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Resumo

O ser humano encontra-se exposto & contaminacdo por metais pesados, e sujeito aos seus efeitos
adversos na salde, desde ha milhares de anos. O estudo elementar de estruturas ésseas de antepassados
é uma ferramenta Util para compreender e determinar a extensdo dessa contaminacdo, devido a
acumulacdo nos 0ssos de substancias ndo excretadas. O objetivo desta dissertacéo foi a quantificacdo
de metais pesados e elementos traco nos 0ssos de 8 individuos (11 e I Milénios A.N.E.) inumados no
Tdmulo Megalitico de Santa Rita, recorrendo a Micro-Fluorescéncia de raios-X. Tendo em conta a
relacdo da incorporacdo dos elementos trago e metais pesados com as condi¢gfes in vivo de uma
populacdo, foi possivel determinar os habitos alimentares e a exposicdo a metais pesados dos

individuos. Os elementos estudados foram o Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Br, Sr, Cd, Hg e o Pb.

Os resultados obtidos demonstram que a exposi¢cdo in vivo destes 8 individuos aos metais
pesados As, Cd, e Pb, seria reduzida, visto que estes metais estavam ausentes, ou presentes em baixas
concentracgdes, nos 0ssos. Relativamente ao Hg, como foram detetadas elevadas concentracdes deste
metal nos solos das areas de inumacdo dos individuos 4, 7, e 8, é possivel que as populacbes
contemporéneas a esses individuos usassem cinabrio nos rituais funebres. Para o Cu foram obtidos
resultados inconclusivos. O Mn, Fe, e Ni, terdo sido incorporados nos 0ssos post-mortem. As elevadas
concentracdes de Br e baixas de Zn e Sr medidas nos 0ssos dos 8 individuos sdo indicativas de uma
dieta rica em alimentos marinhos, nomeadamente em peixes, e pobre em carnes e vegetais. A
comparagdo dos niveis de Br e dos racios Zn/Ca e Sr/Ca obtidos neste trabalho, com os valores
observados por outros autores no estudo de uma popula¢do moderna que habitava noutra zona costeira
de Portugal, demonstrou que os habitantes dos arredores do Tumulo Megalitico de Santa Rita na

antiguidade constituiriam essencialmente comunidades piscatérias.

Palavras chave: Espetrometria por Micro-Fluorescéncia de raios-X, 0ssos, metais pesados, elementos

traco, condicdes in vivo, contaminagao.







Abstract

The human being has been exposed to heavy metals contamination, and subject to their adverse
health effects, for thousands of years. The elemental study of bone structures of ancestors is a useful
tool to understand and determine the extent of that contamination, due to the accumulation in the bones
of unexcreted substances. The purpose of this thesis was the quantification of heavy metals and trace
elements in the bones of 8 individuals (2™4 and 15t Millennium B.C.E.) buried in Santa Rita Megalithic
Tomb, by using Micro X-ray Fluorescence. By considering the relation of trace elements and heavy
metals incorporation with a population in vivo conditions, it was possible to determine the dietary habits
and heavy metal exposure of the individuals. The elements studied were Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Br,
Sr, Cd, Hg and Pb.

The obtained results demonstrate that the in vivo exposure of the 8 individuals to the heavy
metals As, Cd, and Pb, was reduced, since these metals were absent, or present in low concentrations,
in the bones. Regarding Hg, since it was detected high concentrations of this metal in the soil of the
individual’s 4, 7, and 8, burial areas, it is likely that the contemporary populations of these individuals
used cinnabar in funeral rituals. For Cu, inconclusive results were obtained, while Mn, Fe, and Ni were
incorporated post-mortem in the bone. The high Br and low Zn and Sr concentrations measured in the
bones of the 8 individuals indicate a diet rich in marine foods, namely fish, and poor in meats and
vegetables. The comparison of the levels of Br and of the Zn/Ca and Sr/Ca ratios obtained in this work,
with the values observed by other authors in the study of a modern population that lived in another
coastal region of Portugal, demonstrated that the inhabitants of the surroundings of the Megalithic Tomb

of Santa Rita in antiquity would essentially constitute fishing communities.

Keywords: Micro X-ray Fluorescence spectrometry, bones, heavy metals, trace elements, in vivo

conditions, contamination.
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CAPITULO

Introducao

1.1 Objetivo

Desde ha& milhares de anos que os seres humanos usam e convivem em ambientes ricos em
metais pesados. Embora varios efeitos adversos destes metais na saide humana sejam atualmente do
nosso conhecimento, a exposicao a metais pesados continua a ser muito significativa nos dias de hoje,
quer por exemplo através da dieta alimentar, quer pelas condi¢cdes ambientais especificas de trabalho e
de lazer. A exposicdo ao chumbo, cddmio, mercario e arsénio representam as principais ameagas de
metais pesados a salde publica. Varios trabalhos cientificos mostram que 0s 0ssos sdo a localizagdo do
organismo privilegiada para a acumulacdo de alguns destes metais [1]. No entanto, ainda séo
insuficientes as informacdes sobre 0s mecanismos de acdo que originam os efeitos toxicos desses
depdsitos de metais pesados. Para aumentar este conhecimento é fundamental medir a distribuicdo
espacial de elementos traco no esqueleto humano, essenciais ao normal funcionamento do sistema
biol6gico, tais como o célcio, zinco, e o estroncio, e a distribuicdo de metais pesados acima indicados,
sobretudo de periodos histéricos, em que ndo havia preocupagdo com a exposicdo as fontes de
contaminagdo [1, 2, 3].

A determinacdo e quantificacdo de elementos traco e metais pesados em ossadas humanas pré-
historicas também é importante devido a relacdo da incorporacdo desses elementos com os habitos
alimentares, condi¢des ambientais e de vida de uma populagéo. A definicdo de marcadores elementares
pode desempenhar um papel importante para os arque6logos, contribuindo para a reconstrugdo da

historia humana e da economia alimentar de populacdes antigas [4].

Deste modo, o objetivo deste trabalho é compreender a acumula¢do de metais pesados nas
diferentes estruturas 0sseas, através da quantificacdo e avaliacdo da distribuicdo espacial de elementos
traco e metais pesados em 0ssos de cerca de 8 individuos que viveram nos Ultimos dois Milénios A.N.E,

recorrendo a técnica espetroscopica de Micro-Fluorescéncia de Raios-X. A realizacdo deste trabalho



decorreu no laboratério de Fisica Atdmica e Molecular, do departamento de Fisica da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologias da Universidade Nova de Lisboa.

Este trabalho esté dividido em 8 capitulos. No primeiro capitulo sdo estabelecidos os objetivos
deste trabalho, e o seu contributo para as diferentes areas do conhecimento. Neste capitulo também é
fornecido um contexto arqueoldgico das amostras Gsseas analisadas. No capitulo 2, estdo presentes as
principais caracteristicas dos 0ssos, de modo a compreender mais facilmente como os diferentes metais
pesados e elementos trago se acumulam nos 0ssos de um individuo. No capitulo 3 é conferido destaque
aos metais pesados, nomeadamente as suas fontes de contaminagao e ao impacto na satde dssea devido
a sua exposicdo excessiva. As principais caracteristicas destes metais e de outros elementos traco
presentes nos 0ssos sdo referidas no capitulo 4. No capitulo 5 sdo explicados os fundamentos teéricos
das técnicas de fluorescéncia de raios-X e é descrito o espetrometro utilizado na realizacdo deste
trabalho. O procedimento experimental utilizado e os resultados obtidos neste trabalho estdo descritos
nos capitulos 6 e 7, respetivamente. Por fim, no Gltimo capitulo estdo presentes as conclusdes e as

perspetivas de trabalhos futuros.

1.2 Contexto arqueoldgico

As amostras 0sseas analisadas nesta dissertacdo foram obtidas no Tumulo Megalitico de Santa
Rita durante os trabalhos arqueoldgicos desenvolvidos em 2007 e 2008. O Tumulo Megalitico de Santa
Rita localiza-se a 0,5 km a nascente da aldeia de Santa Rita, na freguesia de Vila Nova de Cacela,
concelho de Vila Real de Santo Antdnio. Este monumento arqueoldgico situa-se no topo de uma

pequena elevacdo, dominando toda a paisagem do barrocal algarvio até ao litoral (figura 1.1) [5].



Figura 1.1: Vista aérea desde norte, com o litoral em pano de fundo, do anfiteatro natural controlado
visualmente pelo monumento (Fotografia de Lucio Alves).

A estrutura arquiteténica do monumento é constituida por uma cadmara funeraria e um corredor
de acesso (figura 1.2). A camara funeraria, que tera sido construida e utilizada ha cerca de 4500 anos
(111 Milénio A.N.E.), servia como um ossario, uma vez que no interior da cdmara foram identificados
0ss0s humanos (membros longos e cranios) de mais de duas dezenas de individuos (figura 1.3). Para
além deste material osteolégico, também foram identificados objetos que teriam servido como

oferendas durante os rituais funebres [6].

Figura 1.2: Fotografia aérea do timulo megalitico de Santa Rita ap6s a conclusdo dos trabalhos
arqueoldgicos em 2008. Nesta imagem sdo visiveis a cdmara funeraria e o seu corredor de acesso.
Imagem retirada da referéncia [5].



Figura 1.3: Perspetiva geral dos contextos internos de utilizacdo da cdmara funeraria. Imagem retirada
da referéncia [5].

A camara funeréria seria coberta por uma colina artificial (tumulus) composta por sedimentos
e pedras e delimitada por um anel periférico [6]. Sobre o tumulus foi identificada uma necrépole (figura
1.4), que continha seis sepulturas e um nimero minimo de oito individuos (individuos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, e 8/9). Nos laboratérios da Universidade de Uppsala (Tandem Laboratory), na Suécia, foram
realizadas cinco datagdes absolutas sobre os individuos 1, 2, 3, 4, e 5, que definiram um largo espetro
temporal para a ocupacdo funeraria deste local, desde a segunda metade do Il Milénio A.N.E. até aos
Gltimos séculos de | Milénio A.N.E. No entanto, devido ao espoélio arqueoldgico encontrado associado
aos individuos 7 e 8 (puncdo de cobre, bracal de arqueiro, e dois recipientes de ceramica), é possivel
que o uso da necrdpole seja ainda mais antigo [5].

A maioria dos individuos foi inumada em sepulturas individuais, de fossa simples ou
estruturada por pequenos blocos liticos, em posicdo fetal sobre o lado direito e orientados a Este e a Sul
[5]. As diferentes deposicOes verificadas na camara funeraria e na necropole, sugerem uma
transformacdo do ritual funerério durante os Il e I Milénios, mas, ao mesmo tempo, sdo uma prova da
continua utilizacdo e sacralizagdo deste monumento. Para além deste material arqueoldgico mais antigo,
também foram detetados vestigios romanos nas imediacdes, indicando que a ocupacao deste local pode

estender-se até ao século IV ou V da nossa era [6].



Figura 1.4: Fotografia da necrépole externa, situada sobre o tumulus que cobria a cAmara funeraria.
Imagem retirada da referéncia [7].






CAPITULO

(Osso0s

Os ossos do esqueleto sdo uma estrutura altamente dindmica sujeita a constante remodelacéo.
Neste processo 0 0sso é renovado de modo a manter a sua rigidez e a homeostasia mineral [8].
Consequentemente, novos minerais estdo continuamente a serem integrados no novo osso formado. A
composic¢do mineraldgica dos 0ssos de um individuo, é influenciada pela sua alimentacdo, consumo de
agua, e exposicdo ao ambiente, in vivo. Deste modo, a analise da composicao de 0ssos antigos permite-
nos inferir sobre o estado socioecondémico de uma populacéo, as praticas ocupacionais, as condi¢des

ambientais, e mesmo os habitos alimentares [2].

Apesar de 0 0sso ser um bom biomarcador, a sua composicdo morfologica é suscetivel a
alteragbes post-mortem devido aos efeitos da diagénese. O solo do local de sepultamento (pH e
composicao elementar), os objetos de inumacao que acompanham os individuos, o clima, e as condicoes
ambientais (precipitacdo, aguas subterraneas, erosdo) desempenham um papel fundamental neste
processo. Estes agentes sao responsaveis pela captacdo e difusdo de elementos quimicos, que alteram a
composicdo das estruturas 6sseas [2, 9]. As principais caracteristicas da composicdo e estrutura dos

0ss0s sdo descritas nas proximas secgdes.

2.1 Composicao

O tecido 6sseo é a principal componente do sistema esquelético. A sua composi¢do celular
inclui osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos, e células do revestimento 6sseo, e a sua matriz extracelular

contém uma componente organica e inorganica [10].

A matriz extracelular constitui aproximadamente 90% do volume 06sseo, sendo o restante

volume ocupado por células e vasos sanguineos [10]. A matriz organica contém proteinas colagenosas



(90%), predominantemente colagénio de tipo |, e diversas proteinas ndo colagenosas. A componente
inorganica da matriz extracelular consiste predominantemente em ides de célcio e fosfato, que se
agrupam para formar cristais de hidroxiapatite (Ca;o(P0O4)(0OH),). As proteinas ndo colagenosas,
junto com o colagénio, formam o substrato para a deposi¢do da hidroxiapatite, a sua associacao é
responsavel pela rigidez e resisténcia tipica do tecido 6sseo [11]. A matriz 6ssea é uma estrutura
complexa e organizada que fornece suporte mecanico e desempenha um papel fundamental na
homeostasia 6ssea. A matriz liberta varias moléculas que interferem na atividade das células 6sseas e,

consequentemente, tem participacdo na remodelagdo déssea [11].

As células 6sseas podem ser divididas em 2 linhagens: a linhagem osteoblastica, responsavel
pela formacdo de tecido 6sseo (osteoblastos maduros, ostedcitos, células do revestimento dsseo),
através da sintetizacdo da matriz extracelular que é posteriormente mineralizada devido a deposicao de
fosfato de célcio, e a linhagem osteocléstica, responsavel pela sua reabsorcao (macréfagos, osteoclastos,
e células gigantes multinucleadas) [12, 13]. O equilibrio entre a formagdo e a reabsor¢do dssea é
modificado ao longo da vida para atingir e preservar o tamanho, a forma e a integridade estrutural do

esqueleto [12].

2.2 Estrutura

A estrutura geral do osso pode ser dividida em cortical (compacto) e trabecular (esponjoso). Os
dois tipos de 0sso possuem uma matriz 6ssea com composi¢ao e estrutura similar, mas com massas
muito diferentes, com o 0sso cortical a possuir uma maior densidade [14]. O osso cortical constitui 80%
da massa total do esqueleto do ser humano, possui uma reduzida porosidade, e é responsavel por
proteger e definir a forma do o0sso [8]. Relativamente ao 0sso trabecular, existem espacos amplos entre
as placas de 0sso e 0s canais, nunca formando células fechadas, o que confere uma porosidade elevada
a0 0ss0. Estas lacunas sdo denominadas de trabéculas Gsseas e conferem elasticidade ao 0sso [8]. No
0SS0 esponjoso, devido a sua superior porosidade, a composicao elementar é mais suscetivel a alteracdes

post-mortem [15].

Na superficie externa do 0sso, 0 peridsteo e 0s osteoblastos compdem o osso cortical, por outro
lado a superficie interna do 0sso é revestida por osteoblastos e enddsteo [16]. O osso cortical envolve a
cavidade medular e as placas trabeculares do osso esponjoso. Forma a diafise, ou haste, dos 0ss0s
longos. A metéfise e a epifise dos 0ssos longos tém paredes corticais mais estreitas, com a epifise
formando uma extremidade bulbosa ao redor do 0sso esponjoso interno [10]. Na figura 2.1 esta presente
um diagrama esquematico da tibia, onde é possivel visualizar que 0 0sso esponjoso predomina nas

regides internas da metéafise e da epifise, enquanto 0 0ss0 compacto possui uma espessura mais reduzida



nessas regides. Nesta figura verifica-se também a presencga do enddsteo, na superficie interna do 0sso,

e do peridsteo, na superficie externa.

crescimento

Osso Metéfise
esponjoso
Osso
compacto
7 Enddsteo
Diafise )

p |+———— Peridsteo

Placa de crescimento
fundida

Figura 2.1: Diagrama esquematico da tibia. Imagem adaptada da Referéncia [10].
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CAPITULO

Metais pesados

A designacdo “metal pesado” ¢ um termo genérico, cuja defini¢do varia dependendo do autor
e da area em estudo. No entanto, tipicamente este termo é aplicado a metais ou metaloides com
densidades superiores a 5 g/cm3 [17]. Esses metais sdo libertados no ambiente tanto por fontes naturais
como por fontes antropogénicas. Nos ultimos anos, tem havido uma crescente preocupacédo ecoldgica e
de salde publica global associada a contaminacdo ambiental por esses metais. A exposi¢cdo humana a
metais pesados tem crescido dramaticamente como resultado do crescimento exponencial do seu uso
em varias aplicac@es industriais, agricolas, domésticas, e tecnolédgicas [18]. Apesar de algumas fontes
de exposi¢do modernas a esses elementos ndo existirem no passado, outras fontes de exposi¢ao seriam
mais abundantes [19]. O uso de metais pesados em armas, utensilios de cozinha, ornamentos,
cosméticos, e medicina, era comum na antiguidade [20]. A exploracdo mineira, associada a extragcao
desses metais, € um exemplo de uma atividade na qual o ser humano se expde a metais pesados desde
ha milhares de anos [21]. As principais vias de exposic¢ao sdo através da dgua poluida, solo, ar, fumo,

fundicdo de metais, e o consumo de alimentos [18, 22].

Ao longo desta dissertacdo, os metais pesados que s&o alvo de maior destaque s&o o cadmio,
zinco, cobre, niquel, mercdrio, chumbo, ferro, manganés e o arsénio, pois sdo 0s metais pesados mais
comuns encontrados em areas contaminadas [23]. Em particular, os metais pesados, chumbo, mercurio,
arsénio, e cddmio, sdo alvo ainda de maior énfase, pois foram classificados pela OMS como poluentes
guimicos que requerem monitorizacdo rigorosa. Estes 4 elementos sdo poluentes ambientais que

possuem efeitos adversos a sallde mesmo em reduzidas quantidades [22].
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3.1 Impacto na saude 0ssea

Os metais pesados acumulam-se maioritariamente no esqueleto. S&o integrados na matriz dssea
durante a calcificacdo, onde se mantém até o 0sso ser remodelado ou reabsorvido. Até a adolescéncia
quase 75% dos metais pesados sdo depositados nos 0ssos, enquanto na maturidade esse valor aumenta

até 90-95% para pessoas que sdo expostas no seu trabalho [24].

A intoxicacgdao metalica tem impacto negativos na satide humana e pode alterar o funcionamento
de diferentes sistemas biologicos dependendo do tipo de metal, da sua concentragdo, e do tempo de
exposicdo. Tanto a falta como o excesso de metais pesados no corpo podem prejudicar o processo de
remodelacdo Ossea. Este processo envolve a agdo coordenada da reabsorcao, sintese, e mineralizagéo
da matriz éssea. No geral, 0os metais originam 2 problemas: por um lado, a sua direta toxicidade nas
celulas dssea e, por outro, a sua acumulagdo na matriz 6ssea. A toxicidade direta afeta principalmente
0s osteoblastos, inibindo a diferenciacdo osteoblastica, atividade de sintese, e a mineralizagdo da matriz
extracelular. Como consequéncia, gera-se um desequilibrio no processo de remodelacdo Ossea,
diminuindo a formacdo dssea e contribuindo para a geracdo de doencas ésseas, como osteopenia e
osteoporose. Além disso, a acumulacdo de metais traco na matriz Ossea extracelular permite a
bioacumulagéo e, portanto, leva a um aumento na semivida do metal no corpo. Isto é de particular
importancia quando os niveis de exposi¢do sao baixos, mas a exposicao é constante ao longo do tempo,
pois, a longo prazo, os efeitos deletérios podem ser iguais ou piores que a exposi¢ao curta a altos niveis
do metal [22, 23].

Um elemento é considerado toxico para um organismo quando est presente em concentragGes
superiores as adequadas, o que pode prejudicar o seu desenvolvimento e as fungdes metabdlicas do
mesmo. Ou seja, um elemento essencial para o organismo pode-se tornar toxico quando a sua
concentragdo aumenta significativamente relativamente aos valores padrdo [25]. Em baixas
concentracdes, alguns metais tém um efeito anabdlico no tecido dsseo, como é o caso do zinco, cobre
e do niquel. Esses elementos servem maioritariamente como cofatores de enzimas envolvidas em
processos de remodelacdo 6ssea. No entanto, tanto a falta como o excesso desses metais no corpo podem
danificar a integridade 6ssea. Se esse efeito é benéfico ou tdxico depende de fatores externos (nutricao
e concentracdo ambiental), internos (absor¢do e metabolismo desses elementos, idade, género e
disposicdo genética de um individuo) e das interacdes dos elementos entre si. Outros metais, como 0
cadmio, arsénio, mercurio, e chumbo, sdo tdxicos para as células dsseas mesmo em baixas
concentragdes [23]. No préximo capitulo, o impacto na salde 6ssea de cada um dos metais pesados

previamente referidos é explicado mais ao detalhe.
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CAPITULO

Elementos essenciais e nao essenciais ao

organismo

Os elementos basicos, carbono (C), oxigénio (O), hidrogénio (H), e azoto (N), e os elementos
abundantes, célcio (Ca) e fésforo (P), sdo os elementos maioritarios dos ossos [26]. O Ca é a parte
integrante da hidroxiapatite, e € o metal mais abundante do corpo humano (1,5% da massa total),
concentrado principalmente no esqueleto (99%). Este elemento é essencial no desenvolvimento do
esqueleto, na formacdo e rigidez de dentes e 0ssos [27]. O P também é um componente mineral
fundamental da hidroxiapatite, estd concentrado principalmente nos 0ssos e dentes (80%), e € um

elemento importante na mineralizagao 6ssea [28].

Os elementos minoritarios das estruturas 6sseas sdo o cloro (Cl), potassio (K), sédio (Na) e o
enxofre (S). Para além destes elementos, existem muitos outros cujas concentra¢cdes nos 0ss0s sao muito
reduzidas, na ordem das ug/g. Esses elementos sdo denominados de elementos trago [26, 29]. Os
elementos traco, apesar de existirem em quantidades reduzidas, podem interferir com o crescimento,
desenvolvimento e manutencdo dos 0ssos [30]. Os metais pesados, nomeadamente os que foram

referidos no capitulo 3, sdo considerados elementos trago das estruturas 6sseas [26].

Refira-se novamente que, apesar de muitos elementos traco essenciais serem benéficos para a
salide Ossea, a incorporacdo excessiva desses elementos pode originar efeitos toxicos. Por outro lado,
existem outros elementos que s6 pelo facto de estarem presentes nas estruturas 6ssea, desencadeiam
efeitos toxicos no organismo [31]. Deste modo, pode-se afirmar que todos os elementos quimicos séo
toxicos, quando presentes em concentragdes superiores as necessarias pelo organismo. Os elementos
traco podem ser assim divididos em 2 grupos: os essenciais ao metabolismo celular que estdo presentes
na maior parte dos fluidos e tecidos, e 0s elementos nao essenciais. Um elemento € essencial se, quando
fornecido em doses inferiores a um determinado valor, a sua deficiéncia afetar as fun¢bes metabolicas

normais ou o desenvolvimento de um determinado organismo. Por outro lado, um elemento é
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considerado ndo essencial se ndo estiver envolvido em nenhuma funcéo metabolica, e é toxico mesmo

em concentragdes reduzidas [32].

De seguida, vdo ser apresentados os aspetos fundamentais de alguns elementos trago
nomeadamente, 0 uso pratico desse elemento na antiguidade, as principais vias de exposi¢do, o impacto
do excesso/defeito desse elemento na saude, conferindo maior destaque a salde Ossea, € a sua

importancia na manutencao da satde humana.

4.1 Manganés

O manganés (Mn) é um elemento essencial a salde humana, atua como cofator nos centros
ativos de varias enzimas, e é necessario para o desenvolvimento normal e manutencao das fungdes das
células nervosas e imunologicas. Este metal também é importante para a regulacdo do agucar no sangue
e das vitaminas, entre outras func¢des [33]. O Mn era conhecido muito antes de ser isolado como um
elemento. Este metal esta presente na pirolusite (diéxido de manganés), que era utilizada na pré-histéria
como pigmento para pintura de cavernas. Os romanos usariam a pirolusite na fabricacdo de vidro, de

modo a tornar os seus produtos cristalinos [34].

A exposicdo ao Mn ocorre numa variedade de cenarios ambientais, fontes nutricionais,
alimentos contaminados, e através da agua, solo, e ar com contaminac¢des naturais ou provocadas pelo
homem. Uma das principais vias de exposi¢do é através da inalacdo de poeiras e fumos, comum em
soldadores e fundidores. Os niveis elevados de exposi¢do nestas profissdes sdo responsaveis pela
maioria dos casos de intoxicagdo por este elemento [33]. A inalagdo prolongada a altos niveis de Mn
afeta negativamente o sistema nervoso central, os tempos de reacdo visuais, a firmeza da méo e a
coordenacdo oculomotora [3]. A exposicdo oral também é outra via comum de exposi¢do. No entanto,

intoxicagdes provocadas pelo consumo de alimentos sdao pouco frequentes [33].

As principais fontes de Mn sdo os vegetais. O conteldo de Mn nos vegetais depende do solo
onde as plantas cresceram. Este metal estd presente em quantidades muito reduzidas nas carnes
vermelhas, galinhas, peixes, leites e seus derivados, mas é abundante nos legumes, vegetais verdes,
cereais, especialmente nos rebentos de trigo, pdes integrais e nozes. O contetdo de Mn nos 0ssos é
considerado um bom indicador na estimacdo das propor¢Oes de vegetais consumidos por um individuo
[35]. No entanto, ao contrario do Sr, 0 Mn é um elemento muito sensivel a diagénese, pelo que a sua

presenca em ossadas humanas pode ser o resultado de contaminagdes provenientes do solo [9].

O Mn acumula-se substancialmente nos ossos de um individuo. Em concentragdes fisioldgicas,
este metal tem um efeito significativo na protecdo dssea [31]. Por outro lado, a deficiéncia prolongada

7

deste elemento é associada a osteoporose no homem, e baixos niveis de séricos de Mn foram
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descobertos em individuos osteoporaticos [36]. A exposi¢do de longa duragdo ao Mn, com consequente
aumento dos niveis deste metal no sangue, pode levar a disfungdo dopaminérgica, que se manifesta

como doenca de Parkinson [31].

O consumo médio diario de Mn para a maioria das dietas ocidentais é entre 2,3 e 8,8 mg,

enguanto a quantidade diaria recomendada é de 1,8 a 2,3 mg [31, 33].

4.2 Ferro

O ferro (Fe) é o elemento tragco essencial mais abundante no corpo humano. O contetdo total
deste metal no corpo € de 3 a 5 g [37]. A maior parte deste metal faz parte da constituicdo da
hemoglobina e da mioglobina, existindo também em algumas enzimas. Este tem assim um papel

importante no transporte, armazenamento e utilizacdo do oxigenio [32].

A alimentacdo é a principal fonte de exposic¢ao ao Fe. O Fe disponivel nos alimentos pode ser
de dois tipos: Fe heme e Fe ndo heme. As fontes primarias de Fe heme sdo as hemoglobinas e as
mioglobinas, obtidas a partir do consumo de carnes vermelhas, aves e peixe. O Fe ndo heme é obtido a
partir do consumo de cereais, legumes, frutas, e vegetais [38]. A presenca de Fe em ossadas humanas
pré-historicas pode ser considerada um indicador de uma dieta rica em proteina. No entanto, este metal
é muito sensivel aos efeitos da diagénese, pelo que uma possivel contaminacdo post-mortem ndo pode

ser ignorada [4, 9].

Algumas patologias 6sseas causadas pelo excesso de Fe j& foram reportadas. A intoxicacao por
Fe é causada por consumo excessivo ou por doencas sistémicas que desencadeiam a acumulacédo de Fe
no corpo, como é o caso da hemocromatose e da talassemia. Estudos in vitro demonstram que o Fe
promove a diferenciagdo dos osteoclastos, inibe a diferenciacéo e a atividade dos osteoblastos, e pode
levar a sua apoptose. O excesso deste metal inibe o crescimento de cristais de hidroxiapatite, alterando
sua cristalinidade [23]. O efeito prejudicial do excesso de Fe na homeostasia 6ssea pode se manifestar
de diferentes modos, incluindo baixa densidade mineral dssea, osteoporose ou osteopenia, assim como
alteracdo da microarquitetura e biomecénica. O efeito da deficiéncia de Fe na saude Gssea € menos
evidente, mas alguns estudos sugerem que essa condigdo também esta associada a 0ssos enfraquecidos.
Assim sendo, a homeostasia dssea requer niveis 6timos, ou seja, hdo muito baixos, nem muito altos, de
Fe [39].

A intoxicacdo cronica do Fe é normalmente associada a doencas genéticas e metabdlicas,
transfusGes de sangue seguidas ou ingestdo excessiva. Por outro lado, a forma mais grave de deficiéncia
de Fe é a anemia [27]. Os requisitos diarios deste elemento dependem do género e idade do individuo.

Devido as perdas de Fe durante a menstruacdo, as mulheres nos seus anos reprodutivos necessitam de
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guantidades superiores deste elemento. Deste modo, a ingestdo diaria recomendada (IDR) para
mulheres entre os 11 e os 50 anos é de 18 mg por dia, enquanto nos homens com idades superiores a

19 anos é de 10 mg por dia [29].

4.3 Niquel

O niquel (Ni) é um elemento ubiquo e tem uma concentragdo média de 75 mg/Kg na crosta
terrestre. Este metal é relativamente toxico e esta muito difundido no meio ambiente. O Ni entra no
ambiente através de 2 vias principais: naturais, através do desgaste dos minerais e das rochas e das
emissdes geoquimicas, e através de atividades antropogénicas, como as emissdes industriais e
automoveis [40]. Este elemento metalico é atualmente utilizado em mais de 3000 ligas metalicas [23].
As ligas metalicas de Ni sdo conhecidas e usadas desde h& milhares de anos, mesmo antes da

identificacdo do Ni como elemento metalico [9].

As principais vias de exposicdo a este elemento ocorrem através da inalacdo, ingestdo, e da
absorcdo dérmica [41]. As criancas, e em menor grau os adultos, podem ser expostos através da ingestao
da terra. As plantas sdo a principal fonte alimentar de Ni, enquanto os animais sdéo uma fonte pobre
deste metal [9]. O Ni esta presente em muitos alimentos como, feijées, chocolates, soja, lentilhas,
ervilhas verdes, aveia, trigo sarraceno, cevada e milho. As nozes, como as améndoas e as avelas, séo
das melhores fontes deste elemento metélico [42]. O consumo de &gua também contribui

consideravelmente para a exposicdo a este metal.

O Ni, no corpo humano, tem tendéncia a acumular-se nos rins, 0ssos e na glandula da tireoide
[9]. Relativamente ao impacto deste metal na satde dssea, estudos in vitro demonstraram que elevadas
concentragdes de Ni inibem a atividade da fosfatase alcalina e, consequentemente, inibem a
mineralizacdo 6ssea. Ndo existem relatos na literatura sobre os efeitos do envenenamento por Ni no

0ss0 humano ou em modelos experimentais in vivo [23].

Os efeitos da intoxicacdo e exposi¢cdo ao Ni incluem, dermatite, alergias de pele, fibrose
pulmonar, e doencas cardiovasculares e dos rins [23]. Apesar de seu potencial de envenenamento, o Ni
desempenha um papel fundamental nos organismos vivos, revelando sua natureza de dupla face, como
elemento essencial e toxico. Experiéncias realizadas em modelos de animais demonstraram que o Ni
pode ser benéfico, sendo mesmo essencial, para a funcéo reprodutiva ideal, composicao e rigidez 6ssea,
metabolismo energético e funcédo sensorial [41]. O requisito diario de ingestdo deste metal em humanos,

baseado em estudos com animais, devera ser inferior a 100 pg/dia [43].
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4.4 Cobre

O cobre (Cu) esta amplamente distribuido nos tecidos bioldgicos, onde ocorre principalmente
sob a forma de complexos organicos, muitos dos quais sao metaloproteinas e funcionam como enzimas.
As enzimas de Cu estdo envolvidas em varias reacdes metabolicas, como a utilizagdo do oxigénio
durante a respiracao celular, e também na sintese de compostos essenciais para os tecidos conjuntivos

do esqueleto e dos vasos sanguineos [44].

O Cu era facilmente encontrado em seu estado metalico em muitas areas do mundo antigo,
nomeadamente na peninsula Ibérica. Este metal era utilizado em joias, utensilios de cozinha, esculturas,
sinos, vasos, amuletos e armas. O Cu tornava-se ainda mais Util misturando-o com outros materiais para

criar uma liga de resisténcia superior e, portanto, mais capaz de resistir a corrosao [45].

As principais fontes alimentares deste metal s&o, o figado e os rins dos animais ruminantes,
marisco, peixe, carnes vermelhas, legumes e nozes [35, 44]. A quantidade de Cu ingerida em alimentos
e agua é relativamente baixa, pelo que a intoxicacdo aguda e cronica deste metal € rara. No entanto, é
possivel ocorrer intoxicacdo resultante da exposicao ao excesso deste metal causada por acidente, risco
ocupacional, contaminacdo ambiental ou, erros inatos do seu metabolismo [46]. A presenca de Cu em
ossadas humanas da antiguidade pode ser associada a uma dieta rica em proteina [9, 35] ou devido a
exposicdo, in vivo, a este metal resultante da exploracdo mineira [47]. No entanto, ¢ um metal muito
sensivel aos efeitos da diagénese, pelo que é possivel ocorrer uma possivel contaminagdo post-mortem

devido a presenca deste elemento no solo [4, 9].

O Cu desempenha uma funcdo importante na regulacdo do crescimento 6sseo e no
desenvolvimento do esqueleto. Este metal aumenta a rigidez dssea e auxilia a manter o estado 6timo de
qualidade Ossea [31]. Este elemento estd intrinsecamente ligado ao metabolismo ésseo, tanto em
condigdes deficientes como toxicas. A deficiéncia de Cu inibe o crescimento Gsseo e promove
mudancas patolégicas caracteristicas da osteoporose. Em condi¢es tdxicas, o excesso de Cu também
pode interferir no metabolismo 6sseo, como mostrado, por exemplo, pela perda generalizada de

densidade 6ssea, raquitismo e osteofitos andmalos em pacientes com doenga de Wilson [36].

Apesar de o Cu ser um elemento essencial, a desregulagdo deste metal, para além do impacto
na salde 6ssea, pode levar ao desenvolvimento de muitos efeitos adversos a salide, nomeadamente,
dano nos rins e ao figado, anemia, imunotoxicidade e toxicidade no desenvolvimento [48]. A dose diéria

recomendada deste elemento é de 0,9 mg/dia [49].
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4.5 Zinco

O zinco (Zn) é um elemento trago ubiquo. E um dos elementos traco mais importantes do corpo,
e é indispensavel para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos, plantas e animais. Este
metal esta presente em elevadas concentragfes em todos os tecidos e secre¢des do corpo humano, com
85% localizado nos musculos e 0ssos, 11% na pele e no figado, e o restante em todos os outros tecidos,
verificando-se as concentragdes mais elevadas na prostata e em certas regides do olho [50]. O Zn é um
constituinte de mais de 200 enzimas, e desempenha um papel importante no metabolismo dos acidos
nucleicos, replicacdo celular, e na reparacao de tecidos, através da sua funcéo nas polimerases de acidos
nucleicos. Este elemento também possui muitas interagdes importantes com as hormonas, e

desempenha um papel na producdo, armazenamento, e secrecdo de hormonas individuais [29].

As fontes mais ricas de Zn sdo o marisco (ostras, lagostas e caranguejos), bifes, e outras carnes
vermelhas. As aves, 0vos, queijos duros, legumes, nozes, e 0s cereais integrais, sdo também boas fontes
[29, 51, 52]. A presenca de Zn em ossadas humanas é assim considerada um indicador de uma dieta
rica em proteina animal, apesar de existirem quantidades significativas deste elemento nas nozes e
cereais, e quantidades reduzidas nos peixes marinhos [51, 52]. Estudos comparativos demonstram
concentragdes superiores deste elemento em 0ssos de animais carnivoros em relagdo aos herbivoros
[35]. Assim sendo, a concentragdo de Zn em 0ssos humanos, ao contrario do Sr, aumenta com 0
consumo de proteina animal e diminui com o aumento do consumo de vegetais [53]. O Zn também

aparenta ser um elemento pouco sensivel aos efeitos da diagénese [9].

O Zn é necessario para o crescimento, desenvolvimento, e manutengao de 0ssos saudaveis. O
atraso no crescimento 6sseo é frequentemente observado em vérias condi¢Ges associadas a deficiéncia
de Zn na dieta alimentar. O Zn aparenta possuir um papel importante na regulacdo da homeostase 6ssea,
uma vez que foi demonstrado que possui um efeito estimulador na formag&o 0ssea osteoblastica e inibe

a reabsorcdo Gssea osteoclastica. Este metal contribui assim para o aumento da massa dssea [54].

As principais caracteristicas clinicas da deficiéncia severa de Zn em humanos sdo, atraso no
crescimento, atraso na maturacdo sexual e esquelética, o desenvolvimento de dermatite, diarreia,
alopecia, diminuicdo do apetite e o surgimento de alteragbes no comportamento. Por outro lado, a
intoxicacdo aguda por Zn é pouco comum, mas 0s sintomas incluem nauseas, vomitos, diarreia, febre e
letargia. A exposic¢do cronica a elevadas doses de Zn, substancialmente acima dos requisitos, resulta em
interferéncia no metabolismo de outros elementos trago [44]. O requisito minimo diario de ingestdo
deste elemento essencial é de 12 mg, no entanto, sdo necessarios 15 mg para aumentar a densidade

Ossea [31].
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4.6 Arsénio

O arsénio (As) é um elemento ubiquo que é detetado em baixas concentragdes em praticamente
todas as matrizes ambientais. A poluicdo ambiental causada pelo As ocorre como resultado de
fendmenos naturais como erupgdes vulcanicas, erosdo do solo e atividades antropogénicas [18]. Este
metaloide ¢ uma substancia que, ao longo da histdria, era bem conhecida pelos “curadores” e pelos
“envenenadores”. Uma vez que, em certas culturas da antiguidade, este elemento era utilizado na
medicina, e também como um potente veneno para matar reis e imperadores, dai também ser conhecido

como o “Veneno dos Reis” [55].

A exposicdo ao As ocorre por via oral (ingestdo), inalagdo, contacto dérmico, e por via
parenteral, em certa extensdo. A dieta, para a maioria dos individuos, é a maior fonte de exposicao deste
elemento, com uma ingestdo média de 50 ug por dia [18]. Embora o marisco seja uma das principais
fontes alimentares de exposicao devido aos altos niveis de arsenobetaina (forma organica ndo-toxica de
As), as frutas, e graos, principalmente o arroz, estdo entre as principais fontes alimentares de exposi¢cdo
a As inorganico [56]. A exposicao através do ar, agua e do solo é normalmente de menor dimenséo, no
entanto, a exposi¢do a esses meios pode se tornar significante em &reas contaminadas por este elemento.
Trabalhadores que produzam ou usem compostos de As podem estar sujeitos a niveis substancialmente

mais elevados deste elemento [18].

A presenca de As em ossadas humanas de periodos pré-histéricos pode ter assim diversas
causas. A incorporacao desse elemento pode ocorrer predominantemente in vivo, através de uma dieta
rica em alimentos marinhos, consumo de agua contaminada, ou como resultado da poluigdo ambiental
causada pelas atividades antropogénicas. A ocorréncia de contaminacdo post-mortem, devido a

ocorréncia da diagénese, também é possivel [57].

Os sintomas de intoxicagdo por As podem depender da dose total. A intoxicacdo aguda causa
doencas gastrointestinais, renais e hepaticas, além de toxicidade do miocardio e, nos casos mais
extremos, faléncia do tronco cerebral. A intoxicacdo cronica geralmente induz neuropatia periférica,
lesbes cutaneas, doencas respiratorias, doengas cardiovasculares e também pode causar bécio, diabetes

mellitus e cancro de pele, pulmdes, rins, bexiga e figado [57].

O As tem a habilidade de se acumular nos tecidos moles (figado, baco e trato gastrointestinal)
e nos tecidos duros (0ssos). Durante a acumulacao 6ssea, 0 As compete com o grupo fosfato dos cristais
de hidroxiapatite, formando arseniato de apatita (Cas(AsO,);OH) e provavelmente outros cristais de
arseniato de célcio. Os ensaios clinicos epidemioldgicos tém demonstrado associacdo entre 0
envenenamento por As e a doenca de Paget, o qual é causada por um desequilibrio na remodelacéao
Ossea. Esse desequilibrio é gerado devido a um aumento inicial da reabsorcao seguida de uma formacéo

Ossea excessiva, 0 que origina dor, aumento da taxa de fraturas, e deformacdes Osseas [23].
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O As é considerado um elemento ndo essencial [32]. Atualmente ndo esta estabelecido nenhum
requisito diério de ingestdo deste metal no entanto, se esse valor existir, alguns estudos sugerem que

provavelmente devera ser de 20 pg por dia. Esse valor é facilmente obtido na maioria das dietas [44].

4.7 Bromo

O bromo (Br) é um elemento que a temperatura ambiente se encontra no estado liquido. Este
liguido tem uma cor avermelhada e é instavel, volatil, denso e altamente reativo [32]. Estd amplamente
disponivel no meio ambiente, nomeadamente na 4gua do mar, onde se encontram 99% das reservas
deste elemento. O contelldo em Br nos rios e na crosta terrestre é consideravelmente inferior. Assim
sendo, diversos investigadores explicam a variacdo de Br nos tecidos humanos como um indicador da
proporc¢ao relativa de alimentos marinhos consumidos. Tanto o consumo de alimentos marinhos ou de
plantas e/ou animais que habitem em proximidade de uma fonte maritima de Br, podem ser assim
responsaveis pelos elevados contetdos deste elemento nos tecidos humanos, nomeadamente nos 0ssos.
Os alimentos de origem maritima como os peixes, algas e, marisco, aparentam ser fontes ricas de Br

[58]. As nozes e os grdos também demonstram ser uma fonte rica deste hal6geno [59].

Atualmente, ndo existe consenso sobre se 0 Br é necessario para manter uma boa nutri¢ao ou
funcdo humana saudavel [43]. O Br ¢é altamente toxico e em pequenas quantidades (10 pg/g), tanto por
via dérmica como inalado, pode causar problemas imediatos de satde ou morte. E muito irritante tanto
para os olhos como para a garganta, e em contacto com a pele ocasiona inflamages dolorosas [32]. O
consumo médio diéario deste elemento é de 2 a 8 mg, no entanto, ndo estd definido nenhum requisito
diario [59].

4.8 Estroncio

O estréneio (Sr) é um elemento omnipresente no meio ambiente. Embora o Sr ndo seja
considerado um elemento essencial e ndo possua nenhum papel biolégico conhecido, est4 presente em
todos os organismos vivos [60]. As maiores fontes de exposicdo a este elemento, sdo a comida e a

bebida, e estima-se que sejam ingeridos 1,9 mg deste elemento diariamente [27].

O contetdo de Sr nos 0ssos é considerado um indicador de uma dieta rica em vegetais. As
plantas obtém este elemento a partir do solo, e € assim que o Sr entra na cadeia alimentar. As plantas,
ao crescerem em solos ricos em carbonato, sdo especialmente ricas em Sr [35]. Os animais, incluindo

o0 ser humano, obtém este elemento através do consumo de plantas e outros animais, no entanto, a

20



presenca deste elemento vai-se reduzindo ao longo dos niveis tréficos. As plantas contém quantidades
superiores de Sr comparativamente com os animais e, dentro dos mamiferos, os herbivoros apresentam
os niveis mais elevados. Assim sendo, no ser humano, a quantidade de Sr nos 0ssos aumenta com o
consumo de vegetais, e diminui com o aumento do consumo de proteina animal [53]. O Sr é muito
abundante nas especiarias, nos vegetais verdes, nas raizes, nos cereais, nos feijoes, nos graos, nas
ervilhas, e nas lentilhas. O consumo de alimentos do mar também podera contribuir para o aumento das
concentragdes de Sr nos 0ssos, Visto que este elemento é abundante nos oceanos [35]. No entanto,

existem autores que refutam essa premissa [61].

O Sr é provavelmente um elemento traco nao essencial, no entanto, alguns estudos demonstram
gue este elemento é capaz de influenciar a remodelacdo 6ssea, e tem sido aplicado sob a forma de
ranelato de estréncio no tratamento terapéutico da osteoporose [62]. Estima-se que 99% do Sr em
organismos vertebrados se acumule na componente inorganica dos 0ssos. Como a estrutura do Sr é
similar a do calcio, os ides Sr?* sdo incorporados ante-mortem nos tecidos duros e substituem os ides
Ca?* na hidroxiapatite. Atualmente o papel do Sr no metabolismo 6sseo normal ainda ndo é muito

conhecido, assim como nas doencas 0sseas [4, 35, 62].

4.9 Cadmio

O cédmio (Cd) é um metal pesado que origina preocupagdes ambientais e ocupacionais
consideraveis. Estd amplamente distribuido na crosta terrestre com uma concentracdo média de 0,1
mg/Kg [18]. Ao contrério de outros metais pesados, como o Pb e Hg, utilizados desde os tempos antigos,
0 Cd foi refinado e usado apenas a partir do século XIX. Deste modo, estudos com este metal revelam
gue a exposicdo a Cd em popula¢Bes da antiguidade era, em geral, muito inferior as populacdes

contemporaneas [63].

Atualmente, a exposi¢do ao Cd ocorre através de diversas fontes nomeadamente, no uso deste
metal nas indUstrias metalUrgicas primarias, na ingestdo de comida contaminada, no fumo de cigarros,
e trabalhando em locais contaminados com este elemento. A absorcdo através da pele € rara [18]. A
exposicdo crénica por inalacdo a particulas de Cd esta geralmente associada a alteragBes na funcéo
pulmonar e nas radiografias do torax, que sdo consistentes com a ocorréncia de enfisema. A exposicao
no local de trabalho a particulas deste metal no ar é associada a reducdes na funcéo olfativa [18]. O Cd
esta presente em quantidades traco em certos alimentos, como os vegetais com folha, batatas, graos,

sementes, figados, rins, crustaceos e moluscos [64].

O Cd é o metal pesado mais conhecido pelos seus efeitos toxicos nos ossos. A doenca de Itai-

Itai, por exemplo, é uma doen¢a musculo-esquelética causada pela acumulacdo de Cd nos 0ssos. Esta
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doenca foi pela primeira vez descoberta no Japdo, em residentes que habitavam perto de um rio poluido
com este metal [22]. Individuos com nefropatia (les@o renal) por Cd severa podem ter calculo renal,
popularmente conhecido como pedra no rim, e exibir uma perda excessiva de calcio na urina. Com
exposicdo cronica, o calcio urinario pode eventualmente diminuir até atingir niveis inferiores aos
normais. Esta perda de calcio vai provocar alteracdes no esqueleto, nomeadamente osteomalacia e

osteoporose [44].

O mecanismo do efeito prejudicial do Cd no esqueleto ndo é totalmente compreendido. Um
estudo in vitro demonstrou que uma maior exposi¢do de células humanas, semelhantes a osteoblastos,
a este metal, induz disrupgéo cito esquelética e apoptose celular acelerada [65]. In vivo, o Cd inibe a
formacdo de o0sso e estimula a reabsorcdo GOssea, mesmo em concentracdes moderadas. Em

concentracdes toxicas, este elemento quebra a matriz de colagénio e inibe a sua mineralizagdo [30].

O Cd ¢ considerado um elemento ndo essencial. Atualmente ndo estd estabelecido nenhum
requisito diario de ingestdo deste metal no entanto, se esse valor existir, alguns autores sugerem que
provavelmente ndo sera superior a 5 pg/dia. O consumo tipico diario deste elemento é de 10 a 20 pg/dia
[66].

4.10 Mercurio

O mercdrio (Hg) é um metal pesado que pertence aos elementos de transicdo da tabela
periédica. Este metal € um poluente e uma substancia altamente tdéxica muito difundida no meio
ambiente, que induz graves alteracGes nos tecidos do corpo e causa uma vasta gama de efeitos adversos
a satde. E um elemento Gnico no sentido de que é encontrado na natureza em 3 formas quimicas
diferentes (elementar, inorgénico e organico), cada uma com o seu perfil proprio de toxicidade. Essas
formas incluem vapor de Hg metalico ( Hg®), Hg inorganico ( Hg'*), mercdrico ( Hg?*), e compostos
organicos de Hg [18]. Nem todas as formas de Hg podem entrar facilmente no corpo humano, mesmo
que estejam em contacto com a pele. As formas mais perigosas, do ponto de vista toxicoldgico, sdo a

forma metélica, as forma inorgénicas bivalentes, e os compostos de metilmercurio [3].

Como este metal € ubiqguo no meio ambiente, o ser humano, as plantas, e 0s animais, nao
conseguem evitar exposicdo as diferentes formas de Hg. As principais formas de exposicdo na
populacdo geral sdo o metilmercdrio presente no peixe, 0 Hg inorgénico dos alimentos, e os vapores de
Hg metélico das restauragdes de amalgamas dentarias [67]. O metilmercurio derivado do consumo de
peixe, apos ser absorvido pelo organismo, tem uma reduzida taxa de excre¢do. A maioria € absorvida e

acumulada nos rins, no tecido neuroldgico, e no figado [18].
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O Hg foi deliberadamente explorado pelo homem, inconsciente da sua natureza perigosa, desde
0s tempos pré-industriais [68]. A presenca de elevados niveis deste elemento em ossadas humanas pré-
histdricas, pode dever-se a exposi¢do de Hg in vivo, através da exploracdo mineira, processamento e/ou
uso de cinabrio. O cinabrio € um mineral que foi utilizado em culturas pré-historicas, nomeadamente
na Peninsula Ibérica durante a idade do Cobre e do Bronze, como pigmento, para decoracdo corporal,
arte rupestre, ou em ceramicas. Este minério também seria utilizado como oferta ou conservante em

praticas de sepultamento, e para fins medicinais [69].

Uma vez absorvido pelo corpo, o Hg é incorporado nos tecidos moles e nos 0ssos através da
circulagdo sanguinea. Nos 0sso0s, este metal provavelmente é incorporado nos grupos tiol do aminoacido
cisteina do colagénio [68]. No entanto, atualmente existe uma falta de conhecimento sobre os efeitos

do Hg no metabolismo 6sseo [70].

Todas as formas de Hg sdo toxicas, e os seus efeitos incluem toxicidade gastrointestinal,
neurotoxicidade, e nefrotoxicidade [18]. Os sintomas de envenenamento por Hg incluem a cegueira,
surdez, danos cerebrais, problemas digestivos, danos renais, falta de coordenacédo e disturbios mentais
[40]. Deste modo, os especialistas da OMS recomendam que a ingestdo total de Hg semanal ndo deve

ser superior a 5 ug/Kg de peso corporal, e ndo mais que 3,3 ug/Kg por semana de metilmercdrio [44].

4.11 Chumbo

O chumbo (Pb) é um metal que esta presente em reduzidas quantidades na crosta terrestre [18].
Desde a pré-histéria que o Pb é dos metais cujos ciclos naturais sdo mais afetados pelas atividades
humanas, aumentando dramaticamente as suas emissfes para atmosfera, solos e corpos de agua. O Pb
foi amplamente e deliberadamente explorado pelo homem em tempos pré-industriais, sem conhecer sua
natureza perigosa, como ferramentas, utensilios de cozinha e medicamentos. Na peninsula Ibérica, este

metal tera sido extraido pelos fenicios, no Il Milénio A.N.E., e, posteriormente, pelos romanos [63, 68].

A exposicdo ao Pb ocorre principalmente, através de inalacdo de particulas de poeiras
contaminadas por este metal ou aerossois, e ingestdo de alimentos, agua e tintas contaminadas também
por este elemento [18]. O péo, os cereais, e as bebidas, sdo os alimentos responsaveis, tipicamente, por
cerca de 35% do consumo diario de Pb, sendo o restante derivado de uma variedade de outros alimentos
[44]. A presenca deste metal em ossadas humanas pré-historicas pode refletir as condi¢cdes ambientais
e a poluicdo in vivo a que uma populacéo esteve sujeita [9]. No entanto, a contaminacéo post-mortem

deste elemento também € possivel ocorrer, devido & ocorréncia da diagénese [4].

A maior parte do Pb é acumulada nas estruturas 6sseas. Num individuo, o processo de

acumulacdo de Pb inicia-se ainda durante a gestacdo, uma vez que este metal consegue atravessar a
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placenta materna e acumular-se no esqueleto do feto. A acumulacéo de Pb no esqueleto continua até o
individuo possuir idade avancada. Estima-se que, num individuo com 80 anos, 96% do Pb esteja
armazenado no esqueleto. Assim sendo, o Pb presente nos 0ssos € um bom marcador da exposi¢ao

crénica a este elemento [36].

Estudos clinicos demonstram que a acumulacéo de Pb no corpo tem efeitos negativos nos 0ssos
nomeadamente, através da diminuicdo da largura dos 0ssos corticais e da densidade éssea, e do aumento
do risco de fratura [71]. Estudos in vivo demonstram que o envenenamento por Pb diminui o contetdo

mineral do 0sso e as propriedades mecénicas dos 0ssos longos [72] e mandibulares [73].

O Pb é considerado um elemento ndo essencial [44]. E um metal que causa grandes
preocupacfes de salde publica devido aos seus efeitos tdxicos em reduzidas concentragbes. A
intoxicacdo por este metal resulta em anemia, danos nos rins, e anormalidades no sistema nervoso
central. O requisito diario de consumo deste elemento ndo devera ser superior a 30 ug/dia. O consumo

diario tipico deste elemento é de 15 a 100 pg [43].
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CAPITULO

Técnica Analitica de Fluorescéncia de

ralos-X

A espetrometria por fluorescéncia de raios-X (XRF) é uma técnica que permite identificar e
quantificar a composicao elementar de varios materiais sélidos com o uso de raios-X, permitindo uma
caracterizacdo quimica do material analisado e correlacdo com outras propriedades [74]. Esta técnica

permite quantificar elementos traco presentes numa amostra com quantidades na ordem das pg/g [75].

Esta técnica baseia-se na medicdo das intensidades das emissdes de raios-X caracteristicas de
cada elemento quimico constituinte da amostra. De modo a que esta emissao ocorra, € necessario que a
amostra receba energia suficiente para excitar os eletrGes dos elementos que compdem a amostra, ou
seja, é necessaria uma fonte de excitacdo. Quando os raios-X atingem a superficie da amostra, 0s
eletrbes dos atomos constituintes da amostra sdo ejetados das camadas internas, como consequéncia, 0s
eletrdes das camadas exteriores preenchem as lacunas nas camadas internas. Esta transicao eletrdnica,
decorre simultaneamente com a libertacéo de energia sob a forma de fotGes de raios-X (figura 5.1). A
energia do fotdo de raios-X emitido depende da diferenca entre as energias de ligagdo dos niveis
envolvidos, que é caracteristica para cada elemento, e a intensidade da radiacdo emitida para essa
energia caracteristica, € proporcional & concentragdo do respetivo elemento. Como tal, o valor de
energia caracteristico permite identificar os elementos presentes (analise qualitativa) e a intensidade da

fluorescéncia permite realizar a quantificacdo [27, 74].
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Figura 5.1: O mecanismo da geracao de raios-X caracteristicos. 1 — Fotdo de raios-X incidente interage
com o atomo. 2 — Provoca a ejecdo de um eletrdo da camada K. 3 — Eletrdes das camadas externas (L e
M) transitam para preencher a lacuna criada na camada K. 4 — Emissdo de raios-X caracteristicos
associados as transicGes eletronicas no &tomo. Imagem adaptada da Referéncia [76].

Desde os anos 60 do século passado, que a XRF tem sido utilizada tanto em contextos
arqueoldgicos como forenses. Em arqueologia, é util no estudo das concentracGes elementares de 0ssos
de diferentes idades e condicdes, e para avaliar 0s processos de diagénese e de fossilizacdo [77]. O
apelo desta técnica na andlise de espécimes arqueoldgicos deve-se & sua notdvel combinagdo de

vantagens préaticas e economicas [78]:

-Técnica ndo destrutiva. Na grande maioria dos casos, as amostras analisadas ndo sdo

destruidas ou alteradas devido a exposigéo de raios-X.

-Preparacdo minima. Muitas amostras podem ser examinadas com pouco ou nenhum pré-
tratamento. Embora seja melhor lavar qualquer sedimento de amostras arqueoldgicas, foi demonstrado
que, se o sedimento for minimo e o artefacto ndo tiver sido submetido a calor tdo elevado que derreta
alguma matriz de sedimentos na amostra, a limpeza vigorosa ndo é necessaria. Isto deve-se ao facto de

o0 volume total analisado da amostra ser muito superior a contaminagao superficial [78].
-Técnica rapida. A XRF permite determinar as composi¢6es quimicas em segundos.

- Uso facil. Os instrumentos modernos sdo executados sob um software de interface grafica que

lida facilmente com a configuracdo da medigao e o célculo dos resultados.

-Custo-beneficio. Uma vez que ndo € necessaria uma preparagao das amostras mais exigente,

como ocorre na maioria das analises destrutivas, o custo por amostra é significativamente reduzido [78].
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Nesta dissertacdo foi utilizada uma configuragdo de XRF, denominada de micro fluorescéncia
de raios-X com geometria convencional (u-XRF). Esta configuragdo consiste num equipamento de
bancada com micro-feixe e que permite analises sob vacuo, que sdo fundamentais para a detecdo de
elementos mais leves [3]. Antes de descrever mais detalhadamente esta geometria, € relevante descrever

as principais caracteristicas dos raios-X, de modo a facilitar a sua compreensao.

5.1 Producéo de raios-X

Os raios-X fazem parte do espetro da radiacdo eletromagnética, com um comprimento de onda
mais curto que o da luz visivel, na ordem dos 10~8 a 10712 m, e com valores de energia tipicamente

entre 0,12 a 129 keV [79]. Os raios-X podem ser produzidos por 2 mecanismos:

a) Desaceleracédo de particulas carregadas. Neste caso, a radiacdo emitida é denominada de
Bremsstrahlung, também conhecida por radiacdo continua. A palavra Bremsstrahlung é de origem
alemd, brems significa travagem, enquanto strahlung significa radiagdo. A producdo destes raios-X
ocorre quando eletrbes ou outras particulas com carga, como os protées e as particulas alfa, sdo
acelerados em dire¢do a um nucleo atdmico e sdo defletidos devido ao campo elétrico do ndcleo. Esta
desaceleracdo origina uma perda na energia cinética da particula carregada, que resulta na emissdo de
energia eletromagnética na forma de raios-X. A mudanca na energia é variavel e, como tal, multiplas
particulas carregadas produzem um espetro de raios-X com diferentes valores de energia, obtendo-se
assim um espetro continuo de energia, semelhante ao espetro presente na figura 5.2. A radiagdo
Bremsstrahlung foi descoberta por Wilhelm Réntgen em 1895, que foi o primeiro a descobrir os raios-
X [79, 80, 81].

Intensidade

dos raios-X

Bremsstrahlung

K

»

Energia do fotdo (keV)

Figura5.2: Espetro de energia continua (genérico) resultante da desaceleracdo de particulas carregadas.
Imagem adaptada da Referéncia [79].
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b) Transicdes eletronicas nas camadas internas de um atomo. Esta situagdo ocorre quando
um eletrdo é ejetado do 4&tomo (ou capturado pelo ndcleo) e outro eletrdo de uma camada eletrénica
mais externa preenche a lacuna deixada pelo eletrdo ejetado. Nesta transicdo eletronica, a energia
perdida € libertada como um raio-X com um valor fixo de energia especifico [79, 80]. Esta radiacdo
denomina-se por fluorescéncia e a energia resultante, E, depende do nimero atdmico do atomo que a

emite, segundo a lei de Moseley [27]:
E = ki(Z —ky)? (5.1)

em que k;, e k, sdo constantes especificas de cada uma das linhas espetrais envolvidas, e Z corresponde

ao numero atdmico do atomo.

Geralmente, neste processo ocorre uma cascata de transi¢cGes eletronicas das camadas
eletronicas externas, uma vez que o preenchimento de uma lacuna pela transicdo de um eletrdo numa
camada externa para uma camada mais interna ira dar origem a outra lacuna na camada mais externa.
Como tal, a radiacdo eletromagnética emitida é caracterizada por um conjunto de linhas espetrais de
energias discretas (figura 5.3), que resultam de transi¢des eletronicas entre as diferentes camadas do
atomo [80].

Intensidade

dos raios-X
Radiagdo carateristica

»

Energia do fotdo (keV)

Figura 5.3: Espetro de energia discreta (genérico) resultante das transicdes eletronicas num atomo.
Imagem adaptada da Referéncia [79].

As transicOes eletronicas sdo identificadas pela letra correspondente a camada (K, L, M, etc.)
na qual est& presente, antes da transicdo, a lacuna, e por um subscrito (o, B, v, etc.), para identificar as
séries de camadas eletrénicas mais externas, a camada a partir da qual o eletrdo inicia a transi¢do. Na

figura 5.4, estdo presentes exemplos de transi¢Bes eletrénicas que ocorrem num atomo. Os espetros
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dessas linhas discretas de energia de radiacdo eletromagnética sdo caracteristicos dos elementos dos

quais se originam [80].

o

N
|

n=4
(Camada N)

n=3
« Sériem  (CamadaM)

——————

n=2
(Camada L)

{

Série L
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—
Série K

n=1
(Camada K)

Figura 5.4: Diagrama de niveis eletronicos e principais transi¢cdes de raios-X. Imagem adaptada da
Referéncia [82].

5.2 TransicOes Radiativas e ndo Radiativas

Foi afirmado na seccdo anterior, que a energia excessiva que um atomo possui apos a remogao
de um eletrdo de uma camada interna, provoca a emissdo de radiacdo caracteristica. Este tipo de
transicdo eletronica, onde ocorre emissdo de um fotdo de raios-X, denomina-se transi¢do radiativa.
Estas transicGes continuam a ocorrer até a lacuna se posicionar na camada mais externa do 4tomo, e
eventualmente ser preenchida por um eletrdo livre do meio, atingindo assim o estado de menor energia
[81]. Por outro lado, 0 &tomo pode atingir o estado de menor energia através da emissao de um eletréo
de um estado menos fortemente ligado. Neste tipo de transicdo, a libertacdo de energia, associada a
movimentagdo do eletrdo proveniente de uma camada mais externa para ocupar a lacuna na camada
interna, pode ser absorvida por um eletrdo de uma camada externa, provocando a sua ejecao, caso a
energia transferida seja superior a energia de ligacdo desse eletrdo. Este processo é denominado de

efeito de Auger ou autoionizacdo. Como neste processo ndo ocorre emissdo de raios-X, ndo é
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diretamente observado no detetor [32]. Na figura 5.5 esta presente um diagrama esquematico em que

estes 2 tipos de transigdes estdo ilustradas.

Fotﬁo\d/e‘/\,l/ ,// - o
raio-X
emitido \

Eletrio emitid | = ‘ L
Eletrdo com energia @ Llcurao-cmilido \ \' ,

elevada

ou

A) N S / Z\ \\‘
o J” \\
[

Eletrdo de Auger emitido

Figura 5.5: Diagrama esquematico que ilustra o processo de emissdo de eletrbes de Auger e de
fluorescéncia de raios-X. (A) Um eletrdo incidente de elevada energia provoca a ejecdo de um eletrdo
de uma camada interna. (B, C) Um eletrdo transita de um nivel de energia elevado para a camada interna
por (B) emissdo de um fotdo de raio-X ou (C) ejecdo de um eletrdo de Auger. Imagem adaptada da
Referéncia [83].

O rendimento de fluorescéncia para uma determinada camada é definido como a razdo entre o
namero de fotdes emitidos e o nimero de lacuna criadas nessa mesma camada, enquanto o rendimento
do efeito de Auger define-se como a razéo entre o numero de eletrdes de Auger emitidos e o nimero de
lacunas criadas [32]. Estes 2 processos sdo mutuamente exclusivos, o que implica que a sua soma
totalize 100%. A probabilidade de ocorréncia destes 2 processos, depende do nimero atémico do
elemento. Na figura 5.6, estdo representados graficamente os rendimentos de fluorescéncia e do efeito
de Auger em fungdo do nimero atémico (Z) do elemento, para lacunas presentes na camada K. Tal
como se pode visualizar, o efeito de Auger é mais provavel para elementos com menor nimero atémico,
uma vez que, quanto menor a diferenca de energia entre 0s niveis energéticos envolvidos, maior a
probabilidade de ocorréncia deste processo. Por outro lado, as transi¢fes radiativas sdo mais provaveis
de ocorrer para elementos de elevado nimero atomico. Como o rendimento de fluorescéncia é muito
reduzido para elementos de baixo nimero atomico, as técnicas de fluorescéncia de raios-X sdo pouco

sensiveis para esses elementos [81].
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Figura 5.6: Rendimento de fluorescéncia e de efeito de Auger em funcdo do nimero atébmico de um
atomo, para lacunas existentes na camada K. Imagem adaptada da referéncia [84].

5.3 Interacdo com a matéria

Quando um feixe de raios-X atravessa um meio, € sujeito a atenua¢do ou perda de intensidade.
Por outras palavras, alguns fotGes sdo removidos do feixe. Esta atenuagdo pode dever-se a absor¢ao ou
dispersao de fotdes pelo meio. Na absorc¢do, a energia dos fotdes é completamente transferida para os
atomos, enquanto na dispersdo, a direcdo do feixe de raios-X ¢ alterada, podendo ocorrer também uma
alteragdo na sua energia. Os processos de interacdo dos fotdes com os atomos do meio, dependem da
energia do feixe e das caracteristicas dos atomos do meio [85].

A atenuacdo da intensidade de um feixe em funcéo da espessura de um material absorvedor, é
descrita pela lei de Lambert-Beer:
L= 1Ie™H* (5.2)

em que, I, € a intensidade transmitida pelo material absorvedor, I, é a intensidade inicial do feixe
incidente, u corresponde ao coeficiente linear de atenuagéo total (cm™1), e x é a espessura do material
absorvedor (cm). O coeficiente linear de atenuacéo total, u, descreve a fracao de raios-X incidentes que
sdo absorvidos ou dispersos por unidade de espessura do absorvedor [85]. Pode ser obtido através da
seguinte expressao:

N -
u= p%atot (cm™) (5.3)
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em que, p, representa a densidade do material absorvedor, Ny4;,, 0 nimero de Avogadro, A, corresponde
ao nimero de massa, e g;,:, € a sec¢do eficaz total. A seccdo eficaz total, a;,;, resulta da soma das
seccOes eficazes de todas as interagdes possiveis, nomeadamente, o efeito fotoelétrico, dispersao de
Compton, dispersdo de Rayleigh, e a producgdo de pares. Como a sec¢éo eficaz total esta relacionada
com 0 nimero atdbmico do material absorvedor, o coeficiente de atenuacdo linear total vai ser

influenciado pelo seu valor [85, 86].

Em suma, os fatores do meio que afetam a atenuacdo do feixe de raios-X, sdo: a espessura,
densidade, e nimero atbmico do material absorvedor [87]. Para além destes fatores, a energia do feixe
incidente também esté relacionada com a propria atenuacao do feixe. De modo a compreender a relacao
entre a energia do feixe e a atenuacdo a que este fica sujeito, é importante compreender as interacoes
béasicas entre os fotdes de raios-X e a matéria, nomeadamente o efeito fotoelétrico, o efeito de Compton,

e a dispersdo de Rayleigh.

5.3.1 Efeito fotoelétrico

No efeito fotoelétrico, o fotdo incidente interage com um atomo e ejeta um dos eletrdes ligados.
O fotdo desaparece ao transferir toda a sua energia para 0 atomo. Parte dessa energia € usada para

superar a energia de ligacdo do eletrdo, e a restante € convertida em energia cinética do eletrdo, Ej, :
Ek = hv — Eb (54)

onde, hv é a energia do fotdo incidente e E,, é a energia de ligacdo do eletrdo. Para o efeito fotoelétrico

ocorrer, a energia do fotdo incidente tem de ser superior & energia de ligacdo do eletréo ligado [85].

A probabilidade de um fotdo originar um efeito fotoelétrico depende fortemente da sua energia
incidente, E = hv, e do nimero atémico, Z, do material absorvedor. A probabilidade de a interacdo
fotoelétrica ocorrer € maior quando a energia de fotdo incidente é ligeiramente superior a energia de
ligagéo do eletrdo. A probabilidade de ocorréncia desta interacdo varia com a energia do fotdo
aproximadamente como 1/E3, e varia com o nimero atdbmico aproximadamente como Z3. Como tal,

este processo é dominante para baixas energias do fotdo incidente [85, 87].

O efeito fotoelétrico estd associado a ocorréncia de emissao de radiagdo fluorescente, uma vez
que podem ser criadas lacunas nas camadas eletrénicas mais internas (camadas K e L). A ocorréncia
deste processo é assim do nosso interesse, de modo a ser possivel detetar as radiacdes caracteristicas

dos elementos quimicos presentes na amostra.

32



5.3.2 Dispersao de Compton

Na dispersdo de Compton, também conhecida como dispersdo inelastica, um fotdo incidente,
com energia hv, interage com um eletrdo fracamente ligado (ou “livre”) de uma camada exterior, e
transfere parte da sua energia. O fotdo é disperso com uma energia inferior, hv', e segundo um angulo
6, e 0 eletrdo ¢ ejetado com um angulo ¢, relativo & diregdo de incidéncia do fotdo, tal como se pode
visualizar na figura 5.7. Da conservagdo da energia e do momento, é possivel obter a seguinte expressdo
[85]:
hv

W = —— (5.5)

+moc2(1—cose)
com m,c? = 0,511 MeV, que corresponde a energia de repouso do eletrio.

Com o aumento da energia de incidéncia do fotdo, a probabilidade de ocorrer esta dispersédo
diminui. No entanto, como a diminui¢do da probabilidade de ocorréncia do efeito fotoelétrico é mais
acentuada, a dispersdo de Compton torna-se 0 modo de interagcdo dominante. Esta interacdo é
independente do numero atémico do meio [85, 87], e ndo contribui para a identificacdo da amostra no

XRF, e induz o aumento do fundo do espetro [88].

Eletrao de Compton

Eletrdo "livre"

hv (fotdo incidente) 7
AAAAAAAAAAAP-

In’ (fotao disperso)

Figura 5.7: lustracdo do efeito de Compton. Imagem adaptada da Referéncia [85].
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5.3.3 Dispersao de Rayleigh

A dispersdo de Rayleigh, ilustrada na figura 5.8, refere-se a dispersdo elastica de um feixe de
fotdes pela matéria, ndo ocorrendo transferéncia de energia para o meio. O fotdo incidente interage com
os eletrdes ligados do atomo como um todo. Os eletrdes ficam temporariamente em movimento (ou
oscilagdo) devido ao campo eletromagnético do fotdo, e retornam ao estado original ao emitirem um
fotdo com a mesma energia do fotdo incidente. Neste processo, a energia do fotdo incidente é demasiado
reduzida para libertar qualquer eletrdo da sua camada. O fotéo disperso é emitido segundo um angulo

reduzido relativamente ao fotdo incidente [85].

A probabilidade de ocorrer dispersdo elastica € maior quando a energia do fotdo é muito
reduzida, e quando o numero atdmico dos elementos presentes no meio é muito elevado [85]. A
dispersdo de Rayleigh, a semelhanca da dispersdo de Compton, ndo contribui para a identificacdo da

amostra e aumenta o fundo do espetro [88].

Figura 5.8: llustracdo da dispersdo de Rayleigh. Imagem adaptada da Referéncia [85].

5.3.4 Producéo de pares

Nesta interacdo, o fotdo interage com o campo eletromagnético do nicleo e desaparece com a
criacdo de um positrdo e de um eletrdo. Esta reacdo é um exemplo de conversao de energia em massa.
Como a energia de repouso do eletrdo ou do positrdo é m,c? = 0,511 MeV, a energia minima para a
producdo de pares é de 1,022 MeV [85]. Visto que, a energia maxima do feixe de raios-X produzido no
tubo é de 50 keV, esta interacdo ndo ocorre nas condi¢Bes experimentais em que foi realizado este
trabalho.
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Estamos agora em condicGes de compreender a relagéo entre a energia de um feixe de raios-X
e a sua atenuacao. Na figura 5.9, estd presente um gréfico do coeficiente linear de atenuacdo total em
funcdo da energia do fotdo, assim como as contribui¢des das componentes individuais de interacdo. Tal
como foi referido previamente, o coeficiente linear de atenuacdo total é proporcional a seccao eficaz
total (expressdo 5.3). O valor da seccéo eficaz total, por sua vez, é dependente das energias dos fotGes,
uma vez que, a probabilidade de ocorréncia dos diferentes processos de interacdo depende da energia
do fotdo incidente. Na figura 5.9 é possivel verificar que o efeito fotoelétrico domina a regido das baixas
energias, o efeito de Compton domina as regifes intermédias, e a producao de pares domina a regido
das energias elevadas. Para energias muito reduzidas, o coeficiente linear de atenuagdo total regista os
valores mais elevados, como tal, um feixe de raios-X com estes valores de energia é mais atenuado

(principalmente devido ao efeito fotoelétrico) [85, 86].
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Figura 5.9: Gréfico do coeficiente de atenuagdo linear total em fun¢do da energia do fotdo incidente,
assim como as contribuicGes das dispersdes de Rayleigh (R), Compton (C), efeito fotoelétrico (PE), e
producdo de pares (PP). Imagem adaptada da Referéncia [85].
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5.4 Fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia

Os espetrémetros sdo, geralmente, divididos em 2 grupos principais: Fluorescéncia de raios-X
por dispersdo em comprimento de onda (WDXRF) e Fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia
(EDXRF). A diferenca entre os 2 sistemas deve-se ao sistema de dete¢do. Nos espetrometros de
WDXREF, ap6s a excitacdo simultanea de todos os elementos da amostra, as diferentes energias da
radiacdo caracteristica emitida da amostra sdo difratadas em diferentes dire¢cbes por um cristal
analisador ou monocromador. O detetor ao ser colocado segundo um determinado angulo, é possivel
medir a intensidade dos raios-X com um determinado comprimento de onda. De modo a ser possivel
medir a intensidade dos diferentes comprimentos de onda, 0s espetrémetros recorrem a um detetor
moével num goniémetro, ou a um conjunto de detetores em posi¢des fixas. Nos espetrometros de
EDXRF, apds a excitacdo dos elementos de uma amostra, um detetor dispersivo em energia em
combinagdo com um analisador multicanal sdo utilizados para, simultaneamente, detetar a radiacédo de
fluorescéncia emitida da amostra, e separar as diferentes energias da radiacdo caracteristica de cada
elemento quimico presente na amostra [89]. Na figura 5.10 encontra-se esquematizado um espetrometro
de EDXRF. A configuracdo de XRF utilizada nesta dissertacdo para anélise de amostras, ou seja, a

micro fluorescéncia de raios-X com geometria convencional, € uma técnica de EDXRF.

A configuracdo de EDXRF utilizada na realizacdo desta dissertacdo tem sido implementada
em estudos arqueoldgicos, nomeadamente na determinagdo de concentragBes de elementos traco em
ossadas humanas, e no mapeamento da distribuicdo espacial desses elementos nos 0ssos [2, 3, 4, 27].
De seguida, os 2 componentes fundamentais de um espetrémetro de EDXRF, a fonte de excitacdo e do

sistema de detecdo, sdo explicados em maior detalhe.

Amostra

Detetor de Si A

Fonte de raios-X |
1l

PC

Amplificador e analisador
de multicanal (MCA)

Figura 5.10: Esquema dos principais componentes de um espetrometro de EDXRF. Imagem adaptada
da referéncia [90].
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5.4.1 Fonte de excitacao

Diferentes tipos de fontes tém sido empregues para a excita¢do dos raios-X caracteristicos dos
elementos de uma amostra. Nomeadamente fontes baseadas em eletrfes, raios-X, radiacéo y, protoes,
e radiacdo do sincrotrdo. Atualmente, a fonte de excitagdo mais comum presente nos espetrémetros de
EDXRF, é a fonte de fotdes de raios-X (figura 5.11). Estas fontes consistem num gerador muito estavel
de alta tensdo, com capacidade de fornecer diferencas de potencial tipicamente de 40-100 kV, e um
tubo de raios-X selado. O gerador cede corrente ao filamento do tubo de raios-X, que é tipicamente uma
bobina de tungsténio. A corrente aplicada provoca o aquecimento do filamento e emissao de eletrdes,
num fenémeno designado por efeito termidnico. Devido a aplicacdo de uma diferenca de potencial entre
o0 cétodo (filamento) e o &nodo, uma porcdo desta nuvem de eletrfes € acelerada em dire¢do ao anodo
metalico do tubo de raios-X. O &nodo é tipicamente um bloco de Cu, arrefecido por 4gua, com um
determinado material alvo cimentado na sua superficie [89]. Os eletr8es acelerados vao interagir com

0 anodo e vai ocorrer producdo de raios-X atraves de 2 eventos [91]:

- A desaceleracdo dos eletrdes provocada pelo campo elétrico das orbitais atdmicas dos

elementos do &nodo. Este evento vai estar na origem da producéo de radiacdo Bremsstrahlung.

- A ionizacdo dos elementos constituintes do anodo, 0 que vai causar a emissdo de radiacao

caracteristica.

De seguida, o feixe de raios-X é ejetado do tubo através de uma janela fina de berilio [89]. Como o
feixe de raios-X é gerado através dos 2 processos acima mencionados, 0 espetro resultante possui uma

componente continua e uma componente discreta [91], tal como é possivel visualizar na figura 5.12.

. Camara de vacuo

Filamento aquecido e
(catodo)

_ Anodo metalico

Feixe de eletrdes

Liquido de refrigeracido

Alvo metalico

Raios-X “Janela lateral

I Diferenca de potencial elevada

Figura 5.11: Esquema de um tubo de raios-X com janela lateral. Imagem adaptada da referéncia [92].
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Figura 5.12: Espetro tipico de um feixe de raios-X a saida de um tubo de raios-X. Imagem adaptada
da referéncia [79].

5.4.2 Detetor

Nos espetrémetros de EDXRF é utilizado um detetor de elevada resolucdo. Nestes detetores, a
energia transportada pela radiacdo, proveniente da amostra, é convertida em formas que podem ser

reconhecidas eletronicamente.

Um detetor de raios-X é um transdutor para a conversdo da energia do fotdo de raios-X em
impulsos de tensdo. O funcionamento destes detetores tem como base o processo de fotoionizagao.
Neste processo, os fotdes de raios-X provenientes da amostra interagem com o material do detetor,
produzindo um ndmero especifico de pares eletrdo lacuna. A corrente produzida por esses eletrfes é
convertida num impulso de tensdo, de modo a que um impulso de tenséo digital seja produzido por cada
fotdo de raios-X incidente [89]. Posteriormente, 0s sinais sdo transmitidos para o pré-amplificador e
amplificador, terminando no analisador multicanal. O analisador multicanal realiza o armazenamento e
contagem do numero de impulsos de tensdo, cuja amplitude se situa dentro de cada intervalo discreto
correspondente a um canal. Deste modo, os impulsos sdo distribuidos pelos canais, e a cada impulso
num canal é atribuido um nimero de contagens que permite a obtencdo de um histograma de contagens

por nimero de canais [91].

Um detetor de raios-X é caracterizado por um conjunto de parametros, nomeadamente [81]:
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- Resolugédo, que define a capacidade de um detetor de distinguir 2 fotdes com energias
semelhantes. Este parametro pode ser medido através da largura a meia altura da linha K, do Mn (full

width at half maximum).

- Eficiéncia, que se refere a quantidade de fotGes que sdo detetados por um detetor, em relacao

ao numero de fotbes emitidos pelo tubo de raios-X.

- Sensibilidade, que corresponde a capacidade de um detetor em produzir um impulso de tensdo

para uma dada energia.

- Taxa de contagens, ou seja, a razdo do numero de fotbes detetados por unidade de tempo.

5.4.3 Micro-Fluorescéncia de raios-X com geometria convencional (u-XRF)

O espetrometro de p-XRF utilizado nesta dissertacdo foi 0 M4 Tornado da Bruker. Este
espetrometro pode ser utilizado para a andlise elementar de materiais e do seu revestimento
(determinacdo da espessura e da composicdo). O M4 Tornado permite realizar uma analise elementar
pontual e mapeamentos da distribuicdo dos elementos ao longo de uma linha (Line scan) ou de uma
area (Mapping) da amostra. Estas tarefas sdo possiveis devido a uma lente policapilar, que permite focar
o feixe de raios-X numa area reduzida da amostra. O M4 Tornado é constituido pelos seguintes

componentes do sistema (ilustrados na figura 5.13) [93]:

- Espetrémetro com cadmara da amostra, componentes de excitacdo (gerador de alta tensdo,
tubo de raios-X, componentes de Otica), componentes de dete¢do (detetor, processamento de sinal),
componentes de visualizagdo e posicionamento da amostra (microscopio 6tico, plataforma X-Y-Z),

eletronicos de controle e circuitos de seguranga.

- Computador com componentes periféricos como monitor, teclado e rato. No computador é
possivel controlar os componentes do espetrémetro, nomeadamente, as condi¢cBes de excitacdo
(parametros do tudo de raios-X, filtros, tempo de exposicao), o detetor, o posicionamento da plataforma
X-Y-Z, e a cdmara (magnificacdo, iluminagdo da cAmara da amostra), através de uma interface gréfica

do utilizador.

- Bomba de vécuo, de modo a ser possivel realizar medi¢fes em condi¢des de vacuo, o0 que

possibilita a detecdo de elementos de baixo nimero atémico.
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Figura 5.13: Componentes do sistema M4 Tornado. Imagem adaptada da referéncia [93].

No espetrébmetro M4 Tornado, o feixe é produzido no tubo de raios-X com o auxilio de
componentes de O6tica ou colimadores. O tubo é alimentado por um gerador de alta tenséo (até 50 kV)
e baixa poténcia (poténcia maxima de 30 W) e é arrefecido por ar. O material do anodo do tubo de
raios-X é o radio (Rh). Apds a interacdo dos eletr6es com o material do anodo, o feixe de raios-X gerado
é ejetado do tubo através de uma fina janela de berilio. Posteriormente, o feixe de raios-X pode interagir
com um filtro, uma vez que neste espetrdmetro existe a possibilidade de selecionar um filtro dentro de
cinco possiveis: trés filtros de aluminio com diferentes espessuras (12,5, 100 e 630 um), um filtro de
aluminio e titanio (Al/Ti — 100/25 um), e um filtro de aluminio, titanio e cobre (Al/Ti/Cu — 100/50/25
um) [93]. Os filtros permitem reduzir a radiacdo de fundo na regido de interesse e eliminar a radiacdo
carateristica do Rh nas baixas energias. O grau de atenuacdo depende do tipo de filtro e da sua espessura
[94].

Tal como foi referido no inicio desta seccdo, o espetrometro M4 Tornado possui uma lente
policapilar [93]. Estas lentes sdo um conjunto de diversos tubos de vidro oco com didametro reduzido
(inferior a 2 um), que permitem a obtengdo de um feixe focalizado com cerca de 25 pm de didmetro
para a energia do Mo, através de sucessivas reflexdes totais do feixe nos tubos. De modo a que o feixe,
proveniente do tubo de raios-X, se propague ao longo dos capilares por reflexdes totais externas, é
necessario que o angulo de incidéncia dos fotdes do feixe na superficie dos capilares (angulo entre a
direcdo de propagacéo do fotdo e o plano da interface) seja inferior a um determinado angulo critico.
Caso o angulo de incidéncia dos fotdes do raios-X seja superior ao &ngulo critico, ocorre refracdo desta

radiacdo através da superficie dos capilares [95].

40



A detecdo da radiacdo de fluorescéncia é realizada por um detetor dispersivo em energia. O M4
Tornado possui um silicon drift detetor (SSD) com 30 mm? de area ativa. Este detetor oferece uma
excelente taxa de contagem (superior a 200 000 contagens por segundo) juntamente com uma resolucédo

em energia muito estavel (inferior a 145 eV para arisca K, do Mn) [93].

Na figura 5.14, esta presente o posicionamento de cada um dos principais componentes internos
do espetrometro M4 Tornado (tubo de raios-X, lente policapilar, detetor, etc) durante a obtencéo de um

espetro.

PC

Figura 5.14: Visao geral esquematica do espetrémetro M4 Tornado. Legenda: (1) -Tubo de raios-X,
(2) - lentes policapilares, (3) - detetor (SDD), (4) - amostra, (5) - feixe de raios-X incidente focado, (6)
- plataforma X-Y-Z, (7) - bomba de vacuo, (8) - radiacdo de fluorescéncia incidente no detetor, (9) -
camara de vacuo. Imagem adaptada da referéncia [96].

5.4.4 Espetro de raios-X

Um espetro de raios-X de uma determinada amostra é caracterizado pela presenca de picos
gaussianos, que sdo correspondentes as linhas espetrais dos elementos presentes nessa amostra,
sobrepostos num fundo continuo. No entanto, também existem interferéncias espetrais adicionais que

podem originar picos no espetro que nao estdo associados com a composicao elementar da amostra
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analisada. Estes artefactos contribuem para uma interpretagdo incorreta do espetro, e podem ser
atribuidos a fonte de radiacéo primaria, mais concretamente ao anodo do tubo de raios-X, ou ao detetor
[97]. Antes de descrever mais detalhadamente cada um destes artefactos, é relevante descrever as

principais caracteristicas de um espetro tipico de pu-XRF.

Na figura 5.15 esta presente um espetro tipico obtido na andlise de estruturas 6sseas recorrendo
ao espetrémetro M4 Tornado. Este espetro pode ser dividido em 3 regides, a regido I, Il e I1l. Na regido
I, ou seja, na gama das baixas energias, € essencialmente o ruido eletrénico que contribui para a radiagdo
presente. Na regido Il estdo presentes 0s picos dos raios-X caracteristicos dos elementos presentes na
amostra. Esta regido corresponde assim a zona do espetro de maior importancia para a identificacéo dos
elementos presentes na amostra. Por fim, na regido I11, estdo presentes 4 picos intensos correspondentes
a disperséo de Rayleigh e de Compton da radiacéo caracteristica do &nodo (no nosso caso, o rédio) na
amostra. Na dispersdo de Rayleigh, os raios-X produzidos no &nodo interagem elasticamente com 0s
atomos da amostra, ou seja, sem ocorrer perdas de energias, e sdo posteriormente registados pelo
detetor. Como resultado, no espetro sdo visiveis 2 picos correspondentes as linhas espetrais K, e Kz do
rodio. Na dispersdo de Compton, os raios-X produzidos pelo &nodo perdem energia na sua interacéo
com os a&tomos da amostra. Como tal, sdo produzidos 2 picos no espetro ligeiramente mais largos que

0s picos de Rayleigh, e com energias ligeiramente inferiores [97].
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Figura 5.15: Espetro de raios-X de uma amostra dssea analisada por u-XRF no M4-Tornado da Bruker
(FCT-UNL), nas condig¢des 50 kV, 300 uA com um filtro de Al-12,5 um.

No espetro da figura 5.15 também é possivel observar a presenca de radiacdo de fundo. Quando

o feixe de raios-X incide na amostra, para além de ser absorvido, causando ejecdo de eletrdes e
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subsequente emissao de fotdes caracteristicos, pode também ser disperso. Esta radiagdo dispersa nao é
utilizada para fluorescéncia, mas é registada pelo detetor, sobrepondo-se aos picos caracteristicos dos
elementos da amostra, 0 que limita a sensibilidade do espetrometro. O uso de filtros a saida do tubo de
raios-X permite reduzir radiagdo de fundo em por¢bes especificas do espetro, tal como € possivel
visualizar na figura 5.16, onde estdo presentes 2 espetros que foram obtidos sob a mesmas condicdes a
excecdo do filtro. O uso de um filtro adequado permite assim melhor a sensibilidade do espetrometro

[94].
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Figura 5.16: Espetros de raios-X de uma amostra dssea analisada por p-XRF no M4-Tornado da Bruker
(FCT-UNL), nas condi¢des 50 kV, 300 pA com um filtro de Al-12,5 um (espetro azul) e com um filtro
de AITiCu — 100/50/25 um (espetro verde).

Relativamente aos artefactos, tal como foi mencionado na introdugéo desta seccéo, podem ser
atribuidos ao anodo da fonte de raios-X (picos de Rayleigh e de Compton) ou ao detetor (picos de soma

e de escape).

Os picos de soma sdo o resultado de dois fotdes de raios-X caracteristicos atingirem o detetor
simultaneamente. O detetor regista este evento como se tratando de um Gnico fotdo com uma energia
resultante da soma das energias dos dois fotfes incidentes. Como consequéncia, no espetro surge um

pico com essa mesma energia [97].

Os picos de escape resultam da interacdo dos fotfes dos raios-X provenientes da amostra com
0s atomos do material semicondutor que constitui o detetor. No caso do M4 Tornado, o material
semicondutor é o silicio. Devido a esta interacdo, os atomos que constituem o silicio podem ficar

excitados e emitir raios-X caracteristicos. No entanto, quando este fendmeno ocorre na periferia do
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detetor existe uma grande probabilidade dos raios-X caracteristicos escaparem e ndo depositarem a sua
energia no detetor. Como resultado, surgem picos no espetro com menos 1,74 keV (energia de um fotéo
de raios-X da linha k, do silicio) que os picos correspondentes as linhas K e L dos elementos
maioritarios da amostra. Os picos de escape sdo pequenos e geralmente correspondem a somente 1%

da altura dos picos originais [97].

Por outro lado, os picos presentes na regido Il da figura 5.15, cuja origem ja foi explicada

previamente, sdo exemplos de artefactos com origem no &nodo do tubo de raios-X [97].

44



CAPITULO

Metodologia

6.1 Descricao das amostras

Neste trabalho foram analisados os 0ssos dos corpos de 8 individuos inumados na necrépole
externa no Tumulo Megalitico de Santa Rita (mais detalhes na seccdo 1.2). No total foram analisados
23 0ssos de diferentes estruturas do corpo humano recorrendo ao espetrometro M4 Tornado da Bruker.
Para além das amostras 6sseas, também foi analisado o solo que envolvia o local de inumacéo de cada
um dos 8 individuos, de modo a avaliar possiveis contaminagdes post-mortem do local de sepultamento.
As informac0es relativas aos 8 individuos nomeadamente, as caracteristicas da inumacéo, o estado do
esqueleto, o sexo, a idade dentéria ou classe etéria, e 0s 0ssos analisados, estdo organizadas na tabela
6.1.
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Individuo | Inumacéao Estado do Sexo |dade/Classe 0Oss0s
¢ esqueleto etaria
Incompleto e . 12 anos (£ 36 | - Fémur
1 e Indeterminado
Dupla danificado meses) - O'moplata
(Areal) | Incompletoe : 9anos (+24 | Fibula
2 danificado Indeterminado meses) - Qostelas
- Umero
-Vértebra
Individual Bem . lombar
3 (Area 2) conservado Masculino 30-50anos | _ Pélvis
- Fémur
. - Escapula
4 Individual | Incompleto e Feminino Adulto - Féemur
(Area 3) | mal conservado A
- Calcéneo
.. - Sacro
5 Individual Incompleto € Feminino >50 anos - Umero
(Area 4) danificado Fé
- Fémur
Incompleto e - Umero
6 Individual bastante Feminino Adulto Crani
e - Cranio
danificado
Incompleto e - Ulna
7 bastante Feminino Adulto ) Onjo_p lata
e - Cranio
Dupla danificado
(Area 5) - Cpstela
Incompleto e - Fémur
8 bastante Masculino Adulto - Cranio
danificado - Fibula

Tabela 6.1: Informacdes relativas aos 8 individuos inumados na necrépole externa. Informacao obtida
na referéncia [7].

6.2 Preparacao das amostras

6.2.1 Preparacéao de pastilhas

A primeira etapa na preparacdo das amostras para serem analisadas no espetrometro M4
Tornado, consistiu na remoc¢édo do sedimento do solo que envolvia 0s 0ssos. Os 0ssos foram escovados,
e o sedimento do solo foi armazenado em recipientes de plastico. Relativamente aos 0ssos, apds a
remocdo do sedimento de solo da sua superficie, foram todos lavados em &agua corrente e
cuidadosamente escovados de modo a remover qualquer possivel contaminacdo do solo (figura 6.1).
Posteriormente, os 0ssos foram secos a temperatura ambiente e armazenados sob condigdes de

humidade adequadas, durante pelo menos 48 horas. Apds esse periodo, foram removidas por¢des de
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tamanho reduzido dos 0ssos utilizando um x-ato. Recorrendo a um almofariz e a um pildo essas porc¢des
foram convertidas em p6, e foram armazenadas em recipientes de plastico com a devida identificagdo
(nimero do individuo, nome da estrutura éssea, e tipo de 0sso) como se exemplifica na figura 6.2.
Posteriormente, o sedimento do solo previamente recolhido e o p6 dos ossos foram comprimidos em
pastilhas (2 cm de didmetro e 1 mm de espessura) com uma prensa hidraulica manual de 13 toneladas
da Specac (figura 6.3). Cada pastilha foi colada a uma pelicula de Mylar que, por sua vez, foi colocada
num suporte de 50x50 mm (figura 6.4). Para cada 0sso analisado foram obtidas 2 pastilhas. O sedimento
do solo recolhido dos ossos foi importante para determinar os elementos quimicos presentes no solo
que rodeava o local de inumacdo de cada um dos individuos, o que tornou possivel avaliar a ocorréncia

de contaminacdes post-mortem.

Figura 6.1: Amostras dsseas antes (imagem da esquerda) e depois (imagem da direita) do processo de
limpeza em &gua corrente. O sedimento do solo presente na sua superficie foi previamente recolhido e
identificado nos devidos recipientes.

Figura 6.2: Material utilizado para obter e armazenar o pd dos 0ss0s.
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Figura 6.3: Prensa hidraulica manual de 13 toneladas da Specac e equipamento acessorio utilizados
para comprimir o p6 dos 0ssos e o sedimento do solo em pastilhas.

Figura 6.4: Pastilhas das amostras 6sseas coladas numa pelicula de Mylar num suporte de 50x50 mm.
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6.2.2 Preparacdo de 0sso para mapeamento

O o0sso destinado a mapeamento (ulna do individuo 7) também foi sujeito a um processo de
limpeza e secagem idéntico ao das outras amostras 6sseas. Posteriormente, foi cortada uma secgdo
transversal do 0sso recorrendo a um micr6tomo com serra de diamante, para evitar contaminagéo na
superficie de corte, com uma espessura aproximada de 2 mm. O corte foi realizado sob refrigeracédo
com &gua destilada para evitar o aquecimento da amostra e dano nas estruturas biolégicas. Por fim, e a
semelhanga das pastilhas, a fatia obtida foi colada numa pelicula de Mylar e colocada num suporte de
50x50 mm, de modo a garantir que a amostra permanecesse imovel durante a remogao do ar de dentro

da camara.

6.3 Analise das amostras

6.3.1 Pastilhas

As pastilhas obtidas a partir das amostras dsseas e do sedimento do solo foram analisadas
recorrendo ao espetrometro M4 Tornado da Bruker, cujas caracteristicas estdo descritas na sec¢do 5.4.3.
As pastilhas foram colocadas na plataforma X-Y-Z do espetrémetro (figura 6.5) e, através de uma
interface gréafica no computador, foi possivel controlar os elementos do espetrémetro para a obtencéo
de um espetro adequado as nossas necessidades. Foi selecionada uma diferenca de potencial de 50 kV
para o gerador de alta tensdo e, para a detecdo de elementos de menor nimero atémico, foi aplicada
uma corrente de 300 uA e utilizado um filtro de Al-12.5 (filtro de Al com 12,5 um de espessura). Para
facilitar a detecdo de elementos com maior nimero atdmico no espetro, foi aplicada uma corrente de
600 uA, de modo a aumentar o sinal correspondente aos elementos pesados, e um filtro de Al/Ti/Cu,
para atenuar a radiacdo de fundo na zona de energia onde esses picos estdo presentes. Para exemplificar,
nas figuras 6.6 e 6.7 sdo apresentados 2 espetros obtidos nas condi¢fes acima descritas na analise de
uma amostra 6ssea. No espetro obtido com o filtro de AITiCu — 100/50/25 um e com uma corrente de
600 pA (figura 6.7), os sinais dos elementos de maior nimero atdmico estdo mais visiveis, o que facilita
a sua identificacdo. Relativamente ao modo de aquisi¢do selecionado, em todas as pastilhas foi realizada
uma analise elementar pontual em varios pontos. Neste método foram selecionados 4 pontos em cada
pastilha, e em cada ponto foi obtido um espetro com um tempo de aquisi¢ao de 120 s. Para cada ponto
foram realizadas 2 medig®es, uma utilizando o filtro de Al-12,5 um e corrente de 300 uA, e outra com
um filtro de Al/Ti/Cu— 100/50/25 um e corrente de 600 uA. As medicdes foram efetuadas em condicdes

de vacuo, a 20 mbar.
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Figura 6.5: Colocacdo das pastilhas na plataforma X-Y-Z do espetrometro M4 Tornado previamente a
andlise de micro fluorescéncia.
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Figura 6.6: Espetro de raios-X de uma amostra Ossea analisada por u-XRF no M4-Tornado da Bruker
(FCT-UNL), nas condig¢des 50 kV, 300 uA com um filtro de Al-12,5 um.
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Figura 6.7: Espetro de raios-X de uma amostra dssea analisada por u-XRF no M4-Tornado da Bruker
(FCT-UNL), nas condig¢des 50 kV, 600 uA com um filtro de AITiCu — 100/50/25 pm.

6.3.2 Fatia

A fatia da ulna do individuo 7 também foi analisada no espetrémetro M4 Tornado. Foi realizado
um mapeamento dos elementos quimicos presentes na sua area superficial de modo a ser possivel
compreender como 0s elementos traco se distribuem ao longo da seccdo transversal dos 0ssos longos.
Recorrendo novamente a interface grafica no computador, foi selecionada uma diferenca de potencial
de 50 kV e foi removido o ar de dentro da cdmara até ser atingida uma pressdo de 20 mbar.
Relativamente as condi¢des de aquisic@o, foi selecionada uma resolugdo espacial de 25 um, e foram
realizados 3 ciclos de varrimento em serpentina, com uma taxa de aquisi¢ao de 4,2 mm/s, numa area de
195 mm?, de modo a que abrangesse toda a superficie da fatia. Foram realizadas 2 medigGes, uma
usando o filtro de Al-12,5 pm e 300 uA de corrente, e outra com um filtro de Al/Ti/Cu —100/50/25 um

e 600 pA de corrente. Cada medicdo teve uma duragdo aproximada de 2 horas.
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6.4 Quantificacao

A quantificacdo dos elementos presentes nas pastilhas foi realizada no software proprio do M4
Tornado. O método de quantificagdo executado pelo software foi o método dos pardmetros

fundamentais standardless. Este método vai ser descrito, de seguida, em maior detalhe.

Os métodos quantitativos de XRF permitem converter as intensidades de fluorescéncia medidas
em concentragfes dos elementos presentes (analitos). Esta tarefa é de grande complexidade, pois as
intensidades medidas dependem n&o apenas da concentracdo do analito, mas também dos outros
elementos da amostra (matriz), tipo de amostra (sélida, liquida, p6), forma e espessura da amostra
analisada e das condigdes de medicdo [98]. O método dos parametros fundamentais, que é um dos
métodos quantitativos mais populares, € um método interativo de determinagdo da composi¢do de uma
amostra desconhecida. Inicialmente é atribuida uma determinada composi¢do (matriz) para a amostra
analisada; as intensidades teoricas correspondentes a essa composi¢do sdo comparadas com o espetro

experimental. A composicao vai sendo ajustada até o espetro tedrico coincidir com o experimental [81].

O método dos parametros fundamentais € baseado na equacdo de Sherman (expressdo 6.1),
onde séo consideradas as emissdes por fluorescéncia primarias e secundarias. Nesta equagdo, Sherman
propbs uma férmula matematica para calcular a intensidade da radiacdo do analito numa amostra de
composicdo conhecida. Mais tarde, esta equacdo foi melhorada por Shiraiwa e Fujino. A equacéo geral
para calcular a intensidade da fluorescéncia de raios-X, I;, emitida por um analito numa amostra de

espessura X, quando é irradiado por um feixe de raios-X policromatico é a seguinte [98]:

;) px]

= —2_Qqw, [ o TL(A)IO(A)T(l + X W;S;;)dA (6.1)

t 4—7rsm¢

Onde d é o angulo sélido diferencial para a radiacao caracteristica; i e j so 0s subscritos para o analito
e 0 elemento da matriz, respetivamente; Q; é a sensibilidade do espetrémetro para a radiacdo
caracteristica do analito i; W; e w; sdo fracGes méssicas do analito i e do elemento da matriz j,
respetivamente; A i, € A .44 S&0 0 COMprimento de onda minimo correspondente a energia maxima
do espetro, e 0 comprimento de onda da descontinuidade de absorcdo do analito, respetivamente; 7;(4)
é o coeficiente de absorcéo fotoelétrico do analito i para a radiagdo primaria de comprimento de onda
A; I,(1) é a intensidade da radiacdo primaria; p € a densidade da amostra; x é a espessura da amostra;

q; é a sensibilidade do método para o analito i; y(4, A;) é o coeficiente de atenuacdo massico total da
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amostra para a radiacdo priméria A e radiacdo fluorescente 4;; ¢, € o0 &ngulo de incidéncia da radiagdo

primaria e S;; representa o termo de reforco para o elemento j da matriz.

Na expressdo 6.1 é possivel observar que a intensidade da radiagdo caracteristica de um analito
é uma fungdo complexa que envolve a composicdo elementar da amostra e a sua espessura. Os 4&tomos
do analito e os atomos dos outros elementos da amostra vao absorver e atenuar a radiacdo primaria
(absorcdo priméria) e a radiacdo de fluorescéncia (absorcdo secundaria). Se os elementos da amostra
emitirem radiacdo caracteristica com energia suficiente para excitar o analito, este elemento é excitado
emitindo radiacdo caracteristica para além da energia proveniente do tubo de raios-X (fluorescéncia
secundaria). Estes fendbmenos de atenuacdo e aprimoramento da radiacdo caracteristica na amostra sdo
denominados de efeitos de matriz. A expressdo 6.1 permite calcular a intensidade da radiacdo de
fluorescéncia de um analito se for conhecida a matriz da amostra e os pardmetros fisicos,
nomeadamente, os coeficientes de absorcdo fotoelétrica, os coeficientes de atenuacdo massica, as
probabilidades de transicdo, rendimentos de fluorescéncia, entre outros; valores estes que estdo

disponiveis em bases de dados cientificas [98].

O método dos parametros fundamentais permite realizar uma analise com padrBes ou
standardless ou seja, sem recurso a padrdes. A analise com padrdes pode ser alcancada através de uma
etapa de calibragdo, em que uma fungdo resposta de XRF para cada elemento é obtida usando um padréao
de composicao conhecida (idealmente semelhante em matriz e morfologia & amostra cuja composicao
se pretende determinar). Na andlise standardless sdo fornecidos resultados com base em valores
tedricos dos parametros fundamentais, eficiéncias, e sensibilidades, determinadas em fabrica e inseridas

na programacao do proprio espetrometro [98].

De modo a realizar a analise quantitativa nas pastilhas no software M4 Tornado, foi necessario
identificar os elementos presentes na amostra, através da identificacdo dos picos caracteristicos
presentes nos espetros, e posteriormente construir uma matriz. Para as pastilhas obtidas a partir do p6
6sseo, foi utilizada uma matriz de hidroxiapatite (Ca;,(P0,)¢(OH),), € nas pastilhas constituidas por
sedimento do solo, foi construida uma matriz constituida por varios 6xidos (Na, 0, MgO, Al,05, SiO,,
P,0¢, SO3, K,0,Ca0, TiO,, Cr,05,MnO, Fe,05, NiO, ZnO, SrO, Y,05, Ba0),diéxido de carbono
e agua. Posteriormente, o software obtém as concentra¢bes dos elementos selecionados previamente
em cada um dos 4 pontos selecionados da pastilha. Nesta analise quantitativa nao foi necessario recorrer
a padroes certificados, uma vez que foi realizada uma analise standardless. No entanto, a validagéo do

método foi feita com recurso a amostras padrao.
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6.4 Limites de detecdo e exatidao

Os padrdes utilizados para calculo dos limites de detecdo e para validacdo do método
quantitativo foram o “Bone Ash SRM NIST-1400" e “SRM IAEA-soil 77, uma vez que as suas matrizes

sdo semelhantes as das amostras 6sseas e do solo analisadas.

O limite de detecdo (LD) € a quantidade minima de concentragdo de um determinado elemento
que permite a sua detecdo numa determinada amostra. Estes podem ser calculados através de padrdes
cujas concentragfes dos elementos em estudo sdo conhecidas. A expressao para o calculo dos LD é a
seguinte [27]:

3¢;/Ng
Np

LD = (6.2)

Em que C; é a concentragdo certificada do elemento i no padrdo, N é a taxa de contagem para o fundo,

e Np é a taxa de contagem para o pico correspondente ao elemento i.

A exatidao pode ser medida por comparacao do resultado experimental com o valor certificado.
A equivaléncia estatistica entre os valores certificados e observados pode ser utilizada para confirmar
a qualidade da medicdo. A exatiddo é assim uma forma de validacdo do método quantitativo utilizado
[27].

Nas tabelas 6.2 e 6.3 estdo presentes, os valores das concentracdes (valor médio e desvio
padrdo) obtidas na analise do padrio “Bone Ash SRM NIST-1400" utilizando o nosso método
experimental, os valores certificados desse padrdo, a diferenga em percentagem dos valores das
concentracgdes obtidas com o valor das concentragdes certificadas (A%), e os limites de detecdo obtidos,
para 0s 2 modos de aquisicdo (Al-12,5 um/300 pA e AITiCu/600 pA). Nas tabelas 6.4 e 6.5 estdo

presentes 0s mesmos resultados sé que para a analise do padrdo “SRM IAEA-soil 7”.

Elemento Quantificacao Valor certificado A% L&ggtgége

159000 + 8000 179100 + 1900 11 123

K 20 + 40 186 + 8 89 5

Ca 340000 + 20000 381800 + 1300 11 16

Fe 400 + 100 660 + 27 39 14

Zn 150 £ 30 181 +£3 17 5

Sr 222 + 8 249 + 7 11 8

Pb 50+5 9,07 +0,12 455 1

Tabela 6.2: Limites de deteco e exatidao (pg/g) no M4 Tornado para o padrdo “Bone Ash SRM NIST-
1400 utilizando um filtro Al-12,5 um e 300 pA de corrente.
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Elemento Quantificacdo Valor certificado A% L(;gjatgage
P 159000 + 8000 179100 + 1900 11 1929
K 200 + 100 186 + 8 8 30
Ca 340000 + 20000 381800 + 1300 11 173
Fe 400 + 60 660 £ 27 39 3
Zn 170 + 40 181 +3 6 1
Sr 160 + 10 249 + 7 36 6
Pb 12+3 9,07+ 0,12 33 1

Tabela 6.3: Limites de detegdo e exatiddo (pg/g) no M4 Tornado para o padrdo “Bone Ash SEM NIST-
1400 utilizando um filtro AlTiCu e 600 pA de corrente.

Elemento Quantificacdo Valor certificado A% Légl:etgage
Si 90 000 + 10 000 180000 + 1100 50 328
K 9 000 + 3000 12100 + 800 26 25
Ca 100 000 + 20 000 163000 + 60000 39 17
Ti 1800 + 900 3000 + 400 40 15
Mn 360 + 70 631 + 27 43 8
Fe 14 000 + 2 000 25700 + 500 46 8
Ni 14+ 4 26 +5 46 2
Cu 8+5 11+ 2 27 1
Zn 57+8 104 £ 3 45 3
Rb 293 51+4 43 3
Sr 63+ 6 108 +5 42 5
Pb 41+ 6 60+ 5 32 3

Tabela 6.4: Limites de detegdo e exatiddo (ng/g) no M4 Tornado para o padrao “SRM IAEA-soil 7”
utilizando um filtro Al-12,5 um e 300 pA de corrente.
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Elemento Quantificacéo Valor certificado A% L(;r;;tg;)e
Si 90 000 + 10 000 180000 =+ 1100 50 4700
K 11 000+ 2 000 12100 + 800 9 260
Ca 140 000 + 30 000 163000 + 60000 14 154
Ti 3000 £+ 1000 3000 + 400 0 74
Mn 600 + 100 631 + 27 5 13
Fe 23000 £+ 2000 25700 + 500 11 10
Ni 38+6 26+5 46 2
Cu 23+ 4 11+ 2 109 1
Zn 8815 104 + 3 15 2
Rb 37+ 6 51+4 27 3
Sr 80+ 10 108 £ 5 26 4
Pb A7 £5 60+ 5 22 2

Tabela 6.5: Limites de detegdo e exatiddo (ng/g) no M4 Tornado para o padrao “SRM IAEA-soil 77
utilizando um filtro AITiCu e 600 pA de corrente.

Tendo em conta os resultados presentes nas tabelas 6.2 e 6.3, verificamos que o modo de
aquisicdo AITiCu/600 pA é o mais adequado para quantificar os elementos K, Zn, e Pb, presentes nos
0ss0s, Vvisto que a diferenga em percentagem dos valores das concentragfes obtidas com o valor das
concentracdes certificadas foi mais reduzida para esses elementos utilizando uma corrente superior a
uma filtro com maior ndmero atémico. O Sr foi 0 Unico elemento que apresentou resultados mais
precisos utilizando o modo de aquisicdo Al-12,5 um/300 pA. Relativamente aos restantes elementos
presentes nos 0ssos (P, Ca, e Fe), os resultados das 2 tabelas demonstram que 0s 2 modos de aquisicao
sdo igualmente adequados para a sua quantificacdo. Os resultados obtidos nas tabelas 6.4 e 6.5
demonstram que o modo de aquisi¢do AITiCu/600 pA é o mais adequado para quantificar a grande

maioria dos elementos presentes nos solos (0 Cu € a excecao).

Comparando os valores das concentragfes obtidas com os valores certificados dos padrdes,
verificamos que praticamente todos os valores correspondem a mesma ordem de grandeza. Deste modo,
podemos considerar o0 método quantitativo valido para quantificar as amostras ésseas e as amostras de

sedimento do solo.
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CAPITULO

Apresentacao e discussao de resultados

Neste capitulo estdo presentes os resultados obtidos na analise das pastilhas (secgdo 7.1) e da
fatia de osso (sec¢do 7.2) utilizando o espetrometro M4 Tornado, e a discussdo desses mesmos
resultados. Nas seccBes seguintes, é realizada uma discussdo mais aprofundada sobre a exposicao in
vivo a metais pesados nos 8 individuos (seccdo 7.3), e sobre a sua dieta (sec¢do 7.4). Uma das maiores
dificuldades na interpretacdo dos resultados obtidos consistiu na determinacdo da origem de
incorporacdo dos elementos traco nos 0ssos (ante ou post-mortem). Os 0ssos analisados estiveram pelo
menos 2 Milénios em contacto com o solo, 0 que podera ter contribuido para a alteracdo da sua
composi¢cdo ante-mortem devido aos efeitos da diagénese. Tendo em conta que os 8 individuos foram
inumados ao longo de um largo periodo temporal (1 e I Milénios A.N.E.) e que estavam sepultados em
diferentes areas da necrdpole externa, o solo correspondente a cada area pode apresentar propriedades
quimicas diferentes. Assim sendo, o solo recolhido dos ossos foi utilizado para representar o solo de
cada uma das areas de sepultamento dos 8 individuos. No total foram obtidas 5 amostras de solo
representativas das areas de sepultamento dos individuos 1 e 2 (Area 1), individuo 3 (Area 2), individuo
4 (Area 3), individuo 5 (Area 4), e individuos 7 e 8 (Area 5). N&o foi possivel obter sedimento do solo

nos 0ssos do individuo 6.

7.1 Quantificacdo das pastilhas

Nesta seccdo sdo discutidos os resultados obtidos na quantificagdo dos elementos trago
presentes nas pastilhas das amostras 6sseas. Os resultados sdo referentes somente aos 0ssos compactos
(14 0ss0s), visto que 0s 0ss0s esponjosos analisados possuiam quantidades superiores da grande maioria
dos elementos traco, nomeadamente 0s que também estavam presentes em elevadas quantidades solo,

tendo sido assim muito provavelmente afetados pelos efeitos da diagénese. Na tabela 7.1 estes
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resultados estdo representados para os 0ssos do individuo 5 em que se verifica que os elementos mais
abundantes no solo, o Fe e 0 Mn, sdo mais abundantes no 0sso esponjoso (sacro). Os restantes
elementos, como surgem em menores quantidades no solo, surgem ligeiramente enriquecidos no 0sso

esponjoso ou em quantidades semelhantes. Esta situacdo foi similar & observada nos outros individuos.

Amostra Mn Fe Ni Cu Zn Br Sr
Umero 70+20 900+200 35+6 | 35+9 | 130+20 | 70+10 160+20
Fémur 50+£20 400+200 2716 28+4 | 110%20 80x20 16020
Sacro 300+200 2300600 34+4 | 39+6 | 150+20 | 7010 170+30

Solo (Area4) | 800+200 | 30000+10000 | 30+10 | 30+10 | 60+10 16+4 9148

Tabela 7.1: Concentracdo (ug/g) de alguns elementos trago nos 0ssos do individuo 5 e no solo da sua
area de inumagcéo.

Nos resultados presentes nesta sec¢do os elementos mais destacados foram o Mn, Fe, Ni, Cu,
Zn, Br, e 0 Sr, uma vez que foram os elementos traco mais abundantes nas estruturas 6sseas e sao
frequentemente associados a dieta alimentar de um individuo. Os resultados dos metais pesados,
nomeadamente 0 As e Hg, também estéo presentes, visto estes elementos terem sido detetados nos 0ssos
compactos de alguns individuos. Para comparagdo com o0s nossos resultados, foi construida uma tabela
(Tabela 7.2), que contém as concentracdes de elementos trago obtidas em estudos de estruturas dsseas
de individuos do século XX [99, 100], do periodo Calcolitico (Idade do Cobre) [101], do Neolitico [99],

da Idade de Bronze Média [102], e em individuos adultos do Periodo Helenistico [9].

Referéncias Mn Fe Ni Cu Zn As Br Sr
Século XX [99] <11 165¢114 | <8 741 20532 - 27404 | 19575
Século XX [100] 20416 | 153265 - 49:06 | 172426 | 45£17 - 147455
Calcolitico [101] 30-80 | 110-350 - 3862 | 45-135 - 62-75 | 125-180
Neolitico [99] 90411 - <7 3557 | 320£10 - 5010 | 95+10
'dﬁg d?;’ [Blg‘;r]‘ze 12-369 - - 12-27 | 61-333 - - 146-364
FENIEED E';]*'e”i“ico 56451 | 248+125 | 32+0,7 | 1,1+15 | 99+35 - -

Tabela 7.2: Concentragdes de alguns elementos trago (ug/g) obtidas no estudo de estruturas dsseas de
individuo modernos e de diferentes periodos historicos.
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Os resultados obtidos estdo representados sob a forma de diagramas de caixa (figura 7.1), que
foram construidos recorrendo a linguagem de programacdo R. Estes diagramas permitem dividir os
dados em secc¢des, em que cada uma contém aproximadamente 25% dos resultados, e avaliar a dispersao
das medidas obtidas e a sua assimetria. Tal como é possivel visualizar na figura 7.1, nestes diagramas
é possivel identificar a mediana, o quartil inferior Q; (medida abaixo da qual estdo presentes 25% dos
resultados obtidos), o quartil superior Q; (medida acima da qual estdo presentes 25% dos resultados
obtidos), 0 maximo e o minimo, que representam as medidas mais altas e mais baixas obtidas,
respetivamente, excluindo os outliers. Os outliers sdo o conjunto de medidas que sdo inferiores a Q; —
1,5 * IQR ou superioresa Q3 + 1,5 * IQR, em que IQR é o intervalo interquartil (IQR = Q3 — Q4).Os
outliers sdo assim valores que se desviam significativamente das outras medidas, normalmente surgem
devido a contaminagdes da amostra analisada com elementos exteriores, ou simplesmente surgem
naturalmente devido a variabilidade da populacéo estudada. No nosso caso, para as amostras 0sseas, 0S
outliers surgem provavelmente devido a contaminacao dos ossos com sedimentos do solo, por isso estes
valores foram removidos dos resultados. Nos resultados das amostras do solo, a presenca de outliers
deve-se provavelmente a variag@es naturais da composicdo do solo, uma vez que o solo é constituido

por diversos tipos de 6xidos. Como tal, neste caso, os outliers ndo foram removidos dos resultados.

Intervalo interquartil (IQR)

Ou’iliers |—| Ou’rlliers
"Minimo" "Maximo"

Q. Mediana Qs

Figura 7.1: Diferentes componentes de um diagrama de caixa. Imagem adaptada da referéncia [103].

7.1.1 Manganés

Nas figuras 7.2 e 7.3 estdo visiveis as concentrac@es de Mn, em pg/g, obtidas na analise dos
0ss0s compactos pertencentes aos 8 individuos e das amostras de solo das 5 areas de inumacéo,

respetivamente.
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Figura 7.2: Concentra¢des de Mn (pug/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na Necropole
externa. O nimero que precede o nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.3: Concentra¢des de Mn (ug/g) nos solos das 5 areas de inumacao.

Pela analise das figuras 7.2 e 7.3 é possivel observar que os solos das areas de inumagao
possuem, maioritariamente, concentragfes de Mn superiores as observadas nas estruturas ésseas

inumadas nas respetivas areas. Deste modo, é provavel que o0s 0ssos tenham sido sujeitos a
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contaminagdes post-mortem deste metal. No entanto, os 0ssos dos individuos 3 e 5 (figura 7.4) e dos
individuos 7 e 8 (figura 7.5), possuem concentracdes de Mn semelhantes as presentes na tabela 7.2 para
individuos dos periodos pré-historicos e do periodo Helenistico. E assim possivel que para as estruturas
Osseas destes 4 individuos a incorporacdo deste metal tenha ocorrido predominantemente in vivo,
através do consumo de vegetais. A fibula do individuo 8 e os 0ssos dos restantes individuos aparentam

ter sido afetados pelos efeitos da diagénese, particularmente a fibula do individuo 2.
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Figura 7.4: Concentragbes de Mn (pg/g) no fémur do individuo 3 e no fémur e imero do individuo 5.
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Figura 7.5: Concentragdes de Mn (ug/g) na costela e cranio do individuo 7 e no crénio e fémur do

individuo 8.

7.1.2 Ferro

Nas figuras 7.6 e 7.7 estdo presentes as concentra¢des de Fe, em pg/g, obtidas na analise dos

0ss0s compactos dos 8 individuos e dos solos das 5 areas de inumacao, respetivamente.
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Figura 7.6: Concentragdes de Fe (ug/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na Necropole

externa. O nimero que precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.7: Concentragdes de Fe (ug/g) nos solos das 5 areas de inumagao.

Novamente, a semelhanca da situagdo do Mn, é possivel observar nas figuras 7.6 e 7.7. que as

concentragdes de Fe nos solos séo superiores (1 a 3 ordens de grandeza) as observadas nas estruturas
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Osseas dos 8 individuos. Assim sendo, é provavel que estas estruturas tenham sido contaminadas com
este metal. Alguns o0ssos dos individuos 3, 5, 6 e 7 (figura 7.8), aparentam ndo terem sido contaminados,
visto possuirem valores semelhantes aos observados em individuos modernos e dos periodos historicos.
Para essas estruturas destes 4 individuos, este metal poderé ter sido predominantemente incorporado
ante-mortem, através do consumo de proteina animal. Os restantes 0ssos terdo sido sujeitos a alteragdes

post-mortem, ndo refletindo assim as condi¢6es in vivo dos individuos.
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Figura 7.8: Concentracdes de Fe (ng/g) nos fémures dos individuos 3 e 5, no tmero do individuo 6 e
crénio do individuo 7.

7.1.3 Niquel

Relativamente ao Ni, os resultados presentes na figura 7.9 demonstram que as concentracfes
deste metal obtidas nos ossos dos 8 individuos sdo semelhantes entre si, situando-se aproximadamente
entre as 20 e 60 pg/g. Estes valores sdo superiores aos valores de referéncia presentes na tabela 7.2.
Como estas concentracdes de Ni sdo semelhantes as concentra¢cdes medidas nos solos das 5 areas de
inumacdo (figura 7.10), as estruturas 6sseas provavelmente foram alvo de contaminacdo post-mortem.

Assim sendo, este metal ndo é representativo das condigdes ante-mortem dos 8 individuos.
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Figura 7.9: Concentragdes de Ni (ug/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na Necropole
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externa. O nimero que precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.10: Concentragdes de Ni (ug/g) nos solos das 5 areas de inumacao.




7.1.4 Cobre

Tal como € possivel visualizar na figura 7.11, o perfil de concentracdo de Cu nos 0ssos dos 8
individuos é semelhante. Comparando com os valores de referéncia da tabela 7.2, verificamos que os
0ssos analisados nesta dissertagdo contém concentragdes deste metal semelhantes as observadas em
individuos do Calcolitico, Neolitico e da Idade do Bronze Média, e superiores as presentes em
individuos modernos e do periodo Helenistico. Visto que as concentracfes de Cu obtidas nos solos das
5 areas (figura 7.12) sdo semelhantes as medidas nas estruturas 6sseas dos individuos, possivelmente
ocorreu contaminagdo post-mortem destas estruturas. No entanto, também é possivel que este metal

tenha sido incorporado in vivo através do manuseamento de ferramentas de cozinha compostos por Cu.
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Figura 7.11: Concentragdes de Cu (ug/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na
Necropole externa. O nimero que precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0Sso

pertence.
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Figura 7.12: Concentragdes de Cu (pg/g) nos solos das 5 areas de inumagéo.

7.1.5 Zinco

No que diz respeito ao Zn, os resultados presentes na figura 7.13 demonstram que o perfil de
concentragdes deste elemento nos 0ssos dos 8 individuos € semelhante. Tendo em conta os valores de
literatura de Zn presentes na tabela 7.2, verificamos que a gama de valores obtidos para cada osso foi,
maioritariamente, inferior aos valores observados em individuos do século XX. Verificamos também
gue as concentragdes de Zn nos solos analisados (figura 7.14) sdo inferiores aos valores observados nas
estruturas 6sseas dos individuos. Deste modo, é pouco provavel gue 0s 0ssos tenham sido contaminados
com este elemento devido aos efeitos da diagénese. O Zn pode ser assim considerado um elemento
representativo das condigdes ante-mortem dos 8 individuos. Os valores deste elemento nos 0ssos podem

ser associados a dieta, nomeadamente ao consumo de proteina animal e de certos vegetais.
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Figura 7.13: Concentragdes de Zn (pg/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na Necropole

externa. O nimero que precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.14: Concentragdes de Zn (ug/g) nos solos das 5 areas de inumag@o.
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Estudos realizados sobre os elementos trago, nomeadamente o Zn e o Sr, em 0sso0s de grupos

humanos antigos e populagcdes modernas, permitiram o estabelecimento de valores padrdo. Esses

valores, que consistem no racio entre a concentracdo média do elemento estudado (em pg/g) e o calcio

(em mg/qg), sdo reconhecidos como validos por muitos autores [102, 104, 105], e permitem determinar

a dieta dominante de um individuo ou populacdo. Nestes estudos é assumido que, se ocorreu diagénese,

esta afetou de igual forma a matriz de célcio e os elementos traco [102]. Os parametros de referéncia

para o racio Zn/Ca estdo presentes na tabela 7.3. Os resultados obtidos para os 8 individuos presentes

na tabela 7.4, demonstram que a maioria dos individuos possuia uma dieta pobre em alimentos ricos

em Zn, como as carnes vermelhas, nozes, ostras e alguns crustaceos.

Valores em pg/mg

Dieta

> 0,60

Rica em proteina

0,60-0,35

Moderada em proteina

<0,35

Pobre em proteina

Tabela 7.3: Parametros de referéncia para o racio Zn/Ca. Tabela adaptada da referéncia [104].

Individuo Récio Dieta
1 0,34 Pobre em proteina
2 0,37 Moderada em proteina
3 0,29 Pobre em proteina
4 0,32 Pobre em proteina
5 0,33 Pobre em proteina
6 0,34 Pobre em proteina
7 0,34 Pobre em proteina
8 0,33 Pobre em proteina

Tabela 7.4: Resultados do racio Zn/Ca para as 8 individuos e classificacdo da sua dieta.

69



7.1.6 Arsénio

Tal como é possivel visualizar na figura 7.15, 0 As s0 é detetado em algumas estruturas dsseas
dos 8 individuos. Mesmo nestas estruturas, este metal ndo é detetado em todas as pastilhas analisadas.
As concentragdes medidas deste metal nos 0ssos sdo semelhantes aos valores observados em individuos
do século XX na tabela 7.2. Visto que os solos das 5 areas de inumacao contém concentragdes
superiores de As relativamente aos 0ssos analisados (figura 7.16), provavelmente ocorreu contaminagdo

post-mortem destas estruturas com este metal.
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Figura 7.15: Concentragdes de As (ug/g) nos ossos compactos dos individuos inumados na Necropole
externa. O nimero que precede o nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.16: Concentragdes de As (ug/g) nos solos das 5 areas de inumag@o.

7.1.7 Bromo

Relativamente ao Br, os resultados presentes na figura 7.17 demonstram que as estruturas
Gsseas possuem concentragOes varidveis deste halogéneo. No entanto, em todos 0s 0ss0s 0s niveis deste
elemento sdo superiores aos observados em individuos do século XX (tabela 7.2). Como as
concentragdes de Br nos 0ssos dos individuos sdao superiores as medidas no respetivo solo do local de
sepultamento (figura 7.18), ndo tera ocorrido contaminagdo post-mortem significativa destas estruturas.
Deste modo, este elemento tera sido incorporado in vivo nos 0ssos dos 8 individuos, através de uma

dieta rica em alimentos marinhos ou em plantas e animais que habitassem em zonas costeiras.

Assim sendo dada a proximidade do Tumulo Megalitico de Santa Rita com o oceano Atlantico
(menos de 4 km), é provavel que estas populacdes obtivessem do mar grande parte dos seus recursos
necessarios a sua subsisténcia. E relevante realcar o facto de as concentragdes obtidas de Br na maioria
das amostras Osseas analisadas serem semelhantes aos valores presentes em individuos do periodo

Calcolitico e do Neolitico (tabela 7.2), que também habitavam em zonas costeiras.
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Figura 7.17: Concentracdes de Br (ug/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na Necropole
externa. O nimero que precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.18: Concentragdes de Br (ug/g) nos solos das 5 areas de inumagao.
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7.1.8 Estroncio

Os resultados presentes na figura 7.19 demonstram que podemos dividir os 8 individuos em 2
grupos com base nas concentracdes de Sr obtidas nos respetivos 0ssos: 0 grupo 1, que é constituido
pelos individuos 1, 2, 3, 4, 5, e 7, contém concentra¢Bes de Sr mais elevadas, sensivelmente entre as 90

e 200 pg/g. O grupo 2, que ¢ constituido pelos individuos 6 e 8, contém concentragdes inferiores deste

elemento, maioritariamente entre as 40 e 90 pg/g.

Relativamente ao grupo 1, verifica-se que as concentra¢des de Sr nas estruturas 6sseas sao
similares aos valores de literatura da tabela 7.2 em individuos modernos e do periodo Calcolitico, e
superiores as presentes nos solos das areas de inumacao (figura 7.20). Deste modo, este elemento ndo

tera sido afetado pelos efeitos da diagénese, e tera sido incorporado in vivo, através do consumo de
vegetais.

Os individuos do grupo 2, ou seja, os individuos 6 e 8, contém concentragdes de Sr inferiores
as observadas nos valores de literatura (tabela 7.2). Os solos de todas as &reas de inumagdo também
contém concentracOes superiores deste elemento relativamente as estruturas 6sseas destes 2 individuos.
No entanto, visto que as concentracdes de Sr nos ossos dos individuos 6 e 8 apresentam valores
particularmente reduzidos, ndo terd ocorrido contaminacdo post-mortem destas estruturas com este

elemento. O Sr é assim representativo das condi¢gdes ante-mortem destes individuos.
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Figura 7.19: Concentragdes de Sr (ug/g) nos ossos compactos dos 8 individuos inumados na Necrépole
externa. O nimero que precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.
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Figura 7.20: Concentragdes de Sr (ug/g) nos solos das 5 areas de inumacéo.

A semelhanca do Zn, também estéo estabelecidos valores padréo para o racio Sr/Ca (tabela
7.5), pelo que € assim possivel determinar a abundancia de vegetais consumidos por estes individuos.
Os resultados presentes na tabela 7.6 demonstram que a maioria dos 8 individuos possuia uma dieta

pobre em vegetais, principalmente os individuos do grupo 2.

Valores em pg/mg Dieta
> 0,57 Rica em vegetais
0,57 -0,40 Moderada em vegetais
< 0,40 Pobre em vegetais

Tabela 7.5: Parametros de referéncia para o racio Sr/Ca. Tabela adaptada da referéncia [104].
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Individuo Récio Dieta
1 0,39 Pobre em vegetais
2 0,40 Moderada em vegetais
3 0,36 Pobre em vegetais
4 0,36 Pobre em vegetais
5 0,46 Moderada em vegetais
6 0,18 Pobre em vegetais
7 0,36 Pobre em vegetais
8 0,19 Pobre em vegetais

Tabela 7.6: Resultados do racio Sr/Ca para as 8 individuos e classificagdo da sua dieta.

7.1.9 Mercurio

O Hg, nos ossos compactos, sé € detetado no individuo 8 (figura 7.21). Tendo em conta que 0
solo em que este individuo foi sepultado (Area 5) contém concentragdes semelhantes deste metal (figura
7.22), este elemento provavelmente tera sido incorporado post-mortem. Foi detetada também a presenca
deste elemento nas estruturas Gsseas mais esponjosas dos individuos 4 e 7 (figura 7.23), que estdo
inumados nas Unicas areas que contém Hg, o que reforca a premissa de que os individuos inumados
nestas areas foram contaminados com este metal. Tendo em conta que a concentracdo mediana deste
elemento em solos de Portugal Continental é de 0,05 pg/g [106], e a mediana medida nos solos das area
de inumacéo 3 e 5 foi entre 10-20 pg/g, é provavel que este elemento tenha sido introduzido no solo
pela acdo do homem. Assim sendo, a contaminagdo do solo com este elemento tem origem

provavelmente no uso de cindbrio durante os rituais funerérios dos individuos 4, 7 e 8.
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Figura 7.21: Concentragdes de Hg (ug/g) nos ossos compactos do individuo 8.
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Figura 7.22: Concentragdes de Hg (ug/g) nos solos das 5 areas de inumagao.
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Figura 7.23: Concentragdes de Hg (ng/g) nos ossos esponjosos dos individuos 4 ¢ 7. O numero que
precede 0 nome do 0sso indica-nos o individuo a quem esse 0sso pertence.

7.2 Mapeamento da fatia

Na figura 7.24 esta presente uma fotografia da secgéo transversal da ulna do individuo 7 obtida
recorrendo a camara posicionada no interior do espetrémetro M4 Tornado. Nesta figura esta delimitada
a verde a area que foi analisada. Na figura 7.25 estdo presentes as distribui¢cdes dos elementos P, Ca,

Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br e Sr, ao longo da superficie da mesma amostra.
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Figura 7.24: Fotografia da sec¢do transversal da ulna do individuo 7 obtida no interior do espetrometro
M4 Tornado e delimitagdo (contorno verde) da area analisada.

78



fatiat 38

Figura 7.25: Mapeamento do P, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, e Sr, ao longo da seccdo transversal da
ulna do individuo 7, recorrendo ao espetrémetro M4 Tornado.

Na figura 7.25 é possivel observar que os elementos P e Ca tém uma distribuigdo uniforme ao

longo da seccdo transversal do 0sso. Visto que estes elementos sdo 0s principais constituintes da

79



hidroxiapatite, estes resultados ja eram expectaveis. Relativamente ao Mn e ao Fe, verifica-se que estes
metais estdo mais abundantes na regido porosa da amostra, € no anel interior (endosteo) e exterior
(peritésteo). Como estas regides sao mais suscetiveis a contaminagfes do solo, confirma-se que estes
elementos foram incorporados post-mortem. Os resultados obtidos para o Ni e o Cu foram
inconclusivos, uma vez que a sua reduzida presenca na amostra ndo permite distinguir o sinal emitido
pela amostra e pelo background. Para o Zn, verifica-se que este elemento esta enriquecido no peridsteo
da amostra, mas ndo no enddsteo ou na regido mais porosa. Este resultado sugere que ocorreu
contaminagdo post-mortem, mas que ndo teve origem no solo. E possivel que durante a inumagao do
individuo 7, a ulna tenha estado em contacto com algum material rico em zinco. Os outros elementos
indicadores de uma dieta alimentar, o Br e o Sr, apresentam uma distribui¢do uniforme ao longo da
superficie da amostra, o que confirma que estes 2 elementos foram predominantemente incorporados

in vivo.

7.3 Discussao: Metais pesados

Os 8 individuos inumados na necropole externa do Tumulo Megalitico de Santa Rita, apesar de
pertencerem a um largo espetro temporal, teriam todos uma exposi¢éo in vivo reduzida aos metais
pesados ndo essenciais Pb, Cd, As, e Hg. O Pb e 0 Cd ndo foram detetados nas estruturas 0sseas, pelo
gue estariam presentes em concentragdes inferiores ao limite de dete¢do do espetrémetro (inferior a 1
pg/g para o Pb). O As foi detetado em algumas estruturas dsseas, no entanto este elemento tera sido
incorporado post-mortem devido & presenca deste metal no solo em quantidades similares.
Relativamente ao Hg, este metal foi detetado em concentragdes elevadas nos solos das areas de
inumacéo 3 e 5, o que resultou na contaminagédo de alguns ossos dos individuos inumados nestas areas
(individuos 4, 7, e 8). As concentracOes elevadas de Hg nestes solos devem-se provavelmente ao uso
de cindbrio durante os rituais funerarios dos individuos 4, 7, e 8. Durante os trabalhos arqueol6gicos no
timulo Megalitico de Santa Rita, este minério ja tinha sido identificado no interior da cAmara funeréria
[107]. Estes resultados demonstram que existe a possibilidade de o uso deste minério em contextos
funerarios no timulo Megalitico de Santa Rita se estender para além do Il Milénio A.N.E. No sul da
peninsula Ibérica existem diversas evidéncias do uso deste minério em contextos funerarios durante o0s
IV e Il Milénios A.N.E. Este minério seria utilizado sob a forma de pigmento como oferta ou mesmo
conservante em praticas de sepultamento. Visto ser um minério raro e valioso, o0 seu uso na antiguidade
também pode ser associado a uma exibicao de riqueza e poder de uma familia [107]. E possivel que as
populacdes contemporaneas aos individuos 4, 7, e 8, também atribuissem o mesmo simbolismo a este

minério.
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Relativamente aos metais pesados essenciais ao organismo humano, Fe, Mn, Ni, e Cu,
verificou-se que foram, na sua maioria, incorporados nas estruturas osseas dos 8 individuos post-
mortem. Os resultados obtidos nas pastilhas revelaram que a maioria dos 0ssos foram contaminados
com Fe e Mn, devido a presenca de elevadas concentragfes destes dois metais nos solos. A analise da
seccdo transversal da ulna do individuo 7 também confirmou o solo como fonte de contaminacao destes
2 metais, visto que estes acumulavam-se preferencialmente nas zonas mais porosas e expostas dos 0ss0s
(endosteo e peridsteo). O Ni também tera sido introduzido como contaminante pelo solo do local de
sepultamento. Os resultados obtidos para o Cu foram mais inconclusivos. As concentragfes deste metal
medidas nas estruturas 6sseas dos 8 individuos foram semelhantes as observadas em estudos com
populacdes de periodos pré-historicos, nomeadamente do Neolitico [99], Calcolitico [101], e Idade do
Bronze Média [102], o que sugere que a exposicdo in vivo destes 8 individuos a este metal seria
semelhante & vivenciada por essas populagdes. Tendo em conta que os resultados das datacGes
realizadas sobre 5 dos 8 individuos delimitaram um largo espetro temporal que vai desde a Idade do
Bronze até ao periodo Romano, é provavel que muitos objetos do seu quotidiano fossem constituidos
por este metal, como as armas, objetos decorativos e domésticos [45]. E assim possivel que a
incorporacdo deste metal nos ossos dos 8 individuos tenha ocorrido in vivo, através do uso de
ferramentas de culinaria feitas de Cu. No entanto, como foram medidas concentragdes de Cu similares

nos solos e nos 0ssos, é possivel que tenha ocorrido contaminacgdo post-mortem das estruturas 6sseas.

7.4 Discussao: Dieta alimentar

Os elementos indicadores da dieta alimentar de um individuo, o Sr e 0 Zn, ndo foram afetados
pelos efeitos da diagénese nos 0ssos compactos dos 8 individuos. Assim sendo, e a semelhanca dos
resultados obtidos noutros estudos com estes elementos [15, 102], comprovou-se que 0 Sr e 0 Zn sdo
menos suscetiveis a alteragcBes post-mortem. Os resultados obtidos para o Br, que é considerado por
alguns autores um elemento indicador de uma dieta maritima [58, 101], também demonstraram que este
elemento permaneceu inalterado nos 0ssos destes individuos. Visto que existem pouco estudos sobre a
presenca deste halogéneo nos 0ssos, este trabalho permitiu fornecer mais dados sobre este elemento.
Relativamente a dieta alimentar dos 8 individuos, os baixos niveis de Sr nos 0ssos sugerem que a grande
maioria teria uma dieta pobre em vegetais, particularmente os individuos 6 e 8. As concentra¢Bes
reduzidas de Zn na grande maioria dos individuos indicam que estes teriam habitos alimentares pobres
em carnes vermelhas, ostras e alguns crustaceos. Os niveis elevados de Br encontrados em todos 0s
individuos, particularmente no individuo 4, sugerem habitos alimentares ricos em alimentos marinhos.
A proximidade do Tumulo Megalitico com o oceano Atlantico (menos de 4 km) corrobora as elevadas

concentracdes de Br nos 0ssos. Tendo em conta que foram medidos baixos niveis de Zn nos 0ssos, é

81



provavel que a dieta maritima dos 8 individuos fosse maioritariamente constituida por peixes de agua
salgada, que sdo dos alimentos de origem animal mais pobres neste mineral [51, 52, 108], e por outros
alimentos marinhos relativamente pobres em Zn, como os camardes [52]. Apesar de existirem poucos
estudos sobre o contetdo de Sr em alimentos marinhos, 0s peixes aparentam ser fontes mais pobres
deste elemento quando comparados com os moluscos e crustaceos [52], o que reforca a premissa de que

0s 8 individuos consumiriam predominantemente peixe.

De seguida, sdo comparados os racios Zn/Ca e Sr/Ca obtidos para os individuos analisados
neste trabalho, com os resultados obtidos pela M. Carvalho [27], na andlise de 0ssos compactos de
individuos que viveram nos seculos XVIII e XIX também em zonas costeiras de Portugal, recorrendo
ao mesmo espetrometro (M4 Tornado). Os 0ssos destes individuos (Individuos #4, #6, #10, #17, e #31)
foram exumados na Ermida do Espirito Santo, localizada na cidade de Almada. Os resultados obtidos
para 0s racios nos 2 estudos, e a classifica¢do das dietas alimentares dos individuos conforme os valores
de referéncia das tabelas 7.3 e 7.5, estdo presentes na tabela 7.7, para o racio Zn/Ca, e na tabela 7.8,

para o racio Sr/Ca.

Individuo Racio (Zn/Ca) Dieta

1 034 Pobre em
. ' proteina
= M
S | 2 | om | Mo
g~ 2
= LIZJ 3 0,29 Pobre,em
wn Z proteina
3 < 4 0.32 Pobre em
o (@] 1 £
Sz proteina
K=
== 5 0,33 Pobre,em
22 proteina
p=a 6 0.34 Pobre em
% = ’ proteina
g v 0,34 Pobre,em
= proteina

Pobre em

8 0,33 proteina
e Rica em
SX #4 0,67 proteina
DX Ricaem
2 #6 0,8 €
== proteina
== -
&> #10 1,02 R'C? em
S Ip:)zr_o efna
© = #17 3,33 ca em
Bl proteina
E -
S0 431 3,79 Rica em
L proteina

Tabela 7.7: Resultados do racio Zn/Ca para os 8 individuos do Timulo Megalitico de Santa Rita e para
os individuos #4, #6, #10, #17, e #31, da Ermida do Espirito Santo, e classificacdo da sua dieta.
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Individuo Récio (Sr/Ca) Dieta
Pobre em
. . 0,39 vegetais
.a;:' 9 0,40 Movdeeratda_l em
o — getais
€ uw Pobre em
$ =2 3 0,36 vegetais
3 < 4 0.36 Pobre em
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L'c
N=i<B)
=2 5 0,46 Moderada_l em
>2 vegetais
> Pobre em
% = 6 0,18 vegetais
g 7 0,36 Pobre em
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8 0.19 Pobre em
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= Rica em
(cn% X #4 0,72 vegetais
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O
o= Rica em
(7]
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[72] -
=2 #17 0,7 Rica em
T o vegetais
=) Rica em
= #31 0,82 .
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Tabela 7.8: Resultados do racio Sr/Ca para os 8 individuos do Tumulo Megalitico de Santa Rita e para
os individuos #4, #6, #10, #17, e #31, da Ermida do Espirito Santo, e classifica¢do da sua dieta.

Os resultados presentes nas tabelas 7.7 e 7.8 demonstram que o consumo de vegetais e carnes
seria superior nos individuos dos séculos XVI11 e XIX que viviam na regido de Almada. Estes resultados
podem ser explicados pelo facto de nos séculos XVIII e XIX terem ocorrido grandes avan¢os na
agricultura, como resultado do crescimento industrial, o que levou a uma maior producdo de bens
agricolas, originando uma remodelacdo alimentar da popula¢do portuguesa [109]. Em particular,
Almada no século XVIII seria uma vila rodeada por propriedades agricolas, ao longo do seculo XI1X
esta zona foi-se tornando gradualmente mais industrializada. Durante estes 2 séculos a agricultura seria
assim uma das principais atividades praticadas pela populacdo local [110]. Deste modo, estas
populacdes tinham acesso a mais vegetais e a produtos de origem animal, 0 que explicaria 0s niveis

superiores dos racios de Sr/Ca e Zn/Ca medidos nestes individuos.

Para além da agricultura, a pesca também seria uma das principais atividades praticadas na
regido de Almada durante os séculos XVIII e XIX, dada a proximidade desta zona com o rio Tejo e 0
Oceano Atlantico [110]. Num estudo realizado por D. Guimaraes et al. [2], com as mesmas amostras

Osseas obtidas na Ermida do Espirito Santo, foram medidas concentracdes elevadas de Br, variando
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entre 5 e 40 ng/g, que foram associadas ao consumo de alimentos marinhos. Comparando com 0s
resultados obtidos nesta dissertagdo para o Br (figura 7.17), verifica-se que os 8 individuos analisados
possuiam quantidades superiores deste elemento (sensivelmente entre 20 e 150 pg/g). Esta diferenca
pode dever-se ao facto de os habitantes da regido de Almada também consumirem peixes do rio Tejo,
gue possuem menores concentracdes deste elemento que os peixes obtidos no mar. Por outro lado,
também é possivel que a diferenca entre as duas populacdes se deva a uma alimentacdo mais variada
dos habitantes de Almada, que para além de alimentos marinhos também consumiam produtos agricolas
em maior quantidade, ao contrario das popula¢des que habitavam os arredores do Tumulo Megalitico

de Santa Rita, cuja dieta seria constituida essencialmente por peixes marinhos.

Em suma, estas 2 populacfes costeiras separadas temporalmente por milénios teriam uma
intensa atividade piscatdria, no entanto, como resultado dos avan¢os na agricultura verificados ao longo
da historia do ser humano, particularmente ap6s a revolugdo industrial, levaram a inclusdo de uma maior
variedade de alimentos nos habitos alimentares das populagdes costeiras modernas em Portugal

continental.
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CAPITULO

Conclusoes e perspetivas futuras

8.1 Conclusodes

Este trabalho permitiu compreender melhor as condicGes de vida das populag¢@es que habitavam
os arredores do timulo Megalitico de Santa Rita nos dois ultimos Milénios A.N.E. Os 8 individuos
estudados, apesar de pertencerem a periodos histéricos diferentes, teriam estilos de vida similares. O
mar providenciava a maior parte dos recursos necessarios a sua subsisténcia, pelo que a pesca seria a
principal atividade econdmica. Os alimentos maioritariamente consumidos seriam os peixes. O
consumo de carnes e vegetais seria reduzido. Relativamente ao tipo de ferramentas utilizadas por estas
populagdes, como os utensilios de cozinha, é possivel que fossem constituidos maioritariamente por
Cu. As populagGes contemporaneas aos individuos 4, 7 e 8, provavelmente usariam o cinabrio durante
os rituais finebres. A exposicdo diaria destas popula¢cfes aos metais pesados toxicos Pb, Cd, e As, seria

reduzida.

Tendo em conta que a maioria dos metais pesados foram incorporados post-mortem nos 0ssos
dos 8 individuos, como resultado da contaminacdo provocada pelo solo, ndo foi possivel estudar os
processos de acumulacdo in vivo destes metais nos 0ssos. O numero reduzido de 0ssos analisados por
individuo (23 ossos analisados para um total de 8 individuos), ndo permitiu fazer comparacGes entre as
diferentes estruturas 6sseas. De qualquer modo, este trabalho contribuiu para uma melhor compreenséo
das condicdes in vivo nestas populagdes da antiguidade. Além disso, este estudo demonstrou a utilidade
do uso de técnicas de XRF ndo destrutivas na analise de amostras arqueoldgicas. A pequena quantidade
de amostra necessaria para analise, e o processo de quantificacdo facil, sdo duas grandes vantagens

destas técnicas.

85



8.2 Perspetivas futuras

Relativamente aos resultados obtidos neste trabalho, seria interessante confirmar a causa das
elevadas concentrac6es de Hg nos solos das areas de inumacéo dos individuos 4 (area 3), 7 e 8 (area 5).
Os elevados valores observados no solo tornam improvavel a hipétese de serem variagdes naturais deste
elemento, no entanto seria importante medir as concentracdes deste metal nas zonas que avizinham as
areas 3 e 5 para comparacao. Para além disso, seria relevante estudar a origem da incorporacéo do Cu
nas estruturas 6sseas dos 8 individuos, de modo a confirmar se este metal foi incorporado in vivo, ou se
foi introduzido como contaminante do solo. Seria importante também conjugar outros fatores como a
idade, 0 sexo e o tipo de patologias associadas para correlacionar com os perfis elementares
encontrados. E possivel, por exemplo, que as concentragdes muito baixas de Sr nos 0ssos dos individuos

6 e 8, tivessem implicagdes na sua salde.
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