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RESUMO

As impressfes digitais latentes (IDLs) estdo entre os vestigios mais
comumente encontrados em cenas de crime. A chegada do século XXI trouxe a
possibilidade de analise quimica desses vestigios e ressignificou o modo de
atuacdo das equipes de pericia, permitindo a aquisicdo de informacfes a
respeito de habitos e contamina¢des dos individuos envolvidos no evento
delituoso. A técnica de espectrometria de massa por ionizagcédo/dessor¢ao a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF MS) tem se destacado para a andlise quimica
de IDLs, porém apresenta algumas limitacbes para as investigacdes de
pequenas moléculas, devido a supressao de sinais causada pelos intensos ions
provenientes das matrizes comumente empregadas. Como alternativas a esse
problema, as propriedades de nanomateriais tém sido investigadas para a
analise de pequenas moléculas em diferentes tipos de amostras. O presente
trabalho avaliou amostras de IDLs por métodos de espectrometria de massa por
ionizacao/dessorcdo a laser, empregando nanomateriais como agentes
ionizantes. A espuma de silica mesocelular (MCF) e as nanoparticulas metalicas
de prata (AgNPs) e ouro (AuNPSs) sintetizadas por rotas verdes, foram utilizadas
para o tratamento de IDLs produzidas por doadores de ambos o0s sexos, de
diferentes idades, tendo sido registrados alguns dos seus habitos. Os
nanomateriais empregados foram caracterizados e a sua potencial aplicacdo
para a revelacdo e analise quimica de IDLs foi avaliada. Os resultados
mostraram que 0s nanomateriais oferecem alternativas promissoras capazes de
detectar componentes enddgenos e exdgenos nesses vestigios e em algumas
situacbes, de maneira mais eficiente que pelo emprego de matrizes
convencionais. Nas amostras avaliadas, o componente quimico mais
frequentemente detectado se trata de um surfactante catiénico, possivelmente
oriundo de amaciantes de roupas. Os componentes enddgenos tiveram sua
deteccdo variavel, de acordo com o meéetodo empregado. As abordagens
investigadas apresentaram um grande potencial de aplicacdo pratica nas rotinas
periciais, apresentando escalabilidade e custo baixo, fatores determinantes para

0 objetivo pretendido.

PALAVRAS-CHAVE: Ciéncias forenses, espectrometria de massa, impressées

digitais, ionizagdo/dessorcao a laser, matrizes, nanoparticulas.



ABSTRACT

Latent fingermarks are among the most commonly found traces in crime
scenes. The 21st century’s arrival brought the possibility of chemical analysis of
these traces and re-defined the way the experts process the evidence, allowing
the addition of information regarding the habits and contamination of the
individuals involved in the criminal event. Mass spectrometry matrix-assisted
laser desorption/ionization (MALDI-TOF MS) technique has been highlighted for
the chemical analysis of latent fingermarks, but presents some limitations for the
investigation of small molecules due to the suppression of signals caused by the
intense ions from the commonly applied matrices. As alternatives to avoid this
problem, the properties of the nanomaterials have been investigated for the
analysis of small molecules in different types of samples. The present work
evaluated latent fingermark samples by mass spectrometry laser
desorption/ionization methods, employing nanomaterials as ionizing agents. The
mesocellular siliceous foam (MCF) and the metallic nanoparticles of silver
(AgNPs) and gold (AuNPs), synthesized by green route, were used for the
treatment of the latent fingermarks produced by male and female donors with
different ages, and some of their habits were recorded. The nanomaterials
employed were characterized and their potential application for the development
and chemical analysis of latent fingermarks was evaluated. The results showed
that nanomaterials offer promising alternatives capable of detecting endogenous
and exogenous components of the fingermark residue, and, in some situations,
more efficiently than by using the conventional matrices. In the samples
evaluated, the chemical component most frequently detected is possibly from
fabric softeners, being a cationic surfactant. The endogenous components were
variably detected according to the method applied. The investigated approaches
showed a great potential for practical application in forensic routines, with
scalability and low cost, factors which are attractive attributes to the intended

goal.

KEYWORDS: Fingermarks, forensic sciences, laser desorption/ionization, mass

spectrometry, matrix, nanoparticles.
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Figura 1. Cristas de friccdo da falange distal (porcéo ventral) do dedo humano
(A) e IDL produzida a partir de toque de média pressdao do mesmo dedo com
uma superficie de vidro — a visualizacdo s6 é possivel devido a transmissao
difusa da luz nas goticulas que formam as cristas da impressao (B).

Figura 2. Glandulas da pele. Regibes de pele espessa apresentam apenas
glandulas sudoriparas écrinas, enquanto as regifes de pele fina apresentam,
além de écrinas, glandulas sebaceas associadas aos foliculos pilosos. As
glandulas sudoriparas apécrinas ocorrem apenas em algumas regides do corpo,
tais como as axilas e a regiao genital.

Figura 3. Estruturas moleculares dos aminoacidos alanina (Ala) e triptofano
(Trp). Elaborado com ChemWriter® v. 3.5.1.

Figura 4. Estrutura molecular do acido a-ciano-4-hidroxicindmico (a-CHCA).
Elaborado com ChemWriter® v. 3.5.1.

Figura 5. Nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por rota de quimica
verde: os metabolitos de extrato de planta atuam na reducdo da prata idnica e
promovem a cobertura da particula formada, conferindo-lhe estabilidade coloidal.
Representacdo esquematica de uma nanoparticula (A); visualizacdo das
nanoparticulas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (B), cortesia:
Profa. Dra. Cinthia C. Bonatto.

Figura 6. Diferencas de tamanho e heterogeneidade de formas de particulas
presentes em reveladores convencionais para o tratamento de IDLs podem ser
observadas por microscopia eletronica de varredura (MEV): as cristas de IDLs
tratadas com o p6 magnético correspondem as regides mais claras intercaladas
por sulcos, mais escuros (A); detalhe em maior magnificacéo da regidao de crista
contendo as particulas do po (B).

Figura 7. Esquema comparativo do processo de ionizacdo/dessorcao a laser de
MALDI-TOF MS (A) e SALDI-TOF MS (B).

e CAPITULO | - AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE
IMPRESSOES DIGITAIS LATENTES POR MALDI-TOF MS

Figura I-1. Resumo grafico do Capitulo I. As andlises quimicas de IDLs
representam uma quebra de paradigma em Papiloscopia Forense, marcando a
agregacdo de mais informacfes sobre esses vestigios na transicdo do século
XX para o século XXI. Tradicionalmente, as impressdes digitais latentes s&o
utilizadas apenas para a identificagdo dos individuos e, pelas abordagens
propostas, permitem também a obtencdo de informacdes adicionais sobre
hébitos e presenca de contaminantes.

Figura I-2. Espectros MALDI-MS representativos da faixa de massa molecular
baixa adquiridos mediante aplicagao de 1 yL de solu¢do de: matriz a-CHCA (A),
matriz a-CHCA sobre IDL de doador de 30 anos do género masculino (B), matriz
DHB (C) e matriz DHB sobre IDL do mesmo doador (D).



Figura I-3. Espectros MALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa adquiridos mediante aplicagdo de 1 pL de solugdo de matriz a-
CHCA sobre: IDL de doador de 20 anos (A), IDL de doador de 34 anos (B) e IDL
de doadora de 28 anos (C). *ions relativos a matriz a-CHCA (m/z 146, 172, 190,
212, 228, 234, 335, 379 e 441).

Figura I-4. Espectros LDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular
baixa adquiridos em IDLs de doadores n°® 1-10, todos do género feminino.

Figura I-5. Espectros LDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular
baixa adquiridos em IDLs de doadores n°® 11-20, todos do género masculino.

Figura I-6. Espectro LDI-TOF MS representativo da faixa de massa molecular
baixa adquirido em amostra de amaciante de roupas comercial (1:10 v/iv em
agua).

Figura I-7. Espectros MALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa adquiridos em IDLs de doadores n° 1-10, todos do género
feminino. *ions relativos a matriz a-CHCA (m/z 146, 164, 172, 178, 190, 212,
228, 335 e 379).

Figura 1-8. Espectros MALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa adquiridos em IDLs de doadores n° 11-20, todos do género
masculino. *ions relativos a matriz a-CHCA (m/z 172, 178, 190, 212, 228, 295,
335 e 379).

o CAPI'TULONII — ESPUMA MESOCELULAR DE SiLISZA (MCF) PARA A
REVELACAO E ANALISE QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS
LATENTES POR SALDI-TOF MS

Figurall-1. Resumo grafico do Capitulo II. A espuma mesocelular de silica, como
um material mesoporoso, apresenta poros nanométricos que auxiliam o
processo de ionizacdo/dessorcao a laser. Esses materiais foram utilizados para
o tratamento de IDLs associados ou ndo a um agente revelador tradicional. As
analises quimicas de IDLs por essa abordagem foram avaliadas.

Figura Il-2. Impresséo digital depositada por um doador de 34 anos diretamente
na placa de MALDI e revelada utilizando a mistura de MCF e p6 magnético. As
analises foram realizadas em trés regides distintas de cada impressao digital.

Figura I11-3. Imagem de viscoelasticidade obtida por microscopia de forca
atdbmica da superficie da espuma de silica mesocelular (MCF) em modo fase em
(A) 500 x 500 nm e (B) 125 x 125 nm.

Figura 1l-4. Espectros LDI-MS representativos da faixa de massa molecular
baixa adquiridos mediante aplicagdo de 1 uL de solu¢do de matriz a-CHCA (A)
ou 1 pL de suspenséo etandlica de espuma de silica mesocelular (MCF) (B) que
foram separadamente depositados em placa de MALDI MSP 96.

Figura II-5. Espectros LDI-MS representativos da faixa de massa molecular
baixa de componentes de impressdes digitais depositadas por doadora
diretamente na placa de MALDI MSP 96 e tratada com a-CHCA matriz (A),
suspensao etandlica de MCF (B) ou mistura de MCF e p6 magnético (C).



Figura 11-6. Espectros LDI-MS representativos da faixa de massa molecular
baixa de componentes de impressdes digitais depositadas por uma doadora de
28 anos, e doadores de 20 e 34 anos diretamente em uma placa de MALDI
MSP 96 e tratadas com mistura de MCF e p6 magnético. Cada espectro de um
mesmo doador corresponde a uma regiao distinta da impressao tratada,
conforme ilustrado na Fig. 11-2.

Figura II-7. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa adquiridos em IDLs tratadas com a mistura de MCF e po
magnético, de doadores n° 1 (A), 2 (B), 3 (C), 5 (D), 6 (E), 7 (F), 9 (G), 11 (H), 13
() e 15 (J), todos do género feminino. *ions presentes no controle m/z 116, 211,
268.

Figura II-8. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa adquiridos em IDLs tratadas com a mistura de MCF e po
magnético, doadores n° 4 (A), 8 (B), 10 (C), 12 (D), 14 (E), 16 (F), 17 (G), 18 (H),
19 (1) e 20 (J), todos do género masculino. *ions presentes no controle m/z 127,
211, 268.

e CAPITULO Ill - NANOPARTICULAS METALICAS PARA A
REVELACAO E ANALISE QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS
LATENTES POR SALDI-TOF MS

Figura IlI-1. Resumo grafico do Capitulo Ill. Nanoparticulas metélicas
sintetizadas por rota verde foram utilizadas para o tratamento de IDLs visando a
sua revelacao e andlise quimica por SALDI-TOF MS.

Figura 1lI-2. Curvas de distribuicdo de diametros hidrodinamicos (dados em
namero %) obtidas por espalhamento de luz dinAmico das nanoparticulas de
prata (AgNPs) (A) e nanopartiuclas de ouro (AuNPs) (B) sintetizadas por rota
verde.

Figura 1lI-3. Revelacdo de impressfes digitais depositadas sobre folha de
aluminio por suspenséo de AgNPs sintetizadas por rota verde, ao longo de um
periodo de 24 h: impresséo sebacea produzida por doadora de 29 anos e tratada
sete dias ap0s sua aposicao (A); impressao sebacea produzida por um doador
de 33 anos e tratada imediatamente apds sua aposicdo (B); impresséo digital
natural produzida por doador de 40 anos e tratada imediatamente apos sua
aposicao (C).

Figura lll-4. Tratamento de IDLs de doador do género masculino depositadas
sobre folha de aluminio nos seguintes periodo e condicdo de tratamento com a
suspensao de AgNPs: 2h, pH =1 (A); 2h, pH = 2,5 (B); 96h, pH = 2,5 (C); 96h,
pH = 4,5 (D).

Figura IlI-5. IDL identificada apés revelagdo com AgNPs obtidas por rota verde
e equalizacao de contraste seguida da extracao de minucias em uma ferramenta
de sistema AFIS. As marcacdes verdes e azuis representam terminacdes de
linha e bifurcagdes, respectivamente.

Figura 1ll-6. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa de matriz a-CHCA (A), solucdo de AgNOs (B) e suspenséo de



AgNPs sintetizadas por rota verde (C). Os destaques apresentam os ions de
menor intensidade correspondendo a Ag4* e Ags®.

Figura 1ll-7. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa de componentes detectados em IDLs de uma doadora de 26
anos (A), um doador de 48 anos (B) e uma doadora de 33 anos (C) tratadas com
a suspensdo de AgNPs sintetizadas por rota verde. Os destaques mostram ions
de menor intensidade com o padréo isotopico da prata.

Figura 111-8. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa de componentes detectados em amaciante de roupa comercial
(sem tratamento) (A); IDL de uma doadora de 26 anos tratada com matriz a-
CHCA (B); e IDL da mesma doadora tratada com a suspenséo coloidal de AQNPs
sintetizadas por rota verde.

Figura IlI-9. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa de matriz a-CHCA (A) e suspensao de AuNPs sintetizadas por
rota verde (B). Os ions nas m/z 196, 393 e 590 correspondem, respectivamente,
aAu ™, Auz2" e Aus®.

Figura IlI-10. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa
molecular baixa de componentes da suspenséo de AuNPs sintetizadas por rota
verde (A) e componentes detectados em IDLs de uma doadora de 23 anos (B),
um doador de 27 anos (B) e uma doadora de 22 anos (C) tratadas com a
suspensdo de AuNPs. Os ions nas m/z 196, 393 e 590 correspondem,
respectivamente, a Au *, Auz*e Aus™.
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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese intitulada “Emprego de nanomateriais para analise multi-
informacional de impressdes digitais latentes” esta distribuida em parte
introdutoria (referencial tedrico, justificativa e objetivos) e trés capitulos

apresentados na forma de artigos cientificos.

O referencial teo6rico contextualiza a Papiloscopia Forense no escopo
desta pesquisa e aborda os aspectos técnicos e quimicos das impressoes
digitais latentes (IDLs), as técnicas de espectrometria de massa por
ionizagao/dessorcao a laser (LDI MS) e o emprego da nanotecnologia para o
tratamento desses vestigios. Os topicos seguintes da parte introdutéria
apresentam 0 aspecto inovador desta pesquisa, sua relevancia para as
aplicacbes praticas nas rotinas periciais, as etapas que nortearam 0S

experimentos desenvolvidos e 0s objetivos desta pesquisa.

O Capitulo | apresenta as investigac6es moleculares de IDLs tratadas ou
nao com matrizes convencionais de MALDI pela técnica de espectrometria de
massa por ionizacao/dessorcao a laser (LDI MS), incluindo todos os achados em
experimentos preliminares e confirmatoérios. O Capitulo Il é voltado ao emprego
de um nanomaterial de silica como alternativa ao emprego das matrizes
convencionais para a investigacdo molecular das IDLs, incluindo a associacéo
desse nanomaterial a um revelador comercial de IDLs, conhecido como “p6
magnético”. O Capitulo Il apresenta o emprego de nanoparticulas de prata e de
ouro sintetizadas por rotas de quimica verde para o tratamento das IDLs tendo
por foco tanto a sua revelacdo em superficie de aluminio quanto sua avaliacao
molecular por espectrometria de massa por ionizagdo/dessorcao a laser (LDI
MS).

Este documento se encerra com as Conclusdes e Consideragdes Finais,
consistindo em um topico que trata das principais conclusbes obtidas nos
Capitulos 1, 1l e lll diante dos objetivos propostos para as investigacOes

realizadas e discute desafios e perspectivas no contexto desta pesquisa.



Parte do conteudo dos Capitulos | e Il consta no artigo publicado em
marco de 2018 no periodico Science & Justice, conforme a referéncia abaixo:
R.M. Barros, M.C.H. Clemente, G.A.V. Martins, L.P. Silva, Application of
mesocellular siliceous foams (MCF) for surface-assisted laser desorption

ionization mass spectrometry (SALDI-MS) Analysis of fingermarks, Sci. Jus. 58
(2018) 264-70.

Um manuscrito contendo a pesquisa apresentada no Capitulo Il foi
preparado e submetido a revisdo de periddico internacional de ciéncias forenses,

encontrando-se em fase de revisao e corregao.

Ao longo do desenvolvimento desta pesquisa, 0s principais resultados

obtidos foram apresentados em eventos, nas seguintes modalidades:

e Envio de resumo e apresentacdo oral no 3rd International Conference on
Nanoscience, Nanotechnology and Nanobiotechnology — Brasilia, DF
(2015);

e Envio de resumos e apresentacdes orais nos |, Il, 111, IV, V e VI Simpdsios
do Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa/Cenargen —
Brasilia, DF (2015 a 2018);

e Envio de resumos e apresentacdo de painéis nos XXI, XXIl e XXIII
Encontros do Talento Estudantil da Embrapa — Brasilia, DF (2016 a 2018);

e Envio de resumo, apresentacédo de painel e apresentacéo oral no XIV
Congresso Brasileiro de Identificagdo — Brasilia, DF (2017);

e Envio de resumo, apresentacdo de painel e apresentacdo oral no
Simpdsio de Nanotecnologia do Distrito Federal — Brasilia, DF (2018);

e Envio de resumos e apresentacao de painéis no 103rd IAl International
Educational Conference da International Association for Identification (I1Al)
— San Antonio, TX, EUA (2018).



GLOSSARIO DE TERMOS TECNICOS E ABREVIACOES
a-CHCA: Acido a-ciano-4-hidroxicinAmico. Trata-se de uma das matrizes
convencionais adotadas para MALDI MS.

AFIS: Automated Fingerprint Identification System (Sistema Automatizado de
Identificacdo de Impressdes Digitais).

AFM: Atomic Force Microscopy (Microscopia de Forca Atdmica).
AgNPs: Nanoparticulas de prata.
AuNPs: Nanoparticulas de ouro.

DHB: acido di-hidroxibenzdico. Trata-se de uma das matrizes convencionais
adotadas para MALDI MS.

DFO: 1,8-Diazafluoreno-9-ona
DLS: Dynamic Light Scattering (espalhamento de luz dinamico).
IDL: Impressao digital latente.

LDI MS: Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry (Espectrometria de
Massa por lonizagao/Dessorgao a Laser). E normalmente referida por “LDI MS”
guando a técnica empregada ndo envolve o preparo da amostra ou da superficie
da placa.

MALDI MS: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry
(Espectrometria de Massa por lonizacdo/Dessor¢cdo a Laser Assistida por
Matriz).

MCF: Mesocellular Siliceous Foam (Espuma mesocelular de silica).

MMD: multi-metal deposition, ou técnica de deposi¢cdo multi metalica para a
revelacao de IDLs.

Ninidrina: 2,2-Dihidroxiindano-1,3-diona
ORO: Oil Red O - lisocromo, corante lipofilico.

Papiloscopia Forense: ciéncia que estuda as caracteristicas especificas dos
desenhos papilares e, em especial, as impressdes papilares, com fins de
individualizacdo humana.

Photobleaching: perda de intensidade de luminescéncia.
QDs: Quantum Dots, ou pontos quanticos.
RPS: ressonancia plasmonica de superficie.

SALDI MS: Surface-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry
(Espectrometria de Massa por lonizagdo/Dessor¢cdo a Laser Assistida por
Superficie).

SELDI: Surface Enhanced Laser Desorption lonization

SPR: Small Particle Reagent (Reagente de pequenas particulas).



Sweet spots: pontos de maior presenca da matriz cocristalizada ao analito,
gerando pequenas areas em que a ionizagao é favorecida.

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TOF: Time of flight (tempo de v60).

Vestigio papiloscopico: impresséo (digital, palmar ou plantar) revelada ou
latente deixada na cena de um crime.

VMD: Vacuum metal deposition (deposi¢cao metélica & vacuo).
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1. Papiloscopia Forense

Em 1880, quando Henry Faulds, médico escocés que atuava no Japao,
submeteu uma carta intitulada “On the Skin-furrows of the Hand” (sobre os sulcos
da pele da mao) ao periédico internacionalmente reconhecido Nature, contendo
suas conclusdes sobre andlises de impressdes digitais [1], provavelmente nao
imaginava que estava dando um importante passo para a consolidacao do que
se tornaria um dos ramos mais consistentes das ciéncias forenses. Outros
importantes trabalhos, como os desenvolvidos por William Herschel na india,
Francis Galton na Inglaterra e Juan Vucetich na Argentina, somados a outros
autores, foram fundamentais para que a comunidade cientifica compreendesse
a enorme relevancia que as impressfes digitais teriam para a identificacdo
humana, a qual ao final do século XIX superaria 0 sistema antropométrico
defendido por Alphonse Bertillon [2]. Na América Latina, o trabalho de Juan
Vucetich foi amplamente acolhido, ndo apenas pelo desenvolvimento de um
sistema de classificacao datiloscopico, mas também por sua atuag¢ao no primeiro
caso de positivacdo de uma impresséo digital proveniente de cena de crime [3,4].
Considerando a terminologia empregada no ambiente policial brasileiro, a
ciéncia que tem por finalidade a identificacdo humana a partir da anélise das
impressdes papilares geradas pelas cristas de friccdo da superficie da pele
recebe o nome de “Papiloscopia” e se divide em datiloscopia (impressbes dos
dedos), quiroscopia (impressdes das palmas das mé&os) e podoscopia
(impressdes das plantas dos pés).

Dentre os diferentes ramos das ciéncias forenses, o estudo das
impressfes papilares deixadas sobre as superficies de objetos e materiais
intencionalmente tocados e relacionados a praticas criminosas sera aqui tratado
por “Papiloscopia Forense”. Este ramo consiste em uma das areas mais
importantes para a elucidacédo das infracbes penais, visto 0 seu potencial para
apresentar as investigacoes aqueles individuos envolvidos com o fato criminoso
[5]. Em um contexto evolutivo, gragcas ao desenvolvimento da habilidade preénsil
da mdo humana [6], a elevada frequéncia de manipulacdo de utensilios,
instrumentos, documentos, dispositivos eletrénicos, sacolas e outros itens, torna
as impressdes digitais, via de regra, o vestigio material mais abundante em
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cenas de crimes. Uma vez identificada a pessoa que as produziu, contribuem
consideravelmente para a apresentacdo de resultados conclusivos quanto a

determinacao da autoria delitiva como importante resultado da pratica pericial.

Considerando os atuais avancos da tecnologia, os sistemas biométricos
tornaram possivel a realizacdo de pesquisa de fragmentos de impressdes
digitais, desde que apresentem minucias suficientes, em bases de dados
contendo milhdes de padrdes de impressoes digitais, apresentando resultados
em poucos minutos. Na década de 80, a chegada dessa tecnologia permitiu que
a cidade de S&o Francisco, nos Estados Unidos, experimentasse uma
verdadeira revolucdo nas investigacdes criminais a partir da implantacdo de um
sistema conhecido pela sigla “AFIS” (Automated Fingerprint Identification
System). A inovagao proporcionou um aumento de 10x na elucidacdo de crimes
baseada em fragmentos de impressdes digitais recolhidos em locais de crime
pesquisados contra padrées digitais no banco de dados biométricos registrados
naquela cidade [7]. No Brasil, bancos biométricos civis e criminais s&o mantidos
por 6rgdos oficiais de identificacdo, os Institutos de Identificacdo que integram
as Policias Técnicas ou Policias Cientificas nas diferentes unidades federativas
e, em ambito nacional, a Policia Federal. Essa tecnologia tem tornado possivel
a elucidacao de crimes sem a necessidade de apresentacao de suspeitos, 0 que
representou uma quebra de paradigma na area e reforcou a importancia da

Papiloscopia Forense para as investigacfes brasileiras.

Ao redor do mundo, a Papiloscopia Forense é desenvolvida por
profissionais conhecidos por “fingerprint experts”, ou os Peritos Papiloscopistas,
no Brasil. Esses profissionais sdo especializados na identificacdo humana por
meio das impressdes digitais (ou papilares) e, ressalvadas as diferencas
organizacionais e de nomenclaturas encontradas em cada unidade federativa,
sdo também responsaveis pela deteccdo e analise de impressbes digitais
latentes (IDLs) provenientes de cenas de crime, além de outras atribuicfes. Fora
do Brasil, a comunidade cientifica internacional na area é bastante organizada,
possuindo instituicbes que se ocupam de normatizar técnicas, padronizar
procedimentos e produzir recomendac¢des em Papiloscopia, como a Associacao
Internacional para ldentificagcéo (International Association for Identification — 1Al),

o0 Grupo Internacional de Pesquisa em Impressbes Digitais (International
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Fingerprint Research Group — IFRG) e o Grupo de Trabalho Cientifico em
Andlise, Estudo e Tecnologia de Cristas de Fric¢ao (Scientific Working Group on
Friction Ridge Analysis, Study and Technology — SWGFAST), dentre outros. Ha
também periodicos especificos na area forense como o “Forensic Science
International”, o “Science & Justice”, o “Journal of Forensic Sciences” e o “Journal
of Forensic Identification”. A 1Al possui um importante papel histérico no
desenvolvimento das ciéncias forenses e, atualmente, conta com mais de 7.000
membros. Essa associacdo tem contribuido para a divulgacao cientifica entre
profissionais das diferentes especialidades dedicadas a identificagdo humana,

pesquisadores e representantes de empresas de tecnologia forense.

Tradicionalmente, a analise das IDLs envolve a identificacdo a partir de
sua comparacdo morfolégica com padrdes papiloscopicos, podendo-se
empregar uma metodologia propria, como a metodologia ACE-V, em um exame
conhecido por “exame de confronto papiloscopico”, visando concluir sobre a
compatibilidade entre o fragmento de impressdes digital e o padréo conhecido,
resultando em uma identificacdo positiva [8]. Contudo, novas possibilidades de
analises a partir de IDLs tém sido exploradas pela comunidade cientifica, tais
como a analise referente a dindmica das impressfes digitais, incluindo
inferéncias sobre a maneira como os objetos foram manipulados [9] e analises
quimicas, capazes de apontar a presenca de possiveis contaminantes e outras

substancias que sejam de interesse para as investigacoes [10-13].

A Papiloscopia Forense tem conhecido novos horizontes a partir dos
avancgos em pesquisas académicas, sendo um campo propicio para a aplicacao
pratica de novos conhecimentos. Essa ciéncia continua inspirando o
desenvolvimento de tecnologias que tém se somado na construcdo de

ferramentas importantes no combate aos crimes.

1.2. Impressoes digitais latentes

Os vestigios deixados a partir do contato da pele espessa das falanges
dos dedos, das palmas das maos ou das plantas dos pés com uma determinada
superficie geram as impressfes digitais, palmares ou plantares,

respectivamente. Por serem produzidos por regides de pele espessa, tais

22



vestigios apresentam um arranjo de cristas e sulcos que reflete o desenho da

superficie da pele (Figura 1) e, do ponto de vista morfolégico, atendem a critérios

de unicidade, apresentando minucias que se diferenciam de um individuo para
o outro [14].

el g
Fig. 1. Cristas de friccdo da falange distal (por¢éo ventral) do dedo humano (A) e IDL produzida
a partir de toque de média presséo do mesmo dedo com uma superficie de vidro — a visualiza¢éo
s6 é possivel devido a transmissdo difusa da luz nas goticulas que formam as cristas da
impresséo (B).

Esses vestigios podem ser classificados como “patentes”, “latentes” ou
“‘moldados” dependendo de como sdo encontradas nas cenas de crimes [15]. Os
fragmentos de impressdes digitais “patentes” sdo os encontrados ja na forma
visivel e assim, dispensam a necessidade de emprego de algum agente
revelador. E o caso de impressdes produzidas quando os dedos estdo
contaminados com tintas, 6leos, graxas, poeira ou sangue, dentre outras
possibilidades. As IDLs sao ditas “latentes” diferenciam-se das “patentes” por
nao serem naturalmente visiveis e, portanto, carecem da aplicacdo de técnicas
de iluminacédo e revelacdo apropriadas, capazes de promover contraste visual
entre as cristas das impressodes e a superficie do objeto manipulado. As IDLs
sdo o0 tipo mais comumente encontrado em cenas de crimes e,
consequentemente, o maior alvo de pesquisas. Por fim, as impressfes ditas
“moldadas” ou “plasticas” sao produzidas a partir do contato dos dedos com uma

superficie que se deforme, produzindo um molde tridimensional da superficie da
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pele espessa. Exemplos deste ultimo tipo sdo as impressdes produzidas em

argila, massa de modelar, plastico derretido e silicone.

A formacado de IDLs se deve a transferéncia da complexa composicéo
quimica disponivel sobre a pele para a superficie do objeto manipulado e,
considerada a natureza e a porosidade do material, pode apresentar maior ou
menor afinidade pelos constituintes dos vestigios papiloscépicos. Por tais
razbes, certos agentes fisicos ou quimicos (agentes reveladores) sao
recomendados para promover a revelagdo de IDLs, sempre observada a sua
adequacdao ao tipo de superficie. Caracteristicas como textura, estrutura fisico-
quimica, curvatura, temperatura, forcas eletrostaticas e energia livre séo
relevantes para a formacao das IDLs e para o seu processo de revelagéo [16].
Sabe-se que alguns dos componentes quimicos presentes nas IDLs sao
absorvidos por substratos porosos, como papéis ou madeira, de maneira geral.
Com isso, aminoacidos e proteinas das IDLs ficam preservados na trama de
celulose. Logo, reacdes quimicas que gerem mudanca de coloracdo em
presenca dos grupamentos amina tém sido mais explorados para a revelagao de
IDLs nessas superficies [17]. Isso permite que IDLs produzidas sobre substratos
porosos sejam reveladas por reacdes especificas, mesmo apds transcorrido um
longo lapso temporal. J& em superficies ndo porosas, ou lisas, sua regularidade
permite a aplicacdo de pds de fina granulacdo ou suspensdes, cujas particulas
sdo aderidas ou eletrostaticamente atraidas e aderidas as goticulas que formam

as IDLs depositadas sobre a superficie do objeto [18].

Por fim, fatores como idade, género, dieta e habitos pessoais dos
individuos que manipulam uma determinada superficie sdo, do ponto de vista
quimico, bastante relevantes para a formacao das IDLs e podem influenciar na
suficiéncia da qualidade para uma futura identificagdo [16]. Sabe-se que IDLs
produzidas por criancas diferem significativamente daquelas produzidas por
adultos [19,20] e que individuos idosos apresentam algumas alteracdes
estruturais na pele espessa que podem prejudicar a qualidade das IDLs
produzidas [21,22]. Algumas diferencas relevantes entre IDLs produzidas por
individuos de géneros diferentes podem estar relacionadas a largura das cristas
[23] e a seu aspecto quimico [24,25]. Os habitos dos individuos também podem

contribuir para o desgaste da pele espessa, seja por acdo mecanica ou quimica,
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como por exemplo, individuos que possuem contato frequente com produtos de

limpeza.

7

A compreensdo da composicdo quimica das IDLs € relevante
considerando muitos aspectos. Primeiramente, entender como 0s componentes
presentes em IDLs interagem com diferentes grupamentos quimicos ou
materiais é fundamental para o processo de selecdo de novos reagentes
destinados a sua revelacao [26]. Um exemplo seria o reagente conhecido como
“ninidrina” (2,2-diidroxindano-1,3-diona), que se condensa com as aminas
primarias dos aminoacidos presentes nas IDLs, formando uma imina, que sofre
descarboxilacéo e hidrélise, na presenca de agua, que se condensa com uma
segunda molécula de ninidrina produzindo a parpura de Ruhemann [27]. Outro
exemplo, é o reagente Oil Red O (ORO), sendo um lisocromo — corante lipofilico.
A sua aplicacdo em IDLs foi sugerida em 2004 como uma alternativa para a
revelacdo de IDLs sebaceas em superficies porosas e molhadas, como papel ou
papeldo, produzindo uma coloracdo avermelhada [28]. A investigacdo quimica
de IDLs também aponta para as possibilidades de obter informac¢des adicionais
sobre o vestigio, que podem ir muito além de seu aspecto morfoldgico utilizado
para a identificacdo do individuo que o produziu. As possibilidades de conectar
IDLs a marcas de dedos (borrBes, sem cristas notaveis) [29], apontar 0 género
do individuo que produziu a impressdo, com base em andlises de aminoécidos
[30], além de deteccdo de drogas de abuso [10], farmacos [11], explosivos

[11,13] e até lubrificantes de preservativos [12], dentre outras abordagens.

A deteccao de IDLs envolve torna-las visiveis aplicando alguma técnica
especifica para a sua revelacédo. Alguns métodos foram descobertos de maneira
acidental, enquanto outros foram frutos de pesquisas especificas na éarea,
podendo apresentar aplicacfes variaveis de acordo com o tipo da superficie e
as condicdes de temperatura, umidade e confinamento encontradas [16]. No
Brasil, as técnicas mais populares sdo a aplicacéo de pos de fina granulacdo a
base de carbono ou ferro [18]; a fumigagao de cianoacrilato [31]; a aplicacao de
ninidrina [26]; DFO (1,8-diazafluoreno-9-ona) [26,32]; e 0 reagente de pequenas
particulas (small particle reagent — SPR), a partir da suspenséao de dissulfeto de
molibdénio em uma solucdo de detergente [26,33]. Dentre as menos comuns,

estdo a deposicdo multi metélica (MMD) [15,34], a deposi¢cdo metalica a vacuo
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(VMD) [15,26,35], o emprego de corantes lipofilicos, como o Sudan Black
[15,26,36] e 0 Oil Red O (ORO) [26,28], a aplicacdo de corantes fluorescentes
como a Rodamina 6G e o Amarelo Basico 40 em etapa subsequentes ao
emprego de métodos convencionais [15,26] e as abordagens com nanomateriais

que serdo tratadas em um topico especifico desta Tese.

As analises quimicas de IDLs destacam que seu residuo consiste da
mistura complexa das substéncias endogenas, originarias principalmente das
glandulas da pele (Figura 2) e componentes exdgenos. Diferentes métodos vém
sendo empregados para essa finalidade, merecendo destaque: cromatografia
liguida de camada delgada (TLC) [37], cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS) [38-43], espectrometria de massa por
ionizagcao/dessorcdo por electrospray (DESI MS) [44], espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) [45,46], espectroscopia
Raman [10,47,48], espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcédo a laser
assistida por matriz (MALDI-MS) [11,12,49-55] e espectrometria de massa por
ionizagdo/dessorcao a laser assistida por superficie (SALDI-MS) [13,52,56—62],

além de outros métodos menos frequentes na literatura.
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Fig. 2. Glandulas da pele. Regides de pele espessa apresentam apenas glandulas sudoriparas
écrinas, enquanto as regides de pele fina apresentam, além de écrinas, glandulas sebaceas
associadas aos foliculos pilosos. As glandulas sudoriparas apocrinas ocorrem apenas em
algumas regides do corpo, tais como as axilas e a regiao genital.

O emprego de todas essas técnicas analiticas para a investigacdo
quimica das IDLs tem permitido a caracterizacdo de sua natureza complexa,
apontando para trés possiveis origens: componentes enddgenos de origem
écrina; componentes enddgenos de origem sebacea; ou contaminantes,
compreendendo todos aqueles produtos de origem exdgena. A Tabela 1
apresenta os componentes quimicos de IDLs apontados por diferentes autores.

Tabela 1. Principal composicao quimica presente em IDLs.

Componente Método Referéncia
Origem écrina
acido latico HPLC, GC/MS [16]
peptideos FTIR [16]
aminoacidos TLC, GC/MS, FTIR, Raman, LDI-TOF [16,37,53,60]
MS, MALDI-TOF MS, SALDI-TOF MS
ureia GC/MC, FTIR e Raman [16]
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acido arico
creatinina

vitaminas

Origem sebacea
acido nonandico
acido decandico
acido dodecandico
acido miristoleico
Acido miristico
acido palmitoleico
acido palmitico
acido oleico

acido estearico

ésteres graxos

diglicerideos

triglicerideos
ésteres de colesterol
esqualeno
colesterol

Contaminantes

nicotina

cocaina

metadona
heroina
explosivos
cafeina
lubrificante de

preservativo

dimetildioctadecilamonio

HPLC

Raman

TLC, HPLC, MALDI-TOF MS

GCIMS
GCIMS
SALDI-TOF MS
GC/MS
SALDI-TOF MS
GC/MS, SALDI-TOF MS
GC/MS, SALDI-TOF MS

GC/MS, MALDI-TOF MS, SALDI-TOF
MS

GC/MS, MALDI-TOF MS, SALDI-TOF
MS
TLC, GC/MS, SALDI-TOF MS

GC/MS, FTIR, MALDI-TOF MS, SALDI-
TOF MS
TLC, SALDI-TOF MS
ESI MS
GC/MS, SALDI-TOF MS

GC/MS, MALDI-TOF MS, SALDI-TOF
MS

MALDI-TOF MS, SALDI-TOF MS

DESI MS, MALDI-TOF MS, SALDI-TOF
MS
SALDI-TOF MS
SALDI-TOF MS
MALDI-TOF MS, SALDI-TOF MS
MALDI-TOF MS
MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS, SALDI-TOF MS

[16]
(16]

[16,37,53]

[42]

[42]

(60]

[42]

(60]
[39,42,60]
[39,42,60]

[38,42,54,56,60]

[39,42,54,56,60]

[16,37, 42, 56]
[16,53,54,56]

[16,37,53,56]
[63]
[16,37,39,42,56,60]
[16,37,39,42,53,54,56]

[52,58]

[44,55, 57]

[57]
[57]
[11,13]
[55]
[55]

[54,55,56]
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1.3. Espectrometria de massa por ionizacao/dessorc¢ao a laser (LDI MS)

A técnica de espectrometria de massa por ionizagcdo/dessorcédo a laser
(LDI MS) comecou a ser investigada na década de 1960, quando foi confirmado
que a irradiacdo de um pulso de laser de intensidade alta sobre sais organicos
levava a formacdo de ions, sendo possivel a analise de suas massas
moleculares [64]. Apesar dos significativos avangos nas décadas subsequentes,
as aplicacdes desta técnica eram ainda limitadas devido a fragmentacdo dos
analitos e a andlise restrita a faixa de massa de 5-10 kDa [65]. Quando Karas et
al. [66] descobriram que a alanina poderia ser mais facilmente ionizada se fosse
misturada ao triptofano, a ideia de adicionar pequenas moléculas capazes de
absorver a energia do laser (posteriormente denominadas “matrizes”) e transferi-
la aos analitos trouxe enormes avancos. O sucesso da ionizacdo/dessorgao da
alanina foi atribuido as propriedades do triptofano, que, em virtude de sua
estrutura molecular contendo aromaticidade, se mostra capaz de absorver a
energia do laser, diferentemente da alanina (Figura 3). A técnica de LDI MS que
utiliza pequenas moléculas organicas ficou popularmente conhecida como
espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcdo a laser assistida por matriz
(MALDI MS).

0
0]
OH
OH |
N NH:
NH: H
Ala Trp

C3H;NO, C11H2NO,

89,09 g/mol 204,23 g/mol

Fig. 3. Estruturas moleculares dos aminoacidos alanina (Ala) e triptofano (Trp). Elaborado com
ChemWriter® v. 3.5.1.

Em uma direcao diferente, ao final da década de 1980, Tanaka et al. [67]
relataram, pela primeira vez, a utilizagdo da mistura de nanoparticulas de cobalto
e glicerol para o tratamento de amostras de proteinas, para promover uma

dessorcgdo a laser na andlise de proteinas, incluindo as de massas superiores a
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20 kDa. Outros trabalhos relevantes foram desenvolvidos adotando silicio poroso
para a ionizacado/dessorcao (DIOS) [68] e que tem demonstrado importantes
possibilidades de deteccdo de moléculas de massas moleculares inferiores a 3
kDa [69]. Especula-se que os suportes de silicio contendo nanoporos séo
capazes de aprisionar os analitos e simultaneamente absorver a radiacdo do
laser, gerando espectros sem o0s ions da matriz [70]. Varios tipos de
nanomateriais tém sido utilizados para a analise de diferentes tipos de amostras
pela técnica de LDI MS. A opgéo pelo termo “SALDI MS” referindo-se ao
emprego de nanomateriais na espectrometria de massa como agentes indutores
de ionizacdo/dessorcdo, em alternativas as matrizes organicas convencionais,

sera explicada na sec¢éo 1.6.

As matrizes mais comumente utilizadas s&o o acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (a-CHCA), &acido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB), &acido 3,5-
dimetdxi-4-hidroxicinamico (&cido sinapinico) [71]. Uma solu¢do de matriz é
preparada em agua ultrapura, adicionando um solvente organico, normalmente
acetonitrila (ACN). Em baixissima concentracéo, o acido trifluoroacético (TFA)
também costuma ser adicionado como fonte de contra ions, com o objetivo de
reduzir as intensidades dos ions da matriz [65]. Normalmente, as matrizes
organicas sao acidas, atuando como fontes de prétons para a ionizacdo do
analito [72] e apresentam a propriedade Optica de absorver rapidamente a
radiacdo eletromagnética nas faixas do ultravioleta (UV) ou do infravermelho (IR)
[72,73]. Tal eficiéncia estd normalmente associada com as estruturas
moleculares que incluem ligagdes duplas conjugadas, conforme se observa na

estrutura da matriz a-CHCA (Figura 4).
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Fig. 4. Estrutura molecular do &cido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA). Elaborado com
ChemWriter® v. 3.5.1.

A solucao contendo a matriz é misturada ao analito e, por conter agua e
um solvente organico, permite a dissolugcdo de moléculas hidrofébicas e
hidrofilicas da amostra na solugdo. Geralmente, 1 puL da amostra a ser
investigada é aplicado sobre a placa de MALDI MS (normalmente uma placa de
aco) em pocgos independentes e, em seguida, sdo recobertos com 1 uL de
solugdo contendo a matriz. O solvente presente nesta solugdo evapora,
deixando apenas a matriz recristalizada, mas agora contendo moléculas do
analito associadas aos cristais, atribuindo-se o nome de “cocristalizagao” a esse
processo [72], importante para a obtencdo de bons resultados. Além disso, os
ions gerados pelas matrizes e seus fragmentos costumam ser utilizados como
“calibrantes” internos do espectrbmetro de massa, quando da etapa de
aguisicao. Alguns modelos de equipamentos também admitem a aquisicdo de
espectros de massa em modo de imagem (MALDI-MSI). Essa técnica de
imageamento quimico foi descrita pela primeira vez por Caprioli et al. [74] e
alguns pesquisadores tém defendido a sua importancia para a obtencdo de
imagens de distribuicdo espacial dos ions presentes em diversas amostras [75],
inclusive em IDLs [49-51,53-55].

E importante destacar que “MALDI” se refere & fonte de ions, ou seja, ao
método pelo qual os ions sdo gerados a partir de um analito neutro, e “TOF” (time
of flight) se refere ao tipo de analisador de massa, sendo que outros tipos ja
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foram utilizados com sucesso [76]. Entretanto, como MALDI-TOF é a
combinacdo mais estabelecida comercialmente, tem sido a mais comumente
utilizada em pesquisas [77]. Suas vantagens incluem a facilidade na preparacéao
das amostras, a elevada tolerancia a contaminacdo por sais e surfactantes,
dentre outros compostos, sendo mais sensivel que outras técnicas de ionizagado
a laser [77]. A técnica se tornou uma ferramenta analitica poderosa para a
analise de proteinas, peptideos, biopolimeros, polimeros sintéticos [80], lipideos

[78], dentre outros analitos.

No contexto forense, no que se refere a andlise quimica de amostras
complexas, e mais especificamente das IDLs, a técnica de MALDI-TOF MS tem
recebido um importante destaque. Desde 2011, o Fingermark Research Group
(FRG) da Universidade de Sheffield Hallam (SHU) tem se empenhado em
desenvolver protocolos para inserir essa técnica, de maneira compativel, na
rotina dos laboratoérios de pericia papiloscépica [79]. Contudo, persistem alguns
desafios como o transporte do vestigio encontrado em outras superficies para a
placa de MALDI e a forma de tratamento da amostra para sua cocristalizacao

com a matriz, durante sua preparacao [80].

Uma limitagdo conhecida da técnica envolve a detec¢cdo de moléculas
organicas abaixo de 700 Da (regido de grande interesse forense), devido a
intensidade de sinal alta dos ions da matriz utilizada para ionizacao em tal faixa
de massa, podendo gerar interferéncias e, inclusive, resultar na supressao de
sinal do analito [70]. Por essa razdo, abordagens alternativas que substituam as
matrizes por nanomateriais tém sido investigadas por promoverem melhorias na
eficiéncia da ionizacado/dessorcao a laser (LDI), resultando na acentuacédo da
intensidade de sinal de pequenas moléculas. Como as IDLs apresentam uma
natureza complexa, a sua investigacdo quimica por tais abordagens também tem

sido alvo de pesquisas [52,56,59-62].
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1.4. Nanotecnologia

Em 1959, o conceito de nanotecnologia foi apresentado por Richard
Feynman, posteriormente laureado com o Nobel de Fisica. Na palestra intitulada
“There’s Plenty of Room at the Bottom” (tradugdo: “Ha Bastante Espaco la
Embaixo”), Feynman [81] realizava uma série de previsbes sobre grandes
inovacoes que a exploracdo da nanoescala poderia trazer para as ciéncias. A
ideia de manipular a matéria em uma escala extremamente reduzida, no nivel de
moléculas e atomos tem apresentado diversas possibilidades em inUmeras e
crescentes aplicacBes em quimica, fisica, biologia, inclusive na medicina e em

areas da saude [82].

E importante distinguirmos os termos “nanociéncia”, o qual consiste no
estudo de fenbmenos em escalas muito pequenas, e “nanotecnologia”, que se
relaciona a uma finalidade especifica e com utilidade para a sociedade [83]. Em
1994, o Grupo de Trabalho da Sociedade Real Britanica [84] aprimorou o
conceito de “nanociéncia” como sendo o estudo dos fendmenos e a manipulacéo
de materiais nas escalas atdmica, molecular e macromolecular, nas quais as
propriedades da matéria diferem significativamente daquelas encontradas em
escalas maiores. J& o termo “nanotecnologia” se relaciona ao desenho,
caracterizacao, producéo e aplicacédo de estruturas, dispositivos e sistemas por
controle de forma e tamanho na escala nanométrica. Dentre as possiveis
definicbes disponiveis, definem-se como nanomateriais, em termos praticos,
agueles intencionalmente produzidos que apresentam uma ou mais dimensdes
compreendidas entre 1 e 100 nm ou compostos por partes discretas e funcionais,
tanto internamente ou em sua superficie, que tenham uma ou mais dimensdes
iguais ou inferiores a 100 nm, incluindo estruturas, aglomerados ou agregados,
0S quais podem ter o tamanho acima de 100 nm, mas mantém propriedades
caracteristicas da nanoescala [85].

Ha duas principais abordagens para a producdo de nanomateriais. A
primeira delas é denominada “top-down”, na qual estruturas maiores s&o
reduzidas a estruturas menores até atingirem dimensdes dentro da nanoescala
(1-100 nm), mantendo suas propriedades originais (ex: moagem) [86]. A
segunda é denominada “bottom-up” e consiste na producdo dos nanomateriais
a partir de atomos ou moléculas por um processo de montagem em escala
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nanométrica [87]. Os nanomateriais podem ser utilizados em inameras

aplicacoes, trazendo novas solu¢cdes ou as aprimorando em diversas areas.

Considerando o aumento na demanda por nanomateriais, a preocupagao
com o acumulo de residuos toxicos e perigosos ao meio ambiente gerados por
rotas de sintese quimica tem indicado a importancia dos métodos abarcados
pelos principios de “quimica verde”, que considera os esforcos mundiais para a
reducdo desses residuos [88]. A adocdo de processos sustentaveis deve adotar
estratégias para minimizar a utilizacdo de produtos téxicos, inflaméveis ou
corrosivos e maximizar a eficiéncia de processos quimicos adotando,
preferencialmente, a &gua como solvente nas rotas de sinteses e reagentes que
apresentem toxicidade baixa [89]. Considerando estratégias em nanotecnologia,
componentes biolégicos de extratos de plantas (metabdlitos primarios e
secundarios), por exemplo, tém sido empregados como agentes redutores dos
ions metélicos para a formacdo de nanoparticulas metéalicas [90] (Figura 5).
Extratos ou materiais de outros organismos também tém sido utilizados para
essa finalidade [91], mesmo que o mecanismo envolvido na sintese nao tenha

sido completamente elucidado.

(A)
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Fig. 5. Nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por rota de quimica verde: os metabdlitos
de extrato de planta atuam na reducao da prata ibnica e promovem a cobertura da particula
formada, conferindo-lhe estabilidade coloidal. Representagdo esquematica de uma
nanoparticula (A); visualizagdo das nanoparticulas por microscopia eletrénica de transmissao
(MET) (B), cortesia: Profa. Dra. Cinthia C. Bonatto.
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1.5. Nanomateriais e impressoes digitais latentes

Apesar da efetividade de métodos convencionais utilizados para a
deteccdo de IDLs, existem ainda diversas limitacfes relativas a sua aplicacao,
gerando inconveniéncias dentro do cenario de adversidades enfrentadas na
rotina das pericias. Tais limitacbes podem estar relacionadas a: custo e
portabilidade de reagentes e equipamentos; necessidade de camara climatizada
para o favorecimento de uma reacao; contraste pouco acentuado entre as cristas
das impressdes e a superficie dos objetos; interacdo do reagente com a
superficie do objeto; baixa seletividade do reagente aos componentes das
impressdes; e toxicidade [18,92]. Os reveladores convencionais podem
apresentar particulas muito heterogéneas em tamanhos e formas (Figura 6), pois
varios dos pos reveladores disponiveis no mercado sdo comumente produzidos
a partir de um processo de moagem. Nesse contexto, 0s nanomateriais tém sido
investigados como potenciais agentes alternativos para a revelacao de IDLs [92—
96], pois suas propriedades apontam para um ganho adicional de sensibilidade

e seletividade devido a algumas de suas propriedades, como:

(1) Tamanho reduzido: particulas menores e de tamanhos homogéneos

podem favorecer a resolugédo de IDLs reveladas [92—97] diminuindo o
risco de prejudicar a revelacdo da impressdo, como tipicamente pode
ocorrer em técnicas convencionais como a aplicacao de pés em excesso
ou fumigacéo por cianoacrilato por tempo elevado;

(2) Propriedades luminescentes: alguns nanomateriais apresentam

propriedades luminescentes na ampla faixa de comprimentos de ondas
gue vai do ultravioleta (UV) ao infravermelho (IR) [92,94-99], 0 que pode
contribuir para a acentuacdo do contraste entre as cristas e o substrato
onde a IDL é detectada;

(3) Funcionalizacdo: a superficie de nanoparticulas pode ser ligada a

moléculas ou grupamentos funcionais, o que pode oferecer uma vasta
gama de possibilidades para favorecer a interagdo com componentes
especificos das IDLs [95-100].
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Fig. 6. Diferencas de tamanho e heterogeneidade de formas de particulas presentes em
reveladores convencionais para o tratamento de IDLs podem ser observadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV): as cristas de IDLs tratadas com o pé magnético correspondem
as regides mais claras intercaladas por sulcos, mais escuros (A); detalhe em maior magnificacéo

da regido de crista contendo as particulas do pé (B).

Em termos gerais, 0s hanomateriais que tém sido empregados para a analise
de IDLs podem ser classificados em trés categorias: nanoparticulas metalicas,
principalmente de prata (AgNPs) e ouro (AuNPs) [26,93,101-104];
nanoparticulas de 6xidos metalicos, como as de diéxido de titanio (TiO2NPs)
[93,94,105], de oxido de zinco (ZNONPs) [93,106] e de 6xido de aluminio
(Al203NPs) [107,108]; e nanomateriais semicondutores, como 0s quantum dots
(QDs) [94,109-111] com suas propriedades Opticas incomuns e as
nanoparticulas de silica (SiOz2NPs) [95,97,98,100,112].

As nanoparticulas metalicas tém recebido consideravel atencdo por se
apresentarem como candidatas imediatas ao aprimoramento de técnicas
tradicionais disponiveis nos laboratérios de papiloscopia forense, como o uso de
AgNPs na suspenséo conhecida por “revelador fisico de prata” (AgPD) [113] e
uso de AgNPs e/ou AuNPs em etapas sequenciais da deposicdo multimetalica
(MMD) [34,93,101,104]. Por sua vez, os nanomateriais de 6xidos metalicos
foram desenvolvidos para a formulagdo de nanopds destinados ao
favorecimento do contraste em revelagbes de IDLs em diferentes superficies
[107]. As TiO2NPs tém sido utilizadas como pés brancos ou reagente de
pequenas particulas (SPR) branco, utilizado na forma de suspensdo ou pasta
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sobre superficies escuras para a revelacdo de IDLs [114]. Quanto aos
nanomateriais semicondutores, alguns experimentos avaliaram a eficiéncia da
interacdo de QDs, incluindo para impressdes ensanguentadas [109] e em
superficies adesivas [110]. Porém, desafios como baixa eficiéncia na deteccao,
complicagbes no manuseio, photobleaching (perda de intensidade de

luminescéncia) e toxicidade permanecem sendo discutidas [94].

Merecem destaque as nanoparticulas do Oxido de silicio ou silica
(SiO2NPs), pois agregam as vantagens da nanoescala de maneira muito versétil.
Nanoparticulas hibridas de silica e corantes organicos tém sido construidas,
tendo a silica uma funcdo de material suporte, uma vez que proporciona
estabilidade fisico-quimica, protegendo o corante ligado de perturbacfes
externas [95]. Além disso, a silica é biocompativel e apresenta uma superficie
passivel de funcionalizacdo, o que pode favorecer a sua interacdo com as IDLs,
levando a uma melhoria na deteccdo, conforme demonstrado por Huang et al.
[115]. As nanoparticulas de silica foram testadas para a deteccéo de IDLs, tendo
sido ligadas, com sucesso, aos corantes tris (2,2'- bipiridil) dicloro-rutenio (Il)
hexahidratado (RuBpy), Rodamina 6G, Rodamina B [111], PR254A (pigmento
vermelho 254) [98]. Moret et al. [100] também demonstraram que a
funcionalizacdo das SiO2NPs como grupamentos silandis contendo acidos
carboxilicos pode favorecer a interacdo das nanoparticulas com as IDLs,
contribuindo para o esclarecimento de que as interacdes entre nanoparticulas e
0s componentes presentes em IDLs ndo sdo exclusivamente eletrostaticas.
Contudo, uma vez que as IDLs se tratam de misturas complexas, mais pesquisas
sdo necessarias para elucidar os mecanismos de interacao e as especificidades
entre esses vestigios e os nanomateriais, sendo esse também um dos objetivos

do presente trabalho.

Considerando as nanoparticulas metalicas e a possibilidade de sintetiza-
las de acordo com os principios estabelecidos para a quimica verde, alguns
beneficios para o contexto das aplicacdes forenses podem ser alcancados. A
facilidade de sintese e preparacao, a baixa toxicidade dos reagentes e produtos,
a escalabilidade pratica e a ndo agressividade ao meio ambiente, torna os

nanomateriais obtidos em nanotecnologia verde desejaveis para o emprego em
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laboratorios de pericia papiloscépica, onde tradicionalmente séo utilizados

reagentes tOxicos e nocivos.

1.6. Nanomateriais para analises de IDLs por SALDI-TOF MS

Conforme mencionado anteriormente, Tanaka et al. [67] utilizaram
nanoparticulas de cobalto em glicerol ao invés de uma matriz organica para
aprimorar o processo de ionizagéo. A técnica de SALDI MS envolve o uso de um
substrato, geralmente um material nanoestruturado agindo como suporte sélido
que transfere energia para o analito no processo [70]. Os substratos utilizados
possuem propriedades de absorcdo da radiagcdo UV, possibilitando a
transferéncia de energia ao analito de modo similar ao que ocorreria com a matriz
em MALDI MS [60]. O termo “SALDI” foi originalmente proposto por Sunner et
al. em 1995, utilizando microparticulas de grafite para a analise de peptideos e
proteinas [116]. O termo enfatiza a importancia critica das estruturas em
superficie na preparacado das amostras e no processo de ionizacao/dessorcao.
Desde entdo, uma grande variedade de superficies tem sido investigada como
substrato para SALDI com diferentes niveis de sucesso [117].

Diferentes terminologias tém sido utilizadas por autores para se referir a
técnica de SALDI MS de acordo com o tipo de material empregado. Exemplos
séo “matrix-free” (livre de matriz), “matrix-less” (sem matriz), “MALDI com matriz
inorganica”, “desorption ionization on silicon” (ionizacao/dessorcdo em silicio)
(DIOS) e “nanowire-assisted laser desorption/ionization” (ionizacdo/dessorcéo a
laser assistida por nanofios) (NALDI) [117]. Também s&o encontrados na
literatura os termos “surface enhanced laser desorption/ionization”
(melhoramento de superficie para ionizacdo/dessorcdo a laser) (SELDI),
“surface enhaced affinity capture” (melhoramento de superficie com afinidade de
captura) (SEAC), “surface enhanced neat desorption” (melhoramento de
superficie para aumento de dessorcado) (SEND) [70], referindo-se a algum
mecanismo de seletividade por moléculas para favorecer a deteccédo e para a
otimizacao do processo de dessor¢ao. Reforgca-se que, no presente trabalho, foi
adotada a denominagao “SALDI MS” de maneira genérica, para tratar do

emprego de materiais ou nanomateriais na espectrometria de massa como
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agentes de ionizacdo/dessor¢cdo, em substituicdo as matrizes organicas

convencionais (Figura 7).

(A) (B)

Detector Detector
=
Laser ‘ ‘ Laser

| @ 2
Analito
Matriz SALDI

s 1)
29 PPPLSR R
oy iy Placa de MALDI ek

Fig. 7. Esquema comparativo do processo de ionizagdo/dessorgéo a laser de MALDI-TOF MS
(A) e SALDI-TOF MS (B).

Normalmente se recorre a técnica de SALDI MS para contornar limitaces
encontradas em andlises utilizando matrizes convencionais. A principal limitacéo
de MALDI MS diz respeito a investigacdo de pequenas moléculas, pois
frequentemente o0s ions intensos provenientes das matrizes geram
interferéncias, podendo, inclusive, causar a supressao de sinal do analito na
regido de faixas de massa inferiores a 1000 Da [61,70,118-122]. Outras
limitacbes estdo relacionadas a sensibilidade seletiva de cada matriz e nao
distribuicdo uniforme entre matriz e analito na cocristalizacdo, afetando a
reprodutibilidade [70,121,122]. Ha atributos desejaveis para que um determinado
material seja efetivamente considerado como bom substrato para SALDI MS. O
aumento da performance de ionizagdo/dessorcdao a laser, a redugcdo da
intensidade do laser requerido para alcancar a ionizagao/dessorgcéo, o
predominio de ions moleculares do analito nos espectros gerados e a
possibilidade de analisar diferentes classes de componentes, sédo alguns desses
atributos [117].
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O interesse da comunidade cientifica pela técnica de SALDI MS cresceu
muito quando os nanomateriais foram percebidos como potenciais agentes
promotores de ionizacao/dessorcao [123]. Assim, as abordagens envolvendo a
nanotecnologia tém se mostrado vidveis para investigacfes de amostras tidas
como desafiadoras por técnicas convencionais. As vantagens da nanotecnologia
nessa aplicacdo incluem o alto rendimento, a auséncia de interferéncias da
matriz na regido de massa molecular baixa do espectro, a aquisicdo de perfis
globais a partir de amostras bioldgicas complexas, além do imageamento
quimico de tecidos bioldgicos [121]. Devido as vantagens tipicas da nanoescala,
alguns nano-objetos e materiais nanoestruturados, tais como nanotubos de
carbono [124,125], nanotubos de 6xido de titanio [122], superficies nanoporosas
de silicio [61,69,126], nanoparticulas de zinco, titanio, ferro, selénio [121],
nanoparticulas de ouro [121,126-129] e nanoparticulas de prata [56,130,131],
dentre outros, tém sido eficientes no processo de ionizacdo/dessorcdo de

analitos presentes em amostras complexas.

As anédlises de IDLs por SALDI-TOF MS vém demonstrando sucesso na
deteccdo de pequenas moléculas a partir de aplicacdes com diferentes
nanomateriais. Por essa técnica, Rowell et al. [57], Benton et al. [52,58] e Lim et
al. [59,60,130] detectaram nicotina, cotinina, drogas de abuso, explosivos e
farmacos em IDLs tratadas com nanoparticulas de silica; Sekuta et al. [62], Niziot
& Ruman [131] e Niziot et al. [132] utilizaram nanomateriais de prata para a
deteccdo de componentes enddgenos de IDLs que normalmente ndo seriam
detectados por matrizes convencionais; Cheng et al. [133] utilizaram nanoligas
de ouro e prata para a analise de IDLs e detectaram acidos graxos enddgenos;
Sekufa et al. [134] utilizaram nanoparticulas de ouro para a deteccédo de mais de
100 componentes enddgenos e exdégenos em IDLs com elevadas acuréacia e
reprodutibilidade; e, por fim, Kusano et al. [135] detectaram componentes
endogenos e exdgenos de IDLs tratadas por nanoparticulas de oxido de ferro.
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2. JUSTIFICATIVA

A Papiloscopia Forense, como ramo importante das ciéncias forenses, foi
alvo de grandes avancos no século XX, principalmente com o emprego dos
sistemas automatizados para pesquisa de impressoes digitais (AFIS) e o
desenvolvimento de novos reagentes para o tratamento e revelacdo de IDLs.
Consagrou-se como atividade de grande efetividade para a resolucao de crimes
nos quais os vestigios sdo recuperados de varios tipos de objetos e materiais.
No entanto, com o surgimento de novas possibilidades instrumentais analiticas
acessiveis a pesquisadores de diferentes areas do conhecimento, um novo

horizonte para o tratamento e analise de IDLs tem se apresentado.

Dentre as diferentes técnicas analiticas disponiveis, as técnicas baseadas
em LDI-TOF MS se destacam por sua sensibilidade, acuracia, praticidade e
preservacao (ndo destruicdo) das amostras. Parte consideravel da comunidade
cientifica internacional tem investigado a aplicacdo dessas técnicas para a
analise de IDLs, visando a uma potencial adequacdo desta técnica as rotinas
periciais especificas de analises de impressdes digitais. Um elevado volume de
publicacdes dedicadas a esta finalidade tem sido notado, visando ndo apenas a
adaptacdo de protocolos ja estabelecidos, mas também as diversas
possibilidades de empregar diferentes materiais para a acentuacao dos sinais de

analitos.

Devido a dificuldade na deteccdo de pequenas moléculas organicas
utilizando MALDI-TOF MS, uma vez gque a intensidade de sinal alta dos ions das
matrizes convencionais gera interferéncias e supressao de sinal do analito em
tal faixa de massa, o interesse por SALDI-TOF MS cresceu visando obter
melhoria na eficiéncia da absor¢cdo da energia do laser, emissdo de campo
elétrico, cocristalizacdo da amostra e supressdo do sinal de espécies nao
desejaveis. A técnica envolve o uso de um substrato, geralmente um
nanomaterial agindo como fase soélida que transfere energia para o analito no
processo de LDI. Tem sido demonstrado que alguns nanomateriais (tipicamente
ao menos uma das dimensfes ou estruturas compreendidas em 1-100 nm)
oferecem vantagens para o processo de LDI de analitos presentes em amostras

complexas quando comparados as matrizes convencionais.
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Nesse contexto, alguns estudos vém relatando a obtencdo de melhorias
em sensibilidade e reprodutibilidade do sinal do espectro de massa a partir da
utilizacdo de nanomateriais para a analise de compostos de massa molecular
baixa, incluindo componentes enddgenos e exdgenos presentes em IDLs por
SALDI-TOF MS. Outro aspecto importante envolve o emprego da
nanotecnologia para a revelacdo das IDLs em superficies diversas, incluindo
aguelas em que os métodos tradicionais ndo se mostram eficientes. Do ponto de
vista pratico, sdo desejaveis as abordagens de sintese de nanomateriais que
apresentem custo relativamente baixo, escalabilidade e toxicidade baixa.

Uma outra estratégia importante consiste no estabelecimento de uma
conexdao viavel entre o processo de revelacdo de IDLs e a sua analise quimica.
Os nanomateriais tém sido apontados como candidatos promissores para essa
finalidade, podendo oferecer o duplo beneficio de revelar as IDLs e, a0 mesmo
tempo, torna-las preparadas para as analises por SALDI-TOF MS. As matrizes
convencionais apresentam uma série de inconvenientes nesse contexto,

principalmente custo alto, toxicidade elevada e reprodutibilidade baixa.

Portanto, s&o consideradas etapas essenciais desta pesquisa as
investigacdes sobre:

(1) Aspectos quimicos de IDLs de amostras de individuos por MALDI-TOF
MS e SALDI-TOF MS, com a possibilidade de apontar seus componentes
mais frequentes;

(2) Afinidades e interacdes especificas entre nanomateriais e as IDLS;

(3) Aplicacdo de nanomateriais como agentes reveladores de IDLs,
preferencialmente que também sirvam como substratos para SALDI-TOF
MS.

A possibilidade de obtencdo de novas informagfes quando da andlise de
vestigios recolhidos em cenas de crime representa um ganho para as ciéncias
forenses, impactando diretamente nas praticas periciais. Assim, o0
desenvolvimento de métodos para a analise multi-informacional de IDLs,
empregando nanomateriais, é desejavel e pode significar o estabelecimento de
uma nova rotina na pratica pericial que inclua estratégias complementares de

analise dos vestigios papiloscopicos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a aplicacdo de nanomateriais em amostras de IDLs para sua
revelacdo e submissdo a analise quimica por espectrometria de massa por

ionizagao/dessorcéo a laser (LDI-TOF MS).

3.2. Objetivos Especificos

a) Viabilizar método pratico para analise quimica de IDLs por MALDI-TOF
MS, utilizando as matrizes convencionais, principalmente a-CHCA, aplicadas em

solucao (método tradicional) (Capitulo I);

b) Avaliar os efeitos da substituicho da matriz por espuma de silica
mesocelular (MCF suporte livre ou funcionalizado) para SALDI-TOF MS e
investigar suas implicacdes para a analise quimica das amostras de IDLs
(Capitulo 11);

C) Caracterizar a MCF (suporte livre ou funcionalizado) quanto a topografia
e estrutura em alta resolucéo por microscopia de forca atdbmica (AFM) (Capitulo

I1);

d) Avaliar os efeitos da substituicdo da matriz por suspensao de AgNPs ou
AuNPs (sintetizadas por rotas verdes) para SALDI-TOF MS e investigar suas

implicacdes para a analise quimica das amostras de IDLs (Capitulo Il1);

e) Caracterizar as AgNPs e AuNPs (sintetizadas por rotas verdes) sob os
pontos de vista estrutural (tamanho) por espalhamento da luz dinAmico (DLS),
propriedades Opticas por espectrofotometria e estabilidade coloidal por potencial

Zeta de superficie (Capitulo Il1);

f) Detectar componentes enddégenos e exdgenos das IDLs na faixa de m/z
100 a 1000 (faixa de massas moleculares baixas) com obtengcdo de perfis
moleculares por MALDI-TOF MS (Capitulo 1) e SALDI-TOF MS (Capitulos Il e

y;

43



s)] Avaliar o potencial dos nanomateriais como agentes reveladores de IDLs,

visando a uma concomitante preparacao para analises quimicas (Capitulos Il e

1
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CAPITULO |

AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS

LATENTES POR MALDI-TOF MS
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Fig. I-1. Resumo grafico do Capitulo I. As andlises quimicas de IDLs representam uma quebra
de paradigma em Papiloscopia Forense, marcando a agregacdo de mais informac8es sobre
esses vestigios na transicao do século XX para o século XXI. Tradicionalmente, as impressdes
digitais latentes sdo utilizadas apenas para a identificagdo dos individuos e, pelas abordagens
propostas, permitem também a obtenc¢éo de informacdes adicionais sobre habitos e presenca de

contaminantes.
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RESUMO

As impressoes digitais latentes (IDLs) vém sendo utilizadas desde o final do
século XIX como importante prova na elucidacdo de crimes. Com o
desenvolvimento de técnicas analiticas, varias abordagens vém sendo
empregadas para a analise quimica de IDLs. A técnica de MALDI-TOF MS é
considerada néo destrutiva, tendo recebido a atencdo de diferentes grupos de
pesquisa voltados as analises de IDLs. O presente Capitulo teve por objetivo a
investigacdo da composi¢do quimica de IDLs por LDI-TOF MS e MALDI-TOF
MS, na faixa de massas moleculares baixas. Experimentos preliminares e
comprobatérios avaliaram a composi¢cdo quimica de IDLs produzidas por 24
doadores, entre homens e mulheres pelas técnicas de MALDI-TOF e LDI-TOF
MS. Os ions mais frequentes estado relacionados a componentes exdgenos,
sendo uma das origens provaveis o amaciante utilizado na lavagem de roupas.
Alguns possiveis componentes enddgenos, de origem sebacea também foram
detectados. A técnica de MALDI-TOF MS demonstrou que o uso de matrizes
apresenta limitacdes, principalmente devido ao elevado nimero de ions de alta

intensidade que podem suprimir o sinal de analitos presentes nas amostras.

PALAVRAS-CHAVE: Ciéncias forenses, contaminantes, espectrometria de

massa, impressoes digitais, ionizagao/dessorcao a laser, matriz.
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ABSTRACT

Latent fingermarks have been used since the end of the 19th century as important
evidence for crime solving. Considering the development of analytical
techniques, several approaches have been used for the chemical analysis of
latent fingermarks. The MALDI-TOF MS technique is considered non-destructive,
and has been received attention of different research groups focused on LFMs
analyses. The present Chapter aimed to investigate the chemical composition of
LFMs by LDI-TOF MS and MALDI-TOF MS, in the low molecular mass range.
Preliminary and supporting experiments evaluated the chemical composition of
latent fingermarks produced by 24 donors, men and women, using the MALDI-
TOF and LDI-TOF MS technigues. The most frequent ions are related to
exogenous components, with the most likely source being the fabric softener
used on clothing wash. Some possible endogenous sebaceous components
were also detected. The MALDI-TOF MS technique demonstrated that the use of
matrices has limitations, mainly due to the abundance of high-intensity ions that

can cause signal suppression of analytes present in the samples.

KEYWORDS: Contaminants, fingermarks, forensic  science, laser

desorption/ionization, mass spectrometry, matrix.
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1. INTRODUCAO

As impressoes digitais latentes (IDLs) séo vestigios materiais comumente
encontrados em locais de crimes e, desde o final século XIX [1], vém sendo
analisados visando a identificacdo de individuos envolvidos em evento
criminoso. A ciéncia que estuda esses vestigios é conhecida por “Papiloscopia
Forense” e, ao longo do século XX ganhou robustez pelo desenvolvimento de
uma diversidade de técnicas para revelacdo [2] e o surgimento de sistemas
biométricos capazes de realizar pesquisas de impressdes digitais em grandes
bases de dados em poucos minutos [3]. Contudo, até o final do século XX, as
analises de IDLs baseavam-se, normalmente, na obtencdo da imagem
bidimensional do padrdo de cristas e sulcos por métodos fisicos, quimicos ou
opticos e pela sua comparagcdo morfolégica com padrdes de origem conhecida

de individuos.

Com o desenvolvimento e a popularizacdo de técnicas analiticas,
diferentes abordagens tém sido empregadas para investigar a composicao
guimica complexa das IDLs, 0 que passou a oferecer novas possibilidades no
contexto das investigagfes criminais. Considerando as técnicas ja utilizadas
para a analise de IDLs, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS) [4-6] é certamente a mais destrutiva, uma vez que exige a
coleta e dissolucédo das IDLs, extraindo seus componentes e 0s injetando no
equipamento para a analise, ndo sendo considerada uma técnica operacional
para casos reais. Ja as técnicas de ionizacdo/dessorcao por electrospray (DESI
MS) [7], ionizac&o/dessorcao a laser tipo MALDI MS [8—-10] e SALDI MS [11-13]
e as espectroscopias de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
Raman [14-16] sdo mais atraentes, visto serem consideradas ndo destrutivas,
permitindo a preservacdo do padréo papiloscépico das IDLs e o arquivamento
da prova. Do ponto de vista experimental, a técnica de GC/MS, assim como
outras técnicas destrutivas, permitiram a aquisicdo de informacdes importantes
sobre a composi¢cdo enddgena das IDLs e suas modificacdes em funcdo do

tempo [17].

Dentre as técnicas consideradas ndo destrutivas para a analise de IDLs,
MALDI MS tem se destacado pela facilidade de preparacéo das amostras, rapido
processamento e alta sensibilidade. O mecanismo de MALDI MS é baseado na
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irradiacao de laser pulsado em uma matriz cristalizada com os analitos para
induzir os processos de ionizacao/dessorcéo [18,19]. A absorcdo de energia
resulta em uma transicdo de fase da matriz combinada ao analito, seguida de
fotoionizagcdo [20]. O processo exato da ionizagdo por MALDI ainda ndo esta
completamente esclarecido, mas pode ser explicado por um mecanismo
envolvendo etapas primaria e secundaria [21]. A ionizacdo primaria se refere a
formacdo e separacao de ions pela incidéncia do laser, enquanto a ionizacao
secundaria se refere a formacdo de ions devido as reacdes moleculares. De
acordo com o modelo de Karas et al. [22], os ions devem estar incluidos em
agregados de varios tamanhos durante o processo de dessorcédo. O potencial de
ionizacdo em fase sdlida, na placa de MALDI, pode ser baixo, mas € assistido
pela energia do laser e mantido por energia térmica criada em todo o processo
[20].

A preparacdo das amostras consiste em um dos aspectos mais
importantes para a técnica de MALDI MS, uma vez que fatores indesejaveis
minimos podem influenciar significativamente os resultados. Em geral, acidos
organicos fracos como o0s acidos cinamicos sao considerados materiais
eficientes para a absorcdo de energia (matrizes) por esta técnica [19]. Acredita-
se que as matrizes possuem uma dupla funcéo: a absor¢céao da energia do laser
e o0 isolamento dos analitos uns dos outros, evitando a formacéo de agregados
heterogéneos [23]. Os analitos e a matriz sdo depositados sequencialmente (ou
previamente misturados) na placa de MALDI em pequenos volumes de

suspensao (0,5-2 pL), convencionalmente utilizando micropipetas.

As matrizes a-CHCA e DHB, derivadas do &cido cindmico e do &cido
benzoico, respectivamente, tém constado na lista de matrizes preferidas para as
analises de peptideos e proteinas [19]. Fatores como a relacao de concentracao
entre matriz e analito, a escolha da matriz, a presenca de contaminantes, a
temperatura, o carater hidrofébico ou hidrofilico, solubilidade do analito na matriz
e 0 tempo transcorrido desde a preparag¢ao sao cruciais para a obtencéo de bons
resultados [19]. Ha também diferentes formas de preparacdo possiveis que

deverdo se adequar as particularidades de cada amostra que se deseja analisar.

As IDLs podem ser compostas por substancias endégenas ou exdgenas
dependendo do tipo de material que estiver em contato prévio com a pele [17].
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As glandulas das palmas das maos e das plantas dos pés produzem uma
secrecdo essencialmente écrina (suor), o que difere da secrecéo das glandulas
sebaceas, associadas ao foliculo piloso em regides de pele fina do corpo [24,25].
No entanto, devido ao contato regular das méos com regiées do corpo como a
face, o cabelo e os antebracos, as IDLS s&o compostas de misturas de
substancias encontradas em ambas as origens, em particular acidos graxos,
triacilglicerdis, colesterol, esqualeno, aminoacidos, proteinas e compostos
inorganicos [17]. Além disso, tem sido demonstrado que os componentes sofrem
degradacdo em funcdo do tempo gerando modificacdes quimicas relevantes
[4,5,26].

Algumas técnicas analiticas tém possibilitado o imageamento quimico das
IDLs e tém sido alvo de varias pesquisas, principalmente na Ultima década [8—
10,27,28]. Em 2009, Caprioli et al. [27], detectaram ions de lipideos enddgenos
suficientes para a obtencdo de imagens moleculares de impressées com um
nivel de detalhamento bastante satisfatorio, utilizando a técnica de MALDI-TOF
MS para o imageamento quimico (MALDI MSI). A possibilidade de obtencao do
padrdao morfologico bidimensional da impressao digital com base na distribuicdo
espacial de ions especificos presentes tem aumentado o interesse por essa
abordagem. Contudo, tem sido discutido como essa informagao poderia ser
adotada na préatica forense [29,30], uma vez que, em cenarios reais, as IDLs sao
reveladas (e portanto, seu padrdo morfoldgico é adquirido nesta etapa) antes de
serem submetidas a analises quimicas, o que faria da abordagem analitica,

inevitavelmente, um procedimento secundario na rotina pericial [31].

O método de aplicacdo da matriz € um aspecto crucial para a técnica de
MALDI MS, pois interfere na extracao do analito e em sua cocristalizacdo com a
matriz [28]. A forma mais utilizada envolve a aplicacdo da matriz em suspensao,
dissolvida em solvente apropriado antes da deposi¢cdo. No entanto, depois de
apresentada por Aerni et al. [32], a aplicacdo da matriz seca (em pd) sobre
diferentes amostras com o0 uso de um pincel tem sido discutida [28,33-35].
Especificamente para o tratamento de IDLs, Ferguson et al. [35] apresentaram o
método “dry-wet” (seco-molhado) que consistiu na aplicacdo da matriz acido alfa-

ciano-4-hidroxicindmico (a-CHCA) em p6 sobre as IDLs com um pincel, seguida
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da aplicacéo de solucdo solvente borrifada para a dissolugéo do analito e da

matriz, gerando a cocristalizacdo, obtendo um resultado satisfatério.

O presente capitulo tem por objetivo investigar a composi¢do quimica de
IDLs por MALDI-TOF MS e LDI-TOF MS, na faixa de massas moleculares baixas

(m/z 100-1000), seguindo um protocolo convencional.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais

O acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA) e o &cido
dihidroxibenzoico (DHB) foram adquiridos de Bruker Daltonics. A acetonitrila
(ACN) e o é&cido trifluoroacético (TFA) foram adquiridos de JT Baker e
Mallinckrodt, respectivamente. Também foi adquirido, em um mercado local, um
frasco de amaciante de roupas de uso comercial (Mon Bijou) para avaliacdo da
possivel fonte de ions detectados em IDLs.

2.2. Experimento 1
2.2.1. Equipamento e método de aquisi¢do

As andlises quimicas foram realizadas utilizando um equipamento
comercial MALDI-TOF MS (MicroFlex, Bruker Daltonics, Alemanha) com
calibragéo externa no modo refletido positivo na faixa de m/z 100 a 1000, com
1000 disparos de laser por espectro. Foi aplicado 1 pL de matriz a-CHCA (10
mg/mL de a-CHCA em 70:30 ACN-0,5% TFA aqg.) ou de matriz DHB (10 mg/mL
de DHB em 70:30 ACN-0,5% TFA aq.) em pocos individuais da placa de aco
(MSP 96, Bruker Daltonics) livres ou sobre as amostras de IDLs.

2.2.2. Doadores

Foram selecionados quatro doadores, de ambos os géneros (homens e

mulheres), com diferentes faixas etarias (idades), para a producdo das IDLs.
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Informacdes referentes a género, idade, dieta especifica e tabagismo podem ser

observadas na Tabela I-1.

Tabela I-1. Informacdes dos doadores para o Experimento 1.

N° Género Idade Dieta Tabagismo
1 Masculino 30 sem restricées Nao
2 Masculino 34 sem restricBes N&o
4 Masculino 20 sem restricées Nao
4 Feminino 28 sem restricées Nao

2.2.3. Producao das amostras

Um método préprio de reposicdo, mistura e homogeneizacdo das
secrecbes da pele, com o objetivo de simular a condi¢cao natural da pele para a
producdo das amostras de IDLs, foi utilizado de acordo com protocolo de Barros
et al. [36], consistindo em:

(1) esfregaco das palmas nos antebracos por 10 s;
(2) leve toque na testa com a palma esquerda;
(3) esfregaco das palmas entre si por 10 s.

As IDLs foram produzidas a partir de um toque de média pressao dos
indicadores direito e esquerdo em diferentes areas de uma mesma placa de
MALDI MS, de modo a n&o ocorrer sobreposicao entre as IDLs depositadas. A
producdo das amostras se deu apds assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Humana da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia/Processo UnB n°. 65610716.5.0000.5558 (ANEXO 1I).

2.3. Experimento 2
2.3.1. Equipamento e método de aquisi¢ao

As andlises dos perfis moleculares foram realizadas utilizando um
equipamento comercial AutoFlex Speed MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,

Alemanha) com um laser de nitrogénio (337 nm), utilizando calibracdo externa
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(ions de matriz a-CHCA em 190,04 e 379,09 m/z) em modo refletido positivo na
faixa de m/z 100 a 1000, com 100 disparos do laser por ponto (2000 disparos
por espectro). Foi aplicado 1 uL de matriz a-CHCA (10 mg/mL de a-CHCA em
70:30 ACN-0,5% TFA aqg.) em pocos individuais de uma placa de ago (MTP 384,
Bruker Daltonics) livres e onde as amostras de IDLs estavam presentes. A matriz
depositada foi secada a temperatura ambiente antes das anélises por MALDI-
TOF MS. As IDLs de doadores distintos (Tabela 2) foram depositadas
diretamente sobre a placa de MALDI por um contato de média pressao entre o
dedo indicador e a superficie da placa. Todas as andlises foram conduzidas em
trés regides distintas (pocos) da mesma IDL em regifes contendo a matriz e sem
a matriz (sem tratamento), permitindo uma avaliacdo de reprodutibilidade.
Também foi aplicado 1 uL de amaciante de roupas comercial (1:10 em agua)
sobre a placa, em triplicata, e deixado a secar a temperatura ambiente e

analisado sem tratamento.

2.3.2. Doadores

Foram selecionados 20 doadores, entre homens e mulheres de diferentes
idades, para a producao das IDLs. As seguintes perguntas foram respondidas

pelos doadores:

1) Qual a sua idade?

2) Possui dieta especifica? (ex: vegetariano, vegano)

3) E fumante? Se sim, quantos cigarros por dia?

4) Faz uso frequente de algum medicamento? Se sim, qual ou quais?

5) Utilizou algum medicamento nas ultimas 24 h? Se sim, qual ou quais?

6) Tomou banho pela manha (antes de doar suas impressées)?

7) Utilizou cosméticos como xampus, sabonetes, cremes, protetor solar e/ou
maquiagem nas horas que antecederam o exame? Se sim, quais?

8) Possui 0 habito de lavar a louca e/ou realizar a faxina em casa sem o uso de
luvas?

9) Tem contato frequente com algum produto quimico especifico (exceto
cosmeéticos)?

10) Ingeriu café (bebida) pela manha (antes de doar suas impressoées)?
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Os doadores também foram questionados a relatar possiveis doencas
congénitas ou cronicas que tivessem diagnostico, incluindo quaisquer
anormalidades. A Tabela I-2 apresenta as informacdes dos doadores baseadas

€m suas respostas.

Tabela I-2. Informacdes dos doadores para o Experimento 2.

N° Género Idade Dieta Tabagismo Medicamento Banho Cosmético Café
1 F 28 Nao Nao Anticoncepcional) Sim Hidratante Nao
2 F 24 Nao Né&o Antidepressivo Sim Hidratante Sim
3 F 22 Nao Nao Anticoncepcional Sim Prot. solar (P.S.)  Sim
4 F 30 Nao Né&o Analgésico Sim Hidratante/P.S. Sim
5 F 21 N&o Néo Néo Néo Hidratante Sim
6 F 31 Nao Né&o Antidepressivo Né&o Hidratante Nao
7 F 26 Nao Nao Nao Nao Maquiagem Nao
8 F 32 Nao Né&o Anticoncepcional Né&o Maquiagem/P.S.  Néo
9 F 29 Nao Nao Anticoncepcional/Psicoativo Nao Hidratante Nao
10 F 20 Nao Sjm Analgésico Nao Hidratante Nao
11 M 39 Nao Nao Analgésico Nao Perfume Nao
12 M 38 N&o Nao Néo Sim P.S. Sim
13 M 33 N&o N&o N&o N&o N&o N&o
14 M 24 Né&o Néo N&o Né&o Né&o N&o
15 M 40 Nao Nao Protetor gastrico Nao Nao Nao
16 M 34 Nao N&o Antiviral Sim Hidratante Sim
17 M 52 N&o Néo Néo Sim Hidratante Sim
18 M 30 N&o Né&o N&o Sim N&o N&o
19 M 47 N&o Nao Broncodilatador Sim Hidratante Sim
20 M 36 N&o Sim N&o Sim Néo Sim

2.3.3. Producao das amostras

A producdo das amostras de IDLs se deu conforme o apresentado na

secao 2.2.3.

2.3.4. Andlise dos dados

Os dados foram organizados a partir das razdes m/z e intensidades dos
ions detectados por LDI-TOF MS nas amostras de IDLs de 20 individuos, 10
homens e 10 mulheres submetidos a diferentes tratamentos. Os dados foram
analisados para avaliacdo da frequéncia dos ions detectados para cada
tratamento, visando ao estabelecimento de perfis de componentes moleculares

tipicos de acordo com as informagfes obtidas nos questionarios.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Experimento 1

A matriz de acido a-CHCA, cuja massa molar corresponde a 189,17 g/mol,
utilizada como controle e calibrante nas analises realizadas por espectrometria
de massa MALDI-TOF, apresentou seis ions intensos (majoritarios) oriundos da
matriz em m/z 146 [M-CO2+H]*, 172 [M-H20+H]*, 190 [M+H]*, 212 [M+Na]*, 335
[2M-CO2+H ]* e 379 [2M+H]* (Fig. I-2A). De maneira semelhante, seis ions do
acido dihidroxibenzoico (DHB), cuja massa molar corresponde a 154,12 g/mol,
foram observados como de maior intensidade em m/z 137 [M+H-H20]*, 155
[M+H]*, 177 [M+Na]*, 193 [M+K]*, 199 [M-H+2Na]* e 273 [2M+H-2H20]* (Fig. I-
2C).

A IDL de um doador de 30 anos do género masculino, que foi analisada
apoés o tratamento com a matriz de a-CHCA, apresentou um espectro bastante
semelhante ao espectro da matriz, com o acréscimo apenas de ions intensos
nas m/z 550, 522 e 494, e alguns menos intensos (Fig. 1-2B). Um resultado
semelhante foi obtido para a IDL tratada por DHB, com a prevaléncia dos ions
da matriz, acrescidos de ions intensos em m/z 550, 522 e 494, e em m/z 823 e
845.

As IDLs de trés outros doadores, que foram analisadas apds tratamento
com a-CHCA, apresentaram espectros semelhantes ao obtido anteriormente,
com maior intensidade para os ions em m/z 550, 522 e 494 (Fig. 1-3). Com
excecdo dos ions da matriz, foram comuns as amostras os ions em m/z 250,
266, 284, 369, 461, 656, 682 e 761. A confirmacao das identidades dos ions
citados nao foi possivel pelo método adotado. N&o foram observadas diferencas
de presenca ou auséncia (qualitativas) de ions entre as amostras dos doadores,
mesmo considerando suas diferencas de género, idade e possiveis habitos. De
todo modo é possivel realizar algumas elucubracdes e especula¢gdes acerca de

possiveis apontamentos.

O ion detectado em m/z 284 possivelmente corresponde ao cation
quaternario de amodnio oriundo da fragmentagdo do ion de
dimetildioctadecilamdniom detectavel em m/z 550,6 [C3sHsoN]*, que também

apresenta fragmentos em m/z 522,6 [CssH7sN]* e 494,6 [C3aH72N]*, conforme
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identificados por Manier et al. [37] e relatado por diferentes autores em IDLs
avaliadas por MALDI e SALDI-TOF MS [12,34,38-,39].

O ion de baixa intensidade relativa detectado em m/z 369 poderia
corresponder ao ion de colesterol (386,6 g/mol) desidratado [M-H20+H]*,
conforme detectado em IDLs analisadas por MALDI-TOF MS por Wolstenholme

et al. [8] e por Bradshaw et al. [40], também utilizando a matriz a-CHCA.
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Fig. I-2. Espectros MALDI-MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos
mediante aplicacdo de 1 pL de solugdo de: matriz a-CHCA (A), matriz a-CHCA sobre IDL de
doador de 30 anos do género masculino (B), matriz DHB (C) e matriz DHB sobre IDL do mesmo
doador (D).
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Fig. I-3. Espectros MALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos
mediante aplicacéo de 1 pL de solugéo de matriz a-CHCA sobre: IDL de doador de 20 anos (A),
IDL de doador de 34 anos (B) e IDL de doadora de 28 anos (C). *ions relativos a matriz a-CHCA
(m/z 146, 172, 190, 212, 228, 234, 335, 379 e 441).

A abordagem empregada foi capaz de sinalizar para a presenca de um

possivel componente de origem endogena e alguns ions relativos a
componentes exdgenos. No entanto, a diferenciacdo molecular entre IDLs de
diferentes doadores ndo foi alcangada por essa abordagem, provavelmente
devido a tipica supressdo do sinal dos analitos presentes nas IDLs por

decorréncia da alta intensidade dos ions da matriz.

3.2. Experimento 2
3.2.1. LDI-TOF MS

Os resultados para IDLs analisadas por LDI MS (sem tratamento)
apontaram que, considerando as IDLs de 20 doadores, entre homens e mulheres
de diferentes idades, ha maior prevaléncia de ions detectados na faixa de m/z
de 100 a 600, sendo que os ions em m/z 550, 522, 494, 368, 284 e 113 foram
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0s mais frequentes nas amostras (Fig. I1-4 e I-5). Além disso, observou-se um
maior numero de ions/espectro detectados para doadores do género masculino
(média = 32,3) do que feminino (média = 27,5), contrariando uma hipétese sobre
a influéncia do uso de cosméticos como cremes, maquiagem e protetor solar nos

perfis moleculares de IDLs, h&bito mais frequente em doadoras (Tabela I-2).

O ion detectado em m/z 368 foi relativamente frequente nas amostras de
IDLs. Walton & Verbeck [41], utilizando uma abordagem de SALDI-TOF MS,
detectaram um ion em m/z 368,4 e o apontaram como sendo colesterol
desidratado, em conformidade ao trabalho de Bosner et al. [42], possivelmente
correspondendo a forma néo protonada do colesterol (386,6 g/mol) desidratado
[M-H20]*. No entanto, essa forma € diferente da protonada [M-H20+H]*
detectada em m/z 369 nas amostras de IDLs tratadas com a-CHCA e analisadas
por MALDI-TOF MS [8,39], 0 que convergiu com os resultados preliminares deste
trabalho. Considerando essa hipotese, o espectro da doadora n°® 4 apresentou o
ion em m/z 368 dentre os mais intensos do espectro (Fig. 1-4), tendo relatado um
histérico de hipercolesterolemia familiar e confirmado que no periodo em que
doou suas IDLs, a taxa de colesterol em seu sangue se encontrava elevada.
Curiosamente, este ion foi detectado apenas em amostras de IDLs de mulheres
(Fig. 1-4 e 1-5). Outra hip6tese é de que o ion em m/z 368 esteja relacionado a
fragmentacdo do céation quaternario de aménio dimetildioctadecilaménio
detectado em m/z 550,6 [C3sHsoN]*, assim como os ions detectados em m/z 284,
494 e 522 que foram detectados conjuntamente em IDLs [38] e em documentos
[43,44].

O ion em m/z 433 detectado nas IDLs dos doadores n° 17 e 20 (Fig. I-5)
foi apontado por Emerson et al. [45] como ion formado pelo esqualeno ligado ao
atomo de soédio, detectado por LDI-TOF MS. O esqualeno é um precursor do
colesterol, sendo um dos lipideos comumente encontrados sobre a pele humana
[17,46]. Em contraposi¢cdo a outras conclusfes desses autores para a andlise de
IDLs por LDI-TOF MS (sem tratamento com matrizes), ndo foram obtidos ions
distintos na regido de m/z 700-900, o que corresponderia a regiao de deteccéo
de triacilglicerdis (TAGs). Alguns espectros apresentaram um ruido de fundo
indesejavel, artefato decorrente do necessario aumento de intensidade do laser

no equipamento para a obtencao de sinal suficiente as aquisigoes.
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Fig. I-4. Espectros LDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos

em IDLs de doadores n°® 1-10, todos do género feminino.
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Fig. I-5. Espectros LDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos

em IDLs de doadores n°® 11-20, todos do género masculino.

A amostra de amaciante de roupas também foi avaliada por LDI-TOF MS

(Fig. 1-6), visando a investigagcdo sobre a possivel origem do ion de

dimetildioctadecilaménio, tendo sido confirmada a deteccdo dos ions de

intensidade elevada em m/z 550, 522, 494 e 466, reforcando o padrao sucessivo
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de fragmentacéo deste composto em perdas de massa de m/z 28 [C2H4]*.
Também foram detectados ions intermediarios e de menor intensidade nos m/z
536 (550 - [CH2]* com variacdo de m/z = 14), 508 (522 - [CH2]*) e 480 (494 -
[CH2]"). Também foram detectados ions em m/z 284 (550 - [C19H3s]* variagdo de
m/z = 266) e 312 (550 - [C17H34]* variagdo de m/z = 238) com menor intensidade.
O conjunto de ions com maior intensidade do amaciante também foi detectado
em todas as amostras de IDLs avaliadas por LDI-TOF MS neste trabalho (Fig. I-
4 e |I-5), apresentando intensidades varidveis que podem estar relacionadas a
sua presenca em roupas lavadas com amaciantes e o contato das méaos com as
roupas ou superficies que entrem em contato com as roupas, além de outros

produtos contendo este composto.
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Fig. I-6. Espectro LDI-TOF MS representativo da faixa de massa molecular baixa adquirido em

amostra de amaciante de roupas comercial (1:10 v/v em agua).

3.2.2. MALDI-TOF MS

A amostra de matriz a-CHCA apresentou ions intensos em m/z 146, 172,
178, 190, 212, 228, 294, 335 e 379, tendo gerado varios outros ions menos
intensos, totalizando 93 componentes moleculares detectados na amostra da
matriz livre (controle). Quando essa matriz foi utilizada para o tratamento das
IDLs, observou-se um maior nimero de ions detectados, quando comparado aos

resultados da investigacéo quimica de IDLs por LDI-TOF MS.

Assim como o obtido para LDI-TOF MS, houve maior prevaléncia de ions
detectados na faixa de m/z de 100 a 600, com exceg¢éo do ion em m/z 691 (e
alguns outros de menor intensidade), estando entre os mais frequentes,
juntamente com os ions nos m/z 550, 522, 494, 354, 284 e 265 (Fig. I-7 e 1-8).
Foram observadas diferencas nos perfis moleculares de IDLs produzidas por

diferentes doadores, sendo que para a abordagem por MALDI-TOF MS foram
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detectados mais ions/espectro para doadores do género feminino (média=50) do

gue para doadores do género masculino (média=39).

A abordagem ndo trouxe prejuizos para a deteccdo dos ions
supostamente relacionados ao amaciante de roupas (m/z 550, 522, 494 e 284)
nas amostras de IDLs. Contudo, a intensidade alta dos ions da matriz, fez com
que, para algumas amostras, esses ions fossem notados de maneira mais
discreta (Fig. I-7A, I-7C, I-7D, I-7E, I-7H e Fig. I-8A, 1-8D, I-8E, I-8G, I-8H). Esses
ions foram apontados por Bradshaw et al. [31,34,40] como alvos para o

imageamento quimico de IDLs.
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Fig. |-7. Espectros MALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos
em IDLs de doadores n°® 1-10, todos do género feminino. *ions relativos a matriz a-CHCA (m/z
146, 164, 172, 178, 190, 212, 228, 335 e 379).
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Fig. I-8. Espectros MALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos
em IDLs de doadores n°® 11-20, todos do género masculino. *ions relativos a matriz a-CHCA
(m/z 172, 178, 190, 212, 228, 295, 335 e 379).

O ion em m/z 368 (possivel colesterol) foi detectado nos espectros das
doadoras de n° 4 e 10 por esta abordagem (Fig. I-7). O ion detectado em m/z
265 nos espectros de sete IDLs produzidas por doadores de ambos 0s géneros
(doadoresn®1, 2, 6, 7,10, 12 e 20) (Fig. I-7 e 1-8), foi indicado como acido oleico
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desidratado, sendo, de acordo com trabalhos anteriores, um dos ions mais
comuns em IDLs [26,35,36]. Nao foram encontradas possiveis correspondéncias

para os ions em m/z 139, 294, 312, 354 ou 691 na literatura cientifica.

De maneira geral, a quantidade e a intensidade dos ions da matriz nao
favoreceram a investigacdo de componentes especificos na faixa de massas
moleculares baixas que pudessem ser utilizados para a construcao de um perfil
individual capaz de diferenciar doadores ou que permitisse uma correlagéo entre
hébitos especificos e presenca ou auséncia de determinados ions. Alguns ions
detectados pela técnica livre de matriz (LDI MS) ndo foram observados ou foram
observados com intensidades muitos inferiores por MALDI MS. A supressao de
sinal causada por ions intensos das matrizes convencionais ja havia sido
relatada na literatura por diferentes autores [11-13,19,39,48]. Além disso, a
baixa reprodutibilidade da técnica adotada pode ser notada pela diferenca nos
valores de intensidade (eixo y), tendo sido bastante variavel, as vezes para

aquisicées de um mesmo individuo.

Diferentes formas de aplicacdo da matriz para tratamento das IDLs foram
propostas por Francese et al. [10] em que a matriz é depositada utilizando um
sistema de “autospray” sequencial e por Ferguson et al. [28,35], com a aplicacéo
da matriz em p6 seguida de um volume do solvente borrifado sobre a amostra.
Tais diferencas podem explicar o ndo favorecimento da deteccdo dos
componentes putativamente identificados nos trabalhos citados: valina (m/z
118), &cido palmitoleico (m/z 255), acido oleico (m/z 283), acido esteéarico (m/z
285), esqualeno (m/z 411) e triacilglicerdis (m/z 700-900). No entanto, nenhum
trabalho apresentou o espectro completo na faixa de massas moleculares

baixas, tendo demonstrado apenas regiées muito especificas.

As abordagens envolvendo SALDI-TOF MS para analises de IDLs [11-
13,29,38,47] tém se mostrado como importantes alternativas na investigacédo de
pequenas moléculas presentes em misturas complexas, evitando as

inconveniéncias das matrizes e adicionando reprodutibilidade as analises.
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4. CONCLUSAO

O presente Capitulo | envolveu a investigagdo molecular de IDLs de 24
doadores por duas técnicas de espectrometria de massa por
ionizacao/dessorcao a laser. A aplicacdo da técnica de LDI-TOF MS (livre de
matriz) demonstrou a ocorréncia de ions passiveis de dessor¢cdo nas amostras,
cuja deteccao independe de matrizes, principalmente, aqueles relativos aos
contaminantes provenientes de produtos como amaciantes de roupa. Ambas as
técnicas empregadas demonstraram ser plenamente possivel a autilizacdo de
abordagens analiticas para tratamento e analise de IDLs visando apontar a
presenca de componentes enddgenos (lipideos) e exdgenos (surfactante
catibnico), de maneira pratica e rapida. Os resultados dos experimentos
utilizando a técnica de MALDI-TOF MS demonstraram que o uso de matrizes
abriga alguns inconvenientes, principalmente o elevado niamero de ions de
grande intensidade que podem causar supressao de sinal de analitos presentes
nas amostras. Nao foi possivel, considerando as técnicas empregadas,
estabelecer perfis moleculares especificos que pudessem efetivamente ser
relacionados a género, idade ou a dieta, uso de medicamentos e outros habitos
dos individuos cujas IDLs foram analisadas. Também néo foi possivel, pelas
abordagens adotas neste Capitulo, a sugestao de uma individualizacdo quimica
pela analise de IDLs na faixa de m/z 100-1000. Faz-se necessario explorar
meios de aprimorar as deteccfes de pequenas moléculas em IDLs, a fim de
maximizar a obtencdo de informacdes sobre esses vestigios, de maneira a
empregar a espectrometria de massa como estratégia complementar em

investigagOes policiais baseadas em vestigios de impressdes digitais.
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CAPITULO Il

ESPUMA MESOCELULAR DE SILICA (MCF) PARA A REVELACAO E
ANALISE QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS LATENTES POR SALDI-TOF
MS

SALDI

400 500 600 700 800 900
mz

Fig. II-1. Resumo grafico do Capitulo 1. A espuma mesocelular de silica, como um material
mesoporoso, apresenta poros nanométricos que auxiliam o processo de ionizagcao/dessorcdo a
laser. Esses materiais foram utilizados para o tratamento de IDLs associados ou ndo a um agente
revelador tradicional. As andlises quimicas de IDLs por essa abordagem foram avaliadas.
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RESUMO

As aplicacdes da nanotecnologia em ciéncias forenses tém contribuido por
disponibilizar novas abordagens, incluindo a avaliacdo quimica de impressdes
digitais latentes (IDLs). Métodos alternativos a utilizacdo de matriz convencional
para a espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcdo a laser visando a
deteccdo de pequenas moléculas organicas tém sido investigados a partir do
tratamento de amostras com nanomateriais. O presente Capitulo Il investigou a
aplicacdo de espuma de silica mesocelular (MCF) como agente ionizante para
analise quimica de IDLs. Amostras de IDLs de doadores distintos foram
depositadas diretamente sobre uma placa de MALDI e 1uL de suspensao de
MCF ou uma mistura de MCF e p6 magnético (aplicacao seca) foram utilizadas
para tratamento. A andlise das amostras sugeriu a presenca de ions
relacionados a componentes moleculares enddgenos e exdégenos, incluindo
lipideos da secrecdo sebacea e cations quaternarios de aménio comumente
presentes em produtos de limpeza e amaciantes. Foram obtidos resultados
promissores e reprodutiveis para as IDLs tratadas com a mistura de MCF e p6

magnético.

PALAVRAS-CHAVE: Ciéncia forense, deteccdo, DIOS, espectrometria de

massa, pé magnético.
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ABSTRACT

The applications of nanotechnology in forensic sciences have contributed to the
development of new approaches including chemical evaluation of latent
fingermarks  (LFMs).  Alternative = matrix-free  methods in laser
desorption/ionization mass spectrometry aiming for the detection of small organic
molecules has been investigated by treating samples with nanomaterials. The
present Chapter Il investigated the application of mesocellular siliceous foam
(MCF) as an ionizing agent for laser desorption/ionization (LDI-MS) analysis of
LFMs. LFM samples from distinct donors were deposited directly onto a MALDI
target plate and 1uL of MCF suspension or a MCF/magnetic powder mixture were
used for treatment. Analysis of samples showed ions possibly related to
endogenous and exogenous molecular components, including lipids from human
sebum and quaternary ammonium cations commonly present in cleaning
products and softeners. Promising and reproducible results were obtained for the

fingermarks treated with the MCF/magnetic powder mixture.

KEYWORDS: Detection, DIOS, forensic sciences, magnetic powder, mass

spectrometry.
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1. INTRODUCAO

Impressdes digitais latentes (IDLs) consistem em vestigios materiais
muito importantes para o processo de identificagdo humana no contexto das
ciéncias forenses. Os componentes moleculares enddégenos das IDLs sé&o
tipicamente aminoacidos, proteinas, compostos inorganicos, acidos graxos,
fosfolipideos, ésteres de acidos graxos, esterois, esqualeno e outros compostos
organicos [1-4]. Além disso, a presenca de componentes exdgenos como
drogas, explosivos, cosméticos, agrotoxicos e outros contaminantes podem ser
de grande interesse, do ponto de vista forense, por agregarem informacdes
valiosas as investigacbes [5-9]. Assim, abordagens periciais avancadas
consideram nao apenas a morfologia das impressdes, mas seus marcadores

moleculares.

A técnica de espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcao a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF MS) é répida, robusta e sensivel para detectar
0s componentes moleculares de amostras complexas. No entanto, a deteccéo
de pequenas moléculas organicas utilizando essa técnica € comumente
dificultada pela propensao das matrizes convencionais de MALDI a formarem
fragmentos exibidos como sinais intensos nos espectros, que terminam por
suprimir outros ions em faixas de massa proximas. Algumas abordagens
alternativas a matriz tém sido exploradas buscando superar tais limitacées [10—
12]. O interesse no desenvolvimento de novos nanomateriais como agentes
ionizantes para a técnica de espectrometria de massa por ionizacao/dessor¢céo
a laser (LDI-MS) cresceu substancialmente, permitindo, no contexto de ciéncias
forenses, analises quimicas em amostras biolégicas, como saliva, urina, sangue

e impressoes digitais [13—15].

A aplicacdo de silicio poroso para ionizacdo/dessorcdo (DIOS) em
espectrometria de massa tem sido relatada para andalises de moléculas
pequenas durante quase duas décadas, mostrando sensibilidade e versatilidade
[16]. A espuma de silica mesocelular (MCF) € um nanomaterial sintetizado com
um modelo de polimero constituido por poros (22-42 nm de diametro)
interligados por espacos de ~ 10 nm [17], utilizados como suportes para

catalisadores, em separagfes envolvendo moléculas grandes [18], e para a
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captura e armazenamento de carbono para reduzir as emissfes de didéxido de

carbono na atmosfera apds a combustao [19].

O crescente interesse pela nanotecnologia permitiu o desenvolvimento de
novos meétodos para a revelacdo de impressoes digitais latentes e a adequacao
de materiais a base de silica para SALDI-MS tem sido discutida [20]. No presente
Capitulo 1l foi avaliada a viabilidade de uma abordagem baseada em LDI-MS
para a analise de componentes quimicos presentes em impressdes digitais
latentes tratadas com MCF como uma suspenséao etandlica ou em uma mistura
com p6 magnético, configurando etapa conhecida como Fase 1 de acordo com
recomendacdes do Grupo Internacional de Pesquisa em Impressdes Digitais

(IFRG — International Fingerprint Research Group) [21].

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais

Tetraetil ortosilicato (TEOS) (Aldrich), etanol (99%) (Vetec), metanol
(99%) (Vetec), copolimero tribloco anfifilico (Pluronic P123) (Aldrich), HCI (36-
38% p/p) (Vetec), NHaF (99,99%) (Aldrich), heptano (99%) (Vetec), tolueno
(99%) (Vetec) e 3-Aminopropiltrietoxisilano (APTES) (99%) (Aldrich) foram
adquiridos de representantes locais. Acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (a-
CHCA), acetonitrila (ACN) e &acido trifluoroacético (TFA) foram adquiridos de
Bruker Daltonics, JT Baker e Mallinckrodt, respectivamente. O p6 magnético para
a revelacdo de impressdes digitais (preto regular) e o respectivo aplicador
(Sirchie) foram obtidos como cortesia do Instituto de Identificacédo da Policia Civil
do Distrito Federal para realizacdo dos testes. Uma mistura seca de MCF e p6

magnético (1:10 v/v) foi produzida utilizando agitador de tubos tipo vértex.

2.2. Sintese do suporte de MCF e funcionalizacdo com matriz a-CHCA

O suporte MCF foi sintetizado seguindo o protocolo estabelecido por
Schmidt-Winkel et al. [18]. A funcionalizagdo do suporte de MCF envolveu a
ligagdo a matriz a-CHCA conforme o protocolo estabelecido por Mullens et al.
[22]. O suporte foi inicialmente ligado ao APTES e lavado utilizando metanol em
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trés ciclos de 15 min a 2000 rpm, com retirada do sobrenadante. Foi adotada a
propor¢ao de 190 mg de matriz a-CHCA por 1 g de MCF-APTES em solucéo de
metanol, com mistura realizada em agitador magnético por 4 h, seguida por trés
novos ciclos de lavagem com metanol. Apds esse procedimento, a suspensao
de MCF-APTES-a-CHCA foi secada em estufa a 70°C por 5 h, gerando um pé

de cor amarela clara que foi utilizado para o tratamento das IDLs.

2.3. Caracterizacéo, instrumentacao e método de aquisi¢ao

A caracterizacdo da superficie das particulas da amostra de MCF foi
realizada por microscopia de forca atdmica (AFM) em um instrumento SPM-9600
(Shimadzu) operando em modo de fase-dinamico apds a deposicado e secagem
de 1 pL de suspensao (0,1 mg de MCF em 1 mL de etanol) na superficie de mica
recém clivada, que foi montada em um suporte de metal utilizando fita adesiva
de dupla face para andlise em escaner com uma dimenséao de varredura maxima
de 125 ym x 125 ym e sondas de silicio com constantes de mola variaveis (cerca
de 42 N/m). As imagens adquiridas apresentaram resolucao de 512 x 512 linhas
e foram processadas para a correcao de ajuste de plano de varredura. Todas as
analises moleculares foram realizadas utilizando um equipamento comercial
MALDI-TOF MS (MicroFlex, Bruker Daltonics) com calibracdo externa no modo

refletido positivo na faixa de m/z 100 a 1000, com 1000 disparos de laser por

poco.

2.4. Amostragem, producéo e tratamento de IDLs

Impressodes digitais latentes de uma doadora do género feminino e dois
doadores do género masculino foram depositadas diretamente sobre a placa de
MALDI por um contato de pressdo média entre os dedos indicadores e a
superficie da placa e analisados no mesmo dia. Os doadores ndo seguiram uma
dieta especifica nem declararam o uso de drogas de abuso, farmacos ou
tabagismo. No entanto, a doadora informou ter utilizado cremes para corpo e

cabelo antes do procedimento.
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Um método proprio de reposicdo, mistura e homogeneizacdo das
secrecOes da pele, com o objetivo de simular a condicao natural da pele para a
producdo das amostras de IDLs, foi utilizado de acordo com protocolo de Barros

et al. [23], consistindo em:

(1) esfregaco das palmas nos antebracos por 10 s;
(2) leve toque na testa com a palma esquerda;

(3) esfregaco das palmas entre si por 10 s.

As IDLs foram produzidas a partir de um toque de média pressédo dos
indicadores direito e esquerdo em diferentes areas de uma mesma placa de
MALDI MS, de modo a n&o ocorrer sobreposicéo entre as IDLs depositadas. A
producdo das amostras se deu apos assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Humana da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia/Processo UnB n°. 65610716.5.0000.5558 (ANEXO 1I).

Foi depositado 1 uL de matriz a-CHCA (10 mg/mL de a-CHCA em 70:30
ACN-0,5% de TFA) ou de suspenséo etandlica de MCF (0,01 g de MCF em 1
mL de etanol) em pocos especificos da placa e nos locais em que as IDLs dos
dedos indicadores direitos dos doadores estavam presentes. Os reagentes
depositados foram secados em condicbes ambientais antes da analise por
MALDI-TOF MS. Além disso, as IDLs produzidas pelos dedos indicadores
esquerdos dos mesmos doadores foram tratadas com a mistura de MCF e pé
magnético (Fig. 11-2), simulando o procedimento comum para revelacdo de
impressdes digitais latentes, utilizando o p6é magnético adotado pela rotina
pericial. As andlises foram realizadas em trés regides distintas (pocos) de uma

mesma impresséo, permitindo uma avaliagdo da reprodutibilidade.
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Fig. lI-2. Impresséo digital depositada por um doador de 34 anos diretamente na placa de MALDI
e revelada utilizando a mistura de MCF e pé magnético. As andlises foram realizadas em trés
regides distintas de cada impresséao digital.

2.5. SALDI-TOF MS utilizando a mistura de MCF e pd magnético para o

tratamento de IDLs de 20 doadores
2.5.1. Instrumentacéo

As andlises quimicas (moleculares) das abordagens adicionais foram
realizadas utilizando um equipamento comercial AutoFlex Speed MALDI-TOF
MS (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com um laser de nitrogénio (337 nm)
com calibragdo externa (ions de matriz a-CHCA em m/z 190,04 e 379,09)
operado em modo refletido positivo na faixa de m/z 100 a 1000, com 100
disparos do laser por ponto (2000 disparos por espectro). Foi aplicada a mistura
de MCF e p6 magnético em pocos individuais da placa de aco (MTP 384, Bruker
Daltonics) livres ou onde as amostras de IDLs estavam presentes.

2.5.2. Doadores e producdo das amostras

Foram selecionados vinte doadores, entre homens e mulheres de
diferentes idades, para a produ¢cédo de amostras adicionais de IDLs para a anélise
por SALDI-TOF MS utilizando a mistura de MCF e PO Magnético descrita na
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secdo 2.1. para o tratamento das IDLs. As seguintes perguntas foram

submetidas aos doadores:

1) Qual a sua idade?
2) Possui dieta especifica? (ex: vegetariano, vegano)
3) E fumante? Se sim, quantos cigarros por dia?
4) Faz uso frequente de algum medicamento? Se sim, qual ou quais?
5) Utilizou algum medicamento nas ultimas 24 h? Se sim, qual ou quais?
6) Tomou banho pela manha (antes de doar suas impressoes)?
7) Utilizou cosméticos como xampus, sabonetes, cremes, protetor solar e/ou
maquiagem nas horas que antecederam o exame? Se sim, quais?
8) Possui o habito de lavar a louca e/ou realizar a faxina em casa sem o0 uso de
luvas?
9) Tem contato frequente com algum produto quimico especifico (exceto
cosméticos)?
10) Ingeriu café (bebida) pela manha (antes de doar suas impressées)?

Os doadores também foram questionados a relatar sobre possiveis
doencas congénitas ou cronicas que possuissem, incluindo quaisquer
anormalidades. A Tabela II-1 apresenta as informacdes dos doadores baseadas

€m suas respostas.

Tabela II-1. Informagdes dos doadores de IDLs para andlise por SALDI-TOF MS utilizando a

mistura de MCF e pé magnético.

N° Género Idade Dieta Tabagismo Medicamento Banho Cosmeético Café
1 F 28 Nao Nao Anticoncepcional) Sim Hidratante Nao
2 F 24 Nao Né&o Antidepressivo Sim Hidratante Sim
3 F 22 Nao Nao Anticoncepcional Sim Prot. solar (P.S.)  Sim
4 F 30 Nao Né&o Analgésico Sim Hidratante/P.S. Sim
5 F 21 N&o Nao Nao Néo Hidratante Sim
6 F 31 Nao Né&o Antidepressivo Nao Hidratante Nao
7 F 26 Nao Né&o N&o N&o Maquiagem Nao
8 F 32 Nao Né&o Anticoncepcional Nao Maquiagem/P.S.  Nao
9 F 29 Nao Né&o Anticoncepcional/Psicoativo N&o Hidratante Nao
10 F 20 Nao Sjm Analgésico Nao Hidratante Nao
11 M 39 Nao Né&o Analgésico N&o Perfume Nao
12 M 38 N&o Nao Néo Sim P.S. Sim
13 M 33 N&o N&o N&o N&o N&o N&o
14 M 24 Nao Néo N&o N&o N&o N&o
15 M 40 Nao Né&o Protetor gastrico N&o N&o Nao
16 M 34 Nao N&o Antiviral Sim Hidratante Sim
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17 M 52 N&o Néo Nao Sim Hidratante Sim
18 M 30 N&o N&o N&o Sim N&o Nao
19 M 47 N&o Nao Broncodilatador Sim Hidratante Sim
20 M 36 N&o Sim N&o Sim N&o Sim

As IDLs foram produzidas a partir do toque de média presséo dos dedos
indicadores direito e esquerdo em diferentes areas de uma mesma placa de ago
MTP 384, de modo a ndo ocorrer sobreposicdo entre as amostras. Também foi
realizado o procedimento de decalque de IDLs produzidas sobre superficie de
laminas de vidro e tratadas com a mistura de MCF e pé magnético. Essas
amostras foram transferidas, com o auxilio de fita dupla face, para a placa de
MALDI.

Assim como nas abordagens anteriores, as amostras foram produzidas
apos assinatura do TCLE conforme aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia/Processo UnB
n°. 65610716.5.0000.5558 (ANEXO 1).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacdo do suporte de MCF

A andlise da superficie do suporte de MCF por AFM mostrou uma
superficie porosa ndo ordenada, com diametro de poro variando de 10 a 20 nm
(Fig. 11-3), sendo considerada uma estrutura de silica mesoporosa (largura de
poros entre 2 e 50 nm). A literatura relata que a morfologia da superficie e a
porosidade da silica nanoestruturada podem afetar a intensidade de sinal em LDI
MS [24]. Rainer et al. [25] observaram que o tamanho dos poros desempenha
um papel importante no processo de ionizacdo/dessorcdo, com melhores
resultados para particulas de silica com diametro de poro acima de 30 nm. A
influéncia do tamanho dos poros do suporte de MCF no processo de ionizacao

requer mais estudos.
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Fig. 1I-3. Imagem de viscoelasticidade obtida por microscopia de forca atbmica da superficie da
espuma de silica mesocelular (MCF) em modo fase em 500 x 500 nm (A) e 125 x 125 nm (B).

Diferentes tipos de funcionaliza¢des na superficie do suporte MCF podem
favorecer certas interagces moleculares, conferindo vantagens em termos de
especificidade, versatilidade e amplificacdo de sinais Uteis para abordagens
forenses. As aplicacdes de particulas a base de silica hibrida foram investigadas
por Lesniewski [20] e foram indicadas para a revelacéo de IDLs e producao de
interacOes especificas com componentes moleculares distintos. Lim et al. [26]
utilizaram particulas de silica funcionalizadas para separar componentes polares
(aminoéacidos) e nado-polares (esqualeno e acidos graxos) de IDLs para sua
posterior andlise direta por SALDI-TOF MS. Outra abordagem inovadora foi
proposta por Mullens et al. [22] utilizando silica gel modificada ou silica
mesoporosa para imobilizar covalentemente moléculas de a-CHCA para a
andlise LDI-MS de pequenas moléculas, reduzindo a intensidade dos ions
pertencentes a matriz. Esta abordagem foi adaptada para a MCF no presente
estudo, conforme descrito na secdo 2.2 e 0s respectivos resultados seréo
apresentados na sec¢éo 3.4 do presente Capitulo Il. A funcionaliza¢do do suporte
MCF com outros nanomateriais também merece ser investigada em estudos

futuros.
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3.2. MCF como agente ionizante

A analise da matriz a-CHCA como controle por MALDI-TOF MS mostrou
seis ions intensos em m/z 172, 190, 212, 274, 335 e 379, enquanto a suspensao
de MCF em etanol apresentou ions menos intensos, com dois componentes
moleculares proeminentes em m/z nominal de 211 e 268, os quais poderiam ser
utilizados como marcadores internos para calibracdo (Fig. 11-4). Para MALDI,
sabe-se que a faixa do espectro abaixo de m/z 700 & dominada principalmente
por fragmentos dos ions da matriz que suprimem o sinal de pequenas moléculas
de interesse [24]. Visando contornar as possiveis interferéncias causadas pelo
uso de matrizes organicas convencionais, as alternativas oferecidas pela
nanotecnologia tém sido alvo de pesquisas. Devido as suas propriedades Unicas,
0S materiais nanoestruturados sdo considerados excelentes candidatos ao

processo LDI MS por estudos mais modernos [25].
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Fig. Il-4. Espectros LDI-MS representativos da faixa de massa molecular baixa adquiridos
mediante aplicagdo de 1 pL de solugdo de matriz a-CHCA (A) ou 1 pL de suspensao etandlica
de espuma de silica mesocelular (MCF) (B) que foram separadamente depositados em placa de
MALDI MSP 96.

Considerando as técnicas baseadas em nanomateriais aplicadas no
presente estudo, uma diminuicdo do numero de ions intensos foi observada e é
desejavel para as aplicacdes forenses, o que potencialmente poderia melhorar
a deteccdo de drogas ilicitas e explosivos em impressdes digitais [6,27,28],

dentre outros compostos. No entanto, a reducéao geral na intensidade do sinal
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(eixo y) observada nas abordagens SALDI-MS pode ser um fator limitante para
a deteccao de moléculas presentes em baixas abundéancias relativas, como pode

ocorrer em materiais bioldgicos.

3.3. Analise de impressdes digitais por MCF-LDI MS

O tratamento das IDLs com métodos distintos permitiu a deteccéo de ions
possivelmente relacionados a componentes moleculares enddgenos ou
exogenos (Fig. 11-5). Os ions em m/z 265 e 369 foram detectados nas IDLs de
todos os doadores, quando tratadas com matriz a-CHCA, demonstrando baixa
intensidade e tendo sido previamente relatados por Wolstenholme et al. [4] em
um estudo semelhante, utilizando MALDI-TOF MS. Esses ions, provavelmente,
correspondem a fragmentos dos lipideos enddgenos écido oleico e colesterol,
respectivamente, e ndo foram detectados ao utilizar a suspenséo etandlica da

MCF ou a mistura MCF/p6 magnético para tratar as IDLs.
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Fig. 1I-5. Espectros LDI-MS representativos da faixa de massa molecular baixa de componentes
de impressbes digitais depositadas por doadora diretamente na placa de MALDI MSP 96 e
tratada com matriz a-CHCA (A), suspenséo etandlica de MCF (B) ou mistura de MCF e pé
magnético (C).

Os ions em m/z 494, 522 e 550 foram detectados em todas as amostras

e apresentaram sinais mais intensos em IDLs tratadas com matriz a-CHCA (Fig.
[I-5A) ou a mistura de MCF e pdé magnético (Fig. II-5C). Esses ions
possivelmente correspondem a cations de aménio quaternario que contém
grupos de hidrocarbonetos de cadeia longa, conforme relatado anteriormente por
Manier et al. [29] utilizando espectrometria de massa de ionizacdo por
electrospray (ESI), tendo sido confirmados por determinagdes de massas exatas
e fragmentacao por MS/MS por Keller et al. [30]. Segundo aqueles autores, o ion
em m/z 550,6 corresponde ao dimetildioctadecilamdnio [C3sHsoN]* € 0s ions em
m/z 522,6 [C36H76N]* e 494,6 [CssH72N]* s&o seus fragmentos, sendo
contaminantes comuns em técnicas modernas de espectrometria de massa. No

presente estudo, outro possivel cation de amonio quaternario foi detectado em
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m/z 284 e provavelmente também esta relacionado a presenca de
dimetildioctadecilamonio e seus fragmentos. Uma vez que a fonte mais provavel
desses produtos sdo amaciantes de roupas, conforme discutido no capitulo
anterior (Capitulo I, Fig. 1-6), além de possivelmente serem empregados em
cosméticos e produtos de higiene pessoal [31], sua presenca em IDLs nao
causou estranheza. Além disso, Bradshaw et al. [32] sugeriram que este
composto ocorra devido as atividades diarias de limpeza que levariam a uma
contaminagdo esperada. Os mesmos autores apontaram que o0 uso do ion em
m/z 550 como marcador molecular para o imageamento quimico de IDLs

recuperadas em cenas de crime deve ser incentivado.

Schmidt et al. [33] e Correa et al. [34] relataram a detec¢ao de um conjunto
de cations de amobnio quaternario em cédulas brasileiras de Real auténticas e
carteiras de motorista, respectivamente. De acordo com os trabalhos daqueles
autores, o conjunto de ions em m/z 284, 368, 494, 522 e 550 pode ser utilizado
como identidade quimica para garantir a autenticidade dos documentos. No
entanto, o presente estudo concorda com outros que indicam a omnipresencga
de dimetildioctadecilaménio e seus fragmentos em IDLs [4,7,32,35-38], 0 que
poderia dificultar o uso inequivoco de tais ions para a verificacdo da

autenticidade de documentos que sdo comumente manuseados.

A deteccdo de ions em m/z 733, 761 e 789 ocorreu com maior intensidade
nas IDLs tratadas com a mistura de MCF e p6 magnético (Fig. II-5C), o que pode
indicar uma vantagem desta abordagem para a deteccao de alguns compostos
enddgenos. De acordo com Emerson et al. [39], que estudou triacilglicerois
(TAGs) em um dedo indicador masculino por LDI-TOF MS, o ion em m/z 789
pode ser um TAG oxidado. Além disso, 0s autores argumentam que, ao contrario
dos Oleos alimentares e outras aplicacdes que envolvem quantidades maiores
de analitos, a incorporacdo de um solvente e/ou matriz no esquema de
preparacdo da amostra para as IDLs produziram espectros sem componentes
moleculares de interesse discerniveis na regido dos TAGs. Contudo, se a
deteccdo desses tipos de lipideos, que sdo constituintes conhecidos das
secrecOes da pele humana, pudesse ser favorecida por técnicas de LDI sem
matriz, melhores resultados para essa faixa de massa teriam sido observadas

no Capitulo I. No entanto, quando comparada a ionizagéo utilizando a matriz a-

101



CHCA, as analises de LDI-MS de amostras tratadas com suspensao de MCF ou
a mistura de po resultaram em espectros com intensidade de ions reduzida (eixo
y) (Fig. II-5B e 11-5C). Além disso, foi necessario um aumento da intensidade do
laser (cerca de 90%) para atingir uma intensidade de sinal satisfatéria, o que, de
fato, se mostrou uma desvantagem desta abordagem.

Considerando as abordagens alternativas aplicadas a LDI MS, a melhor
intensidade do sinal foi obtida com o tratamento das amostras com a mistura de
MCF e p6 magnético (Fig. II-5C), quando comparada ao tratamento com a
suspensao etandlica de MCF (Fig. II-5B). Da mesma forma, Ferguson et al.
observaram maior intensidade de sinal e clareza dos detalhes das cristas nas
IDLs tratadas pelo método de aplicagdo de matriz em pé, quando comparado ao
método convencional de aplicacdo por pipetagem [41]. A forma de pd pode
favorecer as interacfes entre o agente ionizante e as goticulas do residuo de

IDLs, favorecendo o processo de ionizacao.

Aparentemente, o tratamento das IDLs com a mistura de MCF e po
magnético ndo apresentou prejuizo no desempenho da revelagcdo, em termos de
detalhes de crista, como mostrado na Fig. lI-2. O suporte MCF sozinho (isto &,
nao misturado com o pé magnético) consiste em um pé branco higroscépico que,
em contato com o residuo de impresséao latente, forma regibes de agregacao
irregular, resultando em uma revelacdo sem nitidez de cristas. Vale ressaltar que
apos analises sucessivas das amostras, 0 método ndo se mostrou destrutivo,
preservando sua adequacdo para fins de identificacdo. Mais testes foram
realizados para avaliar possiveis vantagens do suporte de MCF como agente de
SALDI-TOF MS para anadlise de IDLs. Investigacdes de amostras de um maior
namero de doadores e aproximacdes a cenarios mais realistas, incluindo IDLs
reveladas e decalcadas de outras superficies, e transferidas para a placa foram

discutidos nas secdes subsequentes.

A abordagem apresentada utilizando a mistura de MCF e pé magnético
demonstrou reprodutibilidade, uma vez que os espectros obtidos para diferentes
regides da mesma impressao latente demonstraram ions muito similares para
cada doador (Fig. 1I-6). Os resultados sugerem que alguns ions podem ser Uteis
para distinguir IDLs de individuos distintos, como o ion em m/z 372, detectado
apenas na amostra do doador de 20 anos. Esse tipo de informagé&o pode ser util
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para estabelecer uma conex@o quimica entre borrbes e impressdes digitais

nitidas que tenham sido produzidos por um mesmo individuo, conforme sugerido

por van Dam et al. [40].
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Fig. 1-6. Espectros LDI-MS representativos da faixa de massa molecular baixa de componentes
de impressdes digitais depositadas por uma doadora de 28 anos, e doadores de 20 e 34 anos
diretamente em uma placa de MALDI MSP 96 e tratadas com mistura de MCF e p6 magnético.
Cada espectro de um mesmo doador corresponde a uma regido distinta da impresséo tratada,
conforme ilustrado na Fig. 1I-2.
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3.4. Outras abordagens

3.4.1. Avaliagdo das IDLs de 20 doadores por SALDI-TOF MS utilizando a
mistura de MCF e p6 magnético

As figuras 11-7 e 11-8 apresentam os espectros obtidos para as IDLs de 20
doadores tratadas pela mistura de MCF ao pdé magnético utilizado para a
revelacdo das amostras produzidas sobre a placa de MALDI. Os resultados
apontaram que, considerando homens e mulheres de diferentes idades, assim
como os resultados obtidos anteriormente, ha maior prevaléncia de ions
detectados na faixa de m/z de 100 a 600, sendo que os ions em m/z 550, 522,
494, 284 e 113 foram os mais frequentes nas amostras dos doadores. A
deteccdo de ions possivelmente relativos ao surfactante catibnico
dimetildioctadecilamonio, cuja origem provavel é o amaciante de roupas néo
causou surpresas, uma vez que os mesmos ions foram detectados em IDLs
pelas estratégias de LDI-TOF MS e MALDI-TOF MS (Capitulo ), além de ja
terem sido relatados em varios outros trabalhos de investigacéo quimica de IDLs
[4,7,32,35-38].
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Fig. II-7. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa

adquiridos em IDLs tratadas com a mistura de MCF e p6 magnético, de doadores n° 1-10, todos

do género feminino. *ions presentes no controle m/z 116, 211, 268.
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Fig. 1I-8. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa
adquiridos em IDLs tratadas com a mistura de MCF e p6 magnético, doadores n° 11-20, todos

do género masculino. *ions presentes no controle m/z 127, 211, 268.

Observaram-se valores de média coincidentes para abundancia de ions
por espectro, para amostras produzidas por doadores do género masculino

(média = 32) e feminino (média = 32), apesar das maiores frequéncias no uso de
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medicamentos ou de cosméticos relatadas por mulheres (Tabela I1-1). Chamou
a atencdao o fato do ion em m/z 368 ter sido detectado com maior frequéncia em
doadores do género feminino (Fig. II-7, doadores n° 2, 4, 10 e Anexo V). Nao
foram detectados possiveis aminoécidos, diferentemente do observado por Lim
et al. [26] utilizando nanoparticulas de silica. A baixa intensidade dos ions em
m/z 211 e 268 ndo permitiu confirmar a prévia sugestédo de sua utilizacdo como

calibrantes internos.

N&o foram encontradas prevaléncias de outros ions que pudessem estar
relacionados a agrupamentos especificos como género, tabagismo, uso de
medicamentos, ingestdo de café ou outros héabitos. Logo, a abordagem
empregada revelou que a mistura de MCF ao p6 magnético para o tratamento
de IDLs, apesar de efetivamente ndo comprometer a capacidade de revelacao
do p6 magnético, ndo se mostrou plenamente adequada ao emprego nhas rotinas
periciais para analises quimicas de IDLs. Tal conclusdo se deve as baixas
intensidades dos ions detectados e ao consideravel ruido de fundo nos
espectros, 0 que acabou tornando esses resultados bastante semelhantes
agueles obtidos para LDI-TOF MS (sem tratamento) (Capitulo I, Figuras I-4 e I-
5, e(Anexo Il).

Considerando cenérios reais em que os pés de fina granulacdo sédo
empregados para a revelacdo de IDLs, normalmente se preocede ao decalque
das impressoes, apos a aplicacdo do po, para analise e posterior arquivamento
dos vestigios relacionados ao crime. Para Vviabilizar este protocolo,
acrescentando a ele uma eventual abordagem por SALDI-TOF MS, seria
necessario recolher as IDLs de sua superficie original, preferencialmente com
uma fita dupla face para que pudesse ser transferida para a placa de MALDI e
ser submetida ao equipamento. Tal procedimento poderia gerar perdas de
analitos, conforme discutido por Bradshaw et al. [42,43].

3.4.2. Funcionalizagao do suporte de MCF

A funcionalizagéo do suporte de MCF com a matriz a-CHCA utilizando
APTES, descrita no item 2.2 ndo apresentou quaisquer melhorias nas deteccdes

de componentes quimicos em IDLs e nem na intensidade de sinal.
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Também né&o foi obtido sucesso nas aquisi¢ces para IDLs decalcadas de
outras superficies, pois, aparentemente, o material adesivo da fita dupla face

afetou o processo de dessorcdo dos analitos presentes.

4. CONCLUSAO

As abordagens por espectrometria de massa podem permitir analises
guimicas de moléculas endogenas e exdgenas presentes em IDLs, adicionando
informacdes valiosas as investigacbes. Métodos que contornem as interferéncias
causadas por matrizes convencionais em analises quimicas de moléculas
pequenas podem ser vantajosos e, no presente capitulo, foi obtido éxito na
ionizacdo de componentes de IDLs utilizando uma mistura de MCF e po
magnético. Apesar da reprodutibilidade nas abordagens de SALDI-TOF MS ter
sido capaz de apontar para a possibilidade de conectar borrdes e impressoes
nitidas em um primeiro momento, ao investigar a aplicacdo em uma amostra de

20 individuos, nédo foi constatada uma unicidade quimica individual detectavel.

Considerando as aplicacdes forenses de nanomateriais para técnicas de
LDI-TOF MS na analise de amostras biologicas, os materiais a base de silica
devem ser investigados mais profundamente, incluindo a funcionalizacdo da
superficie para a deteccdo de moléculas especificas e deteccao na faixa de

massa molecular baixa.
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CAPITULO III

NANOPARTICULAS METALICAS PARA A REVELAGCAO E ANALISE
QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS LATENTES POR SALDI-TOF MS

Prata
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q

revelacao

IDL

SALDI MS

i [N ull

mz

Fig. lll-1. Resumo gréafico do Capitulo Ill. Nanoparticulas metdlicas sintetizadas por rota verde
foram utilizadas para o tratamento de IDLs visando a sua revelacéo e andlise quimica por SALDI-
TOF MS.
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RESUMO

Os avancos na nanotecnologia tém incluido o desenvolvimento de novas
técnicas para a deteccdo de impressdes digitais latentes (IDLs). Considerando
os diferentes tipos de nanomateriais e suas aplicacdes, as nanoparticulas
metalicas tém sido utilizadas como agentes reveladores de IDLs presentes em
superficies ndo adequadas aos métodos tradicionalmente estabelecidos. O
presente Capitulo Il explorou uma nova abordagem utilizando nanoparticulas de
prata (AgNPs) e de ouro (AuNPs) produzidas por rotas de sintese verde para a
revelacdo de IDLs em uma superficie metalica ndo porosa e molhada.
Impressdes digitais naturais, sebaceas e écrinas foram produzidas sobre folhas
de papel aluminio comerciais por doadores distintos e mantidas em uma
suspensao de AgNPs ou AuNPs em recipientes individuais. As nanoparticulas
metélicas também foram avaliadas como alternativas as matrizes convencionais
em espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcao a laser. As impressdes
reveladas apresentaram cristas de coloracdo marrom escura com detalhamento
nas amostras naturais ou sebaceas. As abordagens de espectrometria de massa
apresentaram algumas vantagens, sendo que as AgNPs favoreceram a
deteccdo de componentes enddgenos e exdgenos das IDLs. A sintese verde de
nanoparticulas metdlicas pode oferecer um novo método econdmico,
ecologicamente amigavel e escalonavel para a revelacdo de IDLs em superficies

metalicas molhadas ou submetidas a umidade.

PALAVRAS-CHAVE: AgNPs, AuNPs, ciéncia forense, espectrometria de

massa, impressoes digitais.
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ABSTRACT

Advances in nanotechnology have included the development of new techniques
and protocols for latent fingermarks (LFMs) detection. Considering the different
types of nanomaterials and their applications, metal-based nanoparticles have
been explored as developers for latent fingermarks present on surfaces that are
not suitable for the traditionally established methods. The present Chapter Il
explored a new approach using green synthesized silver nanoparticles (AgNPSs)
and gold nanoparticles (AuNPs) for latent fingermarks development on a non-
porous wetted metallic surface. Natural, groomed, and eccrine fingermarks were
produced by three distinct donors over commercial aluminum foils and were
maintained in a suspension of green synthesized AgNPs or AuNPs in individual
recipients. The metallic nanoparticles were also evaluated as alternatives for
conventional matrices on laser desorption/ionization mass spectrometry. The
developed fingermarks showed dark-brownish ridges and presented fine ridge
detail in natural or groomed fingermarks. Mass spectrometry approaches showed
some advantages, and the AgNPs favored the detection of endogenous and
exogenous components present in the marks. Green synthesized metallic
nanoparticles may offer a new cost effective, eco-friendly, and easily scaled up
method for application in metallic surfaces that have been wetted or submitted to

moisture.

KEYWORDS: AgNPs, AuNPs, fingerprints, forensic science, mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem sido explorada para o
fornecimento de novas possibilidades em ciéncias forenses, incluindo a detecgao
e tratamento de impressfes digitais latentes (IDLs) [1]. Dentre as possiveis
vantagens da escala nanométrica esta a elevada razao entre a area de superficie
e o volume de nanoparticulas, o que é bastante desejavel para a obtencao de
seletividade e sensibilidade em aplicacdes baseadas nas interagbes de
superficies [2]. Além disso, outros atributos fisicos, como a possibilidade de
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas [3], caracteristicas Opticas
Unicas [1] e propriedades de transporte de elétrons [2] podem ser bastante Uteis,
se empregadas para a deteccdo de IDLs. Assim, a nanotecnologia tem
apresentado resultados inovadores no campo da pericia papiloscopica, tendo
mostrado resultados mais atraentes do que aqueles produzidos por métodos

historicamente estabelecidos [1,5].

As IDLs consistem de misturas complexas envolvendo as secrecfes da
pele, podendo incluir contaminantes, que séo transferidas da superficie da pele
as superficies de objetos tocados [5]. Sdo vestigios materiais importantes no
cenario forense, pois geralmente sao indicativos da presenca de pessoas e da
manipulacdo de objetos e materiais encontrados em locais de crime.
Normalmente, as IDLs encontram-se invisiveis e exigem que um ou mais
agentes fisicos ou quimicos, chamados de “agentes reveladores”, estabelecam
contraste entre as cristas e 0s sulcos da impresséao [6], o que é essencial para
concluir o processo de identificagéo.

O trabalho de reviséo desenvolvido por Girod et al. [5] demonstrou que as
IDLs apresentam uma elevada diversidade de compostos naturais, que podem
ser de origem écrina ou sebacea. Os de origem écrina sdo proteinas,
aminodacidos, ureia, ambnia, acido drico, creatinina e sais. Ja os de origem
sebacea sdo os acidos graxos, ésteres graxos, diacilglicerois, triacilglicerois,
colesterol e esqualeno. Além disso, podem estar presentes nas IDLs alguns
contaminantes que podem ter importancia forense, como farmacos, explosivos
e drogas de abuso [7-9]. Sabe-se que alguns fatores podem alterar a qualidade

da revelacdo de IDLs, sendo necessaria a investigagao sistematica da interagédo
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fisico-quimica especifica ou inespecifica entre determinados materiais e 0s

componentes das IDLs.

Além das nanoparticulas de silica [3,10], os pontos quanticos (QDs) [11-
13] e nanocompostos [14-16], as nanoparticulas metalicas tém oferecido
resultados bastante promissores para a revelacédo de IDLs [2,17-20]. Dentre as
nanoparticulas metélicas de maior interesse, as nanoparticulas de ouro (AuNPSs)
tém sido mais comumente empregadas, provavelmente devido a estabilidade do
ouro frente a oxidagdo, tendo sido utilizadas na técnica de deposicdo multi
metalica (MMD) para a revelacdo de impressoes digitais [21]. A técnica se baseia
na deposicao de ouro coloidal no residuo das IDLs seguido da reducéo da prata
na superficie do ouro [2,6,21,22], e é indicada tanto para a recuperacgéo de IDLs
em superficies porosas quanto em superficies ndo porosas, secas ou molhadas
[23].

Algumas pesquisas mostraram ainda a possibilidade de funcionalizagao
das AuNPs permitindo o aprisionamento de moléculas de corantes, inclusive
fluorescentes, nas cavidades da ciclodextrina (agente de cobertura), visando a
utilizacdo da fluorescéncia para a acentuacdo de contraste nas IDLs [18].
Stauffer et al. propuseram a técnica de deposicdo uni metélica (SMD) em
substituicdo a técnica de MMD, adicionando hidroxilamina e cloreto aurico as
IDLs tratadas com o ouro coloidal [24]. Outro agente revelador consagrado é o
chamado “revelador fisico de prata” (Ag-PD), o qual se baseia na interacao entre
nanoparticulas de prata (AgNPs) (ou prata coloidal) e o0s constituintes
hidrofébicos do residuo das impressoées digitais [25], utilizando um sal de ferro
para a reducdo do nitrato de prata aquoso [26]. Este método foi consolidado
como um reagente para a revelacao de IDLs em superficies porosas, como

papeis, podendo ser aplicadas nestas superficies quando imidas ou molhadas.

Uma vez que os métodos de sintese quimica de nanoparticulas, como
ocorre na sintese de alguns reveladores tradicionais a base de metais para IDLs,
resultam em alguns componentes toxicos que, se absorvidos, podem ter efeitos
Nocivos aos usuarios e principalmente ao ambiente, as rotas de sintese verde
tém sido investigadas. Destacam-se caracteristicas eco amigaveis e rotas mais
baratas, além de utilizarem propriedades redutoras de extratos de recursos
bioldgicos, incluindo plantas [27]. Tais vantagens séo particularmente relevantes
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para solu¢des tecnoldgicas destinadas ao uso em larga escala, como é o caso
dos agentes reveladores de IDLs, empregados em locais de crimes e

laboratorios dos Institutos de ldentificacéo.

A utilizacdo de nanoparticulas metalicas em espectrometria de massa por
ionizacao/dessorcdo a laser assistida por superficie (SALDI MS) tem sido
avaliada para analises de pequenas moléculas [28-30], incluindo a andlise
forense de IDLs por imageamento quimico por meio de AgNPs-LDI MS [31]. O
mecanismo mais aceito é de que a energia do laser dissocia a interacao entre o
analito e a superficie das AgNPs, transportando o analito para a fase gasosa
[32]. Vantagens como uma alta tolerancia a sais, eliminacdo de interferéncias de
ions relacionados as matrizes convencionais, reprodutibilidade e presenca de

calibrantes internos também tém sido apontadas pelos autores [28].

No presente Capitulo Il foi explorada uma nova abordagem utilizando
suspensdes de AgNPs e AuNPs sintetizadas por rotas de sintese verde para a

revelacao direta de IDLs produzidas sobre uma superficie metalica molhada.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais

Acido a-ciano-4-hidroxicindmico (a-CHCA), acetonitrila (ACN) e &cido
trifluoroacético (TFA) foram adquiridos de Bruker Daltonics, JT Baker e
Mallinckrodt, respectivamente. Nitrato de prata (AgNOs) e cloreto de ouro (llI)
hidratado foram adquiridos de Prat-Lab Brasil e Sigma-Aldrich, respectivamente.
Propanol (99%) (Vetec), metanol (Vetec) e hipoclorito de sédio (1%) foram
obtidos de representantes comerciais locais. Acido citrico monoidratado (Vetec)
foi utilizado para o ajuste de pH das suspensbes de AgNPs. Também foi
adquirido um amaciante de roupas de uso comercial (Mon Bijou) em um mercado

local.
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2.2. Sintese e caracteriza¢do das nanoparticulas metalicas

O extrato das folhas de uma planta nativa do bioma Cerrado foi utilizado para
a sintese verde das nanoparticulas de prata (AgNPs) ou de ouro (AuNPSs),
produzidas de acordo com o protocolo descrito por Bonatto e Silva [33]. A sintese
foi monitorada por espectrofotometria de Iluz visivel utilizando o
espectrofotometro UV-Vis Q898U (Quimis, Brasil) no comprimento de onda de
450 nm durante 2,5 h, com o uso de cubetas de plastico de 1 cm de comprimento.
Ao final da sintese, as amostras foram caracterizadas opticamente como a curva

de absorcao a 350-550 nm para avaliar o pico de absor¢ado maximo.

2.3. Espalhamento de luz dinAmico e potencial Zeta

O diametro hidrodinamico e o indice de polidispersividade (Pdl) das
AgNPs ou AuNPs foram analisados por espectroscopia de correlacdo de fotons
(espalhamento de luz dindmico - DLS) e o potencial Zeta por mobilidade
eletroforética. As medi¢gdes foram adquiridas utilizando um equipamento
ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) com laser He-Ne (4 mW) operando
a 633 nm e deteccdo de luz em 173°. Trés medi¢des foram realizadas em modo
automatico, a temperatura ambiente e os dados adquiridos foram processados

utilizando o programa ZetaSizer, versao 7.11.

2.4. Amostragem e preparagao das IDLs para os ensaios de revelacao

Impressbes digitais naturais, sebaceas e écrinas dos dedos indicador e
médio direitos foram depositadas individualmente sobre folhas de papel aluminio
comercial por trés doadores ndo fumantes: uma mulher de 29 anos, um homem
de 33 e outro de 40 anos. Além disso, todos declararam ter uma dieta omnivora,
sem disturbios de pele e ndo utilizavam nenhum medicamento durante o periodo
do experimento. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia/Processo UnB
n°. 65610716.5.0000.5558.

As impressdes naturais foram produzidas sem lavagem ou preparacao

prévia. As impressdes sebaceas foram produzidas a partir de um toque na testa
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e na regido do nariz. As impressdes écrinas foram produzidas ap6s cada doador
lavar as maos com agua e sabao e, em seguida, manter a méao direita dentro de
um saco plastico por 20 min, para estimulo da sudorese, conforme Ferguson et
al. [34]. As amostras foram imediatamente tratadas ou deixadas a 25°C e 50%
de R.H em incubadora durante 7 dias antes do tratamento. Cada IDL depositada
sobre folha de aluminio foi separada cuidadosamente em tiras com uma tesoura
no intuito de evitar danos devido ao manuseio das amostras. Cada tira foi
depositada, individualmente, em placa de Petri com diametro de ~50 mm e
numerada. Foram adicionados 5 mL da suspensdao de AgNPs a cada placa,
tendo em seguida sido cobertas e mantidas a 25°C e 50% de R.H. no escuro por

um periodo de 24 h.

Adicionalmente, IDLs sebaceas de uma doadora ndo fumante de 22 anos
e de um doador ndo fumante de 34 anos foram depositadas sobre folhas de
papel aluminio para avaliacdo da revelagcao por deposicao multi metalica (MMD).
Foi realizado um tratamento inicial com suspensdo de AuNPs, seguido de
lavagem e tratamento com suspensao de AgNPs, conforme o protocolo para
MMD estabelecido por Sametband et al. [22]. Também foi avaliada a revelacao
de IDLs submetidas apenas a solucdo de AgNPs em diferentes valores de pH
acido, regulado por concentracdo de acido citrico, visando o favorecimento de
interacdes eletrostaticas entre as AgNPs e componentes das IDLs. Esse
tratamento tratamento foi realizado pela imersdo das IDLs sobre tiras de papel

aluminio em suspensado de AgNPs pelo periodo de 2 h ou 96 h.

2.5. Avaliacéo de qualidade da revelacéo

Para a afericdo da qualidade da revelacao, as impressfes reveladas foram
avaliadas considerando o quantitativo de detalhes de nivel 2 em cristas Visiveis
e foram fotografadas. Uma das IDLs reveladas foi submetida a uma ferramenta
de extracdo de minudcias de sistema AFIS para quantificacdo e reconhecimento
computadorizado (Dynamic Matching Array, NEC Latin America, v. 1.0). Essa
impressao também foi submetida a pesquisa em uma base biométrica de 3,5
milhdes de pessoas instalada no Instituto de Identificacdo da Policia Civil do
Distrito Federal.
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2.6. Instrumentacéo e preparacao de amostras para SALDI-TOF MS

As analises quimicas foram realizadas utilizando um equipamento
AutoFlex Speed MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com
um laser de nitrogénio (337 nm) com calibracdo externa (ions de matriz a-CHCA
em 190,04 e 379,09 m/z), em modo refletido positivo, na faixa de m/z 100 a 1000,
com 100 disparos do laser por ponto (2000 disparos por espectro). Foi aplicado
1 pL de matriz a-CHCA (10 mg/mL de a-CHCA em 70:30 ACN-0,5% TFA aq.)
ou suspensédo de AgNPs ou de AuNPs (1 mM equivalente ao sal metélico) em
pocos individuais da placa de aco (MTP 384, Bruker Daltonics) livres e onde as
amostras de IDLs estavam presentes. Os reagentes depositados foram secados

a temperatura ambiente antes das analises de MALDI/SALDI.

Um método proprio de reposicdo, mistura e homogeneizacdo das
secrecdes da pele, com o objetivo de simular a condicao natural da pele para a
producdo das amostras de IDLs, foi utilizado de acordo com protocolo de Barros

et al. [35], consistindo em:

(1) esfregaco das palmas nos antebracos por 10 s;
(2) leve toque na testa com a palma esquerda;

(3) esfregaco das palmas entre si por 10 s.

As IDLs foram produzidas a partir de um toque de média pressao do dedo
indicador direito dos doadores em diferentes areas de uma mesma placa de
MALDI MS, de modo a n&o ocorrer sobreposicéo entre as IDLs depositadas. A
producdo das amostras se deu ap0s assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Humana da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia/Processo UnB n°. 65610716.5.0000.5558 (ANEXO I).

Todas as andlises foram conduzidas em trés regifes distintas (pocos) da
mesma IDL, permitindo uma avaliacdo de reprodutibilidade. Também foi aplicado
1 yL de amaciante de roupas comercial (1:10 H20) sobre a placa, em triplicata,

e deixado a secar a temperatura ambiente e analisado de maneira similar.
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2.7. Doadores de IDLs para avaliagao por SALDI-TOF MS

Foram selecionados seis doadores, entre homens e mulheres de
diferentes idades, para a producdo das IDLs para tratamento com AgNPs ou
AuNPs visando a andlise quimica na faixa de massa molecular baixa. As

seguintes perguntas foram submetidas aos doadores:

1) Qual a sua idade?

2) Possui dieta especifica? (ex: vegetariano, vegano)

3) E fumante? Se sim, quantos cigarros por dia?

4) Faz uso frequente de algum medicamento? Se sim, qual ou quais?

5) Utilizou algum medicamento nas ultimas 24 h? Se sim, qual ou quais?
6) Tomou banho pela manha (antes de doar suas impressoées)?

7) Utilizou cosméticos como xampus, sabonetes, cremes, protetor solar e/ou

maquiagem nas horas que antecederam o exame? Se sim, quais?

8) Possui 0 habito de lavar a louca e/ou realizar a faxina em casa sem o uso de

luvas?

9) Tem contato frequente com algum produto quimico especifico (exceto

cosméticos)?
10) Ingeriu café (bebida) pela manha (antes de doar suas impressées)?

Os doadores também foram questionados a relatar sobre doencas
congénitas ou crbénicas que possuissem, incluindo quaisquer anormalidades. A
Tabela 1llI-1 apresenta as informacfes dos doadores baseadas em suas

respostas.

Tabela 1ll-1. Informagdes dos doadores de IDLs para analise por SALDI-TOF MS utilizando
nanoparticulas metdlicas.

Tratamento  Género Idade Dieta Tabagismo Medicamento Banho Cosmético Café
AgNPs F 26 Nao Nao Progesterona Nao Prot. solar N&o
AgNPs M 48 Nao Nao Rosuvastatina Sim Né&o Sim
AgNPs F 33 Sim* N&o Vitaminas Sim  Creme/Maquiagem N&o
AuNPs F 23 Nao Nao N&o Sim Maquiagem Sim
AuNPs M 27 Nao Sim (2) N&o N&o Creme Sim
AuNPs F 22 N&o N&o N&o Ndo Creme/Maquiagem Sim

*ndo ingestdo de carne vermelha
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2.8. Protocolo de limpeza da placa

Notou-se que ap0s a aplicacao de nanoparticulas metalicas sobre a placa
de MALDI, os protocolos tradicionais para a limpeza da placa mostraram-se
ineficientes para a remocao dos sinais, principalmente, dos ions da prata.
Portanto, foi adotado um protocolo de limpeza de placa, desenvolvido no ambito

desta pesquisa, com as seguintes etapas:

(1) mergulhar a placa em solucdo de hipoclorito de so6dio a 1% em agua
deionizada (1:3 v/v);

(2) manter por 20 min sob agitacdo mecanica;

(3) limpeza mecanica da superficie com lenco de papel de limpeza;

(4) mergulhar a placa em solucédo de isopropanol e metanol;

(5) manter por 20 min sob agitacdo mecanica;

(6) limpeza mecanica da superficie com lenco de papel de limpeza.

A adocdo deste protocolo contornou a necessidade de realizar um

eventual polimento para a remocao dos ions metélicos adsorvidos na placa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacdo das nanoparticulas metalicas

O diametro nanométrico e o Pdl moderado das AgNPs e das AuNPs foram
confirmados pela andlise por DLS (Fig. IlI-2). Para as AgNPs foi obtido um
didmetro hidrodindmico médio de 25,94 + 0,30 nm e um PdI de 0,659 + 0,085;
enguanto para as AuNPs os valores foram de 94,26 + 4,53 nm e 0,353 + 0,041,
respectivamente. Além disso, as AgNPs apresentaram um potencial Zeta de -
33,4 £ 2,6 mV, indicando uma estabilidade coloidal moderada. Ja as AuNPs

apresentaram um potencial Zeta de 23,8 £ 2,3 mV.
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Fig. lll-2. Curvas de distribuicdo de diametros hidrodinamicos (dados em ndmero %) obtidas por
espalhamento de luz dindmico das nanoparticulas de prata (AgNPs) (A) e nanoparticuclas de
ouro (AuNPs) (B) sintetizadas por rota verde.

A mudanca de cor da suspensao e andlise espectrofotométrica foram
utilizadas para monitoramento do sucesso da formagdo de AgNPs. As AgNPs
absorvem radiacdo na regido visivel do espectro eletromagnético e as
propriedades Opticas sdo diretamente relacionadas a ressonancia plasmonica de
superficie (RPS) [36-37]. O pico maximo observado em comprimento de onda de

420 nm indicou a formacéo e correspondeu a RPS das AgNPs.

Véarios estudos relataram a possibilidade de aplicacbes de AgNPs
produzidas por rotas de sintese verde em catalise [38], sensores [39],
biomedicina e medicina [40—42]. No entanto, ainda n&o havia relatos na literatura
sobre o uso dessas particulas para a revelagdo de impressdes digitais latentes,

sendo este artigo pioneiro quanto a essa aplicacao.

3.2. Revelacao das IDLs

Em geral, foram obtidas revelacbes de boa qualidade ao utilizar a
suspensao de AgNPs para o tratamento de IDLs naturais ou sebaceas, com um
contraste maior entre cristas e sulcos observado para as amostras envelhecidas
(Fig. llI-3A). As IDLs reveladas apresentaram cristas de coloragdo marrom-
escura e, embora pontilhadas em alguns casos, apresentaram detalhes nitidos
das cristas, resultados, em termos visuais, bastante parecidos aos obtidos a

partir do emprego do revelador fisico de prata (AgPD) para o tratamento de IDLs
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por de la Hunty et al. [25]. Observou-se um contraste menos pronunciado para
IDLs mais recentes (Fig. 111-3B, 111-3C). As IDLs écrinas nao foram reveladas pelo

método empregado.

Fig. llI-3. Revelagdo de impressdes digitais depositadas sobre folha de aluminio por suspensao
de AgNPs sintetizadas por rota verde, ao longo de um periodo de 24 h: impressdo sebacea
produzida por doadora de 29 anos e tratada sete dias ap6s sua aposicdo (A); impresséo sebacea
produzida por um doador de 33 anos e tratada imediatamente apds sua aposicao (B); impresséo
digital natural produzida por doador de 40 anos e tratada imediatamente apds sua aposic¢ao (C).

As tentativas de revelacdo de IDLs utilizando a suspensdo de AUNPs néao
obtiveram éxito, mesmo com a aplicacdo sequencial da suspensao de AgNPs.
Uma possivel explicacdo se refere a carga de superficie obtida para as AuNPs
sintetizadas para o presente estudo. De acordo com alguns autores, o0
mecanismo de revelacdo por essa técnica se baseia na ligacao entre as AUNPs
carregadas negativamente e os componentes de carga positiva do residuo das
IDLs [21,22,43]. Tal hipétese subsidia a exigéncia de redugcdo de pH nas
solucbes, em atendimento ao protocolo adotado [22]. Nesse sentido, as
revelacbes utilizando a suspensdo de AgNPs, carregadas negativamente,
apresentaram melhores resultados para valores &cidos de pH (Fig. 1l1-4),
dispensando a etapa de tratamento com o ouro coloidal. O resultado do
tratamento visando a revelacdo de IDLs em papel aluminio foi mais bem-
sucedido, em termos qualitativos, para o periodo de 96 h nas faixas de pH de

2,5 e 4,5 (Fig. I1-4C, 111-4D).
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Fig. lll-4. Tratamento de IDLs de doador do género masculino depositadas sobre folha de
aluminio nos seguintes periodo e condi¢édo de tratamento com a suspensao de AgNPs: 2h, pH =
1 (A); 2h, pH = 2,5 (B); 96h, pH = 2,5 (C); 96h, pH = 4,5 (D).

O mecanismo envolvido na interacdo entre as nanoparticulas e o residuo
de IDLs permanece sendo alvo de pesquisas. Conforme mencionado, a hipétese
de interacdo eletrostatica afirma que particulas carregadas negativamente sao
atraidas por componentes carregados positivamente, como aminoécidos,
proteinas e lipidios insaturados, formando, assim, sitios de nucleagcdo para
agregacdo adicional de particulas [44,45]. Uma vez que esta hipotese foi
recentemente questionada para a deteccdo das IDLs [46], o potencial Zeta
negativo de AgNPs pode n&do desempenhar um papel tdo significativo neste
processo. E possivel que as moléculas do extrato vegetal (por exemplo, fenois e
alcoois) que participam como agentes redutores e de cobertura, também possam

apresentar afinidade quimica por moléculas presentes no residuo das IDLs.

A IDL revelada e submetida a ferramenta de extracdo de minucias
apresentou um numero bastante satisfatério de mindcias reconhecidas
automaticamente (em torno de 70 mindcias) e boa acentuacéo do contraste entre
cristas e sulcos apds o uso de filtros de imagem apropriados (Fig. IlI-5). O
elevado numero de minucias reconhecidas normalmente corresponde a um
resultado positivo na pesquisa por correspondéncia com padrdes em um banco

de dados com 3,5 milhdes de individuos.
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Fig. llI-5. IDL identificada apés revelagdo com AgNPs obtidas por rota verde e equalizacédo de
contraste seguida da extracdo de mindcias em uma ferramenta de sistema AFIS. As marcacdes
verdes e azuis representam terminac¢@es de linha e bifurcacdes, respectivamente.

De acordo com Sodhi e Kaur [26], o AgPD tradicional é utilizado para
detectar IDLs em luvas de latex, superficies de borracha, lados adesivo e ndo
adesivo de fitas adesivas, madeira, porcelana, tecidos sintéticos e diferentes
tipos de papel. A revelacdo de IDLs em papel aluminio a partir do tratamento
com AgNPs sintetizadas por rota verde se mostrou viavel para a aplicacdo em
superficies metalicas molhadas ou submetidas a umidade.

3.3. AgNPs para SALDI-TOF MS

Considerando as inconveniéncias das matrizes comerciais para analises
por MALDI-TOF MS, abordagens alternativas tém sido investigadas para
alcancar uma deteccdo acurada de pequenas moléculas [32]. Os espectros de
massa para a solucédo de AgNOs3 ou suspensédo de AgNPs foram obtidos na faixa
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de massa molecular baixa, tendo sido menos ruidosos que o0s obtidos para a
matriz a-CHCA (Fig. 11I-6A). Os mesmos ions detectados no espectro da solucdo
de AgNOs (Ag*, Agz* e Ags*, respectivamente nas m/z 106,9; 215,8 e 322,7) (Fig.
[11-6B) apresentaram uma intensidade relativa pelo menos 20x maior para as
AgNPs sintetizadas por rota verde (Fig. 11I-6C). Os ions correspondentes a Agas*
(m/z 431,6) e Ags* (m/z 538,5) também foram detectados mas apresentaram
uma intensidade menor do que aquela observada para os ions citados
anteriormente (destaques da Fig. IlI-6C). Os ions da prata tém sido apontados
como bons candidatos para a calibragao interna, possivelmente oferecendo uma
vantagem para a melhoria de acuracia na deteccao [28-31]. Além disso, como
apresentado por Lauzon et al. [47], os ions da prata podem ser facilmente
determinados pela presenca do padrdo isotépico de °’Ag e %°Ag, com
abundancias relativas de 52% e 48%, respectivamente. Outras possiveis
vantagens das AgNPs em LDI-TOF MS incluem a sua confiabilidade e janela
estreita de ions, alta resolucao, auséncia de sweet spots (0 que representa maior

homogeneidade nas amostras) e uma ampla variedade de aplicacdes [28].
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Fig. ll-6. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa de
matriz a-CHCA (A), solugcédo de AgNO:z (B) e suspensdo de AgNPs sintetizadas por rota verde

(C). Os destaques apresentam os ions de menor intensidade correspondendo a Ags* e Ags*.

3.4. Andlise de IDLs por AgNPs-LDI MS

Os ions detectados em m/z 112,9 e 123,9 foram observados com maior
intensidade nas IDLs tratadas com a suspensao de AgNPs (Fig. lllI-7), mas
também foram detectados na amostra controle de AgNPs. Os ions observados
em m/z 129,9 e 131,9 foram anteriormente sugeridos para a localizacdo de
cristas em IDLs por técnicas de imageamento quimico [28], possivelmente
correspondendo a [*°7Ag.Na]* e [%°Ag.Na]*, respectivamente. Uma das
provaveis fontes de sodio € a secrecdo das glandulas sudoriparas écrinas
presentes em abundancia nas regides de pele espessa do corpo. O ion intenso
em m/z 139,9 foi exclusivo para as IDLs, no presente estudo, pois ndo foi
detectado na amostra controle da suspensao de AgNPs. Para valores de m/z
maiores, os resultados foram semelhantes aos apresentados na literatura,

especificamente ao ja citado estudo de Lauzon et al. [47], que investigou IDLs
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tratadas com a prata metalica por LDI-TOF MS. Tais detec¢Bes possivelmente
correspondem aos ions resultantes da interacéo dos ions da prata com lipideos:
[M+197Ag]*, m/z 363,1 (4cido palmitico), m/z 389,1 (acido oleico) e m/z 517,3
(esqualeno), com algumas diferengas em intensidades relativas (destaques na
Fig. lI-7). Em algumas IDLs, o ion em m/z 286,9 apresentou uma consideravel
intensidade (Fig. IlI-7C, destaque), mas sua identificacdo precisara ser

futuramente confirmada.
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Fig. lll-7. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa de
componentes detectados em IDLs de uma doadora de 26 anos (A), um doador de 48 anos (B) e
uma doadora de 33 anos (C) tratadas com a suspensdo de AgNPs sintetizadas por rota verde.
Os destaques mostram ions de menor intensidade com o padréo isotopico da prata.

Os ions em m/z 550,6, 522,6 e 494,6 podem corresponder ao componente
exégeno dimetildioctadecilamonio e seus fragmentos. Tais componentes s&o
comumente detectados em IDLs por diferentes abordagens [47-50] e sua

provavel fonte € o amaciante de roupas comercial, uma vez que ions de maior
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intensidade relativa foram detectados pela analise da amostra do amaciante de
roupas por LDI-TOF MS livre de matriz (Fig. I11-8).
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Fig. llI-8. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa de
componentes detectados em amaciante de roupa comercial (sem tratamento) (A); IDL de uma
doadora de 26 anos tratada com matriz a-CHCA (B); e IDL da mesma doadora tratada com a

suspenséo coloidal de AgNPs sintetizadas por rota verde.

3.5. AuNPs para SALDI-TOF MS

Assim como para as AgNPs, os espectros para a suspensdo de AuNPs
foram obtidos na faixa de massa molecular baixa, tendo, da mesma forma,
apresentado menos interferentes que os obtidos para a matriz a-CHCA (Fig. IlI-
9). Os ions detectados no espectro de massa da suspensdo de AuNPs foram
Au*, Auz* e Aus*em m/z 196,9; 393,9 e 590,9, respectivamente. Diferentemente
da prata, o ouro é considerado o elemento monoisotopico de maior massa,

apresentando apenas '°’Au como isétopo estavel [51]. A intensidade de sinal
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(eixo y) da amostra de AuNPs (Fig. 11I-9B) mostrou-se muito inferior quando
comparada a amostra de AgNPs (Fig. IlI-6C).
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Fig. l11-9. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa de matriz
a-CHCA (A) e suspensédo de AuNPs sintetizadas por rota verde (B). Os ions nas m/z 196, 393 e
590 correspondem, respectivamente, a Au*, Auz* e Aus*.

3.6. Analise de IDLs por AuNPs-LDI MS

A andlise de IDLs utilizando a suspenséo coloidal de AuNPs sintetizada
por rota verde por SALDI-TOF MS apresentou a proeminéncia dos ions do ouro.
As IDLs dos doadores n° 4 e 5 apresentaram os ions possivelmente referentes
ao dimetildioctadecilamdnio e seus fragmentos nas m/z 550, 522, 494 e 284 (Fig.
[11-10B e 11I-10C). A IDL da doadora de 22 anos (n° 6) apresentou ions exclusivos
nas m/z 645 e 674. Esses resultados ndo foram semelhantes aos obtidos por
Sekufa et al. [52], que utilizaram AuNPs para o tratamento de placa de MALDI e
analise de pequenas moléculas em diversas amostras, incluindo IDLs. No
entanto, aqueles autores realizaram o enriqguecimento da placa com cations de
sédio, para facilitar o processo de ionizacdo. Ainda segundo Sekuta et al. [52], a
técnica possui elevada acuracia, permite uma analise relativamente rapida e
possui reprodutibilidade elevada. De acordo com Tang et al. [53], as AuNPs
favorecem o processo de ionizacdo/dessorcao, permitindo uma analise direta de
componentes enddgenos e exdgenos de IDLs. Os pesquisadores detectaram
uma seérie de acidos graxos em formas néo protonadas, tendo sido possivel a

utilizacao da técnica também para o imageamento quimico das IDLs.
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Os nanomateriais de ouro tém sido utilizados como substratos de SALDI-

TOF MS para a detec¢éio de pequenas moléculas [52]. E possivel que resultados

mais promissores que o0s obtidos no presente Capitulo Ill, considerando o

emprego de AuNPs para a analise de IDLs, venham a ser alcangados a partir de

estratégias que favorecam a interacdo dessas nanoparticulas com o0s

componentes presentes nas impressoes.
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Fig. IlI-10. Espectros SALDI-TOF MS representativos da faixa de massa molecular baixa de
componentes da suspensao de AuNPs sintetizadas por rota verde (A) e componentes detectados
em IDLs de uma doadora de 23 anos (B), um doador de 27 anos (B) e uma doadora de 22 anos
(C) tratadas com a suspensdo de AuNPs. Os ions nas m/z 196, 393 e 590 correspondem,
respectivamente, a Au*, Auzte Aus®.
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4. CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos reveladores de IDLs que apresentem
vantagens sobre métodos convencionais € desejavel por especialistas da area
forense. Reveladores de IDLs que apresentem custo baixo, facil escalabilidade
para a sintese em larga escala e sejam amigaveis ao meio ambiente séo ainda
mais vantajosos, principalmente para os peritos que trabalham diretamente nos
laboratérios de exames papiloscopicos e ficam diretamente expostos a esses
materiais. No presente Capitulo 1ll, suspensdes de AgNPs e AuNPs obtidas por
sintese verde foram utilizadas para o tratamento de IDLs, tendo as AgNPs
demonstrado grande potencial para a revelacdo dos tipos naturais ou sebaceos
em superficies de papel aluminio molhado. Além disso, o tratamento das IDLs
com as AgNPs sintetizadas por rota verde apresentaram uma alternativa
promissora para a analise quimica adequada a deteccdo de componentes
endogenos ou exdgenos presentes em IDLs. Além disso, as possiveis deteccoes
de alguns lipideos enddgenos e sais foram favorecidas por essa abordagem,
com resultados melhores, para algumas detecc¢les, que os apresentados pela

técnica convencional, utilizando matriz.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A presente Tese obteve sucesso na avaliacdo de aspectos quimicos de
amostras de IDLs, assim como seu tratamento por nanomateriais no que tange
a sua revelacdo e andlise quimica por espectrometria de massa por

ionizacao/dessorcao a laser (LDI-TOF MS).

O Capitulo | demonstrou a viabilidade das abordagens por MALDI-TOF
MS para a obtencéo de perfis moleculares de IDLs produzidas por 24 doadores.
Ainda que o emprego de matrizes convencionais tenha resultado na supressao
de sinal de pequenas moléculas, o objetivo especifico do capitulo pdde ser
alcancado, ampliando-se a compreensdo sobre aspectos quimicos das IDLs.
Adicionalmente, dados os resultados obtidos, tornou-se essencial a investigacao
de estratégias alternativas para avaliagdes moleculares dessas amostras, o que

foi apresentado nos capitulos seguintes.

Nos Capitulos 1l e Il foram avaliadas possiveis aplicacbes de
nanomateriais objetivando contornar os atributos indesejaveis das matrizes
convencionais. O Capitulo Il demonstrou que foram vidveis analises quimicas de
IDLs empregando a espuma de silica mesocelular (MCF), inclusive podendo ser
associada a um revelador comercial de IDLs. Ja o Capitulo Il apresentou as
vantagens do emprego de suspensdes de AgNPs ou AuNPs sintetizadas por
rotas verdes para o tratamento de IDLs, tanto visando a sua revelagcéo quanto a
investigagdo molecular por SALDI-TOF MS. Os nanomateriais utilizados foram

caracterizados por diferentes técnicas e de acordo com sua natureza e estrutura.

Foram detectados possiveis componentes enddgenos e exdgenos de
IDLs na faixa de massas moleculares baixas com obtencé&o de perfis moleculares
por MALDI-TOF MS e SALDI-TOF MS. Como perspectivas futuras, IDLs
contaminadas com drogas de abuso, explosivos, venenos e farmacos, dentre
outros produtos de importancia forense, poderao ser avaliadas pelas abordagens

agui apresentadas.

As vantagens dos nanomateriais para o contexto desta pesquisa puderam
ser observadas tanto em relacdo a capacidade de atuarem como agentes
ionizantes, quanto ao seu potencial emprego para a revelacado das IDLs. Em

especial, a formulacao de AgNPs aqui utilizada apresentou um elevado potencial
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para emprego em rotinas periciais; todavia, do ponto de vista pratico, a
transferéncia das IDLs reveladas sobre os suportes primarios para a placa de
MALDI, com a finalidade de obtencdo de seus perfis moleculares, permanece
sendo um desafio para concretizar as investigagdes multi-informacionais na

construgéo de novas rotinas periciais.

As técnicas de LDI-TOF MS se destacam pelo carater ndo destrutivo, por
sua sensibilidade e praticidade. Porém, a identificagdo precisa dos ions
detectados permanece como uma limitacdo, pois essas técnicas analiticas nao
oferecem uma alta resolucéo e, portanto, carecem de métodos complementares
confirmatorios. Esse fato deve ser considerado para analises de amostras
complexas, como as IDLs, as quais podem conter multiplos componentes de
origens desconhecidas e ndo apontados na literatura cientifica.

Tendo em vista que a Papiloscopia Forense € uma das areas de grande
relevancia para as ciéncias forenses, visto a sua enorme contribuicdo para
apontar os autores e outros envolvidos em eventos delituosos, os achados desta
Tese apontam que o emprego de nanomateriais nesta area oferecem

perspectivas promissoras em investigacoes sobre:

1) Caracterizacdo quimica de IDLs visando elucidar a complexa variacao
de componentes enddgenos e exdgenos presentes na pele humana,
bem como a sua evolucdo em funcao do tempo;

2) Funcionalizacdes dos nanomateriais de silica, visando interacdes
especificas que venham a favorecer a revelacéo e a analise de IDLs
por SALDI-TOF MS;

3) Interacdes de nanoparticulas metalicas com IDLs apostas sobre
diferentes tipos de superficies, assim como o estudo das condic¢des de
tratamento que otimizem essas interagoes;

4) Interacdes dos ions metalicos com diferentes moléculas que
favorecam a sensibilidade e a acuracia nas detec¢des por SALDI-TOF
MS, contribuindo para um aumento de resolucéao e reducao de ruido
de fundo na obtencé&o de perfis moleculares;

5) O comportamento de outros nanomateriais frente as IDLs, podendo

oferecer diferencas de contraste por coloracdo ou fluorescéncia e a
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amplificacdo de sinais em técnicas analiticas, assim como o

imageamento quimico de IDLs.
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ANEXO I

Tabelas de ions m/z e intensidade

LDI-TOF MS
D1 D2 D3 D4 D5
m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens.
104 697 103 192 112 247 111 845 103 321
105 155 104 1615 113 201 113 388 104 4853
113 1099 106 171 211 174 121 215 106 469
115 625 110 169 256 126 123 257 111 578
120 245 111 299 268 150 124 198 113 8620
121 148 113 3168 284 1022 125 295 115 3815
125 155 115 1287 293 134 145 237 117 270
135 326 120 672 308 104 148 682 120 2729
141 335 121 179 312 124 161 2540 121 1249
149 190 125 152 368 147 173 323 125 1255
151 693 141 459 466 98 174 296 131 346
165 126 151 267 494 724 175 385 141 3856
167 289 154 140 522 2409 177 232 143 419
191 97 167 219 550 2365 178 315 149 420
284 4154 284 2226 185 351 151 718
295 106 293 188 187 210 154 313
312 107 295 160 189 463 157 1717
319 104 312 193 190 412 161 373
321 95 321 156 191 743 165 560
494 324 368 147 201 253 167 1624
522 810 494 480 211 292 187 353
550 526 522 1795 268 341 189 269
550 1988 293 251 191 246
295 215 197 334
321 130 213 397
494 99 256 247
522 266 265 216
550 225 267 415
268 197
279 197
281 500
284 2927
293 1244
295 1076
304 357
307 239
308 318
309 311
312 699
319 369
321 1376
323 327
335 278
340 1095
368 6913
466 431
480 163
494 2547
508 478
522 6467
536 352
550 5067
642 120
733 148
761 188
D6 D7 D8 D9 D10
m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens.
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104
104
108
111
112
113
115
116
141
203
267
281
284
293
295
307
308
309
319
321
323
360
368
388
466
494
522
537
550

m/z
100
104
104
113
115
116
118
178
268
284
293
295
308
321
352
354
356
359
368
494
508
522
550

452
465
228
360
296
752
243
292
188
191
186
263
545
600
498
223
231
177
188
658
152
377
379
713
107
274
668
88
475

D11

Intens.

141
175
612
496
239
1653
120
637
182
274
230
192
140
284
629
434
132
141
104
443
86.3
1006
753

104
104
113
115
116
125
141
256
284
308
321
494
522
550

m/z
100
104
104
108
111
112
113
115
116
125
154
161
178
265
267
281
284
293
295
307
308
309
319
321
335
354
466
494
508

294
175
763
311
176
224
354
150
732
221
98
138
388
1430

D12

Intens.

405
929
1547
392
1321
385
1652
637
1114
432
414
632
967
280
622
559
509
2064
2289
464
242
413
562
2354
295
339
166
1266
248

104
104
111
113
115
116
120
125
129
133
135
141
149
151
165
167
191
211
268
284
293
295
298
307
308
312
319
321
336
433
466
480
494
508
522
536
550

m/z
100
104
111
112
113
116
154
178
211
268
293
295
308
319
321
352
354
356
359
494
522
550
627
629
631

710
263
223
2623
1295
251
365
374
182
173
400
474
233
800
225
691
150
154
208
237
253
183
153
164
197
178
140
253
142
115
286
104
1622
244
3928
157
3253

D13

Intens.

438
1903
717
445
356
2122
346
672
269
438
270
353
854
208
214
586
477
197
242
192
889
882
188
199
157

104
113
115
117
120
129
132
141
151
157
168
171
173
180
187
189
191
279
284
295
312
368
466
494
508
522
536
550

m/z
101
103
104
104
106
109
111
113
115
116
117
120
125
141
143
151
155
157
161
167
171
173
178
191
267
281
284
293
295

D14

224
8335
3733

254

181

116

131

179

113

188

121

181

121

186
1017

902

214

237
1880

138

307

181

103

801

105
2995

142
3271

Intens.

358
402
4493
633
503
966
732
13633
7109
540
691
1155
2422
2836
350
441
411
985
1111
345
446
360
379
503
205
392
592
1537
1130

104
104
113
115
125
141
157
177
178
281
284
293
295
307
312
321
433
466
480
494
508
522
536
550
761

m/z
100
104
104
111
113
115
115
116
118
120
125
131
141
147
157
178
211
268
281
284
293
295
308
309
319
320
321
352
354

370
235
588
299
304
732
457
186
155
138
222
350
423
131
198
261
162
123
113
1219
260
3756
160
3792
123

D15

Intens.
298
725
910
370
2412
1052
203
2409
316
379
544
241
967
248
458
612
193
264
187
5292
487
458
501
159
367
161
412
1650
571

150



m/z
112
113
115
178
284
293
295
296
298
308
312
319
321
323
494
522
550

D16

Intens.
182
409
139
157
137
169
171
95
126
127
857
179
394
127
169
1096
6871

522
536
550
629
760

m/z
100
104
109
109
112
113
115
116
120
121
125
129
135
141
151
167
178
284
293
295
307
308
308
312
321
333
335
336
352
433
494
508
522
536
550
643

4935
203
4665
98.4
83.8

D17

Intens.

283
1153
269
233
323
2501
1243
574
293
253
705
309
226
1041
377
341
443
350
171
262
167
339
804
165
227
170
209
274
227
145
763
171
2201
112
2093
181

m/z
104
106
109
112
113
115
120
123
125
133
141
143
149
151
157
165
167
178
181
191
197
203
213
219
279
284
293
295
305
308
308
319
321
333
334
335
336
368
433
494
508
522
536
550

D18

Intens.

2829
321
768
604

6364

2860

1218
285

1160
325

1860
266
474
469
505
407
489
257
218
463
404
754
258
1347
198
1114
148
235
173
322
872
141
248
133
149
193
169
192
107
502

99

2506
130
3004

307
309
319
321
323
335
354
359
361
363
466
494
508
522
536
550
627
629
631
697

m/z
113
115
116
189
284
352
494
522
550

276
395
227
786
233
359
216
498
302
159
123
818
141
2982
140
3127
130
220
115
92

D19

Intens.

592
261
126
116
3175
98
94
191
155

359
368
466
480
494
508
522
536
548
550
630
642
732

m/z
103
104
106
107
109
113
115
117
120
122
123
125
129

137
141
149
151
155
157
162
165
167
171
173
181
197
265
279
284
293
295
303
304
305
307
321
323
353
369
433
494
522
550

158
775
428
121
999
317
1194
148
120
756
192
118
87

D20

Intens.
419
2753
353
211
166
3031
1630
155
1090
171
210
336
183
497
148
345
304
789
125
228
147
182
425
121
120
140
125
116
884
149
97
318
95
157
214
290
118
97
156
87
525
141
582
538

151



m/z
104
128
130
138
139
146
147
164
172
178
189
190
192
212
227
228
234
250
250
256
266
284

D1
m/z
104
146
164
172
178
190
192
212
228
234
250
266
284
294
335
354
379
401
417
522
550
691

D6

Intens.
311
170
357

2334
420
1968
159
3863
4576
272
856
755
967
261
183
456
1852
129
138
102
86
184

Intens.
697
192
185
208
186
459
239
878
4935
6332
209
4017
394
4421
202
3550
143
387
140
168
235
347

ANEXO Il

Tabelas de ions m/z e intensidade

m/z
152
164
172
176
178
189
190
192
200
207
208
212
227
228
230
231
234
247
250
252
256
266

D2
m/z
104
139
146
147
164
172
178
189
190
191
192
212
227
228
230
234
250
266
284
294
312
335
354
368
379
400
401
417
441
494
522
550
691

D7

MALDI-TOF MS
D3
Intens. m/z Intens.
140 104 198
531 128 141
298 139 246
156 146 522
955 147 277
4046 164 1529
965 172 6145
208 178 3469
3475 189 256
466 190 5793
380 191 660
3394 192 628
246 212 3858
5363 227 240
239 228 2728
171 234 190
551 250 248
544 261 146
4419 266 149
770 284 1084
303 294 1017
498 295 269
437 335 695
120 354 626
4423 379 6520
138 400 121
129 401 112
110 417 105
108 441 139
161 522 154
689 568 139
649
101
D8
Intens. m/z Intens.
177 139 261
10764 164 154
54868 172 708
314 178 981
30093 190 648
2241 212 1234
38889 228 1422
4652 234 121
761 250 343
922 266 249
302 294 123
59619 295 116
2337 335 107
36972 354 117
623 379 890
1002 441 86.2
5524 522 250
372 550 343
8564 691 318
351
881
3770

m/z
139
164
172
178
190
212
228
234
250
266
284
354
379
494
522
550

D4
m/z
104
128
146
147
164
172
178
189
190
207
212
227
228
234
250
256
266
268
282
284
294
295
335
354
379
401
417
441
522

D9

Intens.
287
153
372
194
785

5065
6924
239
4289
197
9178
187
4414
630
1008
147
273
146
152
287
672
339
401
938
4622
299
222
204
86.7

Intens.
156
133
566
372
389
1426
1787
135
434
415
1288
192
490
177
558
638

m/z
104
146
164
172
178
190
212
227
228
250
256
266
282
284
294
312
335
354
379
494
522
550

D5
m/z Intens.
139 213
146 475
147 201
164 1082
172 6152
178 3068
189 233
190 4628
192 441
212 5502
227 231
228 4515
234 428
250 671
266 367
272 224
284 904
294 891
295 351
300 165
304 351
312 147
335 660
340 194
354 1019
368 987
379 6376
400 113
401 188
417 162
441 340
443 121
522 120
D10
Intens.
259
251
447
3135
931
2688
1978
138
1323
152
116
133
284
459
374
450
309
495
3714
233
593
401

152



294
295
335
354
379
388
400
401
417
441
568

m/z
100
102
104
107
113
116
117
118
121
122
123
128
130
135
138
146
147
150
152
155
161
162

D11

767
395
576
898
5262
97
150
162
103
245
77

Intens.

1
443
58711
1097
393
4410
1124
1152
528
2022
516
9913
5554
456
5566
12189
6698
1761
761
658
409
603

268
268
270
274
278
282
284
291
293
294
295
304
309
310
312
316
317
333
335
337
354
362
363
379
400
401
413
417
433
439
441
443
445
455
461
471
494
506
522
524
550
568
666
691

m/z
102
104
107
114
116
118
121
122
123
128
130
132
137
138
139
144
144
146
147
150
152
162

345
543
399
195
355
517
4353
355
186
8887
3440
523
197
228
522
273
188
599
6547
901
6306
417
197
47746
1350
2531
301
1651
344
459
1662
504
177
280
288
316
352
227
1509
375
4741
1018
105
4552

D12

Intens.

307
45078
935
810
833
540
386
1478
520
5518
13184
2015
403
5097
2732
271
664
10769
5892
416
926
537

m/z
104
107
114
116
117
118
121
122
123
128
130
132
138
139
146
147
152
156
160
162
164
172

D13

Intens.
57826
2004
964
1211
510
914
962
2965
933
9870
16118
2586
14344
9349
20080
12808
1469
441
537
1066
38125
139998

m/z
104
107
116
118
121
122
123
128
130
135
137
138
139
146
147
150
152
156
162
164
172
173

D14

Intens.
20692
4350
1612
809
2552
7288
1561
8379
4705
1072
743
8671
42895
43334
30536
940
3959
716
763
94004
234151
46100

552
691

m/z
104
107
121
122
123
128
130
138
139
146
147
150
152
164
172
178
189
190
191
192
194
207

90.4
231

D15
Intens.
13595
1751
958
2283
542
5394
2853
1646
9889
15874
10000
2554
653
29619
162777
31212
4905
89528
16889
10884
787
927

153



163
164
172
176
178
187
189
190
191
192
194
198
207
212
227
228
234
240
247
250
256
261
266
268
278
279
282
284
291
293
294
295
301
303
304
309
312
316
320
333
335
337
351
352
354
362
368
379
391
395
397
400
401
407
413
417
433
439
441
443
454
455
471
477
493
494
522
524
550
564
568

447
21037
135365
4233
170987
427
4788
82740
12655
9550
5969
2041
6570
131385
4738
43881
9435
986
2459
7990
1476
773
1501
6857
645
695
1436
8537
804
675
17652
24848
1333
769
838
555
1297
599
1421
1121
12029
1508
1628
2660
14086
807
1779
81087
668
2872
1045
2306
5253
1827
524
6200
2568
1449
2045
709
2121
793
2076
667
426
1558
4948
695
2664
2239
888

163
164
172
173
178
189
190
191
192
194
207
208
212
227
228
230
231
234
240
241
247
250
252
256
261
266
268
270
274
278
284
291
294
295
304
308
309
310
312
318
331
333
335
337
343
354
362
365
379
395
397
400
401
413
417
433
439
441
443
454
455
467
471
494
506
522
536
550
568
666
691

344
20000
97554
8602
104018
4218
61494
10546
6880
3477
1400
425
86698
4258
42531
1041
1109
9733
1018
5215
1311
13085
390
526
606
5557
809
543
575
451
1511
438
16998
3391
547
383
334
331
425
371
337
1081
8063
808
409
3972
727
361
56879
897
299
2295
2018
492
2122
2009
755
2141
779
240
468
244
599
1715
341
6483
274
6337
345
194
1003

173
178
191
192
194
207
208
212
227
228
231
234
240
241
247
250
252
256
261
266
268
270
274
278
282
284
291
294
295
304
308
309
310
312
316
318
318
320
327
333
335
337
343
354
361
362
363
365
367
368
379
395
400
401
413
417
433
439
441
443
454
455
461
467
471
483
485
494
506
509
522

18324
178664
28750
15359
7399
1997
901
107810
9063
64184
2580
11510
1295
6882
2044
18533
596
1560
1217
8594
1503
832
2556
1053
616
4079
984
34487
9615
1078
912
910
710
1417
1033
686
688
1054
731
2679
23362
2659
907
19332
616
2147
782
863
655
714
116411
1417
6511
5249
1316
4322
3210
1365
5172
1620
463
934
485
619
1271
455
733
3841
1209
569
10532

176
178
189
190
191
192
194
199
207
208
212
216
225
227
228
231
234
240
242
247
250
261
266
268
270
274
278
284
291
294
304
308
309
310
316
317
318
320
327
331
333
335
337
343
354
361
362
365
379
395
397
398
400
401
413
414
417
433
441
443
471
483
485
494
506
520
522
524
550
568
691

7054
191859
10824
178141
45977
37525
11694
1049
1545
1944
111304
1283
1002
23031
50516
4837
12198
4079
1070
1392
15153
4072
4464
4989
1447
3145
2574
3671
2334
76825
1154
1884
2318
1805
1290
1574
1425
1401
1658
1893
5737
50408
6295
2484
8664
1822
4459
2749
222893
2512
979
1326
13173
5319
2808
885
1542
4803
13095
4664
3290
701
1447
948
2207
604
3019
2207
2901
5309
6759

212
227
228
230
234
250
252
256
266
274
284
285
294
304
312
326
333
335
340
354
362
369
379
395
400
401
413
417
433
439
441
455
461
467
471
477
494
506
509
522
536
550
568
666
691
733
761

122730
6948
92648
3759
14159
33270
1093
6053
21765
1085
338848
55541
27178
2975
2528
1158
1836
17436
9652
21657
1590
54267
126074
1011
5016
7083
1023
4450
1406
1389
2099
649
1298
1160
1030
904
6968
923
1219
20540
1300
20361
1747
312
20801
323
361

154



644
666
691

m/z
104
130
138
146
147
164
172
178
189
190
192
208
212
227
228
234
250
256
282
284
294
312
335
354
379
400
401
417
441
494
522
550
568
691

1235
241
1686

D16

Intens.

1006
199
481
742
365

1483

9905

7012
377

6741
731
128

5371
336

2615
258
385
169
169

1639

1052

2907
957

1961

8122
143
164
106
144
113
1270

5053
108
136

761

m/z
104
128
130
146
147
164
172
178
189
190
192
207
212
227
228
234
250
256
266
274
282
284
294
304
335
337
354
379
400
401
417
441
522
550
568

138

D17

Intens.

268
176
168
591
238
1322
6992
4239
273
5983
755
172
4004
223
2825
182
296
194
137
144
233
415
773
169
1055
114
819
7867
105
135
155
168
233
117
167

524
536
550
568
644
666
691

m/z
104
128
130
146
164
172
176
178
189
190
194
207
212
228
234
247
250
256
282
284
294
295
320
335
354
379
400
401
417
522
691

D18

1055
517
8800
2625
298
429
7394

Intens.

647
176
516
246
752
3934
148
12685
225
4055
182
486
3109
2510
122
117
151
118
150
509
429
754
114
489
620
4732
99.6
115
134
87
164

m/z
164
172
178
190
212
228
234
250
266
284
294
304
354
379
494
522
550

D19

Intens.

201
1278
193
903
1492
1753
209
501
330
4603
189
244
367
810
94.9
575
882

m/z
104
139
172
178
190
212
228
234
250
266
284
304
354
379
522
550

D20
Intens.
154
181
474
451
312
1619
1586
176
557
382
241
249
218
496
172
159

155



m/z
112
113
113
115
115
128
129
132
135
138
138
141
144
145
156
170
211
216
268
277
279
284
293
295
301
305
317
321
393
409
494
522

m/z
110
112
113
116
128
137
138
142
144

D1
Intens.
257
473
448
235
263
681
213
209
164
241
171
199
281
168
150
145
243
138
160
148
350
688
99.0
132
170
186
117
119
398
316
92
187

D6
Intens.

431
685
545
1309
1521
520

3440
419
419

Tabelas de ions m/z e intensidade

ANEXO IV

SALDI-TOF MS (MCF + P6 Magnético)

m/z
104
106
107
109
111
113
115
120
122
123
125
128
133
135
137
141
146
149
151
155
157
162
165
167
171
173
178
181
197
211
268
277
279
284
293
295
305
321
368
393
409
494
508
522
536
550

m/z
103
104
110
111
113
115
120
124
125

D2

Intens.

4400
492
272
961
419
6913
3475
1663
382
380
2115
468
273
330
284
2810
239
366
407
339
992
304
383
221
265
222
207
500
531
360
332
179
272
919
266
358
146
304
119
207
116
614
108
1871
102
1594

D7

Intens.

316
2374
343
1079
3681
1631
960
314
413

m/z
100
104
109
111
113
121
125
125
141
146
148
153
154
163
164
176
178
191
197
208
209
220
284
293
295
308
312
321
335
368
494
522
550

m/z
104
111
113
113
115
116
128
129
138

D3

Intens.

1463
3840
2466
3937
1361
1153
2978
1380
3008
1356
1170
6078
9761
1535
4014
976
13807
9623
1519
1353
3850
784
5662
381
682
726
464
391
351
312
631
1926
1700

D8

Intens.

291
522
4503
563
2241
495
637
429
570

m/z
100
103
109
111
112
113
116
124
125
128
154
178
184
211
268
293
295
301
308
317
335
393
409
413
429
441
449
457
465
522
550

m/z
104
113
115
120
128
129
141
151
157

D4

Intens.

501
735
718
1829
815
929
493
571
661
1328
626
439
1122
1076
1461
259
453
423
1201
287
425
1882
1096
230
149
412
216
279
140
192
174

D9

Intens.

422
2900
1161

377

296

346

247

313

292

m/z
104
111
112
113
115
115
124
128
131
144
161
268
277
279
284
293
295
301
317
321
323
340
368
393
409
413
429
457
494
522
550

m/z
104
112
113
115
124
128
270
277
279

D5
Intens.
1159
656
452
1347
596
1399
393
1024
1011
368
444
277
300
382
517
300
582
214
196
334
254
180
798
556
550
123
157
104
292
762
684

D10
Intens.
248
190
724
333
162
344
138
155
250

156



217
233
277
279
281
284
293
295
305
307
308
309
313
319
321
329
335
337
352
360
368
388
393
494
522
550

m/z
110
112
113
116
124
128
211
268
277
284
293
295
308
319
321
393
409
429
494
522
550

588
260
225
310
207
318
367
352
200
229
212
216
339
231
467
285
195
257
285
191
281
367
296
127
402
225

D11

Intens.

315
944
552
520
289
1179
737
842
170
197
293
268
168
161
149
1751
1418
115
248
819
548

128
129
141
151
157
161
164
167
178
279
284
295
321
494
522
550

m/z
103
104
109
111
113
115
116
120
125
128
141
157
211
268
293
295
307
308
319
321
354
393
409
494
522
550

410
392
730
373
284
423
269
270
459
175
270
343
164
178
493
801

D12

Intens.

614
2746
973
812
4532
1728
1475
636
1938
483
2441
407
411
509
508
731
251
220
281
451
196
318
148
463
1607
1479

157
161
178
187
189
217
268
277
279
295
303
305
319
321
393
429
494
522
550

m/z
104
104
111
112
113
116
124
128
148
161
178
189
191
211
268
293
295
308
319
321
323
354
393
409
494
522
550

291
372
253
397
334
202
146
155
228
183
118
201
109
124
145
99.4
118
397
298

D13

Intens.

820
669
2073
686
1315
1216
784
908
552
1734
705
453
595
394
690
413
591
422
238
268
227
195
741
449
403
1293
1159

167
265
270
279
284
295
296
298
305
308
312
321
336
368
466
494
508
522
536
550
761

m/z
104
110
112
113
115
116
124
128
138
141
211
268
277
279
284
293
295
305
307
308
309
311
319
321
333
337
377
393
409
494
522
550

251
117
121
397
1904
179
153
156
101
139
230
140
98.5
120
150
1571
255
4666
184
4537
135

D14

Intens.

632
573
857
2166
797
1228
667
1283
490
479
330
418
497
695
297
617
742
412
298
351
326
249
224
551
182
203
166
494
232
506
1365
1378

284
293
295
296
298
305
312
433
466
480
494
508
522
536
550
733
761
789

m/z
104
111
113
113
115
115
120
128
129
131
135
141
143
149
151
154
157
167
171
172
188
211
268
277
279
284
293
295
305
307
321
323
340
368
393
409
429
437
453
466

162
174
230
181
265
122
184
129
309
106
2888
489
8488
560
9066
239
390
140

D15
Intens.
2117
481
10960
840
4863
1630
909
424
600
1236
503
679
377
397
638
355
777
411
422
1086
733
344
434
444
454
13986
340
414
438
175
301
158
498
2813
978
946
117
115
101
193

157



m/z
104
113
113
115
115
128
141
151
279
298
308
312
522
550

D16

Intens.
193
941
145
406
159
170
131
117
166
181
110
403
617

4520

m/z
104
111
113
113
115
117
120
125
128
129
135
141
151
157
167
178
187
189
197
279
284
295
303
305
308
310
312
321
467
495
509
522
536
550

D17

Intens.

1990
686
10680
792
5029
360
898
441
345
726
383
731
587
675
642
411
710
573
263
349
306
263
200
173
430
157
157
211
106
731
108
2134
133
2047

m/z
103
104
104
111
113
115
120
121
124
125
137
141
146
148
151
153
154
164
165
178
191
201
202
208
209
267
281
284
293
295
312
319
321
323
368
466
494
508
522
536
550

D18

Intens.

654
8329
3700
3176
6708
2602
1529

975

838

960

636
1990

657

786

645
2688
2892
2456
1317
6939
5008

653

739

735
2002

365

438
4245

815
1518

325

361
1133

316

391

257
1722

312
4328

167
3192

m/z
101
104
113
113
115
120
125
127
128
129
133
135
141
143
149
151
157
165
167
172
180
181
187
188
189
197
203
277
279
284
293
295
298
303
304
305
307
308
312
319
321
323
353
381
393
468
494
508
522
536
550
683

D19

Intens.

229
866
8301
1415
3813
575
359
543
427
911
279
801
717
355
336
948
881
217
553
452
277
248
453
254
315
236
201
233
711
12486
200
247
247
264
252
311
367
166
142
143
168
139
233
181
119
162
1040
123
2602
148
2048
92

494
508
522
536
550

m/z
104
106
113
113
115
120
125
129
135
141
149
151
157
182
228
265
277
279
284
293
295
303
304
305
321
326
432
494
522
550

684
136

1262
94
887

D20
Intens.

1185
166

2285
437
997
329
194
216
294
323
176
325
255
167
162
118
171
297
173
174
342
119
266
172
176
138
128
387
807
715

158



ANEXO V
Tabelas de ions m/z e intensidade

SALDI-TOF MS (AgNPs)

D1 D2 D3
m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens.
100 734 100 700 100 1136
102 286 101 434 102 2274
103 858 103 462 104 10539
104 3094 104 1452 104 2517
107 26097 107 26966 107 54594
109 25014 108 1578 108 8460
111 471 109 25264 109 51437
113 8632 113 27236 111 1413
115 3282 115 11693 113 10424
116 825 116 897 115 4222
117 346 117 856 116 679
119 336 120 555 120 5248
120 557 124 6653 124 52179
121 612 126 696 126 10194
124 6648 130 3381 129 703
126 1641 132 3154 130 1053
130 957 140 5477 131 559
132 761 142 703 132 843
140 17407 146 607 140 78740
142 1925 147 353 142 10580
146 586 148 465 147 3929
147 667 149 397 149 3450
148 660 155 708 159 730
149 549 157 603 163 2376
157 267 165 2063 165 2531
163 506 167 2564 167 1366
165 640 171 1191 169 1112
171 393 173 924 171 650
172 338 181 4743 172 1115
173 346 183 6835 173 714
174 279 185 1431 174 993
181 1269 187 328 181 901
183 1601 197 341 183 1073
185 523 203 704 192 2040
208 280 214 20362 194 1902
210 394 216 39799 197 666
214 20981 218 15802 199 814
216 40867 219 402 203 4357
218 16537 223 388 208 3381
219 866 225 495 210 3337
233 463 239 1229 214 34612
240 254 241 1983 216 67391
241 299 243 710 218 27547
249 269 249 990 219 7007
251 591 251 2503 225 1300
253 423 253 1737 231 1388
255 269 255 1267 233 2990
257 280 257 1506 235 1115
284 2198 259 746 251 710
293 430 284 343 269 582
295 466 293 209 287 4620
298 222 295 283 289 3862

159



308
321
321
323
325
327
345
347
349
351
355
357
361
363
365
387
389
391
430
432
434
495
517
519
523
537
539
541
551

254
18417
312
55797
51325
13533
767
2388
2051
431
267
220
334
612
255
260
664
390
297
327
226
261
6981
6299
992
230
485
460
945

321
321
323
325
327
345
347
349
351
361
363
365
379
381
383
387
389
391
395
397
399
430
432
433
434
517
519
523
537
539
541
551
585
587
613
641

17150
270
52991
48535
12608
741
3001
2540
575
250
443
282
202
189
219
210
633
670
177
240
241
228
287
281
178
8788
7830
377
180
384
399
333
128
146
148
176

293
295
321
321
323
325
325
327
327
335
340
342
345
347
349
351
361
363
365
377
387
389
391
393
408
424
426
428
430
432
434
449
517
519
537
539
541
543
585
587
601
613
615
640
642
644
754
756

1053
1013
36497
1061
105655
98861
631
27471
473
410
586
565
434
1460
1131
362
1148
2791
1407
352
705
2616
2516
324
407
940
963
319
1046
1613
705
248
9244
8412
1575
3508
2941
928
178
222
158
321
288
242
521
271
209
176

160



ANEXO VI
Tabelas de ions m/z e intensidade

SALDI-TOF MS (ANPs)

D4 D5 D6
m/z Intens. m/z Intens. m/z Intens.
104 132 104 278 197 211
107 185 107 249 237 159
109 193 109 229 394 160
109 112 113 2070 591 119
113 2289 115 878 645 917
115 899 197 594 674 1392
117 99.4 224 237
135 122 237 1211
161 112 253 661
197 767 284 407
224 403 293 124
237 1679 295 156
253 423 394 479
281 101 523 131
284 545 551 110
293 154 5901 234
295 165
321 107
326 230
340 124
368 524
384 108
394 639
400 200
421 113
495 258
523 846
551 781
591 246

161



