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Resumo

O uso de técnicas isotopicas € fundamental em diversas areas cientificas,
abrangendo desde a geologia, estudos ambientais até a area de arqueologia e
estudos forense. Essas técnicas proporcionam percepgdes cruciais sobre a dieta
humana, migracdo e adaptacdo ao ambiente. Recentemente, os is6topos estaveis
tém sido aplicados para investigar padrées alimentares em populagdes rurais e
urbanas, revelando diferencas significativas relacionadas com o indice de
Desenvolvimento Humano. Esses estudos tém ampliado nosso entendimento sobre
a influéncia dos habitos alimentares na composicdo isotopica de populagdes
contemporaneas brasileiras, embora ainda sejam incipientes em comparagdo com
estudos em outras areas. Diante disso, este trabalho propde uma metodologia de
coleta de amostras humanas para analises isotdpicas, destacando a importancia
ética, com as etapas de submissdo do projeto de pesquisa ao Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos (CEP), formas de obtengdo de amostras e a
necessidade de padronizacdo nos procedimentos de coleta e analise. Ao
proporcionar uma abordagem abrangente e sistematica, espera-se contribuir
significativamente para o avang¢o da pesquisa isotdépica em amostras humanas no

Brasil.

Introdugao

O uso de técnicas isotopicas vem sendo utilizado ha muitas décadas nas
ciéncias bioldgicas, geoldgicas e arqueologia (Ehleringer & Osmond, 2000). Nesta
ultima, o uso da técnica para analise da dieta de populagdes humanas do passado é
realizado nos mais diversos grupos humanos em todo o mundo. Por se tratar de uma
metodologia consolidada, muitos sdo os artigos produzidos, e desempenham um
papel significativo na compreensdo da adaptagdo ao ambiente, nos meios de
subsisténcia e na dinamica populacional entre diferentes faixas etarias e géneros
(Ambrose, 1993; Makarewicz & Sealy, 2015).

Mais recentemente, is6topos estaveis tém sido utilizados em outras areas do
conhecimento, como nas areas forenses. As razbes de isétopos estaveis leves,
como carbono (expresso como 3%C), nitrogénio (expresso como &'°N) tém
aplicagdes diretas para discutir, por exemplo, a proveniéncia de amostras de drogas
ilicitas naturais (Cannabis) apreendidas pelas autoridades (Shibuya et al., 2007),

proveniéncia de madeiras ilegais (Kagawa & Leavitt, 2010; Gori; Stradiotti; Camin,



2018) e até mesmo na resolugao dos crimes sem solugdo, chamados de cold cases
(Ehleringer et al., 2015).

Um novo tipo de aplicagdo surgiu com o intuito de investigar padrdes
regionais de alimentagdo nas populagdes rurais e urbanas do nosso pais, trazendo
uma abordagem social e dietética para essa metodologia (Nardoto et al., 2011).
Nardoto e colaboradores (2020a) evidenciaram que populagdes rurais em
determinadas regides do Brasil apresentam padrdes alimentares distintos em
comparagao as populacbes urbanas, as quais nao apresentam diferengas
substanciais entre si em diversas regides do pais.

Além disso, é possivel observar uma correlacdo entre o indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) estabelecido pelas Nagdes Unidas e a "dieta de
supermercado". Em municipios com um IDH mais elevado, a ingestdo de alimentos
processados e ultraprocessados é maior, resultando em diferengas mensuraveis na
razao isotopica do carbono entre populag¢des de diferentes municipios (Nardoto et
al., 2020b).

Assim, ao empregar uma combinacdo de isétopos diversos, é possivel
adquirir informagdes significativas sobre a procedéncia geografica e os habitos
alimentares de individuos de interesse. O carbono permite diferenciar alimentagdes
baseadas em plantas que possuem diferentes caminhos fotossintéticos (C3, C4 ou
CAM), conforme demonstrado por DeNiro e Epstein em 1978. Por sua vez, o
nitrogénio possibilita investigar o nivel tréfico das principais fontes proteicas do
alimento consumido, diferenciando alimentos como plantas, animais terrestres e
peixes, por exemplo, como abordado por Schoeninger em 1985. Utilizando esses
dados isotopicos, torna-se viavel obter dados relevantes sobre a dieta de
populagdes, analisando os grupos alimentares que foram ingeridos.

Além da importancia social, ambiental e cultural dos dados a respeito da dieta
de populagbes humanas atuais, ainda podemos utiliza-los em uma abordagem
forense no auxilio na identificagdo humana, como um método secundario,
restringindo o numero de possibilidades para o reconhecimento de um individuo
(Interpol, 2018). Para tanto, pode-se combinar diferentes dados isotdpicos, levando a
uma composicao isotopica especifica de um determinado local e de uma
determinada dieta.

Dessa forma, estudos isotopicos com amostras humanas sado importantes

para conhecer mais sobre padroes sociais e ambientais, além do contexto em que



populagdes arqueoldgicas ou contemporaneas viveram. O Brasil € um pais com
habitos alimentares diferentes entre as regides. Esse trabalho visa propor uma
metodologia de coleta de amostras humanas no pais para fins de analises

isotopicas.

Fundamentacao teédrica

Os is6étopos sao variantes de um mesmo elemento quimico, que diferem entre
si pelo numero de néutrons em seus nucleos atébmicos. Isso resulta em diferengas de
massa atdbmica, mas nao afeta as propriedades quimicas fundamentais do elemento.
Os is6topos sao identificados pela sua massa atdmica relativa, que € a soma do
numero de protons e néutrons no nucleo do atomo.

Eles podem ser categorizados como estaveis ou radioativos. Isétopos
estaveis ndo experimentam mudangas significativas ao longo do tempo e tendem a
permanecer no ambiente por longos periodos, enquanto os radioativos tém uma
meia-vida especifica e estdo sujeitos a transmutagbes que alteram suas
concentragdes ao longo do tempo (Lederer, 1980).

Diversos elementos quimicos da tabela periddica apresentam isétopos
estaveis, sendo que aqueles mais frequentemente utilizados em pesquisas
ambientais e forenses incluem o carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e enxofre.
A Tabela 1 abaixo apresenta as abundancias relativas de cada is6topo desses

elementos no planeta.



Tabela 1 - elementos quimicos e seus isétopos estaveis mais utilizados nas pesquisas ambientais e
forenses com suas abundéncias relativas.

Elemento Isétopo Abundancia Relativa (%)
Hidrogénio (H) H 99,984
2H 0,0156
Carbono (C) 2C 98,892
*C 1,108
Nitrogénio (N) N 99,635
BN 0,365
Oxigénio (O) *0 99,759
70 0,037
80 0,0204
Enxofre (S) 238 95,02
S 0,76
S 4,22
S 0,014

Adaptado de Benson et al., 2006.

Nos alimentos e agua existem diferentes concentragdes intrinsecas aos locais
de origem, e tendem a manter as caracteristicas de suas fontes. Por outro lado, eles
também sofrem mudangas nas propor¢cdes durante os processos nhaturais do
ambiente e dentro dos seres vivos. Essa diferenca entre as quantidades de cada
is6topo em uma determinada amostra é chamada de fracionamento isotopico.

Os processos quimicos, fisicos e biolégicos influenciam diretamente nesse
fracionamento e podem gerar composi¢des isotopicas exclusivas de cada local. Os
processos metabdlicos, incluindo a incorporacdo destes elementos nos diferentes
tecidos bioldgicos, como ossos, musculos, cabelo e unha, também tém grande
influencia no fracionamento.

Durante os processos metabdlicos envolvidos na obtengdo de alimentos e
agua ocorrem essas diferengas isotdpicas nos organismos vivos, tanto vegetais
quanto animais. No corpo humano, os is6topos também sofrem fracionamento
devido aos diferentes caminhos percorridos pelos elementos durante as reacdes
metabdlicas. Assim, devido a essa metabolizagcao e as caracteristicas especificas da
geologia e agua local, € possivel utilizar a composicéo isotdpica para analisar a

dieta, migracao e periodo de desmame, por exemplo.



Estudos com isétopos estaveis em tecidos humanos vém sendo amplamente
utilizados em contextos arqueolégicos brasileiros, especialmente em sambaquis, nas
areas litoraneas, (Bastos et al., 2011; Colonese et al., 2014; Bastos et al., 2022;
Pezo-Lanfranco et al., 2018; Toso et al., 2021), regido de Minas Gerais proximos a
Lagoa Santa (Strauss et al., 2016; Hermenegildo, 2009), grupos ceramistas da
Amazonia (Colonese et al., 2020) e trafico transatlantico de africanos escravizados
(Bastos et al., 2016). Lagoa Santa, em Minas Gerais, se destaca como um dos
principais locais para esses estudos no Brasil, devido principalmente a relativa
abundancia de remanescentes humanos bem preservados, raros no Brasil
(Hermenegildo, 2009; Da-Gléria, 2012; Da-Gléria & Larsen, 2014).

Nas ultimas décadas, novos estudos tém surgido com o intuito de obter
informagdes de populagdes contemporaneas. Nardoto et al. (2006) fizeram analises
de isotopos estaveis em unhas de individuos do Brasil e dos Estados Unidos para
entender melhor sobre os diferentes habitos alimentares e como a “dieta de
supermercado” influencia nessas populacdes. Mais especificamente no Brasil, em
2020a, Nardoto e colaboradores demonstraram um padrao alimentar distinto em
certas populagbes rurais de regides do pais em comparagdo com populagdes
urbanas, que nao guardam diferengas importantes entre si.

Recentemente, foi visto um padrdo geografico bem definido que varia
conforme o perfil socioecondmico dos municipios brasileiros, medido através do
indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM), conforme pode ser visto na
figura 1 (Nardoto et al. 2020b). Em municipios onde o IDHM é mais elevado,
normalmente ha uma maior oferta de alimentos processados e ultraprocessados,
além de um maior poder de compra, o que leva ao consumo mais acentuado desses
produtos. Como neles ha uma grande adigdo de plantas C4, principalmente de
acucar de cana e do milho, a razdo isotépica do carbono guarda diferengas

mensuraveis.

Figura 1. Valores médios municipais dos valores de &'C em unhas humanos.
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Fonte: Nardoto et al. (2020b).

Segundo Nardoto et al. (2020b), nos municipios brasileiros com maior indice
de desenvolvimento humano (IDHm) predominam valores menos negativos de §"°C,
indicando uma dieta rica em produtos processados e ultraprocessados que levam
em sua composi¢ao uma propor¢ao consideravel de macronutrientes, principalmente
carboidratos e lipideos, metabolizados a partir de plantas C4 (Martinelli et al., 2020).

Apesar de sua importancia, no Brasil, estudos relacionados a composicéo
isotopica em humanos s&o ainda incipientes. Pesquisas que envolvem outras
amostras que nao unhas sdo ainda mais escassas. Até o momento foram
conduzidos e publicados somente dois estudos em populagdes contemporéaneas
usando material dentario.

O primeiro deles foi desenvolvido por Mascarenhas (2019) que determinou
razoes isotopicas de carbono e oxigénio em material dentario (esmalte) dentre 124
pessoas oriundas de diferentes partes do Brasil. Neste estudo preliminar, o autor foi
capaz de distinguir habitantes de diferentes regiées do Brasil, principalmente através
das razdes dos iso6topos de oxigénio e carbono.

O segundo foi um estudo da razao isotdpica de estréncio, carbono, nitrogénio
e oxigénio do esmalte e colageno de terceiros molares de 75 individuos do Rio de

Janeiro, de Florianopolis e de Brasilia, com dados de dieta, origem e migracéo



conhecidos, com o intuito de explorar esse método no contexto arqueoldgico e
forense no Brasil (Tinoco et al., 2021). Com o estréncio foi possivel diferenciar
individuos brasileiros de estrangeiros, mas nao entre essas populagdes locais. As
razbes isotopicas de carbono e nitrogénio revelaram padroes alimentares

consistentes com as dietas declaradas pelos participantes.

Justificativa

Esses estudos pioneiros foram importantes para demonstrar a aplicabilidade,
assim como seus limites, e a utilidade dessas aplicagdes da metodologia isotdpica
em nosso pais. No entanto, ainda s&o insuficientes mediante ao tamanho da
populagdo brasileira e sua abrangéncia territorial. Claramente, estudos mais
detalhados sao necessarios com o propésito de alicercar o uso de is6topos em
material contemporaneo, demonstrando suas potencialidades e, principalmente,
suas limitagdes.

Um dos principais gargalos para o avango no uso de is6topos estaveis em
amostras humanas contemporaneas € a dificuldade na permissao das coletas, além
da falta homogeneidade entre as metodologias de coleta, dos dados extras
coletados em forma de questionarios e até mesmo na propria analise.

Dessa forma, esse trabalho coloca-se como mais um passo na dire¢ao da
difusdo do uso de amostras humanas para analises com isétopos estaveis no Brasil
de forma consistente e coesa no que tange aos padroes éticos estabelecidos no
pais para o uso desses materiais, na assertividade dos questionarios e na coleta de

amostras.

Objetivos

Geral:

Descrever e propor uma metodologia de coleta de amostras humanas para
fins de analises isotopicas, com énfase principal na questdo ética e nos

questionarios aplicados.

Especificos:
- Detalhar as etapas para submissao de projetos na Plataforma Brasil;
- Descrever os principais documentos necessarios para a submissao;

- Discutir os principais topicos dos questionarios;



- Sugerir formas de coletas de tecidos dentais.

Material e Métodos

A principal forma de coleta de dados sera através da revisao bibliografica da
literatura especializada em amostragem de amostras humanas para fins isotopicos.
Serdo utilizados os principais buscadores de artigos cientificos, como o Google
Scholar, e palavras chaves direcionando a busca, por exemplo “isétopos estaveis”,
“‘populagao contemporanea” e “amostras humanas”.

A Plataforma Brasil sera utilizada para demonstrar todas as etapas
necessarias para a submissdo do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos. Além disso, os documentos contidos na parte “Manuais
da Plataforma Brasil” também serdo utilizados para nortear a elaboracdo do
protocolo.

Nos artigos e trabalhos publicados serdao observados os pontos principais dos
questionarios e o que os autores destacaram como os mais importantes em suas
pesquisas. Como cada is6topo vai ser influenciado por um ciclo biogeoquimico e/ou
pela localizagcdo e geologia, assim, algumas perguntas podem estar mais
relacionadas aos resultados. Além disso, as formas de coleta de amostras dentais

serao analisadas e descritas no protocolo.

Plano de trabalho e Cronograma

Atividade 1° més | 2° més | 3° més | 4° més | 5° més | 6° més
Revisao bibliografica X X X X X
Levantamento de dados X X
Analise das informagoes obtidas X X

Elaboracao de protocolos e

questionario

Escrita do TCC X X X

Apresentagdo do TCC X
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TERMO DE RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR RESPONSAVEL E DEMAIS
PESQUISADORES ENVOLVIDOS NO PROJETO DE PESQUISA

A Comissdo de Coordenaciio do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Coc CB
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP

Com relacao ao projeto de titulo Coleta de amostras humanas brasileiras para analises
istotdpicas: do Comité de Etica ao Espectrometro de Massas, desenvolvido para
cumprimento das atividades da Disciplina LCB0525, sob supervisdo de Luiz Antonio
Martinelli e com execugdo parcial ou total sob responsabilidade de Juliana Soares Emenes,
declaramos que:

1. Estamos cientes do conteuddo e assumimos o compromisso de cumprir os termos das Leis
e Decretos complementares (Lei No 6.894 de dezembro de 1980, LeiN 7.803 de 18 de julho
de 1989, Lei No 9.985 de 18 de julho de 2000, Lei No 9.974 de 6 de junho de 2000, Decreto
No 99.556 de 1 de Outubro de 1990, Decreto No 4.340 de 22 de agosto de 2002, Instrugio
Normativa N 154 de 01 de mar o de 2007, Decreto N 4.074 de 4 de janeiro de 2002,
Instrugdo Normativa N 169/2008, ABNT-NBR10004 2004, Resolugio ANVISA RDC 306 - 07
de dezembro de 2004, Resolucdo No 358, de 29 de abril de 2005) acrescida dos dispositivos
e alteragdes, bem como os demais decretos e instrucdes normativas posteriores relativos
ao0s assuntos ambientais pertinentes. Também cientes, que apresentaremos todas as
declaragbes e documentos exigidos pela Comissdo de Etica Ambiental na Pesquisa CEAP-
ESALQ se solicitados;

2. Todos os procedimentos, organismos, insumaos, equipamentos e quaisquer outros itens
que serao utilizados direta ou indiretamente nesta pesquisa serdo adquiridos e empregados
segundo a legislagdo/normas dos 6rgidos competentes;

3. O projeto prevé recursos financeiros, se necessarios, para o gerenciamento dos residuos
oriundos da pesquisa;

4. Todo impacto ambiental decorrente da ma condugdo do projeto é de inteira
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos no projeto;

5. Estamos cientes das normas estabelecidas pelo Programa de Gerenciamento de Residuos
Quimicos da ESALQ (PGRQ-ESALQ) e comprometemo-nos com o seu cumprimento na sede
da instituicdo responsavel pela condugdo do projeto, colaborando para sua adequada
realizacdo;

6. Comprometemo-nos a providenciar, quando exigido em fungdo da natureza do projeto de
pesquisa, todos os documentos/autorizagdes exigidos por drgios publicos ou privados.

Piracicaba, 20 de maio de 2024

Assinam:
A
. } M’m&, %Q‘O\W &mmw
Luiz Antonio Martiéelli Juliana S Emenes

Docente Orientador{a) Aluna(o)



