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RESUMO

Crimes sexuais sdo aqueles que atentam contra a dignidade e liberdade sexual,
caracterizados como uma forma de violéncia de maior incidéncia ao género feminino.
Desta forma, a identificacédo de fluidos bioldgicos como sangue, saliva e sémen constitui
uma das etapas cruciais na analise de amostras ou cenas de crime para pericia. Dentre
esses fluidos, a presenca de fluido seminal (sémen) pode constitui uma evidéncia criminal
quando encontrado na vitima ou em roupas, por exemplo. O sémen possui uma
composicdo complexa, contudo, a enzima fosfatase acida (AP) pode ser empregada como
um marcador, uma vez que possui concentragdes no liquido seminal até 400 vezes maior
comparada a outros fluidos corporais. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma metodologia para deteccdo colorimétrica da AP utilizando uma pequena
quantidade de amostra, sendo passivel de ser usada em campo, com resposta rapida e
seletiva, assim, auxiliando na confirmacdo de evidéncias de crimes sexuais. O método
proposto se baseia na detec¢do da AP empregando como substrato o &cido ascorbico 2-
fosfato (AAp), 0 qual, na presenca da enzima libera fosfato inorganico e o acido ascorbico
reduzido (AAr) em pH 5,0, sendo este, usado para detectar a enzima no meio. Neste caso,
0 AAreage com os ions Fe(ll1) levando a formacéo de Fe(ll) e acido ascorbico oxidado
(AA,). Portanto, foi explorada a reacdo dos ions Fe(ll) gerados in situ com Ks[Fe(CN)e]
em meio 4cido levando a formacéo do azul da Prussia (PB) (Fes[Fe(CN)s]s), um coloide
azul escuro (A = 710 nm). O uso do PB como sonda colorimétrica com Amax > 500 nm
evita possiveis interferéncias espectrais em funcdo da composicdo de amostras
complexas. Inicialmente, os principais parametros reacionais foram otimizados
empregando AA:, nas condi¢cdes de melhor performance analitica usou-se Fe(lll) a 1,5
UM e KsFe(CN)sa 1,5 mM, ambos em HNO3 0,45 M. Para melhorar a estabilidade do PB
gerado empregou-se a polivinilpirrolidona (PVP) 0,20% (m/v). Em seguida, aplicou-se
as condigOes otimizadas na deteccdo de AP, usando AAp (0,75 mM) como substrato apH
5,0 (HAc/NaAc, 100 mM). Nestas condicdes, se obteve uma curva analitica para AP,com
faixa linear de 0,25 a 3,0 U L%, correspondente a equagdo Azio nm = 0,32 (0,01)
xCap + 0,002 (+0,017) (n =9, r = 0,9960) e LOD = 0,04 U L"*, aguardando um tempo de
45 min. Como prova de conceito, o0 método foi aplicado com éxito em uma amostra de
sémen real para uma avaliacdo qualitativa ap6s diluicdo do sémen em solucdo, aplicado
na superficie de um tecido (algod&o), swab e no dispositivo analitico baseado em papel
(PAD). O PAD apresentou melhor condicdo uma vez que foi possivel monitorar a
intensidade da cor utilizando o volume de 0,5 uL da amostra. Além disso, foi possivel
determinar as figuras de mérito para acido ascorbico, uma segunda espécie marcadora,
em solugdo (LOD = 0,29 uM) e no PAD (LOD = 48,53 uM). Nesta linha, enzima AP
também foi avalidada em PAD com LOD = 18,55 U Lt Ademais, o método foi avaliado
frente a possiveis interferentes como saliva, sangue, urina, lubrificante, clara de ovo,
molho de tomate, suco de abacaxi e leite, para este teste 0 molho de tomate e o suco de
abacaxi apresentaram valores similares a amostra seminal, considerando o teor de &cido
ascorbico, enquanto para acido ascorbico foi a clara do ovo e 0 molho de tomate. No
ensaio de recuperacdo para o acido ascorbico se obteve valores de 81 a 100%, enquanto
AP variou em 82 a 101%, ambos com RSD inferior a 4%. Por fim, o método proposto
mostrou-se passivel de ser aplicado em diferentes situagdes, incluindo uma dupla resposta
em relacdo a AP bem como o &cido ascorbico reduzido, sendo uma alternativa viavel para
aplicacdes em campo, e contribuindo para uma tomada rapida de decisdo, se necessério.

Palavras-chave: Crimes sexuais; Sémen; Fosfatase acida; Deteccdo colorimétrica;
Ciéncias forenses;



ABSTRACT

Sexual crimes are those that threaten sexual dignity and freedom, characterized as a form
of violence with a higher incidence of female gender. In this way, the identification
biological fluids such as blood, saliva and semen are one of the crucial steps in the analysis
of samples or crime scenes for forensics. Among these fluids, the presence of seminal
fluid (semen) may constitute criminal evidence when found on the victim or on clothing,
for example. Semen has a complex composition, however, the enzyme acid phosphatase
(AP) can be used as a marker, since it has concentrations in seminal fluid upto 400 times
higher compared to other body fluids. In this sense, the objective of this workwas to
develop a methodology for colorimetric detection of AP using a small amount of sample,
being able to be used in the field, with a quick and selective response, thus helpingto
confirm evidence of sexual crimes. The proposed method is based on the detection of AP
using ascorbic acid 2-phosphate (AAp) as substrate, which, in the presence of the enzyme,
releases inorganic phosphate and reduced ascorbic acid (AA;) at pH 5.0, which is used to
detect the enzyme in the medium. In this case, AAreacts with Fe(lll) ions leading to the
formation of Fe(ll) and oxidized ascorbic acid (AAo). Therefore, the reaction of Fe(ll)
ions generated in situ with Ks[Fe(CN)s] in acid medium was explored,leading to the
formation of Prussian blue (PB) (Fes[Fe(CN)s]3), a dark blue colloid (A = 710 nm). The
use of PB as a colorimetric probe with Amax>500 nm avoids possible spectral interference
due to the composition of complex samples. Initially, the main reaction parameters were
optimized using AA«, under the best analytical performance conditions Fe(lll) at 1.5 uM
and KsFe(CN)e at 1.5 mM were used, both in 0.45 M HNOs.To improve the stability of
the PB generated, polyvinylpyrrolidone (PVP) 0.20% (w/v) was used. Then, the
optimized conditions in the detection of AP were applied, using AApr(0.75 mM) as
substrate at pH 5.0 (HAc/NaAc, 100 mM). Under these conditions, an analytical curve
for AP was obtained, with a linear range from 0.25 to 3.0 U L, corresponding to the
equation Azionm = 0.32 (+0.01) x CAP + 0.002 (+0.017) (n =9, r = 0.9960) and LOD =
0.04 U L, waiting for a time of 45 minutes. As a proof of concept, the method was
successfully applied on a real semen sample for a qualitative evaluation after semen
dilution in solution, applied on the surface of a tissue (cotton), swab and on the analytical
device paper-based (PAD). The PAD presented a better condition since it was possible to
monitor the color intensity using a volume of 0.5 pL of the sample. Furthermore, it was
possible to determine figures of merit for ascorbic acid, a second marker species, in
solution (LOD = 0.29 uM) and in PAD (LOD = 48.53 uM). In this line, AP enzyme was
also evaluated in PAD with LOD = 18 .55 UL™. In addition, the method was evaluated
against possible interferences such as saliva, blood, urine, lubricant, egg white, tomato
sauce, pineapple juice and milk, for this test tomato sauce and pineapple juice showed
values similar to the sample seminal, considering the ascorbicacid content, while for
ascorbic acid it was egg white and tomato sauce. In the recovery assay for the ascorbic
acid, values from 81 to 100%, were obtained, while AP ranged from 82 to 101%, both
with RSD less than 4%. Finally, the proposed method proved to be capable of being
applied in different situations, including a double response in relationto AP as well as
reduced ascorbic acid, being a viable alternative for field applications, and contributing
to a quick decision making when necessary.

Keywords: Sexual crimes; Semen; acid phosphatase; Colorimetric detection; Forensic
sciences;
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1. INTRODUCAO

De acordo com o cenario atual, a violéncia sexual ocorre em diferentes contextos,
familiar, religioso e social, contudo, tem-se uma vasta distorgao entre o registo formal e
o real nimero de agressdes sofridas (subnotificacdo). Entre os diferentes crimes sexuais
destacam-se 0 estupro e estupro de vulneravel caracterizado como a realiza¢do do ato
libidinoso ou conjuncdo carnal. Independente da faixa etaria, as mulheres sdo mais
expostas devido questdes historicas relacionadas ao desenvolvimento da Sociedade.

Segundo o Anuario Brasileiro de Seguranca Publica (2022), o aumento no nimero
de registros reforca a necessidade de politicas de prevencdo, considerando que tais atos
sdo praticados, geralmente, por membros da familia ou de confianca das
criancas/adolescentes, revelando padrdes de violéncia intrafamiliar. Assim, para
validacédo do crime, a vitima é encaminhada ao exame de corpo de delito com o intuito de
verificar se houve lesdes, como presenca de escoriagdes, hematomas, incluindo a
identificacdo de fluidos biologicos como sémen, saliva, urina, sangue e cabelo
(FRANCEZ et al., 2020).

Neste sentido, a presenca de fluido seminal (sémen) na vitima ou em roupas, por
exemplo, pode constitui uma evidéncia criminal fundamental. A sequéncia de agOes
quanto a este fluido bioldgico consiste predominantemente no tempo desde a deposicao,
identificacdo, determinacdo de espécie e raca, além do perfil de DNA. O sémen possuli
uma composic¢ao complexa, contudo, a enzima fosfatase acida (AP) presente nesta matriz
pode ser empregada como um marcador quimico, esta apresenta niveis no liquido seminal
até 400 vezes maior comparada a outros fluidos corporais (GAMBLIN & MORGAN-
SMITH, 2020).

Atualmente, existem varios Kits para determinacdo de fosfatase acida incluindo
ensaios clinicos e estudos in vitro, entre os reagentes comercializados destacam-seaqueles
que usam reacdes colorimétricas, assim, passiveis de monitorar diretamente os produtos
coloridos da hidrdlise de substratos por espectrofotometria UV-vis, assim como, para
alguns casos a deteccdo visual. Seguindo nesta perspectiva, o objetivo do trabalho
consiste na determinacdo de AP em funcéo da reducéo de Fe(lll) a Fe(ll) empregando a
reacdo de formacdo do azul da Prussia, utilizando uma pequena quantidade de amostra
seminal, com resposta rapida e seletiva, e que seja passivel de ser usada em campo,
auxiliando na confirmacéo de evidéncias criminais de crimes sexuais com a possibilidade

de tomada de decisd@o por parte da equipe técnica.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Crimes sexuais — Conceitos e questdes legais

Crimes sexuais consistem em acles essencialmente dolosas que se consumam
com a pratica do ato libidinoso sem a anuéncia da vitima, com objetivo de satisfacdo de
lascivia propria ou de terceiros. No Brasil, os atos violentos de natureza sexual sao
qualificados como crime e estdo incluidos no Codigo Penal (CP). A Lei n° 12.015/2009
proporcionou uma reforma quanto aos aspectos relativos a disciplina dos crimes sexuais,
servindo de amparo ao individuo vitimizado por crimes contra a dignidade sexual e
contra a liberdade sexual. Diante do contexto, este trabalho apresenta uma introducao a

respeito dos principais crimes de violéncia sexual.

2.1.1 Estupro
O crime de estupro é punivel a titulo de dolo, conforme previsto no artigo 213 do

CP, a maneira de execug¢éo do crime, sua pena e suas qualificadoras, in verbis:

Art. 213. Constranger alguém, mediante violéncia ou grave ameaca, a ter
conjuncdo carnal ou a praticar ou permitir que com ele se pratique outro ato
libidinoso: Pena — reclusédo, de 6 (seis) a 10 (dez) anos. § 1° Se da conduta
resultar lesdo corporal de natureza grave ou se a vitima é menor de 18
(dezoito) ou maior de 14 (catorze) anos: Pena — reclusdo, de 8 (oito) a 12
(doze) anos. § 2° Se da conduta resultar morte: Pena — recluséo, de 12 (doze)

a 30 (trinta) anos.

Dessa forma, a violagdo sexual, pode ocorrer por meio de conjuncdo carnal
(cépula vaginica) ou com a pratica de qualquer outro ato libidinoso. No primeiro caso,
para a consumacao do crime, é necessario haver a introducdo do érgdo sexual masculino,
contudo, ndo sendo necesséria a ejaculacdo. Por outro lado, a prética precisa ser efetiva
no ato libidinoso, a principio para ambos o0s casos, deve haver acdo de promocéo do

“constrangimento” por intermédio de violéncia ou grave ameaga.

2.1.2 Estupro de vulneravel

O crime de estupro de vulneravel ocorre quando a vitima: a) for menor de 14 anos;
b) apresenta algum tipo de enfermidade e/ou deficiéncia mental; c) ou por qualquer outra
causa gue ndo podem oferecem resisténcia ao ato sexual, conforme o artigo 217-A, na Lei
12.015/2009. Nesta modalidade, o limite de idade estd amparado na condicdo de

inocéncia consilli, que envolve na falta de ciéncia no que se refere os fatos sexuais
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(RANGEL, 2020).

Ao contrario do estupro comum, o0 autor nao se vale de violéncia ou grave ameagca,
entretanto, se caracteriza por tirar vantagem da vitima pela falta de discernimento ou
capacidade de resistir a sua intencéo libidinosa. Considerando o consentimento da vitima
é possivel discutir sobre duas espécies de vulnerabilidade, sendo uma absoluta (menor de

quatorze anos) e a outra relativa (menor de dezoito anos) (BARROS, 2022).

2.1.3  Violéncia mediante fraude

O crime de violéncia sexual mediante fraude € descrito no artigo 215 do CP como
doloso e admite-se a tentativa. De modo oposto ao estupro, o autor nao utiliza de violéncia
ou grave ameaga para atingir sua finalidade, por sua vez a pratica do ato libidinoso
dificulta ou impede a livre manifestagdo de vontade da vitima (BARROS, 2022). Como
exemplo, o comportamento de um individuo que ejacula sobre a vitima no interior de
transporte coletivo, aproveitando-se do aglomerado de pessoas no transporte publico e/ou
ao fato da atencdo da vitima ndo estar focado no autor, mas este satisfaz a sua lasciva
praticando um ato libidinoso que consiste em se masturbar proximo da vitima e ejacular

sobre ela.

2.1.4 Assédio Sexual

A infragdo prevista no artigo 216-A do CP é direcionado as relagGes de trabalho,
cargo ou funcdo. Assim, decorre quando a vitima € coagida por seu superior hierarquico,
aproveitando-se de sua posicdo, a fim de obter vantagem ou favorecimento sexual.
Ademais, existe uma lacuna em relacdo a clareza que um tipo incriminador deve conter,
a coacdo exercida pelo agente pode ser fisico, moral, direto ou indireto, por gestos ou
palavras. Portanto, o constrangimento ndao pode ser inferido ou adivinhado, ainda se ndo

estiver expressamente previsto em lei, fica fora do alcance pratico (NUCCI, 2022).

2.2 Periciacriminal

Considerando a premissa que “todo contato deixa uma marca”, no contexto
criminalistico, reconhece-se que 0s vestigios sdo todos os elementos encontrados em uma
cena de crime, o0s quais, podem vir a ser elucidados pela pericia criminal, e desta forma,
podem relacionar ou ndo com o fato apurado. Em relacdo aos crimes sexuais, a pericia
criminal pode ser classificada por dois aspectos, a pericia no local onde o crime ocorreu
e a pericia no corpo da vitima (FERREIRA, 2019).
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Dentre os vestigios biologicos em crimes sexuais mais comuns tem-se 0 sangue,
sémen, pelos, saliva, urina, frequentemente associados a pecas de roupas, objetos e
preservativos. A avaliacdo do exame de corpo de delito de préatica sexual delituosa, segue
um protocolo tradicional e normalmente é realizado pelos peritos médico-legistas,
procurando por evidéncias de lesdes relacionadas ao fato ou qualquer forma de violéncia.
Ademais, o médico-legista conduz uma entrevista com a vitima buscando informac6es
importantes para embasar as investigagdes (SALA, 2018).

Ap0s a analise inicial, os vestigios biologicos coletados sdo submetidos a exame
de DNA de modo tentar identificar o perfil genético do infrator. Contudo, a auséncia de
provas materiais dificulta a investigacdo criminal, bem como, a determinacéo de autoria
do agressor (FERREIRA, 2019). Assim, a pericia criminal é uma prova material baseada
na fundamentacéo cientificacom um carater imparcial utilizada para auxiliar nas decisoes
judiciais (RIGO et al., 2022).

2.3 Exame de corpo de delito

Normalmente os crimes sexuais ocorrem em ambientes reservados, privados ou
isolados, propiciando o contato com a vitima, quando a infracdo deixar vestigios segundo
0 artigo 158 do Codigo Processo Penal é indispensavel a realizacdo do exame de corpo
de delito, direto ou indireto, ndo podendo supri-lo a confissdo do acusado. Por esta razao,
a vitima ao chegar em uma delegacia serd submetida a realizacdo do exame de corpo de
delito. O exame direto é aquele em que os peritos dispdem dos vestigios para analise, a
percepcao ocorre sem intermediarios. Por sua vez, no exame indireto os peritos utilizam
elementos acessorios para a elaboracdo do laudo, como fotografias, prontuarios médicos
(BASOLI et al., 2021).

Consequentemente a presenca de trauma genital ou anal, associado ou ndo ao
trauma extragenital (hematoma, escoriacdes de diferentes extensoes, lesbes contundentes
e lesBes perfurocortantes), resulta na positividade do exame de corpo de delito (LOPES
JR, 2020). Neste contexto, o exame podera ser realizado em qualquer dia e a qualquer
hora em parceira com a pericia criminal, contudo, existem poucos protocolos para
condigdes de atendimento; analise e avalicdo dos vestigios, sendo assim, € importante
analisar as particularidades de cada caso respeitando o estado de satde fisico e mental da

vitima e os sinais de violéncia.
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2.4  Dados estatisticos no Brasil e Alagoas

O Forum Brasileiro de Seguranca Publica (FBSP) é o principal 6rgdo de
divulgacdo das estatisticas criminais ocorridas no pais, incluindo os crimes sexuais
realizados preferencialmente em mulheres, adolescentes e criangas. O cenario
apresentado no Anuério Brasileiro de Seguranca Publica (2022) aponta uma queda de
crimes letais, entretanto, outros indicadores relativos a violéncia contra mulheres, como
taxa de lesbes corporais, notificacbes de ameacas e assédio sexual, apresentaram
crescimento no ano de 2021. Estima-se que no Brasil ocorram 822 mil casos anuais de
estupro/estupro de vulneravel, de acordo com o IPEA 8,5% sdo reportados as policias e
apenas 4,2% sdo reportados pelo sistema de satde (FERREIA et al., 2023). Vale ressaltar,
a coleta de dados referentes ao crime de divulgacdo de cena de estupro/estupro de
vulneravel, sexo e pornografia, previsto no Art. 218-C da lei 13.718/2018, entretanto,
ainda existe dificuldade por parte da Policia em identificar e classificar estes delitos
(FBSP, 2022).

Durante a ultima década (2011 a 2021), teve-se um total de 627.025 pessoas que
foram vitimas de estupro e estupro de vulneravel no Brasil, além disso, no ano de 2022
se registrou cerca de 74.930 boletins de ocorréncia sobre esses crimes, levando a um
crescimento de 8,2% em relacdo ao ano de 2021 (Fig. 1A). De acordo com 0s registros
policiais, estas informacdes equivalem as vitimas que efetivamente denunciaram o crime
em uma delegacia, logo, é provavel que o nimero de casos seja maior do que os valores
do levantamento (FBSP, 2022), e desta forma tenha subnotificacao.

Nota-se um aumento no namero de registros de estupro entre 2020 - 2021, os quais
podem estar relacionados com a pandemia de Covid-19, momento que as mulheres
estiveram mais tempo em suas residéncias convivendo com os supostos ‘“agressores”
(Fig. 1A). Os nameros apresentados pelo FBSP apontam que 75,8 % das vitimas séo
relacionadas a estupro de vulneravel, incluindo criangas menores de 14 anos e/ou pessoas
adultas incapazes de consentir, o que torna a situagdo ainda mais complexa.

A violéncia sexual contra criancas e adolescentes é definida como qualquer ato
que tenha por intuito estimular sexualmente a crianca e/ou adolescente, bem como,
utilizd-la para obter qualquer tipo de estimulacdo sexual (TRAJANO et al., 2021). No
Brasil, se considerarmos as criancas e adolescentes entre 0 e 13 anos, que
automaticamente sdo enquadradas como vulneraveis, temos 61,3% de todas as vitimas
(Fig. 1B).
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Fig. 1. Estatisticas relacionadas a estupro no Brasil e Alagoas. (A) Evolugdo do ndmero de
estupros e estupros de vulnerdvel no Brasil 2011-2022; (B) Numeros de estupro e estupro de
vulneravel em relacdo a faixa etaria das vitimas no Brasil em 2022 e (C) Evolucdo do nimero de
casos de violéncia sexual em Alagoas, considerando o sexo das vitimas.
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Fonte: Adaptado do Anuério Brasileiro de Seguranca Publica, 2022 (Fig. 1A-B) e Secretaria de Estado da
Saulde de Alagoas (Sesau), 2022 (Fig. 1C).

A faixa etéaria de 10 - 13 anos, reine 33,2% dos registros, destacando uma forte
concentracdo na transicdo da pré-adolescéncia, periodo que inicia a puberdade (Fig. 1B).
Em referéncia ao perfil, as mulheres representam 88,7% das vitimas, sendo a maioria em
todas as faixas etarias, enquanto as vitimas do sexo masculino séo, predominantemente,
criancas. Pela primeira vez o Anuério Brasileiro de Seguranca Publica (2022) registrou
uma diferenca entre o perfil étnico racial, onde 56,8% das vitimas eram negras, 42,3%
brancas, e amarelas e indigenas totalizaram menos de 1%, indicando que este fator ndo é
determinante para o crime.

De acordo com dados da Policia Civil, o Estado de Alagoas registrou 952 casos
de violéncia sexual, com uma média de 2,6 abusos por dia de janeiro a dezembro de 2022.
Em concordancia com os elementos disponibilizados observa-se a evolucdo dos nimeros
referentes as vitimas do sexo feminino (Fig. 1C). Ademais, a Sesau (2023) ressalta que
em janeiro de 2023, o estado de Alagoas contabilizou 43 casos de violéncia sexual, sendo
40 meninas e 3 meninos, com maior incidéncia para os adolescentes entre 12 - 17 anos.

Considerando o vinculo entre vitima e autor, as agressdes sexuais podem ser
classificadas em violéncia sexual aguda (episodio Unico) e violéncia sexual cronica
(episddios repetitivos). A primeira € definida pelo envolvimento das vitimas com faixa
etaria mais elevada, por estarem mais associadas as agressoes fisicas, na maioria dos casos
com agressores fora do convivio comum. Em contrapartida, a segunda categorizacao
relaciona a agressdes sexuais de ambiente familiar, com vitimas com faixa etaria mais

baixa (criancas e adolescentes), sendo de baixa notificagcdo policial (SERAFIM &
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MENDES, 2021).

Em geral, segundo o FBSP (2022), de 8 cada 10 casos registrados no ano de 2021
foram de autoria de um conhecido da vitima, sendo que 40,8% eram pais ou padrastos;
37,2% irmdos, primos ou outro parente e 8,7% avds. Outro fator importante é o local da
ocorréncia, estima-se que a maioria dos casos de agressao sexual ocorram na propria
residéncia da vitima (68,3%), ou durante o percurso do trabalho/escola, ou durante
atividades realizadas proximas a residéncia (OLIVEIRA et al., 2021)

Dessa forma, a escola € um ambiente estratégico e fundamental para o
enfrentamento do estupro de vulnerdvel, uma vez que € o local onde as criancas e
adolescentes tendem a passar mais tempo durante o dia, auxiliando no processo de
identificacdo e denuncia, mas, sobretudo, no processo de prevencdo (FAGUNDES,
2020). Ao dar visibilidade aos numeros, o Forum Brasileiro de Seguranca Publica
pretende auxiliar para que projetos de lei, politicas publicas e acdes da sociedade civil
sejam colocados em prética para a preservacao e protecao da vida, em especial de meninas

e mulheres.

2.5 O poder da palavra da vitima

O depoimento da vitima, também chamada de ofendida, consiste um meio de
prova previsto no Art. 201 do Codigo Processo Penal, deste modo, a palavra da vitima
em consonancia com outros elementos da investigacdo, € um componente de alta
importancia, validando a autorizagao da conclusao do caso e consequente condenagéo do
acusado (SILVA & PASCHOALICK, 2020).

Em conformidade com a Lei n°® 12.845/2013 (Lei do Minuto Seguinte) € garantido
o0 atendimento imediato, emergencial e integral a todas as vitimas de estupro pelo Sistema
Unico de Sadde (SUS). Anteriormente a lei, a vitima de violéncia sexual precisava se
dirigir a delegacia, em seguida seria encaminhada ao Instituto Médico Legal para a
realizacdo do exame de corpo de delito e por Gltimo receberia auxilio médico. Neste
sentido, é fundamental que os profissionais da Saude que realizem o atendimento possam
também, quando possivel, realizar obtencdo de amostras (vestigios) e/ou ensaios
preliminares, que venha a subsidiar e dar forga a palavra da vitima.

Paralelamente a Lei n°® 13.431/2017, o Estatuto da Crianca e do Adolescente
(ECA) foi alterado visando protege-los de violéncia, assim, realizando o procedimento da
escuta especializada e do depoimento em um ambiente acolhedor com a participacdo de

um profissional especializado, garantindo sua privacidade.
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Neste contexto, € irreparavel que a violéncia sexual provoca uma série de traumas
para o estado psicologico e emocional da vitima. Dentre os efeitos mais visiveis e
imediatos sdo a gravidez indesejada, lesdes fisicas e doencas sexualmente transmissiveis.
Os frutos desses delitos revelam que vitimas manifestam com frequéncia transtorno de
estresse pds-traumatico (TEPT), ansiedade, depressao, disturbios sexuais e do humor,
maior tendéncia ao uso ou abuso de alcool, drogas e outras substancias, transtornos
alimentares, bem como risco de suicidio (FERREIRA, 2021).

Via de regra recomenda-se obter o maximo de informacbes sobre o
acontecimento, uma vez que é muito dificil provar a ocorréncia sexual por outras
evidéncias além do testemunho da vitima. As provas necessitam ser averiguadas de
acordo com o caso, para que ndo seja imposta san¢do a quem ndo fez nada de errado,
violando os principios fundamentais do direito penal (OTTON & NINGELLISK, 2022).
Desta forma, a investigacdo criminal € um conjunto de processos que engloba desde a

identificacdo de matrizes bioldgicas e analises destas amostras até a elucidacéo do crime.

2.6 Fluidos bioldgicos nas Ciéncias Forenses

A identificacdo de fluidos bioldgicos consiste em uma etapa primordial para as
investigacOes forenses, podendo auxiliar na reconstrucdo de cenas e facilitar o processo
de identificacdo de uma vitima ou suspeito que estiveram presentes e envolvidos no crime
(SUEN & HARBISON, 2021). O estudo sobre a identificacdo dos fluidos emprega
diferentes ensaios quimicos, testes baseados na atividade catalitica de enzima, métodos
soroldgicos e biologicos, além da aplicagdo de diferentes métodos baseados em técnicas
espectroscopicos e microscopicas (SAKURADA, WATANABE & AKUTSU, 2020).

Além disso, os testes presuntivos sdo aplicados para indicar a identidade de um
marcador, enquanto que os testes confirmatorios adicionais sdo conduzidos para
comprovar a origem e identidade da amostra (RODRIGUEZ et al., 2019). Em contrapartida,
ensaios que levem a destruicdo ou que usem elevados volumes da amostra sdo impasses
na aplicacdo de testes no processo de caracterizacdo inicial. Cada fluido biologico
apresenta uma composi¢do Unica, diferindo em relagdo ao numero de componentes
especificos (marcadores), assim, componentes comuns a varios fluidos, pode alternar a

base de identificacdo correta do tipo de amostra (KIM et al., 2020).
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Dentre os fluidos corporais mais comuns de interesse forense destacam-se sangue,
sémen, saliva, fluido vaginal, urina e suor. Considerando o sangue, por exemplo, o teste
presuntivo mais simples € baseado na rea¢do quimioluminescente do luminol com H20>
catalisada pela hemoglobina, gerando emissdo de luz azul (DO VALLE FRAGOSO et
al., 2021). Por outro lado, analisando o fluido oral, a deteccéo da atividade da amilase é
extensivamente aceita para detectar a presenga de saliva, seja por métodos fisicos usando
fluorescéncia ou imunocromatograficos por meio de anticorpos monoclonais
(D’AMONE, MATZEU & OMENETTO, 2021)

Embora ndo seja habitual de serem encontrados em cenas de crimes, o fluido
vaginal e a urina podem ser detectados via métodos enziméticos, o primeiro explorando
a peptidase vaginal (enzima), utilizando a técnica de eletroforese em gel; enquanto o
segundo fluido pode ser identificado a partir da atividade da urease, que libera NHz e CO>
ao hidrolisar ureia, e assim, por meio de reacdes colorimétricas constata-se a presenca da
enzima (SAKURADA, WATANABE & AKUTSU, 2020). A técnica de microscopia
eletronica de varredura (SEM), acoplado ao raios-X de energia dispersiva (EDX)
identifica presumivelmente a presenca de suor, determinando as concentracdes relativas
de alguns elementos metalicos, por exemplo, cloro, sédio, fosforo, potassio, enxofre.
(CASEY et al., 2020). Seguindo a perspectiva forense, o sémen é o fluido corporal mais

significativo em relacéo aos casos de agressao sexual.

2.6.1 Sémen

O sémen é um fluido corporal de aspecto leitoso e levemente amarelo, em sua
composicdo estdo presentes componentes quimicos e bioquimicos celulares e nao
celulares gerados a partir de diferentes glandulas do sistema reprodutor humano. Desta
maneira, 0s constituintes do sémen séo de duas fontes: esperma e liquido seminal, sendo
0 ultimo gerado pela contribuicdo da vesicula seminal (45 - 80%), prostata (15 - 30%) e
glandulas bulbouretrais (aproximadamente 5%) (CASEY et al., 2020).

A prostata é uma glandula do sistema genital masculino que atua como fonte de
fosfatase acida (AP), antigeno prostatico especifico (PSA), acido citrico, zinco, calcio e
magnésio. No periodo da ejaculacéo, é liberado entre 1,5 a 6 mL do fluido seminal, que
é geralmente heterogéneo em razdo da mistura incompleta dentro do corpo humano.
Assim, o cheiro e sabor do sémen correspondem as aminas, COmoO a espermina,
espermidina, putrescina e cadaverina. Estas bases possuem papel de neutralizar o

ambiente acido do canal vaginal (que é muito nocivo ao esperma), e protegem o DNA
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dentro do esperma em funcdo da desnaturagdo acida (ZHA et al., 2020).

Antes do sémen secar, ele dispde um odor caracteristico e contém milhdes de
espermatozoides. Normalmente, em um individuo saudavel o nimero de espermatozoides
varia de 107 a 108, entretanto este intervalo pode ser alterado em caso de espermatogénese
maultipla e outros distarbios como oligospermia, azoospermia, aspermia, entre outros (LI1U
et al., 2020). Ap0s a secagem, perde-se 0 cheiro e consequentemente 0s espermatozoides
morrem, apresentando uma coloracdo branco-acinzentada ou amarelada,proporcionando
aos tecidos um efeito engomado (ZHA et al., 2020).

Tal vestigio pode ser identificado em manchas nos lencdis, vestuarios, pisos,
almofadas, veiculos, entre outros, a identificacdo pelo esperma visa individualizar as
evidéncias bioldgicas para confronto com possiveis suspeitos (WARRIER &
KANCHAN, 2021). Por esta razdo, 0 sémen possui uma importancia em relacdo a
reconstrucdo do momento do crime para confirmar a ocorréncia, e adicionalmente
identificar/encontrar o agressor. Assim, para identificagdo do sémen existem diversos
tipos de testes, Tabela 1.

Tabela 1. Principais testes forenses para detecgdo de sémen.

Tipo Classificagéo Marcador / Ensaio Referéncias
Quimico Presuntivo Fosfatase &cida Zhang et al., 2021
Espectroscépio  Presuntivo ALS e SEM-EDX Rodriguez et al., 2019
Microscopio Confirmatério  Arvore de Natal Kim et al., 2020
Imunoldgico Confirmatorio PSA Basset et al., 2022
Teste de Cristal  Presuntivo Florenga e Barbeiro Panicker, D’Silva & Surve, 2022

Fonte: Autora, 2023.

O teste presuntivo mais conhecido e aceito para a indicar a presenca de sémen é o
teste da fosfatase acida (AP). Esta enzima tem a capacidade de catalisar a hidrolise de
fosfatos organicos, e a depender da sonda usada, pode-se confirmar a presenca da enzima
devido a formagdo de um cromoforo (mudanca de cor) (ZHANG et al., 2021). A AP
possui concentracdes no liquido seminal até 400 vezes maior comparada a outros fluidos
corporais (GAMBLIN & MORGAN-SMITH, 2020), deste modo, trata-se de um
marcador confidvel para ensaios preliminares visando a confirmacgdo da presenca de
sémen em amostras complexas. Adicionalmente, o sémen pode ser detectado usando
incidéncia de fonte de luz alternativa (ALS), como a luz ultravioleta. A lampada de Wood
(WL) é um dispositivo que emite radiacdo eletromagnética de 320 a 400 nm com alta
intensidade, além disto, possui baixo custo, seguro e facil de usar detectando

fluorescéncia basal da amostra até 72 h depois de praticada o crime de violéncia sexual.
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Apesar disso, quando a WL ¢é testada em outros fluidos, pomadas e/ou cremes podem
apresentar resultados falsos positivos (RODRIGUEZ et al., 2019). A andlise de
microscopio de varredura (SEM) acoplado ao raios-X de energia dispersiva (EDX) pode
determinar a concentragdo de metais como sédio, fésforo, cloro, enxofre presente em uma
mancha encontrada na cena do crime (CASEY et al., 2020).

Em relacéo as técnicas confirmatdrias, a identificacdo microscopica das células
esperméticas é amplamente confiavel. O sémen é o unico fluido corporal que possui
células espermaticas, e elevada quantidade de DNA nas cabecas dos espermatozoides, as
quais, podem ser tratadas com reagentes especificos, tornar o esperma visivel. A mancha
mais conhecida utilizada neste caso possui a designacdo de mancha de arvore de Natal, e
é popular pelas cores caracteristicas que mancham as cabegas dos espermatozoides de
vermelho e as caudas de verde (KIM et al., 2020).

Entretanto, o teste confirmatorio mais comum para o sémen é o teste do antigeno
especifico da préstata (PSA). Os métodos de detecgdo de PSA sdo baseados em testes
imunocromatograficos baseados na formagdo de um complexo anticorpo-antigeno-
anticorpo quando o PSA esta presente na amostra testada. Os estudos de AP e PSA séo
de grande importancia nos casos envolvendo agressores azoospérmicos (patologia ou
cirurgia/vasectomia) ou oligospérmicos, pois a auséncia ou a baixa concentracdo de
espermas nao impedira a indicacdo da presenca de liquido seminal na vitima
(KARADAYI et al., 2021).

Além disso, as técnicas espectroscdpicas direcionadas a moléculas, ou seja,
espectrofotometria UV-visivel, espectrofluorimetria molecular, fluorescéncia de raios X
(XRF), espectroscopia no infravermelho (IR proximo e médio) e Raman apresentam
vantagens pois sdo ensaios nao destrutivos (em instancias principais). Enquanto técnicas
cromatograficas, como cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) ou
cromatografia em camada fina de alto desempenho (HPTLC), podem levar a destruigcdo
parcial ou total da amostra, afetando as propriedades do fluido (DAS et al., 2020).

Desta forma, todas as estratégias oferecem vantagens e limitagdes em relacdo a
sensibilidade, considerando a mudanca na estrutura fisica e quimica da mancha ou da
amostra de fluido. Entre os testes citados, a detec¢do da fosfatase &cida apresenta um
grande potencial para determinagéo do fluido seminal. O presente trabalho consiste no
desenvolvimento de um método colorimétrico que possam ter acdo confirmatoria com
analises mais sensiveis e seletivas, permitindo as vantagens de identificacao e garantindo

a portabilidade para aplicagdes forenses.
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2.7  Fosfatase acida (AP)

De forma geral, as fosfatases sdo hidrolases que atuam (preferencialmente) sobre
compostos organicos de fosforo, encontradas em varias formas moleculares. Deste modo,
podem ser classificadas como fosfatases alcalinas, neutras e acidas, dependendo do pH
necessario para o desenvolvimento de sua atividade 6tima (LIU et al., 2021). Fosfatases
acidas (acid phosphatase, AP, EC 3.1.3.2), ou fosfohidrolases de monoéster ortofosforico
sdo um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de uma variedade de ésteres de
ortofosfato, bem como reacdes de transfosforilagdo em meio &cido, com pH étimo entre
5e 6 (RAN etal., 2021).

Esta enzima possui grande importancia no diagndéstico de determinadas doencas
gue acometem os seres humanas, sendo onipresentes e amplamente distribuidas na
natureza em plantas, células animais e microrganismos. A fosfatase acida derivada da
préstata apresenta maior relevancia clinica, uma vez que a presenca desta enzima no soro
¢ amplamente utilizada como diagnéstico do céncer prostatico; que normalmente
emprega como parametro o antigeno especifico da prostata (PSA) como um marcador
sensivel nos estagios iniciais da doenca, enquanto que a fosfatase acida prostatica (PAP)
é empregada no monitoramento e também em investigacdes forenses (GAMBLIN &
MORGAN-SMITH, 2020).

Ademais, € encontrada no figado, rins, eritrocitos, baco, leucécitos, plaquetas e
0ss0S, essa vasta distribuicdo em organismos sugere que eles podem estar envolvidos em
reacfes fundamentais nos organismos. Além disto, existe em diversas formas
isoenzimaticas, distintas em termos moleculares, especificidade quanto ao substrato,
sensibilidade a inibidores, presenca e numero de carboidratos ligados a cadeia
polipeptidica (TANG et al., 2019).

Normalmente, explora-se a a¢do da enzima com uma sonda fosfatada, com a
liberacdo de um composto colorido ou fluorescente que indica a presenca da fosfatase
acida. A deteccdo/identificacdo do sémen pode ser realizada via dois tipos de métodos:
direto e indireto. No teste direto, um item como um swab intimo é umedecido e enrolado
sobre um pedaco de papel de filtro. Em teste indireto, também conhecido como teste de
pressdo, a triagem de um objeto grande para a presenca de manchas de sémen é realizada
colocando uma folha de papel de filtro sobre o item, umedecendo com &gua, €, em
seguida, pressionando firmemente com a mao para transferir parte do sémen para o papel
(AJAY et al., 2019). Atualmente, o desenvolvimento de métodos para a determinacdo de

fosfatase acida sdo baseados em uma abordagem rapida e sensivel com anéalises em
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diferentes campos de pesquisa.

2.7.1 Métodos para determinacdo de fosfatase &cida e principio do método
proposto

A anormalidade da atividade da fosfatase esta intimamente associada a uma
variedade de doencas, como cancer de prostata, disfungdo hepética, leucemias, doenga de
Gaucher (ZHANG et al., 2021). Em meio &cido, a enzima realiza um papel essencial na
conversdo de ortofosfato. Neste contexto, diversos métodos foram propostos para a
deteccdo de fosfatase acida, por exemplo, analise eletroquimica (GAN et al., 2021),
colorimetria (ZHENG, 2020), fluorescéncia molecular (QU et al., 2019), cromatografia
liquida de alta desempenho (HPLC) (BUTMEE et al., 2021) e transferéncia de energia
por ressonadncia de plasma (PRET) (YAN et al., 2019). Embora estes métodos
possibilitem estratégias eficazes para detec¢cdo da AP, alguns, precisam de equipamentos
de elevado custo e complexos ou preparo da amostra envolvendo muitas etapas ou com
certo grau de complexidade.

Dentre esses métodos, 0s ensaios envolvendo colorimetria sdo comuns para
detec¢do de enzimas, devido a sensibilidade e operabilidade. Geralmente, para analise dos
produtos coloridos da hidrolise de substratos emprega-se a espectrofotometria UV- vis
para determinacdo quantitativa, em alguns casos é possivel obter uma analise qualitativa
via deteccdo visual (a olho nu) (SAKURADA, WATANABE & AKUTSU, 2020). Além
disso, recentemente o smartphone tem sido utilizado como plataforma de deteccéo e
quantificacdo da AP, as cores sdo registradas com o auxilio da funcdo “camera” e
analisadas diretamente usando um software de processamento de imagem (LIU, HUANG
& WU, 2020).

Duas estratégias bem usuais sdo amplamente empregadas, a primeira consiste na
acdo da fosfatase frente ao fenil fosfato, gerando fenol no meio, o qual é medido por
espectrofotometria apo6s reagdo com 4-AAP (4-aminoantipirina) e KsFe(CN)s, gerando
um cromoforo (A = 480 nm), enquanto a segunda ¢ baseada na desfosforilagdo da sonda
colorimétrica p-nitrofosfato, gerando no meio reacional o p-nitrofenol (A = 410 nm), de
coloragcéo amarelada (Tang et al., 2019). Alternativamente, trabalhos recentes como Wu
etal., 2019 e Zhang et al., 2021, exploraram a geracao de acido ascorbico reduzido (AA:)

in situ, apos agdo da fosfatase frente ao acido ascorbico 2-fosfato (AAp).
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De forma anéloga, Hu et al. (2016) analisou a acéo da fosfatase acida e alcalina
na desfosforilacdo do AAp, levando a formacdo do AA, o qual reduziu Cu(ll) a Cu(l),
este ultimo formando um complexo colorido com a batocuproina sulfonado (A = 484 nm)
proporcional a quantidade e atividade de enzima em solucdo. Similarmente, para detectar
a fosfatase alcalina empregou-se a mesma légica, contudo, variando o ligante que forma
complexo colorido com Cu(l), neste caso, sendo usado a o-fenantrolina (A = 424 nm, Hu
et al, 2017) e o acido bicinconinico (A = 562 nm, He et al, 2018), enquanto que Hu et al.
(2017) explorou a reducdo de Fe(lll) a Fe(ll) mediada pelo AA, formado, para detec¢do
fosfatase alcalina a partir da formacdo do complexo do ions ferrosos com o-fenantrolina
(A =535 nm). Contudo estas estratégias estdo sujeitas a interferéncia de cor da amostra e
do pH do meio, uma vez que os ligantes sdo derivados de &cidos fracos, por exemplo.

Desta forma, objetivando superar estas limitagdes, neste trabalho empregou-se o
AAp como substrato para deteccdo da fosfatase &cida (AP) em amostras de sémen,
explorando a reducdo do Fe(lll) a Fe(ll) pelo AA: gerado, entretanto, utilizando como
sonda colorimétrica a formagdo do azul da Prassia (A = 710 nm) em meio acido a partir
da reacdo com KsFe(CN)s (Fig. 2). Uma vez que o corante formado apresenta maximo de
absorcdo na regido do infravermelho proximo, interferéncias espectrais seriam
minimizadas em decorréncia da coloracdo da amostra, aléem disto, 0s reagentes para
formacéo da sonda (exceto o AAp) sdo simples e disponiveis na maioria dos laboratorios,

facilitando a implementacdo do método.
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Fig. 2. Esquema representativo da geracdo do AA(a partir da acdo da fosfatase acida (AP) frente
ao AAp, e posterior reacdo do Fe(ll) gerado formando o azul da Prassia. Sendo, AA, = acido

ascorbico

710 nm
\P—O_ Fe,[Fe(CN)¢ls
/\
HO O
Fe(CN)g*

fosfatase dcida
(H,0. pHS)

Fe(III) Fe(l) + 2H"

H,PO.>

Fonte: Autora, 2023

2.8  Determinacéo de fosfatase acida (sondas e Kits)

oxidado.

Os reagentes (sondas) comercializados na forma de kits empregados normalmente

em reacgdes colorimétricas para detecgdo de AP, séo o p-nitrofenil fosfato, 1-naftil fosfato,

timolftaleina fosfato, e ensaio por fluorescente molecular com 4-metilumbeliferona

fosfato (4-MUP) utilizados para ensaios clinicos e estudos in vitro. Contudo, o uso destes

kits indica possiveis interferéncias espectrais em funcdo dos constituintes das amostras a

serem analisadas (ZHANG et al., 2021). A Tabela 2 indica as principais caracteristicas

dos testes citados.
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Tabela 2. Ensaios comerciais para deteccdo de fosfatases.

Sonda / Substrato

Principais caracteristicas

Reac0es

p-nitrofenil fosfato
(pPNPP)

E utilizado para analisar atividade de fosfatases
alcalinas e acidas. Quando a fosfatase e 0 PNPP
reagem, forma-se um produto da reacdo p-
nitrofenol de cor amarelo (Amax = 405 nm),
soltvel em agua (QI et al., 2020).

OH

+ HPO,”

1-naftil fosfato

Este substrato hidrolisado pela AP a fosfato
inorgénico e 1-naftol, o qual reage com o sal de
diazbnio, formando um corante azo de
coloracdo roxa (Amax = 320 nm) (CHEN et al.,
2022).

HO——P——0I1

O

AP

4>.

H,0

o

Timolftaleina fosfato

A adicdo de base inibe a acdo enzimética e
converte a timolftaleina (indicador acido-base)
liberada na sua forma ani6nica (azul, Amax= 598
nm) (ZHU et al., 2020).

(0]

HO

OH
/

8]

oIl

OH

O + HPO,>

(

(0}

4-metilumbeliferona
fosfato
(4-MUP)

Amplamente utilizados para a deteccdo da
atividade de fosfatases (&cidas e alcalinas) e
glicosidase. O substrato fosfato de 4-
metilumbeliferona (4-MUP) é convertido no
produto fluorescente 4-metilumbeliferona (4-
MU, Aem = 445- 455 nm) (CHANG et al, 2023).

HO

J

HO

0

HO

(8]

+ HPO,*

O

Fonte: Autora, 2023
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Apesar dos substratos de p-nitrofenil fosfato e 1-naftil fosfato serem amplamente
empregados quanto aos testes colorimétricos, o substrato de timolftaleina monofosfato
incorpora maior seletividade para a isoenzima prostatica (ZHU et al., 2020). Uma
desvantagem do substrato 4-MUP, é que a fluorescéncia maxima do produto da reacao
requer meio alcalino, uma vez que 4-MU possui pKa~ 8, além da necessidade do uso de
cofatores, no caso, Zn(Il) e Mg(Il) (CHANG et al., 2023). O substrato acido ascorbico 2-
fosfato que sera adicionado ao método apresenta uma alta sensibilidade e seletividade em
testes colorimétricos e fluorescentes (RAN et al., 2021)

Os procedimentos dos kits podem ser realizados em temperatura ambiente (21°C)
ou a 37°C (temperatura corpdrea), com tempo estimado de 30 min para a obtencdo do
produto colorimétrico ou fluorescente. Em relagdo aos reagentes, a indicacdo de
armazenamento indica refrigeracdo com a temperatura de 2 a 8°C em frasco bem vedado
para evitar evaporacdo. A atividade enzimatica é sensivel ao efeito a temperatura e pH,
necessitando de um sistema tampao no meio, exemplos acetato de sodio e citrato de sodio
(NJAU, LUNAYO & ODOUR, 2021), ademais esta atividade pode ser parcialmente ou
totalmente bloqueada pela agdo dos inibidores, tal como, fluoreto, tungstato ou molibdato
(LAU et al., 2020).

Normalmente, o kit contém uma amostra do substrato/sonda, tampao, reagente de
cor e um padrdo, as concentracBes variam de acordo com o tipo de analise, bem como o
volume dos reagentes, na maioria dos testes utilizam-se em pL. As informac6es
relacionadas a biosseguranca e toxicidade dos produtos leva em consideracdo 0s
diagnosticos in vitro apresentando risco bioldgico, desta forma, é necessario o cuidado no
manuseio dos materiais (ELABSCIENCE, 2023).

O custo de uma anélise depende de muitos fatores ligados a natureza do processo
analitico, neste parametro, os Kits existentes no mercado variam de 4 a 8 reais/por unidade,
enguanto o método colorimétrico a ser desenvolvido custard em média 1 real/por unidade.
Apesar o método de analise colorimétrica ser amplamente utilizado para a deteccdo e
quantificacdo de enzimas, o desenvolvimento de novas estratégias analiticas para a
enzima de fosfatase acida permite a que permitam determinaces sensiveis e comreduzida

ou auséncia de interferéncia espectral devido a constituintes presentes nas amostras.
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2.9  Importancia do trabalho para a sociedade

O sémen é o fluido corporal mais significativo na analise forense de casos de
agressao sexual, em sua composi¢do destaca-se a enzima de fosfatase acida (AP).
Atualmente, os kits comercialmente apresentam certas limitagdes em fungéo da emissao
basal de amostras mais complexas. Nesta perspectiva, o Estado de Alagoas, registrou um
aumento de 7,8% no numero de casos envolvendo abuso sexual contra crianca ou
adolescente, principalmente apontando que o agressor de alguma forma faz parte do
universo de convivéncia da vitima (FBSP, 2022). Além disto, o passivel de analises no
Estado para este tipo de crime € da ordem de 3 mil amostras, enquanto no Brasil, sdo
quase 200 mil amostras. Assim, a fim de atender a esta demanda, este projeto propde
elaborar um método colorimétrico para deteccdo de fosfatase acida para aplicacfes
forenses. O método a ser desenvolvido se baseia na formagdo de um sistema cromogénico
responsavel pela ativicdo da absorcdo espectral na regido do visivel, e também, alteracdo
de cor da solugdo considerando a formagao do azul da Prussia (PB) (A= 710 nm) pela
mistura de ions de Fe(ll) com Ks[Fe(CN)s], reagentes simples de fécil acesso e
armazenamento. O kit a ser desenvolvido apresenta um baixo custo em relagdo aos
existentes no mercado custando em média 1 real por analise. Dessa forma, a capacidade
de formacéao de um cromoforo de coloragéo intensa azul-esverdeado auxiliard em analises
de rotina em amostras armazenadas, na cena do crime ou na vitima, viabilizando um maior

numero de evidéncias para elucidacfes dos crimes sexuais.
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1  Objetivo Geral

Desenvolvimento de metodologia analitica para determinar fosfatase acida (AP)
via método colorimétrico com o intuito de elaboracéo de sistema portatil (Kits) visando
aplicacdes forenses.

3.2 Objetivos Especificos

(i) Otimizar as principais variaveis quimicas e fisicas para determinacdo da enzima
fosfatase acida em funcédo da reducéo do Fe(ll) a Fe(ll), empregando a formacéo do azul
da Prassia;

(ii) Realizar validago estatistica do método considerando as principais figuras de mérito
a serem determinadas;

(iii) Aplicar o método otimizado em amostras reais para detecdo de fosfatase acida em
diferentes sistemas reais e simulados (solucéo, tecido, swab e papel cromatografo);

(iv) Comparar os resultados do método proposto com sondas comerciais e outros fluidos
biolégicos (saliva, sangue e urina), bem como outros possiveis interferentes
(lubrificantes, leite, suco de abacaxi, molho de tomate e clara de ovo);

(v) Explorar uma dupla resposta do método considerando a presenca de acido ascorbico

no sémen.
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4. EXPERIMENTAL

4.1  Preparo das solugdes

Todos os reagentes utilizados nos ensaios sao de grau analitico de pureza. No
preparo das solucbes aquosas e limpeza de vidrarias utilizou-se &agua ultrapura
(condutividade < 0,1 uS cm™) obtidas a partir de purificador Mater System MS2000
(Gehaka, S&o Paulo, Brasil).

4.2 Soluces e procedimentos

Todas os reagentes empregados no preparo de solugdes neste trabalho foram da
Sigma-Aldrich ou Merck, sem necessidade de etapa de purificacdo prévia. Inicialmente,
0s principais parametros reacionais, como avaliacao da concentragdo dos reagentes FeCls,
K3sFe(CN)s e HNO3 foram otimizados empregando acido ascorbico reduzido (AAr) como
0 produto da reacdo com o tempo de incubacdo de 15 minutos. Para a avaliacdo de
sistemas poliméricos, com o intuito de melhorar a estabilidade do produto de formacéo
azul da Prussia, foram testados o polivinilpirrolidona (PVP, a 40 kDa) solubilizado em
agua e a quitosana em &cido acético 0,1 M, ambos os polimeros foram testados a 0,20%
(m/v). Apés a otimizacdo, o PVP foi escolhido para ser adicionado no sistema utilizando
40 pL do polimero a 0,20% (m/v). Assim, considerando as condi¢bes de melhor
performance analitica empregou-se o0 seguinte procedimento: 105 uL de &cido ascorbico
2-fosfato (AAr) 0,75 mM a pH 5 (tampé&o acetato 100 mM) e volume variado de fosfatase
acida ou da amostra, aguardando-se 45 min. Em seguida, adicionou 340 pL de FeClsa
150 uM e 680 pL KzFe(CN)s a 1,5 mM, ambos solubilizados em HNO3 0,45 M. Por fim,
se adicionou agua perfazendo um volume final de 2,0 mL, esperando um tempo de 30
min para ser analisado no espectrofotdmetro. Apos a reducéo do Fe(lll) a Fe(ll), reacdo
com KzFe(CN)e e formacdo do Azul da Prassia (Prussian blue, PB), Fes[Fe(CN)g]s, um
coloide azul escuro (A = 710 nm). Eventualmente, quando necessario, para remogao do
complexo azul adsorvido nos eppendorfs ou cubeta de vidro foi preparado uma solucao
contendo acido oxalico 0,5% (m/v) em hidroxido de sodio 0,1 M, de acordo com a

recomendacdes de Nobrega & Lopes (1995).
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4.3  Amostra real

As amostras reais de sémen foram obtidas a partir de voluntarios autodeclarados
sadios (CAAE: 58121322.7.0000.5013), os quais foram devidamente informados sobre o
objetivo do trabalho. A coleta das amostras foi realizada de forma individual e
espontanea, em diferentes momentos do projeto, sendo armazenadas em um coletor
estéril, transparente, e destinado a preservagdo e transporte de amostra biologica. Por fim,

as amostras foram acondicionadas a 4°C para conservacao.

4.4  Equipamentos utilizados

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdmetro de
varredura com feixe duplo model AJX 6100 (Micronal, Brazil) com cubetas de vidro com
1,0 cm de caminho Optico. Para as medidas de pH utilizou-se um potencidmetro modelo
PG 1800 (Gehaka, Brazil) com incerteza de + 0,01 acoplado a um eletrodo combinado de
vidro. As massas dos padrdes e reagentes foram medidas em duas balancas analiticas: (i)
balanca analitica eletrdnica modelo AG 200 (Gehaka, Brasil) com precisdo de 0,1 mg
para medidas > 10 mg e (ii) balanga analitica modelo AUW 220D (Shimadzu, Brasil) com
precisdo de 0,01 mg (para massas < 10 mg).

4.5  Parametros estatisticos de dados

Para realizacdo do tratamento estatistico dos dados empregou-se 0 programa
Origin® 9.0 (OriginLab Corporation), os resultados obtidos foram expressos em termo de
média £ desvio padrdo (SD), para analise em triplicata (n = 3). A avaliacdo estatistica
entre os sistemas analisados considerou o teste de ANOVA (Anélise de Variancia) (one-
way), para um intervalo de confianga igual a 95%. Para todos os procedimentos foi
considerado a curva analitica baseada na regressao linear, comparando a sensibilidade

analitica, valor do branco analitico e o coeficiente de correlagéo linear de Pearson.

46  Procedimento para os sistemas alternativos

Para o teste em tecido (algoddo), adicionou-se 50 pL do sémen em um pedaco do
tecido de proporgdo 2x2 cm, nas dilui¢des 1:10 e 1:20 realizada nos eppendorfs antes da
aplicacdo no tecido, 50 pL do AAra 0,75 mM e 50 pL tampéo acetato pH 5 (100 mM),
aguardando cerca de 10 minutos de incubacdo. No estudo com o swab utilizou 30 pL de
cada reagente com aplicacgdo direta no cotonete estéril, com um intervalo aproximado de

5 minutos entre cada adi¢do para a secagem do material. Além disso para determinacéo
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de sémen empregando o dispositivo analitico baseados em papel (PAD), foram
adicionados 0,5 pL de cada reagente, permanecendo a mesma ordem dos reagentes
respeitando a secagem homogénea a temperatura ambiente. Para todos os testes foram
utilizados os reagentes de FeCls e KsFe(CN)g, nas concentragdes de 10 mM e osresultados
obtidos foram representados através de imagens no microscopio portatil digitalmodelo
MP-800, observando a coloracéo final azul.

Em especial, 0 método proposto consiste na utilizagdo do PAD produzido pela
técnica de impressdo em cera (CARRILHO, 2009), com o layout desenhado usando o
software Corel Draw™ versdo X8, impresso em papel cromatografico, e em seguida,
aquecido a 110°C por 2 min para derreter completamente a cera, gerando barreiras
hidrofébicas eficazes no substrato de papel. Por ultimo, um lado do dispositivode papel
foi revestido com fita adesiva para evitar vazamento da amostra (TAVARES, 2021).

Além disso, foi realizado um estudo temporal na deposicdo da amostra seminal no
tecido considerando o tempo de 2 meses, 0s pedacos de tecido de proporc¢do 2x2 cm foram
colocados sob uma bandeja e adicionou-se de 20 pL de sémen em tecido branco e tecido
estampado, os quais ficaram expostos a luz e umidade no ambiente do laboratério. Ao
término do tempo, os tecidos selecionados foram recortados na margem da amostra, em
seguida colocados em eppendorfs separados contendo tampao de acetato pH 5 (100 mM)
com o tempo de incubacdo de 10 minutos. Apos esse procedimento, uma aliquota de 100
uL é retirada e acrescentou-se 105 puL do AAr a 0,75 mM, 250 pL do tampdo acetato pH
5 (100 mM) e aguardando o tempo de incubagéo de 45 min. Em seguida, adicionou 340
pL de FeClza 150 uM e 680 pL KsFe(CN)sa 1,5 mM, ambos solubilizados em HNO3
0,45 M. Por fim, se adicionou &gua perfazendo um volume final de 2,0 mL esperando um

tempo de 30 min para analise quantitativa no espectrofotometro (A = 710 nm).

4.7  Avaliagdo com a sonda comercial p-nitrofenil fosfato (pNPP) e adicdo do

cofator MgCl2

O substrato p-nitrofenil fosfato € amplamento utilizado em estudos para detec¢do
colorimétrica de AP, como produto final p-nitrofenol de coloracdo amarela medido em
405 nm, este substrato serviu de compara¢do com o método a ser desenvolvido. Nesta
condig&o utlizou-se 20 pL da sonda pNPP a 0,1 mM, preparado em tampéo citrato a 90

mM (pH = 4,8) entrando em contato com a enzima de AP. Ap6s um tempo de reacdo de
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45 minutos a temperatura ambiente, a reacdo foi interrompiada pela adi¢do de 500 pL de
NaOH a 1 M e foi medida pelo espectrofotometro.

Ademais, outra comparacao foi realizada com adic¢éo de 250 puL de MgClza 100
mM, substituindo o tampé&o na curva com AP. O MgClI; é considerado um cofator que
tende a aumentar a afinidade da enzima pelo substrato ou estabilizar a conformacéo da

enzima, dessa forma aumentando a sensibilidade do método.

4.8  Parametro para avaliacdo de (possiveis) interferentes

Apbs a otimizagcdo do método realizou-se uma avaliacdo da influéncia de
diferentes materiais/sistemas encontrados na cena de crimes considerando os fluidos
bioldgicos mais encontrados como sangue, saliva e urina provinientes do sexo masculino
e feminino, bem como a relacdo com lubrificante, clara de ovo, molho de tomate, leite
comercial e suco de abacaxi. Na analise do sangue, clara de ovo, molho de tomate e leite
comercial foi necessario um preparo utilizando a centrifuga a 500 rpm durante o tempo
de 2 minutos. Deste modo foram preparadas as solucdes considerando a presenca de AA¢
nas dilui¢des 5, 10 e 20 vezes; e AP nas dilui¢fes 250, 500, 1000 e 1500 vezes, na amostra

de sémen como referéncia do estudo.

4.9  Parametros para ensaio de recuperacao

O ensaio de recuperacdo foi dividido em duas etapas. Inicialmente, considerando
0 processo de otimizagcdo com a variacdo da concentracao de AAr entre 5 a 40 UM, através
de duas amostras de sémen distintas a com a diluicdo de 1:10, na primeira amostra
bioldgica a concentracdo de 5 UM equivale a amostra diluida (referéncia) e na segunda
amostra a concentracdo de 15 uM equivale a referéncia, em ambas foram adicionados 10,
15 e 20 uM do AA: para avaliacdo do nivel de recuperacédo, %. A segunda etapa consiste
na aplicacdo com a curva contendo a enzima de AP entre 0,25 a 3 UL, novamente

utilizando duas amostras de sémen com diluicdo de 1:2000, e adicdo de 0,5;1,0e 1,5 UL"
1
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo da concentracdo dos reagentes (FeCls e KsFe(CN)s)

O uso do azul da Prussia, ou PB pelo seu nome em inglés Prussian Blue, tem sido
explorando em sistemas sensores variados (colorimétricos e eletroquimicos) para
deteccdo ou simulacdo de diferentes enzimas (XUE et al.,, 2020). Além disto, a
quantificacdo direta de AA: tem sido reportada explorando a formacéao deste corante para
determinagdo deste composto em produtos farmacéuticos (NOBEGRA & LOPES, 1995)
e suco de frutas (TEEPOO et al., 2012). Neste sentido, para o desenvolvimento do método
visando a detec¢do de AP, inicialmente otimizou-se a melhor condicdo para determinacao
do AA: que seria gerado apods a desfosforilagdo do AAe. Assim, empregou-se 0 AAr como
analito, e foi variada a concentracéo de FeClsz e KsFe(CN)s visando a obtengdo da maxima
sensibilidade analitica.

A melhor estabilidade quanto a geracdo e deteccao do corante azul da Prissia em
solucdo é alcangada quando tem-se excesso de KsFe(CN)s em relagdo ao Fe(ll), para
evitar a ocorréncia de precipitacio (NOBEGRA & LOPES, 1995; TEEPOO et al., 2012).
Assim, manteve-se constante a proporc¢éo entre FeClz e KsFe(CN)s em 1:5, contudo, foi
alterada a concentracdo de cada composto (Tabela 3), neste ensaio.

Tabela 3. Avaliacdo da concentragdes de FeCls e KsFe(CN)s mantendo-se a proporcéo de 1:5 fixa
entre 0os compostos e se empregando AA; como analito (n = 3). Condigdes reacionais: todas as
solugdes foram preparadas em HNOza 0,15 M e o tempo de reacéo total foi de 20 min. O nimero

de pontos (n) em cada curva foi n > 5.

sisema  [FeCl]  [KoFe(CN)] o0 Anionm = @xCaar + b (1)
(uM) (uM) (LM) a b r
1 25 125 10-75 7,94+1,10* 0,077 +£0,046* 0,9720
2 37,5 188 10 - 100 10,91 +0,29° 0,022 +0,015° 0,9993
3 50 250 10-75 16,65+ 0,48° 0,074 £0,020° 0,9987
4 100 500 10 - 100 19,26 £0,93¢ 0,048 £0,052¢ 0,9953
5 150 750 5-50 33,86 +£0,75¢ 0,086 £0,021¢  0,9987
6 200 1000 10 -75 29,96 +1,07F 0,107 +£0,045"  0,9980

Letras iguais (comparagdo por coluna) indicam que ndo houve diferenca estatistica aplicando ANOVA (one-way) para 0
intervalo de 95% de confianca.

Fonte: Autora, 2023.

Apesar da diferenca estatistica apresentada entre os sistemas para o intervalo de
95% de confianca, a maxima sensibilidade do sistema visando a detec¢do de AA foi
obtida quando empregou-se FeClza 150 uM e KzFe(CN)s a 750 UM (sistema 5, Tabela
3). Nesta condigdo conseguiu-se medir AAr a partir de 5 UM em meio de HNO3 0,15 M,
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o qual previne a oxidacdo prévia do AA, e auxilia na formacdo efetiva do azul da Prussia.
A nivel de comparacdo Teepoo et al., (2012) obteve a melhor resposta analitica
empregando FeClz a1 mM e KzFe(CN)s a 5 mM, contudo, nestas condigdes o sistema foi
cerca de 10 vezes menos sensivel que o atual. Desta forma, as condi¢des indicadas no
sistema 5, foram mantidas para avaliacdes futuras.

Em seguida, se avaliou a 0 excesso de KzFe(CN)s no meio (Tabela 4), mantendo-
se constante a concentragdo de FeCls (150 uM) quanto a formacdo de azul Prussia na
deteccdo do AA..

Tabela 4. Avaliacdo da concentractes de KsFe(CN)s mantendo-se constante de FeCls (150 uM)
e se empregando AA, como analito (n = 3). Condigdes reacionais: todas as solugdes foram
preparadas em HNOsa 0,15 M e o tempo de reacdo total foi de 20 min. O nimero de pontos (n)
em cada curva foi n> 5.

Sist, [FeCls]  [KsFe(CN)e] Faixa linear A7100m = axCaar + b (1)
Stema (umy (kM) (M) a b r
1 150 750 5-30 13,21+ 0,508 0,038 + 0,009° 0,9963
2 150 1500 5-40 14,95+ 1,092 0,032 +0,024° 0,9941
3 150 2250 5-30 14,02 + 0,542 0,045+ 0,009® 0,9962
4 150 3000 5-40 14,51+ 0,708 0,048 +0,015° 0,9929

Letras iguais (comparacéo por coluna) indicam que ndo houve diferenca estatistica aplicando ANOVA (one-way) para o intervalo
de 95% de confianca.

Fonte: Autora, 2023.

Uma vez que os valores de sensibilidades, assim como, dos brancos analiticos ndo
diferiram estatisticamente (95% de confianca), selecionou-se o sistema 2 (Tabela 4), pois
a média da sensibilidade foi a maior, enquanto que a média do valor do branco a menor,
garantindo assim, um excesso de 10 vezes do KsFe(CN)s em relacdo ao FeCls. Por fim,
verificou-se que nesta condicdo a ordem de adicdo dos reagentes, oxidacdo do Fe(ll) e
K3Fe(CN)s ndo altera a formacdo do complexo férrico hexacianoferrato(ll), azul da
Prassia. Sendo assim, 0 mecanismo proposto considera a reducdo de Fe(lll) através do

AA: e a formagdo do PB quando o Fe(ll) reage com KsFe(CN)s.

5.2  Avaliagdo da concentragdo do HNOs

Nobrega & Lopes (1995) reportaram que o aumento da concentracdo de HNOz no
meio levou a reducdo da sensibilidade, enquanto que Teepoo et al. (2012) avaliaram o pH
do meio (1,5 a 6,0), ndo observando influéncia desta variavel na formacéo do azul da
Prussia para deteccdo de AA,. O método em desenvolvimento objetiva medir a atividade

da AP, e esta reacdo ocorre preferencialmente em pH 5 - 6 (RAN et al., 2021), desta
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forma, ap6s a geracdo do AArno meio, o &cido HNOs deve estar em uma concentracéo
suficiente para superar o efeito do tampdo na reacdo enzimatica e garantir a
detectabilidade do AArno meio reacional. Portanto, a concentracdo de HNO3 diluido foi
avaliada de 0,15 a 0,45 M (Fig. 3A).

Dentre as concentra¢des de HNOs avaliadas, apesar da 0,30 M apresentar maior
sensibilidade (para um nivel de confianga de 95%) com variacdo méxima de 16%,
selecionou-se para os estudos futuros a concentracdo de 0,45 M. Na condicédo de que esta
condicdo garanta acido HNOz suficiente para suplantar o efeito do tamp&o do sistema
enzimatico, e ainda propiciar condi¢des para maxima sensibilidade visando a deteccdo de
AA:. Além disto, para efeito demonstrativo, sdo apresentados os espectros de absorcado
molecular para reacdo (Fig. 3B), assim como a curva analitica, a qual possui equacao
igual a A710nm = 12,86 (% 0,40)xCaar +0,033(x 0,009), r = 0,9965 (n = 9) para o intervalo
de concentracdo de 5 - 40 uM (Fig. 3C) e limite de deteccdo (LOD) estimado em 0,2 uM.
Por fim, com base nos estudos cinéticos, nestas condi¢fes o tempo minimo para medicéo
dos sinais foi considerado de 5 min, independe do nivel de concentracdo do AA: (Fig.
3D).
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Fig. 3. (A) Variacdo da sensibilidade analitica em funcdo da concentracdo de HNOs, (B) Espectro
de absor¢do molecular, (C) curva analitica para AAre (D) cinética de formacdo relacionado ao
azul da Prussia empregando-se [HNOs] = 0,45 M. Condigdes reacionais: tempo de reacéo total
foi de 20 min, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e¢] = 1,5 mM (proporcédo 1:10). O nimero de pontos
(n) em cada curva foi n > 8. Para a concentracdo do HNOs; (A) houve diferenca estatistica
aplicando ANOVA (one-way) e teste de Tukey para o intervalo de 95% de confianca. No estudo
cinético foram empregadas duas concentracdes de AA, sendo 5 e 40 uM.
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confianga.

Fonte: Autora, 2023.
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5.3  Avaliacdo da estabilidade do corante formado: uso de sistemas poliméricos

A estabilidade do corante azul da Prussia € limitada, uma vez que apés a reacao,
um precipitado é formado apds certo tempo. Desta forma, avaliou-se o emprego de
sistemas poliméricos que poderiam estabilizar o coloide, como agentes protetores,
evitando a precipitacdo. Considerando que os polimeros de coordenacdo desempenham
papeis importantes no campo dos iméds moleculares e trabalhos recentes como Li et al.,
(2022) e Oh et al., (2019), avaliou-se o uso do polivinilpirrolidona (PVP) e a quitosana,
cujas as estruturas sdo representadas na Fig. 4 (A e B), em relagdo ao mecanismo
proposto.

Fig. 4 (A). Estrutura quimica do polimero polivinilpirrolidona; (B) Estrutura quimica do polimero

quitosana.
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Fonte: Autora, 2023.

Na primeira condi¢do, o PVP é um polimero sintético, amorfo, higroscopico, com
capacidade de alterar a viscosidade em solugdo aquosa em funcdo da massa molar do
polimero (BUSQUETS & ESTELRICH, 2020). Além do PVP, avaliou-se também a
quitosana, um amino polissacarideo que possui propriedades (bio)adesivas, é
biodegradavel e possui compatibilidade com muitos sistemas bioldgicos, além de elevada
viscosidade (SANCHEZ-MACHADO et al., 2019), dados (Tabela 5).

40



Tabela 5. Avaliagdo dos diferentes polimeros (0,2% m/v) na estabilizacdo da cor e sensibilidade
do método. Condigdes reacionais: as concentracfes de FeCls e KsFe(CN)g foram 150 uM e 1,5
mM, respectivamente (proporcédo 1:10), tempo de reacao total foi de 20 min. O nimero de pontos
(n) em cada curva foin > 9.

Az = axCaar + b (1)

Sistema a b r
PVP 14,73 £ 0,662 0,037 £ 0,015P 0,9930
Quitosana 12,29 +0,51° 0,023 +0,012° 0,9940
Sem adicdo de polimero 9,33+0,71° 0,043 +0,017° 0,9800

| etras iguais (comparagao por coluna) indicam que ndo houve diferenga estatistica aplicando ANOVA (one-way) para o
intervalo de 95% de confianca.

Fonte: Autora, 2023.

Os resultados indicam uma diferenca estatistica para os sistemas para um nivel de
95% de confianga (Tabela 5). De acordo com Maria-Hormigos (2022), a quitosana
representa um biopolimero policatidnico utilizado como rede reticulada nos estudos com
micromotores de azul da Prussia devido a sua natureza quimica com presenca de hidroxila
reativa e grupo amino. Entretanto, a condicdo com o PVP apresentou o melhor
desempenho, este polimero pode se coordernar com o ferro nos nicleos de PB através do
grupo amida dentro do anel de pirrolidona para ser utilizado como agente protetor,
aumentando a sensibilidade da solu¢do quando comparado aos outros sistemas (QIN et
al., 2020).

Desta forma, inicialmente o PVP foi selecionado para ser adicionado a reacao
visando a geracdo do corante azul da Prdssia, uma vez que se observou aumento da
sensibilidade (Tabela 5). Assim, uma segunda avaliacdo consistiu na concentra¢do do
PVP (Fig. 5A), assim como, o tempo de estabilizacdo (Fig. 5B), considerando um possivel
aprisionamento do azul da Prassia formado na estrutura do polimero (HIREMATH,
NUGURU & AGRAHARI, 2019). O PVP em solugéo, apresenta propriedades de
umectacdo e forma facilmente peliculas, desta forma, a concentracéo deste polimero foi
variada de 0,1 a 2,4% (m/v) (Fig. 4A), observou-se uma diferenca estatistica (ANOVA,
one-way para um intervalo de confianca a 95%), na condi¢do com a concentracédo de 0,2%
(m/v). Esta condigdo, além da melhor sensibilidade e linearidade representada pela curva
analitica A7i0nm = 14,53(x 0,25)xAAr + 0,008(x 0,005), r = 0,9989 (n = 9), também foi

eficiente na estabilizagé@o do coloide evitando a formacéo de precipitado (Fig. 5B).
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Fig. 5. (A) Avaliacdo da concentracdo final de PVP na reacdo colorimétrica para geracdo do azul
da Prussia. Condigdes reacionais: tempo de reacdo total foi de 20 min, [FeCls] = 150 uM e
[KsFe(CN)s] = 1,5 mM (proporg¢éo 1:10). O numero de pontos (n) em cada curva foi n> 9. Nesta
avaliacdo houve diferenca estatistica aplicando ANOVA (one-way) e teste de Tukey para o
intervalo de 95% de confianca. (B) Avaliacdo temporal da precipitacdo do coloide considerando
os frascos de vidro, sendo (a) auséncia do polimero e (b) adi¢do do polimero considerando (1)
tempo zero, inicio da reacdo; (2) 2 h; (3) 4 h; (4) apds 30 h de reacao.
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Fonte: Autora, 2023.

Na avaliacdo de estabilidade, é possivel observar os primeiros indicios de
formacdo de precipitado nos tempos iniciais (Fig. 5B), tornando-se mais evidente em
maiores tempos. Apos 30 h, o sistema sem polimero demonstra um corpo de fundo,
enquanto o sistema que contém o PVP ndo apresenta alteraces fisicas. Portanto, a adigcdo
do PVP ao sistema reacional a concentracdo final de 0,2% (m/v) foi a condicdo

selecionada para os experimentos futuros.

5.4  Avaliacdo do mix dos reagentes

Visando a simplificagdo do procedimento experimental, avaliou-se a utilizagéo de
uma mistura prévia dos reagentes (denominada de mix), o que no desenvolvimento de um
kit torne o processo de portabilidade e aplicacdo no laboratério ou em campo facilitado.
Desta forma, considerando os seguintes sistemas: (i) MIX 1: FeCls + KsFe(CN)s e (ii)
MIX 2: FeCls + KsFe(CN)s + PVP, mantendo-se as concentracbes otimizadas
previamente para todos os reagentes em HNO3s a 0,45 M. Cada um destes sistemas foi
comparado a condic¢do padrédo onde todos os reagentes foram adicionados separadamente.

Assim, foram obtidos os seguintes resultados baseados na sensibilidade da curva analitica
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para AAr:

(1) Condicéo padréo: A7i0nm = 14,64 (= 0,005)xAAr +0,302(x 0,014), r = 0,9962;
(2) MIX 1: A710nm = 15,67 (£0,015)xAAr -0,165(x 0,015), r = 0,9961;
(3) MIX 2: A710nm = 16,39 (£ 0,035)xAAr +0,208(+ 0,018), r = 0,9988;

Os resultados ndo apresentam diferenca estatistica para um nivel de 95% de
confianca aplicando o teste ANOVA (one-way) considerando n > 6, assim, considerando
estes resultados se poderia aplicar o MIX (1 ou 2). Contudo, a reacdo entre FeClz e
KsFe(CN)e resulta em uma reacdo de dupla troca secundaria com o produto
Fes[Fe(CN)e]s, hexacianoferrato (I11) de ferro branco (l1l), um precipitado branco,
também conhecido em inglés como Prussian White (PW), conforme a equacao abaixo
(JUNIOR, 2020).

Equagdo 1. Formagéao do PW através dos reagentes FeClz e KsFe(CN)s
3FeCls + 3K3Fe(CN)s = Fes(Fe(CN)g)s + 9KCI

O azul da Prussia é um composto de valéncia mista que apresenta dois grupos de
pares redox e propriedades semicondutoras em razdo da deslocalizacdo eletrénica entre
0s ions metalicos na estrutura. Desta forma, o PW pode ser formado também pelo
processo de reducdo do PB, apresentando uma intensidade de absorcao entre 580 e 650
nm diferentemente da absor¢éo do PB em 710 nm (SOARES, 2019). Portanto, a adi¢do
do MIX (1 ou 2) forma uma espécie que pode causar interferéncia espectral com a
formacdo do PB, bem como este sistema possui baixa estabilidade para aplicacdes em

outros campos, assim, a hipdtese da utilizacdo do MIX é descartada.

55 Testes iniciais com a enzima de fosfatase acida

Apos a otimizagdo da formagdo do azul da Prussia em meio acido a partir da
reacdo do &cido ascorbico reduzido (AAr) com FeClz e em sequéncia, a reacdo do Fe(ll)
gerado com o KsFe(CN)e, foram iniciados os testes com o substrato &cido ascorbico 2-
fosfato (AAp) na presenca da enzima de fosfatase &cida (AP). Inicialmente avaliou a
influéncia do tempo reacional da desfosforilacdo do AAp, para geracdo do AA:, catalisada
pela AP (Fig. 6).
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Fig 6. Avaliagéo cinética em relacdo ao tempo de incubagéo entre AP (2 UL™) e substrato AAs (1

mM) e tampé&o acetato de sddio (pH 5, 20 mM) (n = 3). Condigdes reacionais: tempo de incubagéo
de 5, 10, 30, 60 € 90 min, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM (proporg¢édo 1:10).
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Fonte: Autora, 2023.

A cinética da catalise enzimatica é influenciada diretamente pela acdo do tempo.
Conforme a figura a sensibilidade aumento de forma constante nos primeiros 30 min, e
apos o tempo de 90 min decai, devido a desfosforilazacao do substrato para formar o AA..
Os trabalhos da literatura como Ran et al., 2021 e Pan et al., 2021 consideram o tempo de
incubacdo de 30 minutos suficiente para obter uma boa sensibilidade do sistema, no
entanto, apos a aplicacdo do teste ANOVA one-way e teste de Tukey nao houve diferenca
estatistica para um nivel de 95% de confianca entre os tempos de 30, 45 e 60 minutos.
Desta forma, o trabalho proposto optou aguardar o tempo de 45 minutos considerando o
principio de quanto mais tempo de incubacdo a enzima estiver em contato com o

substrato, maior sera a sensibilidade, enquanto houver susbtrato no sistema.

5.6  Avaliacdo da concentracéo do acido ascorbico 2-fosfato

O acido ascorbico 2-fosfato (AAr) € um dos substratos especificos mais utilizados
nos ensaios de determinacdo da enzima de fosfatase acida e/ou alcalina, que pode ser
hidrolisado e transformado em AA.. Zhang et al., 2021 analisou uma estratégia baseada
em um sensor colorimétrico para deteccdo de atividade de fosfatase acida baseada em
derivado de acridona considerando o AAra 4 mM, a faixa linear de AP foi de 0,05-2,5
UL com r= 10,9994 e o limite de deteccdo (LOD) de 0,0415 UL™. Ademais, Yang et al.,

2023 relata uma plataforma colorimétrica baseada em nanozima de atomo Unido Fe-N/C
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com determinacdo de &cido ascorbico e fosfatase acida com limites de deteccéo de 0,092
uM e 0,048 UL? utilizando AAr a 20 mM. Desta forma, foi realizada a avaliagdo da
concentracdo do AArde 0,1 a 1,5 mM (Fig. 7) visando obter a melhor sensibilidade do
método desenvolvido considerando o tempo de incubacdo de 45 minutos.

Fig. 7. Avaliagdo da concentragdo do AA frente ao sistema com aenzima AP (2 U L) em tampéo
HAc/NaAc (pH 5, 20 mM). Condigdes reacionais: tempo de reacao total de 45 min, [FeCls] = 150
UM, [KsFe(CN)s] = 1,5 mM, PVP = 0,2% (m/v) em HNOs 0,45 M (n = 3).
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Fonte: Autora, 2023.

Em comparacdo com Zhang et al., 2021 e Yang et al., 2023, os resultados obtidos
indicam que a concentracdo de 0,75 mM, concentracdo cerca de 25 vezes menor,
apresentou maior sinal analitico, conduzindo a uma condicdo de maior sensibilidade, e
assim, foi selecionada para os experimentos futuros. Contudo, com o aumento da
concentracdo do substrato se percebeu uma diminuicdo pronunciada no sinal analitico,
uma vez que ndo é possivel a maxima atividade entre a enzima e o substrato variando
entre cada mecanismo (WANG et al., 2020).

5.7  (Re)avaliagdo da ordem dos reagentes

A formacdo do azul da Prussia pode ser realizada por duas etapas, a depender da
espécie que venha a ser reduzida inicialmente (Fe(ll) ou KsFe(CN)s) pelo AA:. Desta
forma, considerando o sistema na presenca de AAr e da AP, este parametro foi avaliado
a fim de verificar se poderia influenciar na sensibilidade do método.
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Neste contexto, nas condic¢Ges otimizadas previamente, duas ordens de adic¢do dos
reagentes (1 e 2) foram testadas apds a reacao entre substrato e enzima, neste caso: (1):
AAp + AP + Fe(l11) + KsFe(CN)s + PVP e (2) AAp + AP + KzFe(CN)s + Fe(lI1) + PVP.
A partir das curvas analitica da AP (0,5 - 5 U L) obteve-se as seguintes equagdes em
funcéo de cada ordem de mistura:

(1) A720nm = 0,099 (£ 0,005)xCap - 0,013(+ 0,014); r = 0,99154 (n =7);
(2) A710nm = 0,091 (£ 0,005)xCap - 0,016(% 0,015); r = 0,9874 (n = 7);

Os resultados obtidos ndo apresentaram diferenca estatistica para um nivel de 95%
de confianga para ANOVA (one-way), deste modo, manteve-se a ordem que estava sendo
empregada inicialmente (ordem 1) para anélises futuras. Em concordancia com Teepoo
etal., 2012, a condicdo 1, de forma geral, apresenta maior sensibilidade, menor valor do
branco analitico e maior coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r). Por fim, para
maiores concentracGes da AP, visualmente se percebeu transi¢éo de cor (amarelo — azul)

em menor tempo.

5.8  Avaliagdo do sistema tampao e pH do meio reacional

Um fator importante para a atividade enzimética é o pH (potencial
hidrogenidnico) do meio, pois cada enzima apresenta um pH 6timo, na qual a atividade é
maxima. Para manter o pH do meio com minima variacdo possivel, utiliza-se uma
solucdo-tampao, e uma vez que a fosfatase acida atua preferencialmente em pH 4,0 - 6,5
(RAN et al., 2021), foram avaliados dois sistemas, (i) tampéo acetato (pKa = 4,75) e (ii)
tampado citrato (pKa1 = 3,14, pKa2 = 4,77 e pKaz = 6,39). Para deteccdo colorimétrica de
AP, Zhang et al. 2021, utilizou 10 mM de tampéo acetato (pH = 4,0), enquanto, Zheng et
al., 2020 empregou 10 mM de tampdo citrato (pH = 4,0). Estas solugfes tampao garantem
eficiéncia tamponante no intervalo de pH avaliado, baixo custo, e sdo amplamente
aplicados em sistemas bioldgicos, indicando que s@o biocompativeis.

Nota-se que a maior atividade da enzima foi observada entre pH 5,0 - 6,5 para
tampdo acetato (Fig. 8A) e de pH 5,5 - 6,5 para tampéo citrato (Fig. 8B), com maxima
atividade no interno de 5,5 a 6,5 em ambos os sistemas avaliados. Os constituintes de
cada sistema tampdo, possui capacidade de complexar as especies de ferro (11 e 11),
contudo, considerando os resultados obtidos de forma comparativa ndo houve influéncia.
Além disto, os sinais analiticos empregando tampé&o citrato foram superiores aos obtidos
com tampéo acetato.
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Fig. 8. (A) Avaliacao do pH do meio de incubacdo do AAr e AP com tampdo acetato (50 mM);
(B) Avaliacdo do pH do meio de incubacdo do AAre AP com tampdo citrato (50 mM); (C)
Avaliacéo do pH da amostra real de sémen com diluicdo 1:10 e 1:20 no tampao acetato e citrato
(50 mM) e (D) Avaliacdo da concentracdo do tampdo acetato. Condi¢fes reacionais: tempo de
reacdo total foi de 60 min, em triplicata (n = 3), AAr = 0,75 mM, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e]
= 1,5 mM (proporc¢édo 1:10), [PVP] = 0,20% (m/v).
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Nos graficos A-D: Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica aplicando ANOVA (one-way) para o intervalo de 95%
de confianca.
Fonte: Autora, 2023.
Nesta avaliacdo prévia, a fonte da enzima AP usada no processo de otimizacéo foi
de batata (69 kDa), e desta forma, apresenta similaridades e diferencas com a AP humana
(55 kDa). Como o objetivo do trabalho é aplicacdo do método em sistemas reais, no

sentido de deteccdo da AP em amostras bioldgicas, a influéncia do pH para cada sistema
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tampédo foi avaliada em amostra real de sémen diluida 20 e 40 vezes (Fig. 8C). Neste
sistema, a maxima atividade foi observada em no intervalo de pH 4,5 a 5,0. Desta forma,
o tampdao acetato em pH 5 foi selecionado, uma vez que possui maxima eficiéncia
tamponante préximo a esta condi¢do de pH, é de facil obtencéo e baixo custo.

Ap0s a selecdo do sistema tampéo e seu respectivo valor de pH, foi avaliado o
efeito da concentracdo desta solucdo quanto a incubacédo do sistema (Fig. 8D). De forma
geral, para as concentracBes avaliadas apresentam diferenca estatistica aplicando
ANOVA (one-way) para um nivel de confianca a 95%. Contudo, a concentracdo do
tampdo acetato em 100 mM foi selecionada visando garantir maior eficiéncia tamponante,

principalmente em processo de dilui¢cdo de amostrais bioldgicas reais.

5.9  Avaliacédo do efeito da temperatura

Seguindo o comportamento do sistema, além do pH, a temperatura pode
influenciar a atividade enzimética. De acordo com Zhang et al., 2021 , a temperatura
deteccdo da AP é de 37°C com 30 minutos, de forma similiar Yang et al., 2023 manteve
a temperatura variando o tempo de incubag&o para 10 minutos. Desta maneira, a avaliagdo
foi realizada a fim de verificar o efeito do tempo de incubacéo e a temperatura quanto a
sensibilidade do sistema (Fig. 9).

Fig. 9 Avaliacdo do tempo de incubagdo entre AP, AA, e tampéo acetato a 100 mM e a
temperatura do sistema considerando a ambiente (24°C) e a etapa de aquecimento em banho-
maria (37°C). A faixa linear para temperatura ambiente foi de 0,25 — 3 UL, enquato em
aquecimento de 0,25 - 1,5 UL . Condicdes reacionais: AA, = 0,75 mM, [HAc/NaAc] = 100 mM,
[FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)g] = 1,5 mM (proporgdo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v).
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Fonte: Autora, 2023.
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Verificou-se que o sinal maximo de absorvancia pode ser alcancado quando a
temperatura da reacdo enzimatica € mantida a 37 °C com o tempo de incubacdo de 30
minutos. Em temperaturas mais altas, a energia cinética da proteina na estrutura
enzimética é amplificado, quebrando assim as ligagdes entre 0s aminoacidos ativos,
levando a perda da atividade enzimatica (AMBREEN, AZRA & AZIZ, 2020).

De acordo com a Fig. 9, o aumento da temperatura proporciona uma maior
sensibilidade, aplicando o teste ANOVA (one-way) ha diferenca significativa entre os
tempos. Entre as condi¢Ges de temperatura ambiente, quanto maior o tempo de incubacéo
consequentemente maior sera a sensibilidade, assim, apds o teste ANOVA (one-way) para
um nivel de confianca de 95% também apresenta diferenca estatistica entre os valores.
Vale ressaltar, que o tempo de 30 minutos na temperatura ambiente é considerado
referéncia em outros trabalhos como Lin et al., 2020 e Zhang et al., 2022, utilizando o
mesmo substrato acido ascorbico 2-fosfato.

Assim, analisando os dados da figura e os parametros fisico-quimicos, o tempo de
45 minutos de incubacao foi selecionado, uma vez que este tempo garante uma eficiéncia
do sistema com uma diferenca de ~13,8% em relacdo ao tempo de 60 minutos, tomando
a temperatura ambiente para testes quantitativos e/ou qualitativos. Ademais, 0 aumento
da temperatura indica uma aumento da sensibilidade, caso queira adicionar mais uma
etapa no trabalho, o qual ndo € viavel ao estudo uma vez que é pensado uma aplicacdo do

kit no local do crime.

5.10 Avaliacgao dos inibidores

Os inibidores enzimaticos sdo as substancias que formam ligacfes quimica com
as enzimas, de modo a interferir na sua atividade catalitica, reduzindo a velocidade da
reacdo das enzimas. A avaliacdo foi realizada utilizando trés inibidores classicos:
tungstato, molibdato e fluoreto de sddio, estes inibidores se ligam ao mesmo local que o
substrato e impedem a catalise enzimatica (FEDER et al., 2023).

Para os inibidores de tungstato e molibdato (Fig. 10 A e B, respectivamente), a
faixa linear é de 10 — 100 pM, levando em consideracdo a equacao da reta temos como
ICs0=47 £ 2 pM e ICs0=55 + 2 pM, respectivamente. Similarmente, a adi¢do do inibidor
de fluoreto evita a formagdo de AP, o trabalho de Zhang et al., 2021 obteve um ICso de
35,6 pM, este trabalho apresenta I1Cso = 0,20 £ 0,07 pM, considerando a faixa linear de
5,0nM-0,5uM de F, Fig. 10 C.
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Fig. 10 (A). Avaliacdo do inibidor tungstato; (B) Avaliacdo do inibidor molibdato; (C) Avaliagédo
do inibidor fluoreto de sddio; Todos em funcdo do sistema com a enzima de fosfatase &cida.
Condigdes reacionais: tempo de reacdo total foi de 75 min, n > 6, com AA, = 0,75 mM,
[HAc/NaAc] = 100 mM, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)s] = 1,5 mM (proporcdo 1:10), [PVP] =
0,20 % (m/v).
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Fonte: Autora, 2023.

Quando a atividade de AP for inibida, a producdo de acido ascorbico diminui,
resultando em um aumento de absorvancia do sistema de detecgdo. A presenca de
inibidores na amostra encontrada na cena de um crime dificulta a identificacdo dos
vestigios, a confirmacdo do fluido biolégico bem como sua deteccdo. Dessa forma, o
sémen é um liquido viscoso e esbranquicado, contendo em sua composicdo o0 acido
ascorbico e a enzima de fosfatase (AP). Assim, realizou-se uma avaliacdo do inibidor
tungstato em amostra seminal diluida em 10 vezes, com a presenca (Fig. 11A) e auséncia
do susbtrato acido ascorbico 2-fosfato (AAs) (Fig. 11B).

Fig. 11. Avaliagdo da concentragdo do inibidor tungstato em 40 pL. da amostra seminal diluida
em 10 vezes utilizada como referéncia, em (b) auséncia do analito, branco e as concentra¢des do
WO,?% . (A) Na presenca do substrato AA e (B) Na auséncia do substrato AA CondicGes
reacionais: tempo de reacdo total foi de 75 min, com AA,= 0,75 mM, [HAc/NaAc] = 100 mM,
[FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)s] = 1,5 mM (proporcéo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v).
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No teste com a presenca do substrato AAp (Fig. 11A) é possivel medir a
quantidade da enzima existente na amostra bioldgica, considerando que o aumento da
concentracdo do inibidor de tungstato diminui a formacédo do produto azul da Prussia. No
entanto, a avaliagdo com a auséncia do substrato (Fig. 11B) indica a presenca do acido
ascérbico no sémen percebendo a alteracdo da intensidade da formacéo do azul da Prussia.
A acédo do inibidor ocorre frente a enzima de AP retardando o progresso da reacao,

portanto, para reverter a inibicdo é necessario aumentar a concentracdo dosusbtrato.

5.11 Uso de sistemas alternativos

Em casos de crimes sexuais, 0 sémen é considerado um critério fundamental para
confirmagéo do crime sexual, dessa forma, este estudo enfatiza a importancia de sistemas
alternativos para obtencdo de vestigios nos corpos da vitima e do suspeito. Nesta
perspectiva, segundo Beckwith, Murakami & Chapman (2018), os espermatozoides
permanecem identificveis por periodos de tempo em diferentes tipos de tecidos, em
especial, o tecido de algodédo retém mais fluido seminal do que o materiais como nylon,
devido ao entrelage dos fios.

Outro material que serve para coleta de material biolégico é o swab, trata-se de
um cotonete estéril com finalidade de identificar as amostras com meios liquidos ou de
forma seca (WARRIER & KANCHAN, 2021). Ademais, o emprego de dispositivo
analitico baseados em papel (PAD) consiste em usar um material acessivel, versatil,
portéatil e de baixo custo para aplicacdo em sistemas microfluidicos, apds a confeccao de
microzonas delimitados por uma barreira hidrofdbica, na qual a reacdo leva a alteragdo
de alguma propriedade (como a cor, por exemplo) ocorre ap6s adicdo de microlitros de
reagentes e amostra (NAMWONG et al., 2018).

Como prova de conceito, para uma analise qualitativa, o0 método foi aplicado em
uma amostra de sémen real (CAAE: 58121322.7.0000.5013) considerando o estudo
acerca da influéncia das superficies do tecido (algodao), swab e dispositivo analitico
baseado em papel (PAD) papel cromatografico (Fig. 12 A-C). Os experimentos foram
realizados de forma independentes, considerando a diluicdo de 10 e 20 vezes antes da
aplicacdo nos sistemas e os resultados obtidos foram representados através de imagens no

microscopio portatil digital modelo MP-800.
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Fig. 12 (A) Avaliacdo qualitativa da amostra de sémen humano (50 pL) em tecido de algodéo,
sendo (Controle) tecido ndo contaminado (antes da reacdo), (Sémen) tecido contaminado, amostra
de sémen diluida em (1:20) e (1:10); (B) Avaliacdo qualitativa da amostra de sémen humano (30
KL) no swab, considerando o (Branco) auséncia do analito no teste, amostra ndo diluida (aplicagédo
direta — concentrado) e as amostras com diluicdo de (1:20) e (1:10); (C) Avaliacdo qualitativa da
amostra de sémen humano (0,5 pL) em dispositivo analitico baseado em papel (PAD),
considerando a coluna da esquerda como respectivos ensaios do branco analitico e a coluna da
direita a variacdo da concentracdo da amostra, ndo diluida e com a diluicdo de (1:20) e (1:10). As
imagens foram registradas pelo microscopio portétil digital modelo MP-800. Condigdes
reacionais: [AAp] = 0,75 mM, tampéo acetato de sodio pH 5 (100 mM), [FeCls] e [KsFe(CN)¢] a
10 mM, e no ensaio com o PAD utilizou-se o polimero PVP a 0,20% (m/v).
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Fonte: Autora, 2023.

Dando sequéncia, foi realizado um estudo temporal na deposicdo da amostra
seminal no tecido algodao considerando o tempo de 2 meses com exposi¢ao a luz, ar e

umidade afim de identificar a presenca da enzima AP e do AA;, Fig. 13A-D.

Fig 13. (A) Avaliagdo qualitativa da amostra de sémen humando (20 pL) em tecido de algoddo
com a exposicao de 2 meses; (B) Incubacéo dos tecidos em eppendorfs com tampdo acetato de
sodio 100 mM (pH = 5) por 10 minutos; (C) Analise qualitativa dos tecidos para deteccdo de
fosfatase &cida; (D) Analise qualitativa dos tecidos para deteccdo do acido ascorbico, onde (b)
auséncia do analito, (tb) tecido branco e (te) tecido estampado. Condicdes reacionais: [AAp] =
0,75 mM, tampao acetato de sédio pH 5 (100 mM), [FeCls] a 150 uM, [KsFe(CN)s] a 1,5 mM e
PVP a 0,20% (m/v).
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Fonte: Autora, 2023.

Portanto, é possivel a determinagdo de enzima de AP via método colorimétrico
apos exposicdo de 2 meses do tecido auxiliando na elucidacao criminal, contudo néo foi
possivel a identificar de AA,no tecido considerando que o analito foi oxidado devido as
condicdes de exposicdo. Vale ressaltar, a importancia de desenvolvimento de métodos
colorimétricos sensiveis para determinacdo do sémen e de outros fluidos bioldgicos, uma

vez que a realizagdo correta de todos os procedimentos desde a coleta até a analise dos
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resultados certifica a confiabilidade dos dados e possibilita sua admissédo nos julgamentos
e identificacdo do possivel agressor. Entre os sistemas alternativos avaliados o PAD é o
mais promissor para 0 método, utilizando a menor quantidade de amostra e reagentes 0,5
pL, além disso € possivel a analise qualitativa ou quantitativa utilizando um scanner e o

tratamento de dados em um software.

5.12 Ensaios de recuperacao

A deteccdo de AAre AP em amostras diluidas foi investigada usando um método
de adicdo padrdo, para validacdo da aplicacdo do método colorimétrico proposto.
Conforme a tabela 6, as recuperacdes de duas amostras de soro humano variaram de 81 a
100 % com um RSD inferior a 4% para AAre na tabela 7, as recuperagdes oscilaram de
82 a 101% com um RSD inferior a 4% para AP. Deste modo, os resultados experimentais
demonstraram que este método tem potencial para analise pratica em amostras de sémen

para uma dupla determinacdo AA: e AP.

Tabela 6. Aplicacdo do método colorimétrica para analise de amostra seminal enriquecida com
diferentes quantidades de AA; considerando a dilui¢do de 10 vezes do sémen(n = 3). Condi¢es
reacionais: tempo de reagdo total foi de 20 min, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM
(proporc¢éo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v).

Amostras AA: (UM)

Valor adicionado Valor encontrado Recuperacéo (%) RSD

1 0 3,90+0,32 - -
10 13,90+ 2,44 99,92 3,52
15 18,90 £ 1,85 96,58 3,90
20 23,90 £ 2,25 98,49 0,47

2 0 3,27+£0,35 - -
10 13,27 £ 2,61 88,82 2,68
15 18,27 £ 1,95 83,35 3,29
20 23,27+ 1,58 81,54 0,39

Fonte: Autora, 2023.

Tabela 7. Aplicacdo do método colorimétrica para analise de amostra seminal enriquecida com
diferentes quantidades de AP considerando a dilui¢do de 2000 vezes do sémen (n = 3). Condicles
reacionais: AA, = 0,75 mM, [HAc/NaAc] = 100 mM, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM
(proporgéo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v), tempo de reacdo de 75 min.

Amostras AP (ULY)

Valor adicionado Valor encontrado Recuperagéo (%) RSD

1 0 0,83 + 0,007 - -
0,5 1,33 £0,340 100,15 3,16
1,0 1,83 +£0,852 88,21 0,57
15 2,33+1,540 84,57 2,55

2 0 0,98 + 0,016 - -
0,5 1,48 + 0,254 100,57 2,47
1,0 1,98 + 0,971 85,62 1,91
15 2,48 0,845 81,82 0,41
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Fonte: Autora, 2023.

5.13 Figuras de mérito

Ap0s a otimizacdo dos parametros analisados foram estabelecidas as figuras de
mérito para determinacdo de &cido ascorbico e a enzima de fosfatase acida, seja em
solucdo e em PAD. Para a determinacdo do acido ascorbico,0s espectros de absorcéo
molecular da reacdo, Fig. 14A e a curva anélitica a qual possui equacgéo igual a A710nm =
11,41 (0,28) x Caar + 0,010 (£0,006), r=0,9978 (n =9) para o intervalo de concentracéo
de 5 - 40 uM, Fig. 14B.

Fig. 14 Avaliacdo de figuras de mérito (A) Espectro de absor¢do molecular (B) Curva analitica
para determinacdo de acido ascorbico. O nimero de pontos (n) na curva foi n > 9. Condi¢des
reacionais: tempo de reacdo total foi de 20 min, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM
(proporgéo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v).
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Fonte: Autora, 2023.

Os calculos relativos aos limites de detecgdo (LOD) (36) e de quantificagdo (LOQ)
(10 o) foram realizados de acordo com as seguintes equacdes, LOD = 3 x sp/ace LOQ =
10 x sp/ac, onde sy equivale ao desvio padrdo do branco analitico (n= 10), enquantoac
corresponde ao coeficiente angular da curva analitica empregada, neste caso com o LOD
em 0,29 uM e LOQ em 0,51 uM. Em comparagdo com o trabalho de Darabdhara etal.,
2017, considerando a faixa linear de 5 — 30 uM o LOD foi de 3,6 UM para deteccdo de
acido ascorbico utilizando nanoestruturas Cu-Ag/rGO.

Além disso, o0 desvio padrdo relativo (RSD) foi calculado de acordo com a
equacdo: RSD = (sp/xp) x 100, onde sp equivale ao desvio padréo referente a um

54



determinado padrdo dentre da faixa linear e xp corresponde ao valor médio encontrado
para este padrdo (n = 10). Para o calculo de RSD utiliza-se os valores de concentracédo
nos extremos da curva de calibragéo visto que sdo as regides com maior erro instrumental
(MILLER; MILLER, 2005). Para a concentracdo de 10 uM o valor de RSD foi de 2,14%
e a concentracdo de 30 uM foi 3,81%.

Para determinagdo da enzima de fosfatase &cida, a curva analitica para o método
nas condi¢cbes Otimas esta representada na seguinte equacéo, A7io nm= 0,325 (+0,010)
xCap+ 0,002 (+0,017), com faixa linear de 0,25 — 3 UL, n =9, incluindo o branco, esto
apresentados os espectros de absor¢do molecular na Fig. 15A e a curva analitica na Fig.
15B.

Fig. 15 Avaliacao de figura de mérito (A) Espectro de absor¢do molecular (B) curva analitica para
enzima de AP. O numero de pontos (n) na curva foi n > 9. Condigdes reacionais: AA, = 0,75mM,
[HAc/NaAc] = 100 mM, [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM (proporgdo 1:10), [PVP] =
0,20 % (m/v).
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Fonte: Autora, 2023.
Os céalculos relativos aos LOD = 0,044 UL e LOQ = 0,080 UL, em comparagéo
com outros trabalhos, tabela 8, 0 método proposto para deteccao de atividade da fosfatase

acida exibiu um resultado satisfatorio.
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Tabela 8. Comparacao dos métodos para determinacéao de fosfatase acida

Meétodos LOD/uUL? A/nm Tempo de Referéncias
reacao
Eletroquimico 0,450 - 75 min Bi et al., 2020
Fluorescente 0,005 Ex: 410 80 min Lietal., 2019
Em: 456-556

Colorimétrico 0,530 625 40 min Zheng et al.,
2020

Colorimétrico 0,060 652 50 min Jinetal., 2019

Colorimetrico 0,011 420 60 min Lin et al., 2020

Colorimétrico 0,041 652 33 min Zhang et al.,
2021

Colorimétrico 0,056 652 30 min Qiao et al., 2023

Nosso método 0,044 710 45 min Este trabalho

Fonte: Autora, 2023.

Embora alguns trabalhos tenham sido superiores ao método proposto, é possivel
identificar algumas limitacfes, por exemplo, no trabalho de Bi et al., 2020 a andlise
eletroquimica requer um pré tratamento do eletrodo e do sensor THP/MCH/AUE. De
forma similar em Li et al., 2019, a deteccdo da AP é baseada no ajuste de fluorescéncia
mediado por ions de pirofosfato do sistema NH> — MIL — 101/OPD/ H»0; utilizando o
aparelho de microscdpio eletronico de varredura. Os métodos colorimétricos envolvem a
adicdo de nanoenzimas como MoOz em Lin et al., 2020, nanoaglomerados de AuPD em
Zheng et al., 2020 e nanofios bimetalicos de PdPt em Jin et al., 2019. Além disso, 0s
trabalhos apresentam certas limitagcGes em funcgdo da absorgéo espectral, sendo passivel a
presenca de possiveis interferentes para analises biologicas.

De forma geral, os resultados indicam que a metodologia proposta apresentou boa
precisdo para o sistema, pois a correlagcdo linear (r) foi calculado visando avaliar a
disposicdo dos pontos quanto a adequacgdo a tendéncia linear, sendo r = 0,9965. Além
disso, 0 RSD foi calculado para a concentragdo de 0,75 U L™ o valor foi de 5,72%,
enquanto para concentracdo de 2,5 U L igual a 5,95%. Paralelamente, a avaliacio do
acido ascorbico em PAD, apresenta a equacdo em funcdo da intensidade de cor, I.C. =
0,087 (x0,001)xCaar + 36,1(x1,4), r =0,9992 (n = 7) com a faixa linar de 250 a 1500 uM,
(Fig. 16A). Apresentando como LOD =48, 53 uM, para o desvio padrao relativo de 3,05

56



a 1,05 %, respetivamente as concentracdes de 500 e 1250 uM. Nesta perspectiva, a
avaliacdo de AP em PAD, com a equacéo de I.C. = 3,32(+0,16)xCap + 64,40 (£2,35), r =
0,9936 (n = 7) com o intervalo de 2,5 a 25 U L (Fig. 16B). Em relagio aos limites em
funcéo da intensidade de cor, indicam 0 LOD = 0,83 U L™ e 0 RSD de 0,77 € 0,61% para
as concentragdes de 5 e 20 U L%, respetivamente.

Fig. 16 (A) Curva analitica para determinagdo de acido ascérbico em PAD; (B) Curva analitica
para determinacdo da enzima de fosfatase em PAD, em func¢éo da intensidade de cor utilizando o
software Corel Photo Paint™ X7. O ndmero de pontos (n) na curva foi n > 7. CondigGes
reacionais: utilizando 0,5 L de cada reagente, em (A) tempo de reacdo total foi de 20 min, [FeCls]
e [KsFe(CN)s] =5 uM e [PVP] = 0,20 % (m/v); (B) Né&o foi possivel aplicacdo direta no PAD
sendo necessario uma incubacdo no eppendorf entre AP, AAP a 0,75 mM e tampdo HAc/NaAc a
100 mM (pH = 5) por 5 minutos, em seguida a adi¢do [FeCls] = 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM
(proporgéo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v), com o tempo de reacdo total 25 min. Em ambos teste
utilizou-se 0,5 uL de cada reagente.
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Fonte: Autora, 2023

Os PAD com deteccdo colorimétrica sdo extremamente atrativos, baseados na
alteracdo da cor ap6s o processamento de uma rea¢do quimica, e podem ser usados de
forma répida para alcancar respostas qualitativas ou quantitativas. As mudancas da
intensidade de cor foram proporcionais ao aumento da concentracdo de AAre AP, além

disso observa-se um aumento nos intervalos da faixa linear.
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5.14 Avaliagdo comparativa com o substrato pNPP e adi¢do do cofator MgCl2

Na analise colorimétrica empregando a espectrofotometria de absor¢do molecular,
0 substrato cromogénico p-nitrofenil fosfato (pNPP) tém sido comumente utilizados para
determinacéo da enzima AP, com o produto colorido de p-nitrofenol com absorvancia em
405 nm (QI et al., 2020). Assim, o substrato pNPP foi aplicado para realizar um estudo
comparativo para validar o método de deteccdo proposto. Além do substrato pNPP,
verificou a presenca de um cofator enzimatico MgCl. que ao serem ligados a enzima de
AP aumentam sua atividade. Estas moléculas estdo frequentemente envolvidas na
regulacao alostérica de enzimas no controle do metabolismo (KAUR & GUPTA, 2019).
Dessa forma, os cofatores podem aumentar a afinidade da enzima pelo substrato ou
estabilizar a conformacao da enzima.

Para determinagdo da fosfatase 4cida, com o intervalo de 0,25a1,0 UL, n=5, a
curva analitica padrao é representada na seguinte equacéo, A710nm= 0,701 (20,027) xCap
+ 0,006 (+0,016), enquanto a equacdo com substrato pNPP, A410nm= 0,672 (£0,083) xCap

+ 0,006 (+0,051) com r = 0,9977 e 0,9877, respectivamente, na Fig. 17A-B é possivel
observar uma anélise qualitativa entre a sonda pNPP e o método proposto. Na Fig. 17
percebe-se a diferenca de intensidade de cor com a variacdo da enzima de fosfatase
através da deteccdo visual. Na curva com adicdo de MgCly, a equacdo A7io nm= 0,721
(£0,092) xCap + 0,009 (+0,056) com r = 0,9861. Os resultados indicam que ndo houve
diferenca estatistica para um nivel de 95% de confianca aplicando o teste ANOVA one-
way e Tukey, assim, o método em questdo demonstra uma boa sensibilidade comparada
com a sonda comercial de pNPP, ademais a etapa de incorporagdo do cofator MgCl. ndo
€ necessaria para aumentar a atividade enzimatica.

Fig. 17 (A) Determinacéo da enzima de AP utilizando o substrato pNPP; (B) Determinacdo da
enzima de AP utilizando o substrato AAp, método proposto, considerando uma faixa linear de
0,25 — 4,0 UL™. Condicdes reacionais (A) pNPP a 0,1 mM, tampéo citrato a 90 mM (pH = 4,8) e
NaOH a 1 M para parar a reagdo. (B) AA,= 0,75 mM, [HAc/NaAc] = 100 mM, [FeCls] = 150
MM e [KsFe(CN)g] = 1,5 mM (proporcdo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v).

Fonte: Autora, 2023
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5.15 Avaliacédo de (possiveis) interferentes

O sémen humano apresenta em sua composi¢do 0s aminoacidos livres, frutose,
acido ascorbico, enzimas, fosforilcolina, potassio e zinco. A enzima de fosfatase acida é
encontrada no fluido seminal em altas concentragcdes em comparacao com outros fluidos
corporais (GAMBLIN & MORGAN-SMITH, 2020). Neste sentido, foi realizado um
estudo para avaliacbes de (possiveis) interferentes corporais e materiais para
determinacédo de acido ascorbico, Fig. 18A e fosfatase acida, Fig. 18B considerando as
amostras diluidas.

Fig. 18 (A) Determinagdo de acido ascorbico com fator de diluicdo 5, 10 e 20 vezes; (B)
Determinacdo de fosfatase acida com fator de dilui¢do de 250, 500, 1000 e 1500 vezes da amostra
seminal de referéncia. Condices reacionais: AA, = 0,75 mM, [HAc/NaAc] = 100 mM, [FeCls]
= 150 uM e [KsFe(CN)e] = 1,5 mM (propor¢éo 1:10), [PVP] = 0,20 % (m/v). Com o tempo de
reacdo para AA, de 20 minutos e para AP de 75 minutos.
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Fonte: Autora, 2023

Como resultados da Fig. 18A, o AA:é uma vitamina hidrossoltvel, sua absor¢édo
é realizada por meio da circulacdo sistémica e seu excesso é excretato pela via urinaria,
isto explica os valores da urina, visto que o AA,, de forma geral, ndo é armazenado no
organismo (SOUSA et al., 2022). De forma natural, o tomate possui 1,7 mg de AArem
20qg, e ¢ facilmente oxidado por causa dos seus grupamentos hidroxilas (NASCIMENTO,
2022), e 0 abacaxi contém em média 9,4 mg de AA,em 100 g, a quantidade de AA\ exerce
uma funcdo antioxidante agindo como protecdo contra os radicais livres (SILVEIRA,
2022), assim, estes trés sistemas atuam como interferentes para determinacdo de acido
ascorbico.

De maneira andloga na comparagdo com a enzima AP, o molho de tomate medido
neste sistema representa a porcentagem de acido ascorbico no meio. A clara do ovo é
fonte concentrada de albumina, proteina de alto valor bioldgico, nesta reacdo de tiol
ocorre a reducéo de Fe(l1) a Fe(ll), indicado o alto valor apresenta na Fig. 18B (ULRICH
& JAKOB, 2019). Portanto, os materiais analisados ndo sdo considerados (possiveis)
interferentes para determinacdo da enzima de fosfatase acida, o que mostra a sensibilidade

do método para deteccdo apenas na amostra bioldgica.
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6. CONCLUSAO

A partir dos vestigios encontrados no crime é possivel identificar a existéncia de
fluidos bioldgicos, a exemplo do sémen, principal fluido relacionado aos crimes sexuais.
A composic¢do do fluido seminal indica uma matriz complexa, no qual destaca-se a
enzima de fosfatase &cida, neste sentido, testes presuntivos e confirmatorios sao
realizados para auxiliar no reconhecimento do possivel agressor.

Neste trabalho, 0 método proposto possibilitou a determinagédo de fosfatase acida
via espectroscopia de absor¢do molecular, empregando a reacdo de formacéo do azul da
Prussia (A = 710 nm), ap0s a realizacdo das etapas experimentais os resultados indicam o
tempo de reacdo de 75 minutos a temperatura ambiente. Nas condi¢Ges otimizadas, a
metodologia aplicada em substrato acido ascérbico 2-fosfato, tampéo acetato de sodio
(pH 5,0), sugere a faixa linear de 0,25 — 3 UL em equivalente LOD de 0,044 UL™.
Dentre os sistemas alternativos avaliados, 0 PAD apresentou vantagem pois para analise
de AP necessita apenas 0,5 uL do fluido biologico. Considerando a presenca de acido
ascorbico na amostra seminal foi realizado um estudo acerca das figuras de méritos em
solucdo e em PAD com sensibilidade e intensidade de cor favoraveis ao método proposto.

Ademais, para validacdo do método investigou-se a comparacdao com a sonda
comercial pNPP, adicdo do cofator enziméatico MgCl,, ensaios de recuperacéo e
interferentes atendendo a determinacdo da AAre da AP. Portanto, 0 método possui uma
dupla resposta tanto para a enzima de fosfatase acida quanto em &cido ascorbico em
amostra de sémen humano, com acdo confirmatéria, permitindo as vantagens de

identificacdo e garantindo a portabilidade para aplicagdes em diferentes &mbitos.

7. PERSPECTIVAS

Abaixo sdo apresentadas algumas perspectivas futura para este trabalho:
i) Explorar uma dupla resposta do sistema, uma vez que é possivel a
determinacéo o acido ascorbico na amostra de sémen;
i) Realizar o estudo de montagem do kit colorimétrico;
iii) Escrita de patente do kit e do artigo, para comercializa¢cdo nos 6rgaos

especializados na investigacdo criminal.

61



REFERENCIAS

AJAY SR, PRIYANKA V, HIREN V, PRIYANKA M. Study on Acid Phosphatase Enzyme Activity in
Semen Mixed with Various Body Fluids. J Forensic Sci & Criminal Inves. 2019; 11(5): 555823. DOI:
10.19080/JFSCI.2018.11.555823.

AMBREEN, S., AZRA, Y., & AZIZ, S. Isolation and characterization of organophosphorus
phosphatases from Bacillus thuringiensis MB497 capable of degrading Chlorpyrifos, 2020,
Triazophos and Dimethoate. Heliyon, 6(7).

BARROS, Flavio Augusto Monteiro de. Manual de direito penal: partes geral e especial. 2. ed. rev.,
atual. e ampl. Séo Paulo: Editora JusPodivm, 2022.

BASOLLI, Lucas Pampana, et al. "A RELEVANCIA DE TECNICAS GENOTIPICAS E
FENOTIPICAS COMO PROVA NO SISTEMA LEGAL VISANDO A ELUCIDACAO DE CASOS
DE CRIMES CONTRA A DIGNIDADE SEXUAL." Biodiversidade 20.2 (2021).

BASSET, P., BLANDIN, P., GRINI, A. ET AL. A simplified protocol for the detection of blood,
saliva, and semen from a single biological trace using immunochromatographic tests. Forensic Sci
Med Pathol 18, 141-148 (2022). https://doi.org/10.1007/s12024-021-00453-2

BECKWITH S., MURAKAMI, J. & CHAPMAN, B. The persistence of semen on cotton fabric in
various water environments, Australian Journal of Forensic Sciences, 2018. DOI:
10.1080/00450618.2018.1484164

BI, Q., F. QIU, R. YUAN, Y. XIANG, In situ formation of G-quadruplex/hemin nanowires for
sensitive and label-free electrochemical sensing of acid phosphatase, Sens. Actuators B Chem. 330
(2020) 127272-129301. https://doi.org/10.1016/j.snb.2020.129272.

BRASIL 2009c. Lei n.° 12.015. Brasilia. [online]. Disponivel em:

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/ Ato2007-2010/2009/Lei/L12015.htm#art3. Acessado em: 08 de
fevereiro de 2023.

BUSQUETS, M. A., & ESTELRICH, J. Prussian blue nanoparticles: synthesis, surface modification,
and biomedical applications. 2020, Drug Discovery Today, 25(8), 1431-1443.

BUTMEE, P., TUMCHARERN, G., SONGSIRIRITTHIGUL, C., DURAND, M. J., THOUAND, G.,
KERR, M., ... & SAMPHAO, A. Enzymatic electrochemical biosensor for glyphosate detection based
on acid phosphatase inhibition, 2021. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 413, 5859-5863.
CARRILHO, E., MARTINEZ, AW., WHITESIDES, G.M. Understanding wax printing: a simple
micropatterning process for paper-based microfluidics, Anal. Chem. 81 (2009) 70917095

CASEY, T.; MISTEK, E.; HALAMKOVA, L.: LEDNEV, |.K. Raman Spectroscopy for Forensic
Semen ldentification: Method Validation vs. Environmental Interferences. Vib. Spectrosc. 2020, 109,
103065.

CHANG, lJiafu, et al. ""Direct and Specific Detection of Glyphosate Using a Phosphatase-like
Nanozyme-Mediated Chemiluminescence Strategy.' 2023, Analytical Chemistry.

62


https://doi.org/10.1007/s12024-021-00453-2
https://doi.org/10.1016/j.snb.2020.129272
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2009/Lei/L12015.htm#art3

CHEN, Zi-Jian, et al. "Phosphate-triggered ratiometric fluoroimmunoassay based on nanobody-alkaline
phosphatase fusion for sensitive detection of 1-naphthol for the exposure assessment of pesticide
carbaryl." Journal of Hazardous Materials 424 (2022): 127411.

D’AMONE, L., MATZEU, G., & OMENETTO, F. G. Stabilization of salivary biomarkers, 2021. ACS
Biomaterials Science & Engineering, 7(12), 5451-5473.

DAS, T., HARSHEY, A., NIGAM, K., YADAV, V. K., & SRIVASTAVA, A. Analytical approaches
for bloodstain aging by vibrational spectroscopy: Current trends and future perspectives.

2020, Microchemical Journal, 158, 105278.

DARABDHARA, Gitashree, et al. ""Cu-Ag bimetallic nanoparticles on reduced graphene oxide
nanosheets as peroxidase mimic for glucose and ascorbic acid detection." Sensors and Actuators B:
Chemical 238 (2017): 842-851.

DO VALLE FRAGOSO, Lucia, et al. ""Luminol: Possiveis Interferentes no Estudo de Sangue
Humano."" Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 10.2 (2021): 111-129.
ELABSCIENCE, E-book, Disponivel em: https://www.elabscience.com/p-
acid_phosphatase_acp_activity assay_Kkit-40598.html Acesso: 15 de junho de 2023.

FAGUNDES, Tereza Cristina Pereira Carvalho. "EDUCAC;AO SEXUAL." Revista Brasileira De
Sexualidade Humana, 2020, VVol.18 (2).

FBSP - FORUM BRASILEIRO DE SEGURANCA PUBLICA. 2022. 16° Anuério Brasileiro de
Seguranca Publica. Sdo Paulo. [online]. Disponivel em: http://www.forumseguranca.org.br. Acessado
em: 14 de janeiro de 2023.

FEDER, Daniel, et al. ""Optimization of an a-aminonaphthylmethylphosphonic acid inhibitor of
purple acid phosphatase using rational structure-based design approaches." European Journal of
Medicinal Chemistry 254 (2023): 115383.

FERREIRA, Diego Lacerda. Dos crimes contra a dignidade sexual: a valoragdo da palavra da vitima
no crime de estupro e estupro de vulneravel. A valoracédo da palavra da vitima no crime de estupro
e estupro de vulneravel. 2021. Disponivel em: https://diegolac.jusbrasil.com.br/artigos/1170559396/dos-
crimes-contra-a-dignidade-sexual-a- valoracao-da-palavra-da-vitima-no-crime-de-estupro-e-estupro-de-
vulneravel. Acesso em: 14 de junho de 2022.

FERREIRA, H.; COELHO, D.S.C; CERQUEIRA, D.; ALVES, P.; SEMENTE, M.. Elucidando a
prevaléncia de estupro no Brasil a partir de diferentes bases de dados. Instituto de Pesquisa Econémica
Aplicada — IPEA 2023.

FERREIRA, W. A. A relevancia da prova pericial nainvestigacdo dos Crimes sexuais. Jodo Pessoa.
20109.

FRANCEZ et al. | Revista Criminalistica e Medicina Legal — Belo Horizonte: Valor Editora | V.5 | 2020
| ISSN 2526-0596 36

GAMBLIN, A. P., & MORGAN-SMITH, R. K. The characteristics of seminal fluid and the forensic

63


https://www.elabscience.com/p-acid_phosphatase_acp_activity_assay_kit-40598.html
https://www.elabscience.com/p-acid_phosphatase_acp_activity_assay_kit-40598.html
http://www.forumseguranca.org.br/

tests available to identify it, 2020. Wiley Interdisciplinary Reviews: Forensic Science, 2(3), €1363.
GAN, X,, QIU, F., JIANG, B., YUAN, R., & XIANG, Y. Convenient and highly sensitive
electrochemical biosensor for monitoring acid phosphatase activity, 2021. Sensors and Actuators B:
Chemical, 332, 129483.

HIREMATH, P., NUGURU, K., & AGRAHARI, V. Material attributes and their impact on wet
granulation process performance. In Handbook of pharmaceutical wet granulation, 2019 (pp. 263-
315). Academic Press.

HU, Qiong, et al. "'Sensitive and selective colorimetric assay of alkaline phosphatase activity with Cu
(11)-phenanthroline complex.™ Talanta 163 (2017): 146-152.

HU, Qiong, et al. "Turn-on colorimetric platform for dual activity detection of acid and alkaline
phosphatase in human whole blood." Chemistry—An Asian Journal 11.21 (2016): 3040-3045.

HU, Qiong; ZHOU, Baojing; DANG, Pengyun; LI Lianzhi; KONG, Jinming; ZHANG, Xueji.

Facile colorimetric assay of alkaline phosphatase activity using Fe(ll)-phenanthroline

reporter. Analytica Chimica Acta 950 (2017) p.170-177.

JIN, L., SUN, Y., SHI, L., LI, C., SHEN, Y. PdPt bimetallic nanowires with efficient oxidase mimic
activity for the colorimetric detection of acid phosphatase in acidic media, J. Mater. Chem. B 7
(2019) 4561-4567. https://doi.org/10.1039/C9TB00730J.

JUNIOR, Lindiomar Borges de Avila. Chaveamento Resistivo em filmes finos de Azul da Prassia.
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e
Matemaéticas, Programa de Pds-Graduagéo em Fisica, Floriandpolis, 2020.

KARADAVY!I, Sukriye et al. Evaluation of the relationship between the detectability of seminal stains
on laundered fabric and stain age. Medicine, Science and the Law, v. 61, n. 3, p. 198-207, Feb. 2021.
KAUR, A., & GUPTA, S. Comparative Analysis of The Effect of Salt and Sugar Stress on Acid
Phosphatase Activity of Triticum Aestivum (Wheat), Cicer Arientinum (Chick Pea) and Vigna
Radiata (Moong Bean). 2019, Think India Journal, 22(17), 656-678.

KIM, J. Y. et al. Application of hematoxylin reagent for sperm cell separation in sexual crime
evidence. Forensic Science International, v. 307, p. 110114, Feb. 2020.

LAU, Janny, et al. ""Inhibition of acid phosphatase detection in mixed semen-blood training samples
by anti-coagulants present in blood collection tubes.” Canadian Society of Forensic Science

Journal 53.2 (2020): 71-82.

LI, S., HU, X., CHEN, Q., ZHANG, X., CHAI, H., HUANG, Y., Introducing bifunctional metal-
organic frameworks to the construction of a novel ratiometric fluorescence sensor for screening acid
phosphatase activity, Biosens. Bioelectron. 137 (2019) 133-1309.
https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2019.05.010.

LI, Yugiong, et al. **Nafion assisted preparation of prussian blue nanoparticles and its application in

electrochemical analysis of L-ascorbic acid.” Microchemical Journal 177 (2022): 107278.

64


https://doi.org/10.1039/C9TB00730J
https://doi.org/10.1016/j.bios.2019.05.010

LIN, Z., ZHANG, X. M., LIU, S. J., ZHENG, L. L., BU,Y.M., DENG, H. H., CHEN, R. T., PENG, H.
P., LIN, X. H., CHEN, W. Colorimetric acid phosphatase sensor based on MoO; nanozyme, Anal.
Chim. Acta 1105 (2020) 162-168, https://doi.org/10.1016/j.aca.2020.01.035

LIN, Zhen, et al. ""Colorimetric acid phosphatase sensor based on MoO3 nanozyme." Analytica
chimica acta 1105 (2020): 162-168.

LIU, B. W., HUANG, P. C., & WU, F. Y. Smartphone colorimetric assay of acid phosphatase based
on a controlled iodine-mediated etching of gold nanorods, 2020 Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 412, 8051-8059.

LIU, H., HUANG, P.C., WU, F. Y., MA, L.H. Colorimetric determination of acid phosphatase
activity and inhibitor screening based on in situ polymerization of aniline catalyzed by gold
nanoparticles. 2021 Microchim Acta 188:155. https://doi.org/10.1007/s00604-021- 04799-w.

LIU, K.-L.; TSAI, L.-C.; LIN, Y.-C.; HUANG, N.-E.; YANG, L.-J.; SU, C.-W.; LEE, J.C.-l.; LINACRE,
A.; HSIEH, H.-M. Identification of Spermatozoa Using a Novel 3-Plex MSRE-PCR Assay for
Forensic Examination of Sexual Assaults. Int. J. Leg. Med. 2020, 134, 1991-2004

LOPES JR, Aury. Direito Processual Penal. 17. ed. Sdo Paulo: Saraiva, 2020. p. 409
MARIA-HORMIGOS, Roberto, et al. *'Prussian blue/chitosan micromotors with intrinsic enzyme-like
activity for (bio)-sensing assays."" Analytical Chemistry 94.14 (2022): 5575-558

MILLER, J.N.; MILLER, J.C. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. 5 ed. England:
Pearson, 2005

NAMWONG, P., JARUJAMRUS, P., AMATATONGCHAI, M., CHAIRAM S.. Fabricating simple
wax screen-printing paper-based analytical devices to demonstrate the concept of limiting reagent
in acid-base reactions, J. Chem. Educ. 95 (2018) 305-3009.

NASCIMENTO, lvaniely Sampaio do. Estudo quantitativo comparativo de &cido ascorbico em
tomates convencionais e organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. 2022. 35 f. Trabalho
de Concluséo de Curso (Bacharelado em Quimica) - Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2022
NJAU, D., LUNAYO, A., & ODOUR, J. A Substitute Presumptive Test for Screening of Semen using
Sodium-p-Nitrophenyl Phosphate (NaPNPP), 2021

NOBREGA, Joaquim A.; LOPES, Gisele S. Flow-injection spectrophotometric determination of
ascorbic acid in pharmaceutical products with the Prussian Blue reaction. Talanta 43 (1995), p. 971-
976.

NUCCI, Guilherme de Souza. Curso de direito penal: parte especial arts. 213 a 361 do Codigo Penal.
62 ed. Rio de Janeiro: Forense, 2022.

OH, Hyeryeon, et al. "'Synergistic antioxidant activity of size controllable chitosan-templated
Prussian blue nanoparticle.” Nanomedicine 14.19 (2019): 2567-2578.

OLIVEIRA, I. A;; MACHADO, H. C. P.; LIMA, B. M. Y.; AQUINO, E. V. O.; DE FARIA, M. R. G. V.

"Violéncia Contra Criangas: Avaliacdo Das Caracteristicas Epidemioldgicas No Brasil E No Estado

65


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003267020300714#!
https://doi.org/10.1016/j.aca.2020.01.035

De Goias." Revista Educacdo Em Saude 9.1 (2021): 51-60.

OTTON, M. H., & NINGELISKI, A. de O. Estupro de vulneravel: uma reflexdo sobre a
palavra da vitima e prova penal a luz da Lei 13431/2017, 2022 Academia De Direito, 4, 465—
489.

PAN, Tingting, et al. ""Turn-on fluorescence measurement of acid phosphatase activity
through an aggregation-induced emission of thiolate-protected gold nanoclusters.” Talanta
227 (2021): 122197.

PANICKER, L. S., D'Silva, F., & Surve, S. S. Effect of Ageing of Seminal Stains on Their
Detection on Fabrics In Criminal Investigations, 2022

Ql, Wenjing, et al. ""Electrochemiluminescence resonance energy transfer immunoassay for
alkaline phosphatase using p-nitrophenyl phosphate as substrate." Analytica Chimica Acta
1097 (2020): 71-77.

QIAO, Xiaochong, et al. 'Sensitive acid phosphatase assay based on light-activated specific
oxidase mimic activity." Talanta 255 (2023): 124236.

QIN, Zhiguo, et al. ""Achieving ultrasmall Prussian blue nanoparticles as high-performance
biomedical agents with multifunctions." ACS applied materials & interfaces 12.51 (2020):
57382-57390.

QU, Z., LI, N.,, NA, W., & SU, X. A novel fluorescence “turn off— on” nanosensor for
sensitivity detection acid phosphatase and inhibitor based on glutathione-functionalized
graphene quantum dots. 2019 Talanta, 192, 61-68.

RAN, Fanpeng, et al. "*A fluorescent and colorimetric dual-channel sensor based on acid
phosphatase-triggered blocking of internal filtration effect." Microchimica Acta 188
(2021): 1-9.

RANGEL, Paulo. Direito processual penal. 28. ed. Sdo Paulo: Atlas, 2020

RIGO, Eniffer Duréo, et al. "METODOS PARA IDENTIFICACAO DE SEMEN NA
APURA(;AO DE CRIMES SEXUAIS”, 2022

RODRIGUEZ, J.J.R.B., CALACAL, G.C., LAUDE, R.P. et al. Integrating presumptive and
confirmatory semen tests into DNA profiling of sexual assault evidence: a Philippine
example. Egypt J Forensic Sci 9, 45 (2019). https://doi.org/10.1186/s41935-019-0149-z
SAKURADA, Koichi, WATANABE, Ken, and AKUTSU Tomoko. "Current methods for
body fluid identification related to sexual crime: focusing on saliva, semen, and vaginal
fluid.” Diagnostics 10.9 (2020): 693.

SALA, D. A pericia criminal: evidéncias, profissional perito e nulidade pericial-uma
revisdo literaria. Revista Brasileira de Criminalistica, v. 7, n. 3, p. 28-31, Set. 2018.
SANCHEZ-MACHADO, Dalia I, et al. ""Chitosan." Nonvitamin and nonmineral nutritional
supplements. Academic Press, 2019. 485-49

66


https://doi.org/10.1186/s41935-019-0149-z

SERAFIM, Leticia, AND MENDES, Sabrina Monique. ""Poder e violéncia: a brutalidade no
crime de estupro intrafamiliar a partir da interseccionalidade de género e classe." E-
BOOK: Mulheres e o direito: um chamado a real visibilidade volume 2. / organizacdo
Tomazoni, L.; Prata, M.; Abiko, Paula. 2 ed. Curitiba: Editora Sala de Aula Criminal, 2021.
ePub

SESAU, Secretaria de Estado da Salude de Alagoas; Violéncia sexual, 2023. Disponivel em:
https://www.saude.al.gov.br/violencia-sexual/ Acesso: 6 de fevereiro de 2023.

SIJEN, T., & HARBISON, S. On the identification of body fluids and tissues: A crucial link
in the investigation and solution of crime, 2021 Genes, 12(11), 1728.

SILVA, Giovana Virginia Maria dos Reis; PASCHOALICK, Marilia Bachi Comerlato.
Estupro de vulneravel: a relevancia da palavra da vitima para fins de prova e condenagao.
Percurso Académico, Belo Horizonte, v. 10, n. 20, p. 99-115, 2020.

SILVEIRA, Vinicius Nascimento, et al. "Determinacéo de Acido Ascorbico em Sucos de
Caixinha Longa Vida por Voltametria Ciclica Usando os Métodos dos Padrdes Externos e
da Adicéo de Padr&o: Uma Proposta de Experimento para o Ensino de Quimica Analitica
Instrumental.”" Revista Virtual de Quimica 14.5 (2022).

SOARES, Pedro Henrique Trindade. Preparacdo do nanocomposito entre 6xido de grafeno e
azul da prussia e aplicagdo na detecgdo de glicerol. 2019. 49 f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduagdo em Quimica Industrial) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
20109.

SOUSA, G. S. ., CAVALCANTE ELIZEU, M. J. ., RAMOS, B.C. Z. ., MOURA E LIMA, C.
M. A. DE ., & MAYNARD, D. DA C. Avalia¢éo da relacéo entre a cor e degradacgédo da
vitamina C em suco de laranja. Conjecturas, 22(9), 374-381, 2022.

TANG, Zhenwei, et al. ""Assays for alkaline phosphatase activity: Progress and prospects."
TrAC Trends in Analytical Chemistry 113 (2019): 32-4

TANG, Zhenwei; CHEN, Haotian; HE, Hailun; MA, Changbei. Assays for alkaline
phosphatase activity: Progress and prospects. Trends in Analytical Chemistry. Elsevier,2019.
DOI: 10.1016/j.trac.2019.01.019

TAVARES, M.C., OLIVEIRA, K.A., DE FATIMA, A., COLTRO, W.K. and SANTOS, J.C.C.
Paper-based analytical device with colorimetric detection for urease activity
determination in soils and evaluation of potential inhibitors, 2021. Talanta, 230, p.122301.
TEEPOO, S.; CHUMSAENG, P.; JONGJINAKOOL, K.; CHANTU and NOLYKAD, W. A
new simples and rapid colorimetric screening test for semi-qualitative analysis of vitamin
C in fruit juices based on Prussian Blue. Journal of Applied Sciences. 2012. DOI:
10.3923/jas.2012.568.574.

TRAJANO, Renata Kelly Nogueira, et al. "*Comparativo de casos de violéncia sexual contra

crianca e adolescente no periodo 2018-2020."" Research, Society and Development 10.1

67


https://www.saude.al.gov.br/violencia-sexual/

(2021): €11710111384-11710111384.

ULRICH, K., & JAKOB, U. The role of thiols in antioxidant systems. Free Radical Biology
and Medicine, 140, 14-27, 2019 .

WANG, Fangyuan; LI Yongxin; LI, Wenying; ZHANG, Qinfeng; CHEN, Jian; ZHOU,
Huipeng and YU Cong. A facile method for detection of alkaline phosphatase activity based
on the turn-on fluorescence of resorufin. Anal. Methods, 2014, 6, 6105. DOI:
10.1039/c4ay00634h.

WANG, Jing, et al. ""Label-free colorimetric detection of acid phosphatase and screening of
its inhibitors based on biomimetic oxidase activity of MnO2 nanosheets.” ACS biomaterials
science & engineering 6.5 (2020): 3132-3138.

WARRIER, V., & KANCHAN, T. Clothes and the evidences they carry: A perspective on
its forensic examination, 2021. Journal of Indian Academy of Forensic Medicine, 43(3), 296-
299.

WU, J.; WANG, X.; WANG, Q.; LOU, Z.; LI, S.; ZHU, Y.; QIN, L.; WEI, H. Nanomaterials
with Enzyme-Like Characteristics (Nanozymes) Next-Generation Artificial Enzymes (I1).
Chem. Soc. Rev. 2019, 48, 1004—1076.

WU, Tengteng, et al. ""Colorimetric detection of ascorbic acid and alkaline phosphatase
activity based on the novel oxidase mimetic of Fe—Co bimetallic alloy encapsulated porous
carbon nanocages." Talanta 202 (2019): 354-361.

XU, Miao, et al. ""Competitive redox reaction of Au-NCs/MnO2 nanocomposite: toward
colorimetric and fluorometric detection of acid phosphatase as an indicator of soil
cadmium contamination." Analytica Chimica Acta 1096 (2020): 174-18

XUE, Xin, et al. ""Photothermal and colorimetric dual mode detection of nanomolar ferric
ions in environmental sample based on in situ generation of prussian blue nanoparticles."
Analytica Chimica Acta 1105 (2020): 197-207.

YAN, X., XIA, C,, CHEN, B, LI, Y. F., GAO, P. F., & HUANG, C. Z. Enzyme activity
triggered blocking of plasmon resonance energy transfer for highly selective detection of
acid phosphatase, 2019. Analytical chemistry, 92(2), 2130-2135.

YANG, DanDan, et al. "*Oxidase-like Fe—N/C single atom nanozyme enables sensitive
detection of ascorbic acid and acid phosphatase.” Analytica Chimica Acta 1265 (2023):
341221.

ZHA, S.; WEI, X.; FANG, R.; WANG, Q.; LIN, H.; ZHANG, K.; ZHANG, H.; LIU,R; LI, Z,;
HUANG, P.; et al. Estimation of the Age of Human Semen Stains by Attenuated Total
Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy: A Preliminary Study. Forensic Sci.
Res. 2020, 5, 119-125.

ZHANG, Hongyi; JU, Qikai; PANG, Shude; WEI, Ningning; ZHANG, Yanru. Recent

progress offluorescent probes for the detection of alkaline phosphatase (ALP): A review.

68



Dyes and Pigments, Volume 194, 2021, DOI:10.1016/j.dyepig.2021.1095609.

ZHANG, Tao, et al. "*A colorimetric sensor for acid phosphatase activity detection based on

acridone derivative as visible-light-stimulated oxidase mimic." Analytica Chimica Acta
1155 (2021): 338357.

ZHANG, Tingting, et al. ""Biomimetic cascade nanoreactor with triple-enzyme mimetic
activities for colorimetric detection of acid phosphatase.” Chemical Engineering
Journal 437 (2022): 135267.

ZHENG, S. S., GU, HZ., YIN, D.Y., ZHANG, J. L., LI, W. FU, Y. Biogenic synthesis of AuPd

nanocluster as a peroxidase mimic and its application for colorimetric assay of acid
phosphatase, Colloids and Surfaces A Physicochemical and Engineering Aspects, 589 (2020)
124444-124472. https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2020.124444.

ZHENG, S., GU, H., YIN, D., ZHANG, J., LI, W., & FU, Y. Biogenic synthesis of AuPd
nanocluster as a peroxidase mimic and its application for colorimetric assay of acid
phosphatase, 2020. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 589,
124444,

ZHENG, Shanshan, et al. ""Biogenic synthesis of AuPd nanocluster as a peroxidase mimic
and its application for colorimetric assay of acid phosphatase.'* Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects 589 (2020): 124444

ZHU, Weiran, et al. ""A colorimetric biosensor for simultaneous ochratoxin A and

aflatoxins B1 detection in agricultural products." Food chemistry 319 (2020): 12654.

69


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09277757/589/supp/C
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2020.124444

