,5
RCF 193 210 221 85 85 85
RPM 33 38 40 90 76 83
FCM 384 425 456 81 81 81
FCF 383 422 452 80 82 81
FCT 366 406 436 82 76 79
FCTM 22 26 29 58 59 58,5
FDSM 24 27 32 63 72 67,5
FDTS 24 28 32 55 67 61
FDSS 22 27 31 61,6 62 61,8
FDVC 40 43 46 87 79,8 83,4
FDTC 40 43 46 85 75,8 80,4
FLB 71 76 78 89,7 84 86,8
FPM 74 84 97 74 76 75
TCM 304 352 384 76 73 74,5
TCN 295 342 374 77 71 74,0
TCT 300 346 378 79 71 75
TDT 20 23 25 65,7 74 69,8
TDS 29 33 36 84,8 74,8 79,8
TLB 64 70 72 89,6 86,2 87,8
TPM 63 70 76 79 75 77

Se a medicao for abaixo do ponto de cisdo, o individuo ¢ classificado no sexo

feminino, se for superior, no sexo masculino.
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2.2.3.2.4. Método de Wasterlain (2000):

O método utiliza pontos de cisdo para estimar o sexo do individuo a partir do umero,

radio, fémur, tibia, talus e calcaneo (Tabela 5) (Wasterlain, 2000).

Tabela 5: Medidas do ponto de cisdo em milimetros. Classificag@o correta para os diferentes sexos e total
(%)

Classificacio correta (%)

Medida Ponto de cisao Feminino Masculino Total
Ul 302,66 81 80 80,5
U2 298,88 80 81 80,5
U3 42,36 85 85 90
U4 39,38 93,9 86,5 90,2
Us 21,41 86 77 81,5
U6 16,57 82 78 80
u7 58,16 85,9 83 84,45
U8 56,63 92 89 90,5
R1 222,77 85,9 84 84,95
R2 209,35 82,8 84 83,4
R3 37,73 83,8 84 83,9
F1 425,57 77 78 77,5
F2 422,87 77 80 78,5
F3 27,50 80 74 77
F4 26,07 76 56 66
F5 27,29 79 71 75
F6 29,72 67 76 71,5
F7 82,82 75 78 76,5
F8 42,84 82,8 88 85,4
F9 43,23 89 82 85,5
T1 350,2 77 80 78,5
T2 337,1 81 79 80
T3 32,47 90 80 85
T4 23,56 80 76 78
T5 69,29 81 80 80,5
T6 68,18 82 76,8 79,4

T7 346 78 79 78,5
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Classificacao correta (%)

Medida Ponto de cisdo Feminino Masculino Total
Tal 50,30 89,7 84 86,85
Ta2 39,02 84,5 72 78,25
Ta3 28,99 78,4 92 85,2
C1 74,80 79 81,8 80,4
C2 70,44 84 78,6 81,3
C3 53,44 81 69,7 75,35
C4 39,58 81,8 83,8 82,8

Continuacdo da tabela 5
Se a medida verificada for abaixo do ponto de cisdo, o individuo ¢ classificado no
sexo feminino, se for superior, no sexo masculino.
2.2.3.2.5. Método de Maio et al. (2024):

O método usa pontos de cisdo para poder estimar o sexo dos individuos a partir da

rotula (Tabela 6) (Maio et al., 2024).

Tabela 6: Medidas do ponto de cisdo

Medidas Ponto de Cisao
MAXH 40
MAXB 42
MAXT 19

HAF 29
MAFB 19
LAFB 26

Caso a medi¢do for abaixo do ponto de cisdo, o individuo € classificado no sexo

feminino, se for superior, no sexo masculino.

Para além dos pontos de cisdo, também conta com uma equagao para estimar o sexo

de um individuo (equagdo 2) (Maio et al., 2024).

y = (0,162 x MAXH) + (—0,040 X MAXB) + (0,011 x MAXT) + (0,121 X HAF)
+ (0,221 x MAFB) + (0,127 x LAFB) — 15,692

Equagado 3: Equagdo para a estimativa do sexo
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Se y for negativo, o individuo ¢ classificado no sexo feminino, se for positivo, no
masculino.
2.2.3.2.6. Método de Harris & Case (2012):

O método tem por base regressoes logisticas de forma a estimar o sexo do individuo

a partir dos ossos do tarso (tabela 7) (Harris & Case, 2012; Navega et al., 2015).

Tabela 7: Equagdo, em que o resultado ¢ em milimetros. Classificacdo correta para os diferentes sexos e
total (%)

Classificacao Correta (%)

Medida Regressao logistica Feminino Masculino Total
ECalcLg L=-34,571 + 0,419 * CalcLg 78,9 81,3 80,1
ETalLg L=-35,061 + 0,606 * TalLg 87,0 86,4 86,7
ETalBrd L=-54,163 + 1,302 * TalBrd 88,3 86,6 87,4
ETalHt L=-35,879 + 1,107 * TalHt 84,4 89,0 86,8
ECubBrd L=-34,975+ 1,263 * CubBrd 81,7 86,4 86,7
ENavBrd L[=-26,248 + 0,655 * NavBrd 80,8 83,8 82,4
ECF1Lg L=-25,583 + 0,962 * CF1Lg 81,4 83,1 82,3
ECF1Brd L=-31,512+1,715* CF1Brd 82,9 82,1 82,4
ECF3Lg L=-33,905+ 1,369 * CF3Lg 81,9 78,1 80
ECF3Ht L=-27,573 + 1,146 * CF3Ht 78,3 82,2 80,3
DCalcLg L=-40,174 + 0,483 * CalcLg 81,6 81,6 81,6
DTalLg L=-38,264 + 0,670 * TalLg 87,8 87,8 87,8
DTalBrd L=-43,763 + 1,054 * TalBrd 85,7 85,7 85,7
DTalHt L=-37,083 + 1,139 * TalHt 85,7 85,7 85,7
DCubBrd L=-31,695+ 1,137 * CubBrd 84,9 84,9 84,9
DNavBrd L=-27,737 + 0,694 * NavBrd 80,3 80,3 80,3
DCFl1Lg L=-27,523 + 1,035 * CF1Lg 86,1 86,1 86,1
DCF1Brd L=-30,865+ 1,671 * CF1Brd 79,2 79,2 79,2
DCF1Ht L=-28,793 + 0,878 * CF1Ht 79,2 79,2 79,2
DCF2Brd L=-23,822 + 1,448 * CF2Brd 82,4 82,4 82,4
DCF2Ht L=-23,467 + 1,037 * CF2Ht 79,4 79,4 79,4
DCF3Lg L=-39,775 + 1,598 * CF3Lg 85,9 85,9 85,9
DCF3Ht L=-26,468 + 1,102 * CF3Ht 82,4 82,4 82,4

Se o resultado da regressao linear for negativo, o individuo ¢ classificado no sexo

feminino, se for positivo, no sexo masculino.
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2.2.3.2.7. Método de Curate et al. (2021) para o tarso:

Para a estimativa do sexo a partir do tarso (talus e calcaneo), recorreu-se a ferramenta
digital osteomics, CalcTalus, desenvolvida por Curate et al (2021). A partir das regressoes
logisticas LR T3, do talus, e LR _C2, do calcaneo, permite estimar o sexo com uma
probabilidade que varia entre 0 e 1. A metodologia tem ainda por base pontos de cisdao

(tabela 8).

Tabela 8: Pontos de cisdo aplicado ao tarso

Medida Ponto de cisao Classificacao correta (%)

T™1 52,25 81,1
T™4 31,50 86,0
TMS 26,50 87.1
CMBH 47,75 95,6
CM8 30,25 87,5

2.2.4. Estatura:

Para a estimativa da estatura recorreu-se a metodologia de Mendonga (2000).

Tabela 9: Estimativa da estatura

Osso Sexo Desvio
Férmula Padrao (cm)
Umero Feminino 64,26 + 0,3065 * comprimento maximo 7,70
(mm)
Masculino 59,41 + 0,3269 * comprimento maximo 8,44
(mm)
Fémur Feminino 55,63 + 0,2428 * comprimento fisiologico 5,92
(mm)
57,86 + 0,2359 * comprimento maximo 5,96
(mm)
Masculino 47,18 + 0,2663 * comprimento fisioldgico 6,90
(mm)
46,89 + 0,2657 * comprimento maximo 6,96
(mm)
2.2.5. Idade:

A estimativa da idade foi realizada a partir da superficie auricular do osso coxal.

O método de Buckberry & Chamberlain (2002) tém por base a analise dos aspetos

macroscopicos da superficie auricular do osso coxal. A soma desses diferentes aspetos,
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resultam numa classificagdo que se inicia no I e acaba no VII. Cada classificagao

corresponde a um intervalo etério.

Tabela 10: Distribuicdo de idades

Soma Classificacdo Intervalo Etario

5-6 I 16-19

7-8 I 21-38
9-10 III 16-65
11-12 v 29-81
13-14 A% 29-88
15-16 VI 39-91
17-19 VII 53-92

2.2.6. Metodologia de corte:

Para a realizacdo do corte foi necessario limpar os cranios com uma solu¢ao de
hipoclorito de sédio a 5% (v/v) em agua destilada, que segundo a literatura pode variar
entre 2% a 10% (Abuidrees et al., 2016; Adler et al., 2011). Para a limpeza utilizou-se
uma escova da marca figydium®, para as superficies maiores, e escovas interproximais

maleédveis da marca interpox®, para as zonas de dificil acesso.

Apos a limpeza os cranios secaram a temperatura ambiente. De seguida realizou-se o
corte da ponte. Para a realizagdo do corte, adaptou-se a metodologia de Sarik (2017). A
ponte localiza-se entre canal cardtico e a fossa jugular, tendo esta sido retirada por
completo (figura 3), em vez de removida e perfurando o canal carétido. Para a realizagao
do corte utilizou-se uma broca da marca NSK® do modelo u/timate 400 de forma a poder
retirar a ponte que separa o canal cardtico da fossa jugular (Pinhasi et al., 2015; Sirak et

al., 2017).

Ap0s o corte, a ponte foi lavada com hipoclorito de sodio a 5 % em agua destilada e
esterilizada em ambos os lados durante 20 minutos. Apo6s a descontaminacao, recorreu-
se a broca COXO modelo CX235-3B de forma a retirar a camada mais externa do 0sso,
restando s6 o0 0sso que ndo teve em contacto com o exterior. A lavagem e a raspagem

foram realizadas na camara da marca Ninolab interior, modelo ninoSAFE class II 1200.

A ponte do individuo 10 foi submersa em nitrogénio liquido para fragilizar a estrutura

Ossea, e, de seguida, macerada com recurso a um almofariz. Este processo foi somente
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realizado nesta ponte para a comparagao entre a ponte intacta e o p6 de osso, de forma a

verificar qual seria a melhor forma de extragao.

2.2.7. Metodologia Genética:

A metodologia de genética divide-se em trés etapas. A primeira ¢ a extracdo, a

segunda ¢ a amplificagdo por PCR-APLP e a ultima ¢ a eletroforese.

2.2.7.1. Extrag¢ao de DNA:

Apos a limpeza e raspagem/pulverizacao do osso, este foi transferido para um tubo
de falcon de 50 mL onde ocorreu a desmineralizagdo em 20 mL 1M EDTA pH 8,0 durante
cinco dias a 56°C. A extragdo de DNA foi realizada na camara de fluxo laminar Telstar

Bio II advance plus.

De seguida retirou-se o EDTA, restando o osso. O osso foi transferido para um
eppendorf de 2 mL ao qual foi adicionado 600 pL de solugdo de lise (0,01 M de Tris-
HCI, 0,1 M de NaCl, 0,01 M EDTA e 2% SDS a pH 8,0). Adicionaram-se ainda 60 uL
de Proteinase K e 30 uL de ditiotreitol (DTT), seguindo-se um overnight no thermoshaker

biosan modelo TS-100 a 56°C com 900 rpm.

Apds o overnight, realizou-se uma extragdo organica, adicionando-se 600 pL da
solucdo de extragdo composta por fenol/cloroférmio/acido iso-amilico nas proporcoes
25/24/1 (v/v). Agitando-se a 800 rpm a 56°C no mesmo thermoshaker até ficar com um
aspeto “leitoso”. Apods ficar com esse aspeto realizou-se uma centrifugacdo a 9700 g
durante sete minutos na minicentrifugadora Ortoalresa, modelo minicen. Retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se de novo 600 uL da solucdao de extragdo, aguardou-se uns
minutos para a separagao das fases e realizou-se de novo a centrifugacao a 9700 g durante

sete minutos.

Retirou-se o sobrenadante para um novo eppendorf, do qual se adicionou 600 pL de
alcool frio a 100%, deixou-se incubar uns minutos antes de agitar cuidadosamente. Apos
agitar centrifugou-se a velocidade méaxima durante cinco minutos. Decantou-se apos
retirar da centrifuga e adicionou-se 600 pL de alcool a 70%, fazendo uma “lavagem” do
eppendorf e repetiu-se a centrifuga¢do anterior. De seguida, retirou-se o alcool sem

perturbar o pellet, deixando os tubos abertos para secar o alcool que ndo se retirou.

Para finalizar o pellet foi solubilizado com uma solu¢ao de elui¢ao (10 Mm Tris-Cl

pH 8,3, 0,1 mM EDTA e 0,4% azida de so6dio (NaN3)).
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2.2.7.2. PCR-APLP:

Foi realizado o método de PCR-APLP com recurso a primers com inosina

desenvolvidos por Masuyama et al. (2017) (tabela 11).

Tabela 11: Nome dos primers, a sua respetiva sequéncia e concentragdo final (uM) na mix de PCR

Primer Sequencéncia C.F.
(uM)
Sense AMELYE2A IIII GGA TTT TGT TTG CCT GCC TTG
AMELXE2A GGA TTT TAT TTG CCT GCC TCC
AMELE2AR  IIHIIIIT ACA GGC ATG GCA AAAGCTG
Antisense AMELYE2B I TGG CAA AAGCTGCTCCCA C
AMELXE2B TGG CAA AAG CTG CTC CCA G 0.5
AMELE2BF TCA AGA AAT GGG GAC CTG GAT T
SRYF TCG GGT AAC ATT GGC TAC AAA GA
SRYR GTT ATC GTA AAA AGG AGC ATC TAG
GTA G

A negrito e italico apresentam-se as bases nucleotidicas dos primers que se ligam SNP.

O programa de PCR-APLP usado para o forward e o reverse ¢ diferente. Para os
primers reverse iniciou-se com uma desnaturacdo inicial durante 15 minutos a 95°C
seguindo 38 ciclos a 94°C durante 30 segundos, o annealing dos primers ocorreu a 66°C
por 90 segundos e uma extensao final a 72°C durante trés minutos (Figura 13). Para os
primers forward iniciou-se com uma desnaturagdo a 95°C por 15 minutos, seguida de
cinco ciclos a 94°C durante 30 segundos e annealing a 64°C por cinco minutos. Seguiu-
se 33 ciclos a 94°C por 30 segundos, o annealing dos primers ocorreu a 64°C durante 90

segundos com uma extensao final a 72°C durante trés minutos (figura 14).
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95°C 94°C 66°C 72°C 4°C

1x 38x 1x

Figura 14: Programa de PCR-APLP para amplifica¢éo dos genes AMEL e SRY com os primers sense

Figura 15: Programa de PCR-APLP para amplificacdo dos genes AMEL e SRY com os primers antisense

2.2.7.3. Eletroforese

Foi realizado um gel de agarose a 3% (p/v) em 70 mL de TAE, utilizando-se o corante

greensafe. O gel correu a uma voltagem constante de 100 V.
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2.2.7.4. Sequénciagao de Sanger:

A sequenciagdo de Sanger utiliza uma combinagdo de nucledtidos normais (ANTPs)
e nucleotidos modificados que terminam a cadeia (ddNTPs), resultando em varios
fragmentos com diferentes tamanhos. Durante a separacdo por eletroforese capilar, os
mais pequenos migram primeiro que os maiores. Ao passarem pelo detetor, este identifica
cada nucleotido, dado todos apresentarem fluorescéncias diferentes, formando assim um
eletroferograma da sequéncia desejada (Sanger et al., 1977). As amostras foram
purificadas utilizando o kit GFX PCR DNA and gel band purification kit da marca Cytiva

e sequenciadas nos laboratorios da STABvida.

2.2.8. Metodologia estatistica — erro intra-observador:

O erro intra-observador, nos estudos de antropologia, refere-se a reproducdo dos
valores alcangados pelo mesmo investigador, tendo por base dois ou mais conjuntos de
observagdes na mesma quantidade. Este tipo de erro é influenciado por dois fatores,
deterministico e aleatorio. Deterministico, sdo os erros do proprio instrumento, por
exemplo, ma calibragdo, enquanto aleatorio € erro do observador, por exemplo, fazer uma

segunda medic¢do no local incorreto (Curate, 2010).

De forma a verificar o erro intra-observador desenvolveu-se o erro técnico de medida
(ETM), o ETM ¢ uma estimativa de precisdo absoluta, semelhante ao desvio-padrao.
Enquanto o ETM relativo ou percentual (ETMr/ETM%) ¢ semelhante ao coeficiente de
variagdo (Curate, 2010).

X D?

ETM =
2N

Equacao 4: Erro técnico de medida absoluto

ETM

ETMr = X
r Média da medida

100

Equacao 5: Erro técnico de medida relativo

No trabalho atual, se o ETMr for superior a 5%, a medida ¢ considerada imprecisa

(Curate, 2010).
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2.2.9. Metodologia estatistica — exatidao:

De forma a verificar quais sao as melhores medidas e consequentes metodologias para
a amostra em estudo, calculou-se a exatiddo. De forma a calcular-se primeiro criou-se um
index no programa Microsoft excel com cada ponto de cisdo e regressdo logistica e os
respetivos cut-offs. De seguida atribuiu-se o valor abaixo, igual e/ou superior ao cut-off’
conforme cada metodologia, de forma a poder ter um resultado direto de quando se inseriu

os valores das medigoes.

A férmula usada para a exatidao pode ser verificada na equagao 6:

Equagdo 6: Formula utilizada para verificar a exatidao

n? de medigOes verdadeiras
x 100

n? de medigdes totais
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3. Resultados e Discussdo:

3.1. Indice de Conservagdo Anatémica (ICA):

Da amostra de 10 individuos, a maioria dos individuos apresenta um estado de
conservagao muito bom (individuo 1, 5, 6, 7, 9 e 10), enquanto dois (2 e 8) apresentam

um estado de conservagao razoavel (tabela 12).

Tabela 12: ICA dos esqueletos da amostra

Individuo ICc ICax ICap ICex ICA ICA% Classe Estado

1 0,81 0,69 0,82 049 0,70 70,03 5 Muito Bom
2 0,58 0,13 0,63 021 0,38 3842 3 Razoével
3 0,94 0,67 0,90 0,78 0,82 8221 6 Excelente
4 0,93 0,30 0,49 0,00 043 4281 4 Bom

5 0,96 0,36 0,69 041 0,61 60,62 5 Muito Bom
6 0,90 0,55 0,82 0,56 0,771 70,66 5 Muito Bom
7 0,88 0,55 0,86 0,39 0,67 66,93 5 Muito Bom
8 0,68 0,18 0,42 0,01 032 32,09 3 Razodavel
9 0,83 0,69 0,64 035 0,63 62,69 5 Muito Bom

10 0,88 0,60 0,83 0,72 0,76 75,92 5 Muito Bom

IC c: indice de conservagdo do cranio; IC ax: indice de conservagdo do esqueleto axial; IC ap: indice de
conservacao apendicular e IC ex: indice de conservacgdo das extremidades (maos e pés)

3.2. Afinidades populacionais:

Da amostra de 10 individuos, a maioria foi considerada europeia, ndo tendo sido

possivel realizar a estimativa em trés individuos (tabela 13).

Tabela 13: Afinidade populacional (%) dos individuos da amostra

Afinidades Populacionais (%)

Individuo Africano  Nativo americano Asiatico Europeu
1 - - - -
2 - - - -
3 0,34 1,70 0,04 97,92
4 0,40 29,28 1,79 68,52
5 4,09 33,00 1,52 61,39
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Afinidades Populacionais (%)

Individuo Africano  Nativo americano Asiatico Europeu
6 0,44 4,50 0,23 94,83
7 1,66 3,04 0,28 95,01
8 - - - -
9 1,63 4,50 0,20 93,67
10 2,16 24,86 8,42 64,56

Continuacao da tabela 15. A negrito encontram-se destacadas as maiores percentagens.

3.3. Sexo:

Os resultados obtidos a partir dos métodos morfoldgicos e métricos sdo contraditorios
para a maioria dos individuos. Na amostra de 10 individuos, identificaram-se cinco
individuos do sexo feminino, trés individuos do sexo masculino ¢ dois individuos de sexo
indeterminado. Verificou-se a concordancia dos resultados para um individuo (individuo
2). No entanto, o seu estado de conservacao razoavel impediu a aplicacdo de varios

métodos. (tabela 14).

Tabela 14: Distribui¢ao por sexo dos individuos da amostra

Individuos
Métodos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Buikstra & Ubelaker (1994) F F M 1 F F M M M
Ferembach et al. (1980) F FM 1 F F F 1 M F
Bruzek (2002) F FM - - MM - M M
Gama et al. (2015) F - - - F F - - - F
Curate et al. (2024) (radio) M - M - M MM - - M
Cardoso (2000) F FMFM F F M F
Wasterlain (2000) F FMF I F F F M F
Maio et al. (2024) F - F - - F F - - F
Harris & Case (2012) F - F - F F F - Ff F
Curate et al. (2024) (tarso) M - M - MM F - M F
Biologia Molecular F M F M

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado

Os resultados das metodologias, na maior parte dos casos correspondeu ao sexo
cromossoémico dos individuos, sendo o individuo 10 o unico que tem um resultado

cromossoémico diferente do estimado. As metodologias que resultaram mais vezes em
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estimativas incorretas foi o0 método de Bruzek (2002) e o método de Curate et al. (2024)

aplicado ao radio (tabela 14).

Os métodos morfologicos, como referenciado anteriormente, sdo mais subjetivos,
porém, em cinco dos 10 individuos (Individuos 1, 2, 3, 4 ¢ 9) os resultados foram
concordantes. Nos restantes cinco os resultados sao contraditérios. Tal pode acontecer
dado a idade bioldgica, nivel hormonal, fatores ambientais que o individuo passou terem
afetado os 0ssos, tornando a estimativa do sexo mais complexa. Os métodos morfoldgicos
selecionados sao métodos amplamente utilizados em populagdes portuguesas. No entanto
¢ preciso considerar as diferengas intra e inter-populacionais o que pode levar a

estimativas incorretas.

O método de Bruzek (2002) foi desenvolvida com base em duas populagdes, a CEI
de Paris e a CEI de Coimbra. Para a populacao portuguesa, o método apresenta uma taxa
de classificagdo correta no valor de 95%. No entanto, a metodologia foi desenvolvida em
individuos com um século de diferenga dos estudados no presente estudo. Por
conseguinte, mudangas seculares podem ter ocorrido, traduzindo-se em diferencas dsseas.
Outro fator a considerar ¢ a idade, enquanto a colecdo da metodologia de Bruzek (2002)
tem uma grande variabilidade de idades, a do presente estudo constituida por individuos
1dosos. Como foi referido anteriormente, o envelhecimento bioldgico, pode provocar

algumas alteracdes morfoldgicas no esqueleto que dificultam a estimativa do sexo.

Os métodos métricos, apesar de serem validados em populagdes portuguesas, apenas
apresentam concordancia em dois (individuos 2 e 4) dos 10 individuos. No entanto sdo
aqueles que tém um nivel de ICA inferior (tabela 14). Nos restantes individuos os
resultados foram contraditérios (tabela 15). Os métodos métricos selecionados foram

desenvolvidos e validados em CEI portuguesas, como referido anteriormente.

O método de Gama et al. (2015) utilizou as duas cole¢des portuguesas, a CEIC e a
CEI do século XXI. Na primeira, que serviu para aprimorar a técnica, obteve uma
classificagdo correta de 89,7%, enquanto na segunda, que serviu para validar, obteve-se
uma classificacdo correta de 86,7%. Os proprios investigadores afirmam que dado se
tratar de uma amostra pequena e envelhecida, mais testes seriam necessarios. Os
individuos do presente estudo, e os das colecdes estudadas Gama et al. (2015) enquadram-
se na mesma cronologia, entre os séculos XIX e XXI. Porém, dado que somente se

basearam numa equacao, nao havendo pontos de cisdo, caso ICA seja baixo, torna-se
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impossivel de aplicar a metodologia. Tal como ocorreu com alguns individuos (os

individuos 2, 3,4, 7, 8 ¢ 9) (tabela 11).

O método de Cardoso (2000) foi desenvolvido na CEIL. A sua amostra consistiu em
individuos que faleceram entre 1898 e 1956, tendo nascido entre 1836 e 1938. Quando se
compara a amostra com a do presente estudo, ha divergéncias que se podem dever as
mudangas seculares e natureza biolégica dos individuos. E importante realgar que a
amostra de Cardoso (2000) apresentava uma maior variabilidade de idades superior a do

presente estudo.

O método de Wasterlain (2000) foi desenvolvido a partir da CEIC. A amostra
consistiu em 100 individuos adultos do sexo masculino e 100 do sexo feminino, com
idades compreendidas entre os 20 e 89 anos ¢ que nasceram entre 1822 ¢ 1909. A grande
diferenca entre a amostra de Wasterlain (2000) e a da amostra no presente estudo ¢ a sua
composicao etdria. Enquanto a da metodologia tem idades compreendidas entre 20 e 89

anos, a do presente estudo apresenta apenas idosos.

O método de Curate et al. (2021) aplicado ao radio foi desenvolvido e validado em
duas amostras. Foi desenvolvido na CEIC e validado na CEIL. As colegdes apresentam
caracteristicas similares. A primeira tem individuos que nasceram entre 1833 ¢ 1918 e a
segunda tem individuos que nasceram entre 1859 e 1930. A metodologia divide-se em
regressoes logisticas, support vector machine (SVM) e pontos de cisdo, o que permite ao
investigador escolher como aplicar a metodologia. No entanto, assim como ¢ mencionado

pelos autores, mudangas seculares podem afetar a metodologia.

O método de Maio et al. (2024) foi desenvolvido e validado em duas colecdes. A CEI
do século XXI serviu para desenvolver a metodologia, enquanto a CEIC serviu para
validar a metodologia. Como tal, os individuos do presente estudo e da metodologia
encontram-se cronologicamente entre o século XIX e XXI. A metodologia, baseia-se em
pontos de cisao e numa equacao que permite a estimativa do sexo. Em relagdo aos pontos
de cisdo, o valor mais elevado, quando se considera ambas as colegdes, ¢ a medida entre
a distdncia maxima entre a base e o dpex da rotula (MAXH) com 77%, todas as outras
medidas apresentam valores inferiores. Em relagdo a equagdo, apresenta uma
classificacdo correta de 81,1% entre as duas colecdes, contudo, basta ndo haver uma
medida que se torna impossivel de recorrer a equagdo. No presente estudo, apesar da
rotula estar presente, esta encontrava-se num estado de conservacao baixo, tornando

impossivel aplicar a metodologia ou aplicando-se parcialmente.
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O método de Curate et al. (2021) aplicado ao tarso foi desenvolvido a partir de 93
individuos do sexo feminino e 87 masculino da CEIC, que nasceram entre 1827 ¢ 1912.
Com base em analises estatisticas estes investigadores desenvolveram multiplos modelos
preditivos, dividindo-os em regressdes logisticas ¢ SVM, criando também pontos de
cisao. Estes resultados foram posteriormente comparados com resultados de outras
colegdes de forma a permitir a sua validacdo. Uma das grandes vantagens deste método
¢ que, para além de estar dividido em pontos de cisdo, regressdes logisticas e SVM,
apresenta multiplas regressoes logisticas e SVMs, permitindo o investigador decidir qual
¢ a mais correta para a situacdo em concreto. No entanto aplicar uma metodologia com
individuos que viveram ha mais de um século pode causar resultados incorretos, como
consequéncia das mudancgas seculares, dieta, condi¢cdes higiénicas e sanitarias, entre

outros.

O método de Harris & Case (2012), foi aplicado a duas populacdes portuguesas por
Navega et al. (2015). A primeira pertence a CEIC, que serviu para aprimorar a técnica,
enquanto a segunda pertence a CEI do século XXI. Navega et al. (2015) verificou que
existiam medidas mais dimoérficas em comparagdo com outras, apresentando uma taxa de
classificagdo correta foi semelhante a de Harris & Case (2012), variando entre 88 ¢ 92%.
No entanto, a aplicagdo do modelo criado por Navega et al. (2015) podera ser mais
complexa, quando tendo em conta o modelo de Harris & Case (2012). A primeira
apresenta uma arvore de decisdo (BFTree) e quem aplica o modelo tem de seguir a arvore,
enquanto a segunda é uma substitui¢do direta na equacao pelo valor da medida, resultando
num valor inferior ou superior a zero, estimando, assim, o sexo do individuo. A
metodologia de Harris & Case (2012) tem caracteristicas semelhantes a do presente
estudo, sendo a maior diferenga as afinidades populacionais americana-europeia,

enquanto os do presente estudo sdo europeus.

O individuo 1 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo feminino

(tabela 15).
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Tabela 15: Medigdes e respetivas estimativas do individuo 1

Cardose (2000)

Madida Madigio Sexe
UCM 296 F
UcCT 285 F
UDMI 1597 F

UDMA 1815 F
uDwve 3832 F
UDTC 37.04 F
ULE 4233 F
UPM 4 F
RCM 206 F
RCF 198 F
RFM 48 M
FCM 418 F
FCF 413 F
FCT 330 F
FDTM 2562 F
FDSM 1564 F
FDTS 2995 M
FDS5 236 F
FDVC 3813 F
FDTC 3729 F
FLB 6795 F
FPM 95 M
TCM 333 F
TCH 326 F
TCT 328 F
TDT 2335 M
TDS 253 F
TLB 5714 F

Medida

u7
Us
El
F2
E3

F1

Medigo
296

285

Wasterlain (2000) Harris & Casze (2012) Maio et al, (2024)
Sexo Madida Medigio Sexo Madida Medigio Equagde Sexe Medida Medigio Sexo Equagio Sexo
F Cl 7394 F ECallg 73 -338 F MAXH 3346 F
F CcI 6240 F ETallg MAXB 3745 F
F c3 5250 F ETalBrd MAXT 1831 F .
F o4 3377 F ETalHt HAF 3138 M w..u, F
F ECubBrd 0 -9.78 F MAFB 1811 F
F EMNavBrd 30 -6.59 F LAFB 2387 F
F ECFILe 23 -343 F Curate et al. (2011)
F ECF1Brd 16 407 F Meadida Wadigio Saxo Equagdo Saxo
F ECFiLe 19 -1.89 F MCDDE 48 M
03 M
F ECF3Ht 14 -1133 F IEWE 1243 F
M DCalle 73 432 F Curate et al. (2011)
F DTallg 51 -40% F Madida Medigio Saxo Probabilidade Saxo
F DTalBrd 31 -1L09 F TM1 50 F
F DTalHt 24 9.75 F Th4 3217 M 057 M
F DCubBrd 19 -10.09 F TM5 26,79 M
F DtavBrd 27 299 F CMBH 7343 M
F DCFlLg 21 -5.78 F CMB 3813 M ! M
M DCF1Bed 16 -4.13 F
F DCF1Ht 29 333 F
F DCF2Brd
F DCFIHt
F DCF3Le 21 -622 F
F DCF3Ht 135 -8.34 F
F Cama et al. (2015)
M Madida Madigio Equagio Sexo
F Cha 3997
F LMA 4291
9.73 F
F LMFDS 1308
F DSMC 1194
F

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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Mesmo havendo concordancia na maioria dos resultados, obtiveram-se medidas em
que o resultado foi contraditorio. As medidas do perimetro minimo do raddio (RPM),
diametro transversal sub-trocanteriano do fémur (FDTS), didmetro transversal da tibia ao
nivel do buraco nutritivo (TDT) e perimetro minimo da tibia (TPM) do método de
Cardoso (2000) classificaram o individuo no sexo masculino. Estas medidas apresentam
uma taxa de classificagdo correta total mais baixa quando comparadas com outras
medidas, como, por exemplo, as medidas comprimento maximo do radio (RCM), largura
bicondilar do fémur (FLB) e largura bi-articular da tibia (TLB). Para além destas, as
medidas perimetro minimo do radio (R3) e perimetro minimo da tibia (T5) do método de
Wasterlain (2000) resultaram, também, numa estimativa masculina. Estas, assim como as
de Cardoso (2000), apresentam uma taxa de classificagdo correta mais baixa quando em
comparagdo com outras medidas, como, por exemplo, comprimento maximo do radio
(R1), diametro vertical da cabeca do fémur (F9) e diametro antero-posterior ao nivel do
buraco nutritivo da tibia (T3). Segundo a medida da altura maxima da superficie articular
da rotula (HAF), do método de Maio et al. (2024), o individuo ¢ classificado no sexo
masculino, o que contradiz os resultados das restantes medidas e da equagao. No método
de Curate et al (2021), o resultado da medida largura da epifise do radio (IEWR)
classificou o individuo como sendo do sexo feminino, que tem um valor correto superior
(89,8%) a medida circunferéncia minima de diafise distal do radio (MCDDR). Porém a
equacdo tem um valor correto superior a ambos (91,8%), por conseguinte estima-se o
individuo como sendo do sexo masculino. No método de Curate et al. (2021) aplicada ao
talus, a medida comprimento maximo do talus (TM1), que ¢ a de maior fiabilidade
(81,1%) classificou o individuo como feminino. Porém a regressao logistica do talus
resultou no sexo masculino, assim como as outras medidas do mesmo 0sso, estimando
assim o individuo como sendo do sexo masculino. O mesmo método aplicado ao calcaneo
resultou numa estimativa do sexo masculino. Tanto o método de Gama et al. (2015), assim
como o de Harris & Case (2012) resultaram em estimativas femininas. Assim estima-se

que o individuo seja do sexo feminino.

O individuo 2 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo feminino

(tabela 16).
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Tabela 16: Medigoes e respetivas estimativas do individuo 2

Cardoso (2000)

Wasterlain (2000)

Harris & Casze (2012)

Maio ef al. (2024)

MWadida Madigdo
TUCM
UCT
UDMI 16,35
UDMA 18,26
UDvC
UDTC
ULE
TUPM 63
ECM

ECF

FCM
FCF

FCT
FDTH 13,13
FDSM

FDTS 26,34
FDSS 12,37
FDVE
FDTC

FLE

FPM 82
TCM

TCH

TCT

ToT 2433

DS 19,02

M

M

Madida

F7

Fi

Fo

Tl

T3
T4

Té&

T7

Tal

Ta3

Madigio

Semo Mladida Madigin Lo hladida Madigdn Eguagio Samo Madida | Mladigdo Seo Equsgdn Semo
- c1 73,04 F ECalLz - MAXH
- c2 2,40 F ETallg - MAXE
- C3 51,80 F ETalBrd - MAXT
- c4 33,77 F ETalHt - HAF
F ECubErd - LIAFE
F ENavErd - LAFE
M ECFlLg - Curate et al. (2021)
- ECF1Emd - Madida | Madigio Sexo Equsgdo Semo
- ECFilg - LICDDE.
- ECF3Ht - EWE
- DCalg - Curate et al. (2021)
- DTalle - Madida | Medigdo Saxe | Probabilidade Sano
- DTalBrd - Tl
F DTalH: - Thi4
F DCubBrd - TS
F DiavErd - CMEH
F DCFILg - CME
F DCF1Ed -
- DCF1H:t -
- DCFIBrd -
- DCFIHt -
- DCF3le -
- DICF3Ht -
- Gama et al. {2015)
- hladida Madigdn Eguagio Samo
- ChIA -
- LMA -
- LMFDE -
- DEMC -

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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Apesar de haver concordancia na maioria dos resultados, obtiveram-se medidas em
que o resultado foi discordante. As medidas, diametro minimo do imero a meio da diafise
(UDMI), perimetro minimo do umero (UPM), TDT e TPM, do método de Cardoso
(2000), resultaram em uma estimativa masculina. Estas apresentam uma classificagdo
correta total inferior quando comparadas com outras medidas, como o didmetro vertical
da cabe¢a do imero (UDVC) e TLB. O mesmo ocorre com o método de Wasterlain
(2000). As medidas, perimetro minimo do umero (U7), didmetro transverso ao nivel do
buraco nutritivo da tibia (T4) e TS5 classificaram o individuo no sexo masculino. Estas
apresentam uma classificagdo correta inferior quando em comparagdo com outras
medidas, como por exemplo, didmetro transverso da cabeca do umero (U4) e T3. Assim,
estima-se que o individuo seja do sexo feminino, contudo, é importante referir, que o

individuo 2 tem um ICA baixo (tabela 12), o que afetou a estimativa do sexo.

O individuo 3 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo masculino

(tabela 17).
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Tabela 17: Medigoes e respetivas estimativas do individuo 3

Cardozo (2000)

Medida | Medigo
ucM 313
uCT 310
UDMI 2044

UDMA | 2083
uDve 428

UDTC 406
ULB 60,63
UPM 77
RCM

RCF

RPM 32
FCM 438
FCF 436
FCT 415

FDTC 4478
FLE 785
FPM 110
TCM 367
TCN 362
TCT 364
TDT 219
TDS 374
TLE 718

Sexo
M
M
M
F
M
M
M

M

M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

M
M

M
M
M
M

Madida

ul

uz

Medigio

3

2405

Wasterkin (2000) Harmis & Case (2012) Maio et al. (2024)
Saxo Medida Madigio Saxo Madida Madigio Equagio Saxo Medida Medigio Saxo Equagio Saxo
M C1 74597 M ECallLg 73 313 F MAXH 37.17 F
M C2 6633 F ETallLe 52 -353 F MAXE 4332 M
M c3 33,75 M ETalBed 39 -339 F MAXT 19,67 M
M 4 4049 M ETalHt 30 167 F HAF 26,32 F 008 F
M ECubBrd 4 -457 F MAFB 2110 M
M EMavEed 38 -136 F LAFB 2552 F
M ECFILg 25 153 F Curate et al (2011)
M ECF1Brd 19 107 M Madids | Medigio Saxo Equagiio Saxo
ECF3Le 13 -13,.37 F MCDDR 30 M
9,49 M
ECF3Ht 13 22 F IEWE 33935 F
M DCalLg 73 385 F Curate et al (2021)
M DTallg 50 478 F Medida Medigio Sexo Probabilidsds,  Sexo
M DTalBrd 39 -156 F TMI 4944 F
M DTalHt 29 403 F T4 3521 M 0,96 M
M DCubBed 30 42 M TMS 30,74 M
M DNavBed 39 067 F CMBH 74,17 M
M DCFlLe 25 163 F CME 41,83 M # .
M DCF1Brd 21 4.3 M
M DCF1Ht 32 0,70 F
M DCF2Brd 11 6.59 M
M DCFIHt 25 146 M
M DCFilg 20 -182 F
M DCF3Ht 23 112 F
M Gama et al (2015)
M Madida Madigio Emquagén Saxo
M CMA
M LMA
F LMFDS
M DSMC
F

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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Apesar de haver concordancia na maioria das metodologias, também houve resultados
contraditorios. A medida do diametro maximo do iimero a meio da diafise (UDMA), do
método de Cardoso (2000), foi a inica que classificou o individuo no sexo feminino. Esta
medida apresenta uma classificacao correta total mais baixa, quando comparada, como
por exemplo, UDVC. As medidas do comprimento e altura do talus (Tal e Ta3,
respetivamente) ¢ o comprimento do calcaneo (C2) do método de Wasterlain (2000)
classificaram o individuo no sexo feminino. Contudo, estas apresentam uma classificagdo
inferior quando comparadas com outras medidas, como por exemplo, a largura média do
calcaneo (C4). E importante referir que as medidas Tal e Ta3, sis as medidas com
classificagdo correta total mais elevada do talus, com 86,85% e 85,2% respetivamente. O
método de Curate et al. (2021) classificou o individuo no sexo masculino, mas a medida
IEWR classificou no sexo feminino. A medida referida tem uma classificacdo correta
inferior & da regressdo logistica (89,8% e 91,8%, respetivamente), que classificou o
individuo no sexo masculino. O método de Curate et al. (2021) aplicado ao talus e
calcaneo classificaram o individuo no sexo masculino. A medida TM1, a de maior
fiabilidade para o talus (81,1%), classificou o individuo no sexo feminino. Contudo, esta
apresenta uma classificagdo correta inferior quando comparado a da regressao logistica
(88,3%). O mesmo método, aplicado ao calcaneo classificou o individuo no sexo
masculino. O método de Harris & Case (2012) classificou o individuo no sexo feminino.
No entanto, as medidas: a largura do 1° cuneiforme esquerdo (ECF1Brd), a largura do
cuboide direito (DCubBrd), a largura do 1° cuneiforme direito (DCF1Brd), a largura do
2° cuneiforme direito (DCF2Brd) e a altura do 2° cuneiforme direito (DCF2Ht) resultaram
numa estimativa masculina. As medidas referidas tém uma classificacdo mais baixa,
quando comparadas com outras medidas, como por exemplo, a altura do talus direito
(DTalHt). O método de Maio et al. (2024) classificou o individuo no sexo feminino, no
entanto as medidas HAF, a distancia maxima entre o extremo medial e o lateral da rotula
(MAFB) e a distancia maxima entre o extremo medial e o lateral da rotula (MAXB)
classificaram no sexo masculino. As medidas referidas apresentam uma classificagdo
mais baixa quando comparadas com a equagdo. Assim, estima-se que o individuo seja do

sexo masculino

O individuo 4 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo feminino

(tabela 18).
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Tabela 18: Medigoes e respetivas estimativas do individuo 4

Cardoso (2000)

Wasterlain (2000)

Harris & Case (2012)

Mnio et al. (2024)

Mladida Mladigdn

uCM
ucT
UDMI 15,84
UDMA 18,20
UDvC
UDTC
ULE
UPM ]
RCM
RCF
REM P
FCM
FCF
FCT
FDTM 24,32
EDEM 24,62
FDTS 27,36
FDES 22,18
FDVC
FDTC
FLE
FPM 39
TCM
TCN
TCT
TOT 30,46
DS 15,64
TLE

Samo

M

M

AL

M

Mladida

F&

F7

FE

Fo

Tl

Madigio

Saxo Wadida Wadigdn Seno Madida Madigdn Equsgio Samo Madida Wadig o Semo Equagins Sexn

- Cl - - ECzLg - - - MAXH - -

- c2 - - ETzallg - - - MAFE - -

- C3 - ETalErd - - - MAXT - -

- c4 - ETalH: - - - HAF - - ’

F ECubBrd - - - LIAFE - -

F EXavBrd - - - LAFE - -
M ECFlLg - - - Curate et al. (2021)

- ECF1Ed - - - Madida | Madigio Samo Eguagdo Sann
- ECF3ilg - - - LICDDE. - -

- ECF3Ht - - - IEWE. - - i
M DCallg - - - Curate et al. {2021)

- DTallg - - - Madids Nadig o Semo Probabilidads SEX0
- DTalBrd - - - Tl - -

F DTalHt - - - T4 - - - -

F DCubBrd - - - TMS - -

F DiavBrd - - - CMEH - -

F DCFlLg - - - CME - - i
M DCF1Brd - - -

- DCF1H:t - - -

- DCFIE - - -

- DCFIHt - - -

- DCFilg - - -

F DCF3H: - - -
M Gama ef al. (2015)
M Madida Madigan Equagdo Samo

- ChIA -

- LhA -

- LLFDS - | |

- DEMIC -

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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Resultados e Discussdo

As medidas UPM, RPM, TDT e TPM do método de Cardoso (2000) classificou o
individuo no sexo masculino. Estas medidas apresentam uma classifica¢ao correta total
mais baixa quando comparadas com outras medidas, como por exemplo, UDVC, RPM,
FLB e o diametro sagital da tibia ao nivel do buraco nutritivo (TDS). O método de
Wasterlain (2000) classificou o individuo no sexo feminino. No entanto, as medidas U7,
R3, T4 e T5 classificaram o individuo no sexo masculino. As medidas referidas
apresentam uma classificagdo correta total inferior quando comparando com outras
medidas, como por exemplo, largura epicondiliana do timero (U8), R1, diametro antero-
posterior a meio da didfise do fémur (F3) e T3. Assim, estima-se que o individuo seja do

sexo feminino.

O individuo 5 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo masculino

(tabela 19)
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Tabela 19: Medigdes respetivas estimativas do individuo 5

VALIDACAO DE METODOS MORFOLOGICOS E METRICOS PARA A ESTIMATIVA DO SEXO USANDO O

Cardose (2000) Wasterlnin (2000) Harris & Case (2012) Maio (2024)
Madida hi=digdo Sao Madigin Sao hiadida Madigdn hiadida Madigio Egusgdn Madida | Madigo Sao Egusgdn Samo
TCM - - - - Cl - ECallg - - MANH - -
UCT - - - - C2 - ETallg 50 4,76 MAXE - -
UDLI 21186 nL - - C3 - ETalErd 36 -T2 NAXET - -
TUDLLA 18,88 F - - C4 - ETslHt a7 =508 HAF - - ’ ’
TDvE - - 18,28 F ECubErd - - MAFE - -
TDTC - - M ElNavBErd - - LAFE - -
TLE - - 82 M ECFlLg - - Curate et al. (2021)
TUPM 22 M - - ECF1Exd - - nladida Madigio Semo Egusgdn Saxo
BCM - - - - ECFilg - - NCDDE. 51 M
10,77 M
RCF - - - - ECF3H: - - EWR 34,08 F
FIMI 50 nL 50 M DCalg - - ‘Curate et al. (2021)
FCM 411 F 411 F DTallg 54 2,00 Madida Madigio Saxo Probabilidads Saxo
FCF 400 F 40 F DTalBrd ar -4.77 Tl 48,41 F
FCT - - 30,63 F DTalH: 30 -8l Thi4 32,67 M 0,82 M
FDTM 2050 M 10,50 M DCubBErd - - TS M
FDEM 30,63 M 2.3 M DiavBrd - - CMEH - -
FDTS 34,10 M 34,10 M DCFlLg 13 -3,72 ChIE - - - -
FD&E 2835 M 107 AL DCF1Ewd 15 -5,8
FDVC - - - - DCF1Ht 30 =145
FDTC - - - - DCFIBnd - -
FLE 75,82 F - - DCF2Ht - -
FPM 107 AL - - DCFilg 20 -T,82
TCM - - 26,40 F DICF3Ht 23 -1,12
TCH - - 3820 M Gama ef al (2015)
TCT - - 110 M Madida | Madigho | Equsgdo
TDT 38,20 M - - ChIA 47,13
TDE 26,4 F - - LA 50,01
0,08
TLE - - 40,27 F LMFDE 15,60
3. F DEMC 14,05
10,70 F
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Resultados e Discussdo

O método de Cardoso (2000) classificou o individuo no sexo masculino, mas as
medidas UDMA, o comprimento maximo do fémur (FCM), o comprimento fisiolégico
do fémur (FCF), FLB e TDS classificaram no sexo feminino. As medidas referidas,
UDMA e TDS, quando compradas com outras medidas, como por exemplo, UPM e TLB,
tém uma classificagao correta total mais baixa. Em relagdo a medida FLB, esta é a medida
com maior fiabilidade do fémur, com 86,8% e a terceira mais fiavel da metodologia, a
seguir a UDVC e TLB, com 88,2% e 87,8%, respetivamente. O método de Wasterlain
(2000) classificou o individuo como indeterminado. As medidas do didmetro maximo a
meio de didfise do imero (U5), comprimento méximo do fémur (F1), comprimento total
em posicao natural do fémur (F2), F3, T3 e todas as medidas do talus classificaram o
individuo no sexo feminino. As restantes no sexo masculino. O método de Curate et al.
(2021), classificou o individuo no sexo masculino. A medida IEWR foi a unica que
classificou o sexo no sexo feminino, no entanto esta apresenta uma classificagcdo correta
mais baixa, quando comparada com a regressdo logistica. O método de Curate et al.
(2021) aplicado ao talus resultou numa estimativa masculina. A medida TM1 foi a tnica
a classificar no sexo feminino, no entanto, esta medida apresenta uma classificagao
correta inferior quando comparada com outras, como por exemplo, a regressao logistica.
O método de Gama et al. (2015) e o de Harris & Case (2012) classificaram no sexo

feminino. Assim, estima-se que o individuo seja do sexo masculino.

O individuo 6 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo feminino

(tabela 20).
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Tabela 20: Medigoes e respetivas estimativas do individuo 6

Cardaso (2000) Wasterlain (2000) Haris & Case (2012) Maio (2024)
Madida Madican Saxo Madida | Madigip Saxo Nadida Madigan Sano NWadida Wadican Eguagan Samo Madida | Madigip Saxo Eguagin Sexo
TUCM 281 F Ul 281 F Cl - - ECilg - - - MMANH 31,80 F
UCT 7R F m 178 F c2 - - ETalLe 40 -5,37 F MAYE 3B47 F
UDnO 15,19 F U3 3T7,BR F C3 - - ET&lErd 34 =550 F MAXT 18,74 F .
TUDhIA 18,17 F T4 - - C4 - - ETalHt a7 -5,00 F HAF 20,81 F E F
DV 37,BB F s 18,17 F ECubErd - - - NAFE 20,41 M
UDTC - - Us 15,19 F ENavBd 36 187 F LAFE 1440 F
TULE 52,24 F w 67 nr ECFlLg 24 -2.50 F Curate et al. (2021)
TUPM 67 M TR 52,24 F ECF1Emd 15 -5,78 F Madida M=digdo Sexo Eguagio Seo
BCM 190 F El 180 F ECF3ilg - - - MCDDE. 40 M ~
RCF 121 F o) 191 F ECF3Ht - - - IEWE 20,72 F > M
FPML 52 ht s F3 52 M DCallLe - - - Curate et al. (2021)
FCM - - Fl - - DTalle 46 -T.44 F Madida | Madigio Samo Probabilidads Saxo
FCF - - F2 - - DTalBrd n -10,04 F Tl 40 44 F
FCT - - F3 13,64 F DTalHt 28 -5,1% F Thi4 35,21 M 0,88 M
FDTM 12,74 F F4 1274 F DCubErd 25 -3,27 F ThIS 30,74 M
FDEM 23,64 F F3 23,08 F DavBrd - - - CMEH 74,17 M
FDTS 26,00 F F& 28,00 F DCFlLlg - - - CME 41,83 M ! M
FDSS 23,08 F F7 108 AL DCF1Bmd - - -
FDVC . N F - . DCF1H - . -
FDTC - - Fo - - DCFIBrd - - -
FLE - - Tl 325 F DCFIHt - - -
FPM 108 M T2 30 F DCF3lg - - -
TCM 325 F T3 03 F DCF3Ht - - -
TCH 320 F T4 20,81 F Gama et al. (2015)
TCT . N T3 78 M Madids | Magigio | Equsgio Semo
TDT 20,81 F T& - - ChlA 3056
TDE 2830 F T7 - - LhIA 47,35
13,02 F
TLE - - Tal 44,00 F LNFDS 16,08
Tal 38,10 F DENIC 224
Ta3 20,67 F

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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Resultados e Discussdo

O método de Cardoso (2000) classificou o individuo no sexo feminino. No entanto as
medidas UPM, RPM e TPM classificaram o individuo no sexo masculino. As medidas
referidas, contudo, t€ém uma classificagdo correta total menor quando em comparagdo
com outras medidas, como por exemplo, UDVC, RCM e TDS. O método de Wasterlain
(2000) classificou o individuo no sexo feminino. No entanto as medidas U7, R3 e T5
resultaram em estimativas masculinas. Estas medidas apresentam uma classificacao
correta total inferior quando comparadas com outras, como por exemplo, U8, R1 ¢ T3. O
método de Curate et al. (2021) classificou o individuo no sexo masculino. A medida
IEWR classificou o individuo como feminino, no entanto, esta apresenta uma
classificagdo correta (%) inferior quando comparada, como por exemplo, com a regressao
logistica. O método de Curate et al. (2021) aplicada ao talus e ao calcaneo classificou o
individuo no sexo masculino. A medida TM1, do talus, classificou o individuo no sexo
feminino, porém, esta apresenta uma classificacao correta (%) menor quando comparada,
como por exemplo, com a regressao logistica. O método de Maio et al. (2024) classificou
o individuo no sexo feminino, no entanto a medida MAFB classificou o individuo no sexo
masculino, o que contraria as restantes medidas e equagdo. A metodologia de Gama et al.
(2015) e a Harris & Case (2012) classificaram o individuo no sexo feminino. Como tal,

estima-se que o individuo seja do sexo feminino.

O individuo 7 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo feminino

(tabela 21).
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Tabela 21: Medigdes e respetivas estimativas do individuo 7

Wasterlnin (2000)

Harris & Case (2012)

Mnio et al. (2024)

Cardoso (2000)
M=dida hiadigdo
TCM 85
UCT 180
UDLI 12,60
TUDLLA 18,25
UDvC 38,17
TDTC 36,85
ULE 52,20
TUPM 68
RCM 106
RCF 204
FIMI 52
FCM 405
FCF 402
FCT 382
FDTM 23,35
FDEM 1002
FDTS 14,68
FD&E 26,15
FDVC 40,04
FDTC 30,05
FLE -
FPM e
TCM -
TCH -
TCT -
TDT 070
TD: 11,34
TLE -

Saxo

hladida

Madigio

183
280

38,17

Sao hiadida Madigdn Seo hiadida Madigio Egusgdn Seo Madida | Madigo Sao Egusgdn Seo
F Cl - - ECallg - - - MANH 33,54 F
F C2 - - ETallg 48 -5,87 F MAXE - -
F C3 - - ETalErd 33 -B,50 F NAXET 17,02 F
F C4 - - ETslHt 26 -T,0E F HAF - - ’ ’
F ECubErd - - - MAFE 16,25 F
M ElNavBErd - - - LAFE 20,78 F
M ECFlLg - - - Curate et al. (2021)
F ECF1E«d - - - Madida | Madigo Sao Equsgdo Sao
F ECFilg - - - NCDDE. 50 M
3,75 M
F ECF3Ht - - - IEWE 25,74 F
M DCalg - - - ‘Curate et al. (2021)
F DTallg - - - Madida | Medigdo Samo Probabilidada Saxo
F DTalBrd - - - Tl 44 04 F
F DTalH: - - - Thi4 30,74 F 0,98 F
F DCubBErd - - - TS 26,87 M
M DiavBrd - - - CMEH - -
F DCFlLg - - - ChIE - - ’ ’
AL DCF1Ewd - - -
F DCF1Ht - - -
- DCFIBnd - - -
- DCF2Ht - - -
- DCF3Le - - -
F DCF3Ht - - .
M Gama et al. (2015)
M hiadida Madigio Egusgdn Seo
- ChIA -
- LMA -
F LMFDE - ’ ’
F DEMC -
F

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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Resultados e Discussdo

O método de Cardoso (2000) classificou o individuo no sexo feminino, contudo as
medidas UDMI, UPM, RPM, o diametro sagital a meio da diafise do fémur (FDSM),
TDT e TPM classificaram-no no sexo feminina. As medidas referidas tém uma
classificagdo total (%) inferior quando comparadas com outras medidas, como por
exemplo, a largura bi-epicondiliana do imero (ULB), RCM, o diametro vertical da cabeca
do fémur (FDVC) e TDS. O método de Wasterlain (2000) classificou o individuo no sexo
feminino, no entanto as medidas do didmetro minimo a meio da diafise do imero (U6),
U7, R3, o diametro antero-posterior subtrocanteriano do fémur (F5), T4 e TS5
classificaram-no no sexo masculino. As medidas referidas tém uma classifica¢ao total
inferior quando comparado com outras, como por exemplo, U8, R1, o diametro transverso
da cabeca do fémur (F8) e T3. O método de Curate et al. (2021) classificou o individuo
no sexo masculino, contudo a medida IEWR classificou-o no sexo feminino. A medida,
referida apresenta uma classificagao correta inferior quando comparada com outras, como
por exemplo, a regressdo logistica. O método de Curate et al. (2021) aplicada ao talus
classificou o individuo no sexo feminino, no entanto a medida da largura maxima da
troclea do talus (TMS) classificou-o no sexo masculino. A medida referida apresenta uma
classificagdo correta (%) inferior quando comparada com outras, como por exemplo,
TMI. O método de Maio et al. (2024) e Harris & Case (2012) classificaram o individuo

no sexo feminino. Assim, estima-se que o individuo seja do sexo feminino.

O individuo 8, apresenta resultados discordantes (tabela 22).
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Tabela 22: MedigGes e respetivas estimativas do individuo 8

Cardoso (2000) Wasterlain (2000) Harris & Case (2012) Maio (2024)
Nadida Madigan Saxo Madida | Madigio Sano Nadida Madigan Saxo Madida Madigan Equagan Sexo Madida | Madigis Saxo Equsagan Sano
TCM - Ul - Cl - ECalg - - MMANH -
UCT - m - c2 - ET:llg - - MAYE -
TDhLI 16,57 N 3 - C3 - ETaEd - - MAXT -
TDhA 12 F T4 - Cc4 - ETalHt - - HAF - i i
UDWC - w5 18 F ECubBrd - - LIAFE -
UDTC - 19 16,57 I ElNavBrd - - LAFE -
TULE - o7 &7 Ml ECFlLg - - Curate et al. {2021)
UPM - ue - ECFIE - - Madids | Madigio Saxo Equsgio Samo
ECMI &7 L Bl - ECF3lg - - LICDDE. -
ECF - B2 - ECF3Ht - - IEWE - i i
FPM - B3 40 pos DCallz - - Curate et al. (2021)
FCM 40 nl Fl - DTallg - - hladida Wadig Semo Probabilidada Semo
FCF - Fl - DTalBrd - - Tl -
FCT - F3 20,77 F DTalHt - - Thi4 - - -
FDTM - F4 24 B F DCubBd - - ThS -
FDEM 14,85 F F5 2213 F DitavBrd - - CMEH -
FDT= 20,77 F F& 038 F DCFlLg - - ChIR - i i
FDEE 1030 nL F7 56 AL DCF1Ewd - -
FDWVC 1213 F F& - DCF1Ht - -
FDTC - Fo - DCF2Brd - -
FLE - Tl - DCFIHt - -
FPM 56 AL T2 - DCF3lg - -
TCKL - T3 21,38 F DCF3Ht - -
TN - T4 26,56 F Gamn et al. (2015)
TCT - T3 T6 M Madida Madigan Equagdo Sann
TDT 26,56 N T& - ChlA -
TDS 11,39 F T7 - LnIA -
TLE - Tal - LAFDS - i
Tal - DEXIC -
Tai -

F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um

ETMrel superior a 5%
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O método de Cardoso (2000) classificou o individuo no sexo masculino, porém as
medidas UDMA, o didmetro transversal a meio da diafise do fémur (FDTM), FDSM, o
diametro sagital subtrocanteriano do fémur (FDSS) e TDS classificaram-no no sexo
feminino. Estas medidas apresentam uma taxa de classificagao correta (%) menor quando
comparadas com outras medidas, como por exemplo, UPM, FLB ¢ TPM. O método de
Wasterlain (2000) classificou o individuo no sexo feminino. Contudo, as medidas U7, R3
e T5 classificaram-no no sexo masculino. Estas medidas t€m uma classifica¢dao correta
mais baixa quando em comparagdo com outras, como por exemplo, U8, R1 e T3. E
importante referenciar que dado o estado de conservagao do individuo 8 (tabela 12), nao
permitiu verificar todas as medidas. Assim, considerando somente a tabela 22, ndo ¢

possivel determinar o sexo do individuo.

O individuo 9 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo masculino

(tabela 23).
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Tabela 23: Medigoes e respetivas estimativas do individuo 9
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F: sexo feminino; M: sexo masculino; I: Indeterminado. A negrito sdo as medidas que apresentam um
ETMrel superior a 5%
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Resultados e Discussdo

O método de Cardoso (2000) classificou o individuo no sexo masculino, no entanto
as medidas UDMA, FDSM e TDS classificaram-no no sexo feminino. As medidas
referidas apresentam uma classificagdo correta total inferior quando comparadas com
outras, como por exemplo, ULB, FLB e TPM. O método de Wasterlain (2000) classificou
o individuo no sexo masculino. As medidas U5, F3, F5, T3 e Ta3 classificaram o
individuo no sexo feminino, porém, estas medidas apresentam uma classificacdo correta
total menor quando comparadas com outras, como por exemplo, U8 e Tal. As medidas
do fémur (F3 e F5), apesar de ndo terem uma classificacdo correta total superior em
relagdo a outras medidas, neste individuo sdo as que apresentam a maior classificagao.
Em relacdo a tibia, a medida T3 ¢ a que apresenta maior classificagdo correta total, no
entanto, também foi a unica que classificou o individuo no sexo feminino. A metodologia
de Curate et al. (2021) aplicada ao talus classificou o individuo no sexo masculino. O
método de Harris & Case (2012) classificou o individuo no sexo feminino, no entanto, a
medida DTalHt classificou-o no sexo masculino. Esta medida apresenta uma
classifica¢do correta inferior quando em comparacdo com outras, como por exemplo,

DTalLg. Como tal, estima-se que o individuo seja do sexo masculino.

O individuo 10 apresenta uma maioria de resultados classificados no sexo feminino

(tabela 24).
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Tabela 24: Medigdes e respetivas estimativas do individuo 10

VALIDACAO DE METODOS MORFOLOGICOS E METRICOS PARA A ESTIMATIVA DO SEXO USANDO O

Cardoszo (2000) Wasterlain (2000 Harriz & Caze (2012) Maio (2024)
Mad M 5 M 5 Mad Mad M L Mad M 5 L
UM 278 F 278 F o1 F ECslLe 66 692 F MAXH
ucT 273 F 273 F 2 F ETalLe 50 476 F MAXE
UDMI 1924 M 17,85 F 3 F ETalBrd 33 1119 F MAXT
UDMA | 1611 F 14,56 F 4 3 F ETalHt 9 3,78 F HAF
uDve 3785 F 16,11 F ECubBrd - - MAFB
UDTC 34,56 F 19,24 M ENavBed | 34 398 F LAFB
ULB 46.53 F 69 M ECFILe 20 634 Curate etal. 2021)
UPM g8 F 46,33 F ECF1Bed 14 7,50 Mad M 5 L
RCM 199 F 199 F ECFiLe MCDDR 48 M "
RCF 194 F 194 F ECF3H [EWR 23,87 F .
REM 49 M 49 M DCalLe 67 781 Curate etal. (2021}
FCM DTalLe 50 476 Mad M 5 L
FCF DTaBrd 33 -8.98 F ™I 48 F
FCT 23,36 F DTalHt 31 177 F Th4 26,30 F 0.98
FDTM | 2515 F DCubBed | 21 782 F ™S 2545 F
FDSM | 2336 F 25.15 F DNavBed | 33 484 F CMBH & 6737 M
FDTS 2848 M DCFILe 20 652 F CME 14,33 M !
FD3§ 2401 F 24,01 F DCFIBed | 16 413 F
FDVC DCF1E: 26 597
FDTC 2548 F DCF2Brd
FLB 86,11 F 308 F DCF2H:
FPM 91 M 104 F DCFiLe
TeM 308 F 29.26 F DCF3H:
TCN 304 F 21 F Cama etal, (2015)
TCT 303 F 77 M Mad M L
T 21 F 60,56 F CMA 45,32
DS 29.26 M 303 F LMa 45,64
5.2
TLB 60,56 F 46,33 F LMFDS |  15.04
35,07 F DSMC | 1297
20,44 F
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Resultados e Discussdo

O método de Cardoso (2000) classificou o individuo no sexo feminino, no entanto as
medidas RPM, FDTS, TDS e TPM classificaram-no no sexo masculino. As medidas
referidas apresentam uma classificagdo correta total inferior quando comparadas com
outras, como por exemplo, ULB, RCM, FLB e TLB. O método de Wasterlain (2000)
classificou o individuo no sexo feminino, contudo as medidas U5, U7, R3 e T5
classificaram-no no sexo masculino. Estas medidas apresentam uma classificacao correta
total menor quando comparadas com outras, como por exemplo, U8, R1 e T3. O método
de Curate et al. (2021) classificou o individuo no sexo feminino, porém a medida IEWR
classificou o individuo no sexo masculino. As medidas referenciadas tém uma
classificagdo correta inferior quando comparada com, por exemplo, a regressao logistica.
O método de Maio et al. (2024) classificou o individuo no sexo feminino, mas as medidas
MAXT e MAFB resultaram numa estimativa masculina. As medidas referidas
contradizem as restantes medidas e equagdo. O método de Curate et al. (2021) aplicada
ao talus classificou o individuo no sexo feminino, enquanto a mesma metodologia
aplicada ao calcaneo classificou-o no sexo masculino. Tanto o método de Gama et al.
(2015), como o de Harris & Case (2012) classificaram o individuo no sexo feminino.

Assim, estima-se que o individuo seja do sexo feminino.

A estimativa do sexo foi afetada por varios fatores como o ICA, as afinidades
populacionais e a idade. Apesar da maioria dos individuos ter o ICA acima dos 50% de
conservacdo, em todos eles uma medida ndo foi possivel de aplicar. E em sete dos 10
individuos, pelo menos uma metodologia ndo foi possivel de aplicar. A estimativa em trés
dos 10 individuos pode ter sido afetada dado ndo ter sido possivel estimar a afinidade
populacional dos mesmos. Finalizando, a idade pode ter afetado a estimativa do sexo,
dado que os ossos podem ter-se alterado com a idade, resultando em estimativas

incorretas.

3.4. Estatura:

No que concerne a estatura, o individuo do sexo feminino mais baixo € o individuo 6
com 150 £7,70 cm, e o mais alto € o individuo 1, com 154+7,70 cm, segundo o método
de Mendonga (2000) aplicada ao imero. Para o sexo masculino, o individuo mais baixo
¢ o individuo 5 com 156,1£6,90 cm e o mais o individuo 3 com 163,28+6,90 cm, segundo

o método de Mendonga (2000) aplicado ao fémur fisioldgico (Tabela 25).

A média das estaturas para o sexo feminino, segundo os resultados antropologicos, a

partir do imero ¢ 152,38 + 7,70 cm, a partir do fémur fisiologico ¢ 154,57 £ 5,92 cme a
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partir do fémur maximo ¢ 154,93 + 5,96 cm. Para o sexo masculino, a partir do umero ¢

166,58 + 8,44 cm, a partir do fémur fisiologico 159,69 + 6,90 cm e a partir do fémur

maximo 158,8 + 6,96 cm.

Tabela 25: Estatura dos individuos da amostra

Individuo Umero (cm) Fémur Fisiologico (¢cm) Fémur Maximo (cm)
1 154 +7,70 155,90 + 5,92 156,46 + 5,96
2 - - -
3 161,72 + 8,44 163,28 + 6,90 163,26 + 6,90
4 - - -
5 - 156,1 £6,90 154,5 £ 6,96
6 150,39 + 7,70 - -
7 154,68 = 7.70 153,24 +£5,92 153,29 + 5,96
8 - - -
9 - - -
10 149,47 + 7,70 - -
3.5. Idade:

A média de idades, segundo a metodologia de Buckberry & Chamberlain (2002), ¢

entre os 53-92 anos. O individuo que podera ser mais novo ¢ o individuo 9, apresentando

uma idade entre os 39-91 anos (tabela 26).

Tabela 26: Idade dos individuos da amostra esquelética

Individuo Buckberry & Chamberlain (2002)
1 53-92 anos
2 -

3 53-92 anos
4 -
5 -
6 53-92 anos
7 53-92 anos
8 -
9 39-91 anos
10 -
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3.6. Corte da ponte:

A eliminagao da ponte resultou numa destrui¢gdo minima, mantendo a maior parte do
osso temporal (figura 16). Por conseguinte, o cranio, designadamente o osso temporal,

podera ser usado em futuros estudos quimicos e/ou genéticos.

Ponte

Fossa Jugular Canal Cardtico

Figura 16: Corte da ponte do individuo 8, vista inferior da base do cranio. (A) antes do corte; (B) durante
o corte; (C) pds o corte.

A maior parte das pontes extraidas no osso temporal pesam entre 0,2000 e 0,4000

gramas. A média do peso das pontes ¢ de 0,2775 (tabela 27).

Tabela 27: Peso da ponte no osso temporal dos individuos da amostra

Individuo Osso Peso (g)
1 Temporal direito 0,1020
2 Temporal esquerdo 0,2290
3 Temporal direito 0,2890
4 Temporal esquerdo 0,3183
5 Temporal esquerdo 0,1993
6 Temporal direito 0,3662
7 Temporal direito 0,3430
8 Temporal direito 0,3492
9 Temporal esquerdo 0,2054

10 Temporal esquerdo 0,3734
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3.7. Genética:

De forma a testar a técnica de extragao, iniciou-se com um osso de porco e o kit
QIAgen Investigator kit. Tanto o porco como o ser humano apresentam o gene AMEL nos
cromossomas sexuais. O osso de porco, assim como a ponte do individuo 10, sofreram os
mesmos procedimentos de lavagem e pulverizagao. Foi também possivel realizar a
extragdo de DNA. No entanto, o mesmo nao aconteceu com as restantes amostras
testadas. Verificando o kit, o protocolo sugerido nao informa se € possivel ou ndo extrair
DNA de osso antigo, como tal estima-se que a diferenca de idades pode ser a responsavel

pelo resultado negativo para a extragdo de DNA de osso humano.

Apos tentar a extracao através do kit, que € a partir de uma coluna com membrana de
silica, realizou-se uma extragdo organica. Dado nao se saber se a quantidade de po de
osso seria o suficiente, realizou-se uma extracdo com 100 mg de p6 de osso e outra

extracdo com a utilizacdo e consequente destrui¢ao de uma ponte completa.

O uso do osso pulverizado, apesar de maior gasto de tempo e material, também
permite a utilizacado multipla do mesmo. E, em caso de contaminag@o durante a extracao,
permite a repeticdo da mesma. A desvantagem da pulverizacdo de osso ¢ a perda de
material 0sseo, a ponte intacta pesava 373,4 mg, e pos pulverizagdo o peso total passou a
289,5 mg. Esta perda de 83,9 mg corresponde a uma perda de 22,46% da amostra dssea
(Figura 17).

A vantagem de utilizagdo da ponte intacta, ¢ que em teoria, por haver maior
quantidade de material, hd um melhor resultado de extrag@o e consequente PCR na anélise
de resultados. A desvantagem da utilizagdo completa da ponte ¢ que ¢ de utilizagao tnica

(Figura 17).

72/99



Resultados e Discussdo

Figura 17: Gel de agarose com os resultados da amplificacdo do gene AMEL. Comparagado do individuo 6
(I6) do qual a ponte foi totalmente usada com o 10 (I110) do qual se utilizou 100 mg de ponte pulverizada.
C+, Controlo positivo; C-, controlo negativo.

Previamente ao processo de amplificagdo do DNA dos individuos, verificou-se o
funcionamento dos primers com uma amostra teste. Todos os controlos apresentam banda
(figura 18). Assumindo serem contaminagdes, alterou-se o material e os reagentes da mix.
No entanto, no segundo teste havia presenca de bandas. Como tal, verificou-se a
existéncia de dimeros de primers (ligagdo de primers de complementaridade de bases).
Recorrendo a ferramenta, Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher Scientific), foi

possivel aferir a existéncia de dimeros.

Confirmou-se a possibilidade de dimeros entre o primer forward (AMEL2BF) e o

primer reverse (SRYR) (figura 20).

Em todos os primers foram utilizadas concentra¢des mais altas que as utilizadas no
artigo de Masuyama et al. (2017) e uma mistura de PCR diferente. Enquanto o artigo
utiliza 0,1 uM e 0,2 pM para a concentracao final, e uma mistura de PCR de 10 pL,
adaptou-se para uma concentragdo de 0,5 uM e 20 uL de mistura de PCR. Estas mudancas

podem ser a causa do aparecimento dos dimeros.
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~ CA®Sr CS(S)

Figura 18: Gel de agarose com os resultados da amplificagdo do gene AMEL e SRY. CAS-, controlo
negativo do gene AMEL e SRY (primers antisense); CA(S)-, controlo negativo do gene AMEL (primers
sense); CS(S)-, controlo negativo do gene SRY (primers sense). O marcador (M) estd ao centro e a zona

de interesse apresenta-se entre os 75 pb e 50 pb.

Ap6s resolvida a ocorréncia dos dimeros, prosseguiu-se para a extracdo de DNA de
controlos positivos do sexo masculino e feminino e dos individuos em estudo e as

respetivas amplificagdes.

O controlo positivo do sexo masculino (Maas e Mas) apresenta bandas como produto
de amplificagdo dos genes AMEL e SRY, tanto nos primers sense, COmo nos primers
antisense. Em relag¢do ao controlo positivo do sexo feminino, este s6 apresenta bandas
correspondentes ao fragmento amplificado do gene AMEL, como esperado (figura 19).
Em relacdo a amplificagio do gene AMEL no sexo masculino, seria esperado a
visualizag¢ao de duas bandas, e s6 se visualiza uma, como no sexo feminino. O motivo de
ndo ter ocorrido separagdo das bandas, pode ter sido que a percentagem de gel utilizado
ndo ter sido o suficiente para a separagdo das mesmas. O sexo feminino apresenta uma

banda com os primers para o gene AMEL. Esta banda corresponde a duas fragmentos

com o mesmo tamanho, significando que tem dois X.
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Figura 19: Gel de agarose com os resultados da amplificacdo do gene AMEL ¢ SRY. O gel no lado direito
apresenta as amplifica¢des dos primers AS. CAas-, controlo negativo do gene AMEL; Maas, controlo
positivo masculino do gene AMEL; MSas, controlo positivo masculino do gene SRY; FAas, controlo

positivo feminino do gene AMEL; FSas, controlo positivo feminino do gene SRY; CSas-, controlo

negativo do gene SRY Ao centro apresenta-se o marcador (M), a zona de interesse ¢ entre os 75 pb e os 50
pb. No lado esquerdo apresenta as amplificagdes dos primers Sense. CAs-, controlo negativo do gene
AMEL; MAs, controlo positivo masculino do gene AMEL; MSs, controlo positivo masculino do gene

SRY; FAs, controlo positivo feminino do gene AMEL; CSs-, controlo positivo feminino do gene SRY; FSs,

controlo positivo feminino do gene SRY. O marcador (M) estd ao centro ¢ a zona de interesse apresenta-se

entre os 75 pb e 50 pb

Dos 10 individuos, trés resultaram na amplificagdo entre os 75 e 50 pares de base com

os primers antisense (figuras 20 e 21).

Como se verifica, tanto na primeira extragdo (B1A e B1S)), como na segunda (B2A e
BS2), ndo ocorreu a contaminagdo durante o processo de extracdo de DNA a partir do
osso ou durante a amplificagdo do mesmo. Também ¢ possivel observar no gel A que nao
houve amplificacdo da amostra do individuo 7. Em rela¢do ao gel B, pode-se observar
duas bandas, ambas pertencentes ao individuo 3 (I3A e I13S) e, em relacdo ao gel C, pode-
se observar uma banda pertencente ao individuo 6 (I6A) (figura 20). Como tal, o
individuo 3 corresponde ao sexo masculino por apresentar bandas nos genes AMEL e

SRY. E o individuo 6 corresponde ao sexo feminino por apresentar bandas no gene AMEL.
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(A) (B)
CA- BIA B2A T7A CS- BIS B2S I7S

75 pb
50 pb

CA- HA DA I6A 4s I55 65 Cs-

]

Figura 20: Géis de agarose com resultados da amplificacdo do gene AMEL e SRY. O gel (A) apresenta o
branco da 1? e 2% extragdo e do individuo 7. CA-, controlo negativo do gene AMEL; B1A, branco da 1*
extracdo do gene AMEL; B2A, branco da 2? extracao do gene AMEL; 17A, individuo 7 do gene AMEL,;

CS-, controlo negativo do gene SRY; B1S, branco da 1? extragdo do gene SRY; B2S, branco da 2% extragio
do gene SRY; 178, individuo 7 do gene SRY. O gel (B) apresenta os individuos 1, 2 e 3. CA-, controlo
negativo do gene AMEL; I1A, individuo 1 do gene AMEL; 12A, individuo 2 do gene AMEL; 13A,
individuo 3 do gene AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; 118, individuo 1 do gene SRY; 1285,
individuo 2 do gene SRY; I3S, individuo 3 do gene SRY. O gel (C) apresenta os individuos 4, 5 ¢ 6. CA-,
controlo negativo do gene AMEL; 14A, individuo 4 do gene AMEL; I5A, individuo 5 do gene AMEL; I6A,
individuo 6 do gene AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; 14S, individuo 4 do gene SRY; ISS,
individuo 5 do gene SRY; 13S, individuo 6 do gene SRY. O marcador (M) esta ao centro ¢ a zona de
interesse apresenta-se entre os 75 pb e 50 pb.

No gel A, ocorreu uma contaminagao na analise do gene AMEL, mas também houve
amplificagdo de fragmentos fora da zona de interesse. A banda no controlo negativo
apresenta-se nos 300 pb, enquanto a do individuo 10 (I10A e I10S) apresenta-se acima
dos 750 pb. Consequentemente mudou-se um material e os reagentes da mix de PCR. No
gel B, consegue-se observar que apds as mudancas de material e reagentes conseguiu-se
eliminar as contaminagdes e as ligagdes inespecificas (figura 21). Como tal, o individuo

10 corresponde ao sexo masculino por apresentar bandas nos genes AMEL e SRY.
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Verificando as bandas presentes nos géis, ¢ indicativo de que tanto o individuo 3,

como o 10 sdo do sexo masculino e o individuo 6 ¢ do sexo feminino (figura 20 e 21).

(4) (B)
CA- I8A TI9A TI10A I8s 198 1105 C5-

Figura 21: Géis de agarose com resultados da amplifica¢do do gene AMEL ¢ SRY. O gel (A) apresenta os
individuos 8, 9 ¢ 10. CA-, controlo negativo do gene AMEL; I8A, individuo 8 do gene AMEL; 19A,
individuo 9 do gene AMEL; 110A, individuo 10 do gene AMEL; CS-, controlo negativo do gene SRY; I8S,
individuo 8 do gene SRY; 198, individuo 9 do gene SRY; I10S, individuo 10 do gene SRY. O gel (B)
apresenta os individuos 10. CA-, controlo negativo do gene AMEL; 110A, individuo 10 do gene AMEL;
CS-, controlo negativo do gene SRY; 1108, individuo 10 do gene SRY. O marcador (M) esta ao centro ¢ a
zona de interesse apresenta-se entre os 75 pb e 50 pb.

Os individuos 3, 6 e 10 apresentam todas bandas que ja seriam esperadas, no entanto
o individuo 1 (ITAS) também apresenta banda. O individuo 1 apresenta banda no gene
AMEL, ndo apresentando banda no gene SRY, como tal pode ser indicativo de ser do sexo

feminino (figura 22).

Tal pode acontecer porque a cadeia 5°-3’ (sense) podera estar mais danificada do que
a cadeia 3’-5°, resultando que os primers antisense nao se consigam agregar e
consequentemente amplificar. Mas no caso da cadeia 3’-5’ (antisense) ndo estar tdo

degradada, os primers sense conseguem se agregar ¢ amplificar.
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(B)

CAS 1IAS I2AS DAS SS DISS  CSS- CAS- HAS [I5AS  I6AS 148§ I5Ss I6SS CsS-

[{8] CAS- 17AS [8AS I9AS T10AS CSS- I78S I8SS 19SS [10SS

Figura 22: Géis de agarose com resultados da amplificacdo do gene AMEL e SRY. O gel (A) apresenta os
individuos 1, 2 e 3. CAS-, controlo negativo do gene AMEL; I1AS, individuo 1 do gene AMEL; 12AS,
individuo 2 do gene AMEL; I3AS, individuo 3 do gene AMEL; CSS-, controlo negativo do gene SRY;
I1SS, individuo 1 do gene SRY; I2SS, individuo 2 do gene SRY; I13SS, individuo 3 do gene SRY. O gel

(B) apresenta os individuos 4, 5 e 6. CAS-, controlo negativo do gene AMEL; 14AS, individuo 4 do gene

AMEL; I5AS, individuo 5 do gene AMEL; I16AS, individuo 3 do gene AMEL; CSS-, controlo negativo do
gene SRY; 14SS, individuo 4 do gene SRY; I5SS, individuo 5 do gene SRY; 16SS, individuo 6 do gene

SRY. O gel (C) apresenta os individuos 7, 8, 9 e 10. CAS-, controlo negativo do gene AMEL; 17AS,
individuo 7 do gene AMEL; I8AS, individuo 8 do gene AMEL; 19AS, individuo 8 do gene AMEL; 110AS,
individuo 10 do gene AMEL; CSS-, controlo negativo do gene SRY; I7SS, individuo 7 do gene SRY; I8SS,

individuo 8 do gene SRY; 19SS, individuo 9 do gene SRY; 110SS, individuo 10 do gene SRY. O marcador
(M) esta ao centro e a zona de interesse apresenta-se entre os 75 pb e 50 pb.

Para validagdo dos resultados da eletroforese, os produtos amplificados dos
individuos 10 e 6 foram sequenciados pelo método de Sanger. Os resultados da
sequenciacdo, para o individuo 10, confirmam que ¢ do sexo masculino. Nao foi possivel
sequenciar os produtos da amplificagdo do individuo 6. E possivel observar varias
alteragdes nucleotidicas. A razdo destas alteracdes ocorrerem sao variadas. O primeiro
fator a considerar ¢ o DNA estar bastante degradado, e consequentemente fragmentado,
0 que pode ser o motivo de nos primeiros 40 a 50 nucleotidos, ser somente ruido. Na
restante sequéncia, a taq polimerase pode ter adicionado adeninas nas zonas sem base
nucleotidica, também pode ter ocorrido a desaminacao da adenina e da citosina. O DNA
tanto em vida, como post-mortem, pode ter sofrido oxidagdes tanto em citosinas, como
em adeninas. Finalizando, pode também ter havido altera¢des aleatorias durante a

replicagdo e sequenciagdo (figura 23).
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GCGTTCAAGCAGGATTTCGCCAA TGGGAGCAGCTTTTGCCACCCC®

Sequéncia suposta para o sexo masculino:

Sequéncia da sequenciagio:

GATTTTGTTTGCETGCCTGCCTT TGGGAGCAGCTTTTGCCATGCC®

Figura 23: Eletroferograma do gene AMEL do individuo 10 e alteragdes nucleotidicas. Destacado a
amarelo estd o SNP de interesse para confirmar o sexo do individuo. Bases nucleotidicas com cores atras
representam algumas das alteragdes.

Como tal, conseguiu-se extrair com sucesso DNA de quatro dos 10 individuos, sendo
estes o individuo 1, 3, 6 e 10. Estima-se que os individuos 1 e 6 sejam do sexo feminino

e confirma-se que os individuos 3 e 10 sdo do sexo masculino.

O motivo de ndo ter sido possivel extrair DNA de todos os individuos pode variar de
individuo para individuo. Primeiramente deve-se considerar em que situagdo estavam os
esqueletos armazenados e onde foram inumados. Dos individuos somente se sabe que sao
adultos. Nao se sabe a zona de enterramento nem a sua profundidade, o tipo de solo, a
quantidade de 4gua que possa ter circulado e por fim a fauna e flora. Todos estes afetaram
de forma diferente a conservagao dssea, assim como a conservagdo do DNA, dado que
um osso mais fragilizado ira permitir uma maior degradacdo do DNA. Para além de ndo
se saber esses fatores, também ndo se sabe se os esqueletos tém esses fatores em comum
ou ndo. Como tal a extragdo pode ter tido mais sucesso em alguns esqueletos quando

comparados com outros dado o seu estado de preservacao e o que sofreram.

Virios tipos de degradagdes podem ter causado alteracdes ao DNA. As primeiras, e
mais comuns, sdo a metilagdo e desaminagdo do DNA que podem levar a que ndo haja
agregacao de primers no local de ligagdo, resultando na falha de ampliagdo de DNA. A

segunda ¢ a depurinacao das bases, o que leva a fragmentacdo do DNA podendo levar a
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que a zona de ligacdo dos primers nao exista por completo, ou esteja incompleta. Esta
situagdo pode s6 ocorrer numa das cadeias de DNA e pode ser o motivo de, por exemplo,
o individuo 1 ter resultado com um grupo de primers e nao o outro. Finalizando a
alcalinizagdo das timinas pode ser também um problema, dado resultar em bloqueios da

Taq polimerase.

Também podem ter ocorrido erros durante o processo de extracdo. O tempo em que o
0ss0 esteve em contacto com o EDTA pode ter sido incorreto, assim como a temperatura,
0 que pode ter comprometido a desmineralizagao do osso. O overnight pode ter estado
demasiado tempo, o que inicialmente pode ter tido os resultados desejados, mas mais
tempo que o necessario pode ter danificado o DNA. Por fim a eluicdo pode ter falhado,

seja por mau manuseamento ou por impossibilidade de extrair o DNA.

3.8. Estatistica — erro intra-observador:

Apenas quatro medidas (F7, FPM, ECubBrd e DTalBrd), apresentam com um ETMr
acima de 5% (tabela 28, 29 e 30).

Estes erros podem ter ocorrido por varios fatores. O primeiro podera ser a baixa
variabilidade. A amostra ¢ diminuta (10 individuos), do qual nada se sabe, inclusive o
sexo. Para além disso a amostra diminui quando algumas medidas ndo se mediram dado
o estado de conservacao dos ossos ser baixo. Como consequéncia de uma baixa amostra,

e ocorrendo grandes variagdes entre individuos, leva a um maior ETMr e ETMabs.

Outro dos fatores a considerar € o sexo. Como foi referenciado anteriormente, o
dimorfismo sexual no ser humano ¢ entre 0 a 20%. Nao havendo segregacdo entre os
sexos, dado a natureza do estudo, o erro intra-observador ¢ afetado de forma negativa,
aumentando significativamente em alguns casos. Também pode ter ocorrido uma

observacao incorreta do valor.
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Tabela 28: Erro intra-observador para cada medida do axis, imero e radio

Osso  Metodologia  Medida N°de Individuos ETMabs ETMr
_ CMA 4 0,04 0,1
=
P Sa LMA 6 0,19 0,41
4 < S
< £ LMFSD 6 0,03 0,16
© DSMC 6 0,01 0,05
Ul 5 2,53 0,86
U2 5 1,58 0,54
g U3 5 0,46 1,18
% U4 4 0,03 0,07
= U5 10 0,01 0,06
Q
§ U6 10 0,12 0,69
U7 10 0,44 0,64
o U8 6 0,21 0,4
%]
B UCM 5 2,53 0,86
UCT 5 1,58 0,54
s UDVC 5 0,46 1,18
) UDTC 4 0,13 0,35
2 UDMA 10 0,01 0,06
o
S UDMI 10 0,12 0,69
UPM 10 0,44 0,64
ULB 6 0,21 0,4
o R1 4 1,06 0,53
= S s
5 5 S R2 4 0 0
& Za
s = R3 9 0,44 0,87
o RCM 4 1,06 0,53
2 z =
< 2 3 RCF 4 0 0
N —
& s Q
S RPM 9 0,44 0,87

Os ETMr com valor igual ou superior a 5% apresentam-se a negrito.
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Tabela 29: Erro intra-observador para cada medida do radio, fémur, rétula e tibia

Osso  Metodologia Medida Imli\i:'i((liilos ETMabs ETMr
Radio Curate etal. MCDDR 6 0,86 1,74
(2021) IEWR 6 0,14 0,49
Fl 4 1,41 0,33
F2 4 2,47 0,59
= F3 10 0,37 1,47
()

S F4 10 0,52 2
g F5 10 0,19 0,79
E F6 10 0,09 0,31
= F7 10 536 561
F8 3 0,26 0,66
F9 2 0,08 0,19
= FCM 4 1,41 0,33
é FCF 4 2,47 0,59
FCT 3 4,08 1,02
_ FDSM 10 0,37 1,47

S FDTM 10 0,52 2
C‘;’ FDSS 10 0,19 0,79
-% FDTS 10 0,09 031
© FPM 10 5,36 5,61
FLB 5 0,19 0,27
FDTC 3 0,26 0,66
FDVC 2 0,08 0,19
MAXH 5 0,05 0,13
g MAXB 4 0,12 0,34
% 2 MAXT 5 0,07 0,4
= B HAF 4 0,16 0,62
3 LAFB 5 0.2 0.93
> MAFB 5 0,2 1,17

Os ETMr com valor igual ou superior a 5% apresentam-se a negrito.
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Osso Metodologia Medida N°de Individuos ETMabs ETMr
Tl 4 2,47 0,74
s T2 4 1,06 0,32
= T3 10 0,03 0,12
g T4 10 0,46 1,7
EE TS 10 0,22 0,26
= T6 3 0,17 0,27
= T7 1,63 0,49
’E TCM 1,56 0,46
_ TCN 4 0,67 0,2
S TDS 10 0,03 0,12
(‘;’ TDT 10 0,46 1,7
?Z TPM 10 0,22 0,26
© TLB 3 0,17 0,27
TCT 3 1,63 0,49
Continuagdo da Tabela 29
Tabela 30: Erro intra-observador para cada medida do tarso
Osso Metodologia Medida N°de Individuos ETMabs ETMr
TAl 7 0,21 0,44
s TA2 7 0,8 2,13
= TA3 7 0,84 4,04
.g Cl 3 0,44 0,61
Tg C2 3 0,42 0,67
o = C3 3 056 112
E C4 3 0,57 1,57
T™1 7 0,40 0,82
= T™M4 7 0,26 0,82
ZE § T™M5 7 1,41 4,84
5 ~ CMBH 3 0,27 0,38
CM8 3 1,22 1,84

Os ETMr com valor igual ou superior a 5% apresentam-se a negrito.
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Osso Metodologia Medida  N°de Individuos ETMabs ETMrel

ECalcLg 3 122 1,84
ETalLg 6 0,57 1,09
ETalBrd 6 0,86 2,51
ETalHt 6 0 0
ECubBrd 3 2,04 8,56
ENavNrd 4 0,35 1,02
ECFlLg 4 1,06 0,05
ECF1Brd 4 0,7 0,43
ECF3Lg 2 0,5 2,89
) ECF3Ht 2 0,5 2,66
S DCalcLG 3 0.81 1,13
E 53 DTalLg 6 0,86 1,71
3 DTalBrd 6 3,46 9,85
E DTalHt 6 0,57 1,84
DCubBrd 4 0,35 1,48
DNavBrd 3 0.4 1,24
DCFlLg 4 1,06 468
DCF1Brd 4 0,7 4,09
DCF1Ht 4 0,7 2,43
DCF2Brd 1 0 0
DCF2Ht 1 0 0
DCF3Lg 3 0.4 2
DCF3Ht 3 0 0

Continuacao da Tabela 30. Os ETMr com valor igual ou superior a 5% apresentam-se a negrito.
3.9. Estatistica — exatidao:

Os resultados da exatiddo sao variados, sendo que variam entre 25% e 100% (tabelas

31,32,33,34 ¢ 35).

A metodologia com maior taxa de exatidao foi a de Cardoso (2000) e a menor foi a
de Curate et al. (2021) (tarso). A exatidao foi realizada utilizando somente os quatro
individuos que se soube o sexo cromossomico, como tal, a amostra ¢ pequena. A
metodologia de Curate et al. (2021) aplicada ao tarso pode ter sofrido considerando a

equacdo e medidas selecionadas, como tal ndo se pode considerar a metodologia toda,
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mas sim somente as medidas e equagdo selecionadas. O mesmo acontece com a

metodologia de Curate et al. (2021) aplicada ao radio (Tabela 35).

E possivel observar que ha miltiplos valores acima de 80%. Do método de Cardoso
(2000) as medidas UDMI, FCM, FCF, FCT, FDVC, FCVT apresentam exatidao de 100%.
A metodologia de Wasterlain (2000), também apresenta as medidas U6, F1, F2, F8 ¢ F9
com exatidao de 100%. As medidas DCF2Brd e DCF2Ht do método Harris & Case (2012)
também apresentam exatiddo de 100%, no entanto estas tém somente um individuo.
Considerando somente as medidas que apresentam os quatro individuos, s6 a medida
UDMI da metodologia de Cardoso (2000) e a medida U6 da metodologia de Wasterlain
(2000) apresentam uma exatidao de 100%. O fémur revela ser o 0osso mais discriminante,

como esperado, com 80% de exatidao (tabelas 31, 32, 33 ¢ 34).

Tabela 31: Exatiddo (Ex%) das medidas utilizadas no imero

Osso Metodologia Ex %  Medida N°de individuos Ex %
Axis Gamaetal (2015) 66,67  Equagio 4 66,67
UCM 4 75
UCT 4 75
S UDMI 4 100
S © UDMA 4 50
[@))
o -
g Q UDVC 4 75
S UDTC 3 66,67
ULB 4 75
o UPM 4 75
-5}
E
5 Ul 4 75
U2 4 75
S U3 4 75
S
~ © U4 3 66,67
= )
72; Q U5 4 50
3 U6 4 100
=
U7 4 75
U8 4 75

As medidas que apresentam um valor de TEM% superior a 5% nao foram consideradas e a negrito estdo
presentes as medidas que tiveram acima de 80%
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Tabela 32: Exatiddo (Ex%) das medidas utilizadas no radio e fémur

Osso Metodologia Ex % Medida  N° de individuos Ex %

R RCM 3 66,67
S8 = RCF 3 66,67
5 Q o
o~ RPM 4 50
- R1 3 66,67
e =8 -
5 88 - R2 3 66,67
= g v
= = R3 4 50
s~ [EWR 4 50
o O
g3 = MCDDR 4 50
S = Equacio 4 50
FCM 2 100
FCF 2 100
FCT 2 100
g FCTM 4 75
& e FDSM 4 75
Z 5 FDTS 4 50
o
S FDSS 4 75
FDVC 2 100
= FDTC 2 100
‘E’ FLB 3 66,67
Fl 2 100
F2 2 100
S F3 4 75
S
< © F4 4 75
£ 0
72; Z FS 4 75
2 F6 4 50
=
F8 2 100
F9 2 100

As medidas que apresentam um valor de TEM% superior a 5% ndo foram consideradas e a negrito estdo
presentes as medidas que tiveram acima de 80%
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Tabela 33: Exatiddo (Ex%) das medidas utilizadas na rétula, tibia e talus

Osso Metodologia Ex % Medida N° de Individuos Ex %
MAXH 4 50
s MAXB 4 75
S MAXT 4 75
8 = o HAF 4 25
& E o
° MAFB 4 50
ks
= LAFB 4 50
Equacao 4 50
TCM 4 75
_ TCN 4 75
S TCT 3 66,67
Q 0
o < TDT 4 50
g &
st TDS 4 75
<
© TLB 3 66,67
= TPM 4 50
=
= T1 4 75
~ T2 4 75
S
S T3 4 75
~ v
.% < T4 4 75
= O
2 T5 4 50
<
= T6 3 66,67
T7 3 66,67
=5 o~ Tal 4 50
=S e
23 “ Ta2 4 75
SR 3
= = Ta3 4 50
= , TMI 4 50
= <
5o e T™M4 4 50
o A =
RS < TMS5 4 25
=}
o Equagdo 4 50

As medidas que apresentam um valor de TEM% superior a 5% ndo foram consideradas e a negrito estdo
presentes as medidas que tiveram acima de 80%
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Tabela 34: Exatiddo (Ex%) das medidas utilizadas no calcaneo e tarso

Osso Metodologia Ex% Medida N° de Individuos Ex%
Cl 3 66,67
=
E o~ 2 33,33
fg S C 3
o z23 N C3 3 66,67
2 =
§ C4 3 66,67
S -~ CMBH 3 33,33
o —
<
g g S CMS 3 33,33
= J <t
O = Equacio 3 66,67
ECalLg 3 33,33
ETalLg 3 66,67
ETalBrd 3 33,33
ETalHt 3 33,33
& ENavBrd 4 50
o
ECFlLg 4 50
ECF1Brd 4 75
ECF3Lg 2 50
=) ECF3Ht 2 50
(]
< DCalLg 3 33,33
o z
5 O DTalLg 4 50
2 DTalHt 4 50
bl
é DCubBrd 4 75
DNavBrd 3 33,33
— DCFl1Lg 4 25
Nﬂ
@ DCF1Brd 4 25
DCF1Ht 4 25
DCF2Brd 1 100
DCF2Ht 1 100
DCF3Lg 2 50
DCF3Ht 2 50

As medidas que apresentam um valor de TEM% superior a 5% nao foram consideradas e a negrito estdo
presentes as medidas que tiveram acima de 80%
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Resultados e Discussdo

Tabela 35: Exatiddo (%) de cada metodologia

Metodologia Exatidao (%)

Gama et al. (2015) 66,67

Cardoso (2000) 73,28

Wasterlain (2000) 70,34
Curate et al. (2021) (radio) 50

Maio et al. (2024) 53,57
Curate et al. (2021) (tarso) 44,1

Harris & Case (2012) 51,45
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Conclusao

4. Conclusao:

A amostra de 10 individuos, ¢ diminuta, limitando a exploracdo dos fatores que
influenciam o dimorfismo sexual e de como este pode ter sido incorretamente estimado
com as diferentes técnicas. Para além disso tem variabilidade limitada. Em estudos
futuros, seria importante utilizar amostras maiores para poder identificar quais sdo os
métodos e medidas mais adequados a aplicar e determinar se poderiam alcancar uma taxa
de exatiddo superior a 95% independentemente das varidveis envolvidas. Os resultados
indicam que as medidas UDMI do método de Cardoso (2000) e a U6 da metodologia de
Wasterlain (2000) apresentam uma taxa de exatiddo superior as restantes. Sendo que o
método com maior exatiddo foi o método de Cardoso (2000) com 73,28% e 0 0sso mais

discriminante foi o fémur.

Foi possivel extrair DNA da pirdmide petrosa do osso temporal, garantindo a
esterilidade e conseguir resultados acerca do sexo. Contudo, seria importante otimizar a
técnica, conseguindo relacionar o ICA do individuo com os procedimentos que seriam
mais adequados para ocorrer uma extracdo de DNA bem-sucedida. A extracdo de DNA
em quatro individuos pode ser considerada bem-sucedida, demonstrando assim que
mesmo sem qualquer conhecimento prévio da preservacao Ossea, € possivel extrair DNA

de 0ss0s.

Finalizando, conclui-se que o objetivo deste estudo nao foi atingido, dado nao ter sido
possivel a validagdo dos métodos, dado a amostra ser pequena. No entanto, a analise
comparativa entre os resultados genéticos com os morfoldgicos e métricos demonstram
que ha uma tendéncia em algumas medidas e em alguns métodos, tornando-se imperativo
ter uma amostra maior para confirmar estes resultados. E imprescindivel em estudos
futuros reavaliar as técnicas atualmente empregues, antropoldgicas e genéticas, de forma
a melhorar a precisdo e eficacia das estimativas do sexo em remanescentes esqueléticos,

assim como as técnicas de extragdo de DNA a partir de ossos antigos.
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