=
UniCEUB

Centro Universitano de Brasiha

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA — UniCEUB
PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA

Felipe de Lacerda Pereira

LIPIDOMICA DAS IMPRESSOES DIGITAIS EM CIENCIAS FORENSES: UTILIZAGAO
DA IMPRESSAO QUIMICA NA IMPRESSAO MORFOLOGICA PELA
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

BRASILIA
2019



=
UniCEUB

Centro Universitano de Brasiha

Felipe de Lacerda Pereira

LIPIDOMICA DAS IMPRESSOES DIGITAIS EM CIENCIAS FORENSES: UTILIZAGAO
DA IMPRESSAO QUIMICA NA IMPRESSAO MORFOLOGICA PELA
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Relatério final de pesquisa de Iniciagdo Cientifica
apresentado a Assessoria de Pds-Graduagdo e
Pesquisa.

Orientacdo: Aline Maria Aratjo Martins

BRASILIA
2019



RESUMO

A Papiloscopia é a ciéncia responsdvel pelo processo de identificacdo de impressdes digitais,
tanto no meio civil quanto criminal. Diversos estudos nesta area foram responsaveis pelo
aprimoramento das metodologias utilizadas neste processo. Dentre as tecnologias mais
recentes a serem utilizadas no ambito das ciéncias forenses esta a espectrometria de massas,
sendo ampla as possibilidades para sua utilizacdo. Com uma grande importancia no estudo
analitico da Lipidémica, ciéncia responsavel por estudar as vias e intera¢des celulares nas
quais os lipideos atuam, a espectrometria de massas foi selecionada neste estudo como
ferramenta para andlise do perfil lipidico encontrado nas impressdes digitais. Os lipideos
constituintes da pele humana sdo diversos, por este motivo o estudo da constituicdo da
camada mais superficial da pele, o denominado Stratum Corneum foi necessdria. Sua
formacdo é dependente de diferentes fatores como dieta, temperatura e idade. Para
compreender se existem perfis lipidicos que diferem entre os individuos foi estudada a
literatura existente para entdo avaliar os resultados das extracdes das amostras da camada
lipidica que compde as digitais dos sujeitos avaliados. A coleta de amostras foi realizada a
partir do modelo BLIGH & DYER modificado (1959) para extracao de lipideos totais.

Palavras-Chave: Espectrometria de Massas. Lipidomica. Impressdes Digitais.
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1. Introdugao:

As impressdes digitais sdo as formas de identificagdo mais recorrentemente utilizadas
no reconhecimento individual nas Ciéncias Forenses. Seu estudo é denominado Papiloscopia,
sendo definida como a ciéncia responsavel pela individualizagdo humana a partir das papilas
dérmicas presentes nas regides palmar e plantar, das maos e dos pés respectivamente [1].
Inovacoes tecnoldgicas nesta drea sdo cada vez mais fundamentais para complementar outros
métodos ja existentes e se obter resultados ainda mais conclusivos.

A espectrometria de massas (EM) é uma modalidade de analise quimica baseada na
identificacdo direta de moléculas diante de suas razdes massa/carga e de seus padrdes de
fragmentagdo particulares [2]. Essa ferramenta surgiu no contexto forense como uma
possibilidade a se recorrer em casos com exigéncia de diferenciacdao de padrdoes moleculares
especificos. AvaliagGes toxicoldgicas em impressdes palmares [3] e a determinagdo da
variacdo qualitativa dos compostos lipidicos em digitais aderidas a diferentes superficies [4],
sdo alguns exemplos da utilidade de tal ferramenta para as ciéncias forenses.

A Lipidomica é a ciéncia responsavel por estudar todo o conteudo lipidico celular,
conhecido como lipidoma, utilizando-se dos principios da quimica analitica para isto [5]. AEM
é considerada o melhor e mais efetivo método para quantificar e qualificar estruturas lipidicas
[6]. A modalidade MALDI-TOF-TOF de EM, é utilizada usualmente na imagética de perfis
lipidicos [7]. Sua funcionalidade se baseia na associacdo da amostra a um componente matriz,
no qual é irradiado um feixe de raio laser de 334 nm. As moléculas irradiadas, adsorvem a
energia e a transferem para as moléculas adicionadas com prdétons, sendo os lipideos as
moléculas alvo neste estudo. Logo apds, um captador detecta as variacoes de energia e a
traduz, por meio de um software, para um grafico [8].

O processo de anadlise do perfil lipidico de digitais palmares surgiu com o
conhecimento, ja bem estabelecido, de alta variabilidade da camada lipidica denominada de
Stratum Corneum (SC) [9,10,11,12]. Esta camada fica localizada nos primeiros 20 picometros
superficiais da epiderme e é formada nao sé por lipideos, mas também por diferentes
compostos importantes para a manutencao de sua integridade. O SC pode ser afetado por
diversos fatores. No contexto cronolégico, é observado que ha uma deplegao significativa de
todos os compostos lipidicos presentes nesta camada com o envelhecimento, porém um
aumento pontual relativo ocorre durante as estacdes com temperaturas mais elevadas, como
verdo e outono [10,11,13,14]

A temperatura também tem sido um fator associado a mudanca na alteracdo da
composicao do SC [11,12]. Temperaturas mais elevadas, consequentemente, aumentam as
secrecOes pelo suor. Este fator possibilita compreender que variagGes anuais de temperatura,
durante diferentes estacdes, podem comprometer os numeros de secrecdes sebdceas
alterando as concentragdes lipidicas no SC [10,13,14].

A alimentacdo é conhecida por alterar as concentragdes lipidicas no SC de forma
significativa. Dietas com alto consumo de acidos graxos de cadeias longas sao favoraveis para
a manutencdo das vias lipofilicas localizadas na camada superficial da pele, facilitando a
absorcdo de substancias lipofilicas e dificultando para substancias hidrofilicas [15,16].



A ciéncia forense, hoje, com o aumento da criminalidade e consequentemente dos
processos judiciais diariamente iniciados, exige que novas tecnologias acelerem e efetivem a
identificacdo criminal [17]. Muitas destas tecnologias, como a espectrometria de massas, sao
ainda caras para a aquisicdo em larga escala, entretanto é notavel o investimento estatal no
contexto cientifico desta area pelo fato de seu custo beneficio ser mais favoravel do que a
imensa carga de verba destinada a justica todos os anos para casos ndo solucionados [17,18].

Considerando o contexto apresentado, foi objetivado por este estudo avaliar a
viabilidade de se utilizar da EM para analisar perfis lipidicos em impressées de diferentes
individuos e entdo definir suas especificidades para diferenciagdo. Com uma tecnologia tao
precisa na distincao de lipideos sera possivel avaliar padrées inerentes ao estilo de vida de
cada um.

2. Objetivos:

O objetivo desta pesquisa foi fundamentada na analise de perfis lipidicos dos sujeitos
avaliados por meio do espectrémetro de massas, para avaliar a possibilidade do uso deste
método futuramente como identificador e diferenciador de suspeitos nas ciéncias forenses.
Foi realizado também uma revisdo da literatura conhecida sobre a composi¢dao natural da
camada lipidica superficial da pele denominada Stratum Corneum e suas possiveis alteracdes
dependentes do individuo e do meio ambiente.

3. Fundamentagdo Tedrica:

3.1 Papiloscopia

A analise de impressdes digitais apresenta extrema importancia no meio forense para
identificagdo de suspeitos e ainda continua sendo um dos métodos mais utilizados na area
[19]. Uma impressdo é formada por secrecdes transferidas de um individuo para um
substrato, deixando um padrdo de cristas e vales no objeto tocado com os dedos [20]. Este
padrdo de cristas e vales varia entre os individuos, mas além disso a composicdo destas
secrecOes também depende de variacdes na composicao da epiderme. Tais secre¢des derivam
de duas origens diferentes: componentes metabdlicos ou tracos de medicamentos e
componentes externos (substancias em contato com a pele, sujidades, entre outros agentes
externos) [21].

3.2 Lipidémica

Os lipideos sdao metabdlitos essenciais para o funcionamento celular, isso ndo apenas
pela sua funcdo em sua constituicdo celular, mas no processo de sinalizacdo extremamente
importante para o funcionamento adequados das células. A composicao total de lipideos de
uma célula é denominada lipidoma e a Lipidémica é a ciéncia responsavel por estudar esta
questdo [22]. Existem 4 vias metabdlicas essenciais para o estudo da lipidomica:
esfingolipideos, glicerofosfolipideos, glicerolipideos e acidos graxos ndo esterificados. O
entendimento da composi¢ao dessas vias permite entender como variagdes internas e
externas ao individuo podem modula-las [23].



Os esfingolipideos tem como importante funcdo a composicdo das membranas
celulares, por este motivo alteracdes em suas concentracdes podem acabar gerando
alteragdes estruturais nas células [24]. Glicerofosfolipideos sdo os lipideos encontrados em
maior quantidade nas células. Alteracdes genéticas e ambientais podem alterar as
concentracdes das enzimas responsdaveis por sua sintese, dessa forma influenciando em sua
distribuicdo e quantidade no meio celular [25]. Alteracdes em concentracdes de dcidos graxos
ndo esterificados também podem comprometer o funcionamento celular, isso por causa da
capacidade que estes tem de alterar a permeabilidade celular, consequentemente o processo
de transportes celular [26].

4, Meétodos
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O processo de obtencdo de amostras lipidicas para a andlise pela espectrometria de
massas seguiu o protocolo de extracdo de lipideos totais (método de Bligh & Dyer modificado
—1959), onde 13 voluntarios tiveram a remocdo de suas amostras por meio da coleta dos dez
guirodactilos de cada um em tubos identificados e seguiu os seguintes passos:

1. O pellet de células em 150 uL de dgua Milli Q foi ressuspendido;

2. Adicionou-se 190 uL de cloroférmio (grau HPLC) a cada amostra;

3. Adicionou-se 375 pL de metanol (grau HPLC) as amostras;

4. Misturou-se em vortex por 2 min, proporcionando a formac¢ao de uma Unica fase;

5. Acrescentou-se 167.4 L de cloroférmio (grau HPLC) a cada uma das amostras;

6. Depositou-se mais150 pL de agua Milli Q (grau HPLC), gerando a partir deste momento duas
fases, para entdo centrifugar (5 min/ 14.000 rpm);

7. O cloroférmio contendo lipideos na regido inferior é transferida para outro tubo e seca no
concentrador com vacuo e rotagao;

8. As amostras foram armazenadas a -20° C;



9. Foi estabelecido que no momento da analise as amostras seriam ressuspendidas em
metanol e cloroférmio (1:1).

5. Resultados e Discussao

A realizacdo de reunides ao longo do 22 semestre de 2018 no Instituto de Papiloscopia da
Policia Civil foram fundamentais para o processo. A partir de tais reunides, deu-se inicio a confeccao
da revisdo narrativa voltada para a compreensdo da formacao, constituicdo e modificacdo da camada
denominada Stratum Corneum (localizada na epiderme) e como esta pode ser possivelmente utilizada,
associadas as impressdes digitais, para diferenciar ou individualizar suspeitos. O objetivo desta revisao
é abordar a possibilidade da utilizagdo da modalidade MALDI TOF-TOF de espectrometria de massas
para a avaliacdo de perfis lipidicos e identificacdo de diferentes individuos por meio de caracteristicas
pessoais que possam alterar a composicao desta camada em comum. Pode-se compreender que com
o término da busca bibliografica serd possivel realizar, diante da andlise das amostras futuramente
obtidas laboratorialmente e categorizadas por um espectrémetro de massas, resultados que possam
comprovar a efetividade desta questao.

Apds o primeiro encontro no Instituto de Papiloscopia da Policia Civil do DF foram realizadas
discussOes sobre como seriam desenvolvidos os procedimentos para obtencdo do conteldo lipidico
das digitais. Foi definido que a utilizagdo do cloroférmio deveria ser a ideal para a obteng¢do da solugdo
diluida de SC para andlise, pela sua alta volatilidade e capacidade de remogdo desta camada. Dividiu-
se 0 processo em duas etapas. A primeira se tratava da extracdo da camada lipidica dos 10 dedos dos
voluntariados usando de cloroférmio ejetado por uma micropipeta em sentido distal as maos para a
remocdo da camada lipidica. Ndo houve condicionamento externo dos voluntariados sob pedido dos
avaliadores nesta etapa inicial. A segunda etapa solicitaria aos avaliados que realizassem o processo
de gromming, desta forma ao passar as maos por diferentes locais do corpo, suas maos poderiam
recuperar o conteudo lipidico retirado pelo cloroférmio anteriormente. Logo apds seriam extraidos
novamente pelo cloroférmio as estruturas lipidicas do SC. Cada voluntariado teria duas coletas e
ambas seriam avaliadas separadamente e identificadas por inicias.

No primeiro semestre de 2019, diante do processo de coleta, foi necessario que o pesquisador
realizasse dois minicursos para obtengdo da capacidade para realizar o processo. O primeiro minicurso
teve como objetivo o processo de treinamento para pipetagem, onde foi aprendido como manipular
a pipeta e realizar os processos de centrifugacdo. No segundo minicurso, foram realizados os processos
de extracdo de amostras lipidicas totais de 13 individuos, ja explicitados anteriormente. Mesmo com
a obtengdo das amostras para andlise ndo foi possivel concluir a pesquisa inicialmente proposta. A
anadlise necessaria pela espectrometria de massas foi impossibilitada pela quebra do equipamento
necessario, o espectrometro de massas.

6. Consideragdes Finais:
O projeto proposto inicialmente, mesmo tendo sido possivel a realizacdo da coleta das

amostras e o aprendizado adquirido no processo a respeito de métodos de coleta ndo conseguiu
atingir seu objetivo final da analise dos perfis lipidicos das impressdes digitais dos sujeitos da pesquisa.



Um imprevisto, mas infelizmente fundamental para a conclusao do estudo impediu que fosse possivel
obter resultados que comprovassem ou ndo o que foi proposto pelo projeto inicial.
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