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Resumo

Os seres humanos tém contacto com metais pesados desde ha milhares de anos e
a exposi¢cdo aos mesmos continua ainda a ser muito relevante nos dias de hoje. Embora
ja se conhecam alguns dos efeitos adversos resultantes desse contacto, os mecanismos
gue originam os efeitos toxicos do depdsito desses metais pesados permanecem ainda
desconhecidos. O presente trabalho tem como principal objetivo estudar a forma como
se distribuem os elementos acumulados nos ossos, em consequéncia da eventual
contaminagao por metais ao longo da vida, além de compreender a sua influéncia na
toxicocinética desses elementos. Para isso, foi analisado um conjunto de ossos de uma
Necrdpole Crista dos séculos XllI-XVI, localizada em Cacela Velha (Algarve, Portugal),
com recurso as técnicas de Microfluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia e de
Microscopia Raman.

Ndo foram detetados valores anormais respeitantes a metais pesados nas
amostras de tecido dsseo estudadas, pelo que a exposicao in vivo aos mesmos seria
reduzida. Os resultados obtidos sugerem que, embora esta populagao vivesse perto do
mar e tivesse contacto com animais domésticos, teria uma dieta maioritariamente
pobre em proteina de origem animal e bastante rica em vegetais. A contaminac¢ao post-
mortem com bromo detetada na superficie externa dos ossos analisados pode ter sido
devida a proximidade do local de sepultura ao mar. Registaram-se ainda contaminacgdes
post-mortem por parte dos elementos aluminio, potdssio, ferro, cobre e zinco,
possivelmente ligadas aos materiais exumados juntamente com os remanescentes
esqueléticos e ao tipo de rochas que esteve na origem dos sedimentos constituintes do

solo do local de exumacao.

Palavras-chave: microfluorescéncia de raios-X dispersiva em energia; microscopia

Raman confocal; ossos; metais pesados; elementos traco.
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Abstract

Human beings have been exposed to heavy metals for thousands of years and that
exposure is still relevant nowadays. Even though some of the adverse effects that come
from that contact are well established, the mechanisms behind them remain unknown.
The main goal of this thesis is to study the distribution of elements in ancient bones, as
a result of possible contamination by metals throughout life, as well as its contribution
to the toxicokinetics of said elements. Thereunto, a set of bones exhumed from a
Christian Necropolis of the XIII-XVI centuries, located in Cacela Velha (Algarve, Portugal),
was analyzed using Energy Dispersive Micro-X-Ray Fluorescence Microscopy and Raman
Microscopy.

No abnormal concentrations of heavy metals were found in the bone tissue
samples, so the exposure in vivo of the studied individuals to them would be reduced.
The results suggest that, despite this population’s proximity to the sea and its contact
with farm animals, its diet would mainly consist of a low animal protein and high
vegetable intake diet. The post-mortem contamination with bromine detected in the
outer surface of the analyzed bones could be due to the closeness of the burial place to
the seaside. Post-mortem contaminations with aluminum, potassium, iron, copper, and
zinc were also found and thought to be justified by the materials exhumed along with
the skeletal remains and the type of rocks that originated the sediments that integrate

the soil of the exhumation site.

Keywords: energy dispersive X-ray fluorescence microscopy; confocal Raman

microscopy; bones; heavy metals; trace elements.
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Introducao

1. Contextualizacao do Tema

Os seres humanos tém contacto com metais pesados desde ha milhares de anos e
a exposi¢cdo aos mesmos continua ainda a ser muito relevante nos dias de hoje, quer
pelas condicbes ambientais e ocupacionais em que se inserem, quer pela sua dieta.

Sabe-se que alguns dos metais que representam as maiores ameacas a salude
publica, como o Pb, Cd, Hg e As, se depositam maioritariamente nos ossos, cérebro e
cabelo, ao passo que outros elementos se acumulam preferencialmente em tecidos
moles, como o figado e os rins[1]—[3]. Além disso, ja se conhecem também alguns dos
efeitos adversos resultantes do contacto com metais pesados. Ndo obstante, os
mecanismos que originam os efeitos tdxicos do depdsito desses mesmos metais
permanecem ainda desconhecidos.

A essa lacuna, soma-se o facto de ser escassa a informacao relativa a correlagcao
entre as concentra¢cGes dos elementos traco e os diferentes tecidos do corpo humano,
informacgao essa que podera aumentar a no¢ao do papel que cada um desses elementos
desempenha em possiveis estados patolégicos[3].

Assim, torna-se crucial aprofundar estes conhecimentos através da medicdo da
distribuicdo espacial de elementos tragco no esqueleto, bem como da distribuicdo dos
metais pesados supramencionados, sobretudo referentes a periodos histéricos, em que

ndo havia reservas face a exposicdo as fontes de contaminacaol1], [4], [5].



2. Objetivos

O presente trabalho tem como principal objetivo estudar a forma como se
distribuem os elementos acumulados nos ossos, em consequéncia da eventual
contaminagao por metais ao longo da vida. Além disso, pretende também compreender
a sua influéncia na toxicocinética desses elementos, bem como fazer a comparacao
entre os niveis de metais pesados encontrados nas amostras analisadas com os niveis
atualmente aceites pela comunidade cientifica.

Como tal, foi analisado um conjunto de ossos de uma Necrdpole Crista dos séculos
XIlI-XVI, localizada em Cacela Velha (Algarve, Portugal), com recurso a técnica
espetroscépica de Microfluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia (u-EDXRF).
Adicionalmente, foi usada a técnica de Microscopia Raman (pu-Raman) para estimar o
perfil estrutural dos constituintes do osso, nomeadamente a sua cristalinidade e a
proporc¢do entre as suas componentes mineral (hidroxiapatite e carbonato) e organica
(colagénio)[6].

Os resultados obtidos foram analisados com o intuito de adquirir informagdes
relativas aos hdbitos alimentares daquela comunidade e a influéncia ambiental na
mesma. Os resultados foram comparados com os da literatura, nomeadamente, obtidos
para amostras de estruturas ésseas mais antigas, uma vez que foram exumadas em

localiza¢Oes geograficas semelhantes[7].



Os 0sso0s

1. Matriz Ossea

O tecido 6sseo possui propriedades estruturais Unicas que se devem
essencialmente ao facto de ser composto por duas fases distintas, nomeadamente a
fase mineral, responsdavel pelas caracteristicas eldsticas do osso, e a fase organica,
responsavel pelas suas caracteristicas plasticas[8].

A matriz extracelular é constituida por cerca de 70% de componentes inorganicos
e 30% de componentes organicos. Destes ultimos, 94% correspondem a colagénio tipo
I, 4% a proteinas ndo colagenosas e 2% a células ésseas. A parte mineral é composta
principalmente por cristais de hidroxiapatite (Ca1o(PO4)s(OH)2), resultantes da interacdo
do fosfato de célcio com o hidréxido de calcio[9]. A matriz 6ssea, ao contrdrio de outros

tecidos conjuntivos, tem a capacidade Unica de sofrer calcificagao[8].

2. Estrutura do Tecido Osseo

O tecido dsseo é altamente estruturado, heterogéneo e dinamico, e apresenta
uma organizacdo extremamente complexa em varias escalas[6]. A nivel macroscopico,
pode ser classificado como cortical e trabecular; a nivel microscépico, pode ser
classificado como lamelar e reticular. Na figura 1 encontra-se um esquema

representativo da hierarquia do tecido dsseo.



Osso trabecular Osso trabecular , Colagénio
Trabéculas mineralizado

Osso cortical

Ostebes Lamelas

Figura 1 - Hierarquia do tecido dsseo. Adaptada da referéncia [10].

2.1.0sso Cortical e Osso Trabecular

Todo o tecido 6sseo é constituido primordialmente por moléculas de colagénio
gue, associadas a cristais de hidroxiapatite, originam fibras de colagénio mineralizadas,
as quais se dd o nome de lamelas (3-7 um de espessura)[6]. A forma como as lamelas se
dispdem no espaco dita as caracteristicas do tecido dsseo e, por conseguinte, a sua
classificacao.

Quando varias lamelas se juntam e sofrem enrolamento em relagdo a um eixo
central, adquirindo a forma aproximada de um cilindro, forma-se um ostedo, que
apresenta um didametro médio de 200-250 pum. O conjunto de ostedes origina uma
estrutura densa e compacta, a qual se da o nome de osso cortical. Este compreende
cerca de 80% de todo o esqueleto humano, conferindo-lhe forga, rigidez e forma, e é
muito denso, apresentando uma porosidade de 5%-10%. A atividade metabdlica do osso
cortical é mais reduzida do que a do osso trabecular. O aumento da taxa de remodelacao
Ossea cortical provoca o aumento da sua porosidade e, como tal, diminui a massa
Ossea[10]. Neste tipo de osso, as propriedades mecanicas sdo consideravelmente
influenciadas pela porosidade, grau de mineralizacio e organiza¢do da matriz sélida. E,
portanto, dificil prever as micropropriedades do tecido in vivo através da medicdo das

propriedades mecanicas do mesmo ao nivel da sua macroestrutura[11].



Quando as lamelas ndo se juntam de forma ordeira e se dispdem irregularmente
nos varios sentidos, formam-se trabéculas, cujo tamanho médio varia entre os 50 um e
0s 400 um. O conjunto de trabéculas forma o osso trabecular. Quando comparado com
0 0sso cortical, o trabecular é significativamente mais poroso (porosidade de 75%-95%).
Os poros estdo interligados e preenchidos por medula éssea[10]. Em geral, o material
que constitui o osso trabecular é cerca de oito vezes mais ativo metabolicamente, sofre
remodelacdo com maior frequéncia e, como tal, é um tecido mais recente do que o
cortical. O balango entre as taxas de formacao e de remocdo dsseas altera-se com a
idade, provocando uma diminuicdo progressiva da massa do osso.

Embora ambos os tecidos sejam constituidos pelo mesmo tipo de material, a
maturacdo do osso cortical pode alterar as propriedades mecanicas do tecido ao nivel
microscopico[11].

Quando se considera um osso longo, como o fémur, um corte longitudinal ao seu
comprimento revela uma periferia densa, de osso compacto, e um interior poroso, de
0ss0 esponjoso, tal como representado na figura 2. Ossos achatados, como os do cranio,
apresentam camadas densas de osso cortical nas superficies mais externas e uma

camada fina de osso esponjoso no interior.

Osso trabecular
Medula éssea

Linha -
episiaria ] 7 ] »”  Osso cortical

Figura 2 - Representagdo esquemdtica de um corte sagital parcial de um osso longo. Adaptada
da referéncia [12].

Os tecidos Osseos cortical e trabecular diferem essencialmente no seu
desenvolvimento, arquitetura, funcdo, proximidade a medula éssea e suprimento de

sangue[11].



2.2.0ss0 Reticular e Osso Lamelar

Tanto os ossos corticais como os trabeculares sdao formados por dois tipos de
tecidos diferentes ao longo da vida: um tecido primario (ou imaturo), ao qual se da o
nome de reticular, e um tecido secundario, ao qual se da o nome de tecido lamelar.

O tecido reticular comeca a ser formado aquando da formacdo dos ossos no feto
e é o principal tecido ésseo até aos quatro ou cinco anos de idade, altura em que é
substituido por tecido lamelar, através de processos de remodelacdo dssea. Depois de
substituido, o tecido reticular s6 volta a ser formado no processo de reparagdo de
fraturas.

A composicdo dos dois tecidos apresenta diferencas a nivel da organizacao

estrutural e das propriedades mecanicas[10].

3. Principais Caracteristicas do Tecido Osseo

O osso é um material bioldgico extremamente sofisticado e complexo, que abarca
relacGes intrincadas entre as suas componentes mineral e organica. As suas
propriedades mecanicas refletem as propriedades dos materiais que o constituem e a
forma como esses materiais estdo organizados e interagem entre si[8].

A quantidade, a qualidade e a distribuicao dos diferentes componentes do osso
estdo intimamente relacionadas com a forca e a fragilidade ésseas[6], [13]. O parametro
que mais influencia a forga de um osso é a Densidade Mineral Ossea (DMO). No entanto,
a forma tridimensional como as trabéculas estdo organizadas, a forma e a geometria do
0ss0, a potencial existéncia de danos a nivel microscopico e as propriedades intrinsecas
da matriz dssea também contribuem para a forca do mesmo. Fatores como a idade
podem também provocar alteracdes nas propriedades da hidroxiapatite e do colagénio
e, por conseguinte, nas propriedades do préprio osso[8].

O tecido dsseo é dos principais tecidos do corpo humano a integrar informacao

mecanica proveniente do ambiente, tendo a capacidade de alterar a sua proépria



morfologia e metabolismo de modo a satisfazer novas necessidades[14]. E sensivel a
influéncias metabdlicas, nutricionais e enddcrinas[15].

Este tecido é constantemente renovado através de um processo fisioldgico de
reabsorcao de osso antigo e formagao de osso novo, fundamental para a saide dssea
ao longo da vida[14], [16]. Desta forma, o osso é considerado um bom biomarcador da
concentragdo de alguns elementos traco, devido a sua significativa taxa de renovacao,
estando constantemente a integrar novos minerais. Assim sendo, a andlise da
constituicao de um osso pode fornecer-nos informagdes ante-mortem relativas ao tipo
de ambiente e ao tipo de alimentacdo praticada pelo individuo cujas ossadas se
analisaram. E importante, no entanto, salientar que a morfologia e a composi¢do dsseas
podem sofrer alteracdes post-mortem[5] devidas, por exemplo, ao tipo de solo em que
os corpos foram sepultados, bem como as condi¢cdes meteorolégicas a que o local de
sepultura esteve sujeito. Estudos sugerem que 0s 05S0S esponjosos sdo mais suscetiveis
a contaminagao post-mortem, ao passo que O0S 0Ss0s compactos s3ao mais

representativos das condi¢ées in vivo[15], [17].






Elementos Quimicos no

Organismo

1. Elementos Essenciais e Nao Essenciais

No organismo humano hd um conjunto de elementos quimicos que sdo cruciais
para que o sistema bioldgico funcione corretamente, aos quais se chama elementos
essenciais. Descreveu-se inicialmente um elemento essencial como aquele que é
obrigatério para a vida e cuja auséncia resulta na morte do organismo. Mais tarde, foi
proposta uma definicdo mais abrangente de elemento essencial, sendo a mais aceite:
um elemento é essencial quando a toma insuficiente do mesmo resulta, de forma
consistente, no comprometimento de determinada fun¢ao; e quando a suplementacao
do mesmo (em quantidades coerentes com as requeridas), mas ndo de outros, previne
ou resolve esse comprometimento[18].

Os elementos essenciais podem ser classificados como maioritdrios, trago e ultra-
traco, de acordo com a maior ou menor concentragdao com que devem estar presentes
no organismo, respetivamente. Os elementos maioritarios sdo os elementos que mais
estdo envolvidos na formacao de ligacGes covalentes e sdo constituintes importantes
dos diferentes tecidos (C, O, H, N). Constituem cerca de 96% da massa total do
corpo[19], [20].

Os elementos traco essenciais sdo necessarios para o ser humano em quantidades
gue variam entre os 50 pug e os 18 mg por dia[18], constituindo, maioritariamente,
componentes estruturais de enzimas e cofatores, cujos papéis principais passam por
prevenir défices nutricionais, regular a expressao genética, prevenir doencas crénicas e
desempenhar fun¢des no sistema imunitario. Cada um deles representa menos de
0,01% da massa total do corpo, e, em conjunto, representam menos de 1% da mesma.
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Sdo absorvidos no trato gastrointestinal e incluem o Cr, Co, Cu, |, Fe, Mn, Mo, Se e
Zn[21]. Embora a essencialidade do F para o normal funcionamento de um organismo
ainda nado tenha sido comprovada, pode ser considerado um elemento essencial devido
ao seu impacto na saude dos dentes[18].

As deficiéncias em elementos traco sdo pouco frequentes, especialmente por
serem necessarios em quantidades tdao pequenas, a ndo ser quando ocorrem alteragdes
dramadticas na dieta do individuo, ou quando o metabolismo de elementos traco est3,
de alguma forma, comprometido. Desequilibrios moderados ou severos destes
elementos sdo considerados fatores de risco para vdrias doencas[18], [20].

De seguida, apresentam-se com maior pormenor os elementos traco, essenciais e

ndo essenciais, mais relevantes para o presente trabalho.

Magnésio

O Mg é requerido em inumeras fungdes bioldgicas e é cofator em mais de
trezentas enzimas envolvidas na sintese proteica, fungdes musculares e nervosas,
controlo da glicose no sangue e regulacdo da pressao arterial.

Os alimentos com maior teor de Mg sdo os espinafres, leguminosas, frutos secos,
sementes, cereais integrais, algumas especiarias, cacau e vegetais.

Embora o défice em Mg seja pouco comum, ocorre essencialmente devido ao
consumo insuficiente dos alimentos supramencionados. Os sintomas de um défice
moderado incluem perda de apetite, nauseas, vOmitos, cansaco, dormeéncia,

taquicardia, delirios e alucinagdes[22].

Cromio

E responsdvel pelo aumento significativo da atividade enzimatica e desempenha
fungdes importantes no metabolismo dos hidratos de carbono, estimulacdao de acidos
gordos, sintese de colesterol no figado e na ativacdo da insulina[22].

A maioria dos alimentos fornece quantidades muito reduzidas de Cr, sendo as

melhores fontes as gemas de ovo, cereais integrais, café, frutos secos, feijao verde,
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brdcolos, carnes e levedura de cerveja. Alimentos como os laticinios e a maioria das
frutas e vegetais contém quantidades infimas de Cr[22], [23].

O défice em Cr em humanos é raro e ocorre quando se verifica intolerdncia a
glucose ou resisténcia a insulina em pacientes sujeitos a alimentagao parentérica a longo
prazo[22]. Esse défice manifesta-se através de sinais e sintomas semelhantes a diabetes
tipo Il, neuropatia, niveis de acidos gordos elevados no plasma e aterosclerose. Visto
que é excretado através dos rins, o Cr ndo deve ser suplementado por pacientes em
faléncia renal.

A toxicidade por Cr é uma doenca ocupacional comum em soldadores e a
exposicdo continua pode causar Ulceras crénicas da pele e dermatite irritativa aguda.
Inalacdo de compostos ricos em Cr causam irritacdo do trato respiratdrio, rinite,

broncoespasmo e pneumonia[21], [23].

Manganés

Cerca de 43% do Mn no corpo é encontrado no sistema esquelético, sendo que o
restante se concentra em tecidos moles, como o figado, pancreas, rins e cérebro, bem
como no sistema nervoso central. Este esta envolvido no metabolismo dos lipidos e
hidratos de carbono e na absorcdo de calcio e regulacdo dos niveis de glicose no sangue.
Auxilia na formacao de tecido conjuntivo, osso, fatores coagulantes e hormonas sexuais,
e é necessario para um funcionamento normal do sistema nervoso.

E encontrado em leguminosas secas, frutos secos, sementes, gérmen de trigo e
alimentos integrais (trigo sarraceno, bulgur, centeio, aveia, arroz integral e milho),
ananas, diversos chas, salsa, vegetais com folhas verdes e tubérculos. Alimentos como
os laticinios, carnes, peixes e marisco ndo sao boas fontes de Mn[22].

Como os valores de referéncia para o Mn sdo tdo baixos, o défice é raro e pode
causar dermatite, mudancgas de cor no cabelo, anormalidades no sistema esquelético,
alteracgdes na tolerancia a glicose, infertilidade, surdez e prejudicar a sintese de fatores
coagulantes dependentes da vitamina K[21].

A acumulacdo de Mn a longo prazo causa anorexia, apatia, cefaleias, impoténcia,

caibras nas pernas, problemas de fala e sindromes semelhantes a encefalite e a doenca
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de Parkinson, podendo ocorrer psicose[23]. A toxicidade tem sido reportada
especialmente em pacientes com doengas hepaticas[21]. Estudos demonstram que
concentracdes elevadas no cérebro, especialmente ao nivel dos ganglios basais, estdo

associadas a disturbios neuronais semelhantes a doenca de Parkinson[22].

Ferro

A maioria do Fe no corpo encontra-se na hemoglobina, responsavel pelo
transporte do oxigénio dos pulmdes até aos restantes tecidos. E essencial para o
crescimento e desenvolvimento, bem como para o funcionamento normal das células e
para a sintese de algumas hormonas e tecido conjuntivo. E ainda um componente
fundamental da mioglobina, que fornece oxigénio aos musculos.

E o metal mais abundante no corpo humano e encontra-se naturalmente em
alimentos como carnes vermelhas, figado, leguminosas, frutos secos, sementes, carnes
de caca, peixe, marisco, tofu, vegetais com folhas verdes e melaco. O Fe disponivel em
alimentos de origem animal (ferro heme) é mais facilmente absorvido no organismo do
gue aquele que esta disponivel em alimentos de origem vegetal.

O défice em Fe é o défice nutricional mais comum do mundo. Quando se torna
severo, provoca anemia ferropénica, cujos sintomas mais vulgares sdo cansaco,
fraqueza, palidez nas maos e nas palpebras, tonturas, perda de cabelo, irritabilidade e
unhas frageis e quebradicas.

Quando os niveis de Fe estdo drasticamente elevados, verificam-se sintomas como

nauseas, vomitos, diarreia e ocorrem danos hepaticos[22].

Niquel

Embora a sua funcdo no corpo humano ainda ndo esteja bem definida, o Ni é
considerado um elemento ultra-traco essencial. No organismo, encontra-se em maiores
guantidades nos acidos nucleicos (particularmente no RNA) e pensa-se que esteja

envolvido na estrutura e/ou fun¢do de proteinas.
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No que toca a fontes alimentares, encontra-se naturalmente presente em
alimentos de origem vegetal, enquanto os alimentos de origem animal s3o pobres neste
elemento[24]. Os alimentos mais ricos em Ni sdo os frutos secos (como nozes e avelas),
leguminosas, chocolate, aveia, trigo sarraceno, cevada e milho. Também ocorre
naturalmente em cinzas vulcanicas e em rochas e solos.

Estudos demonstram que a exposi¢cao aguda ao Ni pode causar problemas
hepaticos, renais e cerebrais, danos ao nivel dos tecidos, eczema vesicular e cancro

pulmonar[22].

Cobre

O Cu é um componente essencial em muitas enzimas e coenzimas, estando
envolvido em diversas reacdes metabdlicas. E fundamental para os sistemas
hematoldgico e neuroldgico, sendo necessario no processo de cicatrizacdo de feridas,
na sintese de colagénio, no crescimento e formacdo dsseos, na formacdo de bainhas de
mielina e no auxilio da incorporagao do Fe na hemoglobina, bem como na absor¢ao do
mesmo no trato gastrointestinal[21]-[23].

Encontra-se em alimentos como trigo, cevada, sementes de sésamo, améndoas,
nozes, nozes pecan, amendoins, cajus, ameixas, uvas passas, alperces, feijoes secos,
cogumelos, frango e na maioria dos peixes[22].

Uma vez que o Cu é armazenado em grandes quantidades no figado, o défice em
Cu é raro em pessoas com uma alimentacdo saudavel, salvo em pessoas sujeitas a
cirurgias gastricas, como bypass gastrico, nas quais € comum ocorrer ma absorc¢do do
nutriente. Deficiéncia em Cu resulta em doencas hematoldgicas, como anemia,
neutropenia e diminuicdo do nimero de leucécitos, descoloracao da pele e fatiga.

Toxicidade por Cu apresenta-se como gastroenterite, anemia hemolitica, hepatite,
cirrose, disturbios comportamentais e de personalidade, e deficiéncia cognitiva[21]—

[23].
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Zinco

E componente de mais de duzentas enzimas importantes para o sistema
imunitdrio a desempenha funcdes cataliticas e estruturais. E um elemento essencial que
funciona como cofator para determinadas enzimas envolvidas no metabolismo e no
crescimento celulares. E necessario no processo de cicatrizacdo de feridas e
regeneracdo, no equilibrio acido-base, no metabolismo dos ovarios e testiculos, e na
funcdo hepatica[21], [22].

E 0 segundo metal mais presente no corpo humano (a seguir ao Fe) e estd presente
em alimentos como trigo, arroz integral, aveia, lentilhas, soja, ervilhas secas, feijao
frade, nozes, amendoins, cajus, castanhas do Brasil, varios queijos, figados, carnes (vaca,
carneiro, frango e peru), peixes e marisco[22].

O défice em Zn ocorre, especialmente, devido ao baixo consumo dos alimentos
mencionados acima. Pode causar dificuldades no processo de cicatrizacdo de feridas,
disfungdes imunoldgicas, anorexia, diarreia, queda de cabelo, dermatite e depressao.
Em criancas e adolescentes, pode causar pneumonias e atrasos cognitivos, problemas
comportamentais, falta de memdria e prejudicar o sistema imunitdrio.

Em casos mais severos, pode causar atrasos no desenvolvimento sexual,
impoténcia, hipogonadismo em individuos do sexo masculino, lesdes ao nivel da pele e
dos olhos, alteracdes no paladar e letargia.

Toxicidade por Zn, devida a suplementagdao excessiva por longos periodos de

tempo, causa anemia sideroblastica[21], [22].

Bromo

A semelhanca do Ni, o Br é considerado um elemento traco essencial, mesmo que
ainda ndo se conhecam ao certo as funcdes que desempenha no organismo.

O Br encontra-se amplamente disponivel na natureza, sendo que 99% se encontra
nas aguas do mar. Assim sendo, as melhores fontes alimentares serdo as que provém
diretamente do mar ou de ambientes proximos a ele. Peixes, algas e marisco sdo os
alimentos mais ricos em Br, mas as plantas e os animais que crescem ou vivem,

respetivamente, perto do mar, também costumam ser boas fontes de Br[25].
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E extremamente irritante para os olhos e para a garganta, e o contacto pode levar
a inflamagdes dolorosas. A toxicidade ocorre para quantidades muito pequenas (10
ug/g), e ocorre essencialmente por via da inalagdo, ou por exposicdo dérmica. Pode
conduzir a danos nos rins, cérebro e sistema nervoso, apresentando uma dose letal de

14 pg/g[26].

Estroncio

O Sr ndo é considerado um elemento trago essencial, ja que ndo se conhecem
fungdes bioldgicas do mesmo. Ainda assim, estd presente na grande maioria dos seres
vivos devido ao facto de ser estruturalmente similar ao Ca e, como tal, poder substitui-
lo nas partes inorganicas dos ossos[27], [28].

Os seres humanos entram em contacto com este elemento especialmente através
da sua dieta. A quantidade de Sr presente num organismo diminui com o aumento do
nivel tréfico, o que implica que as plantas sdo os elementos com teor de Sr mais elevado.
No que toca a animais, os herbivoros apresentam maior quantidade relativa de Sr do
gue os omnivoros, e estes do que os carnivoros. Assim sendo, o Sr é um bom indicador
de uma dieta rica em vegetais. Dos alimentos com maior teor em Sr destacam-se as

especiarias, os vegetais verdes, os tubérculos, os cereais e as leguminosas[27].

2. Elementos Toxicos

Um elemento diz-se téxico para um organismo quando se encontra presente em
concentra¢des superiores as adequadas, pelo que até mesmo elementos essenciais
podem ser considerados tdéxicos aquando de um aumento significativo da sua
concentracdo. H4, no entanto, elementos considerados tdxicos mesmo em

concentra¢des muito reduzidas, como é o caso do Pb e do Hg[2], [18].
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Figura 3 - Variagdo do desempenho de uma fungdo biolégica, dependente de um elemento essencial, de acordo com
a concentragdo desse mesmo elemento no tecido. Adaptada da referéncia [18].

Na figura 3 encontra-se o grafico da variacdo do desempenho de uma funcao
bioldgica, dependente de um elemento essencial, de acordo com a concentrac¢do desse
mesmo elemento no tecido. A Lei de Bertrand[18] afirma que a funcdo para a qual um
elemento é essencial é muito baixa ou inexistente no caso de deficiéncia absoluta e
aumenta com o aumento da exposi¢cdo a esse elemento essencial. Este aumento é
seguido por um plateau, que representa a manutencdo do estado étimo por regulacao
homeostatica, e este, por sua vez, é seguido por um decréscimo dessa mesma funcgao, a
medida que os mecanismos de regulacdo sdo dominados por concentracdes de
elemento essencial cada vez maiores, que se tornam toxicas.

Deste modelo podem retirar-se duas conclusdes relevantes para a compreensao
dos estudos de elementos traco: para cada elemento, ha uma janela para a exposicao
segura e adequada, na qual a homeostasia mantém a concentracdo 6tima em tecidos; e
todos os elementos traco sdao potencialmente tdxicos quando a janela de exposicao

segura e adequada é excedida[18].

De seguida, apresentam-se, de forma mais pormenorizada, os elementos traco

com maior toxicidade que sdo mais relevantes para o presente trabalho.
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Arsénio

Embora tenha elevada toxicidade e ainda ndo se conhecam funcdes bioldgicas
deste elemento, o As é considerado um elemento trago essencial. Isto deve-se
maioritariamente ao elevado nimero de respostas negativas ao défice em As registado
em diferentes espécies animais, que sugerem veemente a sua essencialidade para o ser
humano. Além disso, experiéncias in vitro e em animais apontam para possiveis funcdes
deste elemento no metabolismo de moléculas do grupo metil e, consequentemente, no
processo de metilacdo de moléculas como o ADN[29].

Quando presente no organismo, acumula-se tanto nos tecidos moles, como nos
tecidos duros. A exposicdo ao As pode ocorrer por inalacdo, ingestdo ou por contacto
com a pele. Para a maioria das pessoas, a dieta é a maior fonte de exposicdo a este
elemento, quer as suas formas organicas e nao toxicas, quer as suas formas inorganicas
e téxicas. Os alimentos com maior teor inorganico de As sdo as frutas, as leguminosas e
os cereais, provavelmente por crescerem em solos contaminados. Alimentos ricos em
arsenobetaina, como o marisco, sao ricos na sua forma organica[30].

A intoxicacdao por As pode ser créonica ou aguda. No caso de intoxicagao crénica,
os sintomas mais comuns abarcam lesGes cutdneas, doencas respiratdrias e
cardiovasculares, neuropatia periférica, e diferentes tipos de cancro (pele, pulmdes,
rins, bexiga e figado). A intoxicacdo aguda por As provoca toxicidade do miocardio,
doencas ao nivel dos rins, figado e trato gastrointestinal e, em casos severos, faléncia do

tronco cerebral e morte[31].

Chumbo

O Pb é um elemento de extrema importancia, devido as suas caracteristicas
toxicas, e € um metal muito comum, estando presente na dgua, em tintas, baterias,
inseticidas e gasolina. E rapidamente absorvido para a corrente sanguinea por inalac3o,
ingestdo ou por contacto com a pele. Quando entra no organismo, distribui-se pelo
sangue, pelos tecidos moles, como os rins, medula dssea, figado e cérebro, e pelos

tecidos mineralizados, como os 0ssos e os dentes.
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N3o se conhecem beneficios do Pb no corpo humano. Pelo contrério, sabe-se que
pode afetar quase todos os 6rgaos do corpo, provocando danos no cérebro, rins, sistema
nervoso, sistema reprodutivo e pode provocar pressao arterial elevada.

A toxicidade crdénica ocorre quando o seu nivel no sangue cerca os 40-60

ug/dL[22], [32].

Cadmio

Uma vez que Ihe sdo desconhecidas func¢des biolégicas, e como ndo ha evidéncias
gue sugiram a sua essencialidade, o Cd é um elemento traco ndo essencial ao organismo
humano.

Estd presente em muitos fertilizantes e nas dguas residuais de determinadas
industrias. Assim, plantas que crescem em solos contaminados, bem como animais que
se alimentam delas, tornam-se, eles préprios, fonte de contaminacdao. Também se
encontram elevados niveis de Cd em certos peixes e crustdceos. O consumo desses
alimentos constitui a forma mais comum de exposi¢do a este metal[33].

Atualmente, existem duas teorias que explicam os mecanismos de a¢do do Cd nos
0ss0s: agao direta nas células do tecido ésseo; ou agao indireta, induzindo faléncia renal
e, consequentemente, aumentando a excrecdo de Ca e P, reduzindo a sintese de
vitamina D e, assim, diminuindo a absorc¢do do Ca ao longo do trato digestivo.

Estudos demonstram, por exemplo, que o Cd é responsavel por induzir apoptose
osteoblastica, bem como fragmentacdo do ADN. Niveis excessivos de Cd no organismo
provocam faléncia renal, osteoporose e aumentam o risco de fraturas. A exposi¢ao

crénica a este metal provoca a diminui¢do do volume ésseo[34].
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Estado da Arte

1. Fluorescéncia de Raios-X

Os elementos traco nos 0ssos sao fonte de interesse e tém vindo a ser estudados
desde ha muitos anos. A sua analise por Fluorescéncia de Raios-X (XRF) tornou-se mais
usual na década de 60[1], depois de Roberts et al. terem estimado, em 1959, a
concentracdo de Sr em ossos de animais com recurso a esta técnica[35]. Antes disso, era
comum recorrer-se a espetroscopia de emissdo dtica, tal como fizeram Thurber et al.,
para avaliar a concentragdo de Sr em amostras de ossos humanos[36], e a fotometria de
chama, tal como fizeram Harrison et al., para estimar a concentracdo de Sr em amostras
de materiais biolégicos humanos, como ossos e excre¢des[37]. Na Figura 4 encontra-se
um esquema da evolucdo das técnicas utilizadas para a analise de elementos traco nos

0ss0s, bem como um resumo das suas principais caracteristicas.

Analise por Espetroscopia
Ativagdo de delEr.nlssao Fluorescéncia de
Neutrdes Oticae Raios-X
Fotometria de
Chama
Sensivel e precisa, . .
mas muito Mais sensiveis e S~en(sj|vetl, ptr.eCIsz
trabalhosa e muito mais precisas que a nao ceasrergelgz. ao
morosa. anterior, mas o
. tratamento prévio
fotometria de das amostras e
chama acresce IR S ELE
ainda de guantidade serve
tratamento prévio para fazer a analise.
das amostras.

Q ‘ . 4

Figura 4 - Esquema da evolugdo das técnicas usadas na andlise de elementos trago nos ossos e principais
caracteristicas. Construido com base nas referéncias [35]-[37].
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A analise de elementos traco em ossos humanos passou a ser comummente feita
através de XRF e o mapeamento da distribuicdo espacial desses mesmos elementos por
Fluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia (EDXRF)[38]—[40].

Em 2000, Carvalho et al. usaram EDXRF com geometria triaxial para analisar a
concentracdo de elementos traco em fragmentos de ossos do periodo Calcolitico. Os
resultados revelaram elevadas concentragdes de Br e de Sr, que foram associadas a
influéncia do ambiente e de habitos alimentares, especialmente da ingestdo de
alimentos ricos em proteina, como marisco. As amostras de ossos revelaram ainda
elevadas concentracdes de Mn, possivelmente devidas a contaminacdo do solo do local
onde os caddveres haviam sido sepultados[41]. A mesma metodologia foi usada em
2003 para analisar ossos humanos do periodo Neolitico e comparar os resultados.
Verificou-se uma maior concentracao de Pb em ossos contemporaneos do que em 0ssos
dos periodos Neolitico e Calcolitico, atribuida a contamina¢do do solo na altura do
estudo, concordante com resultados obtidos em estudos in vivo. Foi detetada a maior
concentracdo de Cu em ossos do Calcolitico, que poderd estar relacionada com os
utensilios de cobre usados para cozinhar naquele periodo, conhecido como Idade do
Cobre. A pequena concentragdo de Sr nos ossos do Neolitico foi atribuida a habitos
alimentares pobres em carne e peixe e as elevadas concentracdes de Br em amostras de
ambos os periodos foram atribuidas a proximidade do mar a que viviam estes
individuos[42].

Em 2008, Carvalho et al. serviram-se da EDXRF para analisar a composicao de
0ssos humanos corticais e trabeculares de uma populagdo que viveu na Idade Média,
com o objetivo de determinar de que forma o processo de diagénese afetaria a
integridade do osso durante a sepultura. Os resultados mostraram que as concentragdes
de Zn e de Sr ndo foram afetadas pelo processo de diagénese, pelo que refletem
condicbes ante-mortem, sendo bons indicadores de condi¢des in vivo. Foi possivel
concluir que os 0ssos compactos sao muito menos suscetiveis a contaminagdes por
elementos presentes no local de sepultura, sendo que as elevadas concentracdes de Pb
indicaram uma contaminacao post-mortem bastante significativa[43].

Em 2015, Dias et al. avaliaram as diferencas na distribuicdo do Pb em ossos e
dentes humanos com recurso a técnicas de XRF. Relacionaram a acumulagao de Pb com

a contaminacgdo ante-mortem e post-mortem e compararam a sua concentragdo em
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diferentes tecidos. Os resultados confirmaram que o 0sso esponjoso é mais propenso a
alteragdes post-mortem do que o 0sso compacto, sendo a concentragdao de Pb em osso
esponjoso cerca do dobro da concentragdo em 0sso compacto para a mesma
amostra[1].

Em 2016, Guimaraes et al. usaram técnicas de XRF para identificar contaminacdes
post-mortem em 0ssos humanos dos séculos XVIII e XIX. Os resultados mostraram que,
enguanto os niveis de Ca e de Sr se mantiveram constantes, as concentracdes de Fe, Zn,
Br, Cu e Pb eram varidveis, embora ndo tivessem conseguido estabelecer uma relagao
clara entre os depdsitos destes elementos e o tipo de ossos (cortical ou trabecular).
Verificou-se também que os elementos Zn, Pb e Cu se acumulavam maioritariamente na
periferia do osso, indicando que a contaminacdo ocorreu post-mortem[5].

Em 2020, Santos estudou estruturas ésseas dos Il e | Milénios A. N. E., provindas
de Vila Nova de Cacela (Algarve, Portugal), para avaliagdo da contaminagado por metais
pesados através de técnicas de XRF. Concluiu que a exposicdo da populacdo a metais
pesados téxicos, como o Pb e o Cd, seria reduzida e péde aferir que a pesca seria a
principal atividade econdmica, o peixe o alimento mais presente na dieta dos individuos
estudados e que as ferramentas e utensilios usados seriam possivelmente feitos de

Cul[7].

2. Espetroscopia Raman

A espetroscopia Raman teve origem em 1928, quando C. V. Raman publicou um
artigo no qual fez a descricdo da observacao experimental da dispersao ineldstica da luz
visivel[44].

Embora o efeito Raman tenha sido descoberto ha quase um século, s comecou a
ser visto como um método extremamente flexivel e aplicdvel a quase todas as dreas da
ciéncia nas Ultimas décadas. Este renascimento da espetroscopia Raman foi
maioritariamente despoletado pelos avancos na tecnologia dos lasers, pelo design de
novos filtros, capazes de suprimir a radiacdo dispersa elasticamente (efeito de Rayleigh),

e pelo desenvolvimento de detetores extremamente sensiveis[45], [46]. Além disso, a
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reducdo significativa dos tempos de aquisicdo com a dete¢do multicanal permitiu uma
melhoria consideravel na razdo sinal-ruido e, como tal, um melhor sinal[45].

A espetroscopia Raman comecou por ser usada para providenciar a “impressao
digital” que permite determinar a composi¢cdo e a estrutura molecular de um vasto
grupo de materiais. Aliando este ao facto de ser ndo invasiva e potencialmente ndo
destrutiva, estas caracteristicas fazem desta técnica uma boa opg¢do quando se pretende
caracterizar materiais no ramo das ciéncias da vida e forenses, ou em investigacdes
arqueoldgicas.

Mais recentemente, a espetroscopia Raman também tem vindo a ser utilizada em
aplicagbes biomédicas, incluindo a avaliagdo da estrutura dos ossos, através de
marcadores indicativos da saude dos mesmos[47]. Desses marcadores, destacam-se a
medi¢ao da largura a meia altura da banda de alongamento simétrico do ido fosfato[48]
e o calculo do racio entre as componentes mineral e organica. A substituicdo dos iGes
de carbonato pelos ides de fosfato nos ossos diminui a cristalinidade e aumenta o
numero de imperfeicdes e, como tal, a avaliacdo do grau dessa substituicdo também
constitui uma medida da saude 6ssea[49].

Estudos de diferentes doencas dsseas indicam que a espetroscopia Raman pode
ser utilizada como ferramenta de diagndstico[50]—-[56].

Em 2010, Raghavan et al. provaram que é possivel obter, de forma simultanea,
informacgdes qualitativas respeitantes a composicdo do tecido dsseo e informacdes
guantitativas referentes a orientacdo dos componentes mineral e orgadnico nesse
mesmo tecido, usando espetroscopia Raman polarizada para analisar ossos de ratos[57].

Em 2011, Morris et al. fizeram a revisdo da literatura com o objetivo de avaliar o
uso da espetroscopia Raman para medir a qualidade dos ossos, através dos racios
mineral/matriz e carbonato/fosfato e da cristalinidade mineral. Salientaram como
principal ponto forte desta técnica, além do facto de ser uma boa ferramenta para medir
a qualidade éssea, a sua aplicabilidade in vivo, em animais ou humanos[48].

Também em 2011, Nyman et al. analisaram varios espetros obtidos através da
espetroscopia confocal de Raman e compararam-nos com resultados anteriores
relativos a amostras dsseas de ratos, de modo a aferir a sua capacidade de distinguir
diferentes tecidos intracorticais de ossos humanos. Verificou-se uma discrepancia entre

tecido d6sseo de ratos e de humanos, que podera ser explicada pelas diferencas nos
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periodos da segunda mineralizacdo entre as espécies. Os resultados permitiram concluir
também que os minerais se tornam mais cristalinos com o tempo([58].

Em 2020, Shah recorreu a espetroscopia Raman de alta resolucdo para examinar
a sobreposicao das contribuicdes das componentes organica e inorganica, em tecidos
dsseos de bovinos e de humanos, por forma a refinar o procedimento da aplicacdo da
técnica de espetroscopia de Raman enquanto método para a avaliagdo da composi¢ao

dos o0ssos[59].
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Técnicas Analiticas

1. Técnica Analitica de Fluorescéncia de Raios-X

1.1. Raios-X e a sua interacao com a matéria

Os raios-X sdo ondas eletromagnéticas que se encontram, no espetro da radiacdo
eletromagnética, entre as radiagdes gama e ultravioleta, com comprimentos de onda
entre os 0,001 nm e os 10 nm, o que corresponde, aproximadamente, ao intervalo de
energias de 0,125 keV a 125 keV[60]. Como sdo detentores de uma energia bastante
elevada, sdo capazes de provocar a ionizacdo da matéria e de originar danos bioldgicos.

Quando os raios-X interagem com um determinado material, a sua intensidade é
atenuada, devido aos processos de interacao dos fotdes de raios-X com os eletrdes dos
atomos que constituem esse material[61]. Essa interagdao pode provocar a absor¢ao
completa dos fotdes pela matéria, ou provocar a dispersdo dos mesmos, com ou sem
perda de energia, dependendo da energia do feixe incidente e dos atomos que

constituem a matéria.

Efeito fotoelétrico: dos processos de interagao dos raios-X com a matéria, o efeito
fotoelétrico é o dominante. O dtomo absorve a totalidade da energia do fotdo incidente
e, caso essa energia exceda a de ligagcdo de uma orbital, o eletrdo é ejetado, provocando
a ionizacdo do dtomo e criando uma lacuna nessa orbital[62], tal como ilustrado na
figura 5. Esse eletrdo segue animado de uma energia cinética numericamente igual a
diferenca entre as energias do fotdo incidente e de ligacdo do eletrdo na orbital da qual

foi ejetado.

25



S

Ele‘trao
_— > ° ejetado

Fo‘tao \\ \

incidente .' # f \

Figura 5 - Esquema ilustrativo do efeito fotoelétrico. Adaptado da
referéncia [63].

Dispersao de Rayleigh: o fotdo interage com um dtomo como um todo. O dtomo
ndo absorve energia, pelo que o fotdo sofre dispersdao e mantém a mesma energia dos
fotGes incidentes (dispersao eldstica), ndo ocorrendo ionizacdo do dtomo. A radiacao
emitida é difundida em todas as direcGes[61].

A probabilidade de ocorréncia deste fenédmeno é maior para baixas energias e Z

elevados[64], [65].

Dispersao de Compton: da-se uma colisdo entre um fotdo e um eletrdo de valéncia
fracamente ligado (eletrdo “livre”). O fotdo cede parte da sua energia inicial ao eletrao
de recuo e sofre deflexdao com um angulo 6, diferente do angulo inicial de incidéncia[62],
tal como ilustrado na figura 6. Uma vez que o eletrdo de valéncia possui uma energia de
ligacdo baixa, pode entdo ser ejetado, provocando, assim, a ionizacdo do atomo.

Este efeito é mais provavel para fotdes incidentes com energias elevadas e para
materiais de baixo Z, tal como amostras de material bioldgico, ja que sdo constituidas

essencialmente por elementos leves[65].
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Figura 6 - Esquema ilustrativo da dispersdo de Compton. Adaptado da referéncia [63].
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Os processos de dispersdo ndo contribuem para a identificacdo da amostra

estudada, além de que induzem o aumento do fundo do espetro[61].

1.2. Producao de Raios-X

Os raios-X podem ser produzidos por desaceleracdo de particulas carregadas,
como eletrdes, protdes, iGes e particulas o (provocado emissdao de radiagdao de
Bremsstrahlung); transices eletrénicas de eletrdes nas camadas internas dos dtomos
(provocando emissdo de radiacdo caracteristica do 4tomo) ou decaimento de fontes
radioativas[66].

A radiacdo de Bremsstrahlung resulta da emissdo continua de fotdes de raios-X e
é provocada por eletrdes que, ao interagirem com os nucleos dos dtomos do material
do alvo, sofrem desaceleracdo e desvios na direcdo do seu movimento.

Quando as camadas mais internas dos dtomos constituintes da amostra sofrem
ionizacdo, o dtomo pode voltar ao estado fundamental por via de dois processos
alternativos, nomeadamente, fluorescéncia de raios-X, com producao de radiagao X
caracteristica do atomo, ou efeito de Auger, sem producdo de radiacao X caracteristica
do atomo.

A fluorescéncia de raios-X é o processo através do qual, apds ioniza¢ao, um eletrao
de uma camada mais exterior transita para orbitais mais internas, por forma a preencher
a lacuna existente. A radiacdo decorrente deste processo designa-se por fluorescéncia
e a sua energia é consequéncia do Z do atomo que a emite, pelo que é caracteristica do
atomo em estudo[66]—[68].

O efeito de Auger é o processo através do qual, apds ionizacdo, se verifica o
rearranjo do cortejo eletrdonico, sendo que o excesso energético do atomo pode
provocar uma segunda ionizacdo, através da ejecdo de um eletrdo de uma camada
periférica, mas sem emissdo de radiacdo X caracteristica do dtomo.

A figura 7 esquematiza a fluorescéncia de raios-X e o efeito de Auger.
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Figura 7 -Esquema ilustrativo dos processos de reorganizagdo atomica apds
ionizagdo: fluorescéncia de raios-X e efeito de Auger. Adaptado da referéncia [69].

K

-
L
@

O rendimento de fluorescéncia, w, corresponde a probabilidade do
preenchimento de uma lacuna resultar na emissdao de radiacao X caracteristica do
atomo. Por sua vez, o rendimento de Auger, a, corresponde a probabilidade de
reorganizacao por efeito de Auger. Considerando apenas o nivel K, os rendimentos de
fluorescéncia, wg, e de Auger, ak, para essa camada sdo complementares, sendo que
ag =1 — wg.

Na figura 8, abaixo, encontra-se o grafico que traduz a variacao do rendimento de
fluorescéncia em funcdo do numero atédmico. E possivel verificar que, para elementos
de baixo numero atémico (Z<30), o efeito de Auger é predominante, uma vez que wk<0,5
e, como tal, ax>0,5. Para elementos com 7>30, wx>0,5 e, assim, predomina o processo

de fluorescéncia.
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Figura 8 - Rendimento de fluorescéncia em fungdo do numero atémico. Adaptada da referéncia [70].

1.3. Principios Fisicos da Espetroscopia de Fluorescéncia de

Raios-X

A espetroscopia de fluorescéncia de raios-X é uma técnica de analise elementar
ndo destrutiva que permite os estudos quantitativo e qualitativo da maioria dos
elementos (Z>11) em diversas amostras.

Ao bombardear-se certa amostra com fotdes de raios-X, é possivel instigar
transicOes eletrdnicas entre as orbitais mais internas dos dtomos que a constituem.
Estas transicdes provocam emissdao de radiacdo de fluorescéncia, de energia
caracteristica, que é independente da ligacdo quimica dos mesmos. A identificacdo do
elemento é feita com base na energia da radiacdo de fluorescéncia (andlise qualitativa),
ao passo que a concentracdo desse elemento na amostra analisada se baseia na
intensidade da radiacao de fluorescéncia, ou seja, no nimero de fotdes de raios-X

emitidos durante uma aquisicdo (andlise quantitativa)[71], [72].
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Esta técnica constitui uma excelente ferramenta para estudar o contetudo de
amostras de tecido biolégico em elementos traco, ja que permite detetar
simultaneamente vdrios elementos, mesmo que se encontrem em baixas

concentragoes(3].

1.4. Fluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia

A fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia é uma técnica ndo destrutiva
capaz de determinar a concentragdo de varios elementos em simultaneo, quer sejam
elementos maioritarios, quer sejam elementos traco[73]. Tem, no entanto, limitacGes
na detecdo de elementos com Z<11, o que impossibilita a identificagdo de componentes
organicos, especialmente porque, nessa gama de Z, ocorre competicdo entre a XRF e o
efeito de Auger.

Um sistema de EDXRF necessita de trés componentes fundamentais,
nomeadamente, fonte de excitacdo (fonte de raios-X), um detetor e um sistema de
aquisicao de dados[74].

Apds a excitacdo da amostra, ocorre emissdo de radiacdo X por fluorescéncia. Esta
radiacdo é detetada por um detetor semicondutor (tipicamente de Si), que faz a
contagem dos fotGes e, de acordo com a energia dos mesmos, faz a sua discriminacao.
De seguida, esses dados sao enviados para o analisador multicanal, no qual, a cada canal,
corresponde uma determinada energia. As contagens acumuladas em cada canal sdo,
depois, convertidas em intensidade dos raios-X e o output final consiste num espetro de

raios-X de intensidade em fungao da energia[67].

1.5. Microfluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia

A Microfluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia (u-EDXRF) utiliza um
microfeixe de radiacao que vai percorrendo a amostra, por forma a medir a distribuicdo
dos elementos presentes na mesma[75]. O microfeixe é conseguido devido a lentes
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policapilares que fazem a recolha dos fotGes de raios-X divergentes provenientes do
tudo e os redirecionam, através de multiplas reflexdes totais internas nas paredes dos

tubos. Na figura 9 encontra-se um esquema dos principais componentes da pu-EDXRF.

Tubo de Detetor
raios-X y

w y

vV
Lente

policapilar

B : Amostra

Figura 9 - Esquema dos principais componentes da u-EDXRF. Adaptado da
referéncia [76].

2. Técnica Analitica de Espetroscopia Raman

2.1.Principios Fisicos da Espetroscopia Raman

A técnica espetroscépica Raman baseia-se no efeito Raman e possibilita a analise
de estruturas moleculares e da composicdo de materiais organicos e inorgénicos,
através da identificacdo dos seus modos vibracionais[77]-[79], ja que as bandas
correspondentes aos modos vibracionais dos materiais apresentam posicdes especificas
para determinados grupos quimicos, permitindo a sua identificacdo.

A espetroscopia Raman consiste num método analitico ndo destrutivo, muito
versatil e aplicavel a moléculas isoladas, sistemas complexos (macromoléculas), células,
tecidos, ou mesmo animais e humanos. Os materiais analisados podem ser bioldgicos
ou sintéticos; estar no estado sélido, liquido ou gasoso; ser transparentes ou opacos; e

apresentar superficies com diferentes texturas[45], [46].
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Os comprimentos de onda usados na espetroscopia Raman sdo significativamente
mais pequenos quando comparados a técnicas baseadas em radiagdo infravermelha, o
gue faz com que a sua resolucao espacial seja consideravelmente superior.

Uma das caracteristicas da espetroscopia Raman na analise de tecidos in vivo diz
respeito a baixa contribuicdo da agua para o sinal Raman, o que se traduz numa das
maiores vantagens desta técnica, visto que a maioria dos tecidos humanos é constituida
por cerca de 70%-80% de agua.

As principais limitagdes desta técnica estdo relacionadas com a influéncia da
fluorescéncia nos espetros Raman e com o facto de, geralmente, resultarem desta
interagao sinais de muito baixa intensidade, especialmente no que respeita a amostras

bioldgicas[45].

2.2.Efeito Raman

Sempre que um material é irradiado com radiacdo eletromagnética, esta pode
sofrer transmissdo, absor¢do e/ou dispersdo. Ao interagir com os fotdes, as moléculas
gue constituem o material sob estudo ficam polarizadas, uma vez que a sua nuvem
eletrdénica interage com o campo elétrico da radiacdo incidente, sofrendo deformacao.
Isto faz com que transite para um estado de energia virtual instavel, no qual os fotdes
sao rapidamente reemitidos[80]. Este fendmeno pode ocorrer segundo dois processos
diferentes, nomeadamente, dispersdo de Rayleigh, ja descrita, e efeito Raman.

O efeito Raman pode ser interpretado como uma colisdo ineldstica entre o fotado
incidente e a molécula, e de onde resulta mudanca da polarizabilidade da mesma
durante a vibracdo[81]. As energias dos fotGes disperso e incidente devem ser
diferentes, por forma a respeitar o principio da conservacao da energia[82]—[84].

A probabilidade de ocorrer dispersdo de Rayleigh é muito superior a de ocorrer
efeito Raman. Como tal, verifica-se que este ultimo é responsavel pela dispersdao de uma
percentagem infima da radiacdo (cerca de 107°)[85]. Assim sendo, embora a

especificidade da espetroscopia Raman seja elevada, a sua sensibilidade, i. e., a
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conversao eficiente do efeito Raman, é bastante baixa, o que faz com que a detecdo de
moléculas presentes em concentragdes muito baixas seja limitada[46].

Pode verificar-se a ocorréncia de dois fendmenos distintos associados ao efeito
Raman, nomeadamente, dispersdao Stokes e dispersdo anti-Stokes. A primeira depende
da populacdo do estado vibracional fundamental, ao passo que a ultima depende da
populacdo de estados vibracionais excitados[86].

A dispersao Stokes ocorre quando a molécula estd, inicialmente, no estado
vibracional fundamental e, depois da dispersao, fica num estado vibracional de energia
mais elevado. Assim, a interacdo da radiacdo incidente com a molécula provoca a
vibracdo do material. Por sua vez, a dispersao anti-Stokes ocorre quando a molécula
estd, inicialmente, num estado vibracional de energia mais elevado e, depois da
dispersao, fica num estado vibracional mais baixo. Assim, a vibragdo existente no
material é aniquilada como resultado da interacdo entre a radiacdo incidente e a
molécula[45], [82], [84].

Na figura 10, abaixo, estdo representadas as transi¢cdes vibracionais referentes a

estes dois tipos de dispersdes.
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Dispersdo Stokes Dispersdo anti-Stokes

Figura 10 - Representagdo esquemadtica das transigées vibracionais que ocorrem na disperséo de Stokes e
anti-Stokes. Adaptada da referéncia [87].

A temperatura ambiente, grande parte das moléculas encontra-se no seu estado

fundamental. Assim, a probabilidade de ocorrer dispersdo Stokes é muito superior a de
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ocorrer dispersdo anti-Stokes, o que se traduz em linhas de Stokes mais intensas,
comparativamente as linhas de anti-Stokes.

As intensidades relativas do sinal resultante da dispersdo Stokes ou anti-Stokes
sofrem alteragdes de acordo com a temperatura do material estudado, pelo que podem
ser usadas como termémetros[45].

O posicionamento da frequéncia de uma banda Raman é caracteristico da vibragado
de uma ligacdo molecular ou de um determinado grupo. O espetro vibracional de Raman
resulta da combinagdo dessas bandas e é Unico para cada material, podendo ser
considerado a “impressdao digital” do mesmo. Como tal, quaisquer mudancas
respeitantes a essa mesma “impressao digital” podem ser usadas para monitorizar ou

caracterizar mudancas quimicas ou fisicas a nivel molecular[45], [79].

2.3.Confocalidade e Espetroscopia Raman

Quando se irradiam materiais bioldgicos com luz visivel, a maioria exibe
fluorescéncia que, em oposicao ao efeito Raman, diz respeito a um processo de
absorcdo e de transi¢cdo para um nivel eletrénico excitado, com consequente emissdo
de um fotdo de fluorescéncia. Como tal, a fluorescéncia é cerca de 10’ vezes mais
intensa do que o efeito Raman, dificultando, assim, a andlise do espetro Raman[88]. Esta
constitui uma das maiores desvantagens desta técnica espetroscépica.

Por forma a minimizar o efeito da fluorescéncia nos espetros Raman, bem como a
radiacdo que é dispersa elasticamente, possivelmente responsavel pelo fundo dos
espetro Raman para comprimentos de onda na regidao do visivel, é usual recorrer-se a
sistemas com uma configuracao verdadeiramente confocal.

Além disso, é também usual recorrer-se a lasers de excitacdo de comprimentos de
onda mais longos, visto que a reducdo da energia do laser garante uma maior diferenca
entre o nivel virtual de energia e o nivel eletrénico excitado. Desta forma, ndo sé se
reduz o niumero de transicoes eletrdnicas, particularmente no caso da matéria organica,

como se diminui o sinal de fundo.
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E importante ter em conta que a reducdo da fluorescéncia é conseguida a custa
da diminui¢do da intensidade do efeito Raman.

A razdo sinal-ruido é uma medida importante da qualidade do espetro; o inverso
dessa razdo corresponde a precisdo relativa da medida, ou ao erro médio relativo do

sinal original[45].

2.4.Microscopia Confocal de Raman

O espetrometro de Raman aparece regularmente associado a um microscopio
Gtico tradicional, por forma a contornar o facto de o sinal de Raman ser muito fraco e,
em conjunto, sdo usualmente utilizados enquanto medida pontual, sendo a drea e a
profundidade da amostra determinadas pela escolha da objetiva[45]. Com este
acoplamento, é possivel focalizar o feixe de laser sobre a amostra e recolher
eficientemente a radiacdo dispersa, alcangando-se a andlise de areas microscépicas[88].

Os microscépios confocais de Raman contém uma abertura situada antes da fenda
de entrada do monocromador, a qual se da o nome de pinhole. A radiagado dispersa pela
amostra atravessa a objetiva do microscépio, sendo encaminhada para um filtro rejeita-
banda responsavel pela eliminagao dos fotdes de Rayleigh. Os fotdes dispersos segundo
o efeito Raman sdo encaminhados para o pinhole, voltam a ser direcionados para a
fenda de entrada do monocromador e, em seguida, para o espetrdmetro, alcancando o
detetor.

Adotando diferentes valores de pinhole, é possivel controlar o grau de

confocalidade. A fenda de entrada é usada para controlar a resolucdo espetral[88].

A figura 11 constitui um esquema de um aparelho de microscopia confocal de

Raman, bem como os seus principais constituintes.
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Figura 11 - Imagem esquemdtica de um aparelho de microscopia confocal de
Raman. Adaptada da referéncia [89].
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Materiais e Métodos

1. Amostras

1.1. Descri¢ao das Amostras

As amostras analisadas neste trabalho provieram de uma Necrépole Crista dos
séculos XllI-XVI, localizada em Cacela Velha. Foram cedidas pelo Doutor Francisco
Curate, investigador no Centro de Investigacdo em Antropologia e Saude da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Cacela pertence ao concelho de Vila Real de Santo Antdénio e localiza-se no levante
algarvio, assentando numa faixa territorial com 11 km de extensdo, no sentido norte-
sul, encaixada entre os concelhos de Tavira e Castro Marim e abrangendo uma area de
50 km?2. As primeiras referéncias histdricas respeitantes a Cacela remontam a época
fenicia e a sua fundagao recua, possivelmente, ao ano de 804 a.C.[91].

Depois da conquista de Cacela pelos Cristdos, os espacos habitacionais
anteriormente pertencentes a comunidade islamica comegaram a ser reutilizados
enquanto espacos funerdrios. A Necrdpole Crista correspondeu, assim, a época de
assentamento dos primeiros cristdos em Cacela. Localizava-se no exterior do castelo,
junto da ribeira das Hortas, e depositava-se sobre o bairro islamico do Po¢o Antigo[90],
[91]. Na figura 12 encontra-se uma representacdo esquematica da mesma.

Foram realizadas duas campanhas arqueoldgicas nos anos de 1998 e 2001, no Sitio
do Pogo Antigo, em Cacela Velha, onde foram exumadas cinquenta e seis sepulturas e
catorze redugbes e ossdrios, dos quais foram recuperados os remanescentes

esqueléticos de setenta e quatro individuos[91].
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Figura 12 - Representagdo esquemdtica da Necropole Cristd de Cacela Velha, no Algarve. Adaptada da referéncia [91].

As figuras 13 e 14, abaixo, retratam, respetivamente, trés das sepulturas

exumadas e os remanescentes esqueléticos do individuo inumado numa das mesmas.

Figura 13 - Sepulturas 53, 55 e 56. Adaptada Figura 14 - Remanescentes esqueléticos do individuo da
da referéncia [91]. sepultura 53. Adaptada da referéncia [91].

38



Os ossos foram encontrados a uma cota média de (12,6 + 0,3) m. Apresentavam
um excelente estado de conservagao, proporcionado pelo solo arenoso do local de
exumacdo, bem como pelo seu pH alcalino, associados as 6timas condi¢bes de
drenagem das aguas pluviais[91], estando, na sua maioria, intactos, ou com um pequeno
numero de fraturas. Exibiam uma cor alaranjada, indicativa de contaminacdes externas,
possivelmente provocadas pelo solo do local de exumacgao.

Do conjunto estudado constavam nove ulnas, trés fibulas e dois radios. No que
respeita ao sexo dos individuos cujas ossadas se analisou, nove eram do sexo masculino
e quatro do sexo feminino, sendo que nao foi possivel definir o sexo do individuo da
sepultura 43. Em relacdo a classe etaria, treze individuos foram classificados como

adultos, havendo apenas um ndo adulto.

Na tabela 1, abaixo, encontra-se um quadro-resumo das principais caracteristicas
de cada osso, nomeadamente, o numero da sepultura de que foi exumado, a letra que

Ihe foi atribuida, o tipo de osso analisado, o sexo do individuo, e a sua classe etaria.

Tabela 1 - Quadro-resumo das principais caracteristicas de cada osso.

Sepultura Identificacao Classe etdria
2 A Radio M Adulto
17 B Ulna M Adulto
18 C Fibula M Adulto
21 D Fibula M Adulto
23 E Ulna M Adulto
28 H Fibula F Adulto
33 I Ulna M Adulto
37 K Ulna F Adulto
39 L Ulna M Adulto
43 M Ulna N/D N3o Adulto
48 N Radio F Adulto
50 o Ulna F Adulto
53 P Ulna M Adulto
45 R Ulna M Adulto
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1.2.Pré-tratamento das Amostras

Tal como referido anteriormente, os o0ssos apresentavam uma cor alaranjada,
indicativa de possiveis contaminacdes externas, além de se verificar a transferéncia de
sedimentos para as maos aquando do seu manuseamento. Assim sendo, por forma a
remover o maximo de contaminagdes possivel, escovou-se, a seco, cada uma das
amostras, com recurso a uma escova de dentes macia vulgar. Os ossos foram escovados
de forma cuidadosa, em movimentos circulares.

Depois de concluido o processo, constatou-se que a escovagem a seco nao havia
sido suficiente para remover os sedimentos da superficie dssea, pelo que se procedeu a
sua escovagem com dagua destilada. Com o auxilio de um frasco de esguicho,
humedeceu-se uma pequena area da superficie do 0sso, escovando-se, de seguida, essa
mesma darea e, por fim, a regido escovada foi passada novamente por dgua destilada. O
processo foi repetido até toda a amostra ter sido contemplada. Na figura 15 mostram-
se algumas amostras depois de serem escovadas e lavadas. O uso de dgua destilada foi
reduzido ao maximo e a escovagem foi feita em pequenas dreas e a vez, para que nao
houvesse dissolu¢do da concentracdo dos elementos quimicos presentes na superficie
do 0sso, nem comprometimento da integridade da mesma. O processo de secagem foi

efetuado a 30°C, durante 24 horas, no forno, tal como se mostra na figura 16.

Figura 15 - Algumas amostras depois do processo Figura 16 - Disposigdo das amostras no forno,
de escovagem e lavagem. para secagem.
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2. Analise com Microfluorescéncia de Raios-X Dispersiva

em Energia

2.1.Escolha da Metodologia

Atendendo a literatura, é habitual que trabalhos que procuram fazer a analise de
tecido 6sseo com recurso a técnicas de XRF adotem como metodologia a andlise em
pastilhas. Uma vez que o presente trabalho vem na continuidade de trabalhos
anteriores[7], [26], nos quais se fez a andlise de estruturas désseas sob a forma de
pastilhas com recurso a técnicas de XRF, e de modo a tentar diferenciar ao maximo o
presente trabalho desses, procurou-se recorrer a uma metodologia alternativa.

O processo da escolha de metodologia, bem como toda a andlise feita por u-
EDXRF, foram realizados no Laboratdrio de Fisica Atémica e Molecular do Departamento
de Fisica da FCT-NOVA.

Deste ponto em diante, far-se-a referéncia a dois modos diferentes de aquisicdo
de dados: modo “leves”, que diz respeito as medig¢des feitas com o filtro de Al, com 12,5
pum de espessura, e corrente de 300 pA; e modo “pesados”, que diz respeito as medicdes
feitas com o filtro de Al/Ti/Cu, com uma espessura respetiva de 100, 50 e 25 um, e
corrente de 400 pA. Todos os dados foram adquiridos a uma tensado de 50 kV.

A titulo de exemplo, na figura 17 encontra-se a sobreposicao dos espetros obtidos
para um dos pontos da fatia B_1 em modo “leves” e em modo “pesados”.

Quando se comparam os espetros da figura 17, representativos dos dois modos
de aquisicao de dados, é possivel perceber que, ao passo que o modo “leves” apresenta
uma melhor relagdo sinal/ruido para elementos leves (com baixo Z), o modo “pesados”
apresenta uma melhor relagdo sinal/ruido para elementos pesados (com elevado Z).
Assim sendo, de modo que ndo houvesse perda de informacdo relativa aos elementos
presentes nas amostras, bem como a respetiva concentracao, a analise das amostras

com U-EDXRF foi realizada em ambos os modos.
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Figura 17 - Comparagdo dos espetros obtidos para um mesmo ponto em modo "leves" e em modo "pesados".

2.1.1.Primeira Etapa: Analise Direta vs. Analise em Pastilha

Atendendo ao estado de conservacdo do conjunto de ossos, ponderou-se adotar

como metodologia a analise direta da superficie externa do fragmento dsseo, tendo

como principal vantagem a preservacao da integridade do mesmao.

Por forma a testar a viabilidade dessa metodologia comparativamente a analise

em pastilhas, consideraram-se dois fragmentos dsseos do individuo A com regides

sensivelmente planas. Esses fragmentos foram colocados no tabuleiro do M4 Tornado

(Bruker, Alemanha), de forma que a regido a analisar, coincidente com a face mais plana,

ficasse paralela ao mesmo, e a sua andlise foi feita diretamente na superficie externa

dos fragmentos (analise direta). Nas figuras 18 e 19 encontram-se, respetivamente, um

dos fragmentos analisados do osso A, bem como o mesmo colocado no tabuleiro do M4

Tornado.
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Figura 18 - Exemplo de um dos fragmentos Figura 19 - Fragmento no tabuleiro do M4 Tornado.
analisados.

Para cada um desses fragmentos, fez-se a recolha dos dados de 5 pontos e de 3
areas, ambos em modo “pesados”.

Depois da andlise direta, os dois fragmentos foram usados para fazer duas
pastilhas. Primeiro, foram reduzidos a pé com auxilio de um almofariz e pildao de
marmore (figura 20). Depois, o p6 foi prensado com uma prensa hidraulica manual de
13 toneladas (Specac Ltd, Reino Unido) e transformado em pastilhas com 2 cm de
diametro e 1 mm de espessura. Cada pastilha foi, seguidamente, colada com cola
universal numa pelicula de Mylar, que, por sua vez, foi colada num suporte plastico

quadrangular de 5 cm de lado (figura 21).

Figura 20 - Almofariz, piléo e po de teste usados para Figura 21 - Pastilha 1 feita a partir do primeiro
fazer as pastilhas. fragmento do osso A.

As pastilhas foram colocadas no tabuleiro e, tal como para os fragmentos, foram

recolhidos dados respeitantes a 5 pontos e a 3 areas, em modo “pesados”.
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Comparando os dados obtidos através da andlise direta com os obtidos através da
andlise em pastilhas, percebeu-se que as contaminagOes externas tinham uma
prevaléncia muito acentuada na andlise direta face a andlise em pastilhas.

Assim sendo, selecionou-se dois novos fragmentos do 0sso A e procedeu-se a sua
lavagem com agua destilada, escovagem, secagem (por um periodo de, pelo menos, trés
horas) e analise. Este processo foi repetido mais trés vezes, perfazendo um total de
guatro lavagens sucessivas, com medicdes entre cada uma dessas lavagens.

Com os resultados obtidos, construiram-se graficos de barras onde constam as
concentracdes de cada elemento para cada uma das fases da andlise: pastilha,
fragmento sem lavagem, e fragmento apds as 123, 22, 32 e 42 |avagens. Na figura 22
encontram-se os resultados mais relevantes. Os restantes resultados encontram-se no

apéndice 1.

Evolucdo da concentracao dos elementos ao longo da primeira

etapa da escolha da metodologia
0,35
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000 = I EE o ;

Mn Fe

ﬁillii
Zn
-0,05

M Pastilha ®'S/ lavagem M Apds 12 lavagem m Apds 22 lavagem M Apds 32 lavagem B Apds 42 lavagem

Figura 22 - Evolugdo da concentragéo dos elementos Mn, Fe e Zn ao longo da primeira etapa da escolha da
metodologia, nomeadamente, na andlise em pastilha e na andlise direta (fragmento sem lavagem e apds as 19, 29,
39%e 49 lavagens). As incertezas foram determinadas pelo método da propagagdo das incertezas.

Dos elementos inicialmente considerados, destacam-se o Mn, o Fe e o Zn como
sendo os que apresentam maiores disparidades no que toca as concentracdes obtidas
na pastilha em relacdo as obtidas na analise direta do fragmento ésseo. Verificam-se

mesmo diferencas de uma ordem de grandeza em algumas das suas concentracgdes.
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E possivel verificar que, quando se compara a andlise direta da superficie do
fragmento dsseo com a analise em pastilha, o valor médio das concentragbes é muito
superior para esses elementos, principalmente apds as lavagens, o que resulta em

barras de incerteza muito grandes.

Para garantir uma maior estatistica, considerou-se um segundo individuo, o
individuo I, e o processo foi repetido analogamente.

Como os resultados obtidos para o individuo | vieram reiterar os previamente
obtidos para o individuo A, decidiu-se, entdo, descartar a analise direta da superficie
externa dos fragmentos, uma vez que as contaminagdes externas permaneceram muito

relevantes, mesmo apds quatro lavagens.

2.1.2.Segunda Etapa: Andlise em Fatia vs. Analise em Pastilha

Ndo perdendo de vista o objetivo de preservar ao maximo a integridade do
fragmento 6sseo, considerou-se a adog¢do da analise em fatia como metodologia.

Consideraram-se novamente os individuos A e | para testar a viabilidade da analise
em fatia em relacdo a analise em pastilha. Os dados considerados para a analise em
pastilha foram os recolhidos previamente, na primeira etapa.

As fatias foram obtidas através do uso de um micrétomo com serra de diamante,
para nao haver contaminacdo da superficie de corte. Os cortes foram feitos
transversalmente ao comprimento do osso, sob refrigeracdo com agua destilada, por
forma a evitar o aquecimento da amostra sujeita a corte, bem como danos bioldgicos
na mesma. As fatias resultantes apresentavam uma espessura de 2 mm.

Para evitar deslizamentos durante o processo de focagem no espetrometro, as
fatias foram coladas a uma etiqueta de papel e esta, por sua vez, foi colada a uma lamina

de vidro, tal como se mostra na figura 23.
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Figura 23 - Fixagdo das fatias dos 0ssos O, P e R a uma Idmina de vidro.

De forma semelhante a analise em pastilhas, as fatias foram colocadas no
tabuleiro do M4 Tornado e foram analisadas, com recolha de dez pontos (em modo
“pesados”), descartando-se, desta vez, a comparagdo das areas.

Com os resultados obtidos, construiram-se graficos de barras das concentracdes
de cada elemento para a andlise em pastilha e para a analise em fatia. Na figura 24

encontram-se os resultados mais relevantes. Os restantes resultados encontram-se no

apéndice 2.

Evolugdo da concentracdo dos elementos ao longo da segunda
etapa da escolha da metodologia

0,08
0,06

0,04

0,02 I

Mn J-Fe Cu Zn Br Sr
-0,02 -

Concentracgdo (% m/m)

-0,04

M Pastilha Fatia

Figura 24 - Evolugdo da concentragéo dos elementos Mn, Fe, Cu, Zn, Br e Sr ao longo da segunda etapa da
escolha da metodologia, nomeadamente, na andlise em pastilha e na andlise em fatia. As incertezas foram
determinadas pelo método da propagagdo das incertezas.

Tal como se pode observar, embora ainda se verifiguem diferencgas entre as

concentracgdOes obtidas, encontram-se na mesma ordem de grandeza, tanto na analise

em pastilhas, como na anadlise em fatias.
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Dado que a fatia preserva mais a integridade e as caracteristicas do osso do que a
pastilha, e dado que os resultados obtidos na compara¢do das duas analises foram
satisfatorios, decidiu, entdo, adotar-se a analise em fatias como metodologia de andlise

XRF.

2.2.Metodologia

2.2.1. Analise em Profundidade

O objetivo principal desta analise passou por perceber de que forma se distribuiam
os elementos traco, em profundidade, numa superficie de corte de determinado osso.
Os resultados obtidos foram cruciais para aferir que elementos terdo sido integrados no

tecido 6sseo ante-mortem e post-mortem.

Por forma a uniformizar a analise de cada osso, estabeleceu-se que:

e seriam analisadas duas fatias por cada 0sso, para garantir maior estatistica;

e em cada uma das fatias, seriam consideradas trés linhas diferentes (cada
linha corresponde a um conjunto de pontos sobre a mesma diregao,
definida pelo raio da circunferéncia que circunscreve a fatia);

e a selecdo dos pontos das linhas seria sempre feita do exterior (superficie
mais externa da fatia) para o interior (superficie mais interna da fatia);

e cada fatia teria, no minimo, um total de 20 pontos analisados;

e todas as medi¢des seriam feitas em modo “leves” e em modo “pesados”,
para garantir que nao se perdia informacdo relativa aos elementos
presentes nas amostras, bem como a concentragdo desses mesmos

elementos.
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A figura 25, abaixo, constitui um exemplo de uma das trés linhas analisadas no
estudo da primeira fatia do osso B. E possivel verificar que os pontos da linha se
encontram sensivelmente sobre o raio da circunferéncia que circunscreve a fatia e que

foram escolhidos no sentido da periferia para o centro.

Figura 25 - Selegdo dos pontos da linha 3 da fatia B_1.

Os espetros obtidos foram, posteriormente, quantificados pelo software do M4
Tornado, tal como se explica na seccdo “Quantificacdo das Amostras”. Os resultados
dessa quantificagcdo foram analisados com recurso ao Microsoft Excel (Microsoft, EUA),
e, com o software OriginPro 2018 (OriginLab Corporation, EUA), fez-se uma andlise
multivariada (Multivariate Analysis), usando como método de agrupamento o Group
Average e como tipo de distancia a euclidiana, para a constru¢do de um dendrograma,

bem como a andlise dos coeficientes de correlacdo de Pearson, R.

2.2.2.Mapeamento

O mapeamento das fatias foi feito por forma a complementar a analise em
profundidade, com o intuito de ter, visualmente, a no¢ao da distribuicao dos elementos
ao longo da superficie de corte. O software atribui uma cor a cada elemento, sendo

possivel visualizar a distribuicdo de um elemento singular, ou de todos os elementos
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presentes na superficie de corte da fatia que estd a ser mapeada em simultaneo. A figura

26 mostra o exemplo da fatia B_1 e do respetivo mapeamento.

[ 2 (ol 0 [ v 2268 [
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-

Figura 26 - Fatia B_1 e respetivo mapeamento.

Para esta analise, estabeleceu-se que seria estudada uma fatia de cada osso, em
modo “pesados”, com uma distdncia entre pontos de 35 um, a 12 ms/pixel e 1

acumulagao.

2.3.Quantificacao das Amostras

A analise quantitativa das amostras foi realizada pelo software do M4 Tornado,
com recurso ao método dos pardametros fundamentais. Este € um método matematico
gue permite a determinag¢ao composicional de uma amostra, através da conversao das
intensidades de fluorescéncia medidas pelo espetrémetro nas concentracdes dos
analitos (elementos presentes na amostra em estudo)[92], [93].

Na pratica, a aplicacdo do método dos parametros fundamentais consiste em duas
fases distintas, nomeadamente, fase da calibracdo e fase da analise de uma amostra de
concentrac¢do desconhecida.

A calibracdo pode envolver uma andlise padronizada ou ndo padronizada
(standardless). A andlise padronizada recorre a um padrdo que é escolhido de forma que
as suas caracteristicas (matriz e morfologia) se aproximem ao mdaximo das
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caracteristicas da amostra que se pretende estudar. Visto que a composicdo dos analitos
é conhecida para o padrao, obtém-se uma func¢ao resposta de XRF para cada um deles.
A andlise standardless, por sua vez, tem em conta valores tedricos de diversos
parametros.

A fase da analise da amostra de concentracdo desconhecida é um processo
iterativo. Inicialmente, o software comega por estimar um valor para essa concentragao.
De seguida, com base no valor estimado, calcula a intensidade tedrica. Consoante a
diferenca entre as intensidades medida e tedrica, o software estima um novo valor para
a concentracdo do analito e este processo repete-se até que os valores experimental e
tedrico convirjam.

O método dos parametros fundamentais permite calcular a intensidade da
fluorescéncia de raios-X, I;, emitida por um analito numa amostra de espessura Xx,

quando irradiado por um feixe de raios-X policromatico, através da equacao seguinte:

df Aedge 1 — el=x(A2)px]
g Wi T;(D) I, (A
Qiq:W; iDI(1) )

Amin

i

= — 1 z W:S;: |dA (6.1
47 sin @ * o Y (6.2)
j

Na expressdo anterior, df2 é o angulo sdlido diferencial para a radiacdo
caracteristica; ¢4 € o angulo de incidéncia da radiagdo primaria; i é o subscrito do analito
em causa; j é o subscrito do elemento da matriz; Q; é a sensibilidade do espetrometro
para a radiagdo caracteristica do analito i; q; é a sensibilidade do método para o analito
i; W; é a fragdo massica do analito i; A,,;,, € o comprimento de onda minimo,
correspondente a energia maxima do espetro; A.qg. € 0 comprimento de onda da
descontinuidade de absorgdo do analito; 7;(4) é o coeficiente de absorgdo fotoelétrico
do analito i para a radiagdo primaria de comprimento de onda 4; I,(4) é a intensidade
da radiagdo primdria; p é a densidade da amostra; y(4, 4;) é o coeficiente massico de
atenuagdo total da amostra para as radiacdes primaria, 4, e fluorescente, 4;; W; é a
fragdo massica do elemento j da matriz; e S;; € o termo de reforgo para o elemento j da

matriz.
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Esta equacdo é extremamente complexa e, através dela, é possivel verificar a
dependéncia da intensidade da fluorescéncia de raios-X, caracteristica de determinado
analito, em relacdo a composicdo elementar da amostra e a sua espessura[92].

No presente trabalho, a andlise quantitativa das fatias foi realizada sem recurso a
padrdes (analise standardless). A identificacdo dos elementos presentes na amostra foi
conseguida através do reconhecimento dos picos caracteristicos, observados nos
espetros obtidos para a mesma. A matriz atribuida ao método foi de hidroxiapatite
(Ca10(PO4)s(0OH)2), uma vez que é a constituinte principal da componente mineral do

tecido dsseo.

2.4.Validagao do Método

Com o objetivo de avaliar a adequac¢do do método de quantificagao escolhido, foi
analisado um SRM (Standard Reference Material), nomeadamente, o Bone Ash SRM
NIST-1400, pela aproximagao das suas caracteristicas as das amostras dsseas analisadas
no presente trabalho.

O valor obtido experimentalmente através desse método foi comparado com o
valor certificado. A essa comparacao da-se o nome de exatiddo e esse valor pode ser
usado para assegurar a qualidade das medi¢Oes e, consequentemente, do préprio

método[94].

Tabela 2 - Comparagéo das concentragdes (ug/g) obtidas experimentalmente para Bone Ash SRM NIST-1400 com os
valores certificados e diferenca percentual relativa entre os mesmos.

Valor Experimental Valor Certificado A%
P 173720 + 40 179100 + 1900 3
Ca 374630 + 80 381800 + 1300 2
Fe 700 + 200 660 + 27 6
Zn 170 + 10 181 + 3 6
Sr 240 + 50 249 + 7 4
Pb 8+ 10 9,0+0,1 11
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Na tabela 2 encontram-se as concentracGes experimentais e certificadas,
expressas em pg/g, acompanhadas da respetiva incerteza, bem como a diferenca
percentual relativa entre os dois valores (A%).

Ao analisar os valores da tabela 2, é possivel observar que a diferenga percentual
relativa entre os valores experimental e certificado é bastante pequena, o que indica
uma proximidade bastante grande entre esses dois valores. Assim sendo, a exatiddao do

método é satisfatdria e, como tal, comprova-se a validade do mesmo.

O limite de detecdo (LD) de um elemento, para uma determinada técnica, diz
respeito a concentracdo minima desse mesmo elemento que essa técnica é capaz de
detetar e constitui uma boa medida para aferir a sensibilidade do método[2].

Os limites de dete¢do foram calculados com base na seguinte equagao[95]:

D = 3CiyNg (6.2)

Np

Na expressdo anterior, C; é a concentragdao do elemento i no material de
referéncia; Nz é a taxa de contagem para o fundo; e Np é a taxa de contagem para o
pico correspondente ao elemento i.

Dado que o facto da concentracdao de um elemento ser detetdvel ndo significa que
seja quantificavel, calculou-se também o limite de quantificacdo, LQ, para cada
elemento. Esse limite corresponde ao valor que melhor indica a concentragdao minima
de determinado elemento que o método é capaz de quantificar[96] e é calculado através

da expressao:
LQ = 3LD (6.3)

Na tabela 3 encontra-se os limites de detecdo e de quantificacdo, com a respetiva

incerteza, para o Bone Ash SRM NIST-1400.
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Tabela 3 - Limites de detegdo e de quantificacéo (1g/g) obtidos para Bone Ash SRM NIST-1400.

Limite de detegao Limite de quantificacao

P 580 + 50 1740 + 150

Ca 34+1 102 + 3

Fe 7+2 21+ 6

Zn 16 +£0,2 4,8+0,6

Sr 7,4+05 222+15

Pb 06+0,1 1,8+0,3

K 10,6 + 0,6 31,8+1,8

3. Analise com Microscopia Raman

A analise por p-Raman foi também realizada no Laboratério de Fisica Atémica e
Molecular do Departamento de Fisica da FCT-NOVA. Para tal, foi utilizado o
espetrometro confocal XploRA (Horiba/Jobin-Yvon Xplora, Franca), dotado de um
microscopio (Olympus BX41, Japao) com trés objetivas (10x, 50x e 100x). A aquisicdo da
totalidade dos espetros foi obtida com uma fonte de laser diodo de comprimento de
onda de 785 nm, filtro de 50%, fenda confocal de 300 um, slit de 100 um e grating de
1200 grooves/mm. A aquisicdo dos espetros foi efetuada em modo Multi windows, com
um tempo de exposi¢ao de 25 s e 4 acumulagdes.

Depois de adquiridos, os espetros foram tratados com o software LabSpec versado
9.1.0.15 (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora, Franga), com recurso a ferramenta Smoothing (com
os parametros Degree 2, Size 9 e Height 10) para filtrar o espetro, e a ferramenta
Baseline Correction (com Degree 8) para corrigir a linha de base do mesmo. Nas figuras
abaixo representa-se a sequéncia de tratamento de um espetro, comecando por um
exemplo de um dos espetros adquiridos (figura 27), seguido do resultado da aplicacdo
das ferramentas Smoothing e Baseline Correction (figura 28), na qual se indicam os picos

de interesse caracteristicos de um espetro Raman para uma amostra de tecido ésseo.
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Figura 27 - Exemplo de um espetro da Intensidade Raman (u.a.) em fun¢éo do Deslocamento Raman (cm™)
obtido para a fatia B.
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Figura 28 - Exemplo de um espetro da Intensidade Raman (u.a.) em fung¢do do Deslocamento Raman (cm),

obtido para a fatia B, tratado no LabSpec, com indicagdo dos picos de interesse caracteristicos de um espetro
Raman para uma amostra de tecido dsseo.

Posteriormente, foi usada a ferramenta Integral para extrair os valores das areas

abaixo da curva dos picos de interesse (vl PO4*, v2 PO4*, v4 PO4*, CO3% e Amida I), bem

como a ferramenta Peaks com a funcdao GaussLoren para obter os valores da posicao e

da largura a meia altura da banda de alongamento simétrico do fosfato (v1 PO4>).

A andlise e o tratamento estatistico dos dados adquiridos foram realizados no

Microsoft Excel e no OriginPro, a semelhanca do que se fez na analise com u-EDXRF.
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Resultados e Discussao

1. Analise com Microfluorescéncia de Raios-X Dispersiva

em Energia

1.1. Composicao Elementar das Amostras

Apds se ter efetuado a quantificacdo dos elementos presentes nas amostras de
tecido dsseo analisadas, cujos resultados se encontram presentes nas tabelas que
constam do apéndice 3, procedeu-se a comparacao dos mesmos com valores obtidos
previamente noutros estudos. Na tabela 4 encontram-se as concentra¢des de alguns
elementos obtidas para individuos dos periodos contemporaneo([3], [42],

Calcolitico[41], Neolitico[42] e Helenistico[24], e Idade do Bronze Média[97].

Tabela 4 - Concentragdes de elementos traco (ug/g) em estudos anteriores para individuos modernos e de diferentes
periodos histdricos.

Mn Fe Ni Cu Zn As Br Sr
59‘2[:'20] XX <11 |165+114| <8 7+1 | 205432 - 2,7+04 | 195+75
SéculoXX | 01 16 | 153+ 265 - 49+06 | 172+26 | 45+17 - 147 +55
[3]
ca'?ﬂ']t'm 30-80 | 113-350 - 38-62 45-135 - 62-75 | 125-180
Ne[lelzt]'co 90 + 11 ) <7 35+7 | 320410 - 50+10 | 95+ 10
Idade do
Bronze 12-369 - - 12-27 61-333 - - 146-364
Média [97]
Periodo
Helenistico | 56+51 |248+125| 3240,7 | 1,1+1,5 | 99435 - - .
[24]
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Os resultados obtidos para as concentragdes médias dos elementos, em (ug/g),
bem como a incerteza que lhes estd associada, para o presente trabalho e para o
trabalho desenvolvido por Santos[7], relativo a remanescentes dsseos dos Il e | milénios
A. N. E., também provenientes do concelho de Vila Real de Santo Anténio, encontram-
se na tabela 5, abaixo. As incertezas foram determinadas pelo método da propagacao

das incertezas.

Tabela 5 — Comparagdo das concentragbes médias (ug/g) dos elementos analisados no presente trabalho e no
trabalho de Santos[7], com as respetivas incertezas.

Trabalho precedente [7] Trabalho atual
Al 11000 + 6000 30000 + 9000
Si 20000 + 30000 20000 + 20000
P 155000 + 8000 168000 + 3000
S 100 + 80 2000 + 4000
K 4000 + 8000 200 + 400
Ca 330000 + 20000 361000 + 6000
Ti 1000 + 1000 200 + 200
Cr 80 + 60 60 + 50
Mn 1000 + 1000 50 + 40
Fe 10000 + 20000 100 + 500
Ni 50 + 20 30 + 10
Cu 40 + 20 30 + 30
Zn 130 + 40 100 + 40
As 1147 243
Br 80 + 40 70 + 50
Rb 50 + 50 1047
Sr 140 + 50 300 + 100

Verifica-se que os ossos do presente trabalho apresentam uma concentracao
bastante superior em S relativamente ao trabalho anterior[7], bem como uma
concentracdo muito inferior no que toca aos elementos K, Ti, Mn e Fe. No que toca a
metais pesados, também nao foram detetados valores anormais nas amostras de tecido

Osseo estudadas.
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Comparando as concentracdes obtidas com as que se obtiveram para individuos
do periodo contemporaneo[3], [42], verifica-se que a concentra¢do de Zn é muito
semelhante, a de Fe é ligeiramente inferior e que as de Mn, Ni e Br sdo bastante
superiores as encontradas nesses estudos.

Os resultados da quantificacdo efetuada pelo software do M4 Tornado foram

usados para contruir o dendrograma da figura 29.

o © »
T

Fatia

n-::xrnznm'uzg

. , = :
0,0 0.1 02 0,3 0,4
Distancia

Figura 29 - Dendrograma das concentragdes de todos os elementos estudados em cada fatia.

E possivel destacar dois grandes clusters: o primeiro, constituido pelos ossos A, D,
O, I, M, R e P; e 0 segundo, constituido pelos ossos B, C, E, K, H e L. Dentro do primeiro
cluster, é possivel ainda destacar-se dois subgrupos distintos, nomeadamente, o que é
constituido pelos ossos A, D e O; e o que é constituido pelos ossos I, M, R e P.
Analogamente, o segundo cluster também pode ser dividido em dois subgrupos: o que
é constituido pelos ossos B, C e N; e o que é constituido pelos ossos E, K, He L.

O software destacou como amostra mais representativa a fatia do osso N e como
menos representativa a do osso O.

O critério usado pelo software para o agrupamento em clusters foi o da menor

distancia euclidiana. Inicialmente, suspeitou-se que esta poderia estar relacionada com
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0 sexo ou com a classe etaria dos individuos, mas rapidamente se percebeu que isso ndo
se verificava. No que toca a classe etaria, o 0sso M é um unico classificado como Nao
Adulto, pelo que a juncdo dos ossos em clusters ndo pode ser explicada por este fator.
No que toca ao sexo, 0s 0ssos que o software indicou como os que tém um maior grau
de semelhanca (traduzido por uma menor distancia no dendrograma), nomeadamente,
os 0ssos E e K, pertencem a individuos com sexos opostos.

Os resultados obtidos sugerem que as diferencas na composicdo dos 0ssos

estudados n3o sdo devidas a idade ou ao sexo dos individuos.

1.2. Relac¢do entre os Elementos Estudados

Com o objetivo de perceber se haveria algum tipo de relacdo entre os elementos
estudados, recorreu-se a analise dos coeficientes de correlagdo de Pearson, R. Estes
coeficientes constituem uma medida da for¢a de associagdo linear entre duas varidveis,
admitindo valores entre -1 e 1. Se R for igual a 1, o aumento de uma varidvel implica
sempre o aumento da outra, numa propor¢cdo que é fixa (coeficiente de
proporcionalidade). Analogamente, se R for igual a -1, o aumento de uma variavel
implica sempre a diminui¢do da outra, numa propor¢ao constante. Por outro lado, se R
for 0, ndo existe qualquer tipo de associacdo linear entre as duas variaveis estudadas.
Considera-se que existe uma relagdo moderada quando 0,40<|R|<0,69; forte quando

0,70<|R|<0,89; e muito forte quando 0,90<|R|<1[98].

Com base nas tabelas que constam do apéndice 3, foi construida a matriz do
apéndice 4, na qual constam os coeficientes de correlacdo de Pearson, bem como o p-
value que lhes estd associado.

Dessa matriz foram destacados apenas os coeficientes de correlacdo de Pearson
com significancia estatistica, ou seja, associados a um p-value<0,05[3]. Com esses
valores foram construidas as matrizes das tabelas 6 e 7, onde se explicitam,
respetivamente, as correlagcdes positivas e as correlagdes negativas entre os elementos

estudados.

58



Correlagao Positiva

Forte
Moderada

Al Si S K Ti Cr Fe
Fe 0,72
Cu 0,72
Zn 0,73
Br 0,57
Rb 0,55 0,83
Sr 0,75
Pb 0,54

Tabela 6 - Matriz de correlagdo de Pearson para associagdes positivas.

Com base na tabela 6, é possivel confirmar a existéncia de uma correlacdo positiva
forte entre os pares de elementos Fe e K, Cu e Fe, Zne S, Rb e Si, e Sr e Ti; e uma
correlacdo positiva moderada entre os pares de elementos Br e Cr, Rb e Al, e Pb e Al.
Assim sendo, para as amostras analisadas, o aumento da concentra¢ao de um dos

elementos, implica, em alguma proporcao, o aumento da concentracdo do elemento

que faz par com ele.

Correlagao Negativa

Muito forte
Forte
Moderada
Al Si P S Ca Ti Zn
P -0,71 -0,95

Ca -0,71 -0,95
Ti -0,63
Zn -0,67
As -0,56
Rb -0,82 -0,82

Tabela 7 - Matriz de correlagéo de Pearson para associagdes negativas.

Com base na tabela 7, confirma-se a existéncia de uma correlacdo negativa muito
forte entre os pares de elementos P e Si, e Ca e Si; uma correlacdo negativa forte entre
os pares de elementos P e Al, Ca e Al, Rb e P, e Rb e Ca; e, por fim, uma correlagao
negativa moderada entre os pares de elementos Tie S, Zn e Ti, e As e Zn. Deste modo,

conclui-se que, para as amostras analisadas, o aumento da concentracdo de um dos
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elementos, implica, em alguma proporgdo, a diminuicdo da concentracdo do elemento

que faz par com ele.

Uma vez que o Ca e o P estdo presentes na componente mineral do osso, seria
expectavel que se tivesse obtido uma relacdo positiva forte para esses elementos. Com
base na matriz do apéndice 4, é possivel verificar a existéncia de uma correlagdo positiva
perfeita entre as concentracdes de Ca e de P, resultado que pode ser explicado pelo
facto de se ter atribuido ao método de quantificagdo a hidroxiapatite como matriz.
Como tal, o software quantificou a concentracdo de Ca e, pela estequiometria, atribui a
concentracdo esperada ao P. Por esse motivo, essa correlacao foi excluida da matriz da
tabela 6.

De acordo com a literatura[99], seria esperada uma correlacdo negativa entre o
CaeoMneentreo Caeo Fe, umavez que o Mn e o Fe originam iGes com raios iénicos
semelhantes entre si, e que podem ser incorporados no 0sso post-mortem, em caso de
contaminacdes externas, através da substituicdo dos ides Ca®*. Seria ainda provéavel que
se verificasse uma relacdo positiva forte entre o Mn e o Fe, uma vez que a similaridade
dos seus raios idnicos provoca mobilidade paralela destes elementos no tecido ésseo,
de acordo com as suas concentracées. Como essas relacdes ndo se verificam, é possivel
gue o Mn e o Fe nos o0ssos analisados tenham sido incorporados no tecido ésseo in vivo.

Analogamente, quando se verifica contaminagao do solo do local de exumagao
com Sr, espera-se que haja uma correlacdo negativa forte entre o Sr e o Ca, uma vez que
o Sr?* é estruturalmente semelhante ao Ca?* e, como tal, também o pode substituir no
processo de diagénese[28], [99]. Com base na tabela 7, facilmente se percebe que ndo
se confirma essa correlacdao negativa, pelo que se conclui que ndo ha indicios de
contaminacdo do solo do local de exumacgdo com Sr.

Trabalhos anteriores[3] encontraram coeficientes de correlacdo para os
elementos Fe e Cu significativamente mais baixos e, como tal, uma correlacdo mais

fraca.
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1.3. Habitos Alimentares da Populacao

Numa investigacdo paleonutricional, apenas os elementos quimicos que sdo
introduzidos e assimilados pelo organismo através da dieta sdo Uteis. Estes elementos
sao fixados nos ossos em propor¢ées que variam de acordo com a quantidade
consumida e estdo relacionados com grupos alimentares especificos. Os elementos
trago presentes em 0ssos compactos permitem a reconstrug¢ao da dieta predominante
de um individuo relativamente aos ultimos cinco anos da sua vida[100].

Para que um elemento quimico seja considerado um bom indicador da dieta
alimentar, é necessdrio que preencha os seguintes requisitos: tem de haver uma relacao
bem estabelecida entre o elemento e a dieta; o elemento sé é absorvido pelos ossos
através de alimentos; e a sua concentragdo nao sofre alteragbes post-mortem, ou seja,
ndo é afetada pelo processo de diagénese[32]. Dos elementos estudados neste trabalho,
os que melhor satisfazem os requisitos acima mencionados sdo o Zn e o Sr, pelo que
foram estudados com maior minucia.

Tal como foi referido no Capitulo 3, o Zn e o Cu estdo particularmente ligados ao
consumo de proteina de origem animal, ao passo que outros elementos, como o Sr e o
Mg, sdo indicadores de dietas ricas em alimentos de origem vegetal. Assim, quando
grupos homogéneos de individuos de uma mesma regido sdo investigados, é possivel
formular algumas hipdteses em relagdo aos seus habitos alimentares com base na
concentrac¢do desses elementos nos seus 0ssos[32].

Ao longo dos anos, os estudos que fizeram comparacdes entre populacdes
ancestrais e atuais permitiram estabelecer valores-limite para determinadas razdes
indicativas do tipo de dieta de um individuo. Esses valores sao aceites por muitos
autores e permitem fazer a discriminac¢do da dieta de um grupo de individuos com base
na composicao dos seus remanescentes 6sseos[100]. Nas figuras 30, 31 e 32 encontram-
se os valores de referéncia para os racios mais relevantes, nomeadamente, Zn/Ca, Sr/Ca
e Cu/Ca. Importa salientar que, a par com estes, o racio Mg/Ca também é relevante para
tirar ilagdes em relacdo a dieta das populacdes. No entanto, ndo foi possivel estuda-lo,

dado que ndo foi possivel detetar a presenca de Mg nas amostras analisadas.
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Zn/Ca Dieta Sr/Ca Dieta
<0,35 Pobre em proteina <0,40 Pobre em vegetais

0,35-0,60 Moderada 0,40-0,57 Moderada
>0,60 Rica em proteina >0,57 Rica em vegetais

Figura 31 - Valores de referéncia para o rdcio
Sr/Ca. Adaptada da referéncia [100].

Figura 30 - Valores de referéncia para o rdcio
Zn/Ca. Adaptada da referéncia [100].

Valores 6timos para
Cu/Ca

0,15-0,20

Figura 32 - Valores 6timos para o
rdcio Cu/Ca. Adaptada da referéncia
[100].

Com base nas concentracdes obtidas para cada um dos elementos, calcularam-se
os valores dos racios Zn/Ca, Sr/Ca e Cu/Ca para cada uma das fatias analisadas. Nesse
calculo, as concentragbes de Zn, Sr e Cu sdo expressas em ug/g, enquanto as
concentra¢des de Ca sdo expressas em mg/g. A incerteza associada a cada um dos
valores foi determinada pelo método da propagacao das incertezas.

Osvalores dos racios obtidos, juntamente com a incerteza que lhes estd associada,
encontram-se na tabela 8. As células foram programadas no Excel de modo que ficassem
preenchidas a verde, amarelo ou vermelho, de acordo com o intervalo de valores em
gue se encontrasse o racio, tal como nas figuras 30, 31 e 32.

Tabela 8 - Valores experimentais dos rdcios Zn/Ca, Sr/Ca e Cu/Ca.

Zn/Ca o Sr/Ca o Cu/Ca c
A 0,4 0,1 0,7 04 0,10 0,09
B 0,3 0,2 1,0 0,5 0,08 0,04
C 0,3 0,1 0,9 0,5 0,08 0,04
D 0,3 0,2 0,7 0,4 0,10 0,04
E 0,3 0,2 1,0 0,5 0,09 0,04
H 0,3 0,1 0,9 0,5 0,09 0,04
| 0,4 0,2 0,6 0,3 0,09 0,04
K 0,4 0,2 0,9 0,5 0,08 0,04
L 0,4 0,2 0,7 0,3 0,07 0,04
M 0,3 0,2 0,8 0,4 0,09 0,04
N 0,3 0,2 0,9 0,5 0,08 0,04
0] 0,4 0,2 0,9 0,5 0,08 0,04
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P 0,3 0,1 0,8 0,4 0,08 0,03
R 0,2 0,8 0,4 0,08 0,04

Poucos anos depois de a Necrdépole de Cacela Velha ter sido descoberta,
Curate[90] fez o relato de um possivel caso de brucelose num individuo pertencente a
populacdo analisada no presente trabalho. Como a brucelose é uma doenga ligada ao
consumo de animais domésticos e/ou a proximidade aos mesmos, especialmente
caprinos, era expectavel que o valor dos rdcios apontasse para uma dieta rica em
proteina de origem animal.

Com base nos valores do racio Zn/Ca, presentes na tabela 8, é possivel verificar
que os valores obtidos sugerem que a populagdo ndo tinha o habito de consumir
proteina de origem animal, especialmente carne. Apenas seis dos catorze individuos
analisados apresentavam um consumo moderado deste tipo de proteina, sendo que os
restantes apresentavam valores indicativos de uma dieta pobre na mesma. Estes
resultados sdo apoiados pelos valores obtidos para o racio Cu/Ca, que indicam que todos
os individuos apresentavam um valor inferior ao valor 6timo minimo (figura 34),
sugestivos de um consumo insuficiente de proteina de origem animal, especialmente
peixe e moluscos.

Assim sendo, embora se suspeite que a populacdo exumada daquela Necrépole
tivesse contacto com animais domésticos, os resultados sugerem que esses animais nao
seriam para consumo proprio. Supde-se, entdo, que a populacdo fizesse criacdo de
animais domésticos para troca ou venda, ou para auxilio na agricultura, e que o consumo
desses mesmos animais ndo fosse um habito didrio, mas sim ligado a rituais e ocasides
especiais.

Do mesmo modo, a proximidade da Necrépole ao mar poderia levantar a suspeita
de que a pesca seria a principal atividade para a obtencdo de alimentos, mesmo ndo
havendo registo da escavacdo de materiais associados a mesma, como redes e estacas
de madeira, o que poderia ser explicado pela sua perecibilidade[100]. No entanto, os
baixos valores do racio Cu/Ca descartam essa hipdtese.

Com base no mesmo racio, Fornaciari[32] propds uma maneira de classificar o
estado econdmico de determinada populagdo: quanto mais superior a 0,5 for o racio

Zn/Ca, mais rica sera a populacdo; pelo contrario, quanto mais inferior a 0,5 for o racio,
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mais pobre sera a populagdo. Com base nos resultados expostos na tabela 8, verifica-se
que a classificacao de Fornaciari sugere que a populagcao estudada seria pobre, o que
suporta a hipdtese da criacdo de animais domésticos para vender ou trocar, ao invés de
consumir.

Com base na tabela 8, conclui-se que todos os individuos estudados desta
populacdo tinham uma dieta muito rica em vegetais. A avaliagdo antropoldgica dos
0ssos exumados da Necrépole Crista de Cacela Velha indicou que os dentes do individuo
A ostentavam um desgaste dentdrio severo, possivelmente relacionado com o consumo
de uma dieta abrasiva, abundante em fibras vegetais, facto que apoia os resultados

obtidos neste trabalho.

1.3.1. Comparacio dos Resultados com os de Estudos

Anteriores

Ao analisar os remanescentes 6sseos de uma populagdo dos Il e | Milénios A. N. E.,
estabelecida também na regido de Cacela, Santos[7] também concluiu que nenhum dos
individuos apresentava uma dieta rica em proteina animal. A percentagem de individuos
com uma dieta pobre em proteina era, no entanto, bastante superior a encontrada no
presente trabalho (87,5% em contraste com, sensivelmente, 57%). No que respeita ao
consumo de vegetais, verificou que 75% da populacdo tinha uma dieta pobre em
vegetais e que 25% tinha uma dieta moderada, ndo havendo nenhum individuo com
uma dieta rica em vegetais.

Supde-se que, ao longo dos séculos, as populagdes que se estabeleceram na zona
de Cacelatenham introduzido ligeiramente mais proteina de origem animal na sua dieta.
O aumento drastico do consumo de vegetais registado no presente trabalho,
comparativamente com o trabalho anterior[7], pode estar relacionado com o aumento
da diversidade de produtos horticolas, bem como com o desenvolvimento da

agricultura.
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1.4. Variacao das Concentra¢oes dos Elementos em Profundidade

Tal como foi previamente referido, a analise em profundidade foi realizada com o
objetivo de perceber de que forma se distribuiam os elementos trago, em profundidade,
na superficie de corte de cada fatia, com o intuito de detetar eventuais contaminagdes
externas.

A titulo de exemplo, apresentam-se os resultados obtidos para a analise de uma
das linhas da fatia B_1, fatia essa que se encontra representada na figura 26. Esses
resultados encontram-se acompanhados pela respetiva incerteza, determinada pelo
método da propagacdo das incertezas. E importante ressalvar que os pontos da linha
foram selecionados como ilustrado na figura 25.

A tabela de valores com que se construiram os graficos para a andlise em
profundidade encontra-se no apéndice 5. Os graficos respeitantes aos elementos que
nado se consideraram relevantes para esta sec¢ao, por nao sugerirem qualquer ligacao a
contaminacgdes externas, encontram-se no apéndice 6, e os mapas da fatia B_1 que ndo
se apresentam abaixo, estdo presentes no apéndice 7.

Uma vez que o Ca é constituinte da hidroxiapatite, esta presente ao longo da
totalidade da superficie de corte da fatia. Além disso, por ser um elemento da matriz,
encontra-se em quantidades significativamente superiores as dos restantes elementos
analisados nesta seccdao. Como tal, apresentam-se, abaixo, o grafico que ilustra a
variacdo da concentracdo de Ca em profundidade (figura 33), seguido da imagem
resultante do mapeamento para o mesmo elemento (figura 34), para que sirvam de
referéncia para o estudo dos restantes elementos.

Verifica-se que, para os pontos analisados, a concentracdo de Ca em profundidade
sofre uma variagdo inferior a 5%.

A figura 34 ilustra claramente que os elementos presentes na matriz do osso
originam mapas limpidos, com contornos bem definidos e bastante uniformes ao longo

da superficie de corte do osso.
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Variagao da concentragdao de Ca em
profundidade
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Figura 33 - Variagdo da concentragdo de Ca em profundidade e respetiva Figura 34 - Distribui¢do do Ca ao longo
incerteza, determinada pelo método da propagagdo das incertezas. da superficie de corte da fatia.

Analisando o gréfico da figura 35, verifica-se que a concentracdo de Al nos pontos
2 e 10, correspondentes, respetivamente, ao ponto mais préoximo da superficie externa
da fatia e ao ponto mais préximo da superficie interna da fatia, se encontra aumentada
em relacdo a concentragdo nos restantes pontos. Este aumento pode sugerir que houve
incorporacdao de Al no osso post-mortem, possivelmente devido a elevadas

concentragdes de Al no solo do local de exumagdo dos remanescentes 6sseos.

Variacdo da concentracdo de Al em profundidade

5,5
5,0
4,5
4,0
3,5
3,0 = X

2,5

Concentrac¢do (% m/m)

2,0
Ponto

Figura 35 - Variagdo da concentragdo de Al em profundidade e respetiva incerteza, determinada
pelo método da propagagdo das incertezas.
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Analisando os gréficos das figuras 36 e 37, referentes as variacOes das
concentragdes de K e de Fe em profundidade, respetivamente, é possivel verificar um
aumento consideravel das concentracdes de ambos os elementos nas proximidades da
superficie interna da fatia. Isto sugere possivel contamina¢do do solo acumulado nas

trabéculas da ulna com K e Fe, mas ndo do solo que envolvia os componentes

esqueléticos.

Variacdo da concentracdo de K em profundidade
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Figura 36 - Variagdo da concentragdo de K em profundidade e respetiva incerteza, determinada
pelo método da propagacgdo das incertezas.

Variacdo da concentracdo de Fe em profundidade
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Figura 37 - Variagdo da concentragdo de Fe em profundidade e respetiva incerteza, determinada
pelo método da propagagdo das incertezas.
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Nas figuras 38 e 39 encontram-se, respetivamente, os mapeamentos dos
elementos K e Fe para a mesma fatia. Embora, na figura 38, ndo se consiga comprovar a
maior concentracdo de K na superficie interna da fatia, na figura 39 facilmente se
observa um anel roxo brilhante sobre a delimitagao interna da fatia, indicativo de uma

maior concentracao de Fe nesse local.

B1 3000 um

B1 3000 ym

Figura 38 - Distribuigdo do K ao longo da superficie de Figura 39 - Distribuigdo do Fe ao longo da superficie
corte da fatia. de corte da fatia.
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Figura 40 - Variagdo da concentrag¢do de Br em profundidade e respetiva incerteza, determinada
pelo método da propagagdo das incertezas.
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No caso do Br (figura 40), verifica-se um aumento consideravel da sua
concentragdo na superficie mais externa da fatia, o que sugere contaminagao do solo do
local de exumacdo com Br. Este resultado é reiterado no mapa da fatia para este

elemento, presente na figura 41, abaixo, onde se verifica que a zona mais brilhante da

figura corresponde ao limite externo da amostra.

B1 3000 pm

Figura 41 - Distribui¢do do Br ao longo da superficie
de corte da fatia.
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Figura 42 - Variagdo da concentragdo de Cu em profundidade e respetiva incerteza, determinada
pelo método da propagacgdo das incertezas.
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Variacdo da concentra¢do de Zn em profundidade
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Figura 43 - Variagdo da concentragdo de Zn em profundidade e respetiva incerteza, determinada
pelo método da propagagdo das incertezas.

Relativamente aos elementos Cu e Zn, cujas variagdes se encontram nas figuras 42
e 43, respetivamente, verifica-se um ligeiro aumento das suas concentracbes na
superficie externa da fatia, que pode estar também relacionado com contaminacdes
externas. Nas figuras 44 e 45 encontram-se, respetivamente, os mapeamentos dos
elementos Cu e Zn. Embora, na figura 44, ndo se consiga comprovar a maior
concentracdo de Cu na superficie externa da fatia, na figura 45 observa-se o contorno
da superficie externa da fatia a azul mais brilhante, indicativo de uma maior

concentrac¢do de Zn nesse local.

3000 pm B1 3000 pm

Figura 44 - Distribuigdo do Cu ao longo da superficie Figura 45 - Distribuigdo do Zn ao longo da superficie
de corte da fatia. de corte da fatia.
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O relatério preliminar da escavacao, fornecido pelo antropdlogo Doutor Francisco
Curate, lista alguns materiais recuperados nas proximidades dos remanescentes ésseos
exumados da Necrdpole Cristd de Cacela Velha, nomeadamente, ceramicas, pregos,
tachas, alfinetes e argolas de cobre. Os remanescentes esqueléticos do individuo B,
exumado da sepultura 17, usado como exemplo nesta seccao, foram encontrados junto
de fragmentos ceramicos, que poderao estar relacionados com as contaminagdes de Al
aqui relatadas. De forma geral, a lista de artefactos pode justificar as possiveis
contaminagdes dos fragmentos ésseos com Al, Cu e Fe.

A proximidade da Necrépole ao mar pode explicar a contaminacao do solo do local
de exumacgdo com Br[25]. No caso do K e do Zn, ndo é clara a origem da contaminacao,
mas pensa-se que tenha que ver com a origem das rochas que constituem os solos da

regiao.

2. Analise com Microscopia Raman

2.1. Composicao das Amostras

A semelhanga do que se fez na analise com p-EDXRF, com base nos valores médios
das areas dos picos de interesse, presentes na tabela do apéndice 8, construiu-se o
dendrograma da figura 46.

E notdria a dissemelhanca entre a fatia do osso B e as restantes fatias e, com
excecdo dessa, destacam-se dois grandes clusters: o primeiro, constituido pelos ossos
A, C, D, | e N; e o segundo, constituido pelos ossos E, O, L, R, P, H, K e M. Dentro do
primeiro cluster, a fatia do osso A é a menos semelhante as restantes. Dentro do
segundo cluster, as fatias dos ossos H, K e M sdo muito mais semelhantes entre si do
que as restantes.

O software destacou como amostra mais representativa a do osso O e como

menos representativa a do osso B.
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Figura 46 - Dendrograma das dreas dos picos estudados em cada fatia.

2.2. Qualidade do Tecido Osseo

Tal como foi mencionado anteriormente, a espetroscopia Raman tem sido usada
para avaliar alteragdes na composicao do tecido ésseo, associadas ao envelhecimento,
doenca e lesdo.

Os indicadores mais fortes das propriedades mecanicas de determinado osso sdo
os racios Mineral/Matriz e Carbonato/Fosfato. O racio Mineral/Matriz indica o grau de
mineralizacdo do osso e, embora ainda ndo tenha sido calibrado para a espetroscopia
Raman com materiais de referéncia, pode ser usado para detetar tendéncias na
composicdo dos ossos de uma populagdo. O racio Carbonato/Fosfato, por sua vez, pode

fornecer informacdes relativas a composicdao quimica do tecido dsseo analisado, uma
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vez que essa composicdo sofre alteragGes de acordo com a arquitetura do prdprio osso,
idade do individuo e cristalinidade da componente mineral[48].

Com recurso aos valores das dreas dos picos presentes na tabela do apéndice 8,
calcularam-se os racios Mineral/Matriz, através do cédlculo da razdo entre as areas dos
picos do vl PO4* e da Amida |, e Carbonato/Fosfato, através do célculo da razdo entre
as areas dos picos do CO3? e do vl PO4*. Nas figuras 47 e 48, abaixo, estdo presentes os
resultados obtidos para esses mesmos racios. A tabela que contém os valores dos racios,

bem como a incerteza que |hes estd associada, estd presente no apéndice 9.

Racio Mineral/Matriz

4,0

3,5
3,0
2,5
2,0
sl
1,0

A B C D

Figura 47 - Grdfico dos valores experimentais do rdcio Mineral/Matriz para cada uma das
amostras analisadas. As incertezas foram determinadas pelo método da propagagdo das
incertezas.

vl PO,*/Amida |

O IS

z R

Os valores experimentais obtidos para o racio Mineral/Matriz apresentam um
valor médio de 1,9+0,4. Por analise da figura 47, é possivel verificar que, para o osso B,
o valor deste racio é muito superior ao valor médio (cerca de 1,68 vezes), o que se traduz
por um maior grau de mineralizacdo deste osso face aos restantes. Com excecdo desse,
verifica-se que os ossos H, K, M e P apresentam um rdcio superior a média, ao passo que
os restantes ossos apresentam um racio inferior.

Comparando estes resultados com o dendrograma da figura 46, suspeita-se que
a dissemelhanca do osso B face aos restantes pode ser justificada com base no racio
Mineral/Matriz, uma vez que o seu valor se destaca tanto dos valores respeitantes as
outras fatias. A semelhanca entre as fatias H, K e M, previamente referida, podera ser

explicada pela proximidade dos seus racios Mineral/Matriz, do mesmo modo que a
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juncdo do cluster do dendrograma, formado pelos ossos A, C, D, | e N, também podera

estar relacionada com este racio.

Racio Carbonato/Fosfato
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Figura 48 - Grdfico dos valores experimentais do rdcio Carbonato/Fosfato para cada uma das
amostras analisadas. As incertezas foram determinadas pelo método da propagagdo das
incertezas.

Para o racio Carbonato/Fosfato (figura 48), obteve-se um valor médio de
0,164+0,02. Nao se verificam grandes discrepancias entre os valores experimentais
obtidos para este racio, sendo o valor mais baixo correspondente ao osso |, o que
evidencia uma menor substituicdo do fosfato por carbonato, e o valor mais alto
correspondente ao 0sso R, o que evidencia uma maior substituicio do fosfato por
carbonato.

Ao contrario do que se verificou com o racio Mineral/Matriz, os resultados obtidos
para o racio Carbonato/Fosfato ndo parecem justificar o agrupamento dos 0ssos nos
clusters mostrados no dendrograma da figura 46. Podem, no entanto, explicar o facto

de haver uma maior proximidade entre os ossos H e K, relativamente ao osso M.

A medida mais acessivel, em contexto experimental, para aferir a cristalinidade
mineral de um osso é a largura a meia altura, FWHM (do inglés, Full Width at Half
Maximum), da banda de alongamento simétrico do fosfato[48], sendo que estas
medidas sdo inversamente proporcionais, i. e., quanto menor for a largura a meia altura

da banda do v1 PO4*, maior a cristalinidade mineral do osso[49].
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Na figura 49 encontram-se os valores experimentais da largura a meia altura dessa
mesma banda. A tabela que contém os valores fornecidos pelo OriginPro, bem como a

incerteza que lhes estd associada, esta presente no apéndice 9.

Largura a Meia Altura da Banda de Alongamento
Simétrico do Fosfato

T 16,0
£
S
:%15,0
§14,o

13,0

12,0

A B C D E H I K L M N O P R

Osso

Figura 49 - Grdfico dos valores experimentais da FWHM da banda correspondente ao v1 PO43-
para cada uma das amostras analisadas. As incertezas foram determinadas pelo método da
propagagdo das incertezas.

O valor experimental médio obtido para a largura a meia altura da banda de
alongamento simétrico do fosfato foi de (16,3+0,8) cm™. O osso que apresenta um
maior valor de FWHM é o osso B, o que significa que é o osso que apresenta menor
cristalinidade mineral; e o que apresenta menor valor é o osso |, o que se traduz por

uma maior cristalinidade mineral.

2.3. Relacao entre as Medidas da Qualidade do

Tecido Osseo

Com o objetivo de perceber se existe alguma relacdo entre as diferentes medidas
da qualidade do tecido ésseo analisadas no presente trabalho, nomeadamente, entre

os racios Mineral/Matriz e Carbonato/Fosfato, e a largura a meia altura para a banda de
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alongamento simétrico do fosfato, recorreu-se novamente a analise dos coeficientes de
correlagao de Pearson, R.

Com base nas tabelas que constam do apéndice 9, construiu-se a matriz de
correlagao de Pearson da tabela 9, apresentada abaixo. Nela encontram-se destacados,
a cinzento, os valores de p-value inferiores a 0,05, bem como os coeficientes de

correlagao que lhes estao associados, de acordo com a legenda.

Correlagao Positiva

Forte
FWHM Mineral/Matriz Carbonato/Fosfato
FWHM Pearson Corr.
FWHM p-value --
Mineral/Matriz Pearson Corr. 0,48
Mineral/Matriz p-value 0,083 -
Carbonato/Fosfato | Pearson Corr. 0,81 0,18
Carbonato/Fosfato | p-value 0,001 0,522 -

Tabela 9 - Matriz de correlagdo de Pearson para associagdes com significdncia estatistica.

Através da andlise da matriz é possivel verificar que apenas um dos trés
coeficientes tem significancia estatistica e, como tal, destaca-se apenas a correlacdo
positiva forte existente entre a largura a meia altura da banda de alongamento simétrico
do fosfato e o racio Carbonato/Fosfato. Isto implica que, para a popula¢do analisada,
um aumento da largura a meia altura implica sempre um aumento do racio
Carbonato/Fosfato, numa proporc¢do variavel. De forma equivalente, a diminuicdo da
largura a meia altura também implicara a reducdo do racio Carbonato/Fosfato, numa
proporgao variavel.

De acordo com Morris & Mandair[50], para tecido ésseo de diversos animais, uma
maior cristalinidade mineral implica uma largura a meia altura inferior para as bandas
de fosfato, o que é traduzido por uma menor substituicdo do fosfato por carbonato (ou
seja, por uma reducdo do racio carbonato/fosfato). No entanto, em amostras de tecido
dsseo humano, esta tendéncia pode ndo se verificar. Neste trabalho, foi possivel

constatar a relagao positiva entre essas duas medidas.
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Conclusoes e Perspetivas Futuras

1. Conclusoes

Este trabalho trouxe uma maior noc¢ao do ethos da populacdo que habitou a drea
de Cacela Velha, nos séculos Xlll a XVI, cujos remanescentes ésseos foram recuperados
da Necrépole Cristd dessa regido, em escavacdes decorridas em 1998 e 2001. Foram
analisados catorze ossos, respeitantes a individuos diferentes, sendo que nove eram do
sexo masculino, quatro do sexo feminino e um indefinido, e que treze eram adultos,
havendo apenas um individuo ndo adulto.

Nao foram detetados valores anormais de metais pesados nas amostras de tecido
dsseo estudadas, pelo que a exposicdo in vivo aos mesmos seria reduzida. Deste modo,
nao foi possivel analisar a sua distribuicdo ao longo dos ossos, nem a toxicocinética dos
mesmos.

Embora vivessem perto do mar e tivessem contacto com animais domésticos, a
dieta destes individuos seria maioritariamente pobre em proteina de origem animal,
incluindo carnes, peixes e moluscos, e bastante rica em vegetais.

A proximidade ao mar explica a possivel contaminacdo do solo com bromo e,
consequentemente, as contaminagdes post-mortem detetadas na superficie externa
dos ossos analisados. Registaram-se ainda contamina¢des post-mortem por parte dos
elementos aluminio, potassio, ferro, cobre e zinco, possivelmente ligadas aos materiais
exumados juntamente com os remanescentes esqueléticos (fragmentos ceramicos,
pregos, tachas, alfinetes e argolas de cobre) e ao tipo de rochas que esteve na origem
dos sedimentos constituintes do solo do local de exumacao.

No que toca a qualidade do tecido 6sseo das amostras analisadas, foi possivel

concluir que a amostra B apresentava um maior grau de mineralizacao face as restantes;
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gue a R apresentava uma maior substituicio do fosfato por carbonato; e que a |

apresentava uma maior cristalinidade mineral.

2. Perspetivas Futuras

Para reiterar os resultados encontrados para as amostras estudadas no presente
trabalho, bem como alargar os conhecimentos relativos ao ethos desta populacdo, seria
importante fazer a andlise de um maior nimero de individuos da mesma. Além disso, a
analise de mais ossos de um mesmo individuo poderia trazer informacdes novas
relativas, por exemplo, as praticas medicinais, na eventualidade de se fazerem
tratamentos locais com algum elemento téxico, como o Hg, informacgdes essas que este
trabalho n3ao conseguiu obter, em parte, por se ter analisado apenas um osso por
individuo.

Por forma a confirmar os resultados obtidos na andlise em profundidade,
posteriormente confirmados pelo mapeamento das fatias, relativos a possiveis
contaminacdes externas, seria relevante analisar-se amostras de solo do local de
exumacao.

No que toca aos habitos alimentares, o estudo do racio Mg/Ca seria de extrema
importancia para avaliar a prevaléncia dos cereais na dieta desta populagdo. Assim
sendo, no futuro, seria importante associar a metodologia usada neste trabalho uma
técnica complementar capaz de detetar Mg, como, por exemplo, a técnica PIGE (Particle
Induced Gamma-ray Emission)[101].

Por ultimo, pensa-se que seria pertinente atribuir classes etdrias mais detalhadas
aos individuos, ao invés de os classificar apenas enquanto adultos e ndo adultos, para,
posteriormente, se estabelecer a relagdo entre as concentracbes dos elementos
estudados e a idade dos mesmos, uma vez que é usual verificar-se diferencas
significativas nas concentra¢des de Zn, Sr e Pb em individuos mais velhos, quando

comparados com individuos jovens[3].
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Apéndices

Apéndice 1 - Graficos da evolucao das concentracoes dos elementos ao longo
da primeira etapa da escolha da metodologia, acompanhados da respetiva

incerteza, obtida pelo método da propagacao das incertezas.
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Apéndice 2 — Graficos da evolucao das concentracoes dos elementos ao longo
da segunda etapa da escolha da metodologia, acompanhados da respetiva

incerteza, obtida pelo método da propagacao das incertezas.
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Apéndice 3 — Valores médios (% m/m) e desvios-padrao da quantificacao de

cada elemento para as duas fatias de cada osso.

Al | o(Al) | Si o(Si) P o(P) S a(S) K o(K) Ca | o(Ca)
Al 27 0,6 2 2 16,8 0,2 0,3 0,3 0,02 | 004 | 36,2 0,4
B 31 0,8 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 361 0,4
C| 32 0,7 2 2 16,7 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 361 0,4
D| 238 0,7 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 36,2 0,5
E| 31 0,7 2 2 16,7 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 361 0,5
H| 30 0,7 2 2 16,7 0,2 0,2 0,3 0,02 | 004 | 361 0,5
1| 31 0,8 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,01 | 002 | 36,2 0,4
K| 31 0,7 2 2 16,7 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 361 0,4
L| 31 0,9 2 2 16,7 0,3 0,2 0,3 0,02 | 0,03 | 360 0,6
M 29 0,8 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 362 0,4
N| 30 0,5 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,01 | 002 | 361 0,4
0| 27 0,7 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 36,2 0,4
Pl 29 0,8 2 2 16,8 0,2 0,2 0,3 0,02 | 003 | 362 0,4
R 30 0,6 2 2 16,8 0,2 0,3 0,4 0,01 | 002 | 362 0,4
Ti ofTi) | Cr |o(Cr) | Mn |o(Mn)| Fe |o(Fe)| Ni | o(Ni)| Cu |o(Cu)
A| 001 | 001 | 0,006 | 0,003 | 0,005 | 0,003 | 0,03 | 0,05 | 0,003 | 0,001 | 0,004 | 0,003
B 002 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,004 | 0,002 | 0,01 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
C| 002 | 002 | 0,007 | 0,002 | 0,005 | 0,003 | 0,02 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
D| 002 | 001 | 0,007 | 0,005 | 0,004 | 0,002 | 0,02 | 0,03 | 0,004 | 0,001 | 0,003 | 0,001
E| 001 | 001 | 0,007 | 0,003 | 0,004 | 0,002 | 001 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
H| 002 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,006 | 0,004 | 0,01 | 0,02 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
l | 001 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,006 | 0,003 | 0,007 | 0,004 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
K| 0,02 | 001 | 0,006 | 0,003 | 0,006 | 0,003 | 0,02 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
L| 001 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,004 | 0,001 | 0,00 | 0,01 | 0,004 | 0,001 | 0,003 | 0,001
M o001 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,004 | 0,002 | 001 | 001 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
N| 002 | 001 | 0006 | 0,003 | 0,004 | 0,002 | 0,01 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
O | 0,02 | 001 | 0,005 | 0,002 | 0,005 | 0,003 | 0,01 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
P 0,02 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,004 | 0,001 | 0,01 | 0,01 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
R 0,01 | 001 | 0,006 | 0,002 | 0,003 | 0,001 | 0,008 | 0,004 | 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001
Zn | o(Zn)| As |o(As)| Br |o(Br)| Rb |[o(Rb)| Sr | o(Sr) | Pb | o(Pb)
A | 0,013 | 0,002 | 0,0002 | 0,0001 | 0,007 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,03 | 0,01 |0,0011 | 0,0004
B | 0,012 | 0,003 | 0,0002 | 0,0002 | 0,005 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,04 | 0,01 |0,0011 |0,0004
C | 0,012 | 0,002 | 0,0004 | 0,0003 | 0,008 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,03 | 0,01 |0,0013 |0,0004
D | 0,013 | 0,004 | 0,0002 | 0,0002 | 0,010 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,03 | 0,01 |0,0011 | 0,0004
E | 0,012 | 0,003 |0,0002 | 0,0002 | 0,006 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,04 | 0,01 |0,0013 |0,0004
H | 0,012 | 0,002 | 0,0003 | 0,0002 | 0,008 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,03 | 0,01 |0,0012 | 0,0004
I | 0,013 | 0,003 | 0,0001 | 0,0001 | 0,007 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,02 | 0,01 |0,0013 | 0,0004
K | 0,013 | 0,004 | 0,0002 | 0,0002 | 0,007 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,03 | 0,01 |0,0011 |0,0004
L | 0,013 | 0,003 | 0,0003 | 0,0003 | 0,005 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,02 | 0,01 |0,0012 | 0,0004
M 0,012 | 0,004 |0,0003 | 0,0002 | 0,007 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,03 | 0,01 |0,0012 | 0,0004
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N | 0,011 | 0,003 | 0,0003 | 0,0002 | 0,010 | 0,004 | 0,001 | 0,001 0,03 0,01 0,001 | 0,001
O | 0,013 | 0,003 | 0,0001 | 0,0002 | 0,008 | 0,003 | 0,001 | 0,001 0,03 0,01 | 0,0010 | 0,0004
P | 0,013 | 0,002 |0,0003 | 0,0003 | 0,007 | 0,003 | 0,001 | 0,001 0,03 0,01 | 0,0010 | 0,0004
R | 0,013 | 0,003 | 0,0002 | 0,0002 | 0,006 | 0,002 | 0,0009 | 0,0005 | 0,03 0,01 | 0,0012 | 0,0004
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Apéndice 4 — Matriz de correlacao de Pearson para os elementos estudados.
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Apéndice 5 - Quantificacdo de cada elemento para a linha 3 da fatia B_1, com

respetivas médias e desvios-padrao.

Ponto Ca Si S K Ti Cr Mn
2 35,7 3 0,1 0,02 0,02 0,006 0,002
3 35,4 5 0,0 0,03 0,04 0,004 0,005
4 34,9 4 1,0 0,00 0,03 0,002 0,004
5 35,9 2 0,8 0,03 0,02 0,008 0,004
6 36,3 3 0,5 0,03 0,04 0,009 0,003
7 36,5 3 0,9 0,02 0,03 0,003 0,001
8 35,6 6 0,7 0,02 0,01 0,002 0,004
9 35,7 6 0,0 0,03 0,01 0,006 0,006
10 36,2 4 0,4 0,09 0,04 0,008 0,004
Média 35,8 4 0,5 0,03 0,03 0,005 0,004
c 0,5 1 0,4 0,02 0,01 0,002 0,001
Ponto Fe Ni Cu Zn Br Sr Al
2 0,01 0,0035 0,0041 0,017 0,008 0,033 53
3 0,01 0,0040 0,0030 0,014 0,006 0,031 3,0
4 0,00 0,0037 0,0029 0,012 0,003 0,030 2,7
5 0,00 0,0024 0,0025 0,010 0,002 0,030 2,4
6 0,01 0,0038 0,0021 0,010 0,002 0,029 3,8
7 0,01 0,0037 0,0035 0,010 0,002 0,027 2,6
8 0,01 0,0032 0,0036 0,014 0,002 0,024 3,3
9 0,03 0,0026 0,0034 0,011 0,002 0,027 3,1
10 0,05 0,0038 0,0030 0,015 0,004 0,031 4,7
Média 0,02 0,0034 0,0031 0,013 0,003 0,029 34
(o] 0,02 0,0006 0,0006 0,002 0,002 0,002 0,9
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Apéndice 6 — Graficos da variacao das concentra¢des em profundidade, para a
linha 3 da fatia B_1, dos elementos Si, S, Ti, Cr, Mn, Ni e Sr, acompanhados da

respetiva incerteza, obtida pelo método da propagacao das incertezas.
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Apéndice 7 — Mapeamento dos elementos Mn, Ni, Pb, Rb e Sr na superficie de

corte da fatia B_1.

98



Apéndice 8 — Valores médios e desvios-padrao das areas dos picos de interesse.

V2POs2" | o(v2POs27) | vAPOZ" | o(v4POs7) | viPO | o(vlPOs)
A 9000 1000 9000 1000 16000 2000
B 7100 300 5900 500 19000 2000
C 8000 1000 8000 2000 16000 2000
D 7600 500 7900 600 15000 1000
E 6500 800 6500 700 15000 2000
H 5300 600 5100 500 12000 2000
I 8000 500 8500 600 15000 1000
K 5300 800 4900 700 12000 2000
L 6100 700 6100 600 13000 1000
M 5600 900 5300 700 12000 2000
N 9000 1000 10000 1000 16000 2000
(o] 7000 600 7000 900 14900 900
P 6500 700 6000 600 15000 2000
R 6600 800 6400 800 14000 2000
CO3*” o(C0s%) Amidall o(Amida )
A 2400 500 11000 2000
B 3300 300 6000 800
C 2300 300 10000 1000
D 2700 400 10100 800
E 2300 400 9000 1000
H 2200 300 5800 600
I 2000 200 10200 900
K 2100 500 6300 900
L 2400 300 7200 800
M 1800 300 6100 700
N 2800 400 11000 2000
(o] 2300 400 8000 2000
P 2100 200 7000 500
R 2600 400 7900 900
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Apéndice 9 - Valores

experimentais

dos racios Mineral/Matriz e

Carbonato/Fosfato, e da Largura a Meia Altura do vl PO,*, com as respetivas

incertezas, obtidas pelo método da propagacao das incertezas.

Mineral/Matriz c Carbonato/Fosfato c
1,4 0,3 0,15 0,04
3,2 0,5 0,17 0,02
1,5 0,3 0,15 0,03
1,5 0,2 0,18 0,03
1,7 0,3 0,16 0,03
2,1 0,3 0,18 0,03
1,5 0,2 0,13 0,02
2,0 0,5 0,17 0,05
1,8 0,3 0,18 0,03
2,0 04 0,14 0,03
1,5 0,2 0,17 0,03
1,9 04 0,16 0,03
2,1 0,3 0,14 0,03
1,7 0,3 0,19 0,04

FWHM (cm™) o
15,8 0,3
17,6 0,1
16,6 0,1
16,8 0,3
16,2 0,3
17,3 0,3
14,1 0,2
16,6 0,2
16,5 0,2
15,9 0,2
16,4 0,2
16,2 0,3
15,7 0,1
16,9 0,2
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