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Values are like fingerprints.

Nobody's are the same, but you leave ‘em all over everything you do.

Elvis Presley



RESUMO

ALEM, Ludmila. Anéalises morfologicas, quimicas e genéticas de impressoes digitais
aplicadas a pratica forense. 2024. 171 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024.

O desenvolvimento da Ciéncia Papiloscopica ao longo da ultima década evidenciou que
0 uso de impressOes digitais para fins forenses ndo é limitado a apenas a analise morfologica
tradicional e que a prética pericial pode se beneficiar do emprego de outras metodologias para
a andlise desse vestigio, como as andlises genéticas, fisicas e quimicas. Essa triade de anélises
foi investigada neste trabalho sob a perspectiva da datagdo de impressdes digitais,
contemplando a principio as analises microestruturais e elementares de impressdes digitais em
placas de latdo — superficie metalica de interesse forense, principalmente por ser o principal
tipo de liga metalica constituinte de estojos de municdo deflagrados, que sdo vestigios
comumente encontrados em cenas de crime. Essas analises foram realizadas como o emprego
da técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de
Energia Dispersiva de Raios-X (EDS). Em um segundo momento, a vertente genética foi
estudada a partir da analise de DNA de impressdes digitais em superficie de estojos de munigédo
deflagrados, com o emprego de uma dindmica realistica de producdo de amostras, compativel
com a prética. Os resultados das analises MEV-EDS indicaram que as cristas datiloscopicas
tém uma tendéncia ao alargamento ao longo do tempo e que as alteracOes estruturais das cristas
em superficies metélicas podem ter uma relagdo direta com o processo de corrosdo do metal
ocasionado pela secrecdo écrina constituinte dos vestigios papiloscopicos. Os dados gerados a
partir do EDS indicam que o oxigénio e cloro poderiam ser potenciais marcadores de
temporalidade dos vestigios visto que suas quantidades relativas variaram acentuadamente em
impressdes recentes (0 dias) e envelhecidas (28 dias). As analises genéticas demonstraram que
85% das amostras apresentaram degradacdo e em nenhuma destas foi detectada inibicdo da
reacdo de amplificacdo do DNA, resultando em uma taxa de sucesso de 22% na obtencdo de
perfil genético de impressdes digitais nas condi¢cbes testadas. Os resultados sugerem que a
superficie metalica exerce significativa influéncia no sucesso da analise genética de estojos
deflagrados e que a possibilidade de se obter um perfil genético a partir deste tipo de amostra
muito embora apresente dificuldades é factivel e ndo deve ser descartada. O uso combinado de
técnicas que viabilizem o estudo das alteracdes fisicas e quimicas dos vestigios papiloscopicos
é fortemente recomendado pela comunidade cientifica atualmente, muito embora possam ser
abordagens mais complexas, para 0s avangos na datacdo de impressoes digitais.

Palavras-chave: impressdo digital; datacdo de vestigios; MEV-EDS; morfometria; DNA de

toque; estojos de municédo deflagrada.



ABSTRACT

ALEM, Ludmila. Morphological, chemical, and genetic analysis of fingerprints applied to
forensic practice. 2024. 171 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The development of dactyloscopy science over the last decade has shown that the use
of fingerprints for forensic purposes is not limited to traditional morphological analysis and that
forensic practice can benefit from the use of other methodologies for analyzing this trace, such
as genetic, physical, and chemical analysis. This triad of analyses was investigated in this work
from the perspective of fingerprint dating, initially considering the microstructural and
elemental analyses of fingerprints on brass plates - a metal surface of forensic interest, mainly
because it is the main type of metal alloy that makes up ammunition cases, which are traces
commonly found at crime scenes. These analyses were carried out using the Scanning Electron
Microscopy technique coupled with Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (SEM-EDX).
Secondly, the genetic aspect was studied using DNA analysis of fingerprints on the surface of
fired cartridge cases, using realistic sample production dynamics compatible with practice. The
results of the SEM-EDX analysis indicated that ridges tend to widen over time and that the
structural alterations of the ridges on metal surfaces may be directly related to the process of
corrosion of the metal caused by the eccrine secretion constituting fingermark deposits. The
data generated from EDX indicates that oxygen and chlorine could be potential markers of
fingermark aging, since their relative quantities varied markedly in recent (0 days) and aged (28
days) prints. Genetic analysis indicated that 85% of the samples showed degradation and in
none of them inhibition of the DNA amplification reaction was detected, resulting in a 22%
success rate in obtaining genetic profiles from fingerprints under the conditions tested. The
results suggest that the metal surface exerts a significant influence on the success of genetic
analysis of deflagrated cases and that the possibility of obtaining a genetic profile from this type
of sample, although it presents difficulties, is feasible and should not be ruled out. The
combined use of techniques that make it possible to study the physical and chemical alterations
of fingerprints is strongly recommended by the scientific community today, even though they
may be more complex approaches, for advances in fingerprint age determination.

Keywords: fingerprinting; fingerprint age determination; SEM-EDS; morphometry; touch
DNA,; fired cartridge cases.
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INTRODUCAO

As Ciéncias Forenses sdo diferentes areas do conhecimento cientifico aplicadas a
andlise de vestigios com o objetivo de resolver demandas judiciais de cunhos criminal, civil ou
trabalhista. De forma ampla e ndo categorica, as Ciéncias Forenses incluem o emprego das
ciéncias naturais (biologia, quimica, fisica e suas combinages), de areas mais especializadas
como por exemplo a analise de grafias (Grafoscopia), documentos (Documetoscopia),
impressBes papiloscopicas (Papiloscopia), arcada dentéria (Odontologia) e DNA (Genética),
sendo as ultimas trés areas constitutivas da Triade da Identificacdo humana (Interpol, 2018).

Segundo o Codigo de Processo Penal “Quando a infragdo deixar vestigios, sera
indispensavel o exame de corpo de delito, direto ou indireto, ndo podendo supri-lo a confisséo
do acusado” (Brasil, 1941) e que “Vestigio ¢ todo objeto ou material bruto, visivel ou latente,
constatado ou recolhido que se relacione com a infragdo penal” (Brasil, 1941). Desta forma,
numerosos tipos de vestigios sdo arrecadados para a apreciacdo nos mais diversos tipos de
infracdes, sendo que alguns destes podem ser submetidos a exames periciais em mais de uma
area em uma analise multidisciplinar. Aliado a isso, 0s avancos tecnoldgicos na area cientifica
tém permitido que técnicas analiticas mais robustas, sensiveis e eficazes venham sendo testadas
e aplicadas a diversos tipos de vestigios (Sai, 2022), com o objetivo de aumentar a eficacia,
confiabilidade e reprodutibilidade das analises forenses, bem como potencializar o uso dos
vestigios coletados, o que dialoga com a interdisciplinaridade caracteristica das Ciéncias
Forenses.

Neste contexto, destacam-se 0s vestigios de impressdes papiloscopicas (IP), comumente
encontrados em cenas de crime e que sdo processados e analisados no &mbito da Papiloscopia
Forense. Impressdes papiloscopicas sdo marcas produzidas pelo contato das pontas dos dedos,
palmas das méos e plantas dos pés com o0 ambiente. As cristas (relevos) e sulcos (intervalo entre
cristas também denominados de depressdes) presentes na pele humana sdo os elementos
morfoldgicos formativos das IP que sdo impressos em uma superficie mediante ao toque,
podendo ser visiveis ou invisiveis a depender das circunstancias do contato.

A formacdo da impressdo digital em uma superficie ocorre pela transferéncia de
diversos compostos que estdo distribuidos nas cristas papiloscépicas das falanges distais das
maos. E uma mistura complexa que inclui compostos organicos e inorganicos provenientes da
producdo enddégena de glandulas sudoriparas (écrinas e apdcrinas) e sebaceas e contaminantes

externos como produtos de higiene pessoal, sujidades, produtos alimenticios (Girod,
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Ramotowski e Weyermann, 2012). Ainda, também se encontram presentes nas impressdes
digitais, as células oriundas da descamacdo da pele e transferéncia de outras partes do corpo, 0
que permite a investigacao do vestigio pela via da biologia e da genética forense (Ostojic et al.,
2014; Cavanaugh e Bathrick, 2018; Cornwell et al., 2019).

Tradicionalmente, no contexto de uma cena de crime, as etapas de processamento de
um vestigio papiloscopico que geralmente é latente (invisivel), incluem a sua evidencia¢do com
0 uso de substancias quimicas conhecidas como reveladores quimicos ou datiloscopicos, o
registro fotografico, a coleta (decalque) e por fim o exame de identificacdo, no qual o vestigio
é submetido a uma andlise comparativa (confronto) que objetiva chegar a identificacdo de
autoria. O exame de confronto papiloscopico se trata de uma analise morfoldgica estabelecida
e orientada por metodologia cientifica — método ACE-V (Analise, Comparacao, Avaliacdo
(Evaluation), Verificacdo) — consiste na observacdo da estrutura das cristas, suas areas de
interrupcdes e jungdes que formam os pontos caracteristicos capazes de individualizar uma
pessoa, O quantitativo destes pontos, bem como a observacdo de aspectos qualitativos
(contraste, nitidez, fluxo e direcdo das cristas).

Na pratica, a analise do vestigio papiloscdpico é essencialmente morfologica e depende
da sua visualizagdo, o que muitas das vezes se torna um fator limitante pois os vestigios podem
se apresentar deformados, fragmentados, arrastados, sobrepostos (Chen et al., 2021; Khare e
Singla, 2022).

As técnicas tradicionais de revelacdo incluem métodos Opticos, fisicos e quimicos 0s
quais realizam a revelacdo com base na interacdo fisica ou rea¢do quimica com os componentes
constituintes das impressdes (Holder, Robinson e Laub, 2011). Em algumas circunstancias, 0s
métodos tradicionais ndo sdo eficazes devido a um conjunto de fatores que podem ser
categorizados em 1) composicdo quimica do vestigio, 2) superficie na qual o vestigio se
encontra e 3) condi¢cdes ambientais as quais esta submetido o vestigio. Esses sao fatores que
influenciam diretamente o sucesso de uma pericia papiloscopica.

As superficies sdo classificadas em porosas (aquelas que detém capacidade absortiva e
rapidamente absorvem a agua e outros componentes quimicos polares — sollveis em agua -),
e.g., papel oficio, papeldo, tecido, madeira ndo tratada; ndo porosas (aquelas que ndo possuem
capacidade de absorcdo, ficando o vestigio exposto na superficie), e.g., vidro, metal, alguns
tipos de plastico; e semi-porosas (apresentam propriedade absortiva lenta, sendo os vestigios
sollveis absorvidos lentamente ap6s o contato com este tipo de superficie) e.g., superficies
enceradas, papel fotografico, alguns tipos de plastico (Georgia Bureau of Investigation,

Division of Forensic Sciences, s.d.). Muitas vezes as superficies tém natureza complexa devido
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as suas caracteristicas como grau de porosidade, por serem reflexivas, espelhadas,
transparentes, multicoloridas, irregulares, texturizadas (Sue, 2016).

Além da superficie, fatores ambientais como exposicdo a luminosidade, umidade,
variacOes de temperatura, poeiras e intervalo de tempo transcorrido entre 0 cometimento do
crime e a revelagdo datiloscépica contribuem para a degradacdo do vestigio, tornando
desafiador o seu processamento. Pelos métodos tradicionais é necessaria a existéncia dos
componentes constitutivos do vestigio, estando distribuidos em uma estrutura organizada de
cristas e sulcos, que ao ser submetida as técnicas de revelacdo, gera uma imagem que possa ser
visualizada e analisada tecnicamente pelo especialista.

O desenvolvimento da Ciéncia Papiloscopica ao longo da Gltima década evidenciou que
0 uso de impress@es digitais para fins forenses ndo é limitado a apenas a analise morfologica
tradicional (Khare e Singla, 2022) e que a pratica pericial pode se beneficiar do emprego de
outras metodologias para a analise desse vestigio, como as analises genéticas, fisicas e
quimicas.

A analise genética de impressdes digitais, de materiais que foram manuseados ou que
passaram por algum tipo de interacdo através do toque é uma das analises multidisciplinares
em Ciéncias Forenses que vem despertando o interesse da comunidade cientifica desde o inicio
dos anos 2000 (Cavanaugh e Bathrick, 2018) com aplicagdes praticas importantes, a principio
relacionadas com os crimes contra o patrimonio (Home Office, 2005; Roman et al., 2008) nos
quais a maioria se define por uma acdo que envolve o toque, que sdo 0S crimes previstos no
Titulo Il: Dos Crimes contra o Patrimonio, artigo 155 a 180, do Cédigo Penal (furto, roubo,
usurpacdo, dano, apropriacdo indébita, estelionato, receptacdo) (Lei n° 2.848, de 7 de dezembro
de 1940).

Os avancos tecnoldgicos que agregaram sensibilidade e eficacia as técnicas de biologia
molecular empregadas nesse campo multidisciplinar de estudo, permitiram que outros tipos de
vestigios oriundos de crimes como homicidios e demais crimes contra a vida fossem submetidos
a analise genética. Um exemplo séo os estojos de munigéo, frequentemente encontrados em
cenas de crime que envolveram o uso de armas de fogo e que para tanto, foram previamente
manuseados. O processamento genético de impressdes digitais neste tipo de evidéncia pode
estabelecer um vinculo de autoria delitiva (Montpetit, 2019; Jansson et al., 2020).

Em uma classificacdo genérica, os estojos de municdo sdo superficies metalicas e ndo
porosas, mas podem apresentar diferentes composi¢des como metais simples, aluminio ou ligas
metalicas como o lat&o, sendo este Gltimo, o caso de muitos tipos de estojos de municdo (Gashi
et al., 2010; Girelli et al., 2015; Thandauthapani et al., 2018).
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Das superficies metalicas de interesse forense, os estojos de municéo deflagrados tém
sido alvo de pesquisas no que diz respeito a deteccdo de impressdes digitais (Bentsen et al.,
1996, James e Altamimi, 2015; Girelli et al., 2018; Christofidis, Morrissey e Birkett, 2019; Lam
et al., 2022) bem como do aproveitamento dessas impressdes digitais nas superficies de estojos
deflagrados para anélises no campo da genética forense (Horsman-Hall et al., 2009; Montpetit
e O'Donnell, 2015; Prasad et al., 2021; Elwick et al., 2022).

A deteccdo de vestigios papiloscopicos em superficies metélicas é de grande interesse
para a seguranca publica e para a sociedade devido ao emprego de diferentes tipos de metais e
ligas metalicas para a producdo de ferramentas, maquinarios, joias, artes, armamentos,
municdes, infraestrutura de transporte, telecomunicagdes e energia (Pitera et al., 2018) que
estdo frequentemente relacionados com diversos tipos de crimes e.g. furtos, roubos e
homicidios. Apesar disso, as taxas de obtencdo de vestigios papiloscopicos em superficies
metalicas sdo baixas, tornando o processamento destes tipos de superficie um desafio, o que
evidencia a necessidade de pesquisas que investiguem a estrutura morfolégica destas
superficies, o comportamento dos vestigios ao longo do tempo e os fatores que podem
influenciar o sucesso das pericias papiloscdpicas nestas condicdes.

Estudos apontam que uma combinacdo de fatores quimicos e fisicos atuam sob as
superficies metalicas (Tahtouh et al., 2005; Pitera et al., 2018; Chadwick et al., 2018). A
exposicao da superficie metélica as intemperes climaticas pode alterar as suas propriedades,
sobretudo a sua molhabilidade, ou seja, as sujidades, oxidacao, aderéncia de liquidos ou agua
presentes no ambiente dentre outros fatores alteram a forma como os elementos constituintes
da impressdo digital irdo se comportar na superficie. Uma superficie lisa, ndo oxidada e limpa
terd uma dispersdao dos componentes do vestigio distinta de uma superficie que foi exposta a
uma diversidade de fatores ambientais altamente variaveis e ndo previsiveis em um cenario
realistico. Assim, ao longo do tempo a superficie metélica antes hidrofilica pode se tornar
hidrofébica em razéo da exposicao as intemperes (Kim, Kim e Chu, 2016 ; Pitera et al., 2018).

Além disso, diferencas na composicdo e propriedades dos metais e.g. rugosidade,
porosidade, condutividade, susceptibilidade aos processos oxidativos, bem como a
variabilidade na quantidade e tipos de moléculas transferidas durante o contato e a presenca de
produtos de oxidacdo oriundos deste sdo apontados como fatores que afetam a deteccdo dos
vestigios papiloscopicos (Bond, 2008; Christofidis, Morrissey e Birkett, 2018).

Neste cenario, o campo de estudo na area expandiu de modo significativo nos Gltimos
anos com vistas a incorporacdo do uso de novas tecnologias, métodos analiticos e anélises

instrumentais opticas e fisicas para a deteccdo do vestigio papiloscopico (Egli et al., 2013;
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Bécue e Champod, 2016; Chadwick et al., 2018). Uso de abordagens como Raman, Reflex&o
Ultravioleta, Reflexdo Infravermelho, Deposi¢do de Metal a Vacuo (VMD), Microscopia de
Forca de Sonda Kelvin, Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e espectroscopias
associadas, lonizacao e dessorcdo a laser assistida por matriz — Espectrometria de Massas e
Imageamento de Espectrometria de Massas (MALDI-MS, MALDI-MSI ou MALDI Imaging)
e diversos tipos de cromatografias tém sido estudados por muitos grupos, ndo somente para fins
de deteccao do vestigio, mas compreensdo do comportamento desse nas superficies (Saferstein
e Graf, 2001; Tahtouh, 2008; Connatser et al., 2010; Song et al., 2012; Gibson, Bannister e
Bleay, 2012; Wang et al., 2015; King, Hallet e Foster, 2016; Khuu et al., 2016; Pitera et al.,
2018; Bécue, Eldridge e Champod, 2020). O uso da MEV particularmente se revelou uma
ferramenta eficaz na exploracdo da microestrutura das superficies e das impressdes reveladas,
fornecendo informac6es Uteis sobre a interacdo da impressdo digital com a superficie, e sua
posterior evidenciacao (Pitera et al., 2018).

Chadwick e colaboradores (2018) estudaram mais de 14 mil impress6es digitais,
concluindo que as técnicas de deteccdo atuais ndo detectam todas as impressbes digitais
disponiveis em uma superficie, reforcando a necessidade de mais pesquisas sobre os
fundamentos da detecgdo de marcas digitais.

Da mesma forma, ao se tratar da recuperacdo de DNA de impressOes digitais a partir
dos estojos de municdo na pratica forense, verifica-se que se trata de uma anélise complexa
devido a baixa quantidade de DNA transferida durante o contato e a subsequente perda deste
durante o evento do tiro (Jansson et al., 2020). Estudos apontam que cada individuo tem uma
propensdo a maior ou menor descamacao celular, impactando nesta quantidade de material
genético que € transferido durante o manuseio de uma municdo (Lowe et al., 2002;
Kanokwongnuwut et al., 2018).

O material que compde o estojo, tamanho e textura sdo fatores que podem influenciar
na quantidade de DNA aderida a superficie da municdo (Gashi et al., 2010; Ray, Mottar e Foran,
2015; Mawlood et al., 2015; Fan et al., 2017; Milnthorp, McKiernan e Danielson, 2018). Outros
estudos assumem a hipotese de que os eventos relativos ao tiro que acontecem dentro da camara
do armamento (aumento de temperatura, queima de polvora, liberacdo de gases propelentes que
s80 corrosivos) e 0 proprio tipo de munigéo (e.g. ha variacao na carga propelente entre municoes
de pistolas e fuzis que pode impactar na quantidade de gases liberados e temperatura no interior
da cAmara de ejecdo do armamento) tem relacdo com a quantidade e qualidade do DNA que
permanece disponivel para analise no estojo ap6s o tiro (Gashi et al., 2010; Mawlood et al.,
2015; Alem et al., 2022).
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Todos estes fatores ndo podem ser controlados e compreende-se que sejam altamente
variaveis. No entanto, as préaticas laboratoriais adotadas no processamento genético destes
vestigios podem ser aprimoradas para a maximizacdo dos resultados. Nessa vertente, os estudos
de padronizacao de protocolos, testagens de metodologias aprimoradas para as etapas de coleta
e extragdo, bem como o uso de kits de amplificacdo de DNA mais sensiveis e com maior
cobertura de regides do genoma se tornam muito importantes. Além disso, o desenvolvimento
destes estudos em ambito nacional € relevante para a compreensdo realistica da aplicabilidade
destas técnicas para a pericia brasileira.

A natureza das interacOes entre as superficies metélicas e 0s vestigios de impressdes
digitais, bem como as interacdes com os reveladores quimicos aplicados, parecem estar
relacionadas com a degradacdo celular e estrutural, e afetar tanto os resultados das analises
morfologicas no campo da papiloscopia e como também as analises genéticas (Gashi et al.,
2010; Houck, 2016). Somado a estes fatores, o intervalo de tempo transcorrido entre o contato
com a superficie e a deteccdo do vestigio papilar, ou seja, a idade da impresséo papiloscopica,
é outra variavel que tem ganhado destaque na comunidade cientifica nos tltimos anos visto que
a degradacdo dos compostos presentes nas impressdes digitais ocorrida ao longo do tempo pode
influenciar nas analises subsequentes desses vestigios (Cadd et al., 2015; Girod et al., 2016
Thandauthapani et al., 2018; Chen et al., 2021; Khare e Singla, 2022; Patten et al., 2023).

A determinacdo da idade de uma impressdo papiloscopica é um desafio para as Ciéncias
Forenses pois muitas variaveis estdo envolvidas: o doador (caracteristicas intrinsecas da
fisiologia do individuo), as condi¢cbes de deposicdo (tempo e angulo de contato, pressdo), a
superficie, as técnicas de revelacdo aplicadas e as condi¢des ambientais (temperatura, umidade,
iluminacdo no momento da deposicao e no periodo subsequente) (Girod et al., 2012; Chen et
al., 2020).

As pesquisas relativas a datacdo de impressdes digitais dividem-se em duas vertentes:
as alteracdes na morfologia (cristas, mindcias e poros) (Pleik, 2016; Popa et al., 2010; Meneses
et al., 2013; Czech et al., 2019; De Alcaraz-Fossoul e Javer, 2022) e a degradacdo dos
componentes quimicos (Girod et al., 2012; Pleik et al., 2016, Girod et al., 2016; Patten et al.,
2023). Dentre as metodologias de datacdo propostas até entdo, o estudo da degradacdo das
substancias quimicas é promissor, pois diversos compostos-alvo, (biomarcadores) podem ser
estudados com a aplicacéo de diferentes técnicas analiticas. Uma estratégia metodologica chave
neste sentido é a identificacdo de compostos relativamente estaveis na composicéo inicial ou

de subprodutos de transformacgéo na composic¢do envelhecida.
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Dos componentes enddgenos presentes nas impressdes digitais, os lipidios sdo
potenciais biomarcadores sendo passiveis de analises por técnicas cromatograficas comuns aos
laboratdrios de quimica das universidades e unidades de pericia oficial (Archer et al., 2005;
Ricci et al., 2007; Mountfort et al., 2007; Mickells, 2008; Tang et al., 2010; Cadd et al., 2015;
Patten et al., 2023). Muito embora amplamente utilizadas, essas técnicas implicam
necessariamente na destruicdo do vestigio para o seu processamento. Neste contexto, técnicas
ndo destrutivas como a espectrometria de massas por imageamento quimico (MALDI-MSI) e
a microscopia eletronica de varredura (MEV) associada a espectroscopia de energia dispersiva
de raios-X (EDS) tornam-se relevantes para a investigacdo da composicdo quimica de
impressoes digitais ao longo do tempo (Bailey et al., 2012; Szynkowska et al., 2013; Wightman
et al., 2015; Chen et al., 2020).

A MEV acoplada a EDS permite uma investigacdo da estrutura fisica e quimica do
vestigio papiloscopico ao longo do tempo. A microscopia eletrdnica de varredura permite uma
caracterizacdo fisica pela obtengdo de imagens de alta resolucdo, que fornece informacges sobre
a morfologia e as condi¢es fisicas do sistema vestigio papiloscopico-superficie. Além desta
caracterizacdo morfoldgica, devido a geracdo de imagens de alta definicdo, a microscopia
viabiliza o estudo de datacdo por meio da morfometria, que se refere a avaliacdo das alteracdes
de espessura das cristas papiloscépicas em funcdo do tempo (Barros et al., 2013). Na
morfometria, as cristas sdo aferidas a partir da obtencdo da imagem da impressdo papiloscopica
e emprego de softwares que possuam ferramenta de medicéo.

A partir da associacdo da microscopia com a EDS, os componentes quimicos
inorganicos como carbono, oxigénio, sodio e potassio detectados nas impressdes digitais podem
ser explorados como potenciais indicadores da idade do vestigio tendo em vista a variacdo nas
guantidades relativas destes componentes nas impressdes ao longo do tempo. A MEV acoplada
a espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) se torna interessante para a aplicacédo
forense ao permitir uma analise quimica elementar ndo destrutiva e de baixo custo.

O estudo multidisciplinar das impressdes digitais foi contemplado neste trabalho de
doutoramento e organizado em dois capitulos, sendo o capitulo | dedicado & caracterizagéo
morfoldgica e quimica de impressdes digitais por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
e Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) sob a perspectiva da datacdo de
vestigios papiloscopicos, e o capitulo 11 & do perfil genético por meio da andlise de

microssatélites (STR).
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1 OBJETIVOS

1.1 Gerais

a)

b)

Caracterizar impressdes digitais ao longo do tempo através das anélises de composicao
quimica elementar e morfometria com vistas a determinar o tempo de aposicdo do
vestigio.

Analisar a viabilidade da obtencdo de perfis genéticos a partir de impressdes digitais
latentes em superficie metélica de estojos de municdo deflagrados.

1.2 Especificos

a)

b)

f)

9)

Avaliar o comportamento das cristas datiloscopicas das impressées digitais apostas em
superficies metalicas por MEV nos intervalos de tempo de 0 a 80 dias;

Desenvolver um protocolo para a afericio da espessura das cristas (analises
morfométricas) aplicado a impressdes digitais;

Aferir a espessura das cristas das impressdes digitais ao longo dos intervalos de tempo
estabelecidos através das imagens de alta definicdo geradas por MEV;

Avaliar o perfil de degradacédo de elementos quimicos nas impressées digitais ao longo
do tempo através de Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS);

a) Avaliar a qualidade e a quantidade de material genético obtido de impressdes digitais
apostas em superficies de estojos de municéo deflagrados de calibre 9mm por meio de
gPCR;

b) Analisar a interferéncia do intervalo de tempo na viabilidade da obtencéo de perfil
geneético;

c) Contribuir para o aprimoramento da qualidade dos servigos periciais no ambito
criminal, realizados por instituigdes militares e civis, ao capacitar os peritos criminais,
visando o desenvolvimento das Ciéncias Forenses em prol da Seguranca Publica e

Defesa Nacional.
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2 HIPOTESES

a) Os elementos quimicos presentes nas impressdes digitais sdo influenciados pela
passagem do tempo, podendo ter sua quantidade relativa aumentada ou diminuida em

funcéo das transformacdes sofridas pelos constituintes das impressoes digitais.

b) As imagens de alta resolucdo geradas pela técnica de Microscopia Eletronica de

Varredura podem viabilizar o uso de analises morfométricas com mais preciséo.
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3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS

POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS-X (EDS):
PERSPECTIVAS ACERCA DA DATACAO DE VESTIGIOS

3.1 O vestigio papiloscépico em locais de crime

O Principio da “Troca de Locard” foi apresentado por Edmond Locard, criminélogo
francés e diretor do primeiro Laboratorio Forense em Lyon (Franga) no principio do século XX,
e tornou-se o principio basico da Ciéncia Forense: “Todo contato deixa um trago” (Mummery,
2021). O principio se organiza em trés pilares: transferéncia, persisténcia e relevancia, de modo
que, sempre que dois objetos entrarem em contato, havera uma transferéncia de material entre
eles (Summerscales e Gwinnett, 2017), que pode persistir no tempo e ser relevante para uma
determinada investigacdo. Neste contexto, o contato entre um individuo e uma superficie
sempre resultard em uma troca, de modo que, o individuo deixa alguma informagdo sua na
superficie — vestigios da interacdo — e leva consigo algo desta. Locard ainda postulou que, a
analise minuciosa destes vestigios poderia levar a identificacdo dos criminosos e vitimas em
um contexto de locais de crime (Locard, 1940).

As informacGes deixadas mediante ao contato sdo diversas, em escala microscopica ou
macroscopica: fios de cabelo, pelos, suor, goticulas de saliva, fibras téxteis, células epiteliais
de descamacdo, impressdes papiloscopicas, manchas de sangue, entre outros (Sharma et al.,
2017; Morillas et al., 2022; Khei et al., 2023). No que diz respeito as impressdes papiloscépicas,
a partir do contato das pontas dos dedos, palmas das méos e planta dos pés com as superficies,
ha a transferéncia de um conjunto de elementos quimicos constituintes das impressdes (Cadd
et al., 2015) deixando naquela area um vestigio capaz de ser rastreado a fonte que o gerou,
viabilizando a partir da aplicacdo de técnicas especializadas, a identificacdo do vestigio

papiloscépico.
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3.2 Caracterizagdo morfoldgica do vestigio papiloscopico

A deteccdo do vestigio papiloscopico esta contemplada rotineiramente nas pericias
realizadas em locais de crime ou em objetos que tenham correlagdo com este por solicitacdo de
autoridade competente, bem como também se relaciona com as pericias realizadas em
objetos/materiais questionados de modo geral (exemplo: pericia particular).

Neste cenario, a depender do tipo de interacdo que gera a transferéncia do vestigio
papiloscopico para a superficie periciada, trés categorias de vestigios digitais podem ser
elencados: impressfes visiveis ou patentes que sao tipos de vestigios ostensivos, ndo sendo
necessaria a aplicacdo de técnicas de revelacao para tornar a impressao visivel pois encontram-
se impregnadas com quaisquer elementos que as tornem visiveis, como sangue, tinta ou graxa;
impressGes moldadas ou plasticas as quais sdo tipos de vestigios apostos em superficies
maleéveis, capazes de moldar-se a forma do dedo sobre ela pressionado. Sdo por vezes vestigios
também visiveis e por fim, as impressdes latentes que séo 0s tipos mais comuns de vestigios no
ambito das pericias papiloscopicas (Alem, 2022). Essas demandam a aplicacdo de técnicas de
revelacdo especializadas (e.g. técnica dos po6s, ninidrina, cianoacrilato, entre outras) para que
sua estrutura fisica possa ser visualizada e sequencialmente documentada e identificada (Figura
1).

Figura 1 — Tipos de impress@es digitais em locais de crime

Legenda: Impresséo digital visivel em funcéo da transferéncia de residuo alimenticio (chocolate) para a falange
distal antes do contato com a superficie (a esquerda); Impresséo digital moldada — seta amarela — em
superficie maleavel (chocolate) (no centro); e Impressdo digital latente em superficie plastica (tubo
Falcon) em processo de revelagdo com a técnica dos pds — pd volcano preto (a direita).

Fonte: A autora, 2023.
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O vestigio é analisado quanto as suas caracteritiscas morfoldgicas fisicas quais sejam o
padréo de cristas e a existéncia de minucias. Também é considerado nesta anélise o aspecto
qualitativo do vestigio: visibilidade da estrutura fisica do vestigio (nitidez), fluxo, inclinagéo,
alinhamento e direcdo das cristas. A avaliacdo da estrutura fisica dos vestigios papiloscopico,
sobretudo dos vestigios de impressdes digitais mais comumente empregados na rotina pericial,
integra a primeira das etapas da metodologia cientifica denominada ACE-V — etapa de analise
— a qual é empregada nos exames comparativos para a identificacdo dos vestigios pela
datiloscopia.

A caracterizacao fisica dos vestigios de impressdes digitais pode ser dividida em trés
niveis, sendo o primeiro nivel referente a estrutura macroscépica do vestigio no qual serdo
contemplados os padrées que assumem as cristas datiloscopicas. O segundo nivel se
correlaciona com a observacdo das minudcias que sdo mudancas na conformacdo das cristas,
formando estruturas distintas em posi¢6es particularmente Unicas em cada vestigio. Por fim, o
terceiro nivel é caracterizado pelos poros, estruturas microscopicas as quais se distribuem ao
longo das cristas, assumindo nimero, posicao, formato e distribuicdo singulares. Os poros séo
a porcdo externa de ductos de excrec¢do das glandulas sudoriparas presentes na pele das méos e
pés (Figura 2). As substancias excretadas pelos poros contribuem para a composi¢do quimica

dos vestigios papiloscopicos.
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Figura 2 — Estrutura morfoldgica de um vestigio de impressdo digital

Legenda: No primeiro quadro, estrutura macroscopica de uma impressao digital, sendo visiveis 0s conjuntos de
cristas (relevos mais esbranquicados) e sulcos que formam imagens caracteristicas. E a partir dessa
estrutura que a impressao digital é inicialmente analisada em uma pericia (Nivel 1) e pode ser classificada
de acordo com o Sistema Datiloscopico de Vucetich, vigente atualmente no Brasil; No quadro do meio,
o0s losangos e circulos apontam as mindcias, bifurcac6es e pontas de linha, respectivamente (Nivel 2); No
altimo quadro , as marcagdes em amarelo caracterizam as mindcias e as setas indicam distribui¢do de
poros na regido selecionada (Nivel 3).

Fonte: A autora, 2023.

As impressfes digitais latentes sdo o tipo mais comum de vestigio papiloscopico no
contexto forense (Lian et. al, 2020). A visualizacdo de sua estrutura fisica perpassa pela etapa
metodoldgica de revelagdo com o uso de reveladores datiloscépicos fisicos, quimicos
(Ramotowski, 2012; Bumbrah, 2017) e mais recentemente, com o avanco das tecnologias, ha
procedimentos de revelagdo denominados “contactless”, os quais ndo utilizam a aplicacdo de
substancias reveladoras, mas empregam mecanismos de captura fotografica com diferentes
comprimentos de onda e filtros digitais (Yin e Hu, 2016; Low et. al, 2017; McGuigan e
Christmas, 2022).

O sucesso na visualizagdo do vestigio papiloscopico é determinado por mdltiplas
variaveis como a superficie na qual se encontra aposto, a técnica utilizada para a deteccéo, as
condicBes de deposicdo do vestigio, a composi¢ao quimica inicial do vestigio, a composi¢do
qguimica no momento da revelagéo, as condigfes ambientais as quais 0 vestigio esta exposto e
0 processo de degradacdo ocorrido no vestigio ao longo do tempo, o qual ird impactar na
visualizagdo de sua estrutura fisica. Bond, Phil e Brady (2013) estudaram a recuperagdo de
vestigios papiloscépicos em fragmentos de um artefato explosivo. Nesse caso, 0s vestigios

foram submetidos a condigdes ambientais desafiadoras envolvendo a fragmentacdo da
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superficie ocasionada pelo acionamento do dispositivo explosivo e 0 aumento de temperatura
durante esse processo, aléem de estarem apostos em superficie metélica o que viabiliza os
processos oxidativos dos componentes lipidicos que constituem o vestigio papiloscopico
(Figura 3).

Figura 3 — Vestigio papiloscopico em artefato explosivo pés-detonacéo

Legenda: A esquerda, fragmento de explosivo com indicagéo de area que apresenta vestigio de impressao digital.
A direita, fotografia direta do vestigio digital apés melhoramento de imagem.
Fonte: Adaptado de Bond, Phil e Brady, 2013.

O impacto da passagem natural do tempo sob o vestigio é outro topico bastante discutido
na comunidade cientifica, evidenciado principalmente pelos desdobramentos juridicos relativos
ao vestigio papiloscopico como prova condenatoria. Quando um réu em um processo ou
suspeito em uma investigacdo ndo questiona a identificacdo do vestigio, admitindo ser o autor,
mas sim 0 momento que a impressao digital foi deixada no local, indicando que 0 momento do
contato tenha sido diferente do momento do crime (Girod et al., 2016).

A figura 4 exemplifica dois vestigios papiloscopicos apostos no mesmo tipo de
superficie porosa (papel) e que foram revelados com a mesma técnica (ninidrina) em diferentes
intervalos de tempo os quais foram estimados a partir de informacéo fornecida pelas vitimas, e
ndo precisados cientificamente. E possivel observar que a passagem do tempo gera alteracdes
fisicas na estrutura das cristas da impressao digital, como interrupgdes no fluxo das linhas e
dificuldade na visualizacédo nitida dos limites das cristas e das mintcias.
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Figura 4 — Influéncia do tempo sob a morfologia de vestigios de impressdes digitais

Legenda: A esquerda, vestigio revelado aproximadamente 5 a 7 dias ap6s contato com a superficie. A direita,
vestigio revelado em torno de 5 meses ap6s contato com a superficie. Observar a descontinuidade nas
cristas no vestigio mais antigo.

Fonte: A autora, 2023.

Independentemente do mecanismo de detecgdo utilizado para se obter o registro visual
do vestigio, sua caracterizacdo fisica € empregada rotineiramente para viabilizar a identificacdo
do vestigio, com vistas a determinacdo de autoria delitiva.

Nos ultimos 40 anos, diversas pesquisas foram conduzidas no intuito de determinar a
idade de um vestigio de impressdo digital (Archer et al., 2005; Cadd et al., 2015; Chen et al.,
2021). No entanto, atualmente a determinacdo do tempo transcorrido entre o contato e a
deteccdo de um vestigio papiloscépico € ainda um tema desafiador e em desenvolvimento na
Ciéncia Papiloscopica (Chen et al., 2021).

A dindmica complexa de interacGes entre o vestigio, a superficie e as condigdes do
ambiente podem contribuir para a preservacdo do vestigio ou para sua degradacédo e diminuigao
da sua capacidade de recuperacdo (Girod et al., 2016). Nesse sentido, o estudo da estrutura
fisica, bem como dos elementos que compBem essa estrutura em determinado tipo de superficie
com vistas a determinacdo ou estimativa cientifica do intervalo de tempo é importante para uma
analise mais profunda do vestigio e que dialoga com 0s questionamentos cada vez mais vistos

no ambito juridico acerca do emprego da impresséo digital como prova cientifica.
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3.3 Consideracdes acerca da datacdo de vestigios papiloscopicos

Girod et al. (2016) propuseram um ciclo de pesquisa para desenvolver e testar métodos

de datacdo para aplicacdo préatica (Figura 5).

Figura 5 — Ciclo de pesquisa para o desenvolvimento e datacdo de impressdes papiloscopicas
segundo Girod et al. (2016)
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Fonte: A autora com base em Girod et al. (2016).

As caracteristicas alvo sdo informac@es fisicas ou quimicas que estejam presentes em
todas as impressdes digitais, que sejam mensuraveis e que se alterem ao longo do tempo de
modo reprodutivel (Girod et al., 2014; Frick et al., 2015). No caso da morfometria, as
caracteristicas alvo podem se referir a espessura, altura, continuidade de cristas, contagem de
minucias nas cristas (De Alcaraz-Fossoul et al., 2016).

Na sequéncia, essa caracteristica alvo do vestigio papiloscdpico deveria ser analisada
por uma metodologia analitica disponivel nos laboratérios forenses, tal qual seja idealmente
reprodutivel, ndo destrutiva, versatil para atender as diferentes condi¢Bes que se apresenta um
vestigio real, de baixo custo e de répido processamento. Essa perspectiva dialoga com a
necessidade do desenvolvimento ou aprimoramento de metodologia que possa ser aplicada na
rotina. Pela complexidade do tema, muitas pesquisas sdo simultaneamente desenvolvidas em
distintos centros de pesquisa, gerando uma grande quantidade de informagéo, no entanto,

muitas das técnicas apresentam empecilhos para uma aplicagéo préatica, sejam operacionais ou
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orcamentarios, o que destaca a importancia da continuidade das pesquisas, refinamento de
dados e aprimoramento de metodologias.

Ao determinar a caracteristica que sera o marcador de temporalidade e 0 método para
analisa-lo, o processo de envelhecimento do marcador devera ser modelado em funcéo do
tempo, considerando neste modelo todos os fatores que podem influenciar em sua degradacgéo
como os fatores conhecidos: o doador (se o suspeito for identificado), o tipo de superficie e a
técnica de revelacdo. Outros fatores apresentam grande dificuldade na reprodugdo como pressao
aplicada no contato, condi¢cdes ambientais, variabilidade intrapessoal e interpessoal (Hansen e
Jouille, 2005; Girod et al., 2014; Girod et al., 2016).

Nessa etapa, o desafio é a construcdo de um modelo de envelhecimento (modelagem)
gue pode ser matematico ou ndo, sendo que a maioria das pesquisas utilizam uma modelagem
matematica das mais simples, e.g. regressdo linear (De Alcaraz-Fossoul et al., 2016; De
Alcaraz-Fossoul et al., 2019) as mais complexas, envolvendo teses estatisticos mais robustos e
combinados, e.g. analise de componentes principais (PCA) combinada com modelagem
independente e flexivel por analogia de classe (SIMCA) (Girod et al., 2016).

Segundo Biembengut, 1997, p. 89 apud Pereira e Rita (2020), um modelo matematico é
“um conjunto de simbolos e relagdes matematicas que traduz, de alguma forma, um fendmeno
em questdo ou um problema de situacao real (...)” e para o seu desenvolvimento algumas etapas

devem ser seguidas (Figura 6).
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Figura 6 — Processo de desenvolvimento de um modelo matematico segundo Bassanezi, 2006
apud Pereira e Rita, 2020
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Legenda: As setas continuas indicam a primeira aproximacao; ja as setas pontilhadas pertencem a um Modelo
Matematico que melhor descreve o problema estudado e o torna dindmico.
Fonte: Pereira e Rita, 2020.

A etapa de experimentacao, como o proprio nome clarifica, refere-se a fase de obtencéo
dos dados, é o desenho e o desenvolvimento dos experimentos. Os métodos aqui adotados sao
intrinsecos a natureza do experimento e aos objetivos da pesquisa.

Pereira e Rita (2020) explicam que:

A abstracdo é o que deve levar a formulacdo do Modelo Matematico. Nesta fase,
estabelece-se: a sele¢do de variaveis, problematizacdo ou formulacdo dos problemas
tedricos numa linguagem propria da &rea em que se esta trabalhando, formulagéo de
hip6teses e a simplificagdo do problema (Pereira e Rita, p. 38, 2020).

No que diz respeito a datacdo de impressdes digitais, é nesta fase que as variaveis que
influenciam a degradagdo do vestigio devem ser identificadas. Os estudos que abordam o
comportamento das caracteristicas alvo isoladamente se tornam muito relevantes para esta fase
da modelagem matematica, pois dardo subsidios a formulacéo de hipéteses e a medida que mais
informagdes sdo obtidas acerca do comportamento fisico-quimico do vestigio papiloscopico ao
longo do tempo, o nivel de compreensdo sobre o tema é elevado, desmistificando os
entendimentos por vezes embasados no empirismo, viabilizando a simplificacdo da

problematica.
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Na sequéncia, a hipotese formulada € substituida por uma linguagem matematica
coerente, o que da origem ao modelo matematico propriamente dito (etapa de resolucao).

Weyermann, Roux e Champod (2011) estudaram duas caracteristicas alvo — esqualeno
e colesterol — com um analisador GC/MS (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas) (etapa de experimentacdo), com a hipotese que o seu decréscimo ao longo do tempo
poderia ser associado a idade do vestigio (etapa de abstracdo). Para tanto o calculo da razéo
entre os dois componentes foi proposto, de modo que, a area do pico do esqualeno foi dividida
pela area do pico do colesterol (etapa de resolucdo). Nas analises GC/MS, a area do pico é
correspondente a quantidade daquele analito presente na amostra (Mathias, 2018).

A etapa de validacdo do modelo matemaético é caracterizada pela testagem desse,
confrontando com dados empiricos e com os valores obtidos para amostras reais. O grau de
proximidade da resposta gerada pelo modelo testado com os valores reais ird determinar a
validacdo do modelo, sua aceitagdo ou néo, e a necessidade de modificaces.

Girod et al. (2016) desenvolveram um modelo de envelhecimento com base na anélise
de componentes principais (PCA) combinada com modelagem independente e flexivel por
analogia de classe (SIMCA). Para tanto, utilizaram a técnica GC/MS, selecionando 13 lipidios
alvo. Os dados foram pré-processados a partir de normalizagbes combinadas ou néo,
previamente descritas na literatura forense (Lociciro et al., 2008; Marquis et al., 2008; Girod et
al., 2014). Essa etapa objetivou reduzir a variabilidade intrapessoal natural inerente ao vestigio
papiloscopico do mesmo individuo. Na sequéncia, os dados pré-processados relativos aos 13
lipidios selecionados foram analisados estatisticamente nos softwares The Unscrambler® X
(Camo ASA) e Origin® 8.1 (Academic), com a aplicagdo dos testes de PCA combinado com
SIMCA, regressdao exponencial simples e combinada, regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares).

Os testes estatisticos permitem a inclusdo de variaveis conhecidas e desconhecidas, que
sejam combinadas, dependentes e/ou independentes. Desta forma, os fatores conhecidos e
desconhecidos que exercem influéncia sobre o envelhecimento da impressao digital podem ser
testados e validados no modelo proposto. Neste estudo de Girod et al. (2016), as impressoes
produzidas foram envelhecidas de modo controlado, classificadas com relacdo a idade e
condi¢des de envelhecimento por um dos pesquisadores, enquanto um outro pesquisador
aplicou a modelagem matematica proposta sem ter o conhecimento dos dados empiricos (etapa
de validacéo).

Os resultados da modelagem foram promissores ao estimar a idade dos vestigios e.g.

vestigio com envelhecido por 22 dias foi classificado pela modelagem corretamente como tendo



39

mais de 14 dias. No entanto, alguns vestigios foram datados equivocadamente, vestigios com
22 e 34 dias de idade foram datados pela modelagem como tendo menos de 10 dias. Estes
equivocos ocorreram com impressées digitais que foram envelhecidas no escuro. Isso indica
que a condicdo ambiental de luminosidade € uma variavel relevante no processo do
envelhecimento e pode ser um fator para a modificacdo do modelo (etapa de modificacéo).

Como previamente referenciadas, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com foco
na compreensdo da composicdo e comportamento do vestigio ao longo do tempo, no entanto,
estudos de validacdo dos modelos de envelhecimento ainda sdo pouco priorizados. 1sso pode se
dever a complexidade destes estudos e o emprego de robustas testagens estatisticas. Até o
momento, os estudos de validacdo publicados sdo baseados na composi¢do quimica dos
vestigios papiloscopicos e ndo ha estudos pautados nas caracteristicas fisicas como marcadores
de temporalidade (De Alcaraz-Fossoul et al., 2021).

Em suma, a literatura cientifica na area de datacao de vestigios papiloscopicos considera
que talvez ndo seja possivel a determinacdo de um método universal que se aplique a todas e
quaisquer circunstancias da rotina forense, mas um modelo que possa ser adaptado
considerando as varidveis conhecidas em cada caso (substrato, doador, condi¢des ambientais

de conservagéo, dentre outras).

3.3.1 Anélise morfométricas de impressdes digitais

A partir do momento que a impressdo digital é aposta em uma superficie, 0s seus
elementos constituintes iniciam um processo de deterioracdo, a adgua € significativamente
reduzida pelo processo de evaporacao ao longo do tempo juntamente com outros componentes,
0 que impacta em alteracGes da morfologia das cristas (Chen et al., 2021). Nesse contexto, a
morfometria pode ser utilizada como uma ferramenta para a avaliacdo do envelhecimento do
vestigio (Barros, Faria e Kuckelhaus, 2013).

A morfometria pode ser definida como “(...) a descri¢do quantitativa dos achados
geométricos de estruturas de qualquer dimensao” (Buhmeida, 2006 apud Andrea, Bleggi-Torres
e Alves, 2008). Em geral, as caracteristicas morfologicas bidimensionais da impressao digital
incluem a largura e continuidade das cristas, nimero de minucias e tamanho dos poros. Ja altura

das cristas é uma caracteristica tridimensional (Chen et al., 2021).
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Em funcdo do envelhecimento do vestigio, mudancas visuais sdo perceptiveis, como o
estreitamento ou alargamento das cristas, 0 aumento do tamanho dos poros, a diminui¢do da
continuidade, altura e nimero de mindcias nas cristas, bem como a perda do contraste entre
cristas e sulcos (Girod et al., 2016; Bleay et al., 2018) (Figura 7).

Figura 7 — AlteracGes visuais de vestigio papiloscopico ao longo do tempo
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Legenda: Impressdes digitais coletadas em ambiente controlado. Impressdo digital fotografada logo apés a
aposicdo (0 dias) (A); Impressdo digital fotografada ap6s 35 dias (B). Em destaque, mindcia
denominada bifurcacéo.

Nota: Observar que com a progressao temporal ocorre a deterioracdo da mindcia, evidenciada pela descontinuidade

da crista.

Fonte: Neves, 2023.

O emprego do parametro visual para a datacdo do vestigio é descrito em uso pelo
Departamento de Datiloscopia de Policia na VVarsdvia — Poldnia desde os anos 70 (Holyst, 1987;
Baniuk, 1990). Para tanto, um banco de imagens de impressdes digitais envelhecidas sob
diversas condigdes foi criado com aproximadamente 20 mil impressdes para auxiliar 0s
especialistas no reconhecimento da aparéncia morfoldgica de um vestigio degradado. Quando
uma impresséao digital em um caso real € questionada acerca de sua idade, impress@es digitais
do suspeito sdo coletadas na mesma superficie e envelhecidas de acordo com as condicdes
ambientais obtidas no local do crime. Essas imagens sdo comparadas com as imagens do
vestigio questionado e uma estimativa probabilistica de idade é fornecida com base na
experiéncia do especialista, conhecimento sobre os padrdes de degradacéo da impressao digital
e estatisticas do banco de dados.

Essa abordagem, no entanto, é criticada pois a estimativa de idade é obtida

principalmente com base na experiéncia do especialista, que pode ser enviesada, tratando-se de
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uma anélise subjetiva (Langenburg, Champod e Wertheim, 2009; Bynoe, 2010) e ndo leva em
consideracdo a influéncia dos diferentes tipos de superficies e técnicas de revelacdo. Outras
pesquisas também propuseram o estudo da datacdo atraves das alteracées visiveis na qualidade
do vestigio (clareza das cristas e minucias) e perda de dgua. Sobre essa, Keisar et al. (2019)
verificaram que a quantidade de agua presente em um vestigio de impressdo digital varia
significativamente entre diferentes individuos e que a evaporacdo ocorre minutos apds a
deposicédo, ndo sendo um marcador de temporalidade viavel na perspectiva forense. Logo, estas
observacdes nao foram consideradas confidveis e reprodutiveis (De Alcaraz-Fossoul, Barrot e
Roberts, 2015; Girod et al., 2016; De Alcaraz-Fossoul et al., 2017; Popov, Sears e Jones, 2017).
A figura 8 ilustra um caso no qual os vestigios apresentam diferencas visuais no que diz respeito

ao aspecto qualitativo, no entanto possuem a mesma idade.

Figura 8 — Comparacdo do aspecto qualitativo de vestigios de impressédo digital

Legenda: Impressbes digitais coletadas em ambiente controlado a partir de um mesmo doador. Ambas as
impressGes possuiam 27 dias de idade no momento do registro fotogréfico.
Fonte: A autora, 2023.

Na perspectiva de uma abordagem técnica-cientifica para a datagdo de impressdes
digitais, diversos estudos vém sendo realizados com o0 emprego de técnicas instrumentais
(fotografia direta, microscopia de forga atbmica, microscopia confocal de varredura a laser,
perfilometria dptica, espectroscopia de impedancia eletroquimica dentre outras) que se baseiam
na andlise topografica e afericdo de alguns pardmetros morfolégicos — espessura, altura,
continuidade de cristas e mindcias — individualmente ou em combinagdo para a melhor

compreensdo das transformagfes geradas ao longo do tempo e construcdo de modelos
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estatisticos de envelhecimento (Popa, Potorac e Preda, 2010; Moret et al., 2015; De Alcaraz-
Fossoul et al., 2016; Popov, Sears e Jones, 2017; De Alcaraz-Fossoul et al., 2019).

Muito embora do ponto de vista cientifico as contribuicGes a partir da investigacao de
diferentes técnicas instrumentais seja relevante e representem um estudo robusto da
morfometria do vestigio digital, pode existir uma limitacdo no estudo dos processos de
envelhecimento devido ao preparo amostral e custo das analises e h4 um distanciamento da
aplicacdo pratica destas técnicas a um vestigio papiloscopico real, oriundo de uma cena de
crime. Logo, o uso e desenvolvimento de metodologias de afericdo mais préaticas e simplificadas
que podem ser associadas com outros parametros de envelhecimento e/ou calculos estatisticos
se tornam relevantes.

Barros et al. (2013) estudaram as alteracdes morfométricas de impressdes palmares ao
longo de 30 dias em seis intervalos de tempo (5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias). Para tanto, apds a
revelagdo e coleta, as impressdes foram escaneadas (resolucdo de 3200 dpi) e aferidas com a
ferramenta de medicdo disponivel no software GIMP® (GNU GPL Image Manipulation
Program). A area de cristas aferidas foi determinada pelo tracado de uma linha reta,
perpendicular ao fluxo de cristas, conectando duas minucias distintas, passando por 60 cristas
(Figura 9).

Figura 9 — Parametro para analise morfométrica de impresséo palmar segundo Barros et al.
(2013)

Legenda: A linha vermelha indica as cristas selecionadas para a afericdo e a numeragdo em amarelo é uma
referéncia que indica o nimero de cristas, e.g. “1” representa a 1* crista selecionada para a aferi¢do, “5”
representa a 5% crista selecionada para a afericdo, e assim consecutivamente até 602 crista.

Fonte: Barros et al., 2013.
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Neste trabalho, as cristas foram numeradas e as larguras foram aferidas no ponto de
intersec¢do com a linha perpendicular tragada. Os valores obtidos em micrometros (pum) foram
comparados com os valores aferidos para uma impressdo palmar padrdo analisada
imediatamente ap0ds a sua aposicao.

De Alcaraz-Fossoul et al. (2019) empregaram o mesmo tipo de abordagem, mas
desenvolveram outros parametros para a determinagdo da aferigdo. As impressdes digitais
foram reveladas com didxido de titanio e uma area de 1cm?no centro de cada impressao digital
foi selecionada. Utilizando o software Photoshop CS6, um template de linhas que intersectaram
30 posic¢des especificas em cada impressdo foi desenhado, sendo aplicado sob cada impressao
a ser aferida para garantir que a mesma regido de cristas seria medida (Figura 10). A ferramenta
varinha magica disponivel no software utilizado foi aplicada para evidenciar a delimitacdo das
cristas e auxiliar na determinacdo da area a ser aferida (Figura 11), bem como a edi¢do do
contraste de cores. Uma ferramenta interna (régua) do Photoshop CS6 foi utilizada para obter

as medidas de cada crista.

Figura 10 — Par@metro para analise morfometrica de impressao digital segundo De Alcaraz-
Fossoul et al. (2019)

Impression from finger 1 Impression from finger 2 Impression from finger 3

Legenda: Cada uma das imagens se refere a uma falange distal que foi utilizada na pesquisa (finger 1 — finger 3).
Para cada falange, um template de linhas foi desenvolvido considerando os pardmetros estabelecidos
pelos autores (linhas que intersectam30 posicOes especificas em cada impressdo digital). Esses
templates de linhas foram salvos para serem sobrepostos a todas as impressdes digitas aferidas no
estudo.

Fonte: De Alcaraz-Fossoul et al. (2019).
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Figura 11 — Selecdo da &rea de afericdo na impressdo digital segundo De Alcaraz-Fossoul et
al. (2019)

Ridge detail with crossing line Ridge detail with crossing line

(no magic wand) (with magic wand along ridge edges)

Legenda: Area de afericio da impressdo digital evidenciada (linhas que contornam a crista) com o0 uso da
ferramenta varinha méagica (magic wand).
Fonte: De Alcaraz-Fossoul et al. (2019).

Estes estudos demonstram abordagens metodoldgicas acessiveis e praticas no
desenvolvimento de mecanismos para a datacdo de impressdes papiloscépicas a partir da
morfometria. No entanto, fica evidenciada a necessidade de um método padronizado e
reprodutivel para a determinacdo das medidas de espessura das cristas, que ndo seja enviesado
principalmente pelas habilidades do especialista em executar este tipo de anélise.

A pesquisa académica acerca da composicdo e estrutura do vestigio papiloscépico tem
importante papel no desenvolvimento de metodologias de datacdo, e estudos aprofundados
sobre os parametros morfoldgicos, técnicas e processos para tal sdo recomendados (De
Alcaraz-Fossoul et al., 2021)

3.3.2 Anélise quimica de impressoes digitais

A impressdo digital per si, € um vestigio rico em informacgdes que podem ser
extensivamente aproveitadas na area pericial. Além da identificacdo pela anélise morfoldgica,
na aposicao sobre as superficies ocorre a transferéncia de compostos quimicos de producédo

enddgena provenientes de glandulas sudoriparas e sebaceas (Girod et. al, 2012), bem como, de
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celulas oriundas de descamacédo e transferéncia de partes do corpo permitindo também a
investigacao do vestigio pela via da biologia e da genética forense (Ostojic et.al, 2014).

Métodos analiticos instrumentais tém sido amplamente estudados na investigacdo do
comportamento dos elementos quimicos presentes nos vestigios papiloscopicos. Esses métodos
podem ser divididos em espectroquimicos, cromatograficos e eletroforéticos, e eletroquimicos,
0s quais englobam uma diversidade de técnicas instrumentais (Passos, 2011).

Segundo Skoog, 2006 apud Sefstrom (2011), “os métodos espectroquimicos sao
frequentemente denominados métodos Opticos devido ao fato de que, sdo baseados além da
radiacdo visivel, a ultravioleta e a infravermelha”. No que diz respeito a datacdo de vestigios
papiloscopicos, muito embora os métodos Opticos gerem um detalhamento menor de
informacdo, estdo alinhados com a operacionalidade de uma rotina forense, sendo ndo
invasivos, ndo destrutivos, rapidos e de baixo custo (De Alcaraz-Fossoul et al., 2021).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é o método
Optico mais empregado no estudo da datacdo, tendo como alvo os componentes lipidicos
(Williams, Schwartz e Bartick, 2004; Tahtouh et al., 2005; Hemmila, McGill e Ritter, 2008;
Fritz et al., 2013; Girod et al., 2015; Johnston e Rogers, 2017; Johnston e Rogers, 2018; De
Alcaraz-Fossoul et al., 2021). A espectroscopia Raman, frequentemente utilizada para a
deteccdo de componentes exdgenos como metabolitos de entorpecentes (e.g. cocaina) em
impressdes digitais (Day et al, 2004), foi recentemente sugerida como método para a datacdo
(Andersson et al., 2017) com vistas a deteccdo ndo especifica de secrecdes ecrinas e sebaceas
(Figueroa et al., 2017; Dorakumbura et al., 2018; Yang e Yoh, 2018).

Ja os métodos analiticos cromatograficos e eletroforéticos, e eletroquimicos, muito
embora sejam técnicas mais complexas, com consumo maior de tempo e orcamentéario,
apresentam uma abordagem mais especifica, quantitativa além de qualitativa e reprodutivel.

Diversos estudos investigaram componentes sebaceos e écrinos com o emprego de
técnicas cromatograficas como a cromatografia gasosa (GC — gas chromatography), adequada
para a analise de componentes mais volateis e termoestaveis, como amino&cidos e pequenos
lipidios ou cromatografia liquida (LC — liquid chromatography) acoplada a espectroscopia de
massa (MS — mass spectroscopy) (Archer et al., 2005; Frick et al., 2016; Pleik et al., 2016;
Szaboova et al., 2017), cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia de
massas (UHPLC, Ultra-High Performance LC) adequada para o estudo de moléculas maiores
como glicerideos, peptideos e proteinas, bem como para a elucidacdo da estrutura das moléculas
alvo e produtos gerados pela degradacéo destas (Mountfort et al., 2007; Pleik et al., 2016; Oonk
et al., 2018; Dorakumbura, Busetti e Lewis, 2020; Frick et al., 2020).
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Diferentes variagdes de espectrometria de massas sdo empregadas na investigacdo do
comportamento dos componentes das impressdes digitais ao longo do tempo, sobretudo no
imageamento quimico de componentes enddgenos e exdgenos. A ionizacdo por eletrospray de
dessorcdo (DESI) foi a primeira técnica de espectrometria de massas a ser empregada para o
imageamento de vestigios de impressdes digitais (Ifa et al., 2008). Muramoto e Sisco (2015)
estudaram a difusdo de moléculas de acidos graxos saturados em uma superficie ndo porosa
(material semicondutor de silicone) com o emprego de um espectrémetro de massa de ions
secundarios de tempo de voo (ToF-SIMS), e os resultados indicaram que a difusdo do acido
palmitico em especifico poderia indicar a idade da impressdo com precisdo como sendo menor
que 96 horas.

O imageamento quimico por espectrometria de massas utilizando MALDI-MSI
(MALDI Imaging Mass Spectrometry) apresenta resultados promissores na deteccdo de
componentes enddgenos e semi exdgenos (Bailey et al., 2015; Groeneveld et al., 2015;
Francese, Bradshaw e Denison, 2017) e na diferenciacdo de individuos (Gorka et al., 2019;
Heaton et al., 2020).

Na perspectiva da aplicabilidade das técnicas analiticas a situacGes de cenas de crime
real, Bradshaw, Denison e Francese (2017) analisaram quatro vestigios de impressdes digitais
obtidos de cenas de crime reais com a técnica MALDI-MSI: o primeiro vestigio foi revelado
com po revelador a base de dioxido de titdnio em uma luminéria de metal, o segundo foi
revelado com pdé de aluminio em um interruptor de tomada e ambos os vestigios foram
coletados com fita adesiva. O terceiro vestigio foi revelado com uma combinacéo de técnicas
de revelacdo (cianoacrilato seguido de amarelo basico 40) em um pacote de entorpecentes. Esse
vestigio ndo foi coletado e o imageamento por MALDI-MSI foi realizado diretamente na
superficie. O quarto vestigio foi revelado com pé preto do interior da moldura de uma janela e
coletado com fita adesiva.

Os resultados obtidos a partir destas analises reais evidenciam as dificuldades da
transladacdo de ensaios controlados para a aplicagdo na pratica forense. O imageamento
guimico gerado para o primeiro vestigio ndo resultou em uma imagem melhor de mindcias e
ndo foi possivel obter nenhuma informacé&o Util relativa & composic¢do quimica.

Ja o segundo vestigio, muito embora a imagem gerada pela aplicacdo da técnica nao
tenha auxiliado na melhor visualiza¢do do padréo de cristas e minucias, foi possivel a detec¢éo
de uma substancia antibacteriana presente em produtos de limpeza e cocaina (Figura 12). Esses
achados destacam a empregabilidade dessa técnica analitica na investigacdo mais profunda do

vestigio papiloscopico com vistas a contribuir para a obtencdo de outras informagdes que ndo
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somente a identificacdo do autor daquele toque, que podem ser importantes na dindmica de um

crime.

Figura 12 — Espectro e imageamento quimico a partir de vestigo de impresséo digital oriundo

de cena de crime real segundo Bradshaw, Denison e Francese (2017)
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Legenda: Vestigio de impressdo digital revelado (A); Imageamento quimico com deteccdo de componente
enddgeno — acido oleico — no vestigio; Imageamento quimico de substancia antibacteriana e cocaina
(C); Imageamento quimico de substancia antibacteriana (D). Abaixo, espectro indicando os ions
detectados com a respectiva relacdo carga/massa (m/z).

Fonte: Bradshaw, Denison e Francese (2017).

O estudo da literatura cientifica no tema evidencia que a maioria das pesquisas foram
desenvolvidas com foco na analise dos componentes sebaceos das impressdes digitais em razdo
de sua rapida degradacdo em um curto intervalo de tempo, 0 que os tornam atrativos na busca
por um marcador molecular de temporalidade.

Nesse panorama, a investigacdo dos componentes de excrecédo das glandulas sudoriparas
écrinas € incipiente, e poderia fornecer parametros de envelhecimento do vestigio digital em
periodos mais extensos. Ademais, a associacdo de meétodos para a caracterizacdo fisica do
vestigio em combina¢do com métodos que fornegcam dados acerca de sua composi¢do quimica
¢ uma abordagem promissora, muito embora complexa, para avancos na determinacdo da
datacdo de impressdes digitais (Frick et al., 2021). E nesse contexto que a Microscopia

Eletrdnica de Varredura associada com a Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X é
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investigada neste trabalho, como uma metodologia que viabiliza, concomitantemente, as

analises fisica e quimica do vestigio papiloscopico.

3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura é um tipo de microscopia — analise de materiais
com 0 uso de microscépio — que permite a investigacdo topografica e composicao relativa de
amostras (Mutalib et al., 2017) com aplicacGes em diversas areas da ciéncia e.g. biologia,
geologia, medicina, engenharia, assim como na area forense (Zadora e Brozek-Much, 2003;
Migliorini et al., 2019; Takaku et al., 2020; Gentile et al., 2020; Han et al., 2022).

A técnica e pautada na emissdo de um feixe de elétrons sobre a amostra estudada que,
ao interagir com sua superficie, produz elétrons secundarios, elétrons retroespalhados e raios-
X caracteristicos 0s quais serdo captados por detectores especificos, gerando dados que
permitem uma caracterizacdo morfologica, quimica, cristalogréfica e eletrdnica da amostra em
funcdo do detector associado ao microscdpio eletronico (Maliska, s.d.; GReo, s.d.).

Além de gerarem imagens tridimensionais de alta resolu¢do (1nm a 5nm) com elevado
detalhamento topogréfico (Figura 13), os microscopios eletronicos sao faceis de operar,
realizando analises em um curto intervalo de tempo, com minima preparacdo amostral de facil
execucdo (Prakash Choudhary e Priyanka, 2017). Segundo Maliska (s.d.), “a elevada
profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de combinar a
analise microestrutural com a microanalise quimica sdo fatores que em muito contribuem para
o amplo uso desta técnica.”

As imagens geradas pelos microscépios eletronicos sdo denominadas microfotografia,
micrografia ou fotomicrografia, que sdo imagens em tons de cinza que variam e sdo
proporcionais ao sinal gerado pela interacdo do feixe de elétrons com a amostra (Silva e Silva,
s.d.).
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Figura 13 — Micrografia de tecido 6seso submetido a diferentes temperaturas

Legenda: Micrografia de osso de ovelha. A esquerda, tecido dsseo aquecido & 100°C com presenca de tecido mole.
A direita, aquecimento & 700°C. Essa micrografia indica a presenca de fraturas 6sseas induzidas pelo
calor, bem como 0 aumento da porosidade do tecido 6sseo.

Fonte: Bradshaw, Denison e Francese (2017).

O tamanho e custo do MEV, bem como a sua sensibilidade a campos magnéticos e
vibraces, exigindo um ambiente dedicado e a necessidade de um operador especializado sdo
apontadas como algumas desvantagens do uso da técnica, aliado a possibilidade de as imagens
geradas apresentarem artefatos do preparo amostral e serem apenas em escala de cinza (Singh,
2016; Inkson, 2016 apud Davey, 2019). Muito embora 0 MEV possa operar sem esse
procedimento, algumas amostras e.g. amostras bioldgicas, amostras ndo condutoras,
frequentemente necessitam da aplicacdo de um revestimento com um material condutor — o
outro é o mais empregado, mas outros materiais como paladio e prata também sdo empregados
— para que sejam obtidas as micrografias com alta resolugdo (Heu et al., 2019). Ainda, as
analises de microscopia eletrbnica de varredura sdo realizadas sob vacuo, o que é apontado
como desvantagem por alguns autores (Burnstock e Jones, 2000; Eri¢, 2017; Inkson, 2016 apud
Davey, 2019).

A estrutura do MEV pode ser dividida em canhdo de elétrons e sistema de lentes
condensadoras (eletromagneticas), sistemas de varredura, de detectores e de visualizagdo da

imagem, e cAmara de amostra (Maliska, s.d) (Figura 14).
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Figura 14 — Repreesntagdo de estrutura fisica de um microscopio eletrdnico de varredura
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Fonte: Adaptado de Gleichmann, 2023.

O funcionamento do MEV inicia com a emisséo do feixe de elétrons para o interior da
coluna do microscopio, que deve ter estabilidade e intensidade suficientes para, ao atingir a
amostra, produzir um bom sinal. Essa producao de elétrons € viabilizada por um agrupamento
de estruturas que formam o canh&o de elétrons: filamento de tungsténio, o cilindro de Wehnelt
e 0 anodo (Figura 15).
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Figura 15 — Representacdo de estrutura do canh&o de elétrons no MEV
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Fonte: A autora a partir de Maliska, s.d e Gleichmann, 2023.

Através do efeito termoidnico que consiste na saida de elétrons de um metal a partir do
aquecimento (aumento de temperatura por passagem de corrente elétrica), o feixe de elétrons
surge a partir do filamento de tungsténio (Figura 16) que é aquecido a 2427 °C (Lima, Foschini,
Magini, 2001). O filamento é envolvido por uma grade catédica denominada “cilindro de
Wehnelt”, cuja fungéo é controlar a quantidade de elétrons emitida e orientar o feixe para dentro
do canhdo. Logo abaixo, encontra-se 0 anodo que juntamente com a grade catodica atuam como
um sistema de lentes eletrostaticas, que resulta na focalizacdo do feixe de elétrons em um

pequeno didmetro denominado crossover (ponto de entrecruzamento).
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Figura 16 — Filamento de tungsténio para MEV

Legenda: A esquerda, micrografia de um filamento de tungsténio. A direita, fotografia de um filamento de
tungsténio para MEV da marca JEOL.
Fonte: Adaptado de Jessop, 2016 e RaveScientific, s.d.

O proximo conjunto de lentes, denominadas lentes condensadoras, tém como objetivo
reduzir o tamanho do feixe de elétrons (em fontes termoibnicas, de 10-50 um para 1nm - 1 um)
e reduzir as aberragdes (erros) que ocasionam um desfoque na imagem obtida (Maliska, s.d).
Essas lentes sdo necessarias pois o grande diametro do feixe produzido pelo canh&o de elétrons
ndo é capaz de gerar uma imagem de alta resolu¢cdo com grande aumento.

A lente que reduz as aberracbes — descrita como lente objetiva — é a ultima lente da
coluna do MEV, e é responsavel por dar o foco a imagem respondendo as varia¢cdes da distancia
de trabalho durante a anélise da amostra. Ainda, dentro desta lente é acoplado um par de bobinas
eletromagnéticas que defletem o feixe sobre a amostra, de modo que, ao optar por realizar uma
analise com um aumento maior, resultard na menor deflexdo do feixe (menor mudanca de
posicdo), ou seja, uma regido menor sera varrida pelo feixe de elétrons (Moreira et al., 2023)
(Figura 17).
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Figura 17 — Representacdo do processo de varredura de uma amostra por microscopio
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Legenda: Incidéncia do feixe de elétrons em varredura sobre a amostra (A); Geracéo de imagem digitalizada vista
pelo usuario no monitor (B).
Fonte: Moreira et al., 2023

Por fim, como ilustrado na figura 12, 0o MEV apresenta em sua estrutura alguns tipos de
detectores que irdo captar os elétrons que atingem a superficie, resultando em diferentes tipos
de sinais. Os elétrons secundarios, elétrons retroespalhados e 0s raios-x sdo 0s sinais relevantes

para a formacao das micrografias e analises da composicao quimica das amostras (Figura 18).

Figura 18 — Representacao dos sinais gerados no MEV
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Legenda: Em destaque, os sinais relativos a formacdo da imagem e andlise quimica das amostras.
Fonte: Moreira et al., 2023

O sinal mais importante para gerar as imagens no MEV sdo os elétrons secundarios (SE)

gue sdo elétrons oriundos de 4tomos da amostra analisada que sdo deslocados em varias
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diregBes pelos elétrons que vem do feixe de elétrons emitido pelo MEV (elétrons primérios). J&
os elétrons retroespalhados sdo aqueles que ao incidirem sobre a amostra, retornam na mesma
direcao (backscattered, BSE).

Os elétrons BSE emergem de regides mais profundas da amostra e acabam gerando uma
imagem de menor resolucdo, por isso os elétrons SE sdo preferidos para gerar as imagens de
alta resolugéo tradicionalmente vistas em microscopias eletronicas de varredura. No entanto, a
intensidade dos elétrons BSE tem relagdo com o nimero atémico dos elementos presentes no
material analisado, de modo que as areas da micrografia com tons de cinza mais claros ou
branco indicam um elemento quimico com maior nimero atémico e, areas com tons de cinza
mais escuros ou preto remetem a elementos quimicos com nimero atbmico menor.

Segundo Moreira et al. (2023),

(...) raios-X caracteristicos sdo emitidos quando o feixe de elétrons remove um elétron
da camada interna da amostra, fazendo com que um elétron de maior energia preencha
a camada e libere energia. A energia liberada ¢ medida por espectroscopia de
raios-X dispersivos (EDS ou EDX, do inglés Energy-Dispersive X-Ray) utilizada
para identificar e medir a abundéncia de elementos na amostra e mapear sua
distribuicdo (Moreira et al., 2023 — grifo nosso).

Na figura 19 que ilustra o processo de emissao da energia de raio-X, é possivel verificar
gue quando o feixe de elétrons emitido pelo MEV incide sobre a superficie da amostra (Figura
19a), os elétrons da camada mais interna sdo deslocados gerando uma lacuna(Figura 19b).
Logo, elétrons da camada mais externa preenchem essa lacuna (transicao eletrénica) (Figura
19c¢), o que promove a emissdo da energia de raio-X caracteristica (Figura 19d), equilibrando a

diferenca de energia entre as camadas que o elétron percorreu (Vieira et al., 2021).
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Figura 19 — Representacdo do processo de emissao de energia de raio-X
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Legenda: As estruturas representam o modelo atdmico como proposto por Rutherford-Bohr no qual os circulos em
cinza claro representam a eletrosfera de um atomo e as esferas em preto, distribuidas ao longo das linhas
em cinza representam os elétrons. A esfera em preto maior, centralizada, representa o nicleo de um
atomo. Em (a), a seta verde representa o elétron que sera energizado pelo feixe de elétrons do MEV; em
(b) a seta vermelha representa esse elétron sendo deslocado da eletrosfera; em (c) é representado o
preenchimento da lacuna — transicéo eletronica; em (d) a seta verde representa a emissdo de energia de
raio X.

Fonte: Vieira et al., 2021

Os raios-X séo detectados pelo espectrometro de energia dispersiva, o qual os converte
em cargas elétricas que quando processadas pelo detector formam o espectro da amostra
(Goldstein et al, 2003). No espectro sdo verificados picos caracteristicos correspondentes aos
elementos detectados na amostra, 0s quais sdo organizados por ordem de energia, geralmente

do menor para 0 maior nimero atémico (Figura 20).

Figura 20 — Representacao de espectro por energia dispersiva de raios-X
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Fonte: Sousa, 2018.
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O estudo de uma amostra por MEV-EDS viabiliza a analise qualitativa — identificagdo
dos elementos que constituem a superficie do material — que se caracteriza pela obtencdo do
espectro de energia dispersiva (Figura 20) e quantitativa, que se refere a quantidade destes
elementos presentes na amostra. Para quantificar os elementos quimicos identificados em uma
amostra ha algumas metodologias. A mais simples é a semiquantitativa na qual se considera
uma analise matematica da superficie dos picos detectados no espectro EDS, de modo que a
superficie dos picos sera aferida e atribuida um coeficiente e calculadas as porcentagens. Essa
analise ndo utiliza padrdes de elementos quimicos para comparacdo (Dedavid, Gomes e
Machado, 2007).

Jé& a andlise quantitativa, de acordo com Goldstein et al.,1992 apud Dedavid, Gomes e
Machado (2007):

A analise quantitativa consiste em se obter a concentracdo a partir de relacoes de
intensidade de raios-X da amostra em estudo e de um padrdo apropriado.
Quando a composicdo do padrdo é proxima da composicao da amostra (...) a analise
se reduz a comparagdo das intensidades observadas. (..) na maioria dos casos
utilizam-se padrdes de elementos puros porque é possivel caracteriza-los com bastante
preciséo (...) (Goldstein et al.,1992 apud Dedavid, Gomes e Machado, 2007 — grifo
N0sso).

Além disso, através da deteccdo dos raios-X pelo EDS também podem ser geradas
imagens que permitem verificar a distribuicdo dos elementos quimicos detectados na superficie

analisada (Figura 21).

Figura 21 — Imagem gerada a partir de dectector de energias de raio-X
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Legenda: Analise de impresséo digital. A esquerda, imagem gerada pelo detector EDS. A direita, imagem gerada
indicando a distribui¢do do elemento Carbono ( C) na superficie analisada.
Fonte: A autora, 2023.
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3.4.1 Aplicacdes da Microscopia Eletrénica Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia

Dispersiva de Raios-X (MEV-EDS) no campo das Ciéncias Forenses

A MEV-EDS é uma técnica eficaz para a caracterizacdo — composicao elementar,
morfologia, tamanho — de particulas (Arndt et al., 2016) e é também por esse motivo uma
ferramenta robusta para a aplicacdo em Ciéncias Forenses, permitindo o exame simultaneo de
morfologia e composicdo elementar dos vestigios (Zadora e Brozek-Mucha, 2003). Ainda,
como a técnica possui elevada sensibilidade, especificidade, poder de resolugéo e profundidade
de campo superior a de um microscépio 6ptico, tem ganhado destaque ao longo do tempo nas
analises periciais (Tambuzzi, Guendalina e Cristina, 2022).

As andlises forenses, em sua maioria, concentram-se na identificacdo do vestigio (e.g.
uma mancha parda avermelhada visualizada no local do crime trata-se de fato de sangue ou
outro tipo de material?) e em um segundo momento sdo embasadas na comparacgao entre o
material que esta sendo periciado com um material de mesma natureza s6 que de caracteristicas
conhecidas, o qual denomina-se padrdo ou referéncia.

Em algumas circunstancias, apenas a determinacdo da natureza do vestigio pode
contribuir significativamente para o desenvolvimento da investigacdo. A detec¢do de residuos
de tiro, comumente referenciados do inglés gun shot residues (GSR), nas méos de um individuo
suspeito de ter efetuado tiros € uma informacdo relevante e que pode ser determinante na
elucidacdo de um crime. Para tanto, o emprego da MEV-EDS é determinado como padrao ouro
para a analise morfoldgica da particula GSR — particula tipicamente esférica e pequena (em
torno de 1 pum), bem como para a caracterizacdo quimica elementar desta (presenca dos
elementos chumbo, bério e antimoénio (OSAC, 2020).

Um estudo recente de Montoriol et al. (2020) versa sobre o uso da MEV-EDS nos
exames necroscopicos de cadaveres alvejados por projéteis de arma de fogo quando as lesGes
causam duvidas quanto a serem ferimentos de entrada ou de saida, tornando um desafio a
determinacdo da dindmica do crime. Os resultados indicaram uma presenca mais acentuada de
particulas nas lesBes de entrada quando em comparacdo com as lesdes de saida e, ainda, foi
investigada a influéncia do processo de decomposi¢do em ambiente aquoso na permanéncia,
dispersdo e contaminacéo das particulas GSR, evidenciando a aplicabilidade da metodologia
para a pratica forense.

Muito embora a microscopia eletrénica de varredura, isoladamente, ou em combinacao

com a espectroscopia de energia dispersiva de raios-X tenha vasto e consolidado emprego na
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andlise de micro vestigios como cabelos e fibras (Robertson e Roux, 2018; Anawatsakun e
Seelanan, 2022; OSAC, 2022; Cloete, Smit e Gianoncelli, 2023), tinta (Malek et al., 2019; Lee
et al., 2021; Kaur et al., 2022; Palenik, 2022), particulas de solo, poeira, minerais (Kikkawa et
al., 2019; OSAC, 2022;), amostras botanicas e entomoldgicas (Xavier e Queiroz, 2016; Sharma
e Singh, 2017; Kumar et al., 2021), seu uso vem sendo reportado também para amostras
bioldgicas no contexto forense.

Guendalina et al. (2020) ao elaborar uma extensa revisdo do tema, exemplificam que
em casos de lesdes por uma acdo de instrumento contundente (e.g. um golpe com uma barra de
metal na regido do créanio), particulas do instrumento podem ser detectadas no local da lesdo a
fim de estabelecer uma correlagdo com este; em lesdes cortantes ou incisas com um objeto
metalico, tracos de ferro, cromo, aluminio ou titanio podem ser identificados no ferimento. Nas
asfixias mecanicas como por exemplo, o estrangulamento com o uso de uma corda, particulas
do material constituinte da corda podem ser detectados no sulco lesivo na pele da vitima, e
através da analise MEV-EDS, ser identificado o material e estabelecida a correlagdo com uma
corda encontrada em posse do suspeito. Nesse mesmo contexto, Boracchi et al. (2019)
recomendam o uso da MEV-EDS para auxiliar e/ou confirmar o diagndstico de obito por
eletrocussao, visto que ao analisar amostras biolégicas da epiderme € possivel detectar a
presenca de ferro, zinco, titanio e cobre, indicativos da passagem de corrente elétrica.

Outras amostras biolégicas como 0ssos e dentes, seja em um contexto forense ou com
vistas a investigacdo na area da antropologia bioldgica ou arqueologia, podem ser estudadas
pelas técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia
dispersiva de raios-X (EDS) isoladamente ou em combinacéo.

Melki, Martin e Zerbini (2011) reportaram 0 emprego da MEV na investigacdo de um
caso de homicidio, no qual apds trés anos e meio da data do 6bito, os ossos foram exumados e
submetidos a analise por MEV com vistas a corroborar a dindmica do crime e laudo médico-
legal. Na regido temporal direita que exibia uma fratura foi estudada, na qual foi possivel
visualizar uma estrutura 0ssea danificada e a presenca de hemacias (Figura 22), indicando que
a lesdo era de fato compativel com a suspeita a época da necrépsia (lesdo perfurocortante com
uso de uma adaga ou faca) e incompativel com um traumatismo craniano ocasionado por queda
da proépria altura (versdo do suspeito). A presenca de hemacias no local fraturado é um
indicativo de reagdo vital, relacionando a lesdo com o evento que ocasionou 0 Obito,

evidenciando a aplicacdo desta metodologia no contexto forense.
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Figura 22 — Aplicagdo da MEV na analise de 0ssos em caso real de homicidio
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Legenda: Vista lateral de cranio exumado com regido de fratura em torno de 5¢cm de didmetro (A); Fragmentos
6sseos recuperados no interior da cavidade craniana (B); Micrografia gerada por MEV da regido da
fratura indicando tecido ésseo desorganizado e comprometido, e hemécias no local, magnificacdo de
630x (C); Micrografia gerada por MEV, exibindo hemécias, magnificacdo de 9000x.

Fonte: Adaptado de Melki, Martin e Zerbini, 2011.

No que tange a andlise de impressdes digitais, a microscopia eletrénica de varredura é
descrita para a detec¢do de impressdes, sobretudo em superficies metalicas, como uma técnica
alinhada ao contexto atual das analises multidisciplinares dos vestigios, visto que viabiliza a
visualizagdo sem necessitar de interagdo fisica ou quimica de reveladores datiloscopicos e ndo
é destrutiva (Challinger et al., 2018).

Alguns autores pontuam que a MEV poderia ser empregada para a obtencdo de
informacdes adicionais sobre o vestigio, sendo aplicada a uma amostra especifica e
preferencialmente em uma area da superficie na qual sabidamente se encontra a impressao
digital ou em uma situacdo na qual o vestigio ja foi relevado com técnicas tradicionais (Choi et
al., 2006; Paine et al., 2012) pois a operacionalizacdo do uso do microscépio eletronico de

varredura para detectar um vestigio que é comumente latente (néo visivel) pode ser um desafio.
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Além disso, 0 uso de camara de alto vacuo, geralmente empregada para gerar imagens de alta
definicdo com MEV pode ocasionar a evaporacao de agua e lipidios, interferindo diretamente
com a estrutura e composicdo quimica do vestigio (Bright et al., 2013). Alternativamente, o
microscopio eletrénico de varredura ambiental poderia ser utilizado visto que é adequado para
amostras ndo compativeis com o vacuo, ndo condutores, sujos, imidos, quimicamente reativos
ou que liberam gases (Moret et al., 2015; Mayeen e Kalarikkal, 2018).

Em comparacdo, outras microscopias como por exemplo a microscopia de contraste de
fase, poderia ser implementada para uma analise sistematica das impressdes digitais pois
informacOes detalhadas da estrutura das cristas podem ser observadas (Moret et al., 2015;
Christofidis et al., 2018) (Figura 23).

Figura 23 — Comparacdo de vestigio de impressdo digital visto com MEV e com Microscopia

de Contraste de Fase

(a) (b) BB

Legenda: MEV com detector de elétrons secundéarios (A); Microscopia de Contraste de Fase (B); MEV com
detector de elétrons retroespalhados (C)
Fonte: Adaptado de Moret et al., 2015

A MEV-EDS também é sugerida como uma combinacédo de técnicas para investigar a
dindmica de interagdo entre o vestigio papiloscopico e a superficie metalica (Ramos e Vieira,
2012; Wightman et al. 2015; Christofidis et al., 2018), area de estudo que é pouco estudada no



61

campo da Ciéncia Papiloscdpica. A maioria dos estudos conduzidos nas Gltimas décadas — como
mencionados neste trabalho — dedicam-se a compreender a composicao do vestigio e os fatores
que afetam a sua detec¢éo e muito embora, dentre estes fatores, a superficie na qual se encontra
0 vestigio seja um dos elementos apontados como preponderantes no sucesso da deteccao, a
forma como os elementos constituintes da impresséo digital interagem com o substrato s&o
pouco exploradas.

Sobre a tematica, as superficies metalicas sdo mais estudadas do que os outros tipos de
substratos. Segundo Bond (2008), o aspecto qualitativo do vestigio é afetado pelo tipo de metal
e pela concentracdo do residuo transferido pelo contato. Os sais inorganicos provenientes das
glandulas écrinas, amplamente distribuidas na pele das méos, reagem com metais como o
aluminio e o latdo, resultando em um vestigio digital duradouro visto que se consolida no
substrato através da corrosdo deste (Sutton, Grenci e Hrubesova, 2014).

O mecanismo de interacdo com a superficie podera variar de acordo com as
propriedades desta, de modo que os elementos inorganicos e organicos podem causar oxidacao
ou corrosdo. A compreensdo destes fendmenos pode colaborar para a deteccdo de vestigios
papiloscopicos em superficies metalicas submetidas a condi¢des extremas como incéndios ou
submersdes (Wightman et al. 2015).

A Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X em associacdo com a Microscopia
Eletrbnica de Varredura viabiliza o mapeamento de diversos elementos nos vestigios de
impressdes digitais como carbono, sodio, oxigénio, potassio, cloro em superficies de metal,
plastico e vidro (Figura 24). Estes estudos apontam que a deteccdo das areas de contato, onde
séo encontradas impressoes digitais, pode ser feita pela presenca destes elementos (Moret et al.,
2015; Challinger et al., 2018), no entanto, muito embora discorram sobre as alteracdes de
composicado que ocorrem no vestigio ao longo do tempo, ndo mencionam a possibilidade do

rastreio destes elementos quimicos especificamente ao longo do tempo.
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Figura 24 — Detecgdo de impressdo digital a partir da identificacdo de elementos quimicos
por MEV-EDS

Map data : Map data
MAG: 100x_ HV: 10KV WD: 9.8em : | MAG: 100x HV: 10KV WD: 9.8

Legenda: Micrografia de uma impressdo digital (imagem central). Os elementos quimicos detectados (potassio —
K; cloro — ClI; carbono — C; sédio — Na) estdo identificados na imagem central e tem sua distribuicdo
demonstrada pelas imagens a esquerda (Cl e K) e a direita (C e Na).

Fonte: Moret et al., 2015
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4 ANALISE GENETICA DE IMPRESSOES DIGITAIS EM SUPERFICIE METALICA

Dos tipos de vestigios comumente encontrados em locais de infracdo envolvendo armas
de fogo estdo os estojos de municao deflagrados. Em sua constitui¢cdo, uma municao é composta
pelas partes: projeétil, estojo, propelente e espoleta (Figura 42). O estojo € uma estrutura
composta por metal ndo-ferroso, sendo a maioria construidos por uma liga metélica de cobre e
zinco, referido como latdo, muito embora existam outras composi¢des como pléastico e papeldo
(Depdsito Publico TIAM, 2012). Acoplado na regido anterior do estojo, encontra-se o projétil
que por definicdo é qualquer sélido que possa ser arremessado, e no caso das armas de fogo, é
o0 elemento que se deslocara dentro do cano do armamento até ser expelido pela regido anterior

do armamento.

Figura 25 — Estrutura de uma munigéo de arma de fogo

Projétil
Capsula ou Estojo
Propelente

Espoleta

Legenda: Partes que compde uma municdo de arma de fogo estéo indicadas pelas setas.

Nota: Municéo exemplificada € do mesmo tipo das utilizadas no presente estudo.

Fonte: Imagem adaptada da Cartilha de Armamento e Tiro (Servico de Armamento e Tiro — SAT da Academia
Nacional de Policia— ANP/PF; Comissdo Nacional de Credenciamento de Instrutores de Armamento e Tiro
— CONAT/DARM, 2017)

Para que o projétil inicie seu deslocamento, é necessaria uma grande quantidade de
energia que advém da queima do propelente (pélvora). A combustéo da polvora sera deflagrada
guando a mistura iniciadora armazenada na espoleta (na base do estojo) for provocada no
momento da percussdo, ou seja, no momento que o gatilho do armamento é pressionado.
Internamente, no mecanismo de acdo do armamento, o percursor (Figura 43) é a parte do
armamento que atingira a espoleta fazendo com que a mistura iniciadora gere uma chama que
ird promover a queima da polvora, impulsionando o projétil para dentro do cano, ao tempo que

0 estojo é deflagrado, ou seja, descartado para fora do armamento (Figura 44).
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Figura 26 — Estrutura de um armamento do tipo pistola

Cao/Martelo

Fonte: Imagem adaptada da Enciclopédia Britannica (https://www.britannica.com/technology/semiautomatic-
pistol)

Figura 27 — Mecanismo de agéo do tiro

Percurssor

Fonte: Imagem adaptada de Lunau, 2014 (https://fineartamerica.com/featured/pistol-firing-mechanism-artwork-
claus-lunau.html)

Quando recolhidos em locais de crimes, 0s estojos sdo aproveitados para as analises na
area da Balistica Forense, com o objetivo de rastrear a origem da municdo anteriormente
constituida a partir de seus elementos fisicos (Figura 45). Contudo, os estojos de municao

deflagrados sdo tipos de vestigios potenciais para uma analise multidisciplinar, envolvendo


https://www.britannica.com/technology/semiautomatic-pistol
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além da Balistica Forense, a Papiloscopia e a Genética Forense (Basu, Bolton-King e Morrison,
2022; Exall, Goddard e Bandey, 2022; Tozzo et al, 2022). Essa possibilidade se d& em razéo
do processo de municiamento — inser¢do das munic¢Ges no carregador do armamento — de modo
que, a medida que o individuo executa a acdo (Figura 46), transfere através do contato das maos
e pontas dos dedos, material genético oriundo da descamacdo natural da pele, bem como a partir
do toque em outras partes do corpo, e apde suas impressdes papiloscdpicas na superficie do
estojo. Ademais, os indices alarmantes de homicidios com armas de fogo fazem com que
investigacbes envolvendo estojos de muni¢des ganhem significativo interesse na

Criminalistica.

Figura 28 — Elementos identificadores dos estojos de municéo

Fonte: Informativo Técnico 61 (CBC, 2013)

Figura 29 — Procedimento de municiamento de armamento

Legenda: A — carregador do armamento do tipo pistola; B — municdo sendo inserida no carregador, destaque para
0 manuseio desta.
Nota 1: Na imagem, Perita Criminais militar do Centro de Criminalistica da Policia Militar do Estado do Rio de
Janeiro.
Fonte: A autora, 2021.

Vestigios de impressdes digitais sdo marcas produzidas pelo contato das falanges distais
das méos com as superficies (Figura 47). As marcas sdo produzidas em razdo da existéncia de

uma mistura de elementos organicos (diferentes classes de lipidios, aminoacidos e células de
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descamacdo) e inorgénicos (ions sodio, cloreto, potassio, dentre outros) que se acumulam ao
longo dos relevos (cristas) que constituem o desenho digital na pele (Girod, Ramotowski e
Weyermann, 2012). Mediante ao contato essa mistura é transferida para a superficie no formato
da impressdo digital.

Em sua maioria, 0s vestigios de impressdo digital se encontram na forma latente
(invisivel) e sdo evidenciados com a utilizacdo de substancias quimicas conhecidas como
reveladores datiloscopicos. Portanto, em funcdo de suas caracteristicas, quando encontrados em
cenas de crime, esses vestigios sdo comumente tratados com reagentes quimicos e submetidos
a andlise morfolégica segundo protocolos da Papiloscopia Forense, com o objetivo de
caracterizar o seu perfil datiloscépico para uso como padrdo biométrico na identificacdo de
individuos supostamente envolvidos na infracdo penal (Ashbaugh, 1991; Lamond, 2001;
Ramotowski, 2001; Champod et al., 2004).

Figura 30 — Vestigio de impress&o digital revelado

Legenda: Impressdo digital revelada com a técnica do Cianoacrilato, tornando-se visivel. As cristas sdo as linhas
em relevo esbranquicadas e os sulcos sdo 0s espagos contrastantes entre as cristas.
Fonte: A autora, 2021.

Além da analise morfoldgica intrinseca a Papiloscopia Forense, a presenca de células
de descamacdo possibilita que os vestigios sejam analisados por meio de uma &rea especifica
da Genética Forense denominada DNA de toque ou DNA de contato (Wickenheiser, 2012;
Sankhla e Kumar, 2017). Tal possibilidade amplia o nimero de alternativas quanto ao uso
desses vestigios para fins de identificacdo, principalmente quando as impressdes digitais ndo
apresentam qualidade suficiente para a sua caracterizagdo morfologica. A obtencdo de um perfil

genético proveniente de um estojo deflagrado recuperado em um local de crime pode auxiliar
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na identificacdo de individuos relacionados ao fato ou autores deste (Monpetit, 2019; Jansson
et al., 2020).

A molécula de DNA é estruturada por duas longas cadeias de polinucleotideos as quais
compreendem quatro tipos de subunidades de nucleotideo. Cada nucleotideo é formado for um
acucar de cinco carbonos (pentose) ligado a um grupo fosfato (acido desoxirribonucleico) e
uma base nitrogenada (adenina, timina, citosina ou guanina). Os nucleotideos estdo
covalentemente ligados em cadeia através dos acgucares e fosfatos em uma ligacao fosfodiéster
na qual um grupo hidroxila na posi¢do 5’ de um nucleotideo ¢ ligado a outro grupo hidroxila
na posi¢do 3’ do nucleotideo em sequéncia através do grupo fosfato. O proprio arranjo que
estrutura o nucleotideo ja contempla a primeira ligacdo éster, que é entre a pentose e 0 grupo
fosfato. A segunda ligacdo — que caracteriza a denominagao “ligacao fosfodiéster — acontece
guando os nucleotideos se conectam em sequéncia, formando a “espinha dorsal” caracteristica
do DNA (Alberts et al., 2002).

A estrutura tridimensional do DNA — a dupla hélice — surge das caracteristicas quimicas
e estruturais de suas duas cadeias polinucleotidicas, nas quais as bases nitrogenadas sdo
pareadas (complementares) e unidas por pontes de hidrogénio, sendo que uma base do tipo
adenina estara ligada por uma dupla ponte de hidrogénio a uma base timina, e uma base do tipo
citosina estara ligada por uma tripla ponte de hidrogénio a uma base guanina (Alberts et al.,
2002).

As extensas sequéncias nucleotidicas e.g. “(...) ATGGTGCACCT (...)” carregam todas
as informacdes genéticas de um organismo. Ao longo destas sequéncias, encontram-se regides
conhecidas como microssatélites, empregadas atualmente para a identificacdo humana. As
regides microssatélites sdo sequéncias com um nucleo de repeticdo que estdo distribuidos ao
longo do genoma entre 0s genes. Essas sequéncias variam em tamanho e permitem a
diferenciacdo entre os individuos. Sao classificadas pelo tamanho do nucleo de repeticdo (ou
seja, pelo nimero de bases nitrogenadas que compdem determinado nucleo de repeticéo, e.g.:
a repeticao “GATA” ¢ um nticleo composto por 4 bases nitrogenadas) e pelo nimero de vezes
que os nucleos de repeticdo se repetem (por exemplo: “GATA-GATA-GATA”: sdo trés
repeticdes do nucleo “GATA”) (Butler, 2010).

Os nucleos de repeticdo compostos por 2 a 7 bases nitrogenadas sdo denominados
microssatélites ou STR (short tandem repeats — repeti¢es curtas em tandem). As sequéncias
microssatélites também s&o classificadas de acordo com o padréo de repeti¢do em:

a) Repeticdes simples: unidades de repeti¢do idénticas no que se refere a sequéncia e

tamanho do nucleo de repeticéo, e.g. (AATG) s.11 (marcador genético THO1) (Nogueira, 2020).
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b) Repeticdes compostas: duas ou mais repeticbes simples, e.g. TCTA (TCTG) 34
(TCTA) n (marcador genético VWA) (Nogueira, 2020).

c) Repeticbes complexas: varios blocos de repeticdo com nucleos de repeticdo de
estrutura e tamanhos variaveis, e.g. (TCTA)4-6 (TCTG)s6 (TCTA)3 TA(TCTA)3s TCA (TCTA)2
TCCATA(TCTA)s.16 TC (marcador genético D21S11) (Nogueira, 2020).

Os marcadores STR tém notével aplicabilidade para a identificacdo humana por serem
facilmente amplificados nas reacGes em cadeia da polimerase (PCR), por serem regides
altamente varidveis no que diz respeito ao numero de repeticbes entre os individuos —
permitindo com precisdo a diferenciacdo entre os individuos — e ainda, apresentam melhor
aplicabilidade para amostras forenses — as quais comumente apresentam determinado nivel de
degradacéo — dado seu tamanho reduzido (100 a 400 pares de bases) (Butler, 2010).

Muito embora a molécula do DNA seja quimicamente estavel (Agutter e Wheatley,
2007), uma serie de fatores pode propiciar a degradacdo da molécula e dificultar a sua anéalise.
No contexto forense as variacbes ambientais s&o amplamente discutidas, uma vez que
evidéncias bioldgicas encontradas em cenas de crime estdo expostas a diversas condi¢des
ambientais e suas variacdes que podem degradar as moléculas do DNA, fragmentando-as e,
dependendo do grau de fragmentacdo, dificultando a analise das regides STR. Esses eventos
podem ser causados por atividade microbiana na amostra (Sguazzi et al., 2022) — as bacterias
podem produzir enzimas capazes de fragmentar a estrutura das cadeias de DNA (Latham e
Madonna, 2014), temperaturas extremas (Gotherstrom, 2002; Monpetit, 2019), umidade —
moléculas de agua participam em reacdes hidroliticas que podem fragmentar a molécula de
DNA (Latham e Madonna, 2014) e oxidagdo gerada pelos niveis de oxigénio e por outras
moleculas no meio (Gill-King, Haglund, Sorg, 1997; Alaeddini, Walsh e Abbas, 2010).

A analise de DNA de toque, ja foi estudada por este grupo de trabalho (Oliveira et al.;
2015; Alem et al., 2017) e por outros autores (Schulz et al., 2004; Leemans et al., 2006; Dieltjs
et al., 2010; Goray et al., 2010; Gino e Omedei, 2011). Estes estudos demonstram que embora
a obtencéo de perfil genético a partir de impressdes digitais reveladas seja possivel, a qualidade
do perfil é afetada. Isso sugere que 0s componentes quimicos constituintes dos reveladores
exercam algum tipo de influéncia sob as moléculas de DNA e/ou sob os reagentes utilizados
nas etapas de processamento genético.

Além da possivel contaminacdo inerente ao processamento com reveladores,
contaminantes externos provenientes das superficies de contato também parecem ter uma
relacdo com o padrdo de qualidade da anélise genética. Segundo estudado por outros grupos,

das variaveis que podem influenciar no sucesso das analises genéticas das impressdes digitais,
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o tipo de superficie € um dos fatores mais preponderantes (De Alcaraz-Fossoul et al., 2012;
Popa et al., 2010).

Superficies metalicas, muito embora sejam classificadas de modo geral como néo-
porosas, podem apresentar diferentes composicdes como metais simples, aluminio ou ligas
metalicas como o latdo, sendo este Gltimo, o caso de determinados tipos de estojos de municao
(Gashi et al., 2010; Girelli et al., 2015; Thandauthapani et al., 2018). O tamanho dos estojos
(superficie de contato disponivel para a interacdo), quantidade de carga propelente e rugosidade
da superficie tambeém podem influenciar nos resultados das analises. Ainda, a combustéo dos
propelentes utilizados para impulsionar a saida do projétil, como enxofre e nitrato de potéssio
(pblvora), também sdo depositados sobre o material genético ali presente e podem ser fatores
contribuintes para as dificuldades observadas nas analises de DNA de toque a partir dos estojos
deflagrados (Vermelho, 2012).

A natureza das interacdes entre as superficies metélicas e o material genético, bem como
as interacdes com os reveladores quimicos aplicados (Gashi et al., 2010; Houck, 2016),
parecem estar relacionadas com a degradacdo celular e estrutural da impresséo digital, e afetar
tanto os resultados das analises genéticas quanto morfoldgicas. Associado a isso, outros fatores
sdo apontados como interferentes nessa dindmica: as caracteristicas intrinsecas ao doador, as
condicBes ambientais as quais esse vestigio esta submetido e o intervalo de tempo transcorrido
entre o contato e o processamento do vestigio, também pode ser uma variavel importante dentro
desta dindmica (Cadd et al., 2015; Thandauthapani et al., 2018).

Embora o estudo acerca das impressfes digitais em estojos deflagrados seja de grande
interesse, 0s mecanismos de interacdo entre os residuos de tiro e as células presentes nesse
vestigio ainda sdo pouco conhecidos. O estudo nesse nivel, ainda é incipiente no cenario
nacional, e traz a perspectiva de um avanco significativo para a caracterizacdo dessa evidéncia
tdo presente no contexto criminalistico, incluindo uma importante contribuicdo cientifica e
tecnoldgica.

Assim sendo, com base nas premissas de que tanto a estrutura de cristas papiloscopicas
guanto o perfil genético delas obtidos sdo afetados pelos contaminantes apontados presentes na
pratica forense, acrescido do fato que a condicdo ambiental ao longo do tempo promove
degradacédo de ambos, levanta-se a hipdtese de que as interagfes quimicas entre estes residuos
e 0s vestigios papiloscopicos sdo responsaveis por esse efeito. Levanta-se também a hipotese
de que interacBes moleculares que ocorrem na dependéncia da superficie de contato e do

ambiente em funcao do tempo também sdo responsaveis por esse efeito.
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5 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto - CEP HUPE/UERJ — sob o nimero de parecer 1.790.600 (CAAE
48026615.6.0000.5259 e fomento contemplado pelo edital FAPERJ Forense 07/2018 (ANEXO
A), tendo sido desenvolvida no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia Forense da UERJ e em
colaboracdo com o Laboratorio de Microscopia Eletrdnica de Varredura do Instituto de Quimica
da UERJ — LABMEYV para as anélises MEV-EDS.

5.1 Analise quimica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia

de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS)

5.1.1 Preparo das amostras

Para realizar as analises por MEV-EDS foram selecionados trés voluntarios, duas
mulheres e um homem, na faixa etaria de 20 — 30 anos. As impressdes digitais foram coletadas
conforme o protocolo adaptado de Archer et. al (2005) no qual as méos sdo lavadas previamente
a coleta e na sequéncia, as pontas dos dedos séo friccionadas contra a pele do rosto de modo a
transferir lipidios e suor para as pontas dos dedos. Nesta forma de coleta, as impressdes digitais
sdo denominadas “enriquecidas”, e 0 objetivo é que todas as impressdes produzidas para o
experimento tenham quantidade e propor¢do de compostos semelhantes.

As coletas foram realizadas em superficie de metal (Iminas de latéo). Inicialmente, foi
preparada uma lamina por voluntario contendo cada lamina trés impressdes digitais do
respectivo voluntario, no periodo de setembro de 2022. Estas laminas foram analisadas nos
intervalos de tempo 82 dias, 75 dias e 68 dias, totalizando 9 impressdes digitais analisadas
(Figura 25).
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Figura 31 — Coletas de impressdes digitais no periodo de setembro de 2022

Legenda: Laminas de latdo utilizadas para as analises MEV-EDS; Intervalos de tempo 82, 75 e 68 dias. As letras
“L, B e T” se referem a cada um dos trés participantes.
Nota: Cada lamina contém 5 impressdes digitais, no entanto apenas 3 impressdes (em destaque) foram utilizadas
para as analises.
Fonte: A autora, 2013.

Posteriormente, foram produzidas novas trés laminas entre os meses de abril e maio de
2023, contendo quatro impress@es digitais cada uma, dos mesmos voluntarios, sendo analisadas
nos intervalos de tempo 28 dias, 14 dias, 7 dias e 0 dias. Esta Gltima lamina foi processada até
3 horas apo6s sua producdo. Este experimento foi realizado em triplicata, totalizando 36
impressodes digitais analisadas (Figura 26).

Foram analisadas no total 45 impressdes digitais em sete intervalos de tempo, variando
de 0 a 80 dias. Para as impressdes mais antigas (de 68 a 82 dias) foi realizada a analise por EDS
sendo gerado apenas o espectro EDS (analise qualitativa). Para as impressdes mais recentes (0
a 28 dias) além do espectro EDS, foi gerada uma tabela semiquantitativa com as porcentagens

de cada elemento presente.
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Figura 32 — Coletas de impressdes digitais no periodo de abril a maio de 2023

o il | .

Legenda: Laminas de latdo utilizadas para as analises MEV-EDS; Intervalos de tempo 28, 14, 7 e 0 dias. Para cada
voluntéario foram produzidas 3 laminas com 5 impress6es digitais cada uma. A figura se refere as laminas
de apenas um dos voluntérios (coleta em triplicata).

Fonte: A autora, 2013.

5.1.2 Condicdes instrumentais MEV-EDS

As analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) acoplada com o detector de
energia dispersiva (EDS) foram realizadas no microscopio eletronico modelo JSM-6510 (Jeol®)
com diferentes magnificaces 30x, 50x, 100x. Magnificacdes maiores foram utilizadas para a
caracterizagdo de morfologias de interesse em algumas das amostras. As andlises foram
operadas com aceleragdo de voltagem de 10 kV com filamento de tungsténio e spot size
(diametro do feixe) em S20. As analises de EDS (ThermoScientific) foram realizadas com
magnificacdo em 50x, com aquisi¢do de 30 frames (aproximadamente 3 minutos), spot size foi

ajustado para S60.
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5.2 Andlises morfométricas: aferi¢ao da espessura das cristas

As micrografias geradas pelo MEV no aumento 30x foram utilizadas para a afericdo da
espessura das cristas ao longo dos intervalos de tempo estudados. As imagens foram inseridas
no software gratuito GIMP - GNU Image Manipulation Program, versao 2.10.32 e com 0
auxilio da ferramenta “Medidas” as espessuras das cristas foram contabilizadas de acordo com

0 protocolo a seguir.

5.2.1 Protocolo para a aplicacéo da analise morfométrica em Papiloscopia

Neste trabalho foram selecionadas para a afericdo as cristas que constituiram a regido
de ndcleo das impressdes digitais dos voluntarios. As micrografias geradas pelo MEV
priorizaram a captura desta area em cada impressdo analisada. A espessura das cristas foi
aferida com o auxilio da ferramenta “medidas’’ do software GIMP - GNU Image Manipulation

Program versao 2.10.32 (Figura 27).

Figura 33 — Micrografia de impressdo digital no software GIMP

Il (B_68_dias_0001] (importada)-3.0 (Cor indexada gama de 8 bits, GIMP built-in sRGB, 1 camada) 1280x960 - GIMP o X

1416

“ Q Pesquisar 75 B D ; Q g E @ o :1?; *HD oa/oa/zon‘

Legenda: Micrografia de impressdo digital. Seta branca & esquerda indica a ferramenta “medidas”. Seta branca a
direita indica o quadro gerado pela ferramenta com a indicacdo da medida aferida em milimetros.
Fonte: A autora, 2023.
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Para realizar estas analises foi desenvolvido um protocolo (APENDICE B) que adotou
como primeiro pardmetro para a aferi¢do, o uso de regides de cristas que constituem minucias.
Do nucleo, foram selecionadas quatro regides para a aferi¢do, sendo preferencialmente areas
formativas de mindcias. As minucias visiveis na regido de nucleo foram estudadas para cada
voluntario individualmente, sendo selecionadas majoritariamente bifurca¢fes (voluntarios 1 e
3) e regido do apice da lacada central para o voluntério 2.

Ao utilizar a ferramenta “medidas” do software GIMP, quando a distancia entre dois
pontos é aferida, além da medida, € gerado um angulo. Este foi o segundo pardmetro adotado
para realizar as aferi¢des das mindcias estudadas em cada voluntario, determinando com mais
precisdo a area de medicdo.

As afericbes foram realizadas para todas as impressGes digitais que apresentaram
aspectos qualitativos satisfatorios (nitidez e contraste que viabilizassem determinar com clareza
a estrutura das minucias a serem aferidas). Os resultados da padronizagdo de protocolo serdo
exibidos na secéo de resultados.

5.3 Anélises quimicas elementares por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X
(EDS)

Apbs a insercdo no MEV e captura das micrografias para as analises morfoldgicas, 0s
parametros foram ajustados para a utilizacdo do EDS: a voltagem foi mantida em 10 kV, a
magnificagéo e o spot size foram ajustados respectivamente para 50x e S60.

A aquisicdo dos dados gerou mapas quimicos 0s quais demonstraram visualmente a
distribuicdo de determinado elemento quimico na amostra analisada. Além disso foi gerado o
espectro EDS que é um grafico com a representacdo dos elementos quimicos detectados na
amostra atraves de picos de energia (keV). A partir do espectro EDS também foi obtida a
porcentagem em massa dos elementos presentes na regido avaliada da impressdo digital através
da éarea obtida abaixo dos picos no espectro. Essa é uma caracterizagdo semiquantitativa dos
elementos quimicos detectados na amostra que permite uma estimativa da concentragdo dos

elementos presentes (Figura 28 e 29, Tabela 1).
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Figura 34 — Exemplo de mapa quimico EDS — elemento quimico Carbono

I
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Legenda: A esquerda, impressio digital analisada. A direita, distribui¢fo do elemento quimico carbono na amostra.
Fonte: A autora, 2023.

Figura 35 — Exemplo de espectro EDS
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Legenda: Espectro EDS — eixo das ordenadas (y) representa a contagem de fotons de raios-X que atinge o detector
por segundo (cps: counts per second); eixo das abcissas (x) representa a energia associada a um dado
féton de raios-X em keV, no qual sdo observados os picos de energia entre 0 e 10 keV e a partir de suas
informacdes é possivel a obtengdo de informagdes qualitativas e quantitativas sobre a composi¢édo
quimica da amostra em escala microscépica.

Fonte: A autora, 2023.
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Tabela 1 — Exemplo de dados semiquantitativos gerados pela técnica EDS

Element ZAF Weight % Atom %
Line
CK 3.207 10.18 29.30
OK 1.572 2.29 4.94
Na K 2.097 18.89 28.41
CukK 0.000 - --
Cul 1.098 68.64 37.34

Total 100.00 100.00

Legenda: Tabela gerada automaticamente pelo software de energia dispersiva: a primeira coluna representa os
elementos quimicos detectados, a segunda coluna representa um fator de correcdo gerado
automaticamente pelo software, a terceira coluna representa o peso do elemento quimico e a quarta
coluna representa a massa (%) do elemento quimico presente na regido analisada (quantidade relativa).

Fonte: A autora, 2023.

As porcentagens em massa obtidas para cada elemento quimico detectado em cada
impressdo digital analisada foram os dados utilizados para a comparacdo nos intervalos de

tempo estudados.

5.4 Analise genética

Esta pesquisa possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto - CEP HUPE/UERJ — sob o nimero de parecer 1.790.600 (CAAE
48026615.6.0000.5259 e fomento contemplado pelo edital FAPERJ Forense 07/2018 (ANEXO
A).

5.4.1 Modelo Experimental

Para o cumprimento da etapa de analises genéticas foi realizado um pré-processamento

amostral dividido em quatro fases:



7

a) Limpeza e Esterilizacdo das munic¢des: com o objetivo de eliminar quaisquer

resquicios de material genético, impressdes papiloscOpicas e impurezas pré-existentes nas
municdes, garantindo que os resultados obtidos em cada fase dos experimentos sejam
controlados (Figura 48 — A).

b) Manuseio das muni¢fes e municiamento dos armamentos: ap6s a limpeza

individual de cada munig8o, trés voluntarios as manusearam normalmente como fariam na
rotina. Cada municao foi inserida no carregador do armamento e este foi inserido em posicéao
especifica no armamento (Figura 48 — B)

c) Execucdo dos tiros: apds o municiamento dos armamentos, cada voluntario

executou nove tiros em sequéncia (Figura 48 — C)

d) Coleta dos estojos: apés a finalizagdo dos tiros, 0s estojos ejetados foram

icados pela borda aberta com uma haste plastica e depositados em espaco individualizado em
caixa pléstica organizadora de modo a ndo haver mistura dos estojos manuseados por cada

voluntério (Figura 48 — D)

Figura 36 — Esquema de pré-processamento amostral
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Legenda: A — Limpeza das muni¢des com hipoclorito 5 %, seguido de &lcool liquido 70 %; B — Municiamento do
carregador por um dos voluntarios; C — Execucdo dos tiros; D — Coleta dos estojos ejetados a cada tiro.
Nota 1: Os estojos foram coletados dos pontos nos quais repousaram apds serem ejetados do armamento, com duas
hastes plasticas com o objetivo de preservar o material biolégico ali presente.
Nota 2: Nas imagens, Peritos Criminais militares do Centro de Criminalistica da Policia Militar do Estado do Rio
de Janeiro.
Fonte: A autora, 2021.
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5.4.2 Tipo de amostras

As superficies metélicas de interesse para a pratica forense utilizadas neste trabalho
foram estojos de municdo deflagrados. Nesta dindmica, a muni¢do completa (projétil acoplado
ao estojo) foi manuseada como é normalmente na prética e logo depois, inserida no carregador
do armamento. O carregador foi inserido no armamento e os tiros foram entdo executados em
alvo inanimado em estande de tiro, sendo o estojo ejetado para fora do armamento e coletado
para a andlise genética. As municBes foram previamente preparadas em etapa de pré-
processamento conforme descri¢éo supracitada.

5.4.3. Tipos de municdes

Foram utilizadas 9 municdes da marca CBC (Companhia Brasileira de Cartuchos) do
calibre 9 mm Luger , tipo de projétil ETOG (Encamisado Total Ogival) de peso 124 gr, 18
Munigbes CBC calibre 9 mm, tipo de projétil EXPO (Encamisado Ponta Oca / Hollow Point)
124 gr, totalizado 27 munic¢des de um mesmo calibre (9 mm).

5.4.4 \Voluntérios

Para o cumprimento desta fase, trés voluntarios (dois individuos do sexo masculino e
um individuo do sexo feminino) participaram manuseando as muni¢des de armas de fogo e
executando os tiros. O total de amostras produzidas para a fase de analise molecular genética
foi de 27 amostras, sendo analisadas nos intervalos de tempo de 3 dias, 8 dias e 30 dias conforme
ilustra a figura 49.

Os voluntarios foram esclarecidos dos objetivos da pesquisa e de sua execucao,
consolidando seu entendimento na assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A).
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Figura 37 — Desenho esquematico que ilustra a producdo e distribuicdo de amostras para as

andlises genéticas
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Legenda: A figura ilustra o quantitativo de amostras produzido por cada voluntério (9 tiros) e a distribuicdo do
namero total de amostras para os trés intervalos de tempo. As imagens dos estojos foram coloridas
artificialmente para elucidar a distribuicdo desses entre os intervalos de tempo.

Fonte: A autora, 2024.

5.4.5 Anélise temporal

Ap0s a producdo das amostras — realizacdo dos 27 tiros — estas foram analisadas em
diferentes intervalos de tempo com o objetivo de cumprir a analise temporal proposta

inicialmente (Tabela 11).

Tabela 2 — Correlagéo entre os tipos e quantidades de munic¢des avaliadas e respectivos

intervalos de tempo.

Intervalo de tempo* NuUmero de estojos analisados
3 dias 9 estojos CBC 9 mm Luger ETOG
8 dias 9 estojos CBC 9 mm EXPO 124gr
30 dias 9 estojos CBC 9 mm EXPO 124gr

Legenda: *Tempo em dias corridos transcorridos entre a execugdo do tiro e a extracdo de DNA da superficie do

estojo.
Fonte: A autora, 2021.
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5.5 Padronizacdo de metodologia de coleta de DNA da superficie dos estojos

Dada a natureza da amostra — DNA de toque — e condigdes as quais foi submetida — tiro
e os efeitos do tiro — foi realizada uma padronizacdo de metodologia para a retirada (coleta)
deste material genético existente na superficie do estojo ap6s a sua ejecdo do armamento. As
metodologias avaliadas foram: a) suabe de algod&do (método mais tradicional), b) papel de filtro
tratado FTA® (Whatman, GE) e ¢) submerséo do estojo em solucéo de coleta de acordo com o
protocolo adaptado de Montpetit e O’Donnel (2015).

Para esse proposito foram utilizadas 6 amostras para cada metodologia avaliada,
totalizando18 amostras avaliadas na padronizacdo. Estojos ja deflagrados previamente foram
limpos e esterilizados com solugdo de hipoclorito de sédio 5 % e alcool liquido 70 %. Em
seguida foram manuseados por um voluntario do sexo feminino de modo a transferir material

genético através das impressdes papiloscopicas no ato do toque.

a) Coleta com suabe de algodao: um suabe de algodao foi umedecido com &gua destilada

ultrapura (em torno de 80 pl) e com movimentos circulares foi feita a coleta de toda a superficie
dos estojos. Os suabes foram transferidos para o tubo de extracdo de DNA.
b) Coleta com papel de filtro FTA® (Whatman, GE): Tiras de papel de filtro (Figura 50

— A) na medida 2,5 cm de comprimento por 0,5 cm de largura foram produzidas (Figura 50 —
B). As tiras de papel FTA® foram separadas em placa de petri (Figura 50 — C) e para cada
estojo uma tira foi utilizada para realizar a coleta. O papel FTA® foi umedecido com 50 pl de
agua destilada ultrapura e durante 60 segundos foi arrastado sobre a superficie metalica do
estojo de modo a efetivamente transferir os elementos ali presentes para o papel (Figura 50 —
7). Em seguida, a tira de papel FTA® foi cortada ao meio e adicionada a tubo plastico (volume
2 ml) no qual foram adicionados posteriormente 0s reagentes para a extragcao de DNA.

¢) Submerséo do estojo — protocolo adaptado de Montpetit e O’Donnel (2015): em um

tubo de 5 ml foi adicionado 850 ul de tampao de lise, 34 pl de proteinase K e 1 ul de carreador
de RNA. O estojo foi submerso nesta solugdo e incubado a 56 °C por 60 minutos. Apds essa
etapa, o lisado foi transferido para tubo de 2 ml e submetido a extracdo de DNA e o0 estojo foi
descartado (Figura 51). O protocolo de Montpetit ¢ O’Donnel (2015) consistia na submersao
do proprio estojo na solucdo tampdo supracitada, seguida de incubacdo com agitacdo por 30
minutos, sendo finalizada com a retirada do estojo da solu¢do remanescente e uma coleta de

quaisquer materiais restantes neste com um suabe. Na proposta de original, esse suabe seria
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incubado novamente por mais 90 minutos na mesma solugéo tampéo inicial e por fim, este

volume submetido a extracdo de DNA.

Figura 38 — Esquema de coleta de DNA utilizando papel de filtro em superficie de estojos

deflagrados

recortadas, pingadas e separadas para uso; D — Coleta de DNA da superficie do estojo.
Fonte: A autora, 2021.

Figura 39 — llustracdo de processamento pré-automagao segundo protocolo de O’Donnel
(2015)

Legenda: Estojo de municdo deflagrado apds ser submetido a processo de incubagdo prévio a extracdo
automatizada de DNA.
Nota: Observacdo para a intensa tonalidade verde azulada ap6s o tempo de incubagdo. O estojo apds ser retirado
do tubo também apresentou mudanga acentuada de coloracao.
Fonte: A autora, 2021.
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Todas as amostras foram submetidas a extragdo automatizada no EZ1 Avanced XL
(Qiagen). A eficécia de cada metodologia foi avaliada através de PCR em tempo Real com o
kit Investigator Quantiplex Pro RGQ (Qiagen). Posteriormente todas as amostras desta
padronizacdo foram genotipadas com o kit PowerPlex® Fusion 6C (Promega Corporation) no

analisador genético ABI 3500 (Thermofisher).

5.6 Coleta de material genético dos estojos deflagrados

Para a coleta de material genético que foi transferido para os estojos no momento do
manuseio das munigdes, foi utilizado papel de filtro tratado do tipo FTA® Classic (WhatmanT™,
GE Healthcare Life Sciences) conforme resultado da padronizagdo de metodologia de coleta de
DNA.

5.7 Procedimentos para a Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada na plataforma automatizada EZ1 Avanced XL
(Qiagen) utilizando-se o kit de extracdo por beads magnéticas EZ1® DNA Investigator®
(Qiagen). O kit utilizado inclui uma etapa prévia a extracdo automatizada que consiste em uma
lise enzimatica. Para esta, foi adicionado a cada tubo de amostra 290 pl de buffer, 10 ul de
proteinase K e 1ul de RNA Carrier. As amostras foram colocadas em agitacdo (900 RPM) e sob
aquecimento (56 °C) no aparelho ThermoMixer® (Eppendorf) por uma hora. Apés essa etapa,
o0s tubos de amostras foram brevemente centrifugados para a retirada de goticulas das paredes
e tampa do tubo.

O kit de extracdo por beads magnéticas EZ1® DNA Investigator® (Qiagen) (Figura 52
— A) apresenta cartuchos selados contendo os reagentes que serdo adicionados durante a
automacao aos tubos para realizar a extracdo (Figura 52 — B) Os tubos de amostras séo inseridos
no equipamento em uma estante montada conforme indica a figura (Figura 52 — C). O protocolo
de automagcéo escolhido no equipamento é o Trace Tip Dance (indicado para amostras solidas
como as que contém o papel FTA®), Tris TE-4 como solugdo de eluigdo e 40 pl como volume

final de elui¢cdo do DNA extraido. O tempo total de extracdo no equipamento foi de 17 minutos.
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Figura 40 — Esquema de equipamento automatizado para extracdo de DNA

06090
3902 Q

Legenda: A - Plataforma automatizada EZ1 Avanced XL (Qiagen); B — Cartuchos selados contendo os reagentes
para a extracdo; C — Tubos de amostras contendo material biol6gico coletado da superficie do estojo
deflagrado e tubos para receber o DNA extraido apds o processo de automacéo.

Fonte: A autora, 2021.

5.8 Analise quantitativa: quantificacdo absoluta por PCR em tempo real

Apos a finalizacdo do procedimento de extracdo, o volume eluido foi quantificado
através da técnica de PCR em tempo real na plataforma Rotor-Gene Q (QIAGEN) usando o kit
Investigator Quantiplex Pro RGQ (QIAGEN). O referido kit proporciona quantificacdo total de
DNA gendmico, DNA masculino e indice de degradacdo das amostras, permitindo assim a
determinacdo da viabilidade da genotipagem tendo como base a quantidade de DNA por
microlitro na amostra, bem como a constatacao da existéncia de inibidores que podem interferir
com esta aplicacéo subsequente.

Para a quantificacdo do DNA humano gendmico total, é amplificada uma regido alvo
pequena, contendo 91 pares de base. Essa quantificacdo é detectada no canal amarelo do Rotor-
Gene Q. Uma regido alvo de 81 pares de base é amplificada para a quantificagdo de DNA
masculino presente na amostra, sendo a deteccdo realizada no canal verde do Rotor-Gene Q. Ja
a presenca de inibidores é constatada a partir da analise da amplificacdo do controle interno,
tendo a regido alvo 434 pares de base e deteccdo no canal crimson do Rotor-Gene Q. A
determinacdo da degradacdo da amostra é feita pela amplificacdo de uma regido alvo de 353
pares de base no mesmo locus que ocorre a amplificagdo dos 91 pares de base relativos a
quantificacdo do DNA gendmico total. De forma anéloga, é feita a determinacdo da degradacao
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do DNA masculino com a amplificagdo de uma regido alvo contendo 359 pares de base no
mesmo locus que ocorre a amplificacdo dos 81 pares de base relativos a quantificacdo do DNA

masculino. As regides alvo para amplificacdo contempladas neste kit s@o descritas na tabela a

sequir:
Tabela 3 — Relacdo de sondas utilizadas na quantificacdo absoluta por gPCR
- Tamanho regido Canal de deteccéo
Quantificacao Locus
alvo no Rotor-Gene Q
DNA gendmico total 91 pb 4ANS1C  Amarelo (Yellow)
DNA masculino 81 pb * Verde (Green)
Controle Interno 434 pb * Carmim (Crimson)
Degradacdo DNA gendmico 353 pb 4NS1C Vermelho (Red)
Degradacdo DNA masculino 359 pb * Laranja (Orange)

Legenda: Resumo das deteccOes realizadas através do kit de quantificacdo por PCR em tempo real Investigator
Quantiplex Pro RGQ (QIAGEN). * = dado néo informado pelo fabricante.
Fonte: A autora, 2021.

As amostras foram quantificadas em duplicatas conforme indicacdo do fabricante
seguindo o protocolo: 9 ul de Quantiplex Pro RGQ Reaction Mix, 9 ul de Quantiplex Pro RGQ
Primer Mix e 2 pl de cada amostra. Todas as amostras (27) foram quantificadas e ao total foram
realizadas 80 reacOes de quantificacdo, incluindo curvas de calibragdo, controles positivos,
negativos e “no template control (NTC)”. Amostras NTC sio referentes ao proprio tampao de
quantificacdo que é utilizado para compor a curva de calibracdo da corrida e objetivam
assegurar que ndo ha contaminacéo na curva de calibracédo e que o resultado obtido é confiavel.
As amostras foram submetidas a 40 ciclos que compreenderam uma etapa inicial de ativacéo
(95° C por 3 minutos) e uma segunda etapa com dois passos: 95 °C por 5 segundos
(desnaturacdo) e 60° C por 10 segundos (anelamento e extensdo combinados) Todos o0s
pardmetros de eficiéncia da reacdo de PCR por tempo real foram atingidos de modo satisfatorio,

permitindo a concluséo de que os resultados obtidos s&o validos.
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5.9 Genotipagem — Andlise de STR

As amostras foram processadas para a analise de STR com o kit PowerPlex® Fusion 6C
(Promega Corporation) no analisador genético ABI 3500 (Thermofisher) segundo o protocolo
do fabricante: 5 pl de PowerPlex® Fusion 6C 5X Master Mix, 5 ul de PowerPlex® Fusion 6C
5X Primer Mix e 15 pl de amostra de DNA extraido, sendo 25 pl o volume final da reacéo de
amplificacdo. O kit PowerPlex® Fusion 6C (Promega Corporation) é um multiplex para a
deteccdo de um painel de 27 regides STR no genoma humano em conformidade com a base de
dados de DNA referéncia Combined DNA Index System (CODIS, em portugués, Sistema de
indice de DNA combinado). O limite de deteccdo deste kit é de 60 pg / pl.

5.10 Analise Estatistica

Os dados de quantificacdo relacionados as amostras de estojos deflagrados nos
diferentes intervalos de tempo foram analisados estatisticamente no programa Graphpad Prism
5.0 (GraphPad Software®). O teste de normalidade D’ Agostino & Pearson foi realizado para os
dados de quantificacdo por PCR em tempo real, objetivando-se identificar o quanto esses dados
se distanciam de uma distribuicao gaussiana (“distribuicdo normal”) ou se foram obtidos de
uma populacao que segue essa distribuicdo (hipotese nula). Se p > 0,05 para este teste, entdo a
hipbtese nula é verdadeira e os dados seguem uma distribuicdo gaussiana ou bem proxima a
essa. Se p < 0,05, entdo a hipdtese nula é rejeitada e conclui-se que os dados ndo sdo normais.

Em seguida, a esses mesmos dados foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis o qual realiza comparacGes entre trés ou mais grupos ndo pareados com o objetivo de
avaliar se hé alguma diferenca entre as distribuigdes apresentadas. Se p > 0,05 para este teste,
conclui-se que ndo ha diferencga entre os grupos analisados. Se p < 0,05 entdo, rejeita-se a
hipdtese de que a diferenca encontrada seja aleatoria e conclui-se que ha uma real diferenca
entre 0s grupos. Além disso, também foi aplicado o teste post hoc de Dunn com o intuito de se
identificar entre quais grupos estaria a diferenca, se esta existisse. Ambos os testes — Kruskal-
Wallis e teste de Dunn — foram aplicados também aos dados de genotipagem.

Os dados de quantificacao relacionados ao estudo de padronizacdo de metodologia de

coleta foram analisados estatisticamente no programa Graphpad Prism 5.0 (GraphPad
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Software®), sendo aplicado o teste de normalidade D’ Agostino & Pearson seguido do teste nio

paramétrico teste U de Mann Whitney que compara dois grupos de amostras independentes.



87

6 RESULTADOS

6.1 Protocolo para a aplicacdo da analise morfométrica em Papiloscopia

As tabelas 2 — 5 apresentam os resultados da aplicagéo do protocolo desenvolvido para
a afericdo da espessura das cristas. Os parametros determinados por estes resultados foram
utilizados para aferir todas as impressdes digitais dos trés voluntarios nos sete recortes

temporais pré-determinados (0, 7, 14, 28, 68, 75 e 82 dias).
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Tabela 4 — Determinacdo das minucias para anélise morfométrica — Voluntério 1

Bifurcagdo Ponto 1 (pl) Ponto 2 (p2)

Ramo de crista que da origem a

minucia. P1 é a regido limitrofe )
. Ramo  superior  da
na qual ha a mudanca na B ’ N
) ) bifurcacédo. P2 é a regido
morfologia da crista, dando o
) . o ) de ramificacao.
origem a ramificacéo da crista

originéria.

55

Angulo de aferigao: 0° 450

Bifurcagdo Ponto 3 (p3) Ponto 4 (p4)

Ramo de crista que da origem a Distancia entre apice da
minucia. P3 é aregido limitrofe bifurcacdo e ramo de
na qual hd& a mudanca na crista que da origem a
morfologia da crista, dando mindcia.

origem a ramificacdo da crista

originaria.

Angulo de aferigo: 350 230

Micrografia da regido

avaliada na impresséo

digital do voluntério 1,
magnificagdo 50x

SEl ~ 10kV WD20mm - SS520 - 500pm — :
1Q UERJ ; 0001 14.Dec.2022
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Tabela 5 — Determinacdo das minucias para anélise morfométrica — Voluntério 2

Crista continua
Ponto 1 (pl)

Auséncia de mindcias na

regiéo nucelar da
impressdo  digital do
voluntario —  Crista
continua

45°

SElI  10kV
1Q UERJ

WD20mm

Apice da lagada central
Ponto 2 (p2)
Auséncia de mindcias na
regido nucelar da
impressdo  digital do
voluntério — P2 é a regido

do apice da lacada central

Crista continua
Ponto 3 (p3)

Auséncia de mindcias na

Angulo de aferic&o:

00

$820

0001

500 m  S—

regiéo nucelar da
impressdo  digital do
voluntario —  Crista
continua

00

14 Dec 2022

Crista continua
Ponto 4 (p4)

Auséncia de min(cias na

regiéo nucelar da
impressdo  digital do
voluntario —  Crista
continua

45°

Micrografia da regido avaliada na
impressao digital do voluntario 2,
magnificacdo 50x
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Tabela 6 — Determinacdo das minucias para anélise morfométrica — Voluntério 3

Bifurcacdo Bifurcacdo
Ponto 1 (pl) Ponto 2 (p2) Ponto 3 (p3) Ponto 4 (p4)
Ramo a esquerda da Ramo a direita da Ramo a esquerda da Ramo a direita da
bifurcacéo. bifurcacéo. bifurcacéo. bifurcacéo.

Angulo de afericso:

45° (o 0° 45°

SEI 10kV WD29mm  SS20 500um —
1Q UERJ : 0004 14 Dec 2022

Micrografia da regido avaliada na impresséo digital do voluntério 3, magnificacéo 50x.
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6.2 Analises morfométricas

Os resultados das afericdes de espessura das cristas foram compilados nas tabelas a
seguir. As tabelas apresentam as métricas obtidas para cada voluntario nos intervalos de tempo
estudados, bem como indicam se 0 comportamento geral da crista ao longo do tempo indicou
aumento ou diminuicdo de espessura (expresso em porcentagem — “espessura overall”). Essa
métrica foi calculada comparando a espessura das cristas entre o primeiro e ultimo tempo

aferidos, ou seja, tempo 0 e tempo 28, e tempo 68 e tempo 82 dias.

Tabela 7 — Avaliacdo morfométrica das impressdes latentes a partir de quatro regides distintas

— Voluntario 1
Crista 1 Crista 2
pl p2 p3 p4

ﬁngulo de afericao 0,0° 45° 35° 23°

Coletas realizadas em maio de 2023
Intervalos de tempo Espessura (mm)
0 dias 13,1 6,2 6.9 4,7
7 dias 11,0 5,7 * *
14 dias 13,5 7,1 * *
28 dias 17,1 9,2 9.3 14,4
Espessura overall +30,5% +48,38% +34.,7% +206.3%

Coletas realizadas em setembro de 2022

Intervalos de tempo Espessura (mm)

68 dias 10,2 6.8 4.6 5,7
75 dias 13,5 6,9 4.9 12,5
82 dias 13,9 9.0 8,5 133
Espessura overall +36,2% +32,3% +84,7% +33,3%

Legenda: * representa regides de crista que ndo puderam ser aferidas devido a auséncia de visibilidade (contraste,
nitidez insuficientes para uma afericdo dentro dos pardmetros estabelecidos: localizacdo da minUcia e
angulacéo).

Fonte: A autora, 2023.
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Tabela 8 — Avaliacdo morfométrica das impressdes latentes a partir de quatro regides distintas
— Voluntério 2

Crista 1 Crista 2

pl p2 p3 p4

Angulo de aferi¢ao 45° 0° 0° 45°
Coletas realizadas em maio de 2023

Intervalos de tempo Espessura (mm)
0 dias 7.9 7,7 6,6 7,2
7 dias 7,5 6.1 7,0 6,8
14 dias 7,2 5.4 53 4,8
28 dias 7.9 8.9 7.9 8,1
Espessura overall 0% +15,5% +19.6% +12.5%

Coletas realizadas em setembro de 2022

Intervalos de tempo Espessura (mm)

68 dias 9.3 10.8 6,7 9.9
75 dias *

82 dias 16,1 18,5 16,8 16,4
Espessura overall +73.1% +71.2% +50% +65.6%

Legenda: * representa regiGes de crista que ndo puderam ser aferidas devido a auséncia de visibilidade (contraste,
nitidez insuficientes para uma aferi¢do dentro dos parametros estabelecidos: localizagdo da mindcia e
angulacéo).

Fonte: A autora, 2023.
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Tabela 9 — Avaliacdo morfométrica das impressoes latentes a partir de quatro regides distintas
—Voluntério 3

Crista 1 Crista 2

pl p2 p3 p4

Angulo de afericao 45° 45° 0° 45°
Coletas realizadas em maio de 2023

Intervalos de tempo Espessura (mm)
0 dias 14,6 13.3 18,6 153
7 dias 16,7 17.3 26,0 242
14 dias 18,5 17.5 17.1 16,1
28 dias 11,6 10.3 13,6 13,7
Espessura overall -79.4% -77.4% -73.1% -89.5%

Coletas realizadas em setembro de 2022

Intervalos de tempo Espessura (mm)

68 dias 16,8 14,0 12,2 16,1
75 dias 17.4 13,1 154 14,0
82 dias 18,4 11,2 16,7 12,9
Espessura overall +9.,5% -20% +37% -20%

Legenda: * representa regides de crista que néo puderam ser aferidas devido & auséncia de visibilidade (contraste,
nitidez insuficientes para uma afericdo dentro dos pardmetros estabelecidos: localizagdo da mindcia e
angulacéo).

Fonte: A autora, 2023.

As micrografias obtidas a partir dos ensaios de microscopia eletronica de varredura para

os intervalos de tempo estudados estdo compilados nas figuras a seguir (Figuras 30 a 35).
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Figura 41 — Caracterizacdo morfoldgica de impresséo latente por MEV no periodo de 0 a 28
dias — Voluntario 1

Legenda: As colunas da esquerda para a direita representam as magnificagfes aplicadas.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 42 — Caracterizagdo morfologica de impresséo latente por MEV no periodo de 68 a 82
dias — Voluntario 1

30x 50x 100x

68 dias

SEl 10kV
1 LUERJ

75 dias

SEI - 10kY, Wi 8820 x30 ] v w Fxs0 SEl- 10kV WD20mm = $820
1Q UERJ 0003 8¢, 2022 14 Dec 2022 10 UERY

82 dias

Legenda: As colunas da esquerda para a direita representam as magnificacdes aplicadas.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 43 — Caracterizagdo morfologica de impressdo latente por MEV no periodo de 0 a 28
dias — Voluntario 2

0 dias

7 dias

14 dias

28 dias

Legenda: As colunas da esquerda para a direita representam as magnificacdes aplicadas.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 44 — Caracterizagdo morfologica de impressdo latente por MEV no periodo de 68 a 82

dias — VVoluntario 2

68 dias

75 dias

82 dias

Legenda: As colunas da esquerda para a direita representam as magnificaces aplicadas.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 45 — Caracterizagdo morfologica de impresséo latente por MEV no periodo de 0 a 28
dias — Voluntario 3

0 dias

7 dias

&
%
A

29

14 dias
ek

28 dias

Legenda: As colunas da esquerda para a direita representam as magnificaces aplicadas.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 46 — Caracterizagdo morfologica de impresséo latente por MEV no periodo de 68 a 82
dias — Voluntario 3

68 dias

75 dias

82 dias

50x 100x

30x

Legenda: As colunas da esquerda para a direita representam as magnificaces aplicadas.
Fonte: A autora, 2023.

A morfologia das impressdes digitais em algumas micrografias foi estudada mais
profundamente com o uso pontual da técnica EDS, ou seja, regides ou estrutura especificos
foram selecionados no software para a determinacéo da composicao elementar naquele ponto,

gerando as figuras 36 a 39, as quais serdo discutidas na se¢éo 5 deste trabalho.
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Figura 47 — Caracterizagdo morfoldgica pontual através da técnica MEV-EDS em impresséo
digital aposta ha 82 dias

15T 65535

Image Name: Base(5)
Accelerating Voltage: 10.0 kV

Magnification: 1000

Full scale counts: 2625 Base(5)_pt1
Cu
2500 —

2000

1500

1000 |

500

keV

Legenda: O espectro EDS indica a composigdo quimica da estrutura marcada pelo ponto 1.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 48 — Micrografia de impressao digital de 75 dias — voluntério 3

SElI  10kV WD20mm  $S20 x50 D 1
IQ UERJ 0002 14 Dec 2022

Legenda: Estrutura morfoldgica (em azul, colorida artificialmente) distinta. Magnificagao 50x.
Fonte: A autora, 2023.

Figura 49 — Caracterizacdo quimica pontual através da técnica MEV-EDS de estrutura distinta
em impressdo digital aposta ha 75 dias (continua)

15T 65535

Image Name: Base(3)
Accelerating Voltage: 10.0 kV

Magnification: 300
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Figura 50 — Caracterizagdo quimica pontual através da técnica MEV-EDS em impresséo
digital aposta ha 75 dias (continua)
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Figura 50 — Caracterizagdo quimica pontual através da técnica MEV-EDS em impressdo
digital aposta ha 75 dias (conclusdo)

Full scale counts: 5076
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Legenda: Os espectros EDS indicam a composicdo quimica dos trés pontos analisados da estrutura morfoldgica
vista na micrografia da Figura 37.
Fonte: A autora, 2023.

Figura 51 — Caracterizacdo morfoldgica pontual através da técnica MEV-EDS em impressédo
digital aposta ha 28 dias — voluntario 3(continua)

12210 I 52672

Image Name: teste(4)
Accelerating Voltage: 10.0 kV

Magnification: 50
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Figura 51 — Caracterizagdo morfoldgica pontual através da técnica MEV-EDS em impressdo
digital aposta ha 28 dias — voluntario 3 (continua)
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Figura 51 — Caracterizagdo morfoldgica pontual através da técnica MEV-EDS em impressdo
digital aposta ha 28 dias — voluntario 3 (concluséo)

Full scale counts: 1638 Ponto 4

Cu

1500 —

1000 —
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keV

Legenda: Os espectros EDS indicam a composi¢do quimica dos quatro pontos analisados.
Fonte: A autora, 2023.

Figura 52 — Caracterizagdo morfologica pontual através da técnica MEV-EDS em impressédo
digital aposta ha 28 dias — voluntério 2 (continua)
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Figura 52 — Caracterizagdo morfoldgica pontual através da técnica MEV-EDS em impressdo
digital aposta ha 28 dias — voluntario 2 (continua)
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Figura 52 — Caracterizagdo morfoldgica pontual através da técnica MEV-EDS em impressdo
digital aposta ha 28 dias — voluntario 2 (conclusao)
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Legenda: Os espectros EDS indicam a composi¢do quimica dos quatro pontos analisados.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 53 — Exemplo de mapa da composi¢do quimica elementar gerado por MEV-EDS

Legenda: Mapa do imageamento quimico gerado pelo detector EDS, indicando a presenga dos elementos quimicos
carbono, oxigénio, cobre e sddio para a impressao digital do voluntario 1.
Fonte: A autora, 2023.
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6.3 Analises quimicas elementares por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X

As analises semiquantitativas de espectroscopia por energia dispersiva (EDS) foram
realizadas apenas para as impressfes digitais no intervalo de 0 a 28 dias em funcdo da
disponibilidade do software utilizado no equipamento de MEV-EDS empregado. As anélises
foram realizadas em triplicata para cada voluntario. As quantidades relativas de cada elemento
quimico detectado sdo representadas em porcentagem. A tabela representa as médias destas

triplicatas, compiladas por voluntarios e por elementos quimicos detectados (Tabela 8).

Tabela 10 — Analise semiquantitativa por MEV-EDS de impress@es digitais nos intervalos de

0 a 28 dias
0 dia ala 4 dla S dla
Voluntarios /0
16,8 17,5 16,3 20,4
30,6 29,7 32,1 22,4
26,9 22,6 25 25,7
O (%
1,4 9,2 11 12,9
59 6 53 5,1
79 5,5 5,9 18,3
33 32 32 30,3
29,8 30,1 26,4 30,7
29,5 30,8 29,7 25,1
0,5 0,2 0,2 0,1
0,2 0,3 0,09 *
0,4 * 0,4 0,2

Legenda: A tabela indica os elementos quimicos detectados C (carbono), O (oxigénio), Na (sodio) e Cl (Cloro), e
as porcentagens representam a média das triplicatas analisadas para cada voluntério.
Fonte: A autora, 2023.

Os resultados da tabela 8 foram representados graficamente a seguir (Grafico 1).
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Grafico 1 — Representacdo gréafica das quantidades relativas de elementos quimicos detectados
nas impressdes digitais no intervalo de 0 a 28 dias por voluntario
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Fonte: A autora, 2023.

Para avaliar estatisticamente os dados gerados, foi aplicado o teste Two-Way ANOVA
(Tabela 9) que avalia a influéncia de duas variaveis (voluntario e intervalos de tempo) sobre
um componente principal (elementos quimicos individualmente). Também foi aplicado o pos-
teste de comparagfes multiplas de Turkey para cada elemento quimico detectado, visando
detectar quaisquer diferencas no conjunto total de amostras (todos os voluntarios em todos o0s

tempos).
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Tabela 11 — Anélise estatistica dos dados gerados por MEV-EDS (Two-Way ANOVA)

Elemento quimico Voluntario (%) Intervalo de tempo
Carbono 76,6 <0,05 2,3 >0,05
Oxigénio 24,4 >0,05 32,2 >0,05
Sadio 38,7 >0,05 19,4 >0,05
Cloro 31,1 >0,05 5,06 >0,05

Legenda: As porcentagens indicam o grau de influéncia da varidvel em questdo sobre o elemento quimico
detectado.
Fonte: A autora, 2023.

Tabela 12 — Deteccdo da quantidade relativa (%) de cloro em impressdes digitais de 0 a 28

dias
12 coleta 0,5 0,2 0,2 0,1
Voluntario 1 Cl (%) 22 coleta * * * *
3% coleta * * * *
12 coleta 0,2 0,3 0,09 *
Voluntario 2 Cl (%) 22 coleta * * * *
34 coleta * * * *
12 coleta 0,8 * 0,4 0,3
Voluntario 3 Cl (%) 2% coleta 0,2 * * 0,2
32 coleta 0,3 * * 0,1

Fonte: A autora, 2023.

Com o objetivo de avaliar a distribuicdo dos elementos quimicos ao longo do tempo,
obtendo uma perspectiva clara sobre o carater dos dados, foram construidos graficos do tipo
diagrama de caixa (boxplot) considerando todos os intervalos de tempo estudados (0, 7, 14 e 28
dias) e apenas os intervalos extremos (0 e 28 dias), 0s quais demonstraram uma tendéncia a

diferenciacdo nas quantidades relativas dos elementos quimicos detectados (gréaficos 2 a 5).
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Gréfico 2 — Boxplot comparativo do elemento carbono detectado com a técnica EDS a partir
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Legenda: Distribuicdo das amostras avaliadas com a representacdo da amplitude de variacdo (tamanho das caixas
de diagrama), valores maximo e minimo (barras) e mediana (linha horizontal).

Fonte: A autora, 2023.
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Gréfico 3 — Boxplot comparativo do elemento oxigénio detectado com a técnica EDS a partir

de impressdes digitais latentes
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Legenda: Distribuicio das amostras avaliadas com a representacdo da amplitude de variagdo (tamanho das caixas
de diagrama), valores maximo e minimo (barras) e mediana (linha horizontal).
Fonte: A autora, 2023.
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Gréfico 4 — Boxplot comparativo do elemento sodio detectado com a técnica EDS a partir de
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Legenda: Distribuicdo das amostras avaliadas com a representacdo da amplitude de variacdo (tamanho das caixas
de diagrama), valores maximo e minimo (barras) e mediana (linha horizontal).

Fonte: A autora, 2023.
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Gréfico 5 — Boxplot comparativo do elemento cloro detectado com a técnica EDS a partir de

impressoes digitais latentes
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Legenda: Distribuicdo das amostras avaliadas com a representacdo da amplitude de variacdo (tamanho das caixas
de diagrama), valores maximo e minimo (barras) e mediana (linha horizontal).
Fonte: A autora, 2023.

6.4 Padronizacdo de metodologia de coleta de DNA da superficie dos estojos

A concentracdo média de DNA obtida a partir de cada metodologia testada é

representada na tabela a seguir.
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Tabela 13 — Resultados da quantificacdo absoluta por gPCR — Padronizacdo de metodologia
de coleta de DNA

Concentracao Concentracéao Concentracéao
Amostra média de Amostra média de Amostra média de
DNA pg/ul DNA pg/ul DNA pg/ul
FTA1 2,6 S1 0,9 SUB1
FTA 2 1,8 S2 9,9 SUB2
FTA 3 2,2 S3 1,8 SUB3
FTA4 4 S4 2,5 SUB4 *
FTAS 2,7 S5 4,0 SUB5S
FTAG6 2,7 S6 1,9 SUBG6
meédia 2,6 média 35 media

Legenda: papel de filtro (FTA); suabe de algoddo (S); estojo submerso de acordo com o protocolo de O’Donnel
(2015); *amplificagdo ndo detectada.

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi inicialmente aplicado aos dados da
quantificacdo, e os indicadores de simetria amostral (skewness) e de distribuicdo gaussiana
(kurtosis) indicaram que os resultados ndo assumem uma distribui¢do gaussiana (Tabela 14).
Dados com distribuicdo simétrica e distribuicdo gaussiana apresentam 0s respectivos
indicadores iguais a zero (skewness = 0; kurtosis = 0). Em seguida, procedeu-se com a aplicacao
de teste adequado aos tipos de dados (ndo paramétricos e independentes), em um comparativo
para apenas dois grupos, visto que a partir da terceira metodologia de coleta testada ndo foram
obtidos resultados de quantificacdo. O teste estatistico teste U de Mann Whitney apresentou um
valor de p = 0,6, ou seja, ndo foi detectada diferenca significativa entre os grupos (p >0,05)
(Gréfico 6).
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Tabela 14 — Resultados do teste de normalidade Shapiro-Wilk para a padronizagao de
metodologia de coleta de DNA em estojos deflagrados

Teste de Normalidade Shapiro-Wilk
Metodologia de coleta FTA Suabe
Skewness —
_ ) 1,188 1,961
simetria amostral
Kurtosis — 2,458 4,028
distribuicéo gaussiana? N&o gaussiana N&o gaussiana
Desvio padrao 0,7421 3,299

Fonte: A autora, 2021.

Gréafico 6 — Comparativo das metodologias de coleta de DNA
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Legenda: As barras cheias indicam as médias de DNA obtido de cada metodologia de coleta testada em picogramas
por microlitro; papel FTA e Suabe de algodao.
Fonte: A autora, 2021.

A andlise dos resultados a partir do canal Crimson (controle interno de reagéo) detectou
amplificagdo para todas as amostras de FTA e de Suabe. A analise a partir do canal Red
(degradacdo do DNA gendémico) detectou amplificacdo para todas as amostras de FTA e de
Suabe, muito embora em quantidades muito pequenas: médias de 1 pg/ul e 2 pg/ul
respectivamente. Em ambos os canais ndo foi detectada amplificacdo para as amostras de

estojos submersos, indicando a existéncia de inibidores nestas amostras.
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6.5 Quantificacéo absoluta por PCR em tempo real — Estojos deflagrados

Os resultados obtidos nos trés intervalos de tempo (3, 8 e 30 dias) para as quantidades

de DNA gendmico estéo representados a seguir (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados da quantificacdo de DNA genémico total por PCR em tempo real dos

estojos de municgéo deflagrados de calibre 9mm

Intervalos de tempo 3 dias 8 dias 30 dias
Meédia (pg/ul) 0,3 0,3 0,3
Desvio padrao™ 0,3 0,2 0,4
Erro padrao 0,1 0,09 0,1

Legenda: Médias de DNA gendmico total obtido dos estojos deflagrados depois de 3 dias, 8 dias e 30 dias apds a
realizacdo dos tiros.

Nota: ** O desvio padréo quantifica a variabilidade ou dispersdo das amostras. 2 O erro padrdo da média quantifica
a precisdo da média. E uma medida de qu&o longe a média da sua amostra provavelmente estara da verdadeira
média da populacdo. As medidas de desvio padréo e erro padrdo sdo nas mesmas unidades das amostras (pg/ ).
Fonte: A autora, 2021.

O teste de normalidade D’Agostino & Pearson foi inicialmente aplicado a estes dados
da quantificacdo de DNA gendmico, e os indicadores de simetria amostral (skewness) e de
distribuicdo gaussiana (kurtosis) indicaram que os resultados ndo assumem uma distribuicéo
gaussiana. Em seguida, procedeu-se com a aplicacdo de teste adequado aos tipos de dados (néo
paramétricos e independentes), em um comparativo para os quatro grupos. O teste estatistico
de Kruskal-Wallis apresentou um valor de p = 0,6, ou seja, ndo foi detectada diferenca
significativa entre os grupos (p >0,05) (Gréafico 7). O teste post hoc de Dunn foi aplicado
identificando ndo existir diferenca significativa entre os intervalos de tempo (Tabela 16) ndo
sendo possivel estatisticamente determinar uma correlacéo entre a influéncia do fator temporal

(intervalos de tempo) e a quantidade de DNA obtido nestes diferentes periodos.
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Tabela 16 — Dados resultantes do teste estatistico Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn

quando aplicados aos resultados da quantificacdo de DNA gendmico nos estojos deflagrados

Teste estatistico Kruskal-Wallis

Valor de p >0,05

Teste post hoc: Comparacao multipla de Dunn
3 dias vs 8 dias Né&o significativo

3 dias vs 30 dias Né&o significativo

8 dias vs 30 dias Né&o significativo

Fonte: A autora, 2021.

Gréfico 7 — Resultado da quantificagdo de DNA gendmico por PCR em tempo real de

amostras de estojos de municao deflagrados
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Legenda: As barras indicam as médias de DNA obtido apds o tiro em diferentes intervalos de tempo. *As barras
indicam o erro padrdo da média.
Fonte: A autora, 2021.

O grafico 8 indica a quantidade de DNA obtido considerando cada voluntario em cada
tiro realizado. Cada simbolo em cada intervalo de tempo representa uma amostra obtida de um
estojo deflagrado. E possivel notar acentuada variabilidade na quantidade de DNA transferido
bem como a pouca quantidade deste presente na superficie do estojo.
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Gréfico 8 — Quantificacdo de DNA gendmico em superficie de estojo de municdo deflagrado

considerando cada voluntario
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Fonte: A autora, 2021.

A andlise dos resultados a partir do canal Crimson (controle interno de reacdo) detectou
amplificacdo para todas as amostras nos trés intervalos de tempo estudados. A analise a partir
do canal Red que detecta a degradacdo do DNA gendmico, indicou que 85 % das amostras ndo

foram amplificadas e as amplificagdes observadas (14,8 %) foram em quantidades
acentuadamente baixas, variando de 0,1 pg/ul a 1,3 pg/ul.

6.6 Analise de regides STR
Considerando as amostras avaliadas dentro dos intervalos de tempo propostos, foram
obtidos dois perfis genéticos parciais de dois voluntérios distintos no intervalo de 8 dias, o que

representa uma taxa de sucesso de 22 % (Tabela 17). A taxa de sucesso global foi de 7%.

Tabela 17 — Resultados da analise de regibes STR

NUmero de Numero total de
Amostra ] ]
alelos obtidos  alelos possiveis*!
V1 -8dias 47 54
V2 — 8 dias 31 54

Nota: " O kit utilizado PowerPlex® Fusion 6C (Promega Corporation) possui 27 loci para a composigéo do perfil

genético. Se completo, até 54 alelos podem ser obtidos para individuos heterozigotos. Valores inferiores denotam
perfil genético incompleto.
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7 DISCUSSAO

7.1 Analises morfoldgicas e quimicas

7.1.1 ConsideracOes acerca da variacdo das espessuras das cristas ao longo do tempo

A afericdo da espessura das cristas em diferentes regides de mindcias evidencia que
ndo ha uniformidade de espessura ao longo das impressdes digitais, mesmo sem os efeitos da
passagem do tempo, como pode ser observado nas medidas das minucias logo apés a deposicao
(tempo 0, tabelas 5 a 7). Esse fato também aponta para a necessidade de uma padronizagdo de
metodologia para o emprego da analise morfométrica visto que, é provavel que se diferentes
avaliadores aferirem as mesmas impressdes, possam chegar a medidas diferentes ao eleger areas
distintas para a afericdo. Além disso, como as cristas ndo sdo regulares ao longo de sua estrutura,
ao utilizar uma ferramenta de medicdo dos softwares como GIMP® ou Photoshop®, podem
haver pequenas diferencgas nos valores aferidos a depender do local a partir do qual o perito fez
a afericdo. Neste estudo, foi proposto o uso da ferramenta de medicao do software GIMP tendo
como base a padronizacdo da afericdo a partir da selecdo de mindcias especificas para cada
digital avaliada e a determinacdo de um angulo de afericdo que € gerado pela prépria
ferramenta. Futuramente, a padronizacdo proposta podera ter sua eficacia avaliada a partir de
um estudo de validagio com a aplicacdo por examinadores independentes. E esperado que o
desvio padrao das afericdes realizadas por cada examinador seja pequeno, indicando pouca ou
nenhuma variacdo nas medidas obtidas.

Avaliando o comportamento das cristas estudadas para o voluntério 1, no intervalo de
tempo de 0 a 28 dias, é possivel verificar que em um primeiro momento, entre 0 e 7 dias, ha
uma diminuicdo da espessura das cristas para todos os pontos e, nos intervalos seguintes as
cristas demonstram uma tendéncia ao aumento de sua espessura. No entanto, ao se observar as
cristas mais envelhecidas, a partir de 68 dias, ndo se nota esse comportamento de diminuicéo e
aumento, apenas uma tendéncia ao aumento das espessuras ate 82 dias.

Para o voluntério 2, as aferi¢ces indicam uma tendéncia a diminuicéo da espessura das
cristas a partir do tempo 0 até o tempo 14 dias. Apds esse periodo, em 28 dias, as espessuras

tendem a aumentar, a excecdo de um dos pontos aferidos que nao apresentou nem aumento e
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nem diminui¢do no tempo 28 dias. As impressdes digitais mais envelhecidas deste voluntario
(68 a 82 dias) apresentaram 0 mesmo comportamento que as do voluntario 1, com uma
tendéncia ao aumento ao longo do tempo.

Comparativamente, o voluntario 3 apresentou valores iniciais de espessura de crista
maiores que os voluntarios 1e 2, no entanto o comportamento de suas cristas ao longo do tempo
indicou uma tendéncia a diminuicdo na maioria dos intervalos de tempo analisados para ambos
os periodos analisados (0 a 28 dias; e 68 a 82 dias). O voluntario 3 foi um voluntario do sexo
masculino e os voluntarios 1 e 2 eram do sexo feminino. Muito embora o espaco amostral seja
reduzido, essa observacdo dialoga com a possibilidade de que o uso da morfometria para a
determinacdo de idade do vestigio papiloscOpico possa apresentar variacfes relacionadas ao
sexo bioldgico do individuo, visto que algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido
de identificar caracteristicas fisicas das impress@es digitais que possam diferenciar o sexo
bioldgico dos individuos (Acree et al., 1999; Agnihotri et al., 2012; Mundorff et al., 2014).

Este perfil de degradagéo que nos primeiros dias resulta na diminuigdo da espessura das
cristas pode ser explicado pela evaporacdo inicial da agua presente nos residuos de impressao
digital e componentes organicos mais volateis (Bright et al., 2013; Czech et al., 2019).
Recentemente, Boseley et al. (2022) verificaram que nas primeiras oito horas apds a aposi¢do
ocorre uma intensa desidratacdo do vestigio digital, o que poderia explicar o estreitamento das
cristas. Ja 0 aumento na espessura das cristas com a evolugdo do tempo pode ser explicado pela
degradacdo de lipidios, gerando um espalhamento das moléculas na largura das cristas,
resultando no aumento das métricas (Barros et al., 2013; De Alcaraz-Fossoul et al., 2018; De
Alcaraz-Fossoul et al., 2019). O aumento de espessura também poderia ser explicado pela
reabsorcao de agua (umidade do ar) por alguns elementos higroscépicos que possam estar na
impressado digital ou na prépria superficie na qual essa foi depositada (Croxton, 2008).

Um topico interessante de discussdo acerca da presenca de agua nos residuos de
impressao digital é abordado por Kent (2016). Muitas literaturas de referéncia em Ciéncia
Papiloscopica (The Fingerprint Sourcebook, 2011; Cadd et al., 2015; Daluz, 2015) dentre
muitos artigos cientificos que reproduzem a informacao, apontam que as impressdes digitais
s80 compostas por uma secrecdo écrina que contém majoritariamente dgua, em torno de 90 a
98%. No entanto, muito embora a producéo pelas glandulas écrinas possa ser de uma excre¢ao
majoritariamente composta por agua e diversas moléculas solGveis em agua em baixas
concentragfes (Hurley, 2001), pouco se é discutido sobre a real proporcdo desse contetdo

écrino disponivel para compor um vestigio digital, considerando ainda, que esse contetdo
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sofrerd evaporacdo e reabsorcao antes de ser transferido e que além disso, a impresséo digital
também é composta por secrecdo sebacea.

Nesse contexto, talvez seja pouco provavel que um vestigio de impressao digital tenha
em torno de 90 a 98% de sua composicdo apenas de dgua. Em uma revisdo da literatura para
determinar calculos tedricos acerca dos constituintes da impresséo digital, Kent (2016) conclui
que um vestigio digital seria composto em torno de 20% de agua e 80% de uma mistura de
elementos organicos e inorganicos (Scruton et al., 1975; Croxton, 2008; Girod, Ramotowski e
Weyrmann, 2012). E possivel que esse entendimento sobre a proporcionalidade dos
constituintes da impressao digital seja um dos motivos para explicar o grande foco da
comunidade cientifica no estudo dos elementos lipidicos como indicadores de temporalidade
do vestigio, em detrimento da andlise de elementos inorganicos.

Analisando as micrografias dos vestigios digitais do voluntario 1, essas corroboram
visualmente os achados morfométricos no que diz respeito ao comportamento das cristas no
tempo 0 e tempo 28 dias. Ao se observar as imagens do tempo 0, aumento 100x, é possivel
verificar uma delimitacdo clara das cristas com organizacgdo estrutural, enquanto a micrografia
do tempo 28 dias no mesmo aumento exibe uma estrutura mais alargada, desorganizada, nao
sendo possivel verificar com clareza as delimitacdes das margens das cristas. Alguns autores
explicam que ao longo do tempo os lipidios rapidamente sdo degradados, resultando em um
espalhamento pelas cristas, o que poderia justificar o aumento de espessura (Pleik, et al., 2016).
Aliado a isso, ao longo do tempo as micrografias passam a apresentar claros sinais de oxidacao,
resultado da interacdo dos componentes do vestigio papiloscépico com a superficie metélica, o
que pode ser corroborado pelas analises elementares pontuais de algumas destas regifes
realizadas com a técnica da EDS.

Ainda, a partir das micrografias do voluntario 1, é possivel perceber que a analise visual
das impressdes mais envelhecidas é favorecida em comparacdo com as impressoes entre 0 e 28
dias. Muito embora o comportamento do vestigio papiloscépico ndo seja 0 mesmo para todos
os tipos de metais, a superficie estudada — latdo — demonstra que uma marca digital poderia ser
visualizada em uma superficie de interesse forense, e.g. estojos de munigéo deflagrada, mesmo
que decorrido um tempo maior.

Bond e Phill (2008) demonstraram a reagdo de 10 metais e 10 ligas metalicas aos
elementos constituintes da impressdo digital, evidenciando que alguns sdo mais suscetiveis a
degradacdo, e.g. a prata e o aco inoxidavel foram menos reativos do que o latdo (liga metélica
comumente empregada no contexto forense na fabricagédo de estojos de municao), ou seja, nas

superficies de latdo foi possivel visualizar uma maior porcentagem de impressoes digitais.
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A reacdo quimica que ocorre entre a superficie metélica e os residuos da impresséo
digital altera as caracteristicas fisico-quimicas da superficie, e essa informacdo vem sendo
investigada na literatura cientifica na temética de técnicas de revelacdo. Uma das abordagens
estudadas foi o0 uso da Microscopia de Varredura com Sonda Kelvin que detecta as variacGes
no potencial elétrico ao longo da superficie gerando uma imagem que permite a visualizacdo
da impressdo digital pois ha uma diferenca de potencial elétrico entre as &reas que sofreram
corrosdo (presenca do vestigio papiloscopico) e areas adjacentes (Williams, McMurray e
Worsley, 2001; Williams e McMurray, 2007).

A presenca de ions com forte poder de corrosdo como o cloreto (CI") (Torres, 2011;
Athayde, 2020) bem como a sua concentracdo na secre¢cdo écrina pode ter relacdo com a
permanéncia e visualizacdo do vestigio papiloscépico ao longo do tempo. No entanto, a
literatura cientifica ndo reporta o uso dessa informacdo para fins do desenvolvimento de
metodologias e/ou do préprio entendimento do processo de senescéncia das impressdes digitais.
No presente estudo, a captura de imagens de alta resolugdo com a microscopia eletronica de
varredura de vestigios latentes (ndo revelados) foi viabilizada pelo processo de interacdo
quimica vestigio-superficie. A analise das micrografias ao longo do tempo permitiu a
visualizagdo do alargamento das cristas para a maioria dos voluntarios e do emprego de técnicas
de morfometria mais precisas.

Nessas circunstancias, Bond e Phill (2008) verificaram que superficies compostas por
mais de 40% de cobre apresentaram os maiores indices de corrosdo gerando imagens das
impressdes digitais que permitiram a verificacdo das informac6es morfoldgicas de nivel 2
(minucias) e de nivel 3 (poros), as Ultimas as quais sdo raramente visualizadas com o uso das
técnicas tradicionais de revelacdo. Logo, a MEV poderia também ser empregada em estudos
futuros para a comparacdo do comportamento do vestigio digital em diferentes superficies
metalicas com aplicacdo para a pratica forense, visto que ha diferentes tipos de estruturas,
objetos e superficies metalicas que sdo periciados na rotina.

Ao analisar as micrografias e os dados morfométricos, € possivel verificar que 0s
intervalos de tempo intermediarios na maioria das vezes — visualmente ou numericamente —
ndo permitem inferir sobre 0 comportamento preciso do vestigio. No entanto, a observagéao de
intervalos de tempo mais distantes entre si, viabilizam a percepcdo de mudanca de
comportamento na crista, no caso das condicdes testadas neste estudo, com uma tendéncia pelo
aumento das espessuras. A hipdtese de que seja possivel apenas a diferenciacdo de impresses

recentes de impressdes antigas também foi verificada em estudo envolvendo a degradacgéo de
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um componente lipidico (esqualeno), no qual vestigios de até 3 dias foram diferenciados com
sucesso de vestigios a partir de 30 dias de idade (Girod et al., 2016).

Comparando as micrografias dos voluntarios 1 e 2 (mulheres) com a do voluntario 3
(homem), fica evidente que nesse Gltimo sdo visiveis uma quantidade maior de areas oxidadas
(Figura 34 e 35 em comparagdo com as Figuras 30 a 33). Esse fato pode ser explicado ao se
estudar o fendmeno da corroséo.

A corrosdo consiste na degradacdo de um metal pela agdo do meio, sendo que a corrosao
eletroquimica (Umida ou galvanica) é aquela que sera intermediada por uma solucdo aquosa
(presenca de um eletrdlito). Quando uma superficie metalica estd em contato com uma solucéo
aquosa, 0s atomos da superficie tendem a se dissociar e formar elétrons livres que se mantém
na superficie, o que caracteriza o processo de oxidacao (Universidade de Séo Paulo, 2017).

No caso das impressdes digitais, as glandulas écrinas presentes abundantemente na pele
das mdos, secretam a solucdo aquosa, composta de agua e sais idnicos que irdo corroer a
superficie metélica, resultando na fixacdo do formato da impressdo digital na superficie. Esse
processo de corrosdo do metal é oportunizado pela acdo de ions cloreto que compdem a
secrec¢do écrina das impressdes digitais (Bond, 2008; Bleay, Croxton e Puit, 2018). A qualidade
desta marca gerada pela oxidacao da superficie metélica é dependente de dois fatores principais,
a composicdo do metal e a quantidade da secrecdo écrina excretada pelo individuo (Bond e
Phill, 2008). Neste estudo, o voluntario 3 relatou ter naturalmente um excesso de suor nas maos,
perceptivel visualmente durante o periodo de coleta de impressdes digitais. Muito embora essa
caracteristica ndo tenha sido explorada de modo aprofundado por outros experimentos, é
possivel correlacionar a quantidade aumentada de secrecdo écrina deste voluntario com o
comportamento de suas impressdes digitais nas superficies metélicas (mais areas de oxidacéo).

Esse fato reforca a necessidade do estudo por periodos mais extensos das caracteristicas
do doador a fim de corroborar o comportamento de suas impressdes, bem como, monitorar a
variabilidade intrapessoal do individuo. Isso também dialoga com a hip6tese de que ndo seja
possivel o emprego de um Unico método para todo e qualquer individuo para a datagdo de
impressdes digitais (Frick et al., 2021), de modo que para o estabelecimento de um modelo de
envelhecimento capaz de estimar a idade do vestigio, é sugerido que as impressdes digitais do
suspeito sejam estudadas considerando as circunstancias particulares do caso (Girod et al.,
2016).

Essa perspectiva para o uso de metodologia de datacdo foi utilizada em um caso de
repercussao nacional ocorrido no Brasil em 2009. O caso ficou conhecido como “Crime da 113

Sul” e se refere ao triplo homicidio ocorrido em Brasilia, envolvendo o ex-ministro do Tribunal
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Superior Eleitoral José Guilherme Villela, sua esposa Maria Carvalho Mendes Villela e a
empregada doméstica da familia Francisca Nascimento Silva. Na ocasido, uma impresséo
palmar da filha das vitimas — Adriana Villela — foi identificada no apartamento. No entanto,
essa informou que ndo havia estado no apartamento dos pais recentemente, que sua ultima visita
teria sido em torno de quinze dias antes do crime, 0 que suscitou a investigacdo da idade do
vestigio palmar encontrado na cena do crime.

A estimativa de datacao do vestigio encontrado foi realizada a partir do estudo particular
das condic¢fes climaticas e utilizando as impressdes da propria suspeita. Ap6s um ano do
ocorrido, a fim de reproduzir as condicGes da época do crime, as impressdes de Adriana Villela
foram apostas na mesma superficie no local do crime (apartamento dos pais). E entdo foi
realizado novo exame destas impressdes para a comparacdo com as impressdes recolhidas a
época do crime, bem como estudar o comportamento das impressfes da suspeita ao longo de
diferentes intervalos de tempo, a fim de corroborar ou refutar a sua versdo dos fatos.

O envelhecimento das impress@es foi estudado a partir de suas caracteristicas fisicas,
através da morfometria. O resultado da analise morfométrica incluiu as impressées digitais da
época do crime em um intervalo de tempo de 3 a 9 dias, com 95% de intervalo de confianca, o
que refutou o discurso de Adriana Villela no qual a impresséo palmar teria em torno de 15 dias.

Muito embora no momento ndo exista metodologia cientifica validada para datar um
vestigio papiloscopico, a conduta aplicada ao caso real esté alinhada aos resultados observados
e perspectivas das inimeras pesquisas realizadas no tema nas Ultimas décadas, ressaltando a
importancia de se considerar a necessidade da inclusdo de varidveis especificas do caso

concreto aos modelos de envelhecimento.

7.1.2 Consideracoes acerca da distribuicdo de elementos quimicos nos vestigios digitais ao

longo do tempo por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X

As figuras 36 a 39 demonstram uma das vantagens do uso da técnica MEV associada
com a EDS que € o estudo mais profundo da morfologia do vestigio. Ao analisar as micrografias
obtidas € possivel perceber que as cristas possuem bordas irregulares de modo geral, de modo
gue ao longo de uma mesma crista observam-se morfologias estruturais que variam. Com o
passar do tempo ficam evidenciadas descontinuidades ao longo das cristas em decorréncia da

degradacdo dos elementos constituintes do vestigio. As micrografias das impressdes mais
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antigas (68 a 82 dias) apresentam maior contraste e nitidez do que as impressdes do intervalo
de tempo 0 a 28 dias, o que poderia ser explicado em fungdo do substrato metalico no qual
foram apostas: com o passar do tempo a oxidacao do metal nas areas de depdsito de elementos
constituintes das impressdes digitais se intensifica, tornando o vestigio mais evidenciado.
Também é possivel observar nas impressdes mais antigas uma distribuicdo maior de pontos de
oxidacdo. Um destes pontos foi caracterizado pela técnica MEV-EDS a partir de uma impressao
de 82 dias do voluntario 1 (Figura 36).

O espectro EDS obtido para o ponto estudado indica a presenca de cobre e oxigénio
compativel com o espectro do cobre oxidado (CuO; CuO2), ndo sendo possivel precisar a partir
deste ensaio qual espécie oxidada foi detectada. Espectros semelhantes foram observados no
trabalho de Sudha et al. (2021) que caracterizam estruturas de cobre oxidadas. Também se
observa pouca presenca do atomo carbono, indicando pouca presenca de matéria organica.

Além destas observacdes, algumas impressGes digitais apresentaram estruturas
particulares que foram caracterizadas individualmente pela técnica MEV-EDS (Figuras 37 e
38). Na figura 38, as incidéncias dos pontos 1 e 2 realizados diretamente sobre a estrutura em
destaque indicam a presenca de carbono, compativel com a composi¢cdo majoritaria de matéria
orgénica. O ponto 1 principalmente evidencia a natureza da estrutura observada, que é distinta
dos espectros EDS observados para as areas comuns de crista. A incidéncia do ponto 3 realizada
fora da estrutura morfolégica em questdo indica a presenca majoritaria do elemento cobre,
confirmando tratar-se de area compativel com o substrato metélico.

Ja na figura 39 sdo visualizados os espectros obtidos com a técnica EDS a partir de
diferentes areas em uma impressao digital de 28 dias de idade. O ponto 1 caracteriza uma regido
de oxidacdo sob a regido terminal de uma crista (presenca acentuada de 4&tomos de carbono,
oxigénio e cobre, além de potassio, cloro e sodio), indicando a presenca de matéria organica
dos elementos constituintes da crista, bem como a oxidac¢édo do substrato metalico. Os pontos 2
e 4 caracterizam a regido de substrato (deteccdo majoritaria de &tomo de cobre) e 0 ponto 3
caracteriza uma area de continuidade de crista. A intensidade da incidéncia do feixe de elétrons
do detector EDS pode ter mobilizado elétrons além da superficie da crista, atingindo também o
substrato e por este motivo verificou-se a presenga do atomo de cobre no espectro EDS do ponto
3.

Considerando a tabela 9 que reporta a analise estatistica para todos os elementos
guimicos detectados (carbono, oxigénio, sodio e cloro) nas impressdes estudadas, muito embora
os valores de p indiqguem que a hip6tese nula ndo possa ser rejeitada (HO = o intervalo de tempo

ndo tem influéncia sobre a % detectada de elementos quimicos), o teste aplicado demonstra que
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apenas o elemento oxigénio pode ter potencial para estabelecer uma correlagdo com o
envelhecimento das impressoes digitais, pois 32% da variacéo observada em suas quantidades
relativas foi influenciada pelo intervalo de tempo. Considerando as duas variaveis, voluntario
e intervalo de tempo, o teste demonstra que, nas condi¢cdes do experimento, para todos os
elementos quimicos, a excecdo do oxigénio, o voluntario foi a variavel majoritariamente
responsavel pelas variages observadas.

Ao se observar as quantidades relativas de oxigénio na tabela 8, em dois dos trés
voluntéarios testados, nota-se o aumento gradativo do percentual de oxigénio detectado a partir
de 0 até 28 dias, destacando-se as amostras de 0 dias com 7,4% e 7,9% de oxigénio, em contraste
com as amostras de 28 dias com 12,9% e 18,3% de oxigénio, respectivamente para 0s
voluntarios 1 e 3, um aumento de 74,3% e 31,6%. Esse perfil corrobora as observacdes de Girod
et al. (2016) no que diz respeito a possibilidade de diferenciacdo assertiva entre impressoes
recentes e antigas.

Dos elementos analisados, o elemento cloro apresentou as menores quantidades
relativas detectadas. Para os voluntarios 1 e 2, este elemento foi detectado em apenas em uma
das triplicatas e para o voluntario 3 foi detectado nas trés coletas realizadas em alguns dos
intervalos de tempo (Tabela 10). A tabela 10 apresenta as quantidades relativas (%) do elemento
cloro ao longo do tempo para os voluntarios para cada uma das coletas realizadas. O cloro
detectado se relaciona com os ions cloreto advindos da secrecdo écrina comum nas impressdes
digitais. Ao se observar as quantidades relativas de cloro para o voluntario 3, essas sao
superiores as quantidades verificadas para as voluntarias 1 e 2, o que corrobora a informacao
de sudorese excessiva reportada por este voluntario e com consequéncia a oxidacdo acentuada
na superficie de latdo vista nas micrografias.

Além disso, para o elemento cloro, observando as quantidades relativas detectadas, é
possivel notar uma tendéncia a diminuicao da presenca de cloro ao longo do tempo. Nas coletas
nas quais o elemento foi detectado pela técnica da EDS, ao se comprar as impressdes
imediatamente apds a aposicdo (0 dias) e as impressfes mais envelhecidas (28 dias) ha um
decréscimo na quantidade relativa de cloro detectada para todos os voluntarios. Para o
voluntario 1, entre o tempo 0 e o tempo 28 dias, houve uma reducéo de 80% do elemento cloro.
Ja para o voluntario 2, a quantidade inicial detectada foi de 0,2% e apds 28 dias, a quantidade
existente estava abaixo do limite de detecgédo da técnica de EDS, representando também uma
tendéncia para a diminuicao. Para o voluntério 3, em duas das trés coletas houve diminui¢do do
elemento cloro (62,5% e 66,7%, coleta 1 e coleta 3 respectivamente) entre o tempo 0 e o tempo
28 dias.
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Essa variagdo na concentracdo de cloro entre individuos também foi verificada por
outros autores, indicando que a idade e falange distal utilizada influenciaram nas quantidades
desse elemento nas impressbes digitais. Além disso a porosidade da superficie também
influenciou na deteccdo do elemento, sendo que a quantidade de cloro foi quase trés vezes maior
nas impressdes apostas em superficie porosa (papel de filtro) do que em superficie ndo porosa
(aluminio) (Cuthbertson, 1969; Croxton et al., 2010).

Nas condi¢cbes experimentais testadas, o elemento cloro apresenta potencial para a
diferenciacdo entre impressdes recentes e impressdes envelhecidas com pelo menos 28 dias de
idade. Os intervalos de tempo intermediarios (7 e 14 dias) ndo foram detectados na maioria das
coletas.

Ao se analisar os graficos do tipo diagrama de caixa — boxplot (Graficos 2 a 5) que
indicam a distribuicdo dos elementos quimicos ao longo do tempo, o tamanho das caixas dos
diagramas indica a amplitude da variacdo do dado em questdo (quantidade relativa do elemento
quimico detectado).

Ao observar os diagramas de todos os elementos detectados, € possivel verificar que 0s
elementos sodio e carbono apresentaram uma tendéncia a estabilidade ao longo do tempo, nédo
apresentando grandes variagdes nos tamanhos das caixas dos diagramas. O elemento quimico
oxigénio apresentou uma tendéncia ao aumento em impressdes mais envelhecidas, ao passo que
o0 elemento quimico cloro apresentou uma tendéncia a diminuicdo no mesmo intervalo de tempo
(28 dias).

A deteccdo de elementos inorganicos como potassio e cloro (cloreto) em vestigios de
impressdes digitais foi demonstrada de modo pioneiro por Worley et al. em 2005 com o
emprego da espectrometria de fluorescéncia de micro raios-X (MXRF - Micro X-ray
fluorescence spectrometry). O principio da técnica é semelhante ao EDS no qual ha um
mapeamento da regido selecionada gerando um imageamento da impressdo com base na
distribuicdo quimica dos elementos presentes na amostra, e espectros indicativos da presenca
destes elementos (Wei et al., 2016), no entanto, os imageamento gerados pelo EDS apresentam
apenas a distribuicdo geral do elemento naquela regido analisada, ndo gerando uma imagem da
impressao digital definida propriamente dita a partir da detecgdo dos elementos quimicos
(Figura 40). Logo, diferente da técnica MXRF que tem uso potencial para a deteccdo de
impressdes digitais como uma técnica de revelagdo, o EDS pode nédo ser indicado para tal
propdsito. A MXRF permite uma analise microscopica ndo destrutivel e sem a necessidade de

um preparo prévio devido a sua alta resolucao espacial.



130

A existéncia de elementos quimicos ndo volateis como o potassio em residuos de
impressao digital poderia explicar, em teoria, a permanéncia dessas em superficies por longos
periodos (Worley et al., 2005), de modo que quanto maior o teor de compostos inorganico no
vestigio, maior seria a propensédo de sua permanéncia na superficie e maiores as chances de ser
visualizado com o uso de técnicas que favoregcam a deteccdo de elementos inorgénicos. No
entanto, na prética pericial, as técnicas tradicionais de revelacdo se pautam principalmente na
aderéncia do revelador de modo inespecifico ao contelldo aquoso e sebaceo das impressoes.

Novamente, a percepcao acerca da presenca dos elementos inorganicos se relaciona com
a tematica da revelacdo de vestigios e pouco se comenta sobre a possibilidade do seu uso para
a datacdo. No trabalho de Worley et al. (2005) foi mencionado brevemente que um vestigio
digital foi visualizado pela técnica através da deteccdo de potassio e cloreto apos 7,5 meses,
mas o tema néo é explorado.

Ainda considerando especificamente o elemento potéssio, diferente do trabalho acima,
neste estudo o potéssio foi detectado em apenas dois momentos (dados ndo evidenciados nos
resultados), para 0 mesmo voluntario (voluntario 2 — sexo feminino) em duas impressdes de 14
e 28 dias respectivamente. Estudos mais robustos, com um nimero amostral mais amplo e um
acompanhamento mais aprofundado de cada voluntario, incluindo hébitos cotidianos, é
necessario para melhor compreender a presenca ou auséncia desse elemento quimico.

A presenga dos elementos sddio e cloreto visualizados nas anélises EDS advém do
cloreto de sodio (NaCl) que é um produto de excrec¢do das glandulas écrinas (Baker, 2019). No
presente estudo, o sddio se manteve relativamente estavel ao longo dos dias (grafico 4)
enquanto o cloro apresentou uma variacdo mais perceptivel, principalmente ao se comparar o
tempo 0 e o tempo 28 dias. Muito embora a presenca de ions cloreto nos residuos de impressao
digital seja melhor explorada no que diz respeito ao fenbmeno da corrosdao em superficies
metalicas como descrito na se¢do inicial desta discussdo, ndo foram encontrados artigos que
discutissem a presenca e estabilidade verificada neste trabalho acerca do elemento quimico
sodio.

A escassez de estudos que avaliem a distribuicdo elementar quimica das impressoes
digitais, deixando essa caracteristica pouco conhecida, pode se relacionar com a dificuldade até
entdo de abordagens técnicas com sensibilidade para a deteccao desses elementos em escala de
resolugdo espacial de micron (uM; 1 x 10° m) e sub-uM (Boseley et al., 2019). Esse recente
trabalho desenvolvido por Boseley et al. com o emprego da técnica de Microscopia de
Fluorescéncia de Raios-X evidenciou a distribuicdo clara dos fons Ca?*, CI~ e K* e dos

elementos Cu e Zn em impressdo natural de um dos doadores, corroborando as perspectivas
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futuras no desenvolvimento de pesquisas dedicadas & anélise da por¢do inorgénica dos vestigios
papiloscopicos.

Uma das vantagens da avaliacdo de elementos inorganicos oriundos da secrecédo écrina
¢ a possibilidade de um estudo do vestigio a longo prazo (anos), diferentemente dos elementos
lipidicos que possuem um periodo mais rapido de degradacdo (Frick et al., 2021). E, como
visto, compostos écrinos, assim como outros componentes que podem ser detectados em
impressoes digitais (e.g. debris celulares), embora negligenciados pelas pesquisas nas ultimas
décadas, vém demonstrando potencial para serem marcadores de temporalidade no estudo da

senescéncia de vestigios de impresséo digital.

7.2 Analises genéticas

No que diz respeito a escolha da metodologia de coleta de DNA, a anélise estatistica
realizada demonstrou ndo existir diferenca significativa entre o uso do papel de filtro FTA®e
os suabes de algoddo. Contudo, estudos prévios demonstraram que 0 uso do suabe de algodao
propicia a ndo extracdo completa do DNA da matriz fibrosa do algod&o e que alguns tipos de
suabes sdo capazes de reter este material genético a partir de uma ligacdo com estas fibras, de
modo gue o sucesso da recuperacdo do DNA coletado a partir dos suabes ndo atinge 100% de
eficiéncia (Bruijns et al., 2018).

Estudo recente que compara a eficiéncia de obtencdo de DNA a partir do uso de FTA®
e de suabe, concluiu que as quantidades de DNA obtidas com o uso do papel de filtro foram
significativamente maiores quando comparadas aquelas proveniente dos suabes (Kirgiz e
Calloway, 2017). Tal fato pode ser explicado pela prépria natureza do papel de filtro FTA® que
é quimicamente tratado para permitir melhor preservacédo e liberacdo do DNA, bem como 0s
recortes deste papel apresentam uma efetiva area de contato com a superficie do objeto de
interesse (van Oorschot et al., 2003), concentrando o material coletado. De modo contrério, o
suabe retém o DNA em suas fibras e possui uma area muito maior do que a que ¢ efetivamente
usada, visto que apenas o exterior da por¢édo de algodao ¢ de fato utilizada.

A terceira metodologia de coleta de DNA testada no ensaio de padronizacdo foi a
submersdo dos estojos. Considerando a natureza escassa do material bioldgico depositado
nestes estojos, o protocolo foi adaptado a partir do protocolo de Montpetit ¢ O’Donnell (2015)

que incluia além da incubacdo da amostra submersa, também uma coleta com o uso de suabe.
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Como demonstrado, o suabe de algod&o ndo tem se mostrado o melhor instrumento de coleta
em se tratando de amostras com pouco DNA como as amostras no presente trabalho e, desta
forma, esta etapa nédo foi realizada. No estudo de Montpetit e O’Donnell (2015), 800 munigdes
e 10 voluntarios foram envolvidos, o que favorece as chances de obtencéo de perfis genéticos
interpretaveis, bem como a variabilidade entre os voluntarios. Neste trabalho, 34,7% de perfis
genéticos interpretaveis (o pardmetro faz alusdo a deteccao de quaisquer alelos) foram obtidos,
sendo destes apenas um perfil completo foi obtido com o método de submersdo. O referido
estudo ndo aborda os aspectos de degradacéo e inibicdo amostral, contudo, no presente trabalho
0 uso do método de submerséo indicou inibicdo completa, possivelmente em decorréncia do
desprendimento de material metalico da superficie do estojo e depdsito na solugdo (Figura 51).

Segundo van Oorschot et al. (2013) 20 a 76% do DNA coletado é perdido durante o
processo de extracao e, considerando que as amostras objetos deste estudo sdo amostras traco
(provenientes do toque) com pouca disponibilidade de material genético para anélise, o papel
de filtro FTA®foi a opcéo de escolha como metodologia de coleta.

Com a metodologia de coleta determinada, os estojos de municdo deflagrados foram
processados de acordo com os intervalos de tempo determinados considerando um critério de
recenticidade a partir de 3 dias (recente), 8 dias e 30 dias (antigo). Este critério foi desenvolvido
com o objetivo de estabelecer recomendagfes futuras para a pratica forense, partindo da
hip6tese que estojos processados em intervalos de tempo menores resultariam na obtengédo de
um maior numero de alelos em um perfil genético. Em contraponto a hipétese inicial, o0s
resultados obtidos a partir da PCR em tempo real apresentaram quantidades de DNA
acentuadamente baixas em todos os intervalos de tempo, ndo sendo possivel estatisticamente
estabelecer uma correlagdo entre intervalo de tempo e quantidade de DNA recuperada. A
informacdo que se destaca mediante as analises realizadas é o perfil de degradacao presente em
todas as amostras, independente do intervalo de tempo estudado.

Ademais, muito embora o teste estatistico ndo tenha detectado diferenca significativa
entre os grupos comparados (p>0,05), a quantidade de DNA transferida pelo manuseio das
muni¢Oes por cada voluntario varia consideravelmente (Lowe et al., 2002; Montpetit, 2019)
como também demonstra o grafico 3 e é uma variavel ndo controlavel que influencia o sucesso
de quaisquer analises de DNA de toque e pode influenciar o sucesso da genotipagem.

Das 27 amostras analisadas, o perfil genético foi recuperado em duas destas, uma taxa
de sucesso de 22% dentro deste intervalo de tempo. Dentre os fatores que podem explicar as
baixas taxas de obtencdo de perfil genético, também podem ser considerados o tempo de

manuseio da municdo bem como a intensidade da pressdo aplicada na superficie desta pelo
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individuo (Dieltjes et al., 2011). Em um estudo conduzido por Jansson et al. (2020) os
voluntarios manusearam as munic¢6es por um periodo estendido de um minuto, o que ndo é
compativel com a pratica do municiamento de armamentos, mas que pode justificar os bons
resultados obtidos em termos de perfis genéticos (13 de 15 marcadores STR obtidos). Neste
estudo, contudo, os voluntarios manusearam as muni¢Ges brevemente como habitualmente
fazem na rotina sendo o tempo de manuseio e municiamento inferior a um minuto. Ainda, a
medida que o nimero de municdes inseridas no carregador aumenta, denota-se uma resisténcia
ao processo, 0 que faz com que haja um aumento de forca para esta tarefa, e em consequéncia,
compreende-se haver maior quantidade de material biol6gico depositado nas munigdes devido.
Neste caso, os voluntarios inseriram 3 muni¢des de cada vez em um carregador com capacidade
para até 15 munic¢des, de modo que pouca ou nenhuma forca foi necessaria para completar o
municiamento.

Dentre os fatores que podem explicar o sucesso na obtencdo de perfil genético sdo
discutidos os aspectos relativos ao material que compde o estojo, tamanho e textura (Mawlood et
al., 2015; Ray et al., 2015; Fan et al., 2017 e Milnthorp et al, 2018), bem como, a temperatura da
camara do armamento se encontra o estojo durante 0 mecanismo do tiro, pelos processos
corrosivos dos gases produzidos pela combustdo do propelente e o tipo de municdo (Gashi et
al., 2010; Mawlood et al., 2015).

Gashi et al. (2010) avaliaram as temperaturas externas de um estojo de municao de
calibre 9 mm durante o tiro e demonstraram que muito embora as temperaturas de queima dos
propelentes que impulsionam o projétil e dos gases formados pela combustdo podem alcancar
uma temperatura maxima de 142,8 °C, essa nao é a temperatura que atinge o estojo de municéo.
Ocorre, de fato, uma transferéncia de calor para a superficie do estojo de modo que as
temperaturas maximas atingidas sao de 98,8 °C para estojos de aluminio e 62,8 °C para estojos
de latdo. Ainda, a temperatura aferida na extensdo da superficie do estojo ndo é homogénea,
variando dentro dos milésimos de segundos (0 até 2,4 ms) nos quais o estojo faz seu ciclo dentro
do armamento ate ser ejetado, sendo a temperatura na base do estojo (regido da espoleta que
contém o propelente) sempre maior do que no restante do estojo.

Considerando a temperatura observada por Gashi et al. (2010) e estabelecendo um
paralelo com as temperaturas as quais 0 DNA é submetido na etapa de amplificacéo (96 °C por
1 minuto, 96 °C por 5 segundos e 60 °C por 1 minutos por 29 ciclos, 60 °C por 10 minutos), é
possivel inferir que isoladamente, a temperatura durante o tiro ndo seria suficiente para degradar

0 material genético inviabilizando a obtencao de perfil genético.
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Os tipos de munigdes utilizados neste estudo eram compostos por estojos de latdo (liga
metalica de cobre e zinco), submetidos em teoria, a temperatura média de 62,8 °C durante o
tiro, ndo sendo suficientes para causar degradacdo Contudo, ao analisar os dados de
quantificacdo referentes ao canal red (Tabela 12) referente a deteccédo de degradacdo de DNA
gendmico, 85% das amostras ndo amplificaram, indicando que naquelas amostras ndo foram
detectados fragmentos de DNA com mais de 353 pares de base, confirmando um perfil de
degradacdo amostral. Fatores como a oxidacao da superficie metélica, temperatura e umidade
do ar no dia dos tiros e as condi¢cGes ambientais podem justificar a inviabilidade de obtencéo de
perfil genético em um cenério proximo a realidade. Para os estojos deflagrados analisados, a
temperatura e umidade relativa do ar eram respectivamente de 25,4 °C e 75 % na estagéo
meteoroldgica mais préxima no bairro de Santa Cruz (RJ) (Sistema Alerta Rio da Prefeitura do
Rio de Janeiro). A umidade do ar catalisa os processos de oxidacdo do metal que constitui 0s
estojos (Goidanich et al., 2011; Jansson et al., 2020) podendo ser um fator importante para o
perfil de degradagéo observado. Ainda, os tiros foram realizados em estande de tiro em regiéo
de mata, sendo ejetados diretamente na terra e em meio a vegetacOes locais umedecidas o que
pode ter contribuido com alguma perda parcial do material biologico previamente depositado
ali.

Em uma anélise mais detalhada, considerando que na reagdo de amplificacdo de DNA
utilizando o kit PowerPlex® Fusion 6C foram colocados 15 pl de DNA extraido, de acordo com
a tabela 3 conclui-se que a quantidade média de DNA gendmico total (sonda com 91 pares de
base) extraido inserido nas amplificacdes foi de 4,5 pg — 6 pg. Estudo de validacdo do referido
kit demonstrou que com 31,25 pg de DNA inserido na reacdo, apenas 40% dos alelos séo
recuperados (Ensenberger et al., 2015) o que pode corroborar par a baixa taxa de sucesso obtida.
Considerado que uma célula humana diploide possui 6 picogramas de DNA. Nas situacdes
apresentadas neste estudo, menos do que uma célula em termos de DNA foi inserida em 74 %
das reagdes de amplificagdo. Ainda, considerando a sensibilidade do kit de genotipagem
utilizado — 60 pg/ pl — € esperada uma taxa de sucesso diminuida, bem como perfis genéticos
parciais, como observado.

O estudo de Gashi et al. (2010) com 10 voluntérios, a partir de municGes de calibre
9mm apresentou elevadas taxas de obtencéo de perfil genético a partir dos estojos deflagrados
(de 18 % a 100 % a depender do voluntario), o que ndo foi observado nas amostras avaliadas
neste estudo com o mesmo calibre. Um contraponto relevante concentra-se no fato que Gashi
et al. (2010), com base no estudo de Xiu et al. (2010) e utilizando um papel esmeril (papel

abrasivo ou lixa), modificaram a superficie lisa dos estojos, tornando-as rugosas de modo a
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reter maior quantidade de células e debris celulares, o que foi comprovado através de imagens
de microscopia eletronica de varredura indicando visualmente debris retidos, bem como
posteriormente, sucesso na obtencéo de perfis genéticos. Ainda, o estudo nao apresentou dados
de quantificacdo de DNA o que tem se mostrado muito comum na literatura deste tema, bem
como ndo deixou clara a forma e condi¢cdes de transferéncia de DNA para 0s estojos
processados.

Alteracbes na estrutura fisica das municGes, assim como no processo nhatural de
manuseio e municiamento apresentam de modo geral resultados satisfatorios e tornam-se
relevantes para o entendimento dos fatores que afetam a viabilidade da obtencéo de perfis
genéticos de amostras desafiadoras como os estojos deflagrados. Entretanto, ndo correspondem
as condicOes reais encontradas em amostras provenientes de locais de crime. O presente estudo,
muito embora ndo tenha utilizado amostras de locais de crime, apresentou condi¢des muito
semelhantes ao que pode ser encontrado na dindmica das pericias.

Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que a causa para a dificuldade encontrada
no processamento genético de amostras de estojos deflagrados néo se explica por inibicao das
amostras visto que houve amplificacdo do controle interno em todas as amostras avaliadas, e
corroboram para o entendimento que a superficie metélica destes estojos de municdo possa
contribuir de modo significativo para a degradacdo amostral, visto que dentro do espaco
temporal analisado, mesmo no intervalo de tempo mais recente (3 dias), é notado acentuado
perfil de degradacdo, afastando — nestas condi¢cdes — que o tempo transcorrido seja o fator
preponderante para o sucesso das analises genéticas.

Outros estudos apontam que 0s eventos que se relacionam com a execucao de um tiro
podem ser responsaveis pela perda de DNA, impactando na sua disponibilidade para o
processamento genético como a transferéncia de DNA da munic¢do para o interior do carregador
no qual as municgdes ficam armazenadas antes do tiro ser efetuado e a transferéncia de DNA
para o interior da camara do armamento no momento que o gatilho € acionado. Ainda, o contato
com o solo apds a ejecdo do estojo e as tecnicas de coleta e armazenamento dos estojos em
locais de crime (Bonsu, Higgins e Austin, 2020; Jansson et al., 2020; Xin, 2021; McElhoe et
al., 2023).

No ambito da investigacdo forense, compreender a natureza molecular destes tipos de amostras,
bem como os fatores que afetam o sucesso de sua genotipagem, se torna relevante para as
aplicacdes em identificacdo humana dentro de um sistema autossémico STR (comumente
utilizado) bem como, para analises complementares em sistemas desenvolvidos para amostras

degradadas (fragmentadas) como INDELSs e SNPs.
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CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

h)

)

Foi desenvolvido um protocolo para a analise morfométrica de impressdes digitais com
vistas a estimativa de datacdo do vestigio de impresséo digital;

Até a segunda semana de aposicdo, as cristas datiloscOpicas apresentaram uma
tendéncia para o estreitamento das medidas, e posteriormente, as cristas apresentaram
um alargamento de espessura para a maioria dos voluntarios;

A tendéncia observada para as cristas datiloscopicas do voluntario do sexo masculino
(estreitamento ao longo do tempo) foi distinta da observada para os voluntarios do sexo
feminino (estreitamento seguido de alargamento), devendo ser melhor investigada em
estudos futuros;

Os elementos carbono e sddio apresentaram estabilidade relativa nos intervalos de
tempo estudados enquanto o elemento cloro apresentou uma diminui¢do e o elemento
oxigénio apresentou um aumento nas quantidades detectadas com a técnica MEV-EDS
ao longo do tempo, principalmente entre impressdes recentes (0 dias) e impressdes
envelhecidas (28 dias);

Os resultados deste trabalho corroboram com os estudos mais recentes na area da
datacdo de impressdo digital, os quais destacam a importancia do emprego de métodos
complementares como a caracterizacao fisica e quimica para a analise de impressdes
digitais na rotina forense;

O uso de suabe de algoddo ndo € recomendado para a coleta de DNA de toque
principalmente em estojos de municéo deflagrados, sendo preferencial o uso de suabe
de nylon ou papel de filtro FTA®;

A temperatura atingida durante a execucdo do tiro ndo é suficiente para justificar o perfil
de degradacéo de DNA observado nas amostras provenientes dos estojos deflagrados;
Né&o foi observada a presenca de inibidores nas amostras em questdo, afastando no
universo amostral testado, a hip6tese de que o0s gases provenientes do tiro, bem como
os elementos desprendidos do projetil e componentes da polvora exerceriam inibig&o,
sendo a causa do baixo sucesso de obtencéo de perfil geneético;

Em 85% das amostras foi detectada degradacdo, sendo esse um fator significativo para

justificar a discreta taxa de sucesso nas analises genéticas dos estojos deflagrados;

Os resultados obtidos sugerem que a superficie metélica exerce significativa influéncia

no sucesso da analise genética de estojos deflagrados;
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K) A possibilidade de se obter um perfil genético a partir deste tipo de amostra muito
embora apresente dificuldades é factivel e ndo deve ser descartada.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

de Biologia
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%2 Universidade do Estado do Rio de Janeiro I br (] g Institto

UERJ § Instituto de Biologia Roberto de Alcintara Gomes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto de pesquisa: “Analises morfoldgicas, quimicas e genéticas de impressées
papilares aplicadas a pratica forense.”

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa académica — nivel Doutorado — que ira
avaliar a recuperacdo de material genético (DNA) de impressdes digitais latentes (ndo visiveis)
depositadas em superficies de estojos de municdo deflagrados de diversos calibres (9mm, 7,62mm, .40,
calibre 12 e .38). As pesquisadoras responsaveis, Dr? Dayse Aparecida da Silva, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, e a estudante Mestre Ludmila Alem, pretendem realizar um estudo com as
seguintes caracteristicas:

Objetivo do estudo: Avaliar a interagdo quimica e molecular de impressdes digitais latentes

depositadas em superficies metélicas de interesse para a pratica forense em funcéo do tempo, para fins

de identificagdo morfoldgica e molecular.

Beneficios aos participantes e para a sociedade: o individuo poderad ndo se beneficiar por

participar deste estudo, mas ajudara os pesquisadores a obter informagéo para o desenvolvimento pratico

das pericias genéticas e papiloscépicas em locais de crime envolvendo armas de fogo.

Descrigéo dos procedimentos para coleta de dados: vocé serd solicitado o manuseio de algumas

municdes dos calibres mencionados anteriormente durante alguns segundos e como na rotina, o
municiamento do armamento que ira efetuar o tiro. Também sera coletado um swab bucal (amostra de
referéncia: amostra sabidamente conhecida deste voluntario) que consistira em coleta de esfregaco da

mucosa interna das bochechas com cotonete de algod&o estéril. O processo é indolor.

Garantia _de liberdade: Sua participacdo é totalmente voluntaria. VVocé pode escolher ndo

participar ou desistir a qualquer momento. Além disso, nenhum membro da pesquisa ou mesmo superior



157

hierarquico o constrangera ou ordenara a participar do estudo, estando a participacdo subordinada a sua

escolha individual.

Direito de confidencialidade e acessibilidade: Cada participante podera ter acesso, a qualquer

momento, ao seu proprio resultado. As informacgfes relacionadas ao estudo sdo tratadas como
confidenciais e servirdo para a elaboracdo de literatura cientifica. No entanto, se qualquer informacéo
for divulgada em relatério ou publicacéo, isto sera feito sob a forma codificada, sem aparecer nenhum
nome, para que o sigilo seja mantido.

Despesas e compensacOes: A sua participacdo no estudo ndo terd custo algum. As despesas

porventura existentes serdo de responsabilidade dos pesquisadores. Pela sua participacdo no estudo,
vocé também néo recebera nenhum valor ou compensacao financeira.

Garantia de acesso aos pesquisadores: em qualquer fase do estudo vocé tera pleno acesso aos

pesquisadores responsaveis: Ludmila Alem pelos telefones (21) 99543-9981 Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes - UERJ. Av. Séo Francisco Xavier, 524 — Prédio Haroldo Lisboa da Cunha —
Térreo — Laboratério de Diagnosticos por DNA. Tel: 21-2334-2183, ou através do e-mail:

ludmila.alem@msn.com

Professora Dayse Aparecida da Silva, D.Sc. Professora Adjunta, Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes - UERJ. Av. Sdo Francisco Xavier, 524 — Prédio Haroldo Lishoa da Cunha — Térreo

— Laboratério de Diagndsticos por DNA. Tel: 21-2334-2183, email: dayse.a.silva@gmail.com.br.

Havendo necessidade, sera possivel, ainda, entrar em contato com o Comité de Etica do Hospital
Pedro Ernesto (HUPE), Boulevard 28 de setembro, 77, térreo - Vila Isabel
Cep 20.551-030 - Rio de Janeiro - RJ, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, ou
pelo telefone 2868-8253, de segunda-feira a sexta-feira das 09:00-12:00h e 13:00-17:00h, ou através do
e-mail: cep-hupe@uerj.br.

CONSENTIMENTO

Rio de Janeiro, [/ |/ . Eu, li o texto acima e

compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicagdo que recebi
menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagao
no estudo a qualquer momento sem justificar minha deciséo, e sei que qualquer problema relacionado
serd livre de custos para mim. Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo e receberei uma
copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficara com o pesquisador

responsavel por essa pesquisa.

Assinatura do voluntario Idade

Assinatura do pesquisador
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APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido

§?¢% Nome do Processo: Cadigo: Versao: Pagina:
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& )) Universidade do Estado do Rio de Janeiro
N
\y 4
) . :
gg = Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Processo:

Analise Morfométrica aplicada a Papiloscopia

Objetivo Estratégico:

Determinar parametros para a afericao da espessura de cristas datiloscopicas

L Unidade Subunidade Versao .

Caodigo: . L ) Pagina

Responséavel: Responsavel: :
_____ IBRAG Laboratorlo_de Ciéncia e 1 1de6
Tecnologia Forense
Sumario
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IV, PROCEDIMENT O . e i iiiittiiiie ettt e s ee st re e s e et ese e s aabbassaeeea et ees e aeeeeassnes e seeesaessnssaeaesseassnnnns 3
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Elaborado por: Aprovado por: Data da Aprovacao:

Ludmila Alem Em anélise 29.02 2024 (previsdo)
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& ))P %, Nome do Processo: Cadigo: Versao: Pagina:
oins 2| Analise Morfométrica aplicada a | b et
W . . —
Y espo Papiloscopia

I. PALAVRAS-CHAVE:

1) Papiloscopia, impressao digital, morfometria, datacdo

Il. DICIONARIO DE TERMOS E SIGLAS:

Termo/Sigla Significado
. Refere-se as cristas datiloscépicas, linhas negras, relevos dérmicos que
Crista(s) . S : .
constituem as minucias de uma impresséo digital
Mindcias Interrup¢des na continuidade de uma crista, ponto de mudanga no formato

da crista, gerando bifurca¢des ou outras conformacdes

Morfometria

E a descricdo quantitativa dos achados geométricos de estruturas de
qualquer dimensdo. Neste protocolo, refere-se ao processo de medicao
(aferic@o) da espessura das cristas

Datacgéo

Atribuir uma data, estabelecer com clareza quando foi produzido ou
aconteceu determinado evento. Neste protocolo, refere-se a determinacao
do intervalo de tempo transcorrido entre a aposicao da impresséo digital na

superficie e o presente momento no qual se realiza a analise

IIl. OBJETIVOS:

2) Determinar parametros claros para a utilizagdo da morfometria como metodologia para a
estimativa de datacéo de impressdes digitais

3) Apresentar técnica para aferir a espessura das cristas datiloscépicas que gere resultados
consistentes (reprodutiveis)

4) Orientar a aplicacdo da abordagem morfométrica em Papiloscopia

Elaborado por: Aprovado por: Data da Aprovacao:

Ludmila Alem

Em anélise 29.02 2024 (previséo)
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Nome do Processo: Caodigo: Versao: Pagina:
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Papiloscopia

IV.PROCEDIMENTOS:

Etapa

Descricao

01

Determine uma regido especifica da impressao digital para ser analisada Pode
ser adotada uma das trés regibes constitutivas da morfologia da impresséo
digital (base, nacleo ou margem) ou ainda, uma regido estratégica a critério do
especialista.

02

Verifigue na regido selecionada a existéncia de minlcias que possam ser
tomadas como referéncia para a aferi¢cdo. O quantitativo de mindcias pode variar
conforme aregido selecionada e as préprias particularidades de cada impressao
digital. Recomenda-se que sejam selecionadas mindcias que tenham sua
estrutura bem definida, com os limites de suas bordas bem determinados.

Caso na regido selecionada ndo existam mindcias, mas apenas cristas
continuas, determine quais cristas seréo utilizadas para a afericao.

03

Tendo determinado as min(cias que serdo utilizadas como referéncia, elenque
areas estratégicas que serdo aferidas. Recomenda-se que estas areas
estratégicas sejam areas facilmente reconhecidas por qualquer especialista.
Por exemplo, em uma minucia do tipo “bifurcagdo”:

Area estratégica 1 (pl) para a afericdo é o ramo da crista que da origem a
bifurcagdo, que é uma éarea clara de mudanca de morfologia na crista
datiloscOpica (4rea destacada na cor verde para a area destacada na cor
amarela).

Area estratégica 2 (p2) é um dos ramos da bifurcac&o, superior ou inferior,
tomando como referéncia a regiao medial que marca a separagdo dos ramos da
bifurcacéo.

04

Abra a fotografia da impresséo digital conforme determinado na etapa 02 no
software GIMP GNU Image Manipulation Program.

Elaborado por: Aprovado por: Data da Aprovagao:
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05

Acesse o0 menu “Ferramentas”, selecione a opgéo “Medidas” ou utilize o atalho
“Shift + M” para ativar a ferramenta “Medidas”. Na barra inferior do programa,
observe duas caixas de sele¢cdo que indicam a unidade que a medida sera
apresentada (caixa a esquerda) e o aumento (zoom) (caixa a direita).

% v B [Clique] + [arrastar] para criar uma linha

Selecione 0 aumento desejado, o qual permita uma clara visualiza¢@o das cristas
datiloscopicas e a unidade de medida desejada.

06

Posicione o cursor entre as extremidades da crista determinadas na etapa 03
(areas estratégicas). Verifique que sera gerada uma caixa de informacdes a direita
da tela constando a medida aferida representada pela distancia e um angulo.

O angulo é representativo da posicdo que o cursor foi posicionado para realizar a
afericao.

A Medidas = |
Distancia: 11,4 pixels 4,0 milimetros
f\ngulo: 37,87 °

Largura: 7 pixels 2,5 milimetros

Altura: 9 pixels 3,2 milimetros

07

Realize a etapa 6 para todas as minlcias selecionadas, registrando em uma
tabela a parte a distancia inicial (primeira distancia obtida) e principalmente o
angulo gerado. O angulo gerado sera o parametro para o posicionamento mais
acertado do cursor para que possa ser realizada a medida em diferentes
impressdes tendo como base a mesma posi¢do, evitando erros no resultado em
decorréncia da varia¢do do posicionamento do cursor.

08

Inicie a etapa de afericdo das impressdes digitais utilizando como referéncia a
mesma regido (etapa 01), as mesmas mindcias e areas estratégicas (etapas 02 e
03) e o mesmo angulo para cada area estratégica (etapa 06)

Elaborado por: Aprovado por: Data da Aprovacao:

Ludmila Alem Em anélise 29.02.2024 (previséo)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento e validagdo de metodologias moleculares para identificagdo de
vestigios biolégicos de locais de crime

Pesquisador: DAYSE APARECIDA DA SILVA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1
CAAE: 54247521.8.0000.5259
Instituigdo Proponente: Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.190.076

Apresentacao do Projeto:

Transcricdo editada do conteudo registrado do protocolo "Nome do Arquivo:
PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1547000" e dos arquivos anexados a Plataforma Brasil.
Metodologias baseados em determinagdo do padrédo de expressdo de genes através

da analise do mRNA se mostraram eficazes ao identificar diferentes tipos de células.

Dentre elas, a High Resolution Melting (HRM) que se baseia em distinguir marcadores

moleculares especificos por caracterizagdo de suas temperaturas maximas de fusdao. O

objetivo desse projeto & desenvolver e validar método molecular para detecgéo de

vestigios biolégicos com base na metodologia HRM-RT-PCR. Para a pesquisa serdo necessarios
voluntarios para realizar uma doagédo de amostras bioldgicas (sangue, saliva, sémen) e impresséao digital .
Para isso, serdo coletados 2 mL de sangue, por meio de uma pungéo venosa periférica, swab oral, coleta de

sémen e impressao digital.

Objetivo da Pesquisa:
Estabelecer métodos baseados na analise molecular (DNA/RNA) para a detecgdo de vestigios biolégicos

coletados em locais sensiveis a atividade de pericia em locais de crime.

Endereco: Av. 28 de setembro, n°77 - CePeM - Centro de Pesquisa Clinica Multiusuario - 2° andar/sala n° 28 - prédio

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2868-8253 E-mail: cep@hupe uerj.br
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Continuacéo do Parecer: 5.190.076

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
O risco esta relacionado a pungédo venosa em voluntarios e a possivel constrangimento na coleta de sémen
e impresséo digital. As possiveis desconfortos estdo descritos nos TCLEs.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta bem estrutura permitindo a analise ética por parte deste comité. A pesquisa esta bem
estruturada e o referencial teérico e metodoldgico estdo explicitados, demonstrando aprofundamento e
conhecimento necessarios para sua realizacdo. As referéncias estdo adequadas e a pesquisa é exequivel.
Foram avaliadas as informagdes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das
normas vigentes e sem riscos iminentes aos participantes envolvidos na pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram analisados os seguintes documentos de apresentagdo obrigatéria:

1) Folha de Rosto para pesquisa envolvendo seres humanos: Documento devidamente preenchido, datado
e assinado

2) Projeto de Pesquisa: Adequado

3) Orcamento financeiro e fontes de financiamento: adequado/apresentado

4) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Os termos de apresentagdo obrigatéria foram
adequadamente submetidos. A pesquisadora submeteu 4 TCLE (para coleta de sangue, saliva, sémen e
impresséo digital) permitindo que os voluntarios possam optar quais amostras ira fornecer.

5) Cronograma: Adequado

6) Documentos pertinentes a inclusdo do HUPE: Adequado

7) Curriculo do pesquisador principal e demais colaboradores: anexados e conforme as normas.

Os documentos de apresentagdo obrigatéria foram enviados a este Comité, estando dentro das boas
praticas e apresentando todos dados necessarios para apreciagdo ética e tendo sido avaliadas as
informacgdes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das normas vigentes e sem
riscos iminentes aos participantes envolvidos na pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS
n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Endereco: Av. 28 de setembro, n°77 - CePeM - Centro de Pesquisa Clinica Multiusuario - 2° andar/sala n°® 28 - prédio

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2868-8253 E-mail: cep@hupe.uerj.br
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica (continua)

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PEDRO ERNESTO/UERJ

Qo

mo

O projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS

n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/12/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1547000.pdf 11:18:06
TCLE / Termos de | TCLE_v2.pdf 04/12/2021 | DAYSE APARECIDA| Aceito
Assentimento / 11:16:05 |DASILVA
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto_Ass.pdf 26/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito

16:44:03 |DA SILVA
Projeto Detalhado / | Plataforma_Brasil_projeto_completo.pdf | 26/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito
Brochura 16:41:22 |DASILVA
Investigador
Cronograma cronograma.xlsx 26/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito
16:40:42 |DASILVA
Declaragéo de Concordancia_Dayse.pdf 24/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito
concordancia 11:32:28 |DASILVA
Recurso Anexado Financiamento_PlataformaBrasil.pdf 24/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito
pelo Pesquisador 11:25:49 |DA SILVA
Declaragéo de pesquisadores.pdf 23/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito
Pesquisadores 01:45:07 |DA SILVA
Declaragéo de Anuencia_|Institucional.pdf 23/11/2021 |DAYSE APARECIDA| Aceito
Instituicéo e 01:02:07 |DASILVA
Infraestrutura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Vila Isabel
UF: RJ

Telefone:

Municipio:
(21)2868-8253

CEP: 20.551-030
RIO DE JANEIRO

E-mail:

cep@hupe.uerj.br

Av. 28 de setembro, n°77 - CePeM - Centro de Pesquisa Clinica Multiusuario - 2° andar/sala n° 28 - prédio

Pagina 03 de 04
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ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica (conclusio)
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Continuacéo do Parecer: 5.190.076
RIO DE JANEIRO, 30 de Dezembro de 2021

Assinado por:
WILLE OIGMAN
(Coordenador(a))

Endereco: Av. 28 de setembro, n°77 - CePeM - Centro de Pesquisa Clinica Multiusuario - 2° andar/sala n°® 28 - prédio
CEP: 20.551-030

Bairro: Vila Isabel
Municipio: RIO DE JANEIRO
E-mail: cep@hupe.uerj.br

UF: RJ
Telefone: (21)2868-8253
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Genetic profiling from 9 mm fired cartridge cases over 30 days

Ludmila Alem *, Beatriz Cristina Mendes da Rocha Marques'“, Tatiana Lucia Santos Nogueira ",

Dayse Aparecida da Silva™

* Foremdic Soience and Tachnofogy Labonmery, Sare Uinfwerdny of Ris de Joweiro, Rio de Jowdiro, Brasd

© Federal Universicy of Rio de Juneim, Ris de Jansieo, Beaxil
¢ Forensic Generic Laborarory, Broxifian Arsy bestine of Biolgy, Rio de Janeirn, Brasd

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards:
Cartridge case

T man Assevnnithon
Touck OMA

STR

Fired cariridge cases are commaon materials foand at crime scenes and, for the most part, are used for Forensic
Ballistics analysis. We aimed to evaluate the feasibility of recovering DNA profiles from 9 mm cartridge cases
aver 30 days. Therefore, 27 fired cartridge cases were manipalated by three volumteers in total and analyzed after
thres-time intervals: 3, &, and 30 days. Volunteers were asked to handle the ammunition as they would daily.
Howeswer, they were pot encouraged 1o hold and manipulate the ammunitions extensively, as this procedure does
not represent a real-life sitvation. DNA samples were obtained with an EZ1 DMA Investigator kit, qPCR was
performed with Investigator Quantiplex Pro RGO kit, and Powerplex Fusion 6 C was used for STR amalysis. Real-
time PCR amalysis showed that 85% of the 27 samples were degraded and no inhibition was detected. The DNA
mean concentration was 0.3 pg/d for each time interval, and the standard ereor was 0.1 pgsul, 00089 pg/l, and
0.1 pg/ul for the three-time corresponding ntervals. The Knaskal-Wallis test indicated p = (.6, which meant no
statistical differences between the samples analyzed. STH amalysis resulted in a success rate of 16% for ntervals
af B-days and a success rate overall of M6, Ko DNA profile was obtained from the 3-and 30-day-old samples. Air
relative humidity was 75% on the day of experimentation. Our results could contribute o understanding the
factors affecting genetic profiles from fired cantridge cases: 3-day-ald samples already showed 77.8% degrada-
tion. Omce modsture catalyzes the metal oxidation processes, relative humidity and the metallic surface of car-
tridges may play an impartant rode. We asume that time interval may oot be the main factor regarding DNA

analysis success, and low sucoess rates are more likely to be obtained for real-life scenarios.

1. Introduction

Obraining & DNA extract from towched surfaces that has enough
quantity and quality 1o generate usable STR profiles is still a challenge in
the forensic genetic feld [1]. Among a great variety of surfaces of in-
terest in eriminal investigations, metal surfaces from fred cartidge
cases (FOC) are particularly challenging since the surface iself may be a
source of DNA degradation (2], In the process of DNA transfer to a
surface by direct contact, there are several factors 10 be considered: the
individual s ability 1o shed cells (4], the type of surfsce, time of handling
|51, presure applied o the surface, the event situation el (6], ete. In
the case of FOC, the firing process has been previously investigated 1o
provide some clarification regarding which variables may interfere with
DA typing suecess |7 ). Besides that, every step - from the FOC collec-
tion &l & crime scene gight o obtaining a DNA exiracl - représents a
percentage of DNA loss. Numerous studies have been conducted in the

* Corresponding authar.
E-mail addresses: udmila

5. 200 E 10T

bittps://doi.org /10,100 b 65

past regarding the feasibility of DMA profiling from FOC as shown by
Maontpetit [ 3] and suggesting improved methods for DNA collection and
extraction. In this sudy, we aimed o evaluate the time effect on towch
DMA samples recovered from FOC after 3, 8, and 30 days.

2. Materials and methods

2.1. Sample preparation

Three volunteers (pwo males and one female), military-trained
persannel, participated in this sidy. Before participating, all volun-
teers were asked 1o fill an informed consent 1o authorize the use of
bigdogical samples in this sudy and were explained the purpose of this
research. The volunteers were asked 1o load the ammunition into the
firearm's magazine as they would in & normal routine. Each volunteer
handled nineSmm brass ammunition (CBC manfaciurer). The time

emifmsn.com (L. Alem), dayse.aparecidasibvaiuerj.br (DA, da Siba).

Received 18 September 2022, Received in revised form 20 October 2022, Accepted 24 Ociober 2022
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Dados Internacionais de Catalogacgdo na Publicacdo (CIF)
(Cimara Brasileira do Livro, 5F, Brasil)

Alem, Ludmila

Fapiloscopia forense

Bibliografia.

I. Titule.

1. Papiloscopia 2. Pericia

identificagdo humana pela

analise das impressdes papiloscdodpicas / Ludmila Alem.
-—- 2. ed. -- Rio de Janeiro : Ed.

da Autora, 2024.

ISBN 97E-65-00-9211%-9

(Exame té&cnico)

CDD-363.25EB

Indices para catilogo sistemitico:

1. Papiloscopia forense

Eliane de Freitas Leite -

Bibliotecadria - CRB B/8415
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CAPITULO 4

Protocolo Papiloscopico para a Técnica dos Pas

Auntores: Brenda Evelyn O. L. Vilaz Bbas
Maiara L. de Carvalho

Thizgo L. W Piras

Diavse Aparacida da Silva

Ludmila Alem

Ao nos remetermos 2 definicio basica de “pericia” a gual define z atridade como
técnico-cientifica, ou seja, a execugdo ds wm procedimento com baze em conhecimentos
cientificos prévies, compraende-se a importaneia da aplicapdo de protocelos padriac em todos
05 Xames periclals,

Mo levantamente nacional acerca daz atividades periciaiz realizadas nas umidadss
oficials de pericia (Diagnostice da Pericia Crimmal no Brazil), fica evidente a neceszidade de
uma padronizagic para o procezsamento de vestigios (Figura 54). A apoca, 39% das unidadas
de pericia nio possulam procedimentos padromizados para o proceszamento de veztigios. Em
contraponte, o mesmo manuzl apontou qQue o tema maiz abordade nas capacitagdes
profizsionais foi 2 pericia papiloscopica em locais de erime, seguidos pelo tema dos sistemas

automatizados de 1dentificacio (AFIE).

W Sm, pawra todss as abkvidads Sam. para alguman ssivadade s

Figura 34 — Percentual de Existéncia de Padronizacio de Procedimentos de Proceszamento
de Vastigios nas Unidades Centrais de Criminalistica,

Fonte: Adaptado de Secretania MNacional de Seguranga PublicaMimsténio da Justiga —
Dhagnostico  da Perimia  Crmimnal ne Braml  (2012). Aceszade  amc
bitps:waar mpma . mp br'argurvos/ CAOPCEAP Diasn % C3% B 3stico®e 20Per 3 C3 %0 A D en
2% 20Cnminal ¥ 2 0no%e20Brazil pdf
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Lag

Uin iversidade Estasdual do Rio de kaneiro

[abvrerddinia de Cifncka & Tarnologia Fovense 4

Protocole Papiloscapico - Técnica des Pos (2022}

Auntores:

Erendz Evelyn O. L. Vilas Bdas
Mziara L. de Carvalho

Thiago L. W, Firas

Diayze Aparecida da Bilva

Editado por:

Ludmila diem

Questies concementas a0 Protocelo Papiloscopico - Técnica dos Pos podem ser dirigidas a:
Labaratério de Cigncia e Tecnologia Farenze - UEET

Avenids hMarechal Fondon, 381 - S30 Francisco Xavier, Fio de Jansiro

20050-311

(11} 80543-002]
labctforense verji@email com
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CAPITULO 2

Estudo das Impressdes Digitais no Campo da Pesquisa
Cientifica

A Papiloscopia Forense € uma das &reas das Ciéncias Forenses amplamente
astudada no contexto internacional e vem apresantando wm crascimento no gue diz respeita &
pesquiza em nfvel nacional U dos fatorss que tem permitide o avango da pesguiza em
Dapiloscopiz Forense sin os editais da fomento especificos elou que contarnplam a drea
Forense como o PRO-DEFEZA (Programa de Apoio 2o Ensino e 3 Pesquisa Clemtificz e
Tacnelogia em Defesa Nacional), PROCAD DEFESA (Programa de Cooperagdo Académica
am Defesz Macional), PROCAD Segurangz Piblica e Ciéncias Foranses, FAPERT Forensa e
alguns aditais FINEP com maiz da 3 milhdes da reais em verbas para o setar de Cifncias
Forenses, entre outros editzis de menor porte que contemplaram em suas linhas temdticas
possibilidade da submissio de projetos nas diversas areas das Ciéncias Foransas,

A pesquiza cientifica contemplz de modo simplificada:

& Pesquisa Basica: objetivea 2 produgSo de conhecimento sobre determinada ires,
awiliando na o do de i fen eno imento firturo de

outras pesquizas. MNEo possui, @ principio, uma splicacio imediata ocu pratica. Por

exemplo: ¢ a Hes morfoldgicas que ocorrem com as cristas dos
vestizios papiloscdpicos guando pressmtes em uma superficie matilica da inferesse
pericial — oz estojos da municio deflagrades. Esse conhecimenta nio resolvera de pronto
2 problemitica da recuperagio de imprassbes papiloscdpicas mestas superficies, mas,
poderi commibuir para o dessmvolvimento de técmicas de revelag@o adeguadas
futoramente, fomecendo aos pesquizadores — cientistas forenses — o entendimento sobre
a2z particularidadas qua ocorram naquele sistema espacifico.

& Pesquiza aplicada: objetiva a produgio de conhecimento que podera ser aplicado para z
resolugio imedistz ou 2 curto e médio prazo de determinados problemas em sstores
especificos. Por exemplo: a produgdo nacionzl de um pd revalador para impressdes
digitais, vislumbrando z redugio de costos para o setor da seguranca pablice = defesa
nzcional, bem como incentivando i indistria e fomentando a economia naciomal A

2. Anilize morfoldgica de impressdes papiloscopicas em estojos de munigio
deflagrados.

# Objetive da pesquiza: Avaliar 2 estrutura das cristas e sulcos wansferidos para estojos de
mmunigEe deflazrados antes e depois da realizacio do tiro, com vistas a compresnder quais
oz efeitos do tiro sobre as impressBes papiloscdpicas neste cendrio. Trata-ze de uma
pesquisa bisica que visa fomentar fumiras pesquisas no campo do desenvolvimento de

técnicas de revelagio para esss tipo de suparficie (Figura 60).

Figura 60 — Aniliss morfolégica de imprassies digitsic em estojos de mumicio
deflazradas.

A esquerdz, imagem obtida 2 partir de microscopiz eletrfnica de varredurs de estojo de
muonicio antes da reslizacio do tire. E possvel obsarvar as cristes como relevos
anegrecidos nz imagem. A direita, fotografia direta de estojos de munigio deflagrado,
recuperado apds a realizagio do tiro. E possivel verificar vestizios de cristas nas regifes
indicadas. Esza astojo nio apresenta nenhom tipo de ratamento, spenas incidéncia de huz
branca commmn.

Fonte: Arquivo passoal (2021).

3. Anilizse genética de impressdes digitais em superficies metilicas de
estojos de municio deflagrados.

% A pesquisa em questio foi aprovadz pelo Comité de Etica am Pesquisa do Hospitzl
Universitirio Pedro Emesto - CEP HUPEUERT — sob o nimero de parecer 1.700.600
(CAAFE 48026615.6.0000.3239 e teve fomento contemplado pelo editsl FAPERT Forenze
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Comparison of three DNA extraction methods for three different types of
fired and unfired ammunition

Beatriz Cristina Mendes da Rocha Marques”, Ludmila Alem ", Larissa Silva de Melo ",
Tatiana Lucia Santos Nogueira *, Dayse Aparecida da Silva ™

* Federal University of Rio de Jandro, Rie de Janeiro, Brosil
‘msmwrmmm,mmmynjmanumm*mm
* Federal University of Mato Grosso do Saf, Maro Grosmo do Sw, Broai!

* Forensic Gemesic Laboratory, Brosition Army Insinae of Biology. Rio de Janetro, Beaxil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: When handling ition for gun loading, epithelial cells from the hands can become adbered to the metal

Canridge case surface, and this trace is a potential source of DNA. This work aimed to compare the efficiency of three DNA

;‘o‘::‘l;’:k““‘“““ extraction methods from fired cartridge cases from three different types of firearms: a 12.gauge shotgun, a point

A et lOS&WthaLanda?&mnﬂe_‘Nu\-ohmmwmlm‘d\wdlnthusmdyhndh:gdzwemdmm

SIR nition Il The unfired was handled by a known good donor, and we used this data for com-
parison. DNA profiling was carried out with EZ1 DNA Investigator Kit for EZ1 Advanced XL automated DNA
extraction, QIAmp DNA & 3 kit for a non d silica-based b b hod, and direct

lysis protocol for a non-automated in-house one. Samples were collected with 0.5 x 0.5 cm pieces of FTA filter
paper moistened with distilled water. QuuulplemeRGanandmﬁoanupln(sCmumdtmmypmg
samples. QIAmp DNA 1 iga ited in the best ber of alleles rec d for both candi

tested, both unfired and fired iti 77 % vs. 19.3 %, followed by the d ion (28.6 % vs.
4.3 %) and lysis protocol (0 % vx. 3.9 %). Degradation data from fired cartridge cases were 27 % for column
method, 50 % for lysis protocol, and 87 % for EZ1 kit. Kruskal Wallis test for mean DNA concentration from these
samples returned p < 0.05, and Dunn's multiple comparison test indicated 2 significant difference between
dtbasO‘OS&WaMlZgangezholg\nfmmlyﬂpmmmluﬂmd We did not detect any other significant
differences an the test. The 12-gauge shotgun ¢ cases lted in a high ber of alleles overall (56.8
%).MnmwwsmpserNAmnmmdpunﬁnmnmthem!manmyuphnmbampcr
formance. Although the results ob d indi that all methods be used for DNA extraction from this type of

evidence, the silica-based . I hod app to be mare efficient.
1. Introduction 2010, the national DNA database was implemented and since then over
100,000 genetic profiles from objects recovered at crime scenes, missing
In the last decade, the average number of offenses involving firearms persons’ relatives, h ins and pri s imprisoned for heinous

was around 43,000 per year in our country. According to the latest crimes were included in the database. Understanding the efficiency of
national survey on violence (2019), over 30,000 homicides by firearms DNA recovery methods across different types of ammunition is a great
were registered only in that year. Fired cartridge cases are common addition to erime-solving approaches.

materials recovered for forensic analysis. Even though cartridge cases

may sustain fingerprints and genetic material that are transferred during

handling time before the firing event, the most common analyzes in our

country are still regarding forensic ballistics that does not provide

necessarily a direct identification of a person of interest in that crime. In

* Correspanding authar.
E-mail addresses: ludmila.alemimsn.com (L. Alem), dayse.aparecidasiivagiuer).br (D.A. da Silva).
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