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RESUMO

A necessidade atual em descentralizar testes analiticos vem estimulando largamente
pesquisas no desenvolvimento de biossensores nos mais diversos campos estratégicos, como
nas ciéncias forenses, tornando-se um dos setores que crescem mais rapido no mundo. Pelo
fato de que as técnicas rotineiramente usadas como testes de triagem em pericias criminais
exibem inespecificidade, além da exigéncia de testes mais complexos para confirmar a
deteccao de uma molécula de interesse, a construgdo de tecnologias simples e portateis, como
os biossensores, torna-se crucial para a suplantagao dessas dificuldades. O presente trabalho
tem como objetivo desenvolver biossensores como modelos de testes confirmatorios para as
ciéncias forenses. Dispositivos eletroquimicos e holograficos foram desenvolvidos para a
detecgdo de moléculas de interesse forense, como sequéncias de DNA e cocaina. Além desses
estudos, o uso de marcadores moleculares de identificacdo humana em casos de crimes foi
analisado quanto a sua aplicabilidade como biorreceptores ¢ como fonte de dados
sociodemograficos relativos a crimes violentos. Pelos resultados apresentados, os
biossensores foram sensiveis a presenga de DNA, sendo capaz de detecta-lo mesmo em
condi¢des adversas, bem como a presenca de cocaina, em que os correspondentes sistemas
apresentaram um limite de deteccdo de 3,09 nM e 5,69mM, respectivamente. Além disso, os
dados fornecidos pelas anélises de casos de crime de estupro e de morte violenta atrelados ao
uso de marcadores moleculares foram capazes de tracar um perfil sociodemografico de
vitimas acometidas por crimes violentos no Brasil, o que contribui para uma analise
epidemioldgica da criminalidade em escala global. Desse modo, o uso de biossensores
atrelados a marcadores moleculares poderd contribuir como um rapido e efetivo método

analitico em laboratorios forenses.

Palavras chaves: Biossensor, Ciéncias Forenses, Eletroquimica, Holografia, Marcadores

Moleculares



ABSTRACT

Biosensors Market has witnessed significant advances over the years, becoming one of
the fastest growing sectors in the world. Due to the high demand for decentralizing analytical
tests, biosensors research has been applied in many fields, such as Forensic Sciences.
Standard methods used as screening tests in criminal investigations usually exhibit
disadvantages such as lack of specificity, which requires further confirmation with other more
complex analytical methodologies generally based on some instrumental technique. Thus, the
design of portable and simple devices, like biosensors, becomes fundamental to overcome
those problems. The aim of this work is to develop biosensors as model for confirmatory tests
for Forensic Sciences applications. Electrochemical and holographic platforms were
developed in an attempt to detect compounds with impact in forensic (bio) chemical analyses,
like DNA sequences and cocaine. In addition to these studies, the use of molecular markers
for human identification used in criminal cases was analyzed regarded to its applicability as a
bioreceptor and a source for sociodemographic data for violent crimes. The results showed
that the biosensors were sensitive to the presence of DNA, even in harsh conditions as well as
to cocaine, in which those different systems presented a limit of detection of 3,09nM and
5.69mM, respectively. Also, data recovered from rape cases and violent death were able to
make victim profiling of those crimes occurred in Brazil, which contribute to epidemiological
studies of violent crimes at a global scale, helping to prevent their occurrence. Thereby, using
biosensors associated with molecular markers may contribute as a fast and effective analytical

method in forensic laboratories.

Keywords: Biosensor, Electrochemistry, Forensic Sciences, Holography, Molecular Markers
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1 INTRODUCAO

A industria dos biossensores tem alcancado significantes avangos tecnoldgicos ao
longo dos ultimos anos. O mercado mundial de biossensores ¢ um dos setores que crescem
mais rapido no mundo, o qual foi avaliado em US$ 12.455,8 milhdoes em 2013. Apesar de
altos custos iniciais de produgdo, as empresas investem macigamente no setor, devido a suas
vantagens inerentes, como alta sensibilidade e especificidade, compatibilidade com
microtecnologias, portabilidade e rapidez nas analises.

Devido a necessidade do mercado tecnoldgico em descentralizar testes analiticos para
que possam ser realizados remotamente em qualquer lugar e em quaisquer condicoes,
pesquisas nos mais diversos campos estratégicos tem sido realizadas nos Ultimos anos, como
nas ciéncias forenses. Nesse ramo, que visa aplicar o conhecimento e a tecnologia da ciéncia
no cumprimento das leis sociais, as técnicas utilizadas permitem identificar a presenca de
pessoas em uma cena de crime, bem como confirmar ou refutar fatos importantes para
investigacdes criminais. Entretanto, tais métodos exibem desvantagens significantes, como a
ocorréncia de resultados falso-positivos e negativos, incapacidade de analise quantitativa e,
em alguns casos, inespecificidade. Devido a esse fato, os resultados fornecidos por esses
métodos exigem uma posterior confirmagdo, através de outras metodologias analiticas mais
complexas, geralmente baseadas em técnicas instrumentais. O desenvolvimento de
biossensores aplicados a detec¢ao e identificagdo de compostos quimicos e bioldgicos
especificos em cenas de crime constitui-se, entdo, numa excelente alternativa para o cendrio
atual das ciéncias forenses. Sua instrumentacdo relativamente simples, que diminui
consideravelmente o nimero de etapas para o processamento e analise das amostras, nao
exige o uso de profissionais especializados para a sua utilizagdo, o que resulta numa agilidade
na tomada de decisOes e aplicagdo de medidas efetivas nos processos penais, bem como na
redu¢do dos custos dessas operagdes para os Estados.

Baseado em tais fatos, o desenvolvimento de biossensores como modelo de testes
confirmatorios foi analisado no presente estudo, utilizando-se de métodos eletroquimicos e
holograficos. Ainda, a aplicabilidade de marcadores moleculares utilizados na identificagao
humana como elementos biorreceptores, bem como sua utilizagdo na geracdo de dados

sociodemograficos relativos a casos criminais também foram avaliados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IMPACTOS ECONOMICOS NO MERCADO MUNDIAL DE BIOSSENSORES

A industria dos biossensores tem atingido significantes avangos tecnologicos ao longo
dos ultimos anos. Os biossensores t€ém atraido a atencdo da comunidade cientifica e industrial
por combinar habilidades interdisciplinares de bidlogos, fisicos, quimicos e engenheiros para

promover solucdes inovadoras para problemas analiticos (MONGRA; KAUR, 2012).

O mercado mundial de biossensores ¢ um dos setores que crescem mais rapido no
mundo, o qual foi avaliado em US$ 12.455,8 milhdes em 2013. Com um crescimento de 8,1%
por ano, estima-se que esse nimero atinja quase US$ 22 milhdes em 2020. Os Estados Unidos
e a Europa s30 os mercados dominantes do setor, arrecadando cerca de 70% dos rendimentos,
tendo empresas como Roche Diagnostics, Abbot Diagnostics, LifeScan, Bayer Diagnostics,
Affymetrix ¢ Nova Biomedical como destaques mundiais (TRANSPARENCY MARKET
RESEARCH, 2013).

Este mercado possui um capital intenso e precisa de altos investimentos, especialmente
em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), para promover suas inovagdes tecnologicas. Apesar
dos altos custos iniciais de producdo, as empresas investem macicamente no setor,
especialmente na area médica, para sistemas do tipo Point-of-care (PoC) e em biossensores
ndo invasivos, como uma forma de ajudar os pacientes a monitorar suas condigdes fisicas

constantemente e em tempo real por longos periodos (HONG et al., 2016).

Além da area médica, os biossensores agora estdo sendo aplicados em outros ramos,
como na industria alimenticia e em seguranca. Para alavancar a oferta de biossensores para
diferentes aplicacdes, os fabricantes estdo aumentando os investimentos em novos campos,
como nanobiotecnologia, microfluidos e tecnologia de imobilizagdo, biossensores impressos,
microfabricacao e outros, bem como estabelecendo colaboragdes com empresas farmacéuticas
a fim de produzirem produtos de ponta, com a capacidade de fornecer resultados acurados a
baixissimos custos de producdo em massa (BOBADE; KALOREY; WARKE, 2016;
TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 2012).
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2.2 BIOSSENSORES: DEFINICOES E ORIGEM

Por sua interdisciplinaridade intrinseca, o termo biossensor possui diferentes conceitos,
dependendo do campo aplicado. Por exemplo, para um bidlogo, um biossensor ¢ “um
dispositivo que traduz uma varidvel biologica, como potenciais elétricos, movimentos ou
concentracdes quimicas em sinais elétricos”. Para um quimico, uma defini¢do mais adequada
seria “um dispositivo que se utiliza de reacdes biologicas mediadas por enzimas isoladas,
imunossistemas, tecidos, organelas ou células para detectar componentes quimicos,
geralmente por sinais elétricos, térmicos ou oOticos”. Um fisico ainda poderia definir um
biossensor como “um dispositivo que detecta, registra e transmite uma informag¢ao, por meio
de uma considerada mudanca fisioldégica ou ocorréncia de um processo (MARKS et al.,
2008). Entretanto, de uma maneira geral, os biossensores sdo definidos como ferramentas
analiticas que combinam biomoléculas, derivados de material bioldégico ou biomiméticos a
um transdutor para criar uma superficie que permita a medicao qualitativa e/ou quantitativa de

um analito especifico (THEVENOT etal., 2001; XU; WANG; LI, 2017).

Os biossensores sao compostos por trés unidades distintas: o biorreceptor, que
corresponde a biomolécula ligada a uma superficie, sendo responsavel pela detec¢do de um
analito em questdo; o transdutor, que converte as alteragdes geradas pelo reconhecimento
bioldgico em um sinal mesuravel; e o detector, que amplifica e analisa os sinais oriundos do
transdutor  (Figura 1) (MOHANTY; KOUCIANOS, 2006; YAMANAKA;
VESTERGAARD, MUN’DELANIJI C. TAMIYA, 2016). O principio da deteccao desses
dispositivos baseia-se na ligacdo especifica do analito de interesse ao elemento biologico
imobilizado num suporte adequado. A interacdo especifica resulta na alteragdo de uma ou
mais propriedades fisico-quimicas que sdo detectadas pelo transdutor, produzindo um sinal

eletronico proporcional a concentragdo do analito (HASSANI et al., 2016).
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Figura 1: Elementos de um biossensor.

Fonte: O autor (2017).

O termo biossensor apareceu pela primeira vez na literatura cientifica no fim dos anos
1970 e foi revisto véarias vezes no inicio da década de 80. Porém, o primeiro “biossensor” foi
reconhecido quando introduzido por Clark e Lyons em 1962, por intercalar uma glicose
oxidase soluvel (GOx) entre uma membrana de didlise externa e uma membrana de gas
permeavel de um eletrodo de oxigénio. A reducdo na concentragdo do oxigénio dissolvido foi
detectada pelo eletrodo e mostrou ser proporcional a concentragdo de glicose na amostra (LAI
et al., 2016). Notou-se rapidamente que eletrodos enzimaticos poderiam ser criados para uma
variedade de outros analitos clinicamente importantes através da ligacdo de enzimas em
sistemas de eletrodos apropriados. Rechhnitz descreveu um eletrodo seletivo para arginina em
1977, ao imobilizar microrganismos vivos na superficie de um eletrodo sensivel a amoénia e,
para tal, usou o termo “sensor bioseletivo” em suas descricoes. Esse termo foi
subsequentemente encurtado para “biossensor” e permanece até os dias atuais como um termo
genérico para descrever qualquer dispositivo analitico que combina um sistema de

reconhecimento de origem bioldgica e um transdutor fisico-quimico (MARKS et al., 2008).
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2.3 CLASSIFICACAO DOS BIOSSENSORES

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento de reconhecimento
bioldégico imobilizado (biorreceptor) ou pela plataforma de transducdo do sistema

(transdutor).

2.3.1 De acordo com o elemento bioldgico

O elemento bioldgico € capaz de reconhecer a presenca, atividade ou a concentragao de
um analito especifico em uma complexa mistura de outros componentes (JUSTINO et al.,
2015). O reconhecimento biologico, entdo, se enquadra em um de trés diferentes tipos: nos
biossensores de afinidade, que se baseiam nas interagdes de ligante-receptor, biossensores
cataliticos, em que a interagdo entre o biorreceptor com o analito resulta na conversao de um
substrato em um produto mensuravel pelo transdutor e sensores biomiméticos, que se utilizam
de receptores biologicos sintéticos ou modificados que possuem os mesmos principios de

ligag¢do dos sistemas de afinidade e/ou cataliticos naturais (Figura 2) (MARKS et al., 2008).

a) Biossensores de afinidade: nessa categoria, os anticorpos ¢ antigenos
(imunossensores) sdo os sistemas de afinidade mais conhecidos e mais empregados. A
sensibilidade e especificidade dos imunossensores sao governadas pela especificidade
e afinidade da interagdo antigeno-anticorpo e pela alta relagdo de sinal-ruido do
transdutor (CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016; LUONG; MALE; GLENNON,
2008). Além dos imunossensores, os biossensores de acidos nucléicos possuem
bastante notoriedade dentro desta categoria. O principio do reconhecimento biologico
baseia-se na hibridizagdo entre a molécula imobilizada no transdutor (sonda
molecular) e a sua sequéncia-alvo, que adquire a configuragdo de dupla hélice ao
ligar-se a sua cadeia complementar, em que sdo ligadas por pontes de hidrogénio. A
estabilidade dessa ligacdo depende da sequéncia de nucleotideos em ambas as cadeias:
uma combinacdo perfeita na sequéncia de nucleotideos produz uma fita dupla
altamente estavel e facilmente detectada pelo transdutor (LIU et al., 2012; ZHANG et
al., 2016)

b) Biossensores cataliticos: os biossensores que usam enzimas como elemento de
reconhecimento e resposta sdo os mais extensamente utilizados, em que o analito ¢

passivel de modificagdes quimicas. O catalisador enzimatico ¢ integrado na superficie,
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ao lado ou mesmo dentro do material transdutor para garantir que a transformagao
biocatalitica seja seletivamente transduzida em sinal elétrico (XU et al., 2005). De
uma perspectiva analitica, a classe mais importante de enzimas sao as oxirredutases,
que catalisam a oxidagdo de substratos usando o oxigénio molecular, o NAD"
(Nicotinamida adenina dinucleotideo) ou a pirroloquinolina quinona, e as hidrolases
(MARKS et al., 2008). Organelas, células e até fragmentos de tecidos tem sido
extensivamente usados como biocatalisadores para a detec¢do de varios analitos de

interesse clinico e ambiental (MEHROTRA, 2016).

Sensores biomiméticos: Sistemas analogos aos ligantes naturais convencionais tem
sido desenvolvidos para resolver as problematicas relacionados a produgdo desses
compostos, como custo-eficiéncia, duragdo e rentabilidade (CIEPLAK; KUTNER,
2016). O uso de polimeros molecularmente impressos (MIPs, do inglés Molecularly
Imprinted Polymers) ¢ um exemplo disso. Estes sdo sistemas de reconhecimento
artificiais, em que um polimero mimetiza moldes para o “encaixe” perfeito de um
analito, através de cavidades presentes em suas rigidas camadas (ULUDAG et al.,
2016). Os aptameros, por sua vez, sdo ligantes de acidos nucleicos artificiais que sdo
gerados através de bibliotecas combinacionais de oligonucleotideos através de um
processo iterativo de adsor¢do, recuperagao e amplificacdo, podendo ser direcionado
para o reconhecimento de aminoécidos, drogas, proteinas e outras moléculas menores.
Possuem varias vantagens em rela¢do aos anticorpos, como armazenamento de longo-
prazo, producdo por sintese quimica, que resulta em minima ou mesmo nenhuma
variacdo entre os lotes de aptidmeros (NEVES et al, 2010; ROUSHANI;
SHAHDOST-FARD, 2015). Recentemente, o uso de reagdes multicomponentes para a
geracdo de bibliotecas de compostos quimicos tornou-se uma ferramenta poderosa
para gerar diversas moléculas organicas (KAKUCHI, 2014). Dentre essas, destacam-
se os peptideomiméticos, que sdo ligantes especialmente desenhados para mimetizar
aminoacidos contidos no sitio ativo de enzimas, sendo capazes de interagir fortemente
com seus respectivos alvos (BATALHA; ROQUE, 2016). Por serem estaveis,
estruturalmente bem-definidos e esterilizaveis, estes biomiméticos oferecem uma
tecnologia de producdo em escala bastante eficiente para o setor industrial, o que

explica um grande nimero de publicacdes cientificas nessa area (HAIGH et al., 2009).
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Figura 2: Variedades de biorreceptores usados em biossensores. A) Tipos de sensores biomiméticos.
B) Tipos de biossensores de afinidade. C) Tipos de biossensores cataliticos

Fontes: Adaptado de Haigh et al.(2009) e Mehrotra (2016)

2.3.2 De acordo com o transdutor

Diferentes plataformas podem ser empregadas para a transdugao do sinal biologico que
ocorre na superficie transdutora, dependendo do tipo de energia envolvida na reacdo entre o

biorreceptor e o analito. Os principais transdutores sao:

a) Biossensores Oticos, que se baseiam na deteccdo de mudancgas de absor¢ao de radiagdo
eletromagnética na regido do visivel/infravermelho entre os reagentes e os produtos da
reacdo ou na medicdo da emissdo de luz por um processo luminescente. Varios
fendmenos espectrométricos podem ser explorados por esses biossensores, como a
absor¢ao de luz visivel, infravermelho (IR) ou ultravioleta (UV), fluorescéncia,
quimio ou bioluminescéncia, espectroscopia na regido do infravermelho, fotometria do
espalhamento da luz e a ressonancia plasmoénica de superficie. Os sensores

holograficos, por exemplo, exploram as propriedades de contra¢do e expansdo de
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polimeros ao interagir com analitos, em que essa interagao ¢ verificada através da
variacao do comprimento de onda e da intensidade da luz refletida pelo sistema antes e
depois da reagdo com o analito (BENITO-PENA et al., 2016; TERESHCHENKO et
al., 2016; YETISEN et al., 2014);

Biossensores térmicos, que medem a variagdo de temperatura antes e depois que o
analito entra em contato com o biorreceptor, geralmente uma enzima, em que esta
alteracdo ¢ detectada por termistores. (YAKOVLEVA; BHAND; DANIELSSON,
2013);

Biossensores piezelétricos, que ¢ caracterizado por um transdutor acustico formado
por um material oscilante (geralmente um cristal) ligado ao biorreceptor. Quando o
analito liga-se ao elemento bioldgico provoca uma variagdo na massa no cristal,
resultando em uma mudanca subsequente na frequéncia de ressonancia do transdutor,
que é mesurado por um frequencimetro (SKLADAL, 2016);

Biossensores magnéticos, que exploram as propriedades magnéticas dos materiais para
imobilizar e/ ou marcar biomoléculas, em que a detec¢do do analito ¢ feita a partir das
mudangas do campo magnético na superficie do transdutor, derivadas do
reconhecimento biologico. (LLANDRO et al., 2010; SHARMA et al., 2016; WANG
et al., 2016).

Biossensores eletroquimicos, que sdo os mais frequentemente utilizados nos estudos
com biossensores. Este tipo de transdugdo consiste nas andlises de propriedades
eletroquimicas do analito em questdo, onde elétrons sdo gerados ou dissipados na
superficie do transdutor, produzindo um sinal eletronico proporcional a concentragao
do analito. Neste caso, a plataforma transdutora ¢ formada por uma célula
eletroquimica, que contém eletrodos em sua superficie. (FARIDBOD; GUPTA;
ZAMANI, 2011; VASILESCU et al., 2016). Dependendo do tipo de operagdo, os
biossensores eletroquimicos podem ser divididos em quatro grupos: os
potenciométricos, que medem uma diferenca de potencial entre dois eletrodos em
condigdes de corrente elétrica constante; os condutimétricos, que avaliam a
condutancia ou resisténcia do eletrdlito, variando de acordo com a produgdo de
ions/elétrons das reacdes eletroquimicas; os amperométricos, que se baseiam na
geracdo de uma corrente elétrica, resultante de alteracdes de oxidagdo, ou reducdo de
espécies eletroativas na superficie do eletrodo e os voltamétricos, o qual as

informacdes eletroquimicas do analito sdo aferidas pela aplicagdo de uma varredura de
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potencial entre dois eletrodos, registrando-se simultaneamente os valores da corrente

gerada com o respectivo potencial ( RUSLING, 2010; XU; WANG:; LI, 2017).

2.4 APLICACOES DE BIOSSENSORES

Devido a necessidade do mercado tecnoldgico em descentralizar testes analiticos para
que possam ser realizados remotamente em qualquer lugar e em quaisquer condigdes,
pesquisas nos mais diversos campos estratégicos tem sido realizadas nos ultimos anos. As
areas mais promissoras € proeminentes sdo a area médica, a alimenticia, a de
bioprocessamento, monitoramento ambiental e, recentemente, a area das ciéncias forenses.

(MEHROTRA, 2016; VIGNESHVAR et al., 2016).

2.5 CIENCIAS FORENSES

As Ciéncias Forenses sdo areas interdisciplinares do conhecimento que, em conjunto,
atuam de modo a resolver casos de carater legal, sendo sua definicdo mais ampla a aplicagdo
da ciéncia a lei. A palavra forense deriva do latim forensis, com significado de publico, sendo
relativa ao forum ou a discussdo publica, onde atualmente é empregada nas cortes judiciais
(SEBASTIANY et al., 2013). Devido a sociedade tornar-se dependente das leis para regular
as atividades de seus membros e considerando-se a vasta disposi¢do das leis civis e criminais
que a regulam, as ciéncias forenses aplicam o conhecimento e a tecnologia da ciéncia no

cumprimento das leis sociais (VELHO; GEISER; ESPINDULA, 2013).

Na Idade Antiga, praticas padronizadas nas ciéncias forenses eram escassas, 0 que
ajudava aos criminosos escaparem a puni¢do. As investigagdes criminais € os julgamentos
entdo se baseavam em juramentos, confissoes e testemunhos. Numa época em que ainda ndo
havia uma distingdo entre ciéncia e fendmenos como religido, magia e supersti¢ao, algumas
civilizagdes usavam praticas como a ordalia para determinar a culpa ou inocéncia dos

cidadaos (HEBRARD; DAOUST, 2013).

E a Arquimedes que é amplamente atribuida a primeira evidéncia do uso da ciéncia
aplicado a resolugdo de um crime. Ordenado pelo Rei Hierdo I da Grécia, para determinar se
um ourives era culpado ou ndo de ter substituido ouro puro por uma mistura de ouro e prata
na confec¢do de uma coroa, Arquimedes tinha que resolver esse problema sem danificar o

objeto. Utilizando-se dos principios da relagdo entre volume de objetos e deslocamento de
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volume de agua, Arquimedes calculou a densidade da coroa e descobriu que essa possuia uma
densidade menor do que se fosse feita somente por ouro puro, devido a adicdo de metais
menos densos, como a prata, confirmando, assim, a fraude cometida pelo ourives. Os métodos
aplicados por Arquimedes sdo considerados o primeiro exemplo do que atualmente ¢

compreendido como Engenharia Forense (KAMAT, 1986).

O interesse em desvendar crimes por meio das ciéncias forenses tem sido o enredo de
varios romances da literatura mundial, através de personagens como Sherlock Holmes, de
Arthur Conan Doyle e Hercule Poirot, de Agatha Christie (BREWER; LEY, 2009). Nos dias
atuais, a midia foi um dos grandes fatores que influenciaram na atracdo do publico geral para
as investigagdes criminais, pelo meio de séries televisivas que abordam esta tematica, como ¢é
o caso da série norte-americana CSI (Crime Scene Investigation). Entretanto, devido a relativa
distor¢do entre ficcdo e realidade, juizes criminais nos Estados Unidos comecaram a
demandar pericias mais complexas e em tempo real, criando um impacto tdo negativo para as
investigacdes, em que esse fendmeno ¢ atualmente conhecido como Efeito CSI (KIRBY,

2013).

2.6 PAPEL DOS BIOSSENSORES NAS ANALISES FORENSES

Em investigacdes criminais, o foco principal das andlises ¢ confirmar ou descartar o
envolvimento do(s) suspeito(s). As técnicas empregadas permitem que seja possivel
identificar, com relativa precisdo, se uma pessoa, por exemplo, esteve ou ndo na cena do
crime a partir de uma impressao digital, ou entdo um fio de cabelo encontrado no local do
crime. Em algumas situagdes, os peritos utilizam a tecnologia da impressao digital do DNA,
as analises da autenticidade de documentos e obras de artes ou, ainda, o exame de adulteracao

de produtos industriais (SEBASTIANY et al., 2013).

No ramo das analises quimico-biologicas forenses, varios testes de triagem capazes de
detectar a presenca de um ou mais compostos de interesse especial contidos nas amostras
correspondentes tem sido propostos nos ultimos anos. Muitos destes métodos baseiam-se em
imunoensaios, como uma reacao do tipo antigeno-anticorpo, no qual o antigeno €, em geral, o
analito a ser detectado (YANEZ-SEDENO et al., 2014). Estes métodos possuem importantes

vantagens, como andlise rapida, pouca manipulacdo de amostra e alta sensibilidade, mas
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também exibem desvantagens significantes, como ocorréncia de resultados falso-positivos e
negativos e auséncia de analise quantitativa. Devido a esse fato, os resultados fornecidos por
esses métodos exigem uma posterior confirmagdo, através de outras metodologias analiticas
mais complexas, geralmente baseadas em técnicas instrumentais, como métodos
cromatograficos e espectrometria de massa (JAGERDEO; SCHAFF, 2016; SMITH; BLUTH,
2016). Entretanto, tais desvantagens podem ser dirimidas pelo uso de biossensores, que
podem ser aplicados nos mais diversos ramos das analises forenses, como na Toxicologia, na

Bioquimica Forense e na Genética Forense.

2.6.1 Aplicacdes na Toxicologia: deteccio de drogas ilicitas

A detecgao de tragos de drogas ilicitas representa um importante desafio nas rotinas
periciais. Embora as técnicas cromatograficas, principalmente a cromatografia gasosa com
espectrometro de massa (GC-MS), sejam empregadas para este propodsito, estas dependem de
um laboratorio, possuem um alto custo e frequentemente requerem limpeza e derivatizagao da
amostras, além de um longo tempo para analise (BACIU et al., 2015; HADLAND; LEVY,
2016). Como uma alternativa eficiente, o uso dos biossensores, principalmente os de
afinidade e os biomiméticos tornam-se bastante atrativos e bastante pesquisados, por causa de

suas propriedades de alta especificidade e sensibilidade (YANEZ-SEDENO et al.,2014).

A determinagdo de tracos de cocaina € importante para a resolucdo de crimes
envolvendo trafico de drogas, bem como para a clinica médica (BLUTH; PINCUS, 2016).
Para obter-se um método eficiente de detec¢do, por exemplo, a ligacdo da cocaina com um
aptamero imobilizado em uma superficie transdutora (aptassensor) pode ser mensurada por
meio da redugdo de espécies eletroativas ligadas a porcao final mais longe do aptamero, o que
permite a deteccdo da cocaina a niveis micromolares usando métodos eletroquimicos
(BAKER et al., 2006). Em um modelo mais recente, um aptassensor microfluidico continuo
usando a transdugdo eletroquimica foi capaz de detectar cocaina, dentre outros compostos
quimicos em amostras derivadas de soro humano (Figura 3), em que foram detectadas

quantidades minimas da droga, como 10uM (SWENSEN et al., 2009).
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Figura 3: Aptassensor eletroquimico microfluidico. O biossensor ¢ formado por um chip,
contendo trés eletrodos de ouro (W1, W2 e W3), um eletrodo de referéncia de platina(R) e um
eletrodo auxiliar de platina(C), uma camara de entrada, na qual a amostra se divide entre os trés canais
conectados aos trés eletrodos de trabalho e uma cdmara de saida, que elimina os residuos que

percorréram o sistema.

Fonte: Adaptado de Swensen et al.(2009).

2.6.2 Aplicacoes na Bioquimica Forense: detec¢ao de fluidos corporais humanos

Identificar a origem de vestigios biologicos encontrados em uma cena de crime ¢ um
fator de importante nas investigacdes, em que possibilita reconstruir o ambiente e as
circunstancias em que o crime ocorreu. A determinagdo da presenga ou auséncia de um fluido
corporal e sua posterior identificagdo pode ser suficiente para influenciar na resolucao de um
caso (HORJAN; BARBARIC; MRSIC, 2016; VIRKLER; LEDNEV, 2009). Atualmente
varios testes sdo empregados para a realizagdo destas analises, porém muitas deles demandam
o emprego de substancias que podem destruir as moléculas-alvo de testes complementares,
como ¢ o caso do luminol (3-aminoftalhidrazida) ou possuir baixa especificidade, como a

espectroscopia de Raman (SIKIRZHYTSKI; SIKIRZHYTSKAYA; LEDNEV, 2012).

Virios kits comerciais utilizam anticorpos monoclonais dirigidos contra as proteinas-
alvo de um tecido humano, em que a formacao de linhas coloridas confirma a origem humana
da amostra. Frascione et al. (2012) desenvolveram um método de deteccao de sangue através
da conjugagdo de anticorpos anti-glicoforina A de eritrocitos humanos com quantum dots
(QD). O sistema foi capaz de detectar amostras de sangue liquido e seco, apesar do forte

efeito de supressao de fluorescéncia (quenching). Além disso, a presenca dos anticorpos
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marcados com quantum dots nas amostras de sangue ndo inibiram a obtencao de perfis de

DNA completos, o que em muito beneficiaria as investigacdes, em termos de tempo e custos.

2.6.3 Aplicacoes em Genética Forense: Identificacio humana

Por mais de duas décadas, as analises de DNA tem sido usadas para identificar restos
mortais de pessoas vitimas de conflitos e desastres. Embora existam muitas técnicas que
possam ser utilizadas para facilitar a identificagdo de pessoas desaparecidas (como a
papiloscopia e a odontologia forense), nos casos em que os vestigios estdo muito danificados
e fragmentados ou quando os registros ante-mortem estdo indisponiveis, o exame do DNA ¢
frequentemente o melhor método de obter uma identificacao individual positiva (PARKER;
JOHN; ARONSON, 2013). As analises moleculares incluem o uso de PCR e sequenciamento
para detectar marcadores genéticos, como STRs (Short Tandem Repeats), SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) e InDels (Insertion Deletion Polymorphism), que sao
polimorfismos detectados, respectivamente, em sequéncias curtas, Unicas € que possuem

inser¢do ou delecdo de bases no DNA humano (BORSTING; MORLING, 2015).

Alguns sensores desenvolvidos para a genotipagem de marcadores moleculares
baseiam-se em biossensores oticos. Um exemplo interessante € a construcao de um biossensor
que utiliza SNPs alelo-discriminantes (alelos especificos e diferentes facilmente detectaveis
no genoma) como biorreceptores, sendo covalentemente ligados a um chip de silicone pela
interacdo entre o grupo aldeido das sondas com a hidrazina presente no wafer de silicone
(Figura 4) (ZHONG et al., 2003) . Em cada spot do chip, diferentes pares de oligdmeros alelo-
discriminante (sonda P1) foram imobilizados, diferindo somente em uma das bases na
sequéncia 3’ terminal. Uma segunda sonda (P2), contendo parte da sequéncia complementar
ao alvo, possui uma biotina na extremidade 3°, que age como marcador, € uma extremidade
fosfato na 5°, para formar uma ligagao fosfodiéster com sonda P1. A hibridizacdo do alvo e a
ligacdo entre P1 e P2 sdo feitas simultaneamente durante 20 minutos de incubacdo na
presenca de uma DNA ligase termoestavel. Apds lavagem com hidroxido de sodio para
remover todas as moléculas nao ligadas, a sonda P2 biotinilada ¢ detectada pela incubagdo
com anticorpo anti-biotina conjugado com HPR (horseradish peroxidase), formando um
precipitado detectavel. A deposicdo de massa no substrato do chip mostra uma mudanga de
cor de dourado para azul/roxo na superficie do chip, o que, dependendo da densidade do
oligonucleotideo no spot, pode ser vista a olho nu ou por um simples sistema digital de

imagens.
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Figura 4: Etapas para a detec¢do de SNPs em chip 6ticos.

Fonte: Adaptado de Zhong et al. 2003.

A capacidade desse biossensor para realizar a tipagem de SNPs em estudos de
genética de populacdo foi avaliada, utilizando-se sondas para 20 diferentes SNPs que
mapeiam o cromossomo 17 de humanos. As andlises revelaram que o  biossensor
desenvolvido possui 0 mesmo poder discriminativo de uma PCR (do inglés Polymerase
Chain Reaction) em tempo real; quando se compara os resultados dos indices de desvios de
equilibrio de Hardy-Weinberg realizados pelas duas técnicas, verifica-se que ndo ha
diferencas analiticas significativas entre os dois métodos, o que confirma a aplicabilidade do

biossensor para realizar a identificagdo humana.

O desenvolvimento de biossensores aplicados a deteccdo e identificacdo de
compostos quimicos e biologicos especificos em cenas de crime constitui-se uma excelente
alternativa para o cendrio atual das ciéncias forenses. Essas ferramentas tornam-se
extremamente importantes numa investigacao policial, pelo fato de que suas analises podem
confirmar as evidéncias de um crime, muitas vezes estabelecendo uma associagdo entre o
infrator, a vitima e o local de crime, informagdes cruciais para a resolu¢do de um caso
(MURO et al., 2016; VIRKLER; LEDNEV, 2009). Além disso, ¢ uma técnica altamente
sensivel, possui uma instrumentagdo relativamente simples, diminui consideravelmente o

nimero de etapas para o processamento e analise das amostras e ¢ compativel com
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tecnologias de informagdo, o que nao exigiria o uso de profissionais especializados para a sua
utilizacao, resultando numa agilidade na tomada de decisdes e aplicacao de medidas efetivas

nos processos penais, bem como na reducdo dos custos dessas operagdes para os Estados
(SINGH et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver biossensores como modelos de testes confirmatérios para Ciéncias Forenses.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver dispositivo eletroquimico que seja capaz de detectar moléculas de DNA
com relativa sensibilidade, em condicoes otimizadas;

e Verificar a capacidade do dispositivo construido em detectar a hibridizagdo de
moléculas de DNA em condi¢des adversas;

e Desenvolver uma plataforma holografica que seja capaz de detectar cocaina, com
sensibilidade comparavel aos testes presuntivos para essa substancia;

e Tragar um perfil sociodemografico de vitimas acometidas por crimes violentos no
Estado de Pernambuco.
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4 PUBLICACOES

ARTIGO 1 - DNA BIOSENSOR AS A CONFIRMATORY TEST: STUDIES OF HOUSEHOLD CLEANERS
EFFECTS OF ONTO ELECTROCHEMICAL DNA DETECTION

Artigo publicado na Revista Forensic Science International: Genetics Supplement Series

Fator de impacto: 0,350 (2015)
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ARTIGO 2 — DNA GENOTYPING ANALYSIS OVERVIEW: PROFILE OF RAPE CASES IN THE
STATE OF PERNAMBUCO, BRAZIL

Artigo publicado na Revista Forensic Science International: Genetics Supplement Series

Fator de impacto: 0,350 (2015)
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ARTIGO 3 - A HOLOGRAPHIC SENSOR BASED ON A BIOMIMETIC AFFINITY LIGAND FOR THE
DETECTION OF COCAINE

Artigo a ser submetido a Revista Biomaterials.

Fator de impacto: 8.387 (2016)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Pelos resultados observados, conclui-se que os biossensores desenvolvidos foram
capazes de detectar a presenca de DNA e cocaina (com deteccao limite de 3,09 nM e
5,69mM, nos respectivos sistemas), o que confirma a adequabilidade e a viabilidade dessas
ferramentas serem aplicadas in loco nas pericias criminais. Atrelado a isso, os marcadores
moleculares foram capazes de estabelecer um perfil sociodemografico das vitimas de crime
violento, bem como as circunstancias do fato, colaborando na analise epidemiolédgica dos
casos de crimes em escala global, além de auxiliar na elaboracao de estratégias eficazes que
visam diminuir a ocorréncia de crimes violentos no pais. O uso de biossensores como testes
confirmatorios possui um grande potencial, que podera contribuir no futuro com um rapido e

efetivo método analitico no ambito das ciéncias forenses.
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