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RESUMO

Este projeto descreve o desenvolvimento de um méodo analitico para a
determinacéo quantitativa de furosemida em amostras de urina, o desenvolvimento de
um novo método de coleta e de andlise de residuos de armas de fogo para a posterior
determinacéo quantitativa de chumbo coletado nas méos dos atiradores, nos lugares de
impacto e nos cartuchos de munic¢éo. O método para determinacdo de chumbo também
foi aplicado para amostras de cachacas.

Atualmente sabe-se que a realidade dos laboratorios forenses € muito diferente
daguelas mostradas nas séries e filmes. S&o muito poucos aquel es que disponibilizam de
equipamentos mais sensiveis que sd0, consequentemente, mais caros. Visto este
problema, o presente trabalho visa desenvolver métodos simples, rapidos, de baixo
custo, repetitiveis e mais limpos utilizando a técnica da espectroscopia de reflectancia
difusa.

Os métodos desenvolvidos consistem na reacdo da furosemida com o regente
cromogénico cloreto de ferro(lll) (FeCls) em meio micelar de brometo de
dodeciltrimetilaménio (DTAB) e nareacdo do fon chumbo(l1) (Pb?*) com rodizonato de
sodio (ROD) em meio micelar de dodecil sulfato de sodio (SDS), cujas concentragdes
foram otimizadas por plangamentos quimiométricos. As reacdes foram realizadas na
forma de spot test, utilizando papel de filtro qualitativo da marca Whatman como
suporte sblido, envolvendo a formacdo de um produto colorido em 477 nm para a
furosemida e 545 nm para o chumbo. As curvas analiticas foram construidas a partir de
soluces padrao de furosemida (FUR) e de Pb?*. O Limite de Deteccdo (LD) e o Limite
de Quantificacdo (LQ) foram, respectivamente, 0,49 e 1,62 mmol L™ para a furosemida
e 1,12 e 3,75 ppm para o chumbo, de acordo com o recomendado pela IUPAC.

Os métodos propostos foram aplicados para determinacdo de furosemida em
urina sintética e humana e para determinacdo de chumbo em residuos de disparo de
armas de fogo (GSR) e em cachaga comercial, tendo os produtos coloridos formados
uma estabilidade optica de pelo menos 1 hora nas condic¢des estudadas.

O método de coleta se baseia na utilizacdo de membranas finas de celulose
desenvolvidas pelo Grupo de Materiais Fotbnicos do 1Q-UNESP, apresentando
eficiéncia e smplicidade de coleta.



A validacdo dos métodos foi realizada por adicéo de padréo e recuperacéo. Para
a furosemida, também foi realizada a comparacdo do método com outro descrito na
literatura envolvendo a utilizagdo de p-DAC. Os resultados foram comparados
estati sticamente e os valores obtidos a partir do teste t mostraram que ambos os métodos
podem ser usados para analises de rotina em laboratorios forenses.

Palavras-chave: Espectroscopia de reflectancia difusa. Forense. Furosemida. Doping.

Chumbo. Residuos de armas de fogo.



ABSTRACT

This project describes the development of an analytical method for the
guantitative determination of furosemide in urine samples, the development of a new
collection and analysis method of gunshot residues and the subsequent quantitative
determination of the lead collected from the shooter’s hand, in the impact sites and in
the rounds of ammunition. The method for lead detection was a so applied for cachaga.

Nowadays it is known that the reality in forensic laboratories is very different of
that seen in series and movies. There are few laboratories which have more sensible
equipments, being more expensive. Having in mind this problem, the present work aims
the development of methods that are simple, fast, cheap, repeatable and cleaner using
diffuse reflectance spectroscopy.

The developed methods consists in the reaction of furosemide with the
chromogenic reagent iron(lll) chloride (FeCls) in a micellar medium of
dodecyltrimethylammonium bromide (DTAB) and in the reaction of lead ion (Pb*")
with sodium rhodizonate (ROD) in a micellar medium of sodium dodecyl sulfate (SDS),
which concentrations were optimized by chemometrics. The reactions were realized as
spot test using Whatman qualitative filter paper as a solid support, involving the
formation of a colored product in 477 nm for furosemide and 545 nm for lead ion. The
analytical curves were constructed from standard solutions of furosemide and lead. The
Limit of Detection (LoD) and the Limit of Quantification (LoQ) were, respectively,
0,49 and 1,62 mmol L™ for furosemide and 1,12 and 3,75 ppm for lead, accordingly to
the recommendations of IUPAC.

The proposed methods were applied for the determination of furosemide in
synthetic and human urine and for the determination of lead in gunshot residues (GSRS)
and in commercial sugar cane brandy, with the formed products having an optical
stability of at least 1 hour under the studied conditions.

The collection method is based on the utilization of thin cellulose membranes
developed by Grupo de Materiais Fotonicos 1Q-UNESP, which show a good efficiency
and simplicity of collection.

The method validation was performed by standard addition and recovery. For
furosemide, it was also effected a comparison of the method with another described in
literature based in a reaction with p-DAC. The results were statistically compared and



the obtained values from test t showed that both methods can be used for routine
analysisin forensic laboratories.

Keywords. Diffuse reflectance spectroscopy. Forensics. Furosemide. Doping. Lead.
Gunshot Residues.
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1 INTRODUCAO

Conforme descrito por Kenneth E. Melson, da American Academy of Forensic

Sciences, traduzido de uma edicdo da Journal of Forensic Science':

"Em qualquer sistema de justica legitima, ... a verdade
deve desempenhar um papel fundamental e proeminente...
A prépria sobrevivéncia da lei depende ndo s de um
sistema de justica que a administre de forma correta, mas
de um sistema que sga fundamentado na verdade.. E
necessario mais pesguisa em ciéncia e nas técnicas ja em
uso. Com a importancia da ciéncia forense para a verdade
e para a justica, o apresentado e confiado aos juizes e juris
deve ser valido. Ndo importa qudo bem os cientistas
forenses obedecam os protocolos ou qudo confiaveis sejam
as técnicas se a ciéncia, na verdade, nao revela o que o
especialista diz que revela. Estudos de métodos de
validacéo e novas pesquisas devem ser realizados, mesmo

na area das tradicionais disciplinas forenses."

1.1  Ciéncias Forenses — Consideracfes gerais sobre a criminalistica e sua

interdisciplinaridade

No mundo inteiro, crimes sdo cometidos a toda hora. Sgjam eles de carater
moral, fisico ou psicolégico, sempre ha as méos e a inteligéncia de um investigador
forense ou um perito a perseguir os acontecimentos e as evidéncias com um Unico
objetivo: descobrir averdade através de meios legais.

Porém, a descoberta de uma verdade requer, muitas vezes, um conhecimento
multidisciplinar? devido ao grande niimero de fatores que compdem o objeto de estudo,
podendo este ser uma cena de crime, um documento falsificado, uma bebida
envenenada, dentre varias outras possibilidades. Por esta interdisciplinaridade, um unico
caso pode envolver cientistas de varias areas, desde antropdlogos, historiadores e
psicologos até bidlogos, gedlogos e médicos, sendo que a “verdade final” é alcancada

através do esforco conjunto de todos 0s campos.
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A ciéncia forense, apesar de ser recentemente explorada, esta crescendo e se
expandindo cada vez mais. Tém como principal papel elucidar os mais variados tipos de
crimes baseada no fato de que todo e qualguer tipo de contato deixa um vestigio e tém,
inclusive, colaborado para preservar a vida de pessoas inocentes®®, como demonstrado
com os exames de DNA.

Porém, como citado por Melson®, validacBes ainda sdo necessérias nas diversas
areas dainvestigacdo criminal umavez que condenacdes injustas provenientes de varios
fatores sd0 descobertas frequentemente. Tais fatores, que incluem, por exemplo,
advogados incompetentes, promotores antiéticos, equivoco de testemunhas oculares,
falta de informacéo por parte dos policiais alheios a policia cientifica ha cena do crime,
falta de equipamentos e materiais para uma andise in situ adequada e falta de
conhecimento de outras técnicas de andlise, sdo alguns dos principais problemas
enfrentados pelo perito criminal, que ainda enfrenta situagdes judiciais em que as provas
menos confiaveis continuam sendo consideradas como tendo a mais forte evidéncia,
tanto pelos leigos quanto pelos proprios juizes®. Isto nos mostra que novos protocolos e
métodos de andlise devidamente validados sé0 necessarios. Porém, S0 poucos 0s
lugares que dispdem de equipamentos mais eficientes uma vez que estes Sd0 caros,
tornando-se necessarios meétodos e técnicas mais baratas e que fornegam o resultado
desgjado.

Isto ndo necessariamente significa que todos os protocol os e métodos devem ser
substituidos uma vez que estudos mais recentes sobre os antigos métodos demonstraram
gue alguns deles funcionam muito bem para 0 que se desgja. Quanto aos estudos mais
atuais de novos métodos e protocolos, juizes conservadores tendem a pedir provas e
métodos baseados nos antigos, que nem sempre levam a resultados conclusivos. Porém,
esta € uma realidade que j& estd mudando, com a ascensdo de novas pessoas no poder
judiciario, com mais experiéncia nos métodos forenses do que apenas no Direito

propriamente dito (referéncia verbal)?.

& Citado por Adilson Pereira e Fernando Crnkovic™ no 11 Simpdsio Forense no mini-curso Criminalistica
| — Andlise e coleta de materiais em locais de crime, Ribeirdo Preto, 29 de Setembro de 2011.
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1.1.1 Uma abordagem sucinta sobre pesquisas, projetos, técnicas e analises

forenses

Numa andlise forense, deve-se ter em mente que a evidéncia de auséncia nem
sempre significa auséncia de evidéncia (referéncia verbal ). Por muito tempo, a falta de
evidéncia se deu ndo pela auséncia propriamente dita desta, mas pela falta de meios de
se obté-las ou pela fata de informagdo por parte das pessoas que fazem parte da
investigacdo, direta ou indiretamente (referéncia verbal)® que acabam por destruir as
provas objetivas e/ou complementares por ndo conhecerem os protocol os.

Isto pode ser percebido pela fata de informacdo, sem generalizacdes. Por
exemplo, num local de crime, frequentemente sdo os policiais que aparecem na cena
antes dos peritos e, por ndo conhecerem os protocolos, acabam por prejudicar algum
vestigio que poderia gjudar na investigacdo. Ou por parte da propria populacdo em geral
gue acaba alterando a posicdo de algum elemento, mesmo que sem a intencdo de dano a
investigacéo.

Por esse motivo, ha projetos de ensino e educacdo sobre leis criminais e forenses
em escolas a partir do ensino médio, principamente nos Estados Unidos®, que visam a
divulgar os conceitos sobre as ciéncias forenses ab mesmo tempo em que difundem
como agir e o que fazer caso alguém se depare com uma situagao onde seja hecessaria a
pericia.

Como ja citado anteriormente, h4 algumas idéias pré-concebidas, sgjam elas
sobre os atuais protocolos ou sobre os métodos utilizados, que precisam ser revisados
ou até mesmo descartados. Para que isso aconteca, mais pesquisa deve ser redizada
nessa area. Porém, dizer que muita coisa precisa ser mudada é um erro ja que amaioria
das técnicas, protocolos, métodos e metodologias em voga atualmente funcionam bem
nas pericias.

Um exemplo disto esta na propria analise da cena do crime, onde o perito ja
deve encontré&la devidamente isolada independente da sua dimensdo e, depois,
restringir criteriosamente o acesso a ela Além disso, deve-se usar roupas e
equipamentos adequados, como luvas, aventais, mascaras, toucas, placas numéricas para

identificacdo dos principais pontos na cena, padroes de medida para fotografia, dentre

& Citado por Adilson Pereira e Fernando Crnkovic” no 111 Simposio Forense no mini-curso Criminalistica
| — Andlise e coleta de materiais em locais de crime, Ribeir&o Preto, 29 de Setembro de 2011.

P Citado por Pamela Patricia Campora Ofiate na 58? Jornada Farmacéutica da UNESP no mini-curso
Pericia Criminal, Araraguara, 25 de Agosto de 2011.
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outros. Estes sdo procedimentos simples e basicos, mas que garantem um bom resultado
no final, aém da propria seguranca do perito. A etapa de coleta e identificacdo da
amostra também deve ser muito bem feita. Esta deve ser documentada, desde o seu
surgimento no local do crime até a sua andlise e descricdo final, de forma a se
estabel ecer um histérico completo e fiel de suaorigem (referéncia verbal)°.

A técnica de reproducdo simulada ou reconstituicdo da cena do crime também é
bastante utilizada para a elucidagéo de casos criminais e requerem um estudo mais
amplo para sua fiel reproducdo uma vez que este pode ndo envolver apenas a area
imediata (aguele em que ocorreu o0 crime), como também a area relacionada (que
envolve as cercanias da érea imediata). Esta reconstrucdo pode ser feita tanto em tempo
real quanto por imagens computadorizadas, manuais ou maguetes. Caso a reconstituicéo
sgja em tempo real, € necessario que sejam utilizadas condi¢cBes sendo iguais, muito
semelhantes aquelas de quando houve o delito>®, geralmente envolvendo atores que
tenham as mesmas caracteristicas fisicas (principalmente peso e altura) dos envolvidos
nacena.

Porém, este ndo € um processo simples por razdes dbvias. Mesmo dispondo de
testemunhas oculares, 0 que nem sempre acontece, estas sd0 consideradas provas
subjetivas e estdo sujeitas a erros ou até manipulacéo da informagdo. Além disso, ndo é
possivel obter uma visdo geral e completa do ato em si. Para isso, 0S peritos muitas
vezes tém que recorrer a chamada légica indutiva (que formula teorias) e a légica
dedutiva (que fard inferéncias baseadas nas teorias formadas pela l6gica dedutiva
considerando que estas sgjam verdadeiras)’. Aliado a tudo isso, ha softwares, como o
Dtective e outros, que ajudam nas reconstrucdes das imagens™®, permitindo uma viséo
mais ampla e clara do que aquela que se teria a olho nu além de tornarem mais nitidas
imagens digitais.

Ha casos também em gue ndo ha nem DNA nem impressoes digitais para serem
estudados'™®. Geralmente estes tipos de crime requerem um levantamento de possiveis
suspeitos e a investigacdo dar-se-4 a partir destas pessoas, sendo analisadas
determinadas circunstancias que depender&o da cena do delito. Essas circunstancias
podem incluir particularidades, como, por exemplo: 1) as fibras encontradas na roupa da
vitima condizem com as encontradas nas cal¢as do suspeito? 2) O tipo de terra

encontrado nesta mesma cena € 0 mesmo tipo de terra encontrado na sola do ténis do

¢ Citado por Adilson Pereira e Fernando Crnkovic™ no 111 Simpdsio Forense no mini-curso

Criminalisticall — Simulagdo de Local de Crime, Ribeirdo Preto, 30 de Setembro de 2011.
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suspeito? 3) A marca das pegadas deixadas sugerem que este anda apoiando mais a
parte direita do pé direito no chdo? 4) Pelo modo que empunha a arma, como Vvisto nas
gravagoes, 0 suspeito parece ser canhoto?

Através de todos esses levantamentos, pode-se ndo chegar ao suspeito em s,
mas, com certeza o leque de opgdes sera bem reduzido, facilitando as investigacoes.

E preferivel laboratorios forenses que utilizem equipamentos ndo muito caros e
gue, mesmo assim, ndo percam sua qualidade, possibilitando a realizacdo de andlises
automatizadas e com bons limites de deteccdo™, uma vez que ndo sdo todos os
laboratérios que podem arcar com as despesas de um equipamento de ponta.

Porém, para aqueles laboratérios que dispbem de recursos, € possivel a
utilizaczo de técnicas avancadas de identificacdo e separacdo de DNA® e Microscopios
Eletronicos de Varredura (MEV). Recentemente também foi desenvolvido um sistema
robético versatil que permite uma autépsia menos invasiva e que realiza escaneamentos
de superficies em trés dimensdes'.

Outro avanco relativamente custoso, mas menos gque os citados acima, € a
criacd de um banco de dados que contenha informagdes como sequenciamento de
DNA, impressdes digitais, modelos de cabecas e rostos para andlises antropométricas,
dentre outras. O banco de dados em si ndo € algo téo caro. O que o torna custoso € a sua
atualizacdo uma vez que as informacles precisam ser coletadas para poderem ser
catalogadas. Porém, um modo de tornar o processo mais acessivel seria fazer um
levantamento apenas entre os individuos de interesse, como feito na Noruega, onde
apenas 0s condenados por crimes violentos sdo obrigados a fornecerem sua carga

genética®.
1.1.2 Profissionais e suas areas de atuacao

Como ja explicitado, a pesquisa forense € um campo multidisciplinar e envolve
o conhecimento de profissionais de diversas areas.

A cena de um crime deve ser sempre isolada, documentada, fotografada e
desenhada com as mesmas proporgdes e tudo deve ser andisado pelo perito, que
examinara as areas minuci osamente.

Estes profissionais atuam nas diversas areas do exame pericial, como na coleta,
andlise e interpretacdo dos fatos. Todos eles sdo treinados para ndo deixarem nada

passar despercebido, desde as provas visivels, como pegadas, cartuchos de municéo e
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marcas, passando pelas provas mais minuciosas, como fibras, fios de cabelo e residuos
até as marcas latentes, como impressdes digitais e manchas de sangue ou materiais
biol6gicos ndo aparentes. Um bom perito também da importancia primeiramente aos
materiais biol 6gicos (ja que estes passam por processos degradativos mais rapidamente)
e depois aos vestigios fisicos mais vulneravels a acdo de outros elementos, como as
fibras, cabelos e pds, que podem ser espal hados pelo vento™.

Enquanto alguns desses profissionais sdo responsaveis pelo trabalho direto na
cena, coletando as amostras, documentando-as e acondicionando-as apropriadamente,
outros fardo a andise laboratorial destas na busca de ago que elucide ou forneca
informacdes relevantes sobre 0 caso.

Porém, o trabalho dos peritos e criminalistas ndo se restringe apenas a coleta,
armazenamento e andlise de amostras. Muitos atuam nas entranhas da psigue criminosa,
tentando responder perguntas que levariam a um perfil psicolégico do criminoso, seu
modus operandi e possiveis motivagdes para descobrir se 0 modo de agir do suspeito ou
do acusado realmente condiz com a realidade apresentada por ele.

Médicos, bidlogos, fisicos, quimicos, engenheiros e diversos outros profissionais
estdo inseridos nas investigactes criminais e dificilmente uma Unica ciéncia sera capaz
de elucidar um caso. As vezes sB0 necessarios outros especialistas, podendo estes até
serem aheios a0 mundo da investigacdo, como desenhistas (que elaboram retratos
falados), estudiosos especificos (col ecionadores, que podem contribuir com informacgdes
bem peculiares), tradutores, dentre outros.

Como apresentado numa entrevista com Valter Stefani pela Agéncia FAPESP
em 2006, ha muitos peritos cursados e preparados, porém, falta suporte financeiro
adequado para a maioria dos laboratorios forenses. Outro problema é a falta de quimicos
neste mercado de trabalho, mesmo entre agueles que trabalham com substancias
guimicas que requerem um cuidado especial em seu manuseio. Nesta entrevista é
ressaltado também que profissionais com doutorado também sdo requisitados uma vez
gue estes ja tém prética e conhecimentos que os habilitam a introduzir novos métodos
de modo confidvel nas andlises.

Hoje em dia todos sabem que arealidade do trabalho pericial ndo condiz com os

apresentados nos inimeros seriados e filmes. Dentre muitas, ressaltam-se:

a N&o ha equipamentos de andlises tdo rapidas quanto as

mostradas. Geralmente uma andlise minuciosa como de DNA ou
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de impressdes digitais podem demorar bastante dependendo das
outras analises que estggam sendo feitas no laboratdrio. Além
disso, ndo ha bancos de dados suficientemente eficientes que nos
informem exatamente a pessoa que deixara aimpressao digital ou a
amostra biolégica. O banco de dados virtual, na verdade, nos
mostra uma lista de possibilidades, as quais devem ser estudadas
por peritos especialistas.

b. Buscas nas casas de suspeitos também demoram para serem
realizadas uma vez que é necessario um mandado judicial, fato ndo
observado na televisao®.

C. O trabalho de um perito é corrido e estafante, chegando
este atrabalhar em vérios casos ao mesmo tempo, atendendo véarias
chamadas num mesmo dia. E comum um perito ser avisado de
outra cena de crime que precisa ser avaliada mesmo ja estando
examinando uma e tendo outra elencada para visitar. Esses
aspectos ndo sdo mostrado nos seriados, onde o perito parece ter
bastante tempo para pensar apenas em um ou, N0 Maximo, dois
Casos.

d. Um perito criminal também néo é versétil em todas as areas
da criminalistica, como mostrado nos seriados®. O mesmo que
analisa a cena ndo € o que analisara as amostras, que também nado
serdo 0s que interrogardo as testemunhas ou efetuardo a prisdo. Um
perito é especializado em determinada érea técnico-cientifica e sera

nesta area que ele atuarg, mais frequentemente.
Dentre as varias éreas de estudo presentes encontram-se:
1.1.2.1 Antropologia
A antropologia forense é a aplicacdo de conhecimentos de antropologia fisica
(aguela que estuda o homem fossil e suas caracteristicas anatdmicas, fisiologicas e

raciais) na identificagdo de cadaveres ou restos cadavéricos. Difere-se da identificacdo

genética no fato de ser apenas umaidentificacéo morfoldgica’.
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Os antropologistas forenses trabalham em lugares onde tenha havido desastres
em massa, onde geramente h4 uma destruicdo macica do corpo, com cadaveres
abandonados (estégio avancado de decomposi¢édo), mutilados e/ou desfigurados e no
estudo e andlise dos 0ssos, que podem dar informacOes importantes tanto na
identificacéo (idade, sexo, raga, atura e peso) quanto na elucidagéo do que pode ter
ocorrido com o individuo”*3,

Porém reconstruir o rosto de uma pessoa a partir de sua ossada ndo € um
trabalho nada facil. Para um bom resultado, os antropologistas trabalham em conjunto
com outros profissionais como desenhistas, escultores (que realizam as modelagens de
acordo com as descricdes dos antropologistas), mateméticos (que fazem modelos
matematicos para reformar o0 rosto) e programadores (que criam softwares
multifuncionais para prever determinados aspectos, como o envel hecimento)®.

Todas estimativas sdo feitas através de comparagdes com bancos de dados e
devem levar em consideracdo fatores ambientais como atividade dos insetos,
localizacdo, clima, predadores, dentre outros aém do tempo de morte e estado
cadavérico™®

Porém, a prética da antropologia forense em paises emergentes € relativamente
escassa devido a falta de profissionais qualificados na area, deixando muitos restos

mortais sem umaidentificago positiva e alguns casos de homicidio sem resolucao®’.

1.1.2.2 Odontologia

Conforme descrito nareferéncia 7 sobre a odontologia e a odontologia forense:

“A Odontologia é a area da saude humana que
estuda e trata o sistema estomatognatico (face),
abrangendo 0ssos, musculatura mastigatoria, articulacoes,
dentes e tecidos... Odontologia Forense é a especificidade
gue pesquisa fendémenos fisicos, quimicos e bioldgicos que
podem ter atingido o ser humano. Através da andlise da
arcada dentaria e dos dentes, pode-se obter informacdes
relevantes na solucdo de problemas de cunho
criminoldgico. As técnicas de ADN garantiram melhoria no
trabalho de um odontologista, porgque mesmo em casos

28



onde o0s vestigios humanos se tornam escassos, 0s dentes
tendem a resistir as mais extremas situagdes, pois tratam-
se das pecas mais resistentes do corpo humano. A
identificacdo através dos dentes permite o estudo dos
aspectos assinalados para a Antropologia Forense, atraveés
de métodos de reconstrucéo e comparacao... 0s dentes sdo
estruturas fundamentais a identificagdo medico-legal, em
virtude da sua resisténcia (a putrefacdo, ao calor, aos
traumatismos e a acdo de certos agentes quimicos) e
especificidade (cada dentadura € Unica).

Entre as caracteristicas individualizantes a analisar
encontramrse: n° de dentes, alteragdes morfologicas
congénitas ou adquiridas (habitos, profissdo, etc.),
alteracOes da posicdo ou rotacdo, alteracOes patoldgicas
(caries) ou traumaticas, existéncia de tratamentos
ortodonticos (coroas, pontes, préoteses fixas ou
amoviveis)...

Outra forma de identificagdo € através das marcas
de mordida. Define-se como marca de mordida a
impressdo causada unicamente pelos dentes ou em
combinagao com outra parte da boca...”

A primeira vez que se utilizaram os dentes para identificagdo de corpos foi em
Viena, em 1849, ap6s um incéndio em uma 6pera®®.

Todos os detalhes s&o registrados pelo dentista, que sGo comparados ora com
um banco de dados, ora com a arcada dentaria de um suspeito, que pode ser tanto de um
crime onde os dentes podem ter sido utilizados como arma ou até em casos de mal-
tratos familiares, geramente contra criancas'®. H& também casos de desastres em
massa, Como 0 ja citado incéndio em Viena, onde a odontologia forense tem um papel -
chave na identificagdo dos corpos desfigurados e decompostos, ou mesmo em casos de
afogamento, acidentes de transito e terremotos'.

Além destes, pode ser (til também para estimativa da faixa etéria do individuo®

e para extragdo de DNAZ,
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1.1.2.3 Quimica

A quimica forense consiste na utilizacdo de seus conhecimentos para a
elucidacdo de um delito.

Um laboratério quimico forense trabalha na analise de amostras como GSR (do
inglés Gunshot Residues), impressdes digitais, falsificacdo de documentos, DNA,
drogas, andlise de tracos, explosivos, entre outros®.

A quimica em casos criminais é muito utilizada também em andlises por
comparagdes™ a fim de verificar fatores como os apresentados nas primeiras paginas
deste capitulo: 1) esta fibra encontrada na camiseta do suspeito é a mesma que aquela
encontrada na cena? 2) esta amostra de solo na sola do sapato da vitima é a mesma
encontrada na casa do suspeito? 3) de qual represa vem a &gua encontrada nas roupas
davitima?

Técnicas cromatogréficas e de espectrometria de massas também vém sendo
bastante utilizadas para a deteccdo de drogas, agentes de doping e carabindides
sintéticos através da quantificacdo dos metabdlitos formados no corpo®*?.
Posteriormente serd comentado mais sobre o papel da quimica nas ciéncias

forenses.
1.1.24 Medicina

A medicina, dentro das andlises forenses, emprega um conhecimento multiplo
de suas especiadidades e geralmente os profissionais dessa area devem ter um
conhecimento amplo sobre o corpo humano, n&o restrito a uma determinada parte ou
0rgao.

Os patologistas sdo especialistas no funcionamento do corpo humano e
determinam as mudancas estruturais e funcionais que acontecem neste. Dentre suas
funcbes estd a determinagdo do tempo e a causa da morte. Porém, suas fungdes néo se
restringem a exames cadavéricos, podendo estes, também, analisar ferimentos
resultantes de assaltos ou estupros, por exemplo™.
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1.1.25 Entomologia

Os entomologistas forenses sdo especialistas em insetos e outros artrépodes e
suas interacOes; utilizam seus conhecimentos sobre estes para, principamente,
determinar o intervalo de tempo decorrido de morte através dos varios estégios de larvas
e insetos presentes no corpo.

Atuamente o entomol ogista forense no trabalha apenas com os insetos?®?’ e as
informagBes post-mortem extraidas desta fauna no corpo. Aliadas a eles, estes
profissionais utilizam técnicas envolvendo andlises de DNA que contribuem para

aumentar a precisio na estimativa do tempo decorrido desde a morte %%°,

1.1.2.6 Outros Especialistas

Além das especialidades descritas, outras modalidades de exames exigem
habilidades especificas. O universo pericia inclui exames de instrumentos de crime,

veicul os, documentos, entorpecentes, dentre outros.
1.1.3 Crimes. Tipos de Crime. Locais de Crime. Provas.

A idéia de crime e castigo ndo € nada recente, estando presente desde ha muito
em escritos antigos como o Codigo de Hamurébi, mais conhecido como “Lei do Olho
por Olho” ou “Lei de Talido”, que tinha caréter “justo e legal” de um modo radical. As
eras se passaram e com o advento da religido cristd, o conceito de culpa ganhou um
significado mais religioso e ligado ao pecado, conceito este que muitas vezes substituia
até o conceito de justica do proprio Estado™.

Durante a histéria apareceram personalidades que estudaram o crime e o
criminoso em suas diferentes formas (referéncia verbal)®. Alcmeon de Crotona, por
exemplo, acreditava que havia uma relagdo entre o cérebro humano e a sua conduta,
concordando com o pensamento de Esopo, que defendia que os crimes S0
proporcionais a capacidade dos que o cometem. Sobre as punicdes, Pitagoras dizia que a
pena ndo deve ter funcdo de castigo ou expiacdo, mas de exemplo de caréter preventivo,

ideal parecido com o de Montesquieu, que diz que o legislador deve ser eficiente na

4 Citado por Arlindo da Silva Lourenco no |11 Simpdsio Forense no mini-curso Criminologiaclinicae

psicologia criminal, Ribeiréo Preto, 29 de Setembro de 2011.
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prevencdo do delito e ndo apenas na aplicacdo da pena umavez que esta deve ter apenas
sentido reeducador.

Hipocrates, ao defender que todo vicio é fruto da loucura; Platdo ao dizer que o
erro do homem sempre foi 0 motivo de seus males e Séneca ao citar que aira € a mola
propulsora dos crimes, déo explicacfes racionais sobre o que poderia impelir um ser
humano a cometer um crime.

Posteriormente, surgem pensadores como Rousseau, que diz que o homem é
bom, sendo que a sociedade o corrompe, Senderey dizia que o meio-ambiente € um
fator secundério na criminalidade. Pritchard defendia a “moral insana’, que consistiria
basicamente numa perversdo mérbida dos sentimentos naturais, afetos, inclinagoes,
temperamento, hébitos, disposicdes morais e impulsos naturais sem qualquer distarbio
ou defeito notével do intelecto ou conhecimento ou faculdades de raciocinio e, em
particular, sem qualquer ilusdo ou aucinagdo insana.

Para que uma acdo sgja considerada criminosa de modo a resultar em uma
responsabilidade juridico-penal para o respectivo autor, esta deve estar prescrita por
umalel como um crime (tipicidade).

Pode-se definir crime como todo comportamento humano que consiste numa
acao penamente relevante, acdo esta que € tipica, ilicita (ou antijuridica), culposa e
punivel, sendo que uma acdo penalmente relevante é todo comportamento humano
dominado ou dominével pelavontade. Em outras palavras, o crime € o resultado de uma
conduta (prescrita na lei), havendo vinculo (nexo causal) entre ambos (referéncia
verbal)?. Ou sgja, nem todo comportamento humano dominado pela vontade que possa
parecer um crime € necessariamente um crime. Para ser, este deve preencher um tipo
prescrito pela lei, ou sgja, se essa agdo preenche uma tipicidade especia no Codigo
Penal®. Caso seja confirmada a tipicidade e a intenc&o de dolo (consciéncia e vontade
de realizacdo do ato), tem-se, ainda, que se analisar a existéncia ou ndo dailicitude.

A exclusdo de ilicitude é a retirada do cardter antijuridico de uma conduta
tipificada como criminosa e, no Cédigo Penal Brasileiro, no artigo 23, esta acontece
com as seguintes causas. estado de necessidade, |egitima defesa, estrito cumprimento do
dever legal e exercicio regular de direito®.

Cumprindo-se a tipicidade e a ilicitude, define-se entdo a culpa. O juizo de

censura de culpa so pode ser formulado sobre um imputével umavez que as penas SO se

& Citado por Adilson Pereira e Fernando Crnkovic™ no 111 Simpdsio Forense no mini-curso Criminalistica
| — Andlise e coleta de materiais em locais de crime, Ribeirdo Preto, 29 de Setembro de 2011.
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aplicam a quem sgja suscetivel de um juizo de censura de culpa. Para aqueles a quem
ndo podem ser aplicadas, geralmente aplicam-se medidas de seguran¢a, Como no caso
dos menores de 16 anos ou aos portadores de anomalias psiquicas ou de um estado
patol 6gico equiparado. Portanto, € necessario que o agente tenha capacidade de culpa a
fim de ser aplicado o juizo de culpa®.

Além do fato ter consistido numa agdo tipica, ilicita e culpavel, € preciso que

este ainda sgja punivel. De acordo com areferéncia 31:

“Entdo chega-se a conclusdo que por vezes existem
determinados factos praticados no seio de accles
penalmente relevantes, tipicas, ilicitas culposas, mas
contudo os agentes ndo sao punidos. E porgque é que ndo
ha punibilidade em sentido estrito?

- Ou porque ndo se verificam condicdes objectivas de
punibilidade;

- Ou entéo porque se trata de uma isencao material,
Nno caso de desisténcia;

- Ou porque se trata de uma causa pessoal de isencéo
de pena.

...Porgque quando se analisa a responsabilidade juridico-
penal de alguém, tem-se de analisar detalhadamente todas
estas categorias.

Ainda que intuitivamente se possa dar automaticamente a
resposta, tem-se de percorrer estas etapas porque, por
hipdtese, se chegar a conclusdo que aquele comportamento
ndo foi dominado nem tdo pouco era dominavel pela
vontade humana, imediatamente se nega a

responsabilidade criminal do agente.”

Entre outras palavras, um ato pode ser penalmente relevante, tipico, ilicito e
culposo mas ndo ha punibilidade devido a fatores como: retroatividade ou decadéncia da
lel, perddo aceito, renincia de queixa, retratagdo ou morte do agente, anistia, dentre
outros.

Ha vérias maneiras de se classificarem os crimes.
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Uma classificaco, por exemplo, consiste na idéia de que todo crime em si

resulta em algo danoso a algum bem juridico30. Assim, tém-se 0s seguintes grupos.

e Crimes contraavida: homicidios, lesdo corporal e instigacéo a suicidio e aborto;

e Crimes contraahonra: injuria, calinia e difamacéo;

e Crimes contra o patrimonio: furto, roubo, extorsdo, violagéo de direitos autorais

ou de marca, dentre outros,

e Crimes contra a dignidade sexual: estupro, corrupcdo de menores e assedio
sexudl;

e Crimes contra a incolumidade publica: acidente de transito, atropelamento e

programa nuclear ndo devidamente credenciado;

e Crimes contra o0 patrimbnio histérico: roubo de antiguidades, contenha de

antiguidades roubadas e demolicao;

e Crimes contra a administracdo da justica: falso testemunho e denunciacéo

caluniosa;

e Crimes econdmicos. estelionato, lavagem de dinheiro e fraude.

Além desta classificagdo, podem existir outras baseadas na forma de execucéo,

S33,34

na gravidade, nos agentes, na lesividade, dentre outro , com por exemplo, na

doutrina brasileira:

e Quanto aos agentes. unissubjetivos (praticado por uma sO pessoa, permitindo a

co-autoria ou a participagdo de terceiros, como calinia) e plurissubjetivos
(exigem duas ou mais pessoas, como formacao de quadrilha);

e Quanto a lesividade: de dano (consumado com a efetiva lesdo do bem juridico,

como homicidio) ou de perigo (se consuma com a possibilidade de dano, como
crime de contagio venéreo);

e Quanto ao sujeito: comuns (podem ser praticados por qualquer pessoa, comMo

furto) ou proprios (s6 podem ser cometidos por uma determinada categoria de
pessoas, como crime de peculato);

e Quanto a duracdo do crime: instantaneos (aqueles que, quando consumados,

encerram-se, como homicidio), permanentes (aqueles que ocorrem quando a
consumagdo se prolonga dependente do agente, como cércere privado) e



instantaneos de efeitos permanentes (aqueles em que, depois de consumada a
infragdo, os efeitos permanecem independentemente da vontade do agente);

Quanto a agdo do agente: comissivos (necessitam de uma acdo positiva do

agente, como homicidio), omissivos (pressupdem uma conduta de omissdo,
COmMO em OmMissao de Socorro) e Comissivos por omissao (transgressao do dever
legal de impedir o resultado, como um médico deixar de prestar socorro
médico);

Quanto a materialidade do crime: materia (requer a prética de uma acdo

criminosa que exige a sua producdo para a consumacao, como o infanticidio) e
de mera conduta (onde apenas o comportamento ja produz o crime, como
invasdo de domicilio);

Quanto a complexidade: simples (quando se encaixa em apenas uma descricao

legal, como furto) e complexos (quando se encaixa em dois ou mais tipos penais
com uma Unica descri¢do, como latrocinio, que € roubo seguido de morte);

Quanto aos atos de realizagdo: unissubsistentes (realizam-se apenas com um &ato,

como injuria) e plurisubsistentes (necessitam de dois ou mais atos que compdem
a conduta, como furto);

Quanto a realizacdo do crime: consumados (sua prética reline todos os elementos

de sua definicdo legal) e tentados (agueles que, uma vez iniciados, ndo se
consumam por circunstancias alheias a vontade do agente);

Quanto a vontade do agente: doloso (quando 0 agente quer ou assume o risco de

produzir o resultado), culposo (quando o agente ndo tem a intencdo de produzir
o0 resultado) e preterdoloso (quando o ato se inicia com dolo e o resultado se

produz culposamente).

Os locais de crime e as provas também tém classificaces proprias que gjudam

na descric&o detalhada presente no laudo pericial (referénciaverbal)®:

LOCAIS DE CRIMES

Interno: todo sitio que abrange um ambiente fechado;

a

Citado por Adilson Pereira e Fernando Crnkovic” no 11 Simpdésio Forense no mini-curso

Criminalistical — Andlise e coleta de materiais em locais de crime, Ribeirdo Preto, 29 de Setembro de

2011
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Externo: todo sitio ndo coberto;
Area lmediata: aguelaem que ocorreu o evento;

Area Relacionada: aquela que cobre as adjacéncias ou cercanias de onde ocorreu

0 evento;
Local 1déneo: mantiveram-se as caracteristicas apds o crime;

Local Inidéneo: ndo se mantiveram as caracteristicas apds o crime.

PROVAS

Subjetivas/Informativas. sdo aguelas que se baseiam em relatos, como

testemunhas, vitimas e acusados;

Objetivas/Materiais. sdo aquelas que se baseiam em comprovagdes, como
constatacOes e verificacOes,

Complementares. sdo aguelas que se fornecem dados a mais (complementam),

como datiloscopia, vida pregressa e reconstitui coes de cena;
Diretas. sd0 agquelas que permitem conclusdes (geramente estas tém a
prioridade);

Indiretas: sdo circunstanciais e levam a um raciocinio.

1.1.4 Materiais de uma Pericia de Campo

As condigdes precérias de trabalho de um perito criminal constitui a realidade

em diversas partes do Brasil, onde os profissionais ndo tém disponivel, as vezes, nem

um kit basico contendo os principais itens de trabalho para avaliacdo de uma cena de

crime.

Isso se agrava com os locais impréprios para andlise e bens em estado

deploréveis para o trabalho®. Visto que as provas materiais podem ser a diferenca entre

a condenacdo e a libertacdo de um acusado, varias localidades ja empregam uma maior

atencdo a estes fatores, distribuindo kits e melhorando as condigdes de trabalho do

perito.

Dentro de um kit bésico de um perito, encontra-se 0s seguintes instrumentos™:
Pincéis, pds (preto, branco, magnético, etc), fitas adesivas (para revelacdo e
coleta de impressdes digitais);

Lupa (para permitir umamelhor visdo de um vestigio pequeno);
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e Oculos e mascara (para protegdo pessoal em locais contaminados);

e Lanternaselanternas UV (gudaarevelar sémen, saliva e sangue);

e Céameras (algumas produzem imagens de acordo com a temperatura, podendo
revelar um cadaver oculto, por exemplo);

e Envelopes e sacos para evidéncias,

e Emissor delaser (gjudaadefinir atragjetériade um projétil);

e Luvas

e Treng

e Placas (paranumeragéo e catalogacéo de evidéncias).

Dependendo o tipo de pericia, os instrumentos de trabalho podem variar
ligeiramente. Porém, estes apresentados estéo entre os mais frequentemente utilizados

paraainvestigacdo direta numa cenade crime.

1.2 A Quimicaaplicada ainvestigacdo criminal

Ha muito “crimes quimicos’ sdo cometidos de diferentes formas. Era muito
comum, nas grandes civilizacbes de antigamente, como a Grécia e Roma, haver
assassinatos por envenenamento. Era usual também, na idade média, o uso de
substancias alucindgenas e a guns venenos provindos de animais.

Atualmente, apesar das inUmeras técnicas de deteccdo e quantificacdo para 0s
mais diversos analitos, crimes quimicos ainda continuam a serem cometidos, como a
utilizacdo do Aldicarb (chumbinho), arsénico ou cianetos, além de cloroformio, éteres e
flunitrazepam combinado com Acido y-hidroxibutirico e cetamina (coquetel conhecido
popularmente como “Boa-Noite-Cindereld’) para dopagem.

Além destes, solventes também podem ser usados para inicio de incéndio, gases
para asfixia e agentes de doping, tudo isso se encaixando dentro do extenso ramo da
investigacdo quimica.

O trabalho dos quimicos forenses € de um modo geral, a andlise para
identificagdo de materiais, de modo a estabelecer uma possivel ligagcdo destes com o
crime e o suspeito propriamente dito.
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Um profissional de quimica treinado deve ser capaz de determinar a
composicdo, natureza e proveniéncia dos materiais, bem como estabelecer as
correspondéncias de cada tipo de amostra, aplicando uma extensa lista de técnicas
analiticas™.

Geralmente um quimico forense deve ser bem analitico e perspicaz ja que a
grande maioria das amostras ndo é pura e devem passar por processos tanto de
purificacdo quanto de andlises que podem comprometer a quantidade ja escassa do
analito desgjado na matriz. Além disso, 0 quimico deve ter conhecimentos de
farmacologia e andlises clinicas, pois muitas vezes estara trabalhando com quantidades
traco de drogas em matrizes complexas como sangue e urina.

Uma grande variedade de técnicas e instrumentacdo laboratorial € usada na
quimica forense, incluindo espectrofotometria (absor¢do atbmica, ultravioleta,
infravermelho e visivel), ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass

Spectrometry)®3°, NAA (néutron activation anaysis)***

, cromatografias, MEV
(microscopia el etonica de varredura)*?, dentre outros.

As técnicas espectrofotométricas e visuais sGo uma das mais utilizadas tanto no
laboratorio quanto na propria cena por gerar resultados visiveis a olho nu e praticamente
instantaneos, como a utilizacdo de luminol para deteccdo de fluidos latentes como
sangue lavado e de rodizonato para deteccéo de residuos de disparo de armas de fogo.
Porém, muitas vezes ndo se desegja saber apenas se ha emissdo de luz ou fluorescéncia,
mas aintensidade desta radiac&o. Nestes casos, utiliza-se um espectrofotdbmetro.

Um espectrofotdmetro consiste em uma fonte emissora de luz gque emite um
feixe luminoso de um determinado comprimento de onda, gjustado pelo operador, em
umaamostra. A luz transmitida ap0s a passagem pela amostra € entdo comparada com a
luz incidida na mesma por um sistema de lentes e fotocélulas. O decréscimo na
intensidade da luz transmitida através da substancia indica a presenca de materiais que
absorvem a luz naguele comprimento de onda®. Como a absorbancia é uma medida
quantitativa, a concentracdo do material absorvente é proporciona a quantidade de luz
transmitida.

A espectrofotometria na regido do infravermelho é Util na identificagdo de
compostos organicos uma vez que certas ligagdes entre &omos absorvem nesta regi&o.
O mesmo vale para a espectrofotometria na regido do ultravioleta, que guda a
distinguir, por exemplo, amostras de proteinas e acidos nuclécos, como o DNA. Ja a
espectrofotometria de absor¢do atdbmica oferece meios de determinar o espectro de
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absorcéo, ferramenta Util na andlise de metais como aqueles encontrados em fragmentos
de cartuchos de armas de fogo™.

A técnicade ICP-MS é utilizada principa mente para discriminacéo de materiais
de diferentes origens, como cinzas de cigarros®, documentos* e bebidas™ uma vez que
cada material, mesmo pertencendo a um mesmo grupo, tém sua “identidade quimica’
diferente um do outro.

Esta técnica apresenta uma sensitividade superior e uma ampla faixa linear,
podendo realizar andlises simultaneas de elementos e monitorar isotopos destes™.

A andlise por ativacdo de néutron (NAA) tem sido uma técnica que atrai
bastante atencdo também na érea forense por oferecer bons resultados em andlises
comparatérias, por tornar possivel modos de andlises ou rotas de analises
independentes*. HA relatos na literatura desta técnica ser usada para andlise de drogas,
como a heroina®, de fragmentos de cartuchos de armas de fogo®’ e até de tijolos para
comparacdo forense®™. Ha a possibilidade também da utilizacdo desta técnica para a
determinaco de arsénico no cabelo de corpos enterrados hé centenas de anos™.

No NAA, um feixe de néutrons provindos de um reator nuclear € direcionado a
uma amostra, que se torna temporariamente radioativa, emitindo raios-y que sdo
caracteristicos da composicdo da amostra™’.

As técnicas cromatogréficas sdo utilizadas principadmente em analises

4950 & yenenos”™®, como os

toxicologicas para identificacdo de drogas, narcoticos
rodenticidas. Pode ser aplicada também para discriminacdo e comparacéo entre
amostras a fim de se estabel ecer ou ndo uma similaridade entre elas como, por exemplo,

em andlise de tinta em documentos a fim de se detectar alteracdo ou forja deste®™>*

ou 0
mai s conhecido, para discriminacéo de diferentes tipos de material (como, por exemplo,
terra encontrada em cenas de crime) uma vez que a cromatografia tem uma habilidade
natural de separar pegquenas porc¢des de componentes diferentes.

O cromatégrafo pode também ser acoplado a um espectrdmetro de massas.
Numa analise deste tipo, 0 equipamento contém uma longa coluna onde os componentes
serdo injetados. Com um detector no final da coluna, parte da amostra € analisada no
préprio cromatografo enquanto a outra € enviada ao espectrdmetro de massas onde 0
gas carregador serd separado. A amostra é entdo ionizada, sendo os fragmentos
ionizados separados por massa e carga, gravando-se entdo o espectro final*.

A cromatografia em camada delgada € utilizada, as vezes, para separacdo de

narcoticos e corantes de fibras.
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Um microscopio eetrénico de varredura utiliza um feixe de elétrons (que
passam através da superficie da amostra, que emitira elétrons secundérios que serdo
coletados por um detector™) no lugar dos fétons de um microscopio 6ptico
convencional, fornecendo informagdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos
guimicos de uma amostra além da aparéncia tridimensional da imagem (que podem ser
Uteis quando fotos em larga escala e andlises ndo sdo suficientes™), pois, como descrito
por Dedavid®, o limite méximo de resolucdo dos microscopicos dpticos é estabelecido
pelos efeitos de difracdo devido ao comprimento de onda da radiagcdo incidente. Deste
modo, os microscépicos Opticos convencionais ficam muito limitados, a um aumento
maximo de 2000x, uma vez que acima deste valor os detalhes menores sdo
imperceptivels. Para que a resolucdo possa ser aumentada, deve-se utilizar uma radiacéo
com comprimento de onda menor que a luz visivel para iluminacdo do objeto além de
um polimento perfeito da superficie a ser observada, situacdo esta Ultima muito dificil
de conseguir experimentalmente sem destrui¢do da amostra.

Técnicas associadas ao MEV permitem a andlise dos elementos é feita através de
raios-X que sdo produzidos quando o feixe de elétrons inicial bombardeia a amostra.
Como cada elemento emite um padrdo de onda Unica, estes podem ser determinados™.

Ha vérios trabalhos na literatura utilizando-se 0 MEV e, nho campo criminal, a
técnica pode ser utilizada, por exemplo, para andlise da potencialidade inflamavel de
liquidos através de sua composicdo quimica™, classificacdo de vidros para um possivel
banco de dados>’ e para um estudo controlado de 0ssos queimados™, além de seu amplo
uso nas andlises de residuos de disparos (ions chumbo, antiménio e bario) onde cada
arma de fogo produz um residuo Unico em relagéo ao tamanho das particulas produzidas
e sua composi ¢80 quimica’.

Outra técnica também utilizada € a espectrofotometria de ressonéncia magnética
nuclear (RMN), que faz uso do fato que o nucleo de algumas moléculas absorvem
radiacdo em campos magneéticos fortes. O nlcleo em certas moléculas absorve radiacéo
de freqUéncias caracteristicas, possibilitando a identificagdo de amostras em baixa
quantidade ou impuras®’.

Porém, nem sempre as andlises quimicas envolvem egquipamentos eletronicos
laboratoriais, mesmo porque estes equipamentos ndo sdo uma realidade para muitos
centros de investigacdo devido aos custos de aquisicdo e manutencdo destes ou até
mesmo pela fata de profissionais especializados. Existem outras andlises quimicas

forenses que ndo envolvem o uso de equipamentos muito sofisticados (como os proprios
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exemplos dados acima da deteccdo de sangue por luminol e a utilizagdo da
cromatografia em camada del gada para separacdo de narcoticos e corantes).

Outros exemplos envolvendo esses tipos de andlises quimicas estdo no exame de
documentos que, aém de envolver a parte da comparacdo caligrafica realizada por
profissionais especificos, sdo inspecionadas as caracteristicas fisicas e quimicas da tinta
e do papel. A polvora, por exemplo, revela a presenca de restos de borracha enquanto
nos documentos queimados € espal hada uma solugéo dissolvida em vinil para endurecer
e proteger os restos chamuscados™®. Também s&o utilizadas iluminagdes UV e IV, que
identifica diferentes tintas por fluorescéncia ja que cada tipo de tinta responde a um
comprimento de onda de iluminacdo diferente, além de particulas finas de grafite que,
por ser um condutor elétrico, se acumulam nos sulcos das folhas uma vez que o campo
magnético trata diferentemente lugares afundados (referéncia verbal )°.

A quimica bésicatambém esta presente naidentificacdo de ateracdo de veiculos
onde ocorra a remarcacdo dos sinais de identificacdo, como nos chassis, essa
modalidade de adulteracdo envolve a remocdo da numeracdo original (gravada em
baixo- relevo nas pegas) por desgaste mecanico (como com uma lixa), polimento e a
aplicacdo de uma nova numeragdo por puncdo. A gravacéo dos caracteres originais,
produzidos ainda na linha de montagem, produz uma compactacdo diferenciada na
regido da estrutura cristalina abaixo e adjacente aos referidos caracteres. Apés a
remocgdo da numeracao original por desgaste mecanico, tais imperfeicdes produzidas na
estrutura cristalina da peca metélica permanecem na mesma, invisiveis a olho nu. Tais
sinais de adulteracdo podem ser descobertas através de um atague quimico na superficie
metalica com uma solucéo aguosa basica de hexacianoferrato de potassio, que revela a
numeragdo origina removida uma vez que ha diferenca de reatividade dos sitios da
superficie, havendo uma maior velocidade de reacdo de precipitacdo na regido da
numeracao original*®.

Como a balistica e 0 doping seréo tratados mais especificamente em tépicos
posteriores, nesta parte da introducdo sera dada uma maior énfase para a toxicologia,
pois esta faz parte de dois dos maiores grandes problemas do mundo de hoje: as drogas
de abuso e 0 dcooal.

¢ Citado por Alessandra Pereirada Silvano 111 Simpésio Forense no mini-curso Quimica Forense,

Ribeirdo Preto, 01 de Outubro de 2011.
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1.2.1 Toxicologiaforense

Como ja dizia Paracel so, todas as substancias sdo venenos, ndo ha nenhuma que
ndo o sgja. A dose certa diferencia um veneno de um medicamento.

Atuamente, sabe-se que, apesar dos maus olhos com que a quimica € vista por
muitas pessoas mal-informadas, esta ndo é uma ciéncia envolta em obscuridades e nem
feita com o intuito de por em risco a salde das pessoas e do planeta. Mas também
devemos ter em mente que nem mesmo uma substancia aparentemente inofensiva é
completamente indcua. Seguindo esta linha de raciocinio, até a &gua pode ser um perigo
em potencial de acordo com a “dose€” ingerida, como ja diria Paracelso. Um
conhecimento que todos tém, mas que, pela psicologia, se torna estranho pensar.

A toxicologia estuda os efeitos nocivos decorrentes das interagbes de
substancias quimicas com o organismo®.

Os toxicologistas examinam uma extensa lista de materiais como manchas de
sangue, urina e gases sanguineos a procura de tracos de venenos ou drogas. Alguns dos
testes empregados podem ser ssmples como a cromatografia em camada delgada, ou
mais elaborados como a cromatografia a gés ou eletroforética e andlise seroldgica de
amostras de sangue. Na andlise de morte por causas desconhecidas, amostras dos
pulmdes, sangue, urina, humor vitreo e contelidos estomacais da vitima sdo examinados
na procura de tracos de veneno ou medicamentos. Insetos encontrados proximos ao
cadéver também sdo coletados e examinados uma vez que eles podem absorver tracos
de drogas ou venenos do corpo que podem ser detectados mesmo depois de as
concentracdes no corpo cairem a limites abaixo do detectavel™.

Durante um processo analitico deve-se investigar o 6rgéo-chave para o estudo
além de ter um conhecimento prévio sobre os sintomas para se ter idéia da droga, do
veneno ou da toxina. As vezes é necessario também investigar os subprodutos de
degradacéo bioldgicos do agente toxico utilizado ja que, dependendo da velocidade de
degradacéo, este pode ndo mais ser encontrado no organismo.

Aqui cabe fazer um adendo sobre a definicdo de alguns termos utilizados. Um
agente toxico é aquele gque é capaz de causar dano a um sistema bioldgico, aterando
funcdes ou levando a morte, dependendo da exposicdo; toxicante sdo os agentes toxicos
produzidos por atividades humanas; toxinas sdo aqueles produzidos por atividades
naturais, como a toxina botulinica e venenos sdo 0s agentes toxicos que alteram ou

destroem as fungdes vitais™.
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Dentre alguns dos venenos encontrados, encontram-se 0s organofosforados,
inseticidas que contém fésforo em sua estrutura organica e, em quadros toxicol 6gicos,
atuam como potentes inibidores da enzima acetilcolinesterase, cuja funcéo é gjudar na
quebra por hidrélise da acetilcolina, um neurotransmissor encontrado no cérebro,
responsavel pelos impulsos nervosos®™®, Essa quebra é necesséria a fim de se evitar a
difusdo lateral e a ativagéo sequencial dos receptores envolvidos. Os sintomas comegam
a aparecer em aproximadamente 30 minutos depois da exposicdo, dependendo do
composto, dose e via de absorcéo, sendo a dose letal em humanos de 15 a 20 mg®. Os
organofosforados podem causar quadros de intoxicagdo graves e a grande maioria € de
uso agricola, como os praguicidas®.

Outra classe de venenos sd 0s carbamatos que, assim como O0S
organofosforados, sdo utilizados no controle de parasitas em animais e também possuii
um mecanismo de ac&o baseado na inibicdo da acetilcolinesterase™. Pode também gerar
pneumonia por aspiracdo apéds a ingestdo. O Aldicarb, ou o famoso “chumbinho”,
pertence a este classe, sendo considerado o carbamato de maior toxicidade disponivel
no mercado®™.

Ha muitos outros tipos de venenos com diferentes tipos de agcdo, como 0s
cianetos, que causam paradas respiratorias e debilitam o sistema nervoso central; a
estricnina, que causa morte por asfixia; a ricina, que provoca dores de estbmago,
diarréia e vOmitos com sangue e a toxina botulinica, que age sobre o sistema
neurol6gico, causando paralisia dos musculos respiratérios™. H& também substancias
gue nd matam imediatamente, independente da dose aplicada. Mas, por terem meia-
vidalonga, vao se bioacumulando e matam alongo prazo, como a cumarina.

Na andlise de dcool ingerido, o interesse maior € descobrir a sobriedade de um
individuo na hora de cometido o delito. Para isso, sdo utilizados testes de bafdmetros,
gue podem ser feitos com um espectrofotdbmetro de infra-vermelho portétil, ou através
de células de combustivel ou 0 mais comum, que emprega diversos tubos de vidro ou
plastico e alguns reagentes quimicos: é&cido sulfurico, dicromato de potassio, dgua e
nitrato de prata. A oxidacdo do dcool resulta na reducdo do ion dicromato, de cor
laranja, a ion cromato, de cor verde. Entdo um dispositivo elétrico que emprega uma
fotocélula compara a cor da solucéo teste com uma solucéo padrdo, determinando
guantitativamente o teor de @cool rapidamente, que € proporcional ao teor de acool na

corrente sanguinea®.
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As drogas sdo divididas em trés categorias:

1. Depressoras. diminuem a atividade cerebra e podem dificultar o
processamento das mensagens gque sdo enviadas ao cérebro. Fazem parte deste grupo o
adcool e outros solventes, calmantes, opiaceos, maconha, morfina, heroina e
cloroférmio;

2. Estimuladoras: aumentam a atividade pulmonar, diminuem a fadiga e
aumentam a percepcdo, ativando os demais sentidos. Fazem parte deste grupo as
anfetaminas, cocaina, cafeina e nicoting;

3. Perturbadoras: sdo aquelas que distorcem o funcionamento do cérebro,
fazendo com que a pessoa passe a perceber as coisas deformadas, muitas vezes
causando a despersonalizacdo. Fazem parte deste grupo a maconha, cogumelos, é&cido
lisérgico, mais conhecido como LSD, ecstasy e o DMT (dimetiltriptamina), principio
ativo do ayahuasca.

Os estimulantes, como a cocaina, sdo mais viciantes por serem de efeito rapido e
por apresentarem meia-vida menor no organismo, 0 que possibilita varios usos num
mesmo dia.

As vias de administracdo, que sdo o0s caminhos pelos quais os farmacos em gera
sd0 colocados em contato com o organismo, séo basicamente divididas também em trés
categorias:

1. Tépica: quando se aplica adroga diretamente no local de acao;

2. Enteral: quando a substancia é recebida pelo trato digestivo;

3. Parenteral: quando a substancia é recebida por outra forma que ndo sgja
pelo trato digestivo.

Porém, ao se tratar de drogas de abuso, ndo se considera a primeira categoria (a
tépica) uma vez que ndo ha drogas aplicadas diretamente no local de acdo e somente
parte da enteral, aingestdo por via oral. Portanto, para drogas, as vias de administracéo
possiveis sdo oral e parenteral, que incluem aplicacdes subcutaneas, intramusculares e
intravenosas. Por ndo passarem diretamente pelo figado, as drogas administradas por
vias parenterais estardo mais disponivels para o corpo.

A andlise de téxicos (incluindo venenos e drogas) no corpo pode ser feita em
varias matrizes. Mais recentemente melhores técnicas para a deteccdo destas nos
cabel os ou nos pél os pubianos vém sendo desenvolvidas. Como o cabelo crescede 1 a2

cm por més, ele contém a identidade das drogas utilizadas em cada periodo de seu



crescimento, como opiéceos, cocaina, metadona e anfetaminas (referéncia verbal)®. As
andlises no cabelo sdo vantgjosas devido ao menor grau de deterioragdo, podendo-se
passar décadas, séculos ou até milénios. Além disso, a capacidade quelante dos metais o
fazem se ligar muito facilmente aos compostos formadores do cabelo (querating,
lipideos, melanina, dentre outros). Porém, a unido com as proteinas depende da
estrutura quimica da droga, da capacidade de penetracdo de membrana e da severidade
da dopagem e, apesar de permitir o conhecimento do grau de severidade, ndo permite
estabel ecer dias exatos de consumo nem o grau de dependéncia (somente periodos)®.

Outras possiveis matrizes de identificacdo de tdxicos envolvem:

e VOmitos: paraidentificacdo do que foi ingerido além de informar seaviade
administracdo do toxico foi por ingestéo;

e Sangue: ndo éidea para exames toxicol 6gicos, pois é sua funcdo transportar
as toxinas para 6rgdos com funcdes excretoras e, consequentemente, é desintoxicado
mais rapidamente. Porém, se o objetivo do exame é a deteccdo em apenas algumas
horas (ou, no méximo, um dia), € umaboa matriz de deteccéo;

e Urinas possui ata concentracdo de téxico, € de féacil obtencdo, e a
amostragem geralmente apresenta-se em grande volume. Porém, a maior parte das
excregdes sao de metabdlitos e é de fécil adulteracao;

e Humor Vitreo: utilizado em andlises de post-mortem. E de fécil acesso,
possui poucas proteinas, € protegido pela circulagdo e é livre de bactérias. Utilizado
para determinar drogas, acool e pode gudar a determinar a data de morte pela
concentracdo de potassio (que varia conforme o tempo de morte);

e Figado: por ser um 6Orgdo de metabolizac8o, possui alta concentracdo de
toxico;

e Rim: utilizado para determinacdo de metais;

e Cérebro: utilizado para determinacbes de inalantes, como solventes, e
alcool. Possui a vantagem de ser resistente a putrefacéo.

e Trato digestério intestinal: por ter uma grande variagdo de pH ao longo
deste, possibilita a absorcdo de substancias com pKa diferentes além de ser umarede de
Orgaos com grande érea de contato.

Um outro avanco recente da quimica no estudo das drogas envolve o processo de

geo-localizacdo®, que é a identificacdio da proveniéncia da amostra pela variedade

® Citado por Pamela Patricia Campora Ofiate na 58 Jornada Farmacéutica da UNESP no mini-curso
Pericia Criminal, Araraguara, 25 de Agosto de 2011.
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isotépica de carbono e nitrogénio. Este processo permite identificar o pais de origem da

droga, podendo-se enquadrar o traficante em criminoso nacional ou internacional.
1.2.2 Residuos de disparo e explosivos

A polvora foi descoberta pelos chineses numa época em que os aquimistas
procuravam descobrir a formula do ixir da imortalidade. Muitas das misturas testadas
por eles resultavam em incéndios, principa mente naguelas que envolviam o enxofree o
salitre®’, dois compostos considerados mégicos naquela época. A medida que se
aumentavam os estudos sobre esses compostos, descobriu-se uma férmula para a
preparacdo da pélvora, que consistia em aproximadamente 75% de salitre seco (KNOg),
funcionando como fornecedor de O, (comburente), 13% de carvéo vegetal e 12% de
enxofre, atuando como combustivel (referéncia verbal)', sendo esta primeira formulacdo
chamada de Pdlvora Negra.

Hé vérias reacBes que ocorrem ao mesmo tempo na detonacdo da polvora negra,

sendo amais simples (referéncia verbal)®:
2KNO3 (9 +3C (9 + S92 KaS g+ N2(g + 3CO2 g

A principa caracteristica de um materia explosivo é a capacidade de se
transformar quimicamente em gases, ou sgja, sofrer combustdo, muito rapidamente,
desenvolvendo calor, produzindo calor e gerando uma grande quantidade de trabalho
sobre os gases tanto liberados quanto ja presentes devido a acéo do calor liberado.
Geralmente estes materiais apresentam uma instabilidade natural que pode ser acionada
por chama, choque, atrito ou calor®. Como pode-se perceber na reacdo acima, na
explosdo da pélvora negra, cujos reagentes sdo todos solidos, os produtos sdo todos
gasosos. Apesar do sulfeto de potéssio ser um solido na temperatura ambiente, o alto
calor no momento da reacdo o transforma em um gas momentaneo.

Diferentemente do que se imagina, 0 explosivo em si ndo causa dano apenas
pelo calor, pois este esta restrito a apenas um raio centrado no ponto de origem da

explosdo. Outro fator que também causa dano e este, possuindo um raio maior que a

" Citado por Antdnio José Ipdlito no 111 Simpdsio Forense no mini-curso Quimica Forense, Ribeirao

Preto, 01 de Outubro de 2011.
9 Citado por Sérgio H. Frasson Scafi na 412 Semana da Quimica no mini-curso Guerra Quimica,
Araraquara, 18 de Outubro de 2011.
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onda de calor, é a onda de choque formada pelos gases em expansao, tanto os gerados
na detonagdo quanto os do proprio ambiente.

A propriedade explosiva de uma substancia depende da presenca de
determinados grupos funcionais na molécula desta. Estes grupos geralmente possuem a
caracteristica de formarem uma grande quantidade de gases durante sua combust&o
além da liberac&o de calor, como, por exemplo, os grupos contendo nitrogénio [-NOy,
-ONO;, -N=N, -N=N=N-, NX3 (X = halogénio) e -N=C], outros grupos contendo
oxigénio (-OCIO,, -OClQOg3, -O-0- e -O-0O-0-) e aguns grupos contendo carbono [M-C
(M = metal) e-C=C-]%.

A polvora negra, apesar de ter sido bastante utilizada, foi substituida por outros
compostos que geram menos fumaca e residuos. A pdlvora CBC 216, por exemplo,
utilizados para calibre .38 SLP, possuem 97% de nitrocelulose, 1,5% de difenilamina,
1,0% de sulfato de potéssio e 0,2% de carbono grafite. A mistura iniciadora, contida na
espoleta, emprega estifinato de chumbo, nitrato de bario, trissulfeto de antiménio e
tetrazeno® .

Devido as caracteristicas de liberacdo de calor e expansdo gasosa, 0S materiais
explosivos sdo utilizados dentro dos cartuchos de armas de fogo. Uma vez iniciada a
reacdo pelo choque do cdo de um revolver no percutor, que atinge a parte de tras do
cartucho (a espoleta), a mistura iniciadora nela € comprimida e os cristais de estifnato
de chumbo e tetrazeno se quebram, havendo sua detonacdo. Assim, uma chama cujo
oxidante € o nitrato de bério e o combustivel é o trissulfeto de antiménio se forma e os
gases formados dentro do cartucho se expandirdo e far8o tamanha pressdo que
arremessardo o projétil. Aluminio pode estar presente também na composicdo para
haver umamaior vivacidade da chama’.

Uma vez que os vapores dos componentes que antes estavam dentro do cartucho
entram em contato com o exterior, onde ha uma diferenca de temperatura muito grande,
eles rapidamente se condensam de modo a minimizar a érea de superficie. Como este é
um processo rapido, a condensacdo ocorre predominantemente na forma de particulas
esféricas, que sdo identificadas no microscopico eletrdnico de varredura ou por andlise
por ativagdo de néutrons. O tamanho e o formato destas particulas variam de acordo
com o tipo de arma empregada e o calibre”.

Os exames residuogréficos atuais pesguisam residuos solidos decorrentes do
disparo em vérios tipos de lugares. O exame quimico envolve a Reacdo de Griess paraa
deteccdo do nitrito e a reagdo do chumbo com o rodizonato de sodio. Porém, como o
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nitrito pode se converter rapidamente a nitrato ou se volatilizar na forma de écido
nitroso caso 0 ambiente sgja muito Umido, este teste vem sendo descartado nas pericias
atuais por existir pouca confiabilidade como prova pericia (referéncia verbal)®. Outros
componentes como o0 antiménio e o bario ndo sdo facilmente detectados por reacdes
colorimétricas e, portanto, precisam de outros meios para serem identificados na
amostra. Paratal, utiliza-se a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV).

A coleta do residuo de disparo geralmente é feita através de fitas adesivas,
esparadrapos, algoddo, papéis adesivos ou papéis de filtro. Também sdo relatados
métodos alternativos como a utilizacdo de uma resina polimérica a base de PVAL
(polivinil dcool), desenvolvida por pesquisadores da Bundeskriminalamt, na Alemanha
€ uma outra resina polimérica instantanea desenvolvida pelo perito Hélio Rochel, do
Instituto de Criminalistica de S&o Paulo™.

1.2.3 Exames papiloscopicos

Tomando-se uma impressdo digital, a leitura das cristas papilares se da no
sentido horario, sendo iniciada na posi¢céo 12 horas. Isto é feito para evitar confusdes na
hora da nomenclatura das linhas que formam a impressdo digital. Geramente séo
requeridos 12 pontos para se considerar que ha elementos suficientes para uma
identificagéo precisa.

Para coletar as impressfes utilizam-se pos reveladores, que podem ser ou ndo
magnetizados e/ou brilhantes. Estes pos se aderem aos depdsitos de agua e gordura,
comuns em impressdes recentes.

Antigamente, dependendo do suporte onde estava a impressao digital, como
superficies molhadas ou em pele humana, era praticamente impossivel identifickla
Para contornar esses problemas, foram desenvolvidas nanoparticulas de 6xidos de zinco
utilizadas em um po gue reage com a gordura das impressdes digitais mesmo na
presenca de &gua. Em seguida, ilumina-se a regido com luz ultravioleta e a digital,
brilhante, é registrada (referéncia verbal)".

9 Citado por Sérgio H. Frasson Scafi na 412 Semana da Quimica no mini-curso Guerra Quimica,
Araraquara, 18 de Outubro de 2011.

Citado por Caroline Cassia Silva Brito no |11 Simposio Forense no mini-curso Papiloscopia,
Necropapiloscopia e Fotografia Forense, Ribeir&o Preto, 30 de Setembro de 2011.
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Para impressdes digitais em pele humana, cientistas da Oak Ridge National
Laboratory (EUA) desenvolveram um equipamento portatil que utiliza a técnica de
espectroscopia de superficie aumentada. O instrumento é feito com nanofios revestidos
de prata®.

Porém, impressdes digitais em superficies molhadas e em pele humana estéo
prestes a serem reveladas por um Unico equipamento que vaporiza uma mistura de
moléculas de metanol e dgua carregadas eletricamente sobre a area investigada. Uma
vez em contato com a mistura, cada superficie emite ions especificos que sdo captados
por um aparelho no qual os sinais sdo transformados em unidades de imagem. Além
disso, o aparelho é capaz de distinguir substancias em gque o autor da marca tocou antes,
como drogas, pélvora, metais, dentre outros®.

Para andlise papil oscdpicas em cadaveres, dependendo do estado de conservagao
e do tempo de morte, deve-se promover a quebra da rigidez cadavérica e a reidratacdo
dos tecidos através de um liquido hidratante especial para que hagja a soltura da pele.
Uma vez solta a pele, ela passa por um processo de tratamento (cujo tempo € variavel)
para depois ser utilizada adequadamente (inserida na méo do analista, como se fosse
umaluva) paraaextracéo daimpressio digital (referénciaverbal)".

O perito técnico Marco Aurélio, do Instituto de Identificacdo Pedro Méello,
descreve a utilizacdo de uma solugdo de detergentes liquidos como um novo método de
conservacao e reidratacdo paraidentificacio necropapil oscopica’.

Esta solucdo é composta de um tensoativo anidnico, para remoc¢do da gordura
nos tecidos epidérmicos; de um tensoativo anfétero, devido a sua compatibilidade com a
pele de modo a reduzir a irritabilidade; de um neutralizante, que neutraliza o pH do
meio, deixando 0s tensoativos catibnicos compativeis com os aniénicos de modo a
potencidlizar a agdo de ambos, de um conservante, que atua como componente
bacteriostatico, inibindo a reproducdo de bactérias, um sequestrante, que complexa ions
essenciais ao crescimento das bactérias, dificultando o aparecimento destas e
potencializando o sistema conservante; de uma esséncia aromatizante; de um corante e
de dgua, com funcao hidratante e solubilizante”.

" Citado por Caroline Céssia Silva Brito no 111 Simpésio Forense no mini-curso Papiloscopia,

Necropapiloscopia e Fotografia Forense, Ribeir&o Preto, 30 de Setembro de 2011.
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1.2.4 Doping esportivo

O doping esportivo consiste na utilizagdo de drogas ou de outros métodosilicitos
para aumentar o desempenho do atleta. Nesta érea, o papel do analista € controlar o uso
de substéancias proibidas usadas para melhorar o rendimento fisico. O controle de
dopagem ¢é estipulado pelo COI (Comité Olimpico Internacional), que credencia os
laboratérios para readlizarem as andlises”, sendo os principais objetivos evitar a
vantagem desleal e manter a salde do atleta, uma vez que a utilizacdo de muitas das
substancias pode ter conseqiiéncias graves’™.

Dentre algumas substancias utilizadas frequentemente em doping, destacam-se
os diuréticos furosemida, propanolol e triantereno, sendo que todas podem ser
identificadas através de exames de urina. O grande problema é que, nesta matriz, muitas
drogas existem como seus metabdlitos e para algumas drogas, tais metabdlitos sdo os
Uini cos compostos detectaveis’™.

Registros do COB (Comité Olimpico Brasileiro) mostram quais eram as
substéncias mais consumidas em escala mundial em 2005. Atualmente as porcentagens
podem ser diferentes, ainda que as principais substancias usadas continuem as mesmeas.
O levantamento analisou o0s casos de 139.836 atletas dentre os quais 2.958 tiveram
resultados positivos para doping: 43,4% usaram anabolizantes; 14,2%, beta-2 agonistas;
11,8% estimulantes; 11,7% canabindides; 7,6%, glucocorticosteréides; 5,7%, diuréticos
e outros agentes mascarantes; 3,8%, hormonios e 1,8%, outros’. Mais sobre cada uma
destas classes de substancias seréa abordado posteriormente.

Todo ano uma lista com substéncias e métodos de doping proibidos € lancada
pela WADA (World Anti-Doping Agency)’’. Em andlises oficiais de controle de doping,
cerca de 300 drogas e metabdlitos so analisados para cada amostra, 0 que demanda que
os laboratérios credenciados para realizarem as andlises detenham técnicas capazes de
fazer um screening de uma vasta gama de drogas em um periodo de tempo curto, sendo
gue os principais métodos envolvem as cromatografias e a espectrometria de massas
(GCIMS, LCIMS).

1.2.5 Analise de sangue por Luminol

O luminol utilizado para detecgéo, preparado a partir de uma reacéo lenta entre

cristal de luminol com peréxido de hidrogénio, quando entra em contato com o sangue,

50



utiliza o ferro na hemoglobina como agente catalisador, causando uma reagdo de
guimiluminescéncia (Figura 1). Mesmo gue tenha sido limpo, a cena fica com uma
coloracdo azul brilhante, que é captada mais claramente com a utilizacdo de uma luz

negra. A fluorescéncia dura cerca de 30 segundos’.
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Figura 1. Reacdo do luminol com perdxido de hidrogénio utilizando o ferro da

3-APA + LIGHT

hemogl obina como catalisador™>.

1.2.6 Avancos na genética forense

Varios avangos nas técnicas de identificagdo por DNA aconteceram em um
relativo curto espago de tempo. Atualmente os analistas podem identificar fatores como
cor de cabelo, cor da pele, caracteristicas faciais, dentre outras, em pouco tempo,
mesmo que as amostras de DNA encontradas sgjam muito pequenas. Neste caso,
equipamentos podem criar réplicas do DNA para serem examinadas ao detectar a reacdo
em cadeia da polimerase (PCR)*>.

Hé casos que mais parecem cenas de seriados policiais, mas que acontecem nos
laboratorios detentores de tecnologias e profissionais mais capacitados. Um exemplo € 0
caso de Simon Moran, um eximio assaltante que havia cometido mais de 100 assaltos e
gue foi preso por causa de uma Unica gota de suor. Este material, colhido em um saco
plastico, passou por um sistema de isolamento e amplificacdo conhecida como DNA
LCN.
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Outro avancgo que contribui de forma inigualavel observa-se em casos em que 0
material genético foi praticamente destruido pelo fogo onde o DNA, composto por uma
sequéncia de 3 bilhdes de bases, é reduzido a retalhos com menos de 400. Nesses casos,
utilizam-se polimorfismos de nucleotideo simples (SNP), que identificam mutacGes
minimas, que tornam o DNA de cada pessoa unico.

Outras inovagOes sdo (i) o desenvolvimento de identificagdo do DNA nas
mitocdndrias, que é muito mais abundante do que aquele contido no nucleo; (ii) da
leitura agilizada com métodos sofisticados de automacdo, pelos quais € possivel
executar leituras num ritmo de 500 testes por dia e (iii) da técnica criada pela empresa
TGen a qual permite individualizar amostras de DNA gue representem menos de 0,1%
do total coletado®.

Cientistas de Hong Kong e dos EUA trabalham para tornar possivel arealizacéo
dos testes de DNA em tempo real. Os americanos demonstraram que um nanotransi stor
pode ser ligado a um sensor de DNA para isso. Os cientistas de Hong Kong
conseguiram multiplicar o material genético de modo a se realizar o teste em escala
portétil utilizando um microchip e um sensor e etroquimico®.

Ha também projetos para o futuro, com o objetivo de construir retratos falados a
partir de amostras de DNA, além de se extrairem dados como origem geografica e

etnia’.

1.3 A Balistica Forense— Uma outra visao

Muitas vezes ndo é suficiente ter o conhecimento quimico parafazer umaandise
de uma cena de crime onde houve um disparo com uma armade fogo. Frequentemente é
necessario ter, ao menos, uma idéia do funcionamento e do mecanismo de disparo, além
do conhecimento dos tipos de armas, munic¢des e do proprio ambiente onde se deu o
fato para que a andlise possa ser confiavel. As vezes, a0 se redlizar uma coleta na mao
de um suspeito para verificar a presenca de chumbo por um método colorimétrico,
deparamos com um resultado negativo. Este resultado ndo necessariamente significa
gue ndo havia chumbo ou que a amostra fora tratada de um modo incorreto, mas que o
tiro poderia simplesmente ter sido disparado por uma pistola, que deposita menos
material particulado na méo do atirador do que o revdlver, ou de uma arma de cano
longo, cuja deposicdo se dara preferencialmente nas roupas e no cabelo, fazendo com
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gue as particulas depositadas de chumbo sejam t&o escassas que ndo podem ser assim

detectadas nas maos do suspeito. Mais do que isso, pode também significar que o

atirador possater lavado as méos ou que o disparo fora realizado em questéo de horas, o

gue também diminui a quantidade de particulas.

As armas de fogo podem ser classificadas de vérias maneiras (referéncia

verbal)":

1. Quanto ao funcionamento:

e Armas de Repeticdo: com sistema de tiro em que é preciso acionar
manual mente um mecanismo para carregar a municao e efetuar o disparo, sendo que
aretirada de cartuchos também é feita manual mente;

e Armas Semi-autométicas. com sistema de tiro em que a municdo é
recarregada automati camente. Atira um projétil para cada aperto do gatilho usando a
energia do disparo para carregar um novo cartucho, eliminando assim a necessidade
de recarregar manual mente;

e Armas Automaticas: com sistema de tiro em que a municao é disparada
continuamente enquanto o gatilho é pressionado, a0 mesmo tempo em que 0s
cartuchos sdo descartados sem operacdo manual. Usa a energia do disparo para
expelir e getar 0 estojo e recarregar com um novo cartucho, 0 que permite a

execucao de rajada.

2. Quanto ao tipo de cano:

e Alma Lisa sG0 as armas cujos canos nao possuem raiaduras,
geralmente utilizadas para caga, como as espingardas.

e Alma Raiada: sd0 as armas Cujos canos possuem raiamento. Estas
armas arremessam proj éteis com grande precisdo e sdo fundamentais para a balistica
forense, pois a identificacdo da arma pode ser feita através do projétil (confronto

balistico microscopico).

Citado pelo Coronel Fernando Paluan no |11 Simpdésio Forense no mini-curso de Balistica, Ribeirdo

Preto, 01 de Outubro de 2011.
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3. Quanto a acéo do disparo:
e Ac&o Simples: necessita armar ou engatilhar o cdo. Estestipos de
armas S80 mais perigosas, pois € muito mais fécil ocorrer um tiro acidental.

e Acédo Dupla: ndo precisa haver o prévio engatilhamento do céo.

Como curiosidade, a nomenclatura das armas de fogo se da por dois principais
métodos. Ou considerando-se a fébrica, o calibre e 0 ano do projeto como em fuzil
Imbel cal 7,62mm M964 ou considerando-se as iniciais do projetista e ano da patente
como em fuzil AK47.

Cdlibre é a medida do didmetro do projétil ou do didmetro interno do cano em
milimetros, centésimos ou milésimos de polegadas. Deste modo, uma arma de calibre
50 tem mela polegada ou 12,7mm. A medida em calibre é usada pelo sistema
americano enquanto que a medida em milimetros € utilizada pelo sistema europeu.
Deste modo, o fuzil Imbel descrito no parégrafo acima, com 7,62mm, € um fuzil de
calibre .30.

1.3.1 Balistica Interna, Externa e Terminal

A balisticaem si é divididaem trés principais areas.

A balistica interna estuda a arma e 0 inicio do tiro, cujo processo que ocorre
para que possa haver a projecdo do projétil é representado na Figura 2. Os exames de
balistica interna incluem as raias deixadas no projétil a fim de se realizar o confronto
balistico microscopico. Porém, outros fatores (como as marcas deixadas pelos
percutores ou as ranhuras produzidas nas culatras) também podem fornecer
informacoes.

A balistica externa estuda a tragjetoria do projétil desde quando este abandona a
arma até momentos antes de atingir o alvo. Esta parte da balistica estuda a tragjetoria do
projétil e ainfluéncia do préprio ambiente no percurso e no impacto desta’®. O estudo
da balistica externa € fundamental para haver uma boa coleta dos residuos ou para o
proprio estudo da cena do crime.

A balistica terminal estuda os efeitos quando se atinge o alvo. Pode fornecer
dados sobre o estado da vitima antes do disparo (se ja estava morta ou ndo, por

exemplo) ou da distancia aproximada do tiro.



Todas estas trés areas de estudo sd muito importantes numa investigacéo
forense, pois cada uma nos da informacles especificas que, juntas, gjudam muito a

entender a cena por inteiro.

Figura 2. Processo de gecdo do projétil por uma arma de fogo
(Imagem retirada daref. 70)

Como representado na figura acima, quando h& o acionamento do cdo ao se
apertar o gatilho, este entra em chogue com o percutor, que atinge a espoleta onde esta a
mistura iniciadora que sera detonada (a). Uma vez detonada, ocorre uma reacéo de
oxidacdo (combustdo) no cartucho formando gases que expelirdo o projétil (b e c).

Todas as evidéncias sd0 coletadas e submetidas a analises rigorosas. A base da
identificacdo de uma arma de fogo vem do fato de que cada arma produz marcas
peculiares no cartucho e/ou no projétil disparado (como se fossem “impressdes
digitais’), umavez que o processo de fabricacdo e o uso da referida arma variam®.

Parte dos residuos solidos provenientes do disparo permanece dentro do cano,
outra parte ao redor do tambor e da camara de percusséo da propria arma. O restante é
projetado para fora, atingindo as méos, os bracos, os cabelos e as roupas do atirador,

aém de se espalharem pela prépria cena’™.
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Apbs a deposicao dos residuos sobre as méos, a perda dessas particulas ocorre
de forma continua e ininterrupta. Por esse motivo, a coleta, sempre que possivel, deve
ser realizada rapidamente, sendo que estimativas sobre o tempo decorrido em funcéo do
nimero de particulas encontradas néo devem ser levadas em consideragdo para fins
investigativos. Porém, os residuos depositados nas roupas, em superficies como moveis

e cadaveres ndo expostos ao meio ambiente podem persistir por semanas ou até meses'”.

1.3.2 Cartuchos e municdes

O estudo dos cartuchos e das municdes é parte crucia para qualquer
investigacdo forense porgue, aém de serem neles que estardo contidas as amostras para
confronto quimico, estes também fornecem informagdes de como pode ter ocorrido a
dispersdo dos residuos no ambiente.

Na pégina da CBC®, haimagens e uma descricgo sucinta dos tipos de projéteis e
muni ¢oes fabricados por ela, dos quais alguns estéo representados na figura 3.

Os projéteis determinam o desempenho e a finalidade da municdo (defesa,
perfuragdo, precisdo e pratica esportiva). As munigdes encamisadas saem com
velocidade maior, pois sofrem menos acéo do atrito no cano da arma.

Na fabricacdo de projéteis ogivais, os mais comuns hoje em dia, ha a
preocupagdo com 0 seu coeficiente aerodinamico e a capacidade de incorporagéo de
maior massa num menor didmetro. Caso estes projéteis fossem disparados por uma
arma de ama lisa, €elas tenderiam a girar 180° ao longo da trgetoria, perdendo
velocidade e precisio’.

Os raiamentos servem para garantir estabilidade aos projéteis ogivais ao longo
de sua trgetéria a0 acrescentar a eles uma aceleracdo tangencia durante o disparo
devido ao movimento de rotagdo em torno do proprio eixo. A estabilidade também pode
ser melhorada mediante a remocéo de massa da base dos projéteis, deslocando o centro
de gravidade no sentido da ogiva.

O chumbo sempre foi muito utilizado para a fabricacdo de projéteis devido ao
seu baixo custo. Por possuir baixa dureza, as deformagdes permanecem no metal mesmo
apos a remocdo do esforgo mecanico que as produziu. Por isso, uma liga de chumbo e
antimonio é utilizada na fabricacéo dos projéteis de modo a conferir uma maior dureza
a0 materiad aém de se utilizar uma graxa lubrificante para evitar que figquem
acumulados residuos metdlicos no raiamento do cano, o que acarretaria perda de

56



precisdo e um aumento da pressdo dos gases produzidos pela queima da pdlvora,

T

@ D D dTTr

Chumbo Chumbo Chumbo Emarlmn Encamizado Encamisado Expansive 405&W  9mm Luger
ponta plana  ogival semi ponta plana total total ponta
canto vivo ponta plana ogival

podendo ser perigoso”.

@

(b)
1
D D D
Chumbo ~ Chumbo Chumbao Chumbo
ponta plana nl:ﬁ:":im canbo vivo ogiv
(©

Figura 3. Munic¢Bes da CBC para pistolas (a) e revolveres (b). Em () estéo
representadas as muni¢des de ponta oca (caracteristicas expansivas)
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De acordo com Andrade, A. B.”, excetuando as de uso militar, os projéteis
podem ser divididos em 4 tipos béasicos, sendo os dois primeiros de maior interesse para

este estudo por serem utilizados mais frequentemente:

1. Projéteis ndo expansivos. com a ponta da ogiva endurecida e constituidos por
um nucleo de chumbo. S&o projéteis com grande poder de penetracéo e pouco poder de
destruicdo, utilizados normalmente contra alvos protegidos por anteparos. Por causa do
seu poder de penetracdo, so contraindicados para policiamento urbano.

2. Projéteis expansivos: a ponta da ogiva é desenhada de modo a se deformar
durante o impacto [como em (c) dafigura 3]. Isto produz um aumento do ferimento e do
sangramento com a destruicéo do tecido e transferéncia de toda a sua energia cinética
para o avo. Sd muito utilizadas no trabalho policial por causa da sua perda de energia
quanto se chocam com o alvo, diminuindo o risco de ricochete e de penetracéo em alvos
indesgjados.

3. Projéteis fragmentaveis: sdo projetados para se desintegrarem completamente
durante o impacto contra o alvo, produzindo inimeros fragmentos de pequeno tamanho,
que funcionam como proj éteis secundarios. Apresentam baixa penetracao.

4. Projéteis parcialmente fragmentaveis. projetados para se romperem durante o
impacto, como 0s projéteis fragmentaveis, mas sua base € projetada para penetrar o

alvo, como nos expansivos.

Na péagina da CBC ha uma figura comparativa entre o dano provocado por um
projétil expansivo e o de um ndo expansivo (Figura 4), mostrando o ato poder de
destruicdo de um projétil expansivo em comparagdo com 0 outro em uma gelatina
balistica, preparada de modo com que sua viscosidade e densidade se parecam com a de
um corpo humano.

Na Figura 5 € demonstrado em 4 etapas o tiro de um projétil expansivo numa
gelatina balistica onde se repara perfeitamente o projétil antes do momento de impacto e
este logo apos atravessar 0 alvo, quando este ja estara com a ponta deformada. Através
desta imagem pode-se perceber também a expansdo e deslocamento temporario de ar
formado dentro da gelatina, fato responsavel pelo grande fator destrutivo deste tipo de
projétil.
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(b)

Figura 4. Comparacdo entre um tiro com (a) projétil expansivo e o de um tiro com (b)
projétil ndo-expansivo. As cavidades temporérias resultantes foram feitas por um

projétil 9mm Copper Bullet (expansivo) e um ETOG 9mm de 124gr. (ndo-expansivo).

Figura 5. Cavidade formada por um tiro de projétil expansivo numa gelatina balistica.
Pela figura pode-se perceber em A que o projétil ndo esta deformado antes de atingir o
alvo e, apos atingi-lo, a ponta se deforma, como pode-se ver em B.
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1.4  Doping—Um problema ndo s esportivo

S30 muitas as substancias consideradas proibidas™ ™, dentre elas, destacam-se
0s estimulantes, os analgesicos, os diuréticos e os anabolizantes. Além das substancias,
h& alguns métodos que também sdo considerados doping®’: aumento da transferéncia de
oxigénio, manipulacdo quimica e fisica e doping genético.

Atual mente vivemos numa realidade onde em torno de 18-25% dos jovens de 12
a 21 anos relatam o uso de OTC (over-the-counter drugs), que sdo medicamentos que
podem ser vendidos diretamente a0 consumidor sem a devida prescricdo de um
profissional da salde. De um modo geral, o uso de OTC e de medicamentos ilicitos séo
maiores entre os adol escentes da América do Norte do que entre os da Europa e da Asia
Cerca de dois tercos dos usos dessas drogas envolvem o esporte organizado e o outro
terco faz parte de questdes sociais que poderiam levar um pré-adolescente a utilizar tais
medi camentos™.

Informacbes de onde se pode obter tais medicamentos € de conhecimento de
12% dos pré-adol escentes, de 29% dos adolescentes e de 38% dos colegiais, sendo que
muitos deles (e dos atletas também) preferem admitir o uso de cocaina ater que admitir
0 uso de ester6ides™.

Como visto, o uso de agentes de doping ndo sdo restritos apenas a atletas. Jovens
esportistas escolares e amadores ndo-competitivos também os usam. O mau uso de
esterdides, por exemplo, é crescente entre os freguientadores de ginésios. S6 nos Estados
Unidos, estima-se que cerca de 1 a 3 milhes de pessoas utilizam esterdides. Estas
estimativas, assim como nos demais paises, € igua a aproximadamente 1% das
respectivas populagdes. Uma pesquisa anbnima feita na Suécia com 6000 adolescentes
de 16 e 17 anos revelou que 3,2% dos homens usaram alguma vez esterdides (AAS),
n&o havendo relato de uso entre as mulheres™,

Para cuidar de problemas deste tipo nos esportes organizados, em 1999 foi
criada a WADA, que é uma iniciativa compartilhada do esporte e de governos para
promover e coordenar a luta contra o doping internacional e nacional através da
educacdo, advocacia, pesquisa e lideranca.

As regras atuais que governam o uso de doping no esporte consideram que uma
violagdo por doping ocorre a0 se encontrar nos fluidos do corpo uma substancia
proibida, um metabdlito de uma substancia proibida ou um composto quimicamente ou
farmacol ogi camente relacionado a uma substancia proibida®.
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Na maioria dos casos, a urina é a matriz escolhida para os exames de doping
devido a0 grande volume e por ndo ser um método invasivo’™, sendo que o principal
método de identificacdo consiste na cromatografia geralmente acoplada a um
espectrometro de massas, ainda que possam ser detectadas no sangue outras substancias
como os hormonios.

Todas as amostras de urina devem ser enviadas o0 mais rapido possivel até um
laboratério devidamente credenciado, que fara a andlise desta para a presenca de
substancias ou métodos proibidos. A maior parte das organizacdes esportivas adota a
mesma lista de substancias proibidas, porém, alguns esportes podem ter uma ligeira
variagdo, como no automobilismo e no arco e flecha, onde o uso de dlcool e de beta-
bloqueadores também é proibido®”.

Além da urina e do sangue, estudos vém sendo feitos também para deteccdo
destas mesmas substéncias nos cabelos uma vez que estes compostos possuem um
maior tempo de permanéncia neles que podem ser semanas ou meses, dependendo do
comprimento da haste capilar. Porém, nenhuma andlise deve ser substituida uma vez
que elas se completam. As andlises em sangue e urina fornecem informagdes de curto
prazo do uso de drogas por um individuo enquanto o cabelo fornece informagdo em
longo prazo do histérico de uso desta mesma pessoa™.

Eventualmente um atleta pode necessitar de algum tipo de medicacdo que possua
na sua formulagdo uma substéncia proibida, seja por motivos de salde, seja por
indicacdo médica. Se este for 0 caso, é necessario contatar a respectiva confederacéo ou
a federacéo internacional para que haja a solicitacdo de uma permissdo especia que
podera ser concedida apds a andlise do diagnéstico e da indicacdo apropriada de um

determinado medicamento®.

1.4.1 Principais classes de substancias proibidas

Dentre as classes de substancias mais conhecidas utilizadas como doping,

encontram-se:

1.4.1.1 Estimulantes

Aumentam o0s niveis de atividades motoras e cognitivas a0 estimular o

funcionamento do cérebro (ou sgja, diretamente no sistema nervoso central), permitindo
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gue o atleta tenha uma maior capacidade fisica momentanea, como a diminuicéo da
fadiga e 0 aumento da percepcéo e dos demais sentidos. Além destes efeitos, dilatam as
pupilas, aumentam o nimero de batimentos cardiacos e a pressdo arterial. Porém, se a
dose tomada for muito elevada ou o individuo apresentar sensibilidade, pode aumentar
muito a temperatura do corpo (40-41°C), dificultando o processo de refrigeracéo deste,
podendo causar convul sdes.

Essas substancias sdo utilizadas principalmente em esportes como basquete,
futebol, vole e ciclismo.

O uso cronico de estimulantes como as anfetaminas podem ocasionar destrui¢aéo
dos neurdnios, agressividade, parandia, esquizofrenia e alucinacdes aém de tremores e
respiracao rapida®®.

Fazem parte dessa classe a nicotina, a cafeina, as anfetaminas e a cocaina
(Figura6).

Figura 6. Estruturas quimicas da Nicotina, da Cafeina e da Cocaina, respectivamente

1.4.1.2 Analgésicos narcoticos

S0 drogas utilizadas para aivio da dor. Ao reduzir a dor de certas lesdes ou
atividades, permitem ao atleta aguentar por mais tempo, gerando uma certa “resisténcia
natural”. Porém, considerando-se a reducdo da dor sentida, pode acontecer de um atleta
agravar uma leséo devido a ndo-percepcdo desta ou da gravidade desta. Como outros
efeitos podem causar perda de equilibrio e de coordenacéo, nauseas, vomitos, insonia,
depressdo, diminuicdo da frequéncia cardiaca e ritmo respiratério e diminuicdo da

capaci dade de concentracso™.
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Essas substancias sdo muito utilizadas em esportes que exigem esfor¢o continuo
e repetitivo (fisicamente muito exigentes), como a maratona e o triatlo.

O uso crénico destas substancias pode desencadear sindromes de abstinéncia®’.

Fazem parte dessa classe a morfina, a piridina, a metadona e a codeina (Figura
7), substancias estas derivadas do épio (atuantes do sistema nervoso central ).

Figura 7. Estruturas quimicas da Metadona, da Codeina e da Morfina, respectivamente.
Pode-se perceber claramente a semelhanca estrutural entre a codeina e a morfina.

1.4.1.3 Diuréticos

Aumentam a quantidade de urina produzida e excretada, levando a uma diluicéo
de outras substancias ilegais que podem estar presentes na urina que de outra forma
seriam detectadas em concentracbes altas, agindo entdo como uma substancia
mascarante. Além disto, sdo utilizadas também para perda de peso de modo a reduzir
rapidamente a massa corporal do atleta ou até mesmo para expulsar outros tipos de
substancias dopantes mais rapidamente do organismo.

Por permitir a perda de peso, os diuréticos sdo muito utilizados em esportes onde
estejam presentes categorias de pesos, como 0 boxe, 0 judd, o halterofilismo e o
carate®.

Os diuréticos podem causar desidratacdo, caimbras, doencas renais, perda
acentuada de sais minerais, alteragdes no volume do sangue e no ritmo cardiaco, sendo
gue se os problemas cardiacos e renais tornarem-se muito graves, podem levar até
mesmo & morte®.

Na Figura 8 estéo representados os diuréticos triantereno e furosemida.

63



O~

o

OH

Figura 8. Estruturas quimicas do Triantereno e da Furosemida, respectivamente

1.4.1.4 Anabolizantes

Promovem o crescimento celular e a sua divisdo, resultando no desenvolvimento

de diversos tipos de tecidos, especiamente o muscular e o dsseo’™’”

. S&0 compostos
derivados da testosterona. Quando tomados em doses altas, aumentam o0 metabolismo
basal (quantidade caldrica ou energética que o corpo utiliza, durante o repouso, para o
funcionamento de todos os 6rgdos), 0 nimero de hemacias e a capacidade respiratoria,
reduzindo a taxa de gordura corpora e ganhando forga, poténcia e maior tolerancia ao
exercicio fisico. Por isso s80 muito utilizados em halterofilistas, lutadores de artes
marciais e outros esportes que envolvam forca explosiva além de serem utilizados
também simplesmente porque o individuo deseja um corpo mais muscul 0so®®.

Os anabolizantes podem causar sérios prejuizos como aumento da agressividade,
infartos em jovens (devido a0 aumento do musculo cardiaco), atrofiamento dos
testisculos, ginecomastia, esterilidade, reducdo do bom colesterol (HDL) e aumento do
mal colesterol (LDL), dentre vérios outros.

Os principais esterdides anabolizantes utilizados séo a nandrolona, o estonozail,

0 anadrol e atestosterona® (Figura 9).

CH;
CHs

Figura 9. Estruturas quimicas da Testosterona e do Anadrol, respectivamente



Além destas classes mais conhecidas de agentes de doping, também ha os Beta-2
Agonistas (aumentam a massa muscular e diminuem a gordura), os Beta-bloqueantes
(combate a0 nervosismo, stress e ansiedade, usados em esportes de alta precisdo como
xadrez, tiro a0 avo e nado sincronizado), os canabindides (aumento auditivo e
percepcao visual), os glucocorticosteroides (garantem reserva energética e gjudam a
equilibrar os niveis psiquicos e fisicos dos atletas), as hormonas peptidicas (gjudam a

fixar os aminoéacidos necessarios para a construcao dos musculos), dentre outras®®®,

1.4.2 Métodos de doping

Sao considerados métodos de doping: 0 aumento da transferéncia de oxigénio, a
manipulacdo quimica e fisica e o doping genético:

1.4.2.1 Aumento da transferéncia de oxigénio

E uma espécie de doping sanguineo ou a utilizago de transportadores artificiais
de oxigénio. Neste tipo de doping, hd o aumento artificial da captacéo, transporte ou
aporte de oxigénio (incluindo o uso de perfluorogquimicos, efaproxiral e produtos de
hemoglobina modificada como substitutos do sangue baseados em hemoglobina),
aumentando a distribuicdo deste aos musculos, principalmente nas condicbes de
exercicios fisicos que exigem grande resisténcia®™ °.

O doping sanguineo consiste em injetar em um atleta os globulos vermelhos de
outra pessoa de modo a remover 0 seu préprio sangue até trés meses antes da
competicdo, guardando-o e entdo voltando ainjeté-lo, resultando por fim num aumento
do volume sanguineo.

Em outras palavras, este tipo de doping inclui a utilizacéo de sangue autélogo
(do proprio individuo), homdlogo (de individuos diferentes de uma mesma espécie) ou
heterélogos (de individuos de espécies diferentes)®.
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1.4.2.2 Manipulagdo quimica efisica

Inclui a manipulacéo ou a tentativa de manipulagdo, visando a ateracdo da
integridade e vaidade das amostras coletadas no controle de dopagem, como
cateterismo e substituicdo e/ou alteracéo da urina original pela de outra pessoa. Inclui
também infusbes intravenosas, exceto as administradas por ocasifes hospitalares ou
investigacdes clinicas™.

A manipulagdo quimica e fisica € a Ultima na freqiiéncia de classe de utilizagdo
de doping (0,1%) de todas as descobertas no mundo inteiro, sendo a manipulagado fisica
preferida ao invés da manipulacdo quimica.

Dentre as substancias utilizadas, existe o Probenecid, que bloqueia a secrecdo de
testosterona além de ser utilizado para o bloqueio de substancias dopantes e para 0
atraso da eliminac@o de drogas anabdlicas, agindo como um agente de camuflagem.

Outros agentes de camuflagens utilizados s3o a finasterida e a epitestosterona®.
1.4.2.3 Doping genético

O doping genético consiste na transferéncia de células ou elementos genéticos
como o DNA e o RNA e o0 uso de agentes biolégicos ou farmacoldgicos que
modifiquem a expressao génica™ ou, mais especificamente, de acordo com a WADA"":
“0 uso nao terapéutico de células, genes, elementos genéticos ou da modulacéo da
expressao de genes, com a capacidade de melhorar o desempenho atlético” . A terapia
genéticaem si é utilizada para reparar um gene com defeito, porém, também € possivel,
através dela, aumentar, por exemplo, as proteinas musculares, o que dentro do esporte é
considerado um abuso®.

No doping genético, genes modificados sdo implantados em vetores (virus
inofensivos, aterados para ndo transmitirem doencas). Entéo esses vetores sdo injetados
no corpo do atleta, levando gene modificado para o destino desgjado nas células que
passam a produzir quantidades maiores de substancias que melhoram o desempenho
esportivo™.

Suplementos alimentares ndo sdo proibidos ou considerados doping esportivo,
mas a maioria destes incluem aminoacidos, creatina, vitaminas e sais minerais e ndo sao
avaliados devidamente pelos 6rgdos governamentais de muitos paises. Estudos mostram
gue estes produtos ndo contém apenas o que deveriam conter, de acordo com os rétul s,

66



mas eventualmente contém até precursores de hormoénios e testosterona, 0 que pode
constituir doping positivo. Por causa disso, devem-se utilizar apenas produtos testados

previamente de modo a n&o correr o risco de contaminacao®.

15 A furosemida

A furosemida é um derivado do acido antranilico e pertence a classe dos
diuréticos de ac¢a, sendo muito utilizada no tratamento de insuficiéncia cardiaca
congestiva, insuficiénciarenal crénica, edemas e hipertensio.

A furosemida atua nos rins, ocasionando um aumento na producéo de urina®™ %,
Apbs ingerida, a furosemida € rapidamente absorvida e quase toda ela € excretada na
urina, uma parte como droga inalterada e uma outra bem menor como metabdlitos™.
Varios métodos sdo redlizados para detectar furosemida nesta matriz, como
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e cromatografia em camada delgada
além da espectrofotometria naregido do UV e alguns métodos de confirmagéo baseados
em cromatografia gasosa. Para a andlise de furosemida em farmacos também sdo muito
utilizados os métodos potenciométricos com eletrodos fon-seletivos™ e muitos dos
métodos colorimétricos naregido do visivel envolvem reaces ndo-estaveis ou requerem
aquecimento por um longo tempo. Outros métodos desenvolvidos para deteccdo e
quantificacdo de furosemida est&o expressos na Tabela 1.

A furosemida age ao bloquear a absor¢éo de sais e liquidos na alca de Henle
(Figura 10) e, em menor escala, nos tubulos dos rins, resultando em uma menor perda
de &gua por osmose e, consegquentemente, no acimulo de égua no rim de modo que uma
maior quantidade de agua é excretada. Ta acdo explica a contribuicdo para a perda de
peso e seu efeito de mascaramento de outros agentes quimicos de doping uma vez que
uma maior quantidade de agua acumulada corresponde a uma maior diluicdo destes

agenteSQS, 94
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Figura 10. Representacéo Esquemética da Acdo da Furosemidano rim.

Imagem adaptada de: http://Itc.nutes.ufrj.br/toxicol ogia/imagens/henle.gif

Tabela 1. Métodos analiticos para determinacao e quantificacéo de furosemida por (a)

a) M étodos Espectrofotométricos

potenciometria, (b) espectrofotometria e (c) cromatografia.

Limitede

Matriz A (nm) Faixa Linear Deteccio Referéncia
3
Farmacos 585 A O\Z)ffg}?mﬁ.l 2,49x10° mol L 95
; 10a
Farmacos 262 10,0 ug mL - 96
Farmacos e 1,00x10% a = 3
Urina 513 1,00x10°2 mol L2 3,00x10” mol L 97
Farmacose | Excitacdo: 270 1,0x10"a 3 1
Urina Emisso: 410 1,0x10° mol L | 30x107mol L %
Farmacos e 1,75a
Urina 520 21,0ugmL™ i 9
Farmacos e 2,50a
Urina 500 30,0 ugmL™* i %
5
Farmacos 410 A Oifg}?no?tl 5,5x10° mol L™ 100
. Excitacéo: 237 1,2x10° a N
Urina Emissio: 415 40ugmL™ 0.1ng mi 101
Farmacos 498 4a40mgL™ 1,2mgL™ 102

68




b) M étodos Potenciométricos

Matriz Eletrodo Faixa Linear IE)'Q;E;? Referéncia
Farmacos, Pt|Hg| 7 7
. 5,0x10" a 3,8x10
Uring, soro Hge(Fun), | 1,0x10% mol L™ mol L* 103
sanguineo e leite Grafite
FArmAcos Membranade | 1,59x10*a1,00x10 1,19x10* 104
PVP “mol L™ mol L™
Farmacos e . A partir de 1,38x107
Urina Carbono Vitreo 5,5x10° mol L™ mol L* 105
Carbono Vitreo 5 7
. X 6,0x10" a 1,0x10
Farmacos Voltlametrla 3,2x10% mol L mol Lt 106
Ciclica
Fagﬂi‘ff € | uBondapack Cig | 15a500ngmL™ | 15ngmL™ 107
0,25a5nguL™ 16ngmL™
Urina e Soro Colunade fase (soro) (soro) 108
Sanguineo 2 reversa8MBCy;s | 0,50a10 ngpuL™ 9ngmL™
(urina) (urina)
-2 Octadecilsilano | 1,0a10ugmL™ 05ugmL™ 109
% utiliza-se HPL C porém a deteccdo é potenciométrica.
c) M étodos Cromatogr aficos
Matriz ColunaeA (nm) Faixa Linear LDIQgczgoe Referéncia
. u Bondapak Cisg, 75 —-500 ng na i
Farmacos Detecgdo a 280 nm. coluna 10
EAIMAcos Novopak Cig, i ) 111
Deteccéo a 240 nm.
RP Accurasil ODS
Farmacos Cus, 101 ar‘nlf}’g 03ugmL™ 112
Detecgdo a 233 nm. Hg
Soro Extracdo em fase
Sanauineo sdlida on-line 5a1000 ng mL™ - 113
g Detecgdo a271 nm
Colunade fase
. reversade dta 1
Urina velocidade - 0,05 ug mL 114
Deteccdo a 270 nm
Chromolith® RP
Plasmae 18e 7,8a1000 1 115
Urina Excitacgo: 230 ngmL™ 3,0ngmL
Emissdo: 410
Urina Hypersil ODS-Cyq - 20ngmL™ 116
Célulasem 1 1
cultura Cis 2 —100 umol L 0,1 wmol L 117
Chromolith
Plasma Performance
SanaLineo RP-18e - 82ngmL* 118
9 Excitagao: 235
Emisséo: 402
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1.6 O ion chumbo

Desde os primordios da civilizagdo € conhecido que o chumbo possui efeitos
toxicos no organismo humano, tendo sido bastante utilizado em casos de
envenenamento™®. A exposicdio constante a0 chumbo pode causar uma doenca
conhecida como saturnismo, que pode causar disfungdo rena, ateragdo no
comportamento, retardo mental, dores, constipacfes e Ulceras orais. Além disso, é
conhecida também sua toxicidade ao sistema reprodutor, ao figado e ao sistema
imunol égico. Testes foram feitos em animais como ratos e camundongos, descobrindo-
se que sais inorganicos de chumbo (em cuja ligacdo entre o metal e o ligante € i6nica)
tém propriedades quimicas e toxicologicas diferentes dos compostos organometalicos
de chumbo, onde as ligaces entre o metal e o ligante é covalente, sendo o rim o
principal 6rgdo-alvo dos sais de chumbo, independente da rota de administragéio™® .

O mecanismo de intoxicacdo do chumbo é complexo e varia desde a substituicdo
do célcio no tecido (com sua posterior eliminacdo por acidose sem necessariamente
haver arecalcificacdo), até interferéncias no Ciclo de Krebs™.

Além dos residuos de disparo j& anteriormente citados, o chumbo também pode
ser encontrado em tintas, baterias de automoveis, pilhas, soldas e emissdes industriais.

A maioria dos métodos para determinacdo de chumbo envolve a espectrometria
de absorcdo atbmica, além de métodos potenciométricos acoplados ou ndo a outros
métodos de deteccdo, como demonstrado pelos trabalhos da Tabela 2.
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Tabela 2. Métodos analiticos para determinacéo e quantificagcéo de chumbo em

amostras diversas.

Limitede

Matriz M étodo Faixa Linear Deteccdo Referéncia
Vérias Voltametriade pulso | 1,0x10° a8,1x10” 6,0x10™ 129
diferencial mol L mol L
) Injecdo em fluxo com
Aguas naturais extragéo em fase - 09ugL™ 123
solida
Espectrometria de
Urina absorgao atémica de - 1lugl™ 124
chama
Espectrometria de
Amostras absorgao atdmica de i 1
ambientais chama com injecéo 0.32uglL 125
em fluxo
Plasma acoplado a
Sangue Espectrometriade - 0,1ngmL™ 126
Massas
Residuos de Voltametria de pulso 03a 1
disparo diferencial anodico 100mg L™ 0,2mgL 127
- Eletrodo impresso 1 a50 ppm <1 ppm 128
) Espectrometriade
Agua absorg&o atémica de - 3uglL™ 129
chama
. Espectrometriade 1 1
Alimento fluorescéncia 0-100pugL 0,31ugL 130
5,0x10° a2,0x10®
-1
Voltametria de Pulso mol L
i Diferencial € i 13l
2,5x10® a5,0x10°
mol L
=] 5 9
- Voltametria Ciclica >.0x107a 1_’9 x10 1’0X10_1 132
mol L mol L
< . Espectrometria de
Agua, chg, solo o i 1
e poeira absorcdo atdbmicade 3,7ugL 133
chama
Sangue Potenciometria - 0,006 a 134
umol L
i Espectrometriade i 31ngmL? 135

absorcéo atbmica
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1.7  Aspectos da espectrometria no UV/VIS. espectroscopia de reflectancia

d | f usal36, 137

Diferentemente da espectroscopia de absorcéo, a espectroscopia de reflectancia
havia sido pouco estudada por ser considerada inviavel para andlises quantitativas ja
que, a partir de spot tests convencionais, a precisio ndo era tdo boa®. Tal fato foi
reconsiderado apos haver o desenvolvimento de instrumentos analiticos (fibras épticas e
esferas de reflectancia melhores), sendo possivel entdo a andlise quantitativa por
reflectancia acopladas a spot tests, apresentando resultados muito melhores™.

A espectroscopia de reflectancia € um processo relativamente complexo que
ocorre quando um feixe de radiacéo atinge a superficie de uma amostra. Caso a amostra
sgja solida, ocorrerd reflexdo especular em cada superficie plana, porém, como ha
muitas destas superficies orientadas aleatoriamente, a radiagdo é refletida em todas as
direcdes. Geramente a intensidade da radiacéo refletida é independente do angulo de
observacao.

Diferentemente da reflex&o especular, a reflex@o difusa ocorre em superficies
foscas ou opacas devido a reflexfes multiplas a partir das superficies das particulas que
constituem o meio. Este tipo de reflexdo compreende um processo que acontece devido
a penetracdo da radiacdo em um substrato solido (como um pé finamente dividido),
sendo que parte desta radiacdo retorna para a superficie do substrato, ocorrendo também
dispersdo multipla e absor¢do parcial da radiagdo pelas particulas ou fibras que
constituem o substrato s0lido 114142 Como ha muitas superficies orientadas
aleatoriamente, a radiacdo € refletida em todas as direcOes, sendo a intensidade
independente do angulo de observacéo.

Vé&rios modelos foram desenvolvidos de modo a descrever a intensidade da
radiacéo refletida difusamente de um modo quantitativo. Dentre estes, estd 0 modelo de
Kubelka e Munk, relacionando a concentracéo da amostra com a reflectancia através da
relacdo entre o coeficiente de absor¢do molar do analito (k), coeficiente de disperséo ou
de espalhamento (s) e poder de reflectancia em um meio semi-infinito (infinitamente
fino):

1-R.)* _k
2R_

f(R)= (Equagio 1)
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Onde R_ é arazdo entre a intensidade refletida pela amostra e a de um padréo néo-

absorvente, como o cloreto de potéssio finamente moido.
Para uma amostra diluida, k estd relacionado a absortividade molar € e a

concentracdo de analito ¢ pela equagéo:

k=2,303 ec (Equacéo 2)

A aplicacdo da Equacéo 2 fornece umarelacdo linear entre a concentracdo da amostra e
afuncdo f(R.) para concentragdes médias e atas, enquanto que para concentragbes
mais baixas pode haver um desvio da linearidade'®.

Nas medidas de reflectancia, séo lidos os sinais da radiagdo transmitida refletida
(reflectancia, Tg), andloga a transmitancia e, consequentemente, descrita analogamente
aabsorbancia: Ar = -log (TR).

Tr € dado por Tgr = | x 1,1, sendo 1o a intensidade da radiacdo incidida e | a
intensidade da radiac@o refletida pelo meio. Deste modo, Tg € um ndmero entre O e 1.
Deste modo, o tratamento dos dados obtidos se d& semelhantemente ao tratamento dos
dados quando se trabalha com absorbancia, sendo a os graficos de Ar construidos

principalmente em fungdo da concentrago direta ou do logaritmo desta**.

1.8  Quimica Verde: conceitos basicos

A quimica verde, também conhecida como “quimica sustentavel” € uma filosofia
cuja principal funcdo € o encorgamento de produtos e processos que reduzam ou
eliminem o uso de substancia e métodos perigosos™. A quimica verde em si pode ser
aplicada as diversas &reas da quimica: organica, inorganica, bioquimica, analitica e
fisico-quimica, com énfase em aplicagdes industriais e pesquisa

E importante ressaltar que a quimica verde ¢ distinta da quimica ambiental.
Enquanto a quimica verde procura a reducéo e a prevencao da poluicéo, a ambiental € a
guimica do meio-ambiente e dos pol uentes quimicos na natureza.

44,145

A filosofia verde é baseada em 12 principio , envolvendo a prevencéo,

sintese e utilizagdo de produtos menos perigosos bem como a utilizagdo de solventes
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menos toxicos, uso racional de energia, utilizacdo de matéria-prima renovavel, dentre
outros.

Apesar de haver certas discordancias (uma vez que a quimica verde ndo
considera, num primeiro momento, a parte econémica), a conscientizacdo sobre a
reducéo, prevencdo e eliminagdo dos perigos através desta filosofia rebatem este
problema. Infelizmente, muitas micro-empresas e industrias ndo tém o capital suficiente
para, no comeco de seu desenvolvimento, aderir completamente (ou mesmo
parcialmente a esta filosofia). Mesmo as grandes empresas, via de regra, apresentam
uma certa relutancia, uma vez que o0s investimentos, muitas vezes, sd0 maiores a0 se
adotar afilosofia verde.

A Espectroscopia de Reflectancia Difusa associada ao spot test € uma
metodol ogia extremamente simples, rapida, econdmica e menos poluente que promove
baixo ou nenhum risco ao operador e a0 meio ambiente. Dessa forma, ela é considerada
uma metodologia limpa ou verde ou ainda ambiental mente benigna, tornando-se atrativa
e promissora em andlise quantitativa por estar em total consonancia com os principios

da quimicaverde.
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2

21

2.2

2.3

OBJETIVOS
O presente projeto tem como objetivos:

Desenvolvimento e aplicacdo de metodologia analitica limpa, simples, rapida e
sensivel para as andlises forenses de furosemida em urina para doping esportivo;
Desenvolvimento e aplicacdo de metodologia analitica limpa, smples, répida e
sensivel para as andlises de chumbo em amostras de residuos de disparo e
cachacas, bem como a validacéo de cada uma das metodol ogias propostas;
Desenvolvimento e aplicacdo de um método de coleta de residuos de disparo que

sgjardpida, simples, facil e de baixo custo.
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3 METODOLOGIA, EQUIPAMENTOSE MATERIAS

A seguir, serdo descritas a metodologia, 0s equipamentos, 0s reagentes e as

principais solugdes utilizadas no presente trabal ho.
3.1 Metodologia

O spot test € um procedimento quimico utilizado para identificacdo ou
quantificacdo de diversos tipos de substéncias através da reacdo entre o anadito de
interesse e um reagente quimico de identificacdo em um suporte solido (papel de filtro,
placa de toque, entre outros). Esta reagdo deve ser mensuravel por algum método, ou
sgja, deve haver ou mudanca de cor, ou evolugdo de gés, ou precipitacéo, etc.

A metodologia utilizada baseia-se em medidas de reflectancia difusa do produto
colorido formado na reacdo de spot test entre o analito de interesse (ion chumbo e
furosemida, separadamente) com seus respectivos reagentes cromogénicos, no
comprimento de onda de maximo sinal, utilizando como suporte sdlido papel defiltro.

Nas Figuras 11 e 12 encontram-se representados, respectivamente, o
procedimento para a realizacdo do spot test e um exemplo de aplicacdo obtido

experimental mente.

Q L J/Mlcroplpeta
Gt e/=/ —" R

. 0/
Analito Reagente Produto S=——r
Colorido

Adaptado de: TUBINO; ROSSI;
MAGALHAES, 1997

Figura 11. Procedimento e suporte para a realizacéo da reacéo de spot test.
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Figura 12. Exemplo de spot test realizado em papel de filtro, havendo a mudanca de
cor, mensurével através de um acessorio de reflectancia acoplado ao espectrofotdmetro

3.2  Equipamentos

As medidas de reflectancia foram efetuadas em um equipamento portétil
composto de uma esfera integradora e fibra Optica da marca Ocean Optics, acoplado a
um espectrofotdmetro USB2000 com o software OOIBase32 (Figura 13). As medidas
de pH foram efetuadas em pHmetro Tecnal modelo Tec-2, com eletrodo de vidro. Todos
0S equipamentos encontravam-se instalados em salas devidamente equipadas com
energia estabilizada e ar condicionado.

As medidas de volume foram efetuadas com buretas classe A e micropipetas
“Brand” (1000 pL) e “Eppendorf” (10-100 pL). A vidraria utilizada no preparo das
solugdes foi de grau A e as pesagens foram realizadas em balanca analitica Mettler
Toledo modelo AG204. Para solubilizag&o dos analitos foi utilizado um banho de ultra-
som, marca Thornton e agitadores magnéti cos.

Como suporte sdlido foi utilizado papel de filtro qualitativo Whatman 1 e para
testes qualitativos foi utilizado um secador de cabelo convencional da marca Tany,
modelo PRO3000.

Para as coletas de residuos de disparo foram utilizados cotonetes flexiveis 100%
algoddo da marca Extra®, agoddo em bolas 100% hidréfilo da marca Topz® e
membranas de celulose**® projetadas pelo Grupo de Materiais Fotonicos do Instituto de
Quimica, UNESP, de Araraquara, que gentilmente forneceu ao Grupo Fritz Feigl
amostras secas e Umidas (99% agua, 1% celulose) da membrana para o andamento deste

projeto.
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3.3  Reagentese Solucdes

Os reagentes utilizados durante os experimentos foram todos de grau p.a:
¢ Nitrato de Chumbo >99,99%, Sgma-Aldrich;
¢ Rodizonato de Sédio 97%, Sgma-Aldrich;
e Nitrito de Sodio 99%, Merck, Alemanha;
e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 99%, Sgma.
e Furosemida >99,99%, Purifarma;
e Cloreto de Ferro (I11) 99%, Merck;
e Brometo de dodeciltrimetilamdnio (DTAB) 99%, Sgma;
e 4-Dimetilaminocinamaldeido (p-DAC) 98%, Acros Organics;
e Acido Etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 99%, Merck;
e Tartarato de Sodio e Potassio 99,0%, Synth;
e Acido L(+) Tartarico 99,0%, Synth;
e Cartuchos Cyg, Bond Elut, Varian, 500 mg;
e Aguadeionizada Milli-Q;
e Uréig p.a, Sgma;
e Fosfato de Potéssio Dibasico, 98,0%, Vetec;
e Cloreto de Ambnio, p.a., Mallinckrodt;
e Cloreto de Sadio, 100,0%, Mallinckrodt;
e Cloreto de Célcio, 75%, Reagen.

O preparo das principais solugdes se deu como mostrado a seguir:

Para 0 desenvolvimento do método para a deteccdo e quantificacdo de chumbo,
foi selecionado o reagente Rodizonato de Sodio em meio de SDS e tampéo (pH 2,8) de
Acido Tartérico/Tartarato de Sodio por ja ser amplamente utilizado em pericias
criminais e, portanto, tornando o método mais acessivel para este tipo de analise.

Para este trabalho foram utilizadas as seguintes solugdes principais:

e Solucéo Estoque de Chumbo 5000 ppm: a solucdo foi preparada através da
dissolucéo de 0,7982g de nitrato de chumbo em 100mL de agua deionizada. As demais
solugBes de chumbo utilizadas neste trabalho foram preparadas através de diluicdes
adequadas desta solugéo.
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e Solucdo Tampdo Acido Tartérico/Tartarato de Sodio (pH 2,8): o &cido
tartérico 0,2 mol L™ foi preparado pela dissolucéo de 3,000g do &cido em 100mL de
dgua deionizada e o tartarato de sodio 0,2 mol L™ foi preparado pela dissolucdo de
5,642g do sal em é&gua deionizada. Em seguida, o tartarato de sddio foi sendo
adicionado no acido tartérico até a solucdo atingir pH 2,8, medido por um pHmetro.
Quando houvesse a precipitacdo, a solucdo tampéo era filtrada e o pH era medido
novamente, sem que tenha sido observada alteragdo significativa.

e Reagente Cromogénico: a solucdo foi preparada através da solubilizacdo de
0,0280g de rodizonato de sodio (ROD) e 0,0260g de SDS em 10mL de solugdo tampao.

Para o desenvolvimento do método para a deteccdo e quantificagdo de
furosemida, foi selecionado o reagente Cloreto de Ferro (I11) em meio de DTAB uma
vez que dentre todas as reacOes testadas, esta se mostrou bastante eficiente no quesito
praticidade, facilidade, rapidez e custo relativo.

Para este trabalho foram utilizadas as seguintes solugdes principais:

e Solucdo Estoque de Furosemida 7,50 mmol L™ a solucdo foi preparada
através da solubilizagdo de 0,2481g de furosemida em 100mL de etanol destilado. As
demais soluctes de furosemida utilizadas neste trabalho foram preparadas através da
devida diluicéo desta solucdo também em etanol.

e Reagente Cromogénico: a solucdo foi preparada através da dissolucédo de
0,0924g de FeCl; e 0,0832g de DTAB em 10mL de adgua deionizada.
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Figura 13. Espectrdmetro portatil e fibra éptica utilizados.
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4 RESUL TADOSE DISCUSSAO

Ambos os métodos aqui descritos foram realizados por spot test com leitura
espectrofotométrica em um espectrofotdmetro portétil que pode ser levado até o local
onde se desgjarealizar aleitura, essencia para uma analise forense répida.

4.1 Chumbo

O fon chumbo (11) possui @ massa molar aproximada de 207,20 g mol™ e possui
aconfiguracdo eletronica[Xe] 4f** 5d'° 6<°.

4.1.1 Testesqualitativos

Foi necesséria a realizacdo de testes qualitativos para determinar 0 comprimento
de onda de méximo sinal para o produto colorido formado, além de testar a intensidade
deste a partir das diferentes concentracbes de chumbo para obter uma idéia inicia da
concentracdo de analito que pode ser detectada pelo método a ser desenvolvido neste
trabal ho. Paralelamente, também foi estudado o efeito do uso de surfactantes na reacéo,
representada na Figura 14, a fim de verificar se havia ou ndo um aumento da
sensibilidade.

Figura 14. Esquematizacao dareacdo de Chumbo(ll) com o reagente cromogénico

Rodizonato.

O produto colorido formado na superficie do papel de filtro possui uma cor

rosada intensa cujo espectro, em 545 nm, € mostrado nafigura 15.
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Figura 15. Espectro de Ar dareaco de spot test no papel defiltro entre Pb** e ROD
em meio tamponado. O valor maximo de Ag foi em 545 nm. [Pb®*] = 0,05 mol L™,

Apébs verificar que, com a utilizacdo de surfactantes na reacdo havia uma
melhora significativa na quantificagdo de chumbo (sem a utilizagdo de surfactantes, a
quantificacdo se restringia a valores proximos de 20 ppm enquanto que, com a
utilizagcdo destes, conseguiu-se obter |eituras de concentracdes de chumbo em torno de 5
ppm), decidiu-se entdo estudar a influéncia de um surfactante catiénico (CTAB) e um
aniénico (SDS) nas manchas produzidas pela reacdo no papel de filtro.

Para tal, utilizou-se concentragdes de surfactante acima da concentragdo micelar
critica (0,8 mmol L™ parao CTAB e 8,0 mmol L™ parao SDS)*’ e as concentracdes de
chumbo utilizadas para os testes foram de 250 e 1500 ppm.

Como a solucdo de surfactante ao entrar em contato com a solugdo de chumbo
resultava em precipitagdo, optou-se por adicioné-la no reagente cromogeénico.

O teste de influéncia do surfactante na mancha foi realizado de 3 maneiras
distintas:

e Adicdo de 20uL da solucdo de Pb* e, logo em seguida, 20uL da solucdo do
reagente cromogéni co;

e Adicdo de 20uL da solucdo do reagente cromogénico e, logo em seguida, 20uL
da solucéo de Pb**;

e Adicdo de 20uL da solucéo do reagente cromogénico e, apos secagem, adicéo de

20uL da solucdo de Pb?*. A secagem foi realizada com um secador de cabelo a

uma distancia aproximada de 10 cm.
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Deste modo, além de se testar a influéncia do surfactante, testa-se também a
influéncia da ordem de adicdo e da prévia secagem do reagente cromogénico no papel

de filtro naformac&o da mancha. Os resultados estéo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Leitura das reflectancias para o teste de mancha no papel defiltro utilizando

CTAB e SDS e variando-se a ordem de adi¢do e secagem do reagente cromogéni co.

CTAB SDS
Testel! Teste2® Teste3® | Testel® Teste2® Teste3®
Am | 0311 0378 0324 | 0221 0629 0623
Ars | 0264 0387 0329 | 0238 0640 0,637
1 Ars | 0273 0337 0326 | 0247 0642 0620
ppm
A measio | 0283 0,367 0326 | 0235 0637 0,627
Am: | 0536 0716 0810 | 0535 0836 0893
Ar» | 0537 0718 0785 | 0517 0884 0932
so| Ars | 0575 0723 0820 | 0533 080 0887
ppm
Armeaio | 0556 0,719 0805 | 0528 0833 0904

! _ Solucéo de Pb™ + Reagente Cromogénico
2 _ Solugzo do Reagente Cromogénico + Solug&o de Pb?*

% . Solugao do Reagente Cromogénico + secagem + Solugéo de Pb**

Sem a adicdo de surfactantes, as reflectancias medidas foram 0,213 para a
solugdo de chumbo 250 ppm e 0,473 para a solugdo de chumbo 1500 ppm.

Atraveés desta tabela, pode-se perceber que os testes com CTAB mostraram uma
melhora significativa no sinal principalmente ao adicionar primeiramente o reagente
cromogénico e depois a solugdo de chumbo.

Os testes com SDS mostraram uma melhora significativa no sinal, bem melhor
que a do CTAB ao se adicionar primeiramente o reagente cromogénico e depois a
solugdo de chumbo. Secar o papel antes da adicdo do analito ndo aterou
significativamente o resultado final.
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As manchas para 0 Teste 1 (analito + reagente cromogénico), para os dois
surfactantes, foram mais dispersas e fracas no papel, principamente para o SDS,
havendo gradientes de coloragdo visivelmente bem definidos.

As manchas do Teste 2 (reagente cromogénico + analito), para os dois
surfactantes, foram bem menos dispersas, mais centralizadas e com maior sinal, por
serem mais intensas.

As manchas do Teste 3 (reagente cromogénico + secagem + anaito)
visivelmente foram muito parecidas com as do Teste 2 para o CTAB enguanto que, para
0 SDS, ndo houve mudanca aparente.

Portanto, decidiu-se realizar a reacdo na ordem de adicdo ROD com SDS em

meio tamponado + analito, sem prévia secagem.

4.1.2 Triagemdas Variaveis e Plangjamento Composto Central

A otimizacdo das condicdes experimentais foi realizada utilizando planejamento
de experimentos.

O plangjamento fatorial completo € utilizado para estimar os efeitos das diversas
variavels nas respectivas leituras. Geramente, é utilizado antes do Plangamento
Composto Central caso hgja mais de dois fatores, uma vez gque este ultimo € realizado
mais facilmente com apenas um par de variaveis, que serdo analisadas em cinco niveis.
A realizagdo do Planegjamento Composto Central com muitas variaveis resulta em mais
gue cinco niveis de andlise, tornando-se necessaria a realizacdo de muitos testes, o que
seria demorado, além de consumir muito mais reagentes. Ambos os planejamentos sdo
importantes para desenvolver novas andlises e métodos analiticos, pois determinam as
condicdes 6timas com poucos testes.

Tendo-se analisado anteriormente no tépico 4.1.1 a influéncia da ordem de
adicdo nas medidas de reflectancia, ndo houve a necessidade de realizar o Plang/amento
Fatorial. Partiu-se entdo para o plangamento composto central, analisando em cinco
niveis (-1,41; -1; O; +1; +1,41) as varidveis concentracdo de ROD e concentragcdo de
SDS. A partir das leituras obtidas seréo analisadas as condigdes Gtimas para a reacéo a
partir da superficie de resposta. As variavels estudadas em seus respectivos niveis e a
matriz utilizada estéo apresentadas na Tabela 4. Os experimentos foram realizados em

triplicata e os resultados analisados utilizando os programas Minitab 15 e Satistica 6.0.



Tabela 4. Matriz do planegjamento composto central com as varidveis [ROD] e[SDS].
[Pb?*] = 250 ppm .

Variaveis ndo codificadas Variaveis codificadas

N° [SDS] [SDS] ARmédio
L [ROD] (%) L [ROD] (%)

(mmol L™ (mol L™)
1 5,73 0,129 -1 -1 0,512
2 9,27 0,129 +1 -1 0,425
3 5,73 0,271 -1 +1 0,628
4 9,27 0,271 +1 +1 0,618
52 7,50 0,200 0 0 0,617
62 7,50 0,200 0 0 0,614
72 7,50 0,200 0 0 0,621
8 7,50 0,200 0 0 0,613
9 5,00 0,200 -1,41 0 0,524
10 10,0 0,200 +1,41 0 0,644
11 7,50 0,100 0 -1,41 0,463
12 7,50 0,300 0 +1,41 0,652

a ponto central realizado em quadruplicata, n =3.

Observando-se a superficie de resposta juntamente com sua curva de nivel
(Figura 16), cuja matriz esta representada na Tabela 4, percebe-se que ha umaregido de
maximo vaor de Ag situada na &rea mais escura do gréfico que representa as condi¢oes
Otimas para a realizacdo da reacdo de spot test quantitativo. Esta regido € considerada
otima porgue, considerando os fatores estudados no planejamento, apresentou um maior
sina de reflectancia, 0 que permite uma maior sensibilidade do método uma vez que,
quanto maior o sina, mais vezes o analito pode ser diluido e, consequentemente,

menores concentracdes deste podem ser quantificadas.
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Figura 16. Superficie de resposta otimizada com sua respectiva curva de nivel paraa
medida de Ar em 545 nm em funcéo das variaveis: [SDS] e [ROD]. Foram adicionados
20 uL de solucdo de Pb?* 250 ppm em cada experimento.

Equagéo: Ag =- 0,083 + 0,082x[SDS] — 0,007x[SDSJ? + 2,714x[ROD] — 7,125x[ROD]?
+ 0,154x[SDS|Xx[ROD]

Depois de realizada toda a andlise estatistica dos dados e definida a superficie de

resposta determinou-se que as melhores condicbes experimentais sdo: adicionar no

papel defiltro 20 uL do reagente cromogénico ([ROD] = 0,28% e [SDS] 9 mmol L™ em
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10 mL do tamp&o acido tartéricol/tartarato de sodio a pH 2,8) e, logo em seguida, 20 uL

do analito.

4.1.3 Estabilidade do produto da reacao

Com o objetivo de avaliar a estabilidade dptica do produto colorido da reagéo de
spot test em relagdo ao tempo entre o ion chumbo, ROD e SDS em meio tamponado no
papel de filtro, realizou-se um acompanhamento cinético do valor de Ag a 545 nm a
cada 5 minutos até completar 1 hora.

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade Optica do produto formado
demonstram que o produto atinge sua estabilidade Optica apés 5 minutos depois de
adicionada a solucéo de chumbo, mostrando um valor de reflectancia aproximadamente
constante por até 60 minutos, de acordo com a Figura 17. Os cinco minutos iniciais sGo
Necessarios para a secagem do papel ao ar livre.

1.0
0.9
0.8

0.7+ m ®= ® g = ® g ®B o, =B = g

Ar 530nm

0.6

0.5

¥+
o 10 20 30 40 50 60

t (min)

Figura 17. Estabilidade Optica do produto dareacéo do chumbo em spot test entre O e

60 minutos.

4.1.4 Testesdelinearidade, repetibilidade e curva analitica

O teste de linearidade foi repetido 3 vezes utilizando concentracdes de 2 a 3000

ppm de chumbo. Para valores abaixo de 4,7 ppm o sinal de reflectancia era muito baixo

e, portanto, sujeitos a um erro muito grande. Para valores muito atos de concentracéo

de chumbo, as manchas n&o ficavam uniformes e ocorriam perdas, pois as solugoes
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permeavam através dos papéis de filtro, aterando a concentragdo do analito para
andlise. Tendo-se em mente estes interval 0s, construiu-se entdo a curva analitica.

A curva analitica, numafaixalinear de 4,7 a 140 ppm, foi construida através das
devidas dilui¢des da solucéo estoque de chumbo(ll) (5000 ppm), descrita anteriormente.
Um branco contendo 20 uL do reagente cromogénico e 20 uL de &gua deionizada foi
preparado para zerar o equipamento.

A Tabela 5 e a Figura 18 apresentam, respectivamente, os dados e a curva

analitica construida a partir de solucdes padréo de chumbo.

Tabela 5. Medidas de absorbancia em processos de reflexdo paraa Curva Analiticado

chumbo, j& descontado o valor do branco.

[Pb*] (ppm) AR (média)
4,70 0,010
9,40 0,021
18,75 0,088
37,50 0,143
65,60 0,256
93,70 0,398
140,0 0,553

AR 545nm
o o N o o
N w e (S} (o2
1 1 1 1 1
|

o
[
1
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o
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— + 1 . 1T T 1 ' 1 1 1T r 1T ° 1
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[Pb*7 (ppm)

Figura 18. Curva Analitica para determinacdo de Pb*". Relacdo Linear (r = 0,998)
sendo os valores de A, para esta faixa de concentracdo ajustados pela equacdo: Ar =
0,00407 x [Pb®'] — 0,00511.

88



Em seguida, foram feitos ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método
dentro de um mesmo dia (Intradia) e entre dias diferentes (Interdia). Para tal, foram
feitos 3 experimentos repetindo alguns pontos da curva analitica, sendo dois desses
experimentos realizados num mesmo dia em periodos diferentes e o terceiro, no dia
subsequiente a fim de se calcular o Desvio Padréo Relativo (RSD).

O RSD Intradiafoi de 1,10% e o RSD Interdia de 2,40%.

Os resultados apresentados mostraram que as medidas sdo precisas e
satisfatorias por apresentarem bons desvios e um bom coeficiente para a curva analitica

4.1.5 Limitesde Deteccdo e Quantificacao

Com o objetivo de determinar os Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacéo
(LQ), foram preparados 10 brancos, segundo a I[UPAC*®, do mesmo modo descritos
nos procedimentos acima realizando-se a leitura dos spot tests em 545 nm. Foram
obtidos os seguintes valores, apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Absorbancia média em processos de reflexdo e desvio para os brancos de
ROD e SDS

Ar médio 0,0097

Desvio (6) | 0,0015

Para determinar o Limite de Deteccdo (LD), partiu-se da seguinte formula:

Lng,
B

onde c €0 desvio e B € o coeficiente angular da curva andlitica

Para determinar o Limite de Quantificagdo (LQ), partiu-se da seguinte férmula:
100

LQ:?

89



Tabela 7. Limites de deteccéo e quantificagdo do chumbo.

mol.L*? [Pb?] mg.L " (ppm)
LD 5,41.10° 1,12
LQ 1,81.10° 375

4.1.6 Aplicacdo do método proposto para analise de contaminacdo em amostras de

cachacas comerciais

A determinagdo de chumbo foi realizada em trés amostras de cachaga
fortificadas com o limite maximo permitido pela ANVISA (0,2 ppm). Iniciamente,
escolheu-se 0 método de determinacdo de chumbo por espectrometria de absorcéo
atdmica como método de comparacao, utilizando-se as condigdes. ar acetileno, fenda de
1,0 nm e no comprimento de onda de 217,0 nm, comprimento de onda bem préximo do
comego daregido do UV. Para este método, a adicdo de padréo foi realizada a partir da
diluicdo de uma solucéo estoque 10 ppm de chumbo(ll) preparada em HNO3; 1% em
diferentes balGes de 50 mL enquanto que para a quantificacdo pelo método proposto
Seguiu-se apenas com uma pré-concentragdo de 100 vezes (de 0,2 ppm para 20 ppm)
utilizando apenas a evaporacdo da cachaca e posterior coleta dos residuos com agua
deionizada.

Foram construidos gréficos de Ag vs. [Pb*] padrdo adicionado, sendo a
concentracdo de chumbo na cachaga diluida anaisada pela extrapolacéo da curva, na
intersecdo com o eixo das abscissas no lado negativo. O resultado é expresso em mg L™

A quantificacdo pelo método proposto seguiu-se entdo como feito até o presente
momento, adicionando-se 20uL do reagente cromogénico e 20uL da solucdo pré-
concentrada em agua no papel de filtro qualitativo.

Porém, a espectrometria de absor¢do atbmica ndo se mostrou muito efetiva para
esta quantidade de chumbo, n&o sendo possivel uma boa deteccdo do analito na amostra.
Ainda assim, mesmo ndo se obtendo resultados significativos a fim de se compararem
0s métodos, realizou-se a quantificagdo pelo método proposto, cujos resultados estdo
expressos na Tabela 8. A exatiddo do método foi entdo determinada posteriormente por

adicdo de padréo e recuperacéo.
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Tabela 8. Primeira recuperacéo pelo método proposto em cachagas comerciais.

Pb*] ap6s pré-
e p~ [Pb**] encontrada Recuperacéo

Amostra concentragao

(Ppm) (%)
(Ppm)

19,4 97,0
B 20,0 19,6 98,0
19,9 99,5

Para o0s proximos testes redlizados, utilizou-se novamente técnica de
espectrometria de absor¢éo atdmica aplicando-a apds a pré-concentracdo da amostra
para confirmar os resultados; o preparo da amostra seguiu-se como descrito acima para
ambos 0s métodos, sendo a pré-concentracdo feita de 0,18 a 18 ppm. Os resultados

estao expressos na Tabela 9.

Tabela 9. Segunda quantificacdo em cachagas comerciais.

M étodo de M étodo Testet
Compar agao° Proposto (4,303)°
[Pb*] [Pb*] [Pb*]
Amostra | adicionado encontrado encontrado
(ppm) (ppm)* (ppm)*
A 0,159+ 0,000 | 0,182 + 0,001 29,5
B 0,180 0,168+ 0,001 | 0,191 + 0,002 5,58
C 0,168 £ 0,002 | 0,188 + 0,001 3,50

& Média+ Desvio Padrdo (D.P.), n=3;
P alores criticos de t ao nivel de confianca de 95%;

¢ Absorcdo Atomica.

Como visto pela tabela acima, os resultados obtidos pelo método de comparagéo
diferiram um pouco quando comparados com os resultados obtidos pelo método
proposto, provavelmente por esta estar muito diluida para a utilizacdo deste método.
Pode-se ver também que o valor do teste estatistico para cada amostra implica que as
quantificacOes feitas pelos métodos, se comparadas entre s, estédo estatisticamente

diferentes, exceto pela amostra C. Tais resultados podem ser devido a leitura num
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comprimento de onda muito proximo do comego do UV, suscetivel a erros maiores por

se locdlizar na faixa de incerteza além dos resultados dos desvios terem dado muito

baixos, 0 que implicaria em um alto valor do teste estatistico mesmo que os resultados

fossem bem préximos um do outro. Além disso, tais valores proximos de zero podem

representar erros do aparelho e ndo do método em si. Deste modo, optou-se entéo por

validar o método proposto através da adicdo de padréo e recuperacdo, mostrados na

Tabela 10.

Tabela 10. Vaidacdo do Método Proposto por Adicéo de Padréo e Recuperacéo.

Amosra [Pb*] adicionado | [Pb®*] encontrado Recuper acio
(ppm) (ppm) (%)
192
15 33,2 97,1
A 30 50,1 101,8
45 66,1 102,9
60 814 102,8
--- 18,9 -
15 34,4 101,5
B 30 50,9 104,1
45 65,1 101,9
60 79,4 100,6
192
15 334 97,7
C 30 52,1 105,9
45 65,4 101,9
60 81,6 103,0

Os resultados expressos na tabela acima mostram que o método proposto pode

ser aplicado para andlises de amostras de cachacas com uma boa precisdo, exatidéo e

confiabilidade.
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4.1.7 Testesde Coleta de Residuos de Disparo
4.1.7.1 Testes Laboratoriais

Inicialmente, investigou-se a potencialidade do método de coleta em laboratorio.
Para este teste, utilizou-se luva l&tex impregnada com chumbo(ll) e nitrito. Uma vez
tendo-se 0 materia impregnado com os residuos, a coleta foi feita com cotonete e
algoddo de quatro modos diferentes. com EDTA, com &gua deionizada, com solucéo
tamp&o Acido Tartarico/Tartarato de Sodio (pH 2,8), usada no preparo do reagente
cromogénico e a seco. O reagente cromogénico para ambos os analitos (rodizonato de
sddio em SDS para o chumbo e dapsona e naftiletilenodiamina em meio de acido
cloridrico 0,6 mol L™ para nitrito, baseado na Reacdo de Griess, substituindo &cido

sulfanilico por dapsona'*®

) foi gotegjado em cada cotonete e em cada algodédo em um
tubo de ensaio afim de verificar a detectabilidade.

Com o EDTA foi possivel apenas a deteccdo de nitrito. Nao foi possivel detectar
o chumbo(ll) porque o complexo Pb-EDTA € muito estavel e ndo pode liberar o ion
chumbo(l1) para areagdo com o ROD. Como o método de liberagdo do ion da molécula
de EDTA é lento e envolve o0 uso de &cidos fortes concentrados e propde-se um método
simples, rapido e seguro para que a andlise possa ser feita na hora, o uso de EDTA foi
desconsiderado para as proximas analises de testes |aboratoriais.

Ja com a utilizag8o do cotonete impregnado com agua deionizada, com tampéo e
a seco foi possivel a deteccdo de ambos sem aparente diferenca entre os métodos de
coleta. Porém, optou-se pelo uso de dgua deionizada, pois a coleta a seco poderia tornar
dificil a transferéncia do residuo para o papel de filtro umavez que aidéainicia eraa
transferéncia por pressdo (onde a reagdo seria feita no proprio cotonete que seria, logo
apos, colocado em cima do papel de filtro enquanto uma pressdo mecanica era aplicada
a este de modo a “deixar impresso” o produto colorido para a respectiva leitura) e a
coleta com tampdo poderia tornar a mancha no papel de filtro menos uniforme de
acordo com estudos feitos anteriormente neste mesmo trabalho durante o teste de
mancha apresentado no topico 4.1.1.

Inicialmente, foram quantificadas as quantidades de chumbo(ll) e de nitrito nas
concentragdes de 150 e 2 ppm, respectivamente, presentes na solucéo de impregnacéo e
depois os residuos coletados na luva a fim de se verificar a eficiéncia de coleta, que foi
de 94,0% para o chumbo e de 91,0% para o nitrito.
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O mesmo procedimento foi realizado outras vezes, porém, ndo Se conseguiu
realizar a quantificagdo uma vez que ndo se conseguia repetibilidade na extragdo de
chumbo e, principalmente, de nitrito devido a sua atainstabilidade.

Na sequéncia, os testes foram realizados in situ diretamente da méo do atirador
logo apos o disparo afim de verificar a viabilidade do método de coleta e analise.

4.1.7.2 Testesin situ

As coletas foram redizada no Clube de Tiro MAAT (Magri Associacdo
Araraquarense de Tiro), na cidade de Araraquara, Estado de S&o Paulo, localizada na
Rodovia Vicinal Abilio Augusto Corréa, Km 2,3, no Bairro dos Machados.

A coleta in situ foi realizada de véarias maneiras diferentes, sendo estas
diferenciadas pelo material de coleta (inicialmente com cotonetes e algoddo, e

posteriormente com membranas de celulose™*®147:148

secas e Umidas) e pela solugdo na
qgual seria embebida 0 material de coleta (a seco, &gua deionizada, tampdo acido
tartérico/tartarato de sodio e EDTA com posterior extragdo com HNOs 10% (v/v)*).
Todos os tiros foram feitos no periodo da manhd com dia ensolarado, tempo
seco, velocidade do vento leve e temperaturas em torno de 26 a 28°C. Os disparos foram
realizados com revolveres calibre .38 e com uma pistola calibre .22. A coleta foi feita
150

pelo método de esfregacdo ™" nas regides do dorso e da pinga-dorsal, de acordo com a

Figura 19.

Figura 19. Principais regides de coleta de residuos de disparo *.
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Testes qualitativos in situ foram realizados, detectando-se a presenca de
chumbo.

A extracdo com EDTA foi realizada segundo REIS, et al™, envolvendo a coleta
com cotonetes embebidos em EDTA 2% e a posterior extragdo dos ions chumbo
utilizando HNO3; 10% (v/v), banho de ultrassom e aguecimento por 1 hora.

Todas as amostras foram levadas ao laboratorio, onde se deu continuidade as
analises. Estas foram testadas com o reagente cromogénico diretamente no cotonete ou
no algoddo para fins qualitativos e posteriormente testados métodos de extracdo rapidos,
para fins quantitativos, como prensa no pape de filtro (apds reacdo no materia de
coleta e posterior extragdo no papel de filtro e com extracdo direta do materia de coleta
e posterior reacdo no papel de filtro) ou extracdo por adicdo de agua deionizada e
posterior reacdo de spot test com o reagente cromogénico, como demonstrado no
fluxograma da Figura 20.

A Tabela 11 mostra resumidamente os resultados obtidos através destas col etas.

Tabela 11. Comparacdo entre os diferentes tipos de coleta de residuos de disparo de
armas de fogo utilizando cotonetes e algodao em bolas.

H,0 ~
A seco o Tampéo EDTA 2%
deionizada
Cotonetesde | Médiaeficiéncia Baixissma Baixissma Néo foi possivel
algodéo Qualitativa eficiéncia eficiéncia aquantificacéo
Algoddo em Baixae€ficiéncia Baixissma Baixissma Néo foi possivel
bolas Qualitativa eficiéncia eficiéncia aquantificacéo
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COLETA

N

Chaalitativo Chaantitativo
Adicio do reagente Prensza do . Extracio
sremoginic no cotogteou  Reagdo direta com
cotonets ouno do algodio direta no agua
algodio umedecido  SPBEISOU  guionizada
nopapelde 10 algodio
filtro

Feaciono Prensa do Banho de
papel de cotopete ou ultrazsom
filtro do algodio
no papel de
filtro

,

Chuantificacio

Figura 20. Fluxograma esquematico dos tipos de coletas feitos.

Na coleta com EDTA néo foi possivel adeteccdo do ion (tanto no pH origina da
solucdo apds tratamento quanto no pH de trabalho, que era em torno de 3,5) mesmo
apos a extracdo descrita na literatura, além da utilizacdo de acido forte e aquecimento
por um longo tempo para a extracdo, descartando-se sua utilizacéo.

As coletas realizadas com agua deionizada e tampéo écido tartarico/tartarato de
sodio ndo foram eficientes, com aparecimento de uma colorac&o muito fraca devido a
possivel diluicdo dos residuos e a permanéncia de uma boa parte destes na pele do
atirador.

As coletas a seco mostraram-se melhores que as demais coletas, principa mente
utilizando-se os cotonetes de algodéo, onde os residuos estavam concentrados em uma
menor area, 0 que melhorava as detecgdes qualitativas, porém, sem resultados

satisfatorios quantitativamente devido a dificuldade de extracéo.
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Posteriormente, testaram-se as membranas de celulose seca e Umida para as
coletas nas méaos dos atiradores, nos locais de impacto dos projéteis e no material
particulado dentro do cartucho ja usado.

A coleta com as membranas secas foi realizada pela aderéncia desta, |levemente
umedecida com agua deionizada, como mostrado na Figura 21. Esperou-se, entéo, a
secagem (de 1 a2 minutos). Em seguida, a membrana foi friccionada no local de coleta
com a adicdo de uma pressdo com os dedos do coletor e entéo armazenada em tubo de
centrifugalacrado com parafilm.

A coleta com as membranas Umidas foi realizada pela aderéncia direta no local
de coleta, como mostrado pela figura 21. Esperou-se entdo por aproximadamente 1
minuto e, em seguida, a membrana foi coletada e armazenada em tubo de centrifuga
lacrado com parafilm.

A tabela 12 mostra os resultados obtidos através desta coleta.

b)

Figura 21. Coletacom as membranas @) seca e b) imida.
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Tabela 12. Comparacdo entre os diferentes tipos de coleta de residuos de disparo de

armas de fogo utilizando as membranas secas e Umidas.

M embrana Seca Membrana Umida

Coloracéo forte; Coloracéo fraca;

Comparacao entre as o o
Sem dilui¢do natural do Com dilui¢éo natural do

membranas aplicadas a

analito; analito;
coleta deresiduosde
) Armazenamento a Armazenamento em
disparo _ _
temperatura ambiente. geladeira

A coleta com a membrana Umida ndo foi completamente viavel, pois, por
desprender muita agua, esta acaba diluindo naturalmente o analito durante o seu
armazenamento (que deve ser feito em geladeira), além de haver uma possivel perda de

residuos, durante a coleta, devido aos liquidos despreendidos.

4.1.8 Aplicacdo do método proposto para a quantificacdo dos residuos de disparo
coletados

Feitas as coletas, as amostras foram levadas ao laboratério, sendo analisadas
diretamente e por adicdo de padréo e recuperacdo. Para cada uma das 3 amostras,
juntou-se dez membranas a fim de poder se trabalhar com uma maior quantidade de
solucdo matriz para a sua utilizac&o nas solucdes padroes.

O tratamento das membranas se deu pela adicdo de 50 mL de agua deionizada
num béquer com agitagéo vigorosa com um bastdo de vidro. Em seguida, o béquer foi
levado a um banho no ultrassom por 20 minutos, agitou-se a solugdo novamente com o
bastdo por mais 5 segundos e depois foi deixado em repouso por mais 5 minutos. O
preparo das solucdes para a adicéo de padréo, em balGes de 10 mL, € mostrado na tabela
13 e os resultados obtidos estdo mostrados na tabela 14. O padr&o de chumbo foi feito

na concentracdo de 250 ppm e os baldes foram completados até o menisco com agua
deionizada.
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Tabela 13. Preparo das adi¢bes de padréo para a quantificagcéo de chumbo nos residuos

de disparo de armas de fogo.

Baldo 1 2 3 4 5
8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
amostra (mL)
V (padrao)’ (ML) - 0,388 0,776 1,16 1,55

& A solugap padrdo de chumbo foi preparada apds a quantificagdo da solucdo do baldo 1 afim de se ter

umaidéia de qual a concentracdo do padréo de Pb®* a ser preparado.

Tabela 14. Adicéo de Padréo e Recuperacéo para a quantificagdo de chumbo.

[Pb*] adicionado | [Pb**] encontrado Recuper acio
Amostra
(ppm) (ppm) (%)
19,4
9,70 30,5 1144+ 2,3
L ocal de Impacto 194 43,0 1216 £ 0,5
29,1 49,5 103,4+0,8
38,8 58,1 99,7 £ 0,6
7,23
2,97 10,2 98,9+ 11,0
Cartucho
594 14,4 1209+ 6,4
Deflagrado
8,91 16,4 102,774
11,9 20,3 110,0+ 5,7

Os resultados expressos na tabela acima mostram que 0 método proposto possuli
uma boa recuperacéo para as andlises de residuos de disparo coletados com membrana
de celulose seca. Porém, para a analise nas méos dos atiradores, ndo foi possivel a
quantificagcdo. Testes posteriores mostraram que apenas uma parte do residuo é
desprendido da membrana para a solu¢do de modo que nem todo o coletado estard
disponivel paraareacdo com o reagente cromogénico. Deste modo, decidiu-se realizar a
reacdo diretamente na membrana e no momento da leitura posicionou-se papel de filtro
na parte de tras da mesma. Para tal, foram coletadas 11 amostras, cujas concentragoes,

todas dentro da curva analitica, variaram de 6,66 a 122 ppm.
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Testes mostraram que a utilizagdo de &cido cloridrico 1,0 mol L™ & membrana a
regenera, podendo entdo ser reutilizada para outras coletas.

Estudos complementares ainda seréo feitos em cima deste tema (coleta naméo e
regeneracdo da membrana).

Apés as referéncias, na secéo de Anexos, estdo algumas fotos tiradas durante a
coleta no clube de tiro MAAT e das pessoas que me gjudaram, segja fornecendo material
(revolveres, pistolas, cartuchos, polvora e projéteis) seja pela boa disposicéo e interesse

em me gjudar.

4.2 Furosemida

4.2.1 Testesqualitativos e testes preliminares com o reagente cromogeénico

escolhido

Para os testes qualitativos de furosemida visando andlise de doping esportivo,
testaram-se varios tipos de reagdes e reagentes cromogénicos a fim de se selecionar o
melhor para se trabalhar visando a criacdo um método répido e simples:

e Molibdato de sddio em meio de &cido sulfarico: a furosemida foi dissolvida em
acetona e a reacdo resultou numa coloracdo azulada intensa. Porém, com a desvantagem
de ter que utilizar acido concentrado para que a reacéo ocorra.

e Palédio(ll): furosemida dissolvida em solugdo alcalina de hidroxido de sodio a
pH 10. A reacdo produziu uma coloracéo vermelho-sangue. Porém, ao se refazer o teste,
percebeu-se que ao adicionar NaOH (utilizado para gjustar o pH) no branco, a solugéo
de Pal&dio(ll) adquire tonalidade parecida com a da reagdo com Furosemida, o que
compromete a sensibilidade do método.

e p-DAC: para o teste foi utilizado furosemida em acetona e p-DAC em meio
acido e, mesmo sobre aquecimento até a ebulicdo, nenhuma reacéo pode ser observada.
Posteriormente tentou-se aumentar a concentragdo de p-DAC e HCI porém, novamente
sem resultado.

e p-DAB: para o teste foi utilizado furosemida em acetona e p-DAB em meio
&cido e nenhuma reacdo pode ser observada a frio. Ao se aguecer a solucdo, uma

coloracdo alaranjadateve inicio. Testou-se depois ainfluéncia de surfactantes na reacéo,
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mas estes ndo foram efetivos. Apesar de ter uma sensibilidade relativamente boa, esta
reacao ndo se mostrou efetiva para ser analisada através de spot-test uma vez que deve
passar por duas etapas de aquecimento sendo uma del as até quase a ebulicéo.

e Ninidrina: para o teste foi utilizada furosemida em acetona, molibdato em &gua
deionizada e ninidrina em etanol. Cogitou-se a hipétese de realizar a reacdo em micro-
ondas, mas a utilizagdo de solventes orgéanicos tornava o método arriscado. Ent&o
testou-se com aguecimento em banho-maria, mas a reagado demorava muito para ocorrer
efetivamente, apesar de sua boa sensibilidade.

e Outras reacbes também foram testadas, como a diazotacdo com nitrito e
naftiletilenodiamina (NED) com dapsona ou écido sulfanilico e todas as combinactes
possiveis destes reagentes. Porém, a reacdo ndo era estavel. Havia também a
necessidade de utilizar &cido sulfdrico 10 mol L™. Os testes foram repetidos outras
vezes, mas sempre com resultados conflitando com os anteriormente obtidos. Foi
testado também o reagente p-cloranil, sem resultado aparente e permanganato de
potéssio, cuja reacdo consiste na descoloracdo do permanganato em meio de &cido
sulfdrico pela furosemida em acetona. Porém, neste caso, a reacdo ndo atingia uma
estabilidade e o produto colorido tendia a desaparecer, gerando Oxido de manganés

espalhado no papel defiltro.

REACAO COM FERRO (l11): a reagdo de furosemida com ferro (111) foi testada
inicialmente na presenca de cloreto de potéssio, para manter a forca idénica do meio e
&cido cloridrico diluido para gjuste do pH™. Apds a aplicagio da furosemida no papel
de filtro impregnado com o reagente cromogénico, houve a formacéo de um complexo
de cor avermelhada.

ApOs estes testes, outros foram realizados de modo a testar a influéncia de
surfactantes cationicos e aniénicos na reacdo, a ordem de adicdo dos reagentes e o
melhor solvente para afurosemida.

Iniciamente, testou-se os surfactantes SDS (8 mmol L™') e DTAB
(15 mmol L™).

A utilizac8o do surfactante SDS precipitava tanto a solucéo de ferro quanto a de
furosemida. Ja o surfactante DTAB, quando em contato com o FeCls, ndo precipitava e
resultava em uma aparente melhora nos sinais de reflectancia.

Em seguida, realizou-se o teste de Ordem de Adicéo a fim de verificar qual a

ordem que gerava um melhor sinal e uma mancha mais homogénea no papel de filtro.
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Para tal, foram realizados 8 experimentos (cada um com diferentes ordens de adicdo)

sendo cada um deles divididos em 2 outros (um utilizando DTAB e outro n&o).

A concentracdo de FeCls utilizada foi de 10 mmol L™, DTAB 15 mmol L™, KCl
1,0 mol L™, HCl 0,1 mol L™ e furosemida 7,5 mmol L™ em meio etandlico e os volumes
de cada uma das solugdes foram 15 (FeCls), 10 (KCI), 10 (HCI), e 15 (FUR) pL.

Os oito testes redlizados e as médias das triplicatas de suas respectivas

absorbancias em processo de reflexdo na presenca e na auséncia de DTAB estdo

mostradas natabela 15.

Tabela 15. Testes de ordem de adicéo e utilizacéo do surfactante DTAB

Ordem de
) Ordem de Adicao nao- Presenca
Adl(}é.o . r médio
o codificada deDTAB
codificada
Sem 0,027
1 FUR — FeCl; — KCl —HCI
Com* 0,071
Sem 0,002
2 FUR —KCl —HCI - FeCl3 L
Com 0,006
Sem 0,008
3 FeCl; —KCl —HCIl —FUR
Com* 0,011
Sem 0,029
4 FeCl; —FUR —KCIl —HCI
Com* 0,120
Sem 0,043
5 KCl —HCl —FUR - FeCl3 L
Com 0,006
Sem 0,082
6 KCl —HCI - FeCl; — FUR L
Com 0,100
Sem 0,075
7 FUR - FeCl3 1
Com 0,075
Sem 0,120
8 FeCl; - FUR 1
Com 0,133

! Para os testes com DTAB, este foi adicionado na solugéo de FeCl.

Anaisando estes resultados, pode-se perceber que a utilizagdo de DTAB

contribui positivamente para o sinal da maioria dos experimentos.
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Além disso, notou-se também que para a maioria dos casos, a adicdo do reagente
cromogénico antes da solugdo de furosemida resulta numa melhor mancha e num
melhor sina enquanto que ndo foi constatada uma contribuicdo positiva significativa
para a utilizagcéo de KCl e HCI na reacdo em papel de filtro. Isto pode ocorrer porque,
uma vez que os volumes utilizados s&o muito pequenos, a adicdo destes dois reagentes
estard diluindo ainda mais o0 analito e o reagente cromogénico, resultando num menor
sinal.

As melhores manchas quanto a uniformidade e intensidade foram encontradas
no experimento 8. Portanto, a ordem de adicdo utilizada em todos os experimentos deste
ponto em diante consistira em 20uL do reagente cromogénico (FeCl; e DTAB) + 20uL
da solucéo de furosemida, resultando em um complexo avermelhado cujo espectro, em

477 nm € mostrado na figura 22.

0,3

0,2

477 nm

0,1

0,0
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Comprimento de Onda

Figura 22. Espectro de Ar dareacéo de spot test no papel de filtro entre Furosemida e

FeCl; em meio etandlico. O valor méximo de Ag foi em 477 nm. [FUR] = 7,5 mmol L™.

Em seguida, estudou-se a influéncia de 3 solventes principais possiveis para a
furosemida a fim de se escolher o melhor deles para as medidas. Os solventes testados
foram: etanol, acetona e etanol/acetona 1:1. A utilizacdo do hidréxido de sodio, um
outro solvente utilizado para afurosemida, foi descartada porque este, em contato com o
ion ferro, geraria hidréxido de ferro pouco solGvel. As solugdes de furosemida testadas

foram: 7,50 e 5,25 mmol L. Os resultados estd0 expressos na tabela 16.
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Tabela 16. Testes de escolha do solvente.

Solvente [FUR] (mmol LY Ag madio

7,50 0,126
Etanol
5,25 0,077
7,50 0,084
Acetona

5,25 0,038
Etanol/Acetona 7,50 0,065
1:1 5,25 0,025

Apesar de a furosemida se solubilizar melhor em acetona, possibilitando uma
maior faixa de concentracdo para a curva analitica, os sinais se mostraram melhores em
etanol, bem como a uniformidade da mancha. Além disso, o etanol é mais barato e esta
mais ligado aos principios da quimica verde por ser menos toxico e originado de fontes

renovaveis.

4.2.2 Triagem das variaveis e Plangjamento Composto Central

Antes de readlizar o plangamento composto central, foram feitos alguns testes
qualitativos para o estudo da influéncia do pH do meio na reagéo. O pH da solucdo do
reagente cromogénico sem a ateragdo deste est4 entre 2,5 a 3,0, pH em que a reacdo
ocorre normalmente com uma boa mancha e um bom sinal. Em valores de pH menores,
areacdo ndo ocorre devido a competicéo dos hidrogénios e do ferro pelo sitio de reacéo
da furosemida; em valores de pH maiores que 4,0 ocorre a formag&o de hidréxidos de
ferro. Portanto, visto estas limitagGes, decidiu-se trabalhar com a solucéo sem ateracéo
do pH.

O plangjamento composto central foi analisado em cinco niveis (-1,41; -1; O; +1;
+1,41) nas varidveis concentracdo de FeCl; e concentracdo de DTAB. A partir das
leituras obtidas seréo analisadas as condi¢des otimas para a reagdo a partir da superficie

de resposta. As variaveis estudadas em seus respectivos niveis e a matriz utilizada estéo
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apresentadas na Tabela 17. Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados analisados utilizando o programa Satistica 6.0 e Minitab 15.

Tabela 17. Matriz do plangamento composto central para o FeCl; e DTAB.
[FUR] = 7,5 mmol L™

Variaveis ndo codificadas Variaveis codificadas
No° [FeCl3] [DTAB] [FeCl3] [DTAB] AR médio
(mol L™ (mol L™ (mol L™ (mol L™
1 0,040 0,016 -1 -1 0,106
2 0,090 0,016 +1 -1 0,088
3 0,040 0,044 -1 +1 0,099
4 0,090 0,044 +1 +1 0,084
5 0,030 0,030 -1,41 0 0,130
6 0,100 0,030 +1,41 0 0,111
7 0,065 0,010 0 -1,41 0,119
8 0,065 0,050 0 +1,41 0,075
o 0,065 0,030 0 0 0,145
107 0,065 0,030 0 0 0,133
112 0,065 0,030 0 0 0,139
122 0,065 0,030 0 0 0,139
132 0,065 0,030 0 0 0,139

a ponto central realizado em quintuplicata, n=3.

Observando-se a superficie de resposta juntamente com sua curva de nivel

(Figura 23), cuja matriz esta representada na Tabela 17, percebe-se que hd uma regido

de méximo valor de Ar situada na &ea mais escura do gréfico que representa as

condic¢des Gtimas para a realizacdo da reacdo do spot test quantitativo.
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Figura 23. Superficie de resposta otimizada com sua respectiva curva de nivel paraa
medida de Ar em 477 nm em funcdo das variaveis. [FeCl3] e [DTAB]. Foram
adicionados 20 pL da solucdo de furosemida 7,50 mmol L™ em cada experimento.
Equacdo: z = - 0,017 + 2,366x[FeCl3] —21,020x[FeCl3)2 + 6,601xX[DTAB] —
123,125x[DTAB]? + 2,143x[FeCl3]xDTAB

Depois de realizada toda a andlise estatistica dos dados e definida a superficie de
resposta determinou-se que as melhores condicbes experimentais  seriam:
[FeCl3] = 0,057 mol L™Y; [DTAB] = 0,027 mol L™
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4.2.3 Estabilidade do produto da reacao

Com o objetivo de avaliar a estabilidade Optica do produto colorido da reacéo de
spot test em relacdo ao tempo entre furosemida, FeCl; e DTAB no papel de filtro,
realizou-se um acompanhamento cinético do valor de Ar a 477 nm a cada 5 minutos até
completar 1 hora.

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade Optica do produto formado
demonstram que o produto atinge sua estabilidade Optica apds 5 minutos depois de
adicionada a solugdo de furosemida, mostrando um vaor de reflectancia
aproximadamente constante pelos 60 minutos das medidas, de acordo com a figura 24.

Os cinco minutos iniciais sdo necessarios para a secagem do papel ao ar livre.
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Figura 24: Estabilidade dptica do produto da reagdo da furosemida em spot test entre O

e 60 minutos.
4.24 Testesde linearidade, repetibilidade e curva analitica
O teste de linearidade foi repetido 3 vezes utilizando concentraces de 0,75 a
7,50 mmol L™ de furosemida. A curva analitica, numa faixalinear de 1,65 a 7,50 mmol

L, foi construida através das devidas diluicdes da solucéo estoque de furosemida (7,50
mmol L), descrita anteriormente. Um branco contendo 20 pL do reagente cromogénico
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e 20 uL de etanol foi preparado para zerar 0 equipamento. Concentracdes acima do
altimo ponto da curva ndo foram testados por problemas de solubilizag&o.
A Tabela 18 e a Figura 25 apresentam, respectivamente, os dados e a curva

analitica construida a partir de solucdes padréo de furosemida

Tabela 18. Medidas de Ag paraa Curva Analitica dafurosemida, ja descontado o valor

dos brancos.
[FUR] mmol L™ AR (media)
1,65 0,027
2,55 0,040
3,45 0,058
4,35 0,074
5,25 0,095
6,15 0,116
7,50 0,138

0.14 4

0.12 4

0.10

0.08 4

Ar 477nm
| |

0.06 —

0.04 +

0.02 4

[FUR]x10° (mol L)

Figura 25: Curva Analitica para determinacdo de furosemida. Relacéo Linear (r =
0,9981) sendo os valores de A, para esta faixa de concentracéo g ustados pela equacéo:
Ar=0,01964 x [FUR] — 0,00843.

Em seguida, foram feitos ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método

dentro de um mesmo dia e entre dias diferentes. Para tal, foram feitos 3 experimentos
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repetindo alguns pontos da curva analitica, sendo dois desses experimentos realizados
num mesmo dia em periodos diferentes e o terceiro, no dia subseguente a fim de se
calcular o Desvio Padréo Relativo (RSD).

O RSD Intradiafoi de 1,81% e 0 RSD Interdia de 1,11%.

Os resultados apresentados mostraram que as medidas sdo bastante precisas e
satisfatorias.

4.25 Limitesde Deteccao e Quantificacao

Com o objetivo de determinar os Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo
(LQ), foram preparados 10 brancos, segundo a I[UPAC™, do mesmo modo descritos
nos procedimentos acima realizando-se a leitura dos spot tests em 477 nm. Os valores
de reflectancia média e o desvio estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Ar e desvio para os brancos de FeCl; e DTAB
AR médio 010788
Desvio (6) | 3,18x10°

Para determinar o calculo de ambos os limites, utilizou-se a mesma formula

apresentada anteriormente no topico 4.1.5.

Tabela 20. Limites de deteccdo e quantificacdo para a furosemida
[FUR] mmol.L™
LD 0,49
LQ 1,62

4.2.6 Adicao de padréo e recuperacdo em urina sintética

A urina sintética utilizada foi preparada segundo LAUBE, N.**

, exceto pelo uso
da creatinina, que ndo fora utilizada, segundo recomendacdo de SEMAAN, F. S.% A

composi¢do estéd demonstrada na Tabela 20.
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Tabela 21. Preparo da Urina Sintética

Composicéo Concentraco (g L™)
CaCl; . 2H,0 10
NaCl 3,0
Na,SO, 2,0
KH2PO, 1,0
KCl 2,0
NH,CI 1,0
Uréia 25

O estudo de interferéncia destes compostos foi realizado em trés diferentes
concentragdes relativas as apresentadas na tabela acima (50, 100 e 200%). Notou-se
interferéncia apenas da uréia, que deve ser eliminada antes da etapa de quantificacéo.
Optou-se por fazer a eliminacdo através de extracdo em fase solida com coluna Cig
(Varian) por ser um processo relativamente rapido, fécil e eficiente uma vez que ja
haviam trabalhos na literatura que demonstravam a aplicabilidade da coluna C,g para
andlise de Furosemida em urina e plasma sanguineo.

O condicionamento da coluna foi feito através da adicdo de 3mL de metanol
seguido de 3mL de &gua deionizada. Em seguida, inseriram-se 20 mL da amostra. A
lavagem foi feita com 10 mL de égua deionizada e a eluicdo com 1 mL de etanol (pré-
concentracdo de 20x).

Os resultados das 3 recuperacOes realizadas estdo mostrados na tabela 22.
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Tabela 22. Adicdo de Padréo e Recuperacéo para as amostras de Urina Sintética

- 10°X[FUR]adicionada | 10*X [FUR]encontrada Recuper acéo

(mol L™ (mol L™ (%)

1,25 1,27 101,6

» 1,96 1,98 101,0
2,64 2,83 107,2

3,33 3,62 108,7

1,47 1,51 102,7

. 2,15 2,30 107,0
2,84 2,90 102,1

3,52 3,69 104,8

1,47 1,49 101,4

. 2,15 2,27 105,6
2,84 2,97 104,6

3,52 3,59 102,0

Os resultados expressos na tabela acima mostram que 0 método proposto possuli
uma boa recuperacéo para andlises de urinas tratadas com extracdo em fase solida com

uma boa precisdo, exatidao e confiabilidade.

4.2.7 Aplicacdo do método proposto para amostras de urina sintética

A determinacdo de furosemida foi realizada em trés amostras de urina sintética
fortificadas com uma concentracdo de 2,18 x 10* mol L™ e o método de referéncia
utilizado para comparacéo se baseia nareacéo de p-DAC em meio &cido™.

O tratamento da amostra se deu como feito no topico 4.2.6., exceto pelo método
de referéncia, cuja pré-concentracdo fora de 50x devido a sua menor sensibilidade e a
eluicdo, com acetona, que é o solvente da furosemida utilizado no trabal ho.

Os resultados estéo demonstrados na Tabela 23.
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Tabela 23. Vaidagdo do Método Proposto para Amostras de Urina Sintética

Amostra

M étodo
Comparativo
[FUR]x10* (mol L™)

M étodo Proposto
[FUR] x10* (mol L™)

Testet (4,303)

218 2,19 1.8x10™
B 2,05 2,09 3,20
232 2.24 3,53

Os resultados expressos na tabela acima mostram que o método proposto pode

ser aplicado para analises de amostras de urina com uma boa precisdo e confiabilidade.

4.2.8 Aplicacdo do método proposto por adicéo de padrdo e comparacdo com um

método de referéncia para amostra de urina natural

As determinacdes de furosemida foram realizadas em uma amostra de urina

natural proveniente de um doador sadio do sexo masculino com idade de 23 anos, no

caso 0 préprio analista.

Para os testes de adicéo de padréo e recuperacdo, o condicionamento da coluna

foi feito do mesmo modo descrito no tépico 4.2.6.

Os resultados das recuperacOes realizadas estéo mostrados na tabela 24.

Tabela 24. Adicdo de Padréo e Recuperacdo para a amostra de Urina Natural

X 104X[FU R] adicionada 104)( [FU R] encontrada ReCUpef ag;éo
Ensaio 4 4
(mol L™) (mol L™) (%)
1,25 1,39 111,2
1 2,02 2,02 100,0
2,64 2,87 108,7
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A determinacdo de furosemida na urina natural foi feita por comparagéo pelo
mesmo método de referéncia. A urina foi fortificada com uma concentracdo de
1,39 x 10* mol L™

O tratamento da amostra se deu como feito no topico 4.2.7., exceto pelo método
de referéncia, cuja pré-concentracdo fora agora de 75x de modo a gjustar a concentracéo
apos pré-concentragdo em um dos pontos da curva analitica do método.

Os resultados estdo demonstrados na Tabela 25.

Tabela 25. Validacdo do Método Proposto para Amostras de Urina Natural
Método

M étodo Proposto

. 4. | Testet (4,303)
[FUR] x10™ (mol L)

Amostra Comparativo
[FUR]x10* (mol L)

A 1,37 1,41 0,822

Os resultados expressos pelos resultados das tabelas acima, excetuando o Ultimo
ponto da adicdo de padrdo e recuperacdo, mostram que o método proposto pode ser
aplicado para andlises de amostras de urina natura com uma boa preciséo e
confiabilidade.
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4.3

Resumo dasfigurasde mérito

Na tabela abaixo encontra-se um resumo de todas as figuras de mérito para a

determinacéo de Pb** e FUR.

Tabela 25. Resumos das figuras de mérito para cada um dos analitos estudados

Pb** FUR
Comprimento de onda
o) 545 477
ROD em meilo de SDS e
Componentes do reagente tampdo acido FeCl; em meio aquoso de
cromogeénico tartérico/tartarato de sédio DTAB
apH 2,8
Concentracdes dos

componentes do reagente

Cromogeénico

[ROD] = 0,28%
[SDS] =9 mmol L™

[FeCls] =57 mmol L™
[DTAB] = 27 mmol L™

Ordem de adicao dos

reagentes

Reagente cromogénico +

analito

Reagente cromogénico +

andlito

Estabilide 6ptica

5 a 60 minutos

5 a 60 minutos

Linearidade 4,7 a 140 ppm 1,65 a7,50 mmol L™
B 0,00407 x [Pb**] —
Curva analitica 0,01964 x [FUR] —0,00843
0,00511
Coeficiente de correlacao 0,9977 0,9981
Repetibilidade intradia
1,10 1,81
(%)
Repetibilidade interdia
2,40 1,62
(%)
LD 1,12 ppm 0,49 mmol L™
LQ 3,75 ppm 1,62 mmol L™
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5 CONCLUSAO

Este estudo, visando desenvolver um procedimento mais limpo, pratico, simples,
barato e portéatil para andlise de chumbo e outro para a analise de furosemida revelou ser
possivel a utilizacgo de spot test combinado com a espectroscopia de reflectancia difusa
na determinagdo quantitativa e qualitativa destes analitos nas matrizes estudadas
(residuos de disparo de armas de fogo e cachaca para 0 chumbo e urina sintética e
natural paraafurosemida) utilizando spot test em papel de filtro qualitativo.

Uma vez que reduzida quantidade de reagente (20uL de cada) € utilizada para a
analise, os métodos sdo muito mais “verdes’ do que os procedimentos normais descritos
na literatura até o presente momento, gerando resultados t&o confiaveis quanto aqueles.
Além disso, mostrou-se ser possivel a quantificagdo de chumbo nas amostras de disparo
de armas de fogo utilizando os materiais ja disponiveis nos laboratérios forenses além
do desenvolvimento de uma técnica de coleta destes residuos que é simples, barata e
gue permite a extracdo rapida e a quantificacdo do material coletado, apresentando
também a vantagem de regeneracdo facil e rapida da membrana para a sua posterior
reutilizag&o.

Portanto, considerando-se a simplicidade, rapidez, baixo custo, baixo consumo,
eficiéncia, repetibilidade e sensibilidade, os métodos desenvolvidos podem ser
considerados em consonancia com a quimica verde para a quantificagdo de chumbo e
furosemida, oferecendo vantagens sobre outras técnicas atual mente usadas.
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PERSPECTIVASDE TRABALHO FUTURO

O trabalho de coleta e andlise dos residuos de disparo de armas de fogo
continuara no doutorado através da pesguisa de novas técnicas e novos metodos para
tentar aumentar a sensibilidade de quantificagdo e a eficiéncia de coleta com a
membrana celul ésica

Além disso, a aplicabilidade analitica da quantificagdo esta sendo estudada para
uma maior contribuicdo do méodo para andlises forenses, visando estudos
probabilisticos de dispersdo dos residuos e das relacbes “ quantidade de particulas/tempo
decorrido do disparo” e “quantidade de particulas/distancia de disparo”, aplicando
métodos estatisticos para as andlises.

Além disso, serd testada a potencialidade do uso das membranas em outras
aplicagbes forenses, como estudos de coleta e quantificagdo de outros residuos
provenientes de disparos com o intuito de uma deteccdo multi-residuos. Esta em curso
nesse laboratério estudos focando a regeneracdo das membranas para reutilizacdo nas

determinacdes forenses, objetivando um método verde e mais barato.
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ANEXOS - Fotos da Coleta de Residuos de Dispar o

Figura Anexo 3. Residuos provenientes de um disparo feito com revélver.
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Figura Anexo 6. Coleta com membrana seca.
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Figura Anexo 7. Coleta com cotonete de um local de impacto.

Figura Anexo 8. Resultado in situ de uma coleta qualitativa de residuos em um
cartucho calibre .22. A coloragdo amarela representa o branco enquanto avermelha é o
resultado da reacéo.

Figura Anexo 9. Revelacdo in situ de residuos de chumbo em um papel defiltro
qualitativo.
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Figura Anexo 10. Revelacdo laboratorial por nebulizagdo das membranas. A membrana
com um asterisco representa o branco. As 3 membranas do lado direito dafigura séo
coletas onde havia pouco residuo para ser coletado.
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