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RESUMO

Um complexo de alta fotoluminescéncia é proposto como marcador Optico
para a identificacdo de residuos de tiro (GSR). O marcador € o complexo
[Eu(PIC)3(NMK)3], de férmula molecular Eu(CsH2N307)3.(C7H13NO)3, que apresenta o
fon Eu®* e os ligantes é&cido picrico (PIC) e n-metil-e-caprolactama (NMK). Foi
realizada a caracterizacdo quimicamente através de espectroscopia de emissao,
espectroscopia de infravermelno com transformada de Fourier (FTIR),
termogravimetria e analise térmica diferencial (TG/DTA), e espectrometria de
massas com ionizacdo por eletrospray e ressonancia ciclotronica de ions por
transformada de Fourier (ESI-FT-ICR MS), e, em seguida, foram adicionadas
diferentes massas do complexo a muni¢cdes convencionais (de 2 a 50 mg por
cartucho). Apos os tiros, 0 GSR marcado foi visualmente e quimicamente detectado
por irradiacdo UV (A = 395 nm) e ESI-FT-ICR MS, respectivamente. Os resultados
mostraram uma fotoluminescéncia eficiente e duradoura, sendo facilmente visivel
sobre a superficie do alvo, no ambiente, no cartucho deflagrado, na arma de fogo, e
sobre as méos e bracos do atirador quando utilizada massa a partir de 25 mg do
marcador em cartuchos .38 e 50 mg em cartuchos .40. Sua toxicidade aguda
também foi avaliada empregando-se o Protocolo 423 da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD) e apresentou DLs, de 1000
mg.kg™, sendo classificado como de categoria 4 na escala do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS),
considerado, portanto, de média toxicidade. O composto mostrou ser menos toxico
do que os componentes inorganicos de muni¢cdes convencionais (em especial o Pb),
justificando o seu emprego como marcador de GSR.

Palavras-chave: Complexos de eurépio. Fotoluminescéncia. Marcador éptico. GSR.
Espectrometria de massa. Toxicidade aguda.



ABSTRACT

A complex of high photoluminescence is proposed as optical marker for the
gunshot residues (GSR) indentification. The marker is the complex [Eu(PIC)3(NMK)3],
of molecular formula Eu(CgH,N307)3.(C7H13NO)s, which has the Eu®* ion and the
ligands picric acid (PIC) and n-methyl caprolactam (NMK). It was performed to
chemical characterization by emission spectroscopy, Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric and differential thermal analysis (TG/DTA),
and electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron resonance mass
spectrometry (ESI-FT-ICR MS), and, then, were added to conventional munitions
different masses of complex (from 2 to 50 mg by cartridge). After the shots, the
marked GSR was visually and chemically detected by UV irradiation (A = 395 nm)
and ESI-FT-ICR MS, respectively. The results showed an efficient and lasting
photoluminescence, being easily visible on the surface of the target, in the
environment, in the cartridge triggered, on the firearm, and on the hands and arms of
the shooter when used mass from 25 mg marker in .38 cartridges and 50 mg in .40
cartridges. Its acute toxicity was also evaluated using the Protocol 423 of the
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) and presented
LDso of 1000 mg.kg™, being classified as a category 4 on the scale of the Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS), therefore
considered of medium toxicity. The compound was shown to be less toxic than the
inorganic components of conventional ammunition (especially Pb), justifying its use
as GSR marker.

Keywords: Europium complexes. Photoluminescence. Optical marker. GSR. Mass
spectrometry. Acute toxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A realidade do crime de homicidio no contexto mundial mostra que as armas
de fogo (AF) sdo os principais instrumentos utilizados para sua execuc¢ao. No Brasil
observou-se um aumento significativo desta realidade entre os anos de 1992 e 2010,
guando inicialmente a taxa girava em torno de 70% e chegou a representar quase a

totalidade das mortes causadas por AF (94,6%), Figura 1 *.

Participa¢ao (%) dos homicidios por AF no total de ébitos por AF.
Brasil, 1980/2010

100.0

Participacao (%) dos homicidios por AF

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

Fonte: SIM/SVS/MS

Figura 1. Evolugao (%) dos homicidios por AF no Brasil (1980 — 2010) - Adaptada '

O Estado do Espirito Santo vem contribuindo para o agravamento desse
cenario, ocupando em 2010 a segunda posi¢do nas estatisticas de taxa de 6bito por
AF ! e em 2012 a segunda posicéo no ranking de homicidio juvenil (jovens de 15 a
29 anos de idade), setor da sociedade mais afetado pela mortalidade por AF 2.

Na Figura 2, cedida pela GEAC/SESP, apresenta-se a distribuicdo do numero
de homicidios no Espirito Santo em funcdo dos meios utilizados. Novamente, as
armas de fogo se mostraram presentes em mais de 80% dos casos de homicidio

ocorridos no periodo de janeiro de 2011 a novembro de 2012 (informagao pessoal)*.
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Homicidios 2011 - Meios utilizados
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180
160
140
120 m NAO ESPECIFICADO
100 mPOR ARMA DE FOGO

80

" mPOR ARMA BRANCA

40 C/ USO DE OUTROS OBJ. E FORMAS
20 R

OBS: No més de novembro de
0 2012 foram computados os
JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV homicidios até 22/11/2012.

Fonte: Dados primarios: software E-COPs (CIODES/SESP). Dados Consolidados : GEAC/SESP.

Figura 2. Numero de homicidios no Espirito Santo de acordo com os meios utilizados (Jan. — Dez.
2011 / Jan. — Nov. 2012) - Adaptada*.

Nos municipios da Grande Vitdria a estatistica foi ainda maior, atingindo
valores proximos a 90 % nos anos de 2011, 2012, 2013 e no primeiro semestre de
2014, conforme dados cedidos pela DHPP/PCES e apresentados na Figura 3

(informacao pessoal)**.

* Geréncia de Estatistica e Andlise Criminal da Secretaria de Estado da Seguranca Publica e Defesa
Social do Estado do Espirito Santo (GEAC/SESP). Pesquisa de homicidios por meios utilizados
2011-2012. Mensagem recebida por calinead@hotmail.com em 23 nov. 2012.

** Divisdo de Homicidios e Protecdo a Pessoa da Policia Civil do Espirito Santo (DHPP/PCES).
Dados de Armas de Fogo 2011 — 2014. Mensagem recebida por caline.destefani@pc.es.gov.br em
18 jul. de 2014.


mailto:calinead@hotmail.com
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Tipo de armas utilizadas em homicidios consumados

Municipios da Grande Vitoria
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10

Arma de fogo Arma branca Outros

OBS: No ano de 2014 foram computados os homicidios ocorridos no primeiro
semestre (Janeiro — Junho).

Figura 3. Proporcéo (%) de homicidios consumados nos municipios da Grande Vitéria de acordo
com o tipo de arma utilizada nos anos de 2011, 2012 e 2013 e no primeiro semestre de 2014. Dados
cedidos pela DHPP/PCES - Adaptada**.

Os principais fatores apontados para explicar os altos niveis de mortalidade
por armas de fogo sé@o sua elevada disponibilidade e as facilidades existentes para
sua aquisicao, aliadas a decisdo de utilizar AF para resolver qualquer tipo de conflito
interpessoal, na maior parte dos casos banais e circunstanciais. Outro fator de
grande relevancia sao os elevados niveis de impunidade vigentes no pais, que
atuam como estimulo para a resolucdo de conflitos pela via violenta, diante da
escassa probabilidade de punicéo *.

Em 2012 foi lancado pela Estratégia Nacional de Justica e Seguranca Publica
(ENASP) o Relatorio Meta 2: A Impunidade como Alvo, que mostra um diagnéstico
da investigagdo de homicidios no Brasil. O estudo mostrou que o indice de
elucidacao desse tipo de crime € baixissimo no pais. Do levantamento realizado em
todos os Estados e Distrito Federal, que chegou ao total de 134.944 inquéritos
classificados nos parametros da Meta 2, ou seja, instaurados até 31 de dezembro de

2007 e gque ainda nao estavam finalizados, a maior concentracédo ocorreu na Regido
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Sudeste, com 76.780 inquéritos, ou 56,9% do total. Na outra ponta, a Regido Norte
apresentou um estoque inicial de 5.400 inquéritos, ou 4% do total °.

Esses dados mostram a grande necessidade de acOes para o combate e a
elucidacdo dos crimes de homicidio. Dessa forma, a Balistica Forense assume um
papel de grande relevancia social, atuando como instrumento legal para a
elucidacdo da dindmica e da autoria de crimes que envolvam o uso de armas de

fogo “.

1.1. Balistica Forense

A Balistica Forense conceitua-se como um ramo da Criminalistica que estuda
as armas de fogo, sua municao e os efeitos dos tiros por elas produzidos, sempre
que tiverem relacionadas direta ou indiretamente com infragbes penais, visando
esclarecer e provar de maneira técnica a sua ocorréncia °.

Ao se estudar um projétil disparado por uma arma de fogo, divide-se 0 seu
movimento em trés partes distintas, que constituem as divisdes da Balistica Forense:
balistica interna, balistica externa e balistica dos efeitos. Na balistica interna ou
balistica interior, estuda-se o que ocorre desde 0 momento do disparo até o instante
em que o projétil abandona a arma. E a parte da balistica relativa & estrutura, aos
mecanismos, ao funcionamento das armas de fogo e a técnica do tiro, bem como os
efeitos de detonacéo da espoleta e deflagracdo da pdlvora dos cartuchos. Dentro da
balistica externa ou balistica exterior é estudada a trajetéria do projétil, desde sua
saida pela boca do cano da arma até a sua parada final, analisando as condi¢des do
movimento, velocidade inicial do projetil, sua forma, massa e superficie, a resisténcia
do ar, a acdo da gravidade e os seus movimentos intrinsecos. Por fim, a balistica
dos efeitos, balistica terminal ou balistica do ferimento estuda o movimento do
projétil desde o primeiro impacto até a dissipacéo total de sua energia cinética, ou
seja, até o seu repouso final °. Entre as trés areas definidas, serdo abordadas neste
projeto a balistica interna e a balistica de efeitos, uma vez que serdo avaliados os
residuos gerados por disparos de arma de fogo e sua dispersdo no ambiente, a fim

de se determinar a autoria de um tiro.
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1.1.1. Armas de fogo e seus Cartuchos

As armas de fogo constituem um dos principais objetos de estudo dentro da
Balistica Forense e sdo conceituadas como artefatos de dimensbes e formas
diversas utilizadas para arremessar projetis através da forca expansiva dos gases
resultantes da combustdo da polvora. S@o consideradas maquinas térmicas,
obedecendo aos principios da termoquimica e da termodinamica *.

Uma arma de fogo tem como elementos essenciais 0 aparelho arremessador
ou a arma propriamente dita, a carga de projecdo (polvora), e o projétil, sendo que
os dois ultimos integram, geralmente, o cartucho (Figura 4). O cartucho é definido
como a unidade de municdo das armas de fogo de retrocarga, sendo constituido
genericamente pelo estojo, espoleta contendo a mistura iniciadora, pélvora ou carga

de projecéo, e projetil >°.

Projetil

Estojo

Pdlvora

Espoleta

Figura 4. Esquema de um cartucho de arma de fogo e seus elementos essenciais - Adaptada °.

O estojo constitui 0 componente externo e inerte do cartucho, possibilitando
gue todos os componentes necessarios ao disparo figuem unidos em uma peca e
contribuindo para a sua padronizacdo como unidade de municdo. Sua forma e
dimensdo determinam as da camara da arma em que for utilizada, e
consequentemente o calibre da mesma. A maioria dos estojos sdo constituidos de
latdo 70:30 (70% de cobre e 30% de zinco), dada a facilidade de ser trabalhado, ou
seja, pelas caracteristicas de se expandir, ndo permitir 0 escape de gases pelas

paredes da camara e de recuperar em parte a forma original apGs cessar a pressao,
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facilitando a extracdo e permitindo a recarga de muni¢cdo. Ha também estojos
confeccionados em cobre e em aluminio °.

A espoleta € um pequeno recipiente metalico, em forma de capsula, que
contém a mistura iniciadora (carga de inflamacdo) e encontra-se montada no
alojamento localizado no centro do culote do estojo. Sua fungéo é iniciar a queima
da pdlvora contida no estojo e, assim, gerar a expulsdo do projétil através do cano
da arma *°.

A composicdo da mistura iniciadora utilizada na municdo varia com o
fabricante. A mistura iniciadora empregada pela Companhia Brasileira de Cartuchos
(CBC) tem como principais componentes o estifinato de chumbo (composto
explosivo), nitrato de bario (oxidante), trissulfeto de antimdénio (combustivel),
tetrazeno (sensibilizante) e aluminio atomizado (gera maior vivacidade & chama) >°.

Os produtos resultantes da queima da mistura iniciadora séo basicamente os
oxidos de carbono, agua e 6xidos metélicos, tais como 6xido de chumbo, de bério e
de antim6nio. Dessa forma, os elementos chumbo (Pb), bario (Ba), e antimdnio (Sb),
estdo presentes nos residuos produzidos por disparo de armas de fogo (GunShot
Residues - GSR) e configuram como os principais marcadores quimicos de GSR .
Eventualmente poderao ser encontrados éxidos de outros metais, quando a mistura
iniciadora apresentar composicao diferente da atualmente utilizada na espoleta dos
cartuchos da marca CBC °.

A pdélvora ou carga de projecdo € um combustivel solido e granular, que se
inflama com grande rapidez (= 400 m s™), produzindo grande volume de gases e
elevando a temperatura. Ela tem como funcdo expelir o projétil através da pressao
gerada pelos gases no interior do cartucho. Sua deflagracdo ndo necessita de
oxigénio do exterior, pois seus proprios componentes possuem O O0Xxigénio
necessario °.

Basicamente, existem dois tipos de pélvora: i) a polvora preta, com fumaca, e
ii) a polvora quimica, sem fumaca.

No primeiro caso, a pélvora é classificada como mais antiga e é raramente
utilizada nos dias atuais. Ela é composta de = 75% de salitre (sais de nitrato de sédio
ou nitrato de potassio), 13% de carvdo vegetal e 12% de enxofre. O salitre atua
como comburente, fornecendo o oxigénio, jaA o carvdo e o enxofre atuam como

combustiveis °. Durante sua queima é produzida grande quantidade de gases, como
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0 nitrogénio e dioxido de carbono, e de residuos solidos e fumaca, conforme
Equacdo 1 “.

S(s) +3 C(s) + 2 KNOg(S) — 3 COz(g) + Nz(g) + Kzs(s) Eq. 1 4

A poélvora quimica ou polvora sem fumaga surgiu como um substituto
moderno da pélvora negra, pois produz pouca fumaca e menos residuos,
proporcionando maior pressdao em pequenas quantidades. Ela apresenta alguns
aditivos com funcdes especificas que contribuem diretamente para a vida Gtil da
municdo, sendo eles: nitrocelulose (oxidante); nitroglicerina, ftalato de dimetila ou
butila, glicerina (plastificante); difenilamina, 2- ou 4-nitrofenilamina, n-
nitrosodifenilamina, dinitrotolueno, n-metil-p-nitroanilina, metil ou etil centralina,
resorcinol (estabilizantes); sulfato de potéssio, nitrato de potassio e grafite (aditivos
organicos) *°.

Existem dois tipos de poélvora quimica:

e Pélvora de base simples: possui ingrediente ativo a base de
nitrocelulose, que produz menos calor na queima, favorecendo para a
durabilidade da arma (Figura 5a) *°.

e Podlvora de base dupla: possui dois ingredientes ativos, a nitrocelulose
e a nitroglicerina, apresentando maior conteldo energético e maior

resisténcia & umidade (Figura 5a-b) *°.

/O- 0 O
O:N: O- “+ (|)- \h|1+
0 O=N" o O - N2 0
b o" ) @)
(.!? O---. ;O O\N+_O- rh+
(@) o= % d (b) oo

Figura 5. Estrutura quimica da: (a) nitrocelulose e (b) nitroglicerina *.

Por altimo, o projetil é a parte do cartucho que sera expelida através do cano,

sob a acdo dos gases resultantes da queima da pdlvora. Além das pressdes
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elevadas, a temperatura interna do cano da arma pode atingir valores em torno de
2500°C, contribuindo para o lancamento do projetil *. Podem ser divididos em trés
grupos: projetis de liga de chumbo, projetis encamisados e projetis de cobre (99,95%
de Cu) °.

1.1.2. Mecanismo de disparo e formacéo de residuos de tiro

Para que um disparo de arma de fogo ocorra, € necessario o acionamento do
mecanismo de disparo, geralmente através da forca mecénica pelo pressionamento
do gatilho, fazendo com que a ponta do percutor deforme a espoleta. O choque
mecanico detona a mistura iniciadora, produzindo chamas de alto poder calorifico
gue passam por orificios existentes no fundo do alojamento da espoleta e dao inicio
a combustdo dos graos de pélvora. A combustdo da polvora gera, em fracdes de
segundo, um grande volume de gases, cuja pressdo impele o projétil através do
cano da arma, que é a Unica saida possivel. No momento da detonacdo, em meio a
condicBes especificas de alta temperatura e pressdo, os componentes metalicos sao
volatilizados e rapidamente condensados em seguida, dando origem a particulas
esféricas e esferdides muito pequenas (0,1um a 5um), formando o GSR. Portanto,
no momento do tiro sdo expelidos da arma, além do projétil, diversos residuos
sélidos e produtos gasosos oriundos da combustdo da pélvora e da detonacdo da
mistura iniciadora contida na espoleta, que podem atingir as maos, os bracos e

roupas do atirador ficando ali aderidos, além de se espalharem no local do disparo *
6

1.1.3. Anéalise de residuos de tiro

A identificacdo de residuos inorganicos do tiro, principalmente Pb, Ba e Sb,
extraidos das maos de supostos atiradores tem sido a forma mais empregada dentro
da Balistica Forense para determinar se uma pessoa produziu um tiro, manuseou
uma arma de fogo ou esteve préxima de quem produziu o disparo °%.

Esses residuos podem ser detectados através do exame quimico por via
Uumida utilizando o reagente rodizonato de sodio (reacdo de Feigl-Suter) ou por

técnicas instrumentais, onde a Unica técnica padronizada até o momento € a



MEV/EDX (Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia de
Energia Dispersiva de Raio-X) “*°.

O exame quimico por via Umida utilizando o rodizonato de sédio € empregado
para constatar a presenca de Pb e Ba provenientes de disparo de arma de fogo. Na
presenca de fons Pb?* observa-se o aparecimento de manchas de cor rosa (Figura
6) e na presenca de fons Ba®* ocorre o desenvolvimento de manchas de cor laranja
(Figura 7). Este teste é considerado rapido e de baixo custo, porém apresenta baixa
sensibilidade. Dessa forma, um resultado negativo ndo significa que ndo ha GSR.
Além disso, um resultado positivo pode néo ser oriundo de um disparo de arma de

fogo, haja vista a grande utilizacdo de Pb e Ba em outras atividades **"**,

O O
O ONa O O\
+ Pb%* — Pb
/
O ONa O O
O O
Rodizonato de sédio
Coloragdao amarelaescura _

Figura 6. Reacgdo quimica para identificagcao dos ions Pb?* - Adaptada 4

O 0
O ONa (@) 0
AN
+  Ba%* — Ba
O ONa (@) O
0 O
Rodizonato de sédio Rodizonato de bario

Coloragdao amarelaescura _

Figura 7. Reacgao quimica para identificagdo dos ions Ba”™" - Adaptada 4

A identificagdo segura e inequivoca de uma particula de GSR é dependente
de suas caracteristicas morfolégicas e quimicas. Conforme jA mencionado, nas

condigbes extremas de pressdo e temperatura durante um disparo sao formadas
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particulas esféricas e esferoides, cuja composi¢cdo se d4 pela combinacdo dos trés
elementos quimicos Pb/Ba/Sb, presentes na mistura iniciadora da maioria das
municdes. Esse fendbmeno é apenas constatado de maneira inequivoca quando o
MEV/EDX € empregado como método analitico, o que € fundamental na distin¢do

entre residuos de tiro e residuos de origem ocupacional ou ambiental 413,

1.1.4. Muni¢cbes Ambientais ou Clean Range

Investigagbes com instrutores de tiro revelaram um alto nivel de Pb
encontrado no sangue, 60 ug/100 g de sangue, limite maximo permitido pela NIOSH
(National Institute for Occupational Safety and Heath) **. Em funcdo da crescente
preocupacdo com a saude de policiais e atiradores, constantemente expostos a uma
atmosfera rica em metais toxicos (principalmente Pb), foram desenvolvidas
municdes isentas de metais pesados, denominadas de clean range ammunition ou
muni¢gbes ambientais. Em julho de 1998, a Companhia Brasileira de Cartuchos
(CBC) lancou essas muni¢cdes no mercado internacional, que passaram a apresentar
como mistura iniciadora: diazol, nitrato de estrdoncio, poélvora, e tetrazeno; e tendo
como produtos de reacdo o mondxido de carbono, o diéxido de carbono, o vapor
d’agua, o nitrogénio e o 6xido de estrébncio. Em meados de 2002, a mistura
iniciadora destas muni¢cdes passou a ser composta por diazol, tetrazeno,

46 Além desses cartuchos ndo

nitrocelulose, nitrato de potassio e aluminio
apresentarem metais pesados na composicdo da espoleta, 0s projetis séo
totalmente encamisados para evitar a evaporacdo de Pb oriundo de seu ndcleo.
Dessa forma, os elementos Pb, Ba e Sb ndo estdo presentes nos residuos de tiro, 0
gue impossibilita a caracterizacdo dos GSR inorganicos através de métodos por via
Umida ou técnicas modernas como MEV/EDX *°, e faz necessario o desenvolvimento

de novos marcadores quimicos.

1.2. Lantanideos e suas aplicagdes

Os elementos do bloco f (do lantanio ao lutécio) sdo conhecidos como
lantanideos ou lantandides (Ln) e se caracterizam pelo preenchimento gradativo do
antependltimo nivel energético, 4f '°. O escandio (Sc) e o itrio (Y) também s&o

bastante semelhantes quimicamente aos Ln, e por isso sua quimica é
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frequentemente tratada junto com a série dos lantanideos 7.

Segundo
recomendac¢des da IUPAC, usa-se o termo “lantanideos” para designar os elementos
do La ao Lu e “terras raras” quando aos lantanideos sdo incluidos o Sc e o Y *&.
Porém, a expressao “terras raras” ndo é adequada para designar estes elementos.
Eles receberam o termo “terras” porque foram inicialmente conhecidos em forma de
oxidos. Além disso, a expressdo “raras” nado esta de acordo pois muitos dos
lantanideos n&do sdo particularmente raros na natureza 2.

A principal fonte mineral para os primeiros lantandides é a monazite,
(Ln,Th,)PO4, que contém uma mistura de lantanoides e tério. Outro mineral fosfato, o
xenotimio (de composi¢ao similar), € a principal fonte dos lantandides mais pesados.
Em geral, a separacdo dos fons Ln®*" é feita em larga escala por extracéo liquido-
liquido em multiplas etapas, na qual os ions distribuem-se entre fase aquosa e uma
fase orgéanica contendo agentes complexantes. Utiliza-se a cromatografia de troca
idnica para separar os ions lantandides quando se deseja uma pureza elevada *°.

Todos os lantandides sdo metais eletropositivos com uma notavel
uniformidade nas propriedades quimicas em virtude de suas configuracdes
eletrbnicas. A diferenga significativa entre esses metais se da frequentemente em
seus tamanhos *°. Ao longo da série é observado um decréscimo do raio atdmico &
medida que elétrons sdo adicionados a subcamada 4f. Esse efeito é chamado de
‘contragdo dos lantanideos”, cujo aumento da carga nuclear efetiva (Ze) €
acompanhado do aumento do numero atémico devido a blindagem fraca de cada um
do elétrons f sobre os demais elétrons desta subcamada *’.

A soma das trés primeiras energias de ionizacdo dos lantanideos sao em
geral valores baixos, e por isso 0s elementos no estado de oxidagao (+lII) tém
carater idnico e o fon predominante é o Ln** . Os fons Ln** e Ln*", que também
ocorrem, S80 sempre menos estaveis que o Ln**,

Os compostos de lantanideos possuem uma grande variedade de aplicacdes,
muitas delas dependentes das propriedades épticas associadas as suas transicoes
eletrbnicas f-f. Quando excitados eletronicamente pela absorcdo de radiacao,
retornam rapidamente ao estado fundamental e emitem radiacdo eletromagnética,
na regiao do ultravioleta, visivel ou do infravermelho, através do processo conhecido
como luminescéncia. No caso dos lantanideos, a excitacdo ocorre pela absorcdo de
luz (féton) e, portanto, sua emissao € denominada fotoluminescéncia. Por exemplo,

os oxidos de europio e ortovanadato de europio sdo usados para dar a cor vermelha
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as telas de tubos de raios catédicos; ja& o Neodimio (Nd*"), o Samario (Sm®*") e o
Holmio (Ho®*") sdo usados nos lasers de estado sélido *°. Dentre os fons lantanideos
que apresentam forte luminescéncia, um dos mais estudados é o Eurépio (Eu®*"), que
emite na regido do visivel (coloracéo vermelha) e cujos isétopos estaveis sdo o ™ Eu
(47,82%) e *°Eu (52,18%).

Na Tabela 1 estdo apresentados os nomes, simbolos e algumas propriedades
dos lantandides, como configuracao eletronica dos elementos e os ions lantanidicos

trivalentes *°.

Tabela 1. Nomes, simbolos e propriedades dos lantanideos - Adaptada 1619,

Nome Ln Ln° (estado I._n3+ (ion
fundamental) tripositivo)

Lantanio La [Xe]5d* 652 45°
Cério Ce [Xe]4f! 5d* 652 4f*
Praseodimio Pr [Xe]4f® 6s? 452
Neodimio Nd [Xe]4f* 6s® 453
Promécio Pm [Xe]4f® 6s® 4f*
Samario Sm [Xe]4f® 657 4f°
Eurdpio Eu [Xe]af’ 6s® 4f°
Gadolinio Gd [Xe]4f’ 5d* 657 af’
Térbio Tb [Xe]af® 657 4f°
Disprésio Dy [Xe]4f'© 652 4f°
Holmio Ho [Xe]4f'! 652 4f10
Erbio Er [Xe]4f'? 6s? 4
Tulio Tm [Xe]af*® 652 4f*2
|térbio Yb [Xe]4f* 652 4f3
Lutécio Lu [Xe]4f'* 5d* 652 414

Os lantanideos sao classificados de acordo com o0s conceitos de Pearson

como acidos duros e, por isso, coordenam-se preferencialmente com bases duras,

especialmente aquelas contendo oxigénio e nitrogénio como atomos doadores *8.
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Complexos com numero de coordenacao inferior a seis sdo raros, sendo 0s mais
comuns com numero de coordenagdo 7, 8 e 9, resultando numa grande variedade

16 Quando esses complexos apresentam elevado rendimento

estereoquimica
qguantico sdo considerados promissores Dispositivos Moleculares Conversores de
Luz (DMCL) 22,

A excitacdo direta do ion lantanideo é pouco eficiente na geracdo de
luminescéncia, jA que ndo possui absortividade molar alta devido a blindagem dos
orbitais 4f pelos orbitais mais externos 6s°5p®. Porém, quando se utiliza um ligante
que absorve luz ultravioleta e transfere a energia para o ion lantanideo, ocorre um
aumento de sua eficiéncia de excitacdo, oriunda de transi¢cdes intraconfiguracionais
da camada 4f, que resulta em emissdo observada geralmente na regido do visivel, e
caracteristica do fon metdlico ?>. Portanto, ocorre uma transferéncia de energia
intramolecular do ligante ao ion metéalico central, fenémeno conhecido como “efeito
antena” ?°. Diz-se que esta absorcdo é uma banda de transferéncia de carga do
ligante para o metal (TCLM), ja que a absorcédo de luz leva a excitacdo de um elétron
de um orbital localizado essencialmente sobre o ligante para um orbital localizado
essencialmente sobre o metal *’.

A excitagdo indireta de um ion lantanideo envolve, inicialmente, a excitacao
de um elétron do ligante para um dos niveis vibracionais de um estado eletrénico
excitado, para formar um estado excitado singleto localizado no ligante, como
mostrado na Figura 8, para um complexo de Eu®". Este estado singleto relaxa
rapidamente para o nivel vibracional de menor energia do estado excitado e pode
sofrer cruzamento entre sistemas, para um estado tripleto de menor energia, do qual
pode ocorrer transferéncia de energia para um dos orbitais localizados sobre o ion
Ln*". Observa-se luminescéncia se a relaxacdo deste estado excitado para um
estado de menor energia, ou para o estado fundamental, for acompanhada de

emisséo de radiacdo *’.
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Figura 8. Diagrama de niveis de energia mostrando a origem da luminescéncia do ion Eu®* através

da excitacéo indireta - Adaptada *’.

Dessa forma, em funcdo de suas caracteristicas quimicas e opticas,
complexos de lantanideos estdo sendo aplicados na area de Balistica Forense. Em
2009 a professora WEBER e sua equipe 2 desenvolveram dois marcadores
fotoluminescentes que permitiram a deteccdo visual do GSR quando eram
adicionados a cartuchos em proporcdes superiores a 5 wt %. Em outras palavras,
apenas 1 g do marcador era suficiente para marcar 100 cartuchos de calibre .38 ou
62 cartuchos de calibre .40. Foram estudados dois LnOFs, o R-Marker =
[Eu(DPA)(HDPA)] e o G-Marker = [Tb(DPA)(HDPA)], onde H,PDA corresponde ao
ligante acido 2,6-piridinodicarboxilico. As propriedades Opticas dos compostos foram
avaliadas antes e apoOs a realizacdo de disparos com municbes contendo 0s
marcadores. Na Figura 9a € mostrada a forte emissdo de R- Marker e G-Marker
quando expostos a radiagdo UV, nas cores vermelho e verde, respectivamente.
Suas propriedades O6pticas permaneceram inalteradas apdés os tiros e 0 GSR
marcado foi visualmente identificado nas armas de fogo utilizadas nos disparos
(Figuras 9b-c), sobre a superficie do alvo (Figura 9d), na mao do atirador (Figura
9e) e nos residuos sem chumbo contendo R- e G-Markers (Figura 9f) %,
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Figura 9. Imagens dos marcadores quando expostos a radiagdo UV: (a) R-Marker e G-Marker
emitindo na regido do vermelho e verde, respectivamente; (b) R-Marker em revoélver de calibre .38
apos disparo; (c) G-Marker em pistola de calibre .40 apés disparo; (d) G-Marker sobre a superficie do
alvo; (e) R-Marker na m&o do atirador (residuos de R-Marker sdo indicados pelas setas amarelas); (f)

residuos sem chumbo contendo R- e G-Markers *.

Nas Figuras 10a-b sdo mostrados os espectros de emissao dos marcadores
antes e apos os disparos, originados a partir de um maximo de excitacao entre 291 e
294 nm, onde sdo observadas as tipicas emissdes de cor vermelha e verde

associadas as transi¢des Eu®" °Dy— Fj e Tb* °Ds — 'F;, respectivamente =,
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Figura 10. Espectros de emissdo dos marcadores fotoluminescentes antes e apds os disparos (a) R-
Marker = [Eu(DPA)(HDPA)] e (b) G-Marker = [Tb(DPA)(HDPA)] *.

24 astudou cinco LnOFs

Nessa mesma vertente, em 2012 WEBER et al.
designados como UC Marker-1 a UC Marker-5, que apresentavam simultaneamente
Yb** e Tb®" na sua estrutura, [(Tbh1.xYby)(DPA)(HDPA)], sendo que x variava em uma
propor¢cao de 0,05 mol a 0,5 mol (Figura 1la-e). Os marcadores mostraram uma
intensa emissdo na cor verde associada & transicdo Th** 5D4—)7Fj (Figura 11a) e,
novamente, complexos a base de ions Th®* mostraram-se eficazes em aplicacdes na

area de Balistica Forense, como mostrado nas Figuras 11c e 11e .
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Figura 11. (a) Espectros de emissdo dos UC Markers, originados a partir de um maximo de excita¢éo
em 325 nm; (b) GSR em pistola de calibre .40, apds disparo com muni¢g&o convencional ndo marcada
(branco); (c) UC Marker-1 em pistola de calibre .40 apés disparo; (d) e (e) residuos sem chumbo
contendo UC Markers. (d): ndo irradiados com luz UV e (e): sob luz UV - Adaptada 24

Portanto, as principais vantagens e inovagfes do uso de complexos de
lantanideos como marcadores luminescentes de municbes na area de Balistica
Forense sdo: i) apresentam composicdo definida e atipica, diferentemente, dos
compostos comumente encontrados no meio ambiente e em tarefas ocupacionais; ii)
demonstram baixa toxicidade em comparacdo a metais pesados como o Pb; iii)
podem ser detectados usando apenas uma lampada na regido do ultravioleta; iv)
configuram um método de baixo custo por analise; e v) na forma de complexos,
apresentam estabilidade térmica e inércia quimica, contribuindo para uma

luminescéncia eficiente e duradoura (permanecendo por meses) %3242,
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1.3. Espectrometria de Massas (MS)

A MS tornou-se uma técnica poderosa e multidisciplinar no campo analitico e
bioanalitico. Seu sucesso é resultado, principalmente, de sua capacidade em
detectar, contar e caracterizar a&tomos e moléculas dos mais variados tipos,

composicdes e tamanhos %.

Entre as suas vantagens se destacam a alta
sensibilidade, seletividade e velocidade de analise. Recentemente, a MS também se
tornou mais generalista a respeito dos tipos de moléculas e misturas que por ela
podem ser analisadas, sendo capaz de discriminar ndo apenas moléculas
relativamente pequenas, mas também todos os tipos de biomoléculas, sais
organicos e inorganicos, complexos organometalicos, entidades supramolecular e
espécies bioldgicas como virus e bactérias .

A MS é uma técnica que consiste na ionizacdo das moléculas de interesse
através de um sistema de ionizacdo ou fonte de ions, e na posterior separacdo dos
ions formados com base em suas diferentes razdes massa/carga (m/z). O valor de
m/z representa a unidade adimensional formada pela divisdo da massa de um ion
(em unidade de massa atdmica unificada) pelo seu nimero de carga (independente
do sinal) %. Tal relagéo é utilizada como base para se obter informacdes relativas a
massa molar e caracteristicas estruturais de uma amostra. Portanto, MS n&o analisa
atomos neutros ou moléculas neutras e sim, espécies ibnicas. A carga positiva ou
negativa € necessaria para que ocorra a interacao do ion com campos magnéticos e
elétricos utilizados pelos analisadores de massas. As diferentes magnitudes de
resposta para os ions de diferentes massas constituem a base para a separa¢ao no
analisador de massas. Além de discriminar ions, a MS é capaz de detalhar a
quantidade de ions gerados em uma determinada relagcdo m/z, determinar o pefrfil
isotépico que € unico para cada substancia, inferir sobre a composicao elementar de
uma substancia a partir da exatiddo em massas, elucidar a estrutura molecular e
quantificar 2°. Os diferentes tipos de fonte de lonizagdo e analisadores de massas
sdo o que determinam a aplicabilidade da MS %°.

Em geral a analise de um composto compreende cinco etapas: i) a introducao
da amostra, ii) a ionizagcdo das moléculas, iii) a passagem por um analisador de
massas que separa os ions formados de acordo com a razdo m/z, iv) o detector que
“conta” os ions e transforma o sinal em corrente elétrica e v) o processador que

converte a magnitude do sinal elétrico em funcdo da razd8o m/z em dados,
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proporcionando um espectro de massas correspondente, conforme mostrado no

diagrama esquematico da Figura 12 *.

| ESPECTROMETRO DE MASSAS |
[

I
Pode ou ndo > : r
ter VACUO : Alto VACUO 10° - 10-1° mbar
f D I
INTRODUGAO FONTE I
DA AMOSTRA lonlaco = | ANALISADOR || DETECTOR
NS, NS I
PROGRAMA DE
PROCESSAMENTO
DE DADOS

Figura 12. Diagrama esquematico de um espectrodmetro de massas - Adaptada 0

1.3.1. lonizacao por Electrospray (ESI)

ESI € uma técnica de ionizacao a pressao atmosférica (API) que analisa, além
de compostos volateis e termicamente estaveis, uma grande variedade de
compostos  ndo-volateis e termicamente labeis, incluindo  complexos
organometalicos. Ela permite que moléculas de baixa ou alta massa molar, alta
polaridade e complexidade estrutural sejam facilmente ionizadas e analisadas por
MS. Nesta técnica, as espécies do analito sdo ionizadas em solucdo e transferidas
para fase gasosa como entidades isoladas, geralmente na forma de moléculas
protonadas ou céations (modo positivo), ou ainda moléculas desprotonadas ou anions

(modo negativo) *. A Figura 13 ilustra um esquema tipico de uma fonte de ESI.
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Figura 13. llustragcdo esquematica de uma fonte de ionizacao por Eletrospray - Adaptada 3

A ionizacdo por ESI é produzida aplicando um campo elétrico forte, sob
pressao atmosférica, no liquido que passa pelo capilar em um fluxo continuo baixo
(1-10 pL.min™). O campo elétrico é resultante da diferenca de potencial aplicada (1-4
kv) entre o capilar e o contra eletrodo separado por 0,3 — 2 cm. Este campo induz o
acumulo de cargas na superficie do liquido ao final do capilar, resultando na
formacdo de um cone, chamado de cone de Taylor, onde gotas altamente
carregadas sdo formadas. Um gas injetado coaxialmente permite a disperséo dessas
gotas e a formacédo do spray em um espaco limitado. As gotas atravessam uma
corrente de gas quente (gas de dessolvatacdo), sendo 0 mais comum o nitrogénio,
ou passam por um capilar aquecido para remover as ultimas moléculas de solvente
2.0 solvente evapora e o volume das gotas é reduzido, o que provoca um aumento
na repulsdo entre os fons de mesma carga 3. Como resultado formam-se gotas
contendo apenas um ion (modelo CRM — Charged Residue Model) ou os ions

evaporam (sao “ejetados”) para fase gasosa (modelo IEM — lon Evaporation Model).

1.3.2. Ressonéncia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier
(FT-ICR MS)

O analisador de ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier
(FT-ICR ou simplesmente FT-MS) é considerado, at¢é o momento, 0 tipo mais
complexo de analisadores de massas. FT-ICR MS rotineiramente fornece um poder
de ultra-alta resolucdo de massa, m/Amsp,>100.000, e exatiddo de massa superior a

1 ppm. Estas altas especificagbes significam que FT-ICR é ideal para analisar
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misturas de complexos 3%

Além disso, torna-se possivel atribuir foérmulas
moleculares (C:HrN,O,Ss) de forma inequivoca através da medicdo de massa de
jons de carga unica como [M + H]", [M + Na]® ou [M - H], onde M corresponde a
molécula neutra.

O principio fisico do movimento ciclotrénico de ions descreve que particulas
carregadas, na presenca de um forte campo magnético, assumem um movimento
circular com uma frequéncia que é proporcional a sua razdo m/z (Figura 14a). O
movimento ciclotrénico € devido ao deslocamento de um ion presente em um campo

magnético uniforme B, no qual estaré sujeito a uma for¢a dada pela Equacgéo 2,

F=qvxB Eqg. 2

onde g e v sdo a carga do ion e a velocidade, respectivamente. O campo
magneético faz com que os ions tenham uma trajetéria circular com raio r, ou seja, um
movimento ciclotrénico. Na Equacdo 3 a relacdo inversa entre o raio da trajetoria
circular de um ion e o0 campo magnético, indica que campos magnéticos altos criam

trajetdrias ibnicas com raios pequenos.

R = mv/qB Eq. 3

Nesta equacdo m e r correspondem a massa e o raio da trajetéria do ion,
respectivamente. J& na Equacéo 4, celebrada como a equacéo ciclotronica, a

frequéncia ciclotronica € denotada por wc, e descrita como:

we = gB/m Eq. 4

Portanto, a ultra-alta resolucdo é devido a quantidade de voltas que um
determinado ion percorre ao ser excitado na presenca de um campo magnético.
Além disso, das Equacgcbes 3 e 4 pode se concluir que quanto maior o campo
magnético, menor sera o raio ciclotronico de um ion e maior sera sua frequéncia
ciclotrénica, e, por consequéncia, maior sera o poder de resolucéo *.

Os ions gerados pela fonte de ionizacdo séo aprisionados na cela de ICR,
também designada como penning trap (trap na presenca de um campo magnético),

onde cada ion comeca a se movimentar em uma determinada posicao pela acdo do
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campo magnético uniforme. Contudo, o sinal do ICR é detectavel apenas se os ions
apresentarem um movimento sincronizado (em fase). Com intuito de obter essa
sincronia, aplica-se um campo elétrico (RF) espacialmente uniforme com a mesma
frequéncia ciclotrénica, tornando o movimento dos ions detectaveis. O sinal de ICR
(dominio de tempo) é resultante, portanto, da corrente oriunda da deteccdo de uma
imagem oscilante de uma carga ao se aproximar de dois eletrodos condutores
opostos paralelamente. O espectro em dominio de frequéncia € obtido pela
transformada de Fourier em um sinal de ICR digitalizado no dominio de tempo. Em
seguida, apos uma simples conversao matematica, este é transformado em dominio

de massas ou espectro de massas (Figura 14b) %’
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Figura 14. Esquema do funcionamento de uma cela de ICR. (a) Diagrama do movimento ciclotrénico
de ions e (b) a cela de ICR. A rotacdo dos ions ocorre perpendicularmente ao campo magnético B -
Adaptada *.

A Figura 15a ilustra a trajetoria dos ions dentro de um espectrdmetro de
massas FT-ICR MS comercial. Apdés o processo de ionizagdo, 0s ions s&o
focalizados e atraidos para dentro do analisador a partir de lentes que funcionam
como uma especie de cone de Taylor, responséveis pela atragédo e transi¢cao do ion
a partir de um sistema a pressédo atmosférica para uma pressao reduzida (= 10 -6
mbar). Caso exista algum fendmeno de supressdo i6nico, 0 mesmo pode ser

reduzido usando um mecanismo de fragmentacéo induzida na fonte de ionizagao. O
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processo ocorre quando uma voltagem é aplicada em uma das lentes focalizadoras
(aqui nomeadas de skimmer), perturbando, assim, a trajetoria de espécies
majoritarias. Consequentemente, ocorre uma diminuicdo da populacdo de ions na
cela de ICR e da energia do sistema, Figura 15b. Em seguida, os ions atravessam o
analisador quadrupolar (que atua unicamente como filtro de massas) e um hexapolo
(cela de colisdo). Quando os ions chegam ao hexapolo a beam valve é fechada e
eles sdo acumulados. Portanto, o tempo de acumulacdo dos ions pode ser
controlado e, consequentemente, a populacdo de ions na cela de ICR. O hexapolo
também funciona como cela de colisio e experimentos de MS? podem ser
realizados. Por fim, o ion alcanca a cela de ICR, e a quantidade de ions deve ser
mantida em um valor 6timo usualmente menor que 10’ (para celas de 1 cm de
didametro). Isso assegura que as interacdes espaciais de cargas sejam minimizadas,

permitindo ao analisador ICR medir m/z com um altissimo valor de resolucdo e

exatid&o *°,.
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Figura 15. (a) Esquema de um espectrometro de massas FT-ICR MS; (b) diagrama de Energia em

funcao da trajetdria do caminho percorrido pelo ion - Adaptada 8,
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1.3.3. Espectrometria de Massas em tandem (MS/MS)

Os sistemas empregando a espectrometria de massas sequencial possibilitam
a obtencdo de informacdes estruturais de ions selecionados, empregando
experimentos de dissociagédo induzida por colisdo (CID). O processo envolve a
ionizacdo de uma amostra, com recuperacdo seletiva de um ion caracteristico do
composto que esta sendo estudado, e a obtencédo de espectro diagnostico dos ions
filhos produzidos por aquele ion. Em misturas complexas, esses ions filhos fornecem
evidéncia inequivoca da presenca de um composto conhecido. No caso de
compostos novos ou desconhecidos, esses ions filhos permitem a obtencdo de
muitas informacBes estruturais. A técnica mais utilizada em MS/MS é o
Monitoramento de Reacdo Selecionada (SRM). Ela monitora a corrente idnica
associada ao m/z de uma transi¢cdo de um ion precursor a um fragmento especifico
durante uma dissociagdo induzida por colisdo. Empregando esta metodologia,
compostos que apresentem estrutura quimica diferentes vao produzir espectros de
fragmentacao diferentes, possibilitando a diferenciacdo e caracterizacdo estrutural

do fon selecionado 2.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade do uso de complexo fotoluminescente como marcador de

municao para identificacdo de residuos de disparo de arma de fogo.

2.2. Objetivos Especificos

CAPITULO 1: Sintese e caracterizacdo quimica dos complexos [Eu(PIC)3.xH,O]
e [Eu(PIC)3(NMK)s].

e Reproduzir a sintese dos complexos.

e Avaliar suas propriedades O&pticas e determinar o(s) complexo(s) com
caracteristicas adequadas para ser(em) testado(s) como marcador(es)

Optico(s) de munigéo.

e Caracterizar quimicamente os complexos através das técnicas: FTIR,
TG/DTA, e ESI-FT-ICR MS.

e Estabelecer a estrutura quimica do(s) complexo(s).

CAPITULO 2: Deteccéo visual e quimica do marcador no GSR

e Avaliar qualitativamente a presenca do marcador fotoluminescente apos
disparos, no atirador, no ambiente do disparo, na arma e no cartucho
deflagrado, variando a massa adicionada ao cartucho, pela detec¢ao visual
através de lampadas UV (395 nm) e por ESI-FT-ICR MS.

e Avaliar as propriedades Opticas do marcador no GSR.

e Estipular a massa ideal de marcador a ser adicionada a munigdes de calibre
.38 e .40.
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CAPITULO 3: Avaliacdo da toxicidade aguda do marcador fotoluminescente

e Estimar o valor de DLsp para 0 marcador, empregando-se o protocolo 423
preconizado pela OECD (2001).

¢ Classificar a toxicidade aguda por via oral do marcador, de acordo com a

escala de toxicidade da GHS.

e Comparar os dados de toxicidade do marcador com os efeitos toxicos dos
metais pesados presentes nos residuos de tiro gerados por municdes

convencionais.
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3. CAPITULO 1: Sintese e caracterizagdo quimica dos complexos
[EU(P'C)3XH20] e [EU(P'C)g(NMK)g]

3.1. INTRODUCAO
3.1.1. Acido Picrico

O &cido picrico, também chamado 2,4,6-trinitrofenol, € um fenol que contém
trés grupos nitros (-NO) nos carbonos 2, 4 e 6 do anel aromatico e possui férmula
molecular CgH3N3O7 (Figura 16). Ele € um &cido forte (pKa = 0,25), cuja acidez é
diminuida quando substituintes doadores de elétrons entram nas posi¢cées 3 ou 5 do
anel de sua estrutura. O &cido picrico funde a 122°C e os compostos derivados do

seu acido s&o indistintamente chamados de picratos 3°%°.

OH
O,N NO,

NO,

Figura 16. Férmula estrutural do acido picrico.

Estudos revelaram que ions picratos em compostos onde ligantes organicos e
ions metalicos estdo envolvidos, podem estar ligados a essas espécies através do
atomo de oxigénio do grupo fendlico; através dos atomos de oxigénio do grupo para-
nitro; ou de forma bidentada através do atomo de oxigénio fendlico e de um dos

atomos de oxigénio do grupo orto-nitro *°. Duas formas diferentes de coordenac&o

do fon picrato s&o mostradas na Figura 17 3°4°.
© © ©
0 0 o (l.)
O,N NO, O,N NO, O:N NSo
B E— -
NO, PN NO,

Figura 17. Estruturas de ressonancia do anion picrato >°.
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3.1.2. Lactamas

As lactamas sdo amidas ciclicas, também chamadas de 2-azacicloalcanonas,
cujo termo “aza” é usado para designar o atomo de nitrogénio. A caprolactama,
Figura 18a, é uma amida ciclica de sete membros, também chamada de 2-
azacicloheptanona, que possui férmula molecular CgH1:NO ***°. Na Figura 18b é
representada a n-metil-e-caprolactama ou n-metil-2-aza-cicloheptanona, que
apresenta um grupamento metila substituido no nitrogénio e possui férmula molécula

C7H13NO.

N ~o N™ o
@ H (b)  CH,

Figura 18. Estrutura da (a) caprolactama e (b) n-metil-e-caprolactama.

Nos compostos de coordenacdo observa-se que o0 oxigénio carbonilico da
amida é o principal ponto de ligacdo e que este apresenta propriedades doadoras
mais intensas. Esse comportamento € atribuido a deslocalizacdo do par de elétrons
nao ligante do nitrogénio para um orbital molecular 1, envolvendo o O e o C,

conforme Figura 19 *°.

I-Zi)
o
o
O

Figura 19. Estruturas de ressonancia da caprolactama - Adaptada *.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Geral

Sintese e caracterizagdo quimica dos complexos [Eu(PIC)3.xH,0O] e
[Eu(PIC)3(NMK)3].

3.2.2. Especificos

Reproduzir a sintese dos complexos.

Avaliar suas propriedades Opticas e determinar o(s) complexo(s) com

caracteristicas adequadas para ser(em) testado(s) como marcador(es)

Optico(s) de municéo.

Caracterizar quimicamente 0s complexos através das técnicas: FTIR,
TG/DTA, e ESI-FT-ICR MS.

Estabelecer a estrutura quimica do(s) complexo(s).
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3.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1. Materiais e Reagentes

Acetonitrila, etanol, éter etilico, 4cido cloridrico, e ureia (grau analitico com
uma pureza superior a 99.5 %) foram fornecidos por Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil.
Hidréxido de amonio, trifluoroacetato de sdédio, arginina, e acido formico foram
obtidos da Sigma-Aldrich Chemicals, USA, e usados para as analises por ESI(£)-FT-
ICR MS. Oxido de euro6pio, acido picrico e n-metil-e-caprolactama (Sigma-Aldrich
Chemicals, USA) e 4gua ultrapura (18.2 MQ cm, preparada por sistema de osmose
reversa, Purelab Mk2 Ultra, UK) foram utilizados para preparacdo dos complexos de

europio. Todos os reagentes foram utilizados sem purificacéo.

3.3.2. Complexos de Eurépio

Foram estudados dois complexos de eurdpio: o picrato de europio (ll)
hidratado [Eu(PIC)3.xH,O]; e, o complexo de picrato de eurdpio (Ill) com a n-metil-e-
caprolactama [Eu(PIC)3(NMK)3z]. Os compostos foram sintetizados na Universidade
Federal do Espirito Santo pelo mestre em Quimica Clebson Macrino, orientado pelo
prof. Dr. Elias Meira da Silva *. Posteriormente, a sintese foi reproduzida na UFES
pelo mestre em Quimica Jodo Francisco Allochio Filho, no Laboratério de Sintese

Orgéanica & Medicinal coordenado pelo prof. Dr. Sandro José Greco.

3.3.3. Sintese dos complexos de eurdpio

Conforme ilustra a Figura 20a-c, a sintese dos complexos de eurdpio foi
realizada em trés etapas: |) sintese do carbonato basico de eurépio (Ill) hidratado
[EuCO3(0OH).xH20]; 1) sintese do picrato de europio (ll) hidratado [Eu(PIC)3.xH,0];
e, lll) sintese do complexo de picrato de eurdpio (Ill) com a n-metil-e-caprolactama
[Eu(PIC)3(NMK)3].

Primeiramente, na etapa |, procedeu-se a abertura do 6xido de europio.
Preparou-se uma suspensdo aquosa de 6xido de eurépio (0,1 mmol mLY) e
posteriormente, acido cloridrico foi adicionado lentamente, controlando o pH entre 1

e 3, até a completa dissolugdo do oxido (perda da turvacdo). A solucao foi entdo
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aquecida em chapa de aquecimento até a temperatura de 100°C, e em seguida
ureia foi adicionada lentamente, com controle de pH, até atingir valor final igual a 7.
Um precipitado branco foi produzido e o sistema permaneceu sob agitacdo continua
durante um periodo de 2 h. O precipitado foi filtrado e lavado diversas vezes com
agua destilada, para a eliminacdo de ions CI, e secou a temperatura ambiente. A
massa do carbonato basico de eurdpio foi pesada e a reagdo apresentou rendimento
de 90 % (Figura 20a) *.

Posteriormente procedeu-se a sintese do picrato de eurépio (lll) hidratado
(etapa Il). Preparou-se uma suspensao aquosa de carbonato basico de eurdpio (lll)
hidratado (0,1 mmol mL™) e, sob agitacdo constante, adicionou-se lentamente o PIC
durante 30 minutos. Posteriormente, o excesso de agua foi removido em um
evaporador rotativo e a solucdo permaneceu em repouso a temperatura ambiente
durante um periodo de 24 h para formar, apds cristalizacéo e filtracdo a vacuo, um
precipitado amarelo. O sdlido foi lavado com agua fria para formar o complexo
[Eu(PIC)3.H,0] e a reacéo apresentou um rendimento de 88% (Figura 20b) *.

Finalmente, na etapa lll, foi realizada a sintese do complexo de picrato de
europio (Il) com a n-metil-e-caprolactama. O picrato de eurdpio hidratado foi
solubilizado em etanol (0,2 mmol mL™) e em seguida, sob agitacdo, foi adicionado
NMK 3 mmol gota a gota (relagdo molar 1:3 sal — ligante). Um precipitado amarelo
foi imediatamente formado, e apos filtracdo, foi purificado através de lavagens com
agua fria e éter etilico. No final do processo, foi obtido um p6 de coloracdo amarela e
a reacao apresentou um rendimento de 85% (Figura 20c). A fluorescéncia foi
evidenciada pela emissdo de coloracdo amarela e vermelha a 254 e 369 nm,

respectivamente *.
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(a) Etapal
HCl, H,O Urei H=7
Eu,0, 2 5 B ——="" =5 EuCO,(OH).xH,0
100°C
b) Etapa Il
(b) Etap o,
1.0 Eu(PIC),.xH,0
EuCO,(OH).xH,0 + NO > Eu(PIC);.xH,
OH
PIC
(c) Etapa lll
,Me
N
O EtOH
Eu(PIC);.xH,0 + >  Eu(PIC);(NMK),
NMK

Figura 20. Sintese dos complexos de eurdpio a partir de trés etapas: (a) Etapa 1) sintese do
carbonato basico de eurépio (lll) hidratado; (b) Etapa Il) sintese do picrato de eurépio (1) hidratado; e

(c) Etapa lll) sintese do complexo de picrato de eurdpio (IlI) com a n-metil-e-caprolactama - Adaptada
39

3.3.4. Caracterizacéo

3.3.4.1. Espectro de Emissao

A emissdo dos complexos foi testada utilizando lampadas UV de comprimento
de onda igual a 254, 365 e 395 nm. O espectro de emisséo foi obtido na faixa de
500-750 nm, a 77 K, com excitacdo a 430 nm utilizando um espectrofluorimetro
Jobin-Yvon ModelFluorolog FL3-22 equipado com uma lampada continua de Xénon

de 450 W como fonte de excitagao.
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3.3.4.2. FTIR

Um ABB BOMEN IR (modelo FTLA2000-102), juntamente com 0 acessorio
de reflectancia total atenuada (ATR) tipo MIRacle, foi utilizado para os estudos de
FTIR. Complexos de eurdpio foram inseridos sob uma Unica placa de cristal de
cristal de reflexdo e um total de 16 varreduras foram realizadas e os espectros de
ATR-FTIR foram registrados de 4000 a 630 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™. O
ruido de fundo foi realizado sob o ar, sendo novamente adquirido antes de cada
amostra analisada. Os espectros de FTIR-ATR foram adquiridos usando o software
GRAMS/AI (Thermo Galactic).

3.3.43. TGA/DTA

Termogravimetria e andlise térmica diferencial (TG / DTA) foram realizadas
em um TA Instrument SDT Q600, operando de 25 a 1000 °C, com uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™ sob uma atmosfera de ar sintético e fluxo de ar de 50

mL min™. Uma massa de 2-10 mg foi utilizada para todos os experimentos.

3.3.4.4. ESI()-FT-ICR MS

Os complexos de eurépio foram preparados em solucdo de acetonitrila/agua
(1:1 viv %) que continha 0,1 % m/v de NH4OH por ESI no modo negativo, ESI(-), e
0,1 % m/v de &acido férmico por ESI no modo positivo, ESI(+). A solucao foi
diretamente infundido a uma taxa de fluxo de 5 pL min™ para a fonte de ESI. O
espectrometro de massa (modelo 9.4T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) foi configurado para operar em uma faixa de massa de m/z 200-2000. As
condi¢cbes da fonte de ESI foram as seguintes: uma pressao do gas nebulizador de 3
bar, uma voltagem capilar de 3-4.1 kV, e uma temperatura de transferéncia capilar
de 250 °C. Os ions sdao acumulados na célula de colisdo hexapolar com o tempo de
0.01-0.02 s seguido por transporte para a célula do analisador (ICR) através do
sistema de guia de ions multipolar (outro hexapolo). O tempo de v6o no hexapolo foi
de 0.7 ms. Espectros de ESI-FT-ICR foram adquiridos pela acumulacédo de 64
varreduras de sinais. Todos os espectros de massas foram calibrados externamente
utilizando NaTFA (m/z de 200 a 2000). Um poder de resolugdo, m/Amsgy, = 480.000,
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no qual Amsgy, € a largura do pico a meia-altura, de m/z = 400, e uma exatidao de
massas < 1 ppm foram observados. A exatiddo de massa é determinada a partir de
erro de massa definido como erro = (M/Zmedido - M/Ztesrico) ! M/Ziesrico) X 10°). Os
espectros de massa foram adquiridos e processados usando o software Data
Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os dados de MS foram
processados, e as composi¢cdes elementares dos compostos foram determinadas

medindo os valores de m/z.
3.3.4.5. ESI () FT-ICR MS/MS

Experimentos de MS? foram realizados em um analisador quadrupolo
acoplado a espectrometro de massa FT-ICR, Q-FT-ICR MS (modelo 9.4T Solarix,
Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os espectros de ESI(+)-MS/MS foram
adquiridos utilizando: i) taxa de fluxo da infusdo de 5 puL min™, ii) voltagem de capilar
de 3.5-4.1 kV; iii) temperatura de nebulizagdo de 250 °C, iv) argbnio como gas de
colisdo; v) tempo de acumulagcédo de ions de 1 s; vi) janela de isolamento de 1.0
(unidade m/z); vii) e 25-45% da energia de colisdo. Os espectros foram adquiridos
por acumulacédo de 32 varreduras e processados usando o software Data Analysis
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Espectro de Emisséao

As propriedades Opticas dos complexos de eurdpio foram testadas e apenas
[Eu(PIC)3(NMK)3] apresentou emissdo de fotoluminescéncia. Nas Figuras 2la-f é
mostrado o efeito visual dos compostos [Eu(PIC)3;.xH20] e [Eu(PIC)3(NMK)3] sem
irradiacdo de luz UV (a-b) e quando submetidos a luz UV a 254 (c-d) e 365 nm (e-f).
Foram observadas emissdes na regido do amarelo (c) e do vermelho (e) para
[Eu(PIC)3(NMK);3], ao passo que nenhuma emisséo foi observada para o complexo
[Eu(PIC)3.xH,0] (d,f). E descrito na literatura, que compostos contendo os ions
lantanideos apresentam suas propriedades luminescentes afetadas por moléculas
de agua coordenadas, as quais diminuem a intensidade de emissdo devido a
ressonancia entre os seus estados vibracionais e os estados emissores do ion
metalico, tornando possivel o favorecimento de processos ndo-radiativos, via

mecanismo de acoplamento vibrénico com o oscilador O-H .



A=365 nm

Figura 21. Imagens dos complexos (a, ¢, €) [Eu(PIC)3(NMK);] e (b, d, f) [Eu(PIC)s.xH,O] sem
irradiacdo de luz UV, e sob luz UV a 254 e 365 nm.

54
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Na Figura 22b é mostrado o efeito visual do composto [Eu(PIC)3(NMK)3z] sob
irradiacdo UV a 395 nm. Novamente foi observada intensa emisséo vermelha,
coloracdo caracteristica do lantanideo eurdpio. O espectro de emissdo de
[Eu(PIC)3(NMK)3], adquirido a 77 K pela excitacdo respectiva a maxima absorcéo de
430 nm, confirmou a emiss&o da coloracdo vermelha caracteristica do Eu®*, devido
as transicbes do estado excitado °Dg para os estados ‘F; (J =0, 1, 2, 3 e 4) (Figura
22c) %°. Portanto, apenas o complexo [Eu(PIC)3(NMK)s] apresentou as

caracteristicas opticas desejadas para ser aplicado como marcador de GSR.
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Figura 22. Imagens do complexo [Eu(PIC)3(NMK)s] (a) sem irradiacdo de luz UV; (b) sob luz UV em
395 nm; e (c) seu espectro de emissdo a 77 K sob excitacdo a 430 nm. Notar que o complexo emitiu

fotoluminescéncia de cor vermelha quando exposto a luz UV.
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3.4.2. FTIR

Na Figura 23a-e sdo apresentados os espectros ATR-FTIR dos complexos
(a) [EuCO3(0OH).xH20], (b) [Eu(PIC)3.xH20], (c) [Eu(PIC)3(NMK)3], e oS espectros
dos ligantes (d) PIC e (e) NMK.

Para o carbonato basico de eurépio (a), a formacao dos ions carbonato (COy)
foi demonstrada pelas bandas em 1479, 1376, 1098 e 846 cm™ **3. J4 a formacéo
do complexo [Eu(PIC)3.xH20] (b) foi identificada pelas frequéncias de estiramento
assimétrica (vassNO2 = 1525 e 1575) e simétrica (vsNO, = 1330 e 1364)
caracteristicas do ion picrato (d), evidenciando a coordenacédo deste ion ao centro

44

metélico lantanidico O mesmo padrao de bandas foi encontrado para

[Eu(PIC)3(NMK)3]. Finalmente, a presenca do ligante NMK no picrato de eurdpio (c)
foi confirmada pela deformacgédo axial do grupamento carbonila (vC=0) da lactama

(e), correspondente & banda de frequéncia igual a 1650 cm™ %,
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Figura 23. Espectros FTIR de (a) [EuCO3(OH).xH,0], (b) [Eu(PIC)3.xH,0], (c) [Eu(PIC)3(NMK)s], (d)
PIC e (e) NMK.
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3.43. TGA/DTA

As curvas TGA e DTG dos compostos foram registradas no intervalo de
temperatura de 25 para 1000 °C (Figura 24a-c). Para o carbonato de europio
hidratado (24a), entre 30 e 200 °C ocorreu perda de agua do complexo, formando
carbonato anidro. A decomposicdo do carbonato de eurdpio comegou em cerca de
400 °C, com formacédo de Eu,03.CO, a 550 °C. O ultimo foi decomposto a um
estagio intermediario em cerca de 570 °C, sendo formado Eu,O3; em torno de 900°C
41-43.

Para o [Eu(PIC)3.xH,0], dois eventos de perda de massa foram registrados
conforme Figura 24b. Semelhante a Figura 24a, o primeiro evento no intervalo de
30 a 200 °C (= 10 wt.%) correspondente a perda de moléculas de dgua. Nakagawa

et. al. ¥

mostrou resultados semelhantes na preparacdo de alguns picratos
lantandides, onde uma perda de peso de 10 wt. % também foi observada quando o
composto é seco ao ar. O segundo evento a 313 °C é devido a decomposicdo do
picrato, equivalente a perda de 86,34% de massa.

Na Figura Figura 24c estdo apresentadas variacdes registradas nas curvas
TGA/DTA do complexo [Eu(PIC)3(NMK)3], onde foram observados quatro eventos de
perda de massa. O primeiro (168 °C) e o segundo (308 °C) eventos equivalem a
perda de ligantes NMK (= 37 wt. %). O terceiro evento corresponde a perda das
moléculas de PIC, que ocorreu a 336° C. Finalmente, a 423° C, observou-se a

formacéo de 6xido de europio.
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Figura 24. Curvas TGA e DTG para os complexos (a) [EuCO3(OH).xH,0], (b) [Eu(PIC)3.xH,0] e (c)

[Eu(PIC)3(NMK)s].
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3.4.4. ESI(+)-FT-ICR MS

Na Figura 25 é apresentado o espectro de ESI(-)FT-ICR MS para a solucéo
de [Eu(PIC)3.xH20]. O complexo foi detectado como o anion [Eu(PIC); - 4H],
correspondente ao sinal de m/z 1064.8815 (2), no qual Eu®*" estd coordenado de
forma bidentada a cada um dos quatro anions picrato, [PIC - H].

O anion picrato também foi detectado em sua forma livre [PIC - HJ,

correspondente ao ion de m/z 227.9899 (1).

NO, (2)
NO, oA |
N NO, O-._ 7 _oN 11064.8815 |
O,N Treell e
NOy======--7 Eu
oON o N
‘ NO, O
NO; NOZ NOZ
O,N
: NO,
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

Figura 25. ESI(-)-FT-ICR MS de [Eu(PIC)3.xH,0].

Na Figura 26 é apresentado o espectro de ESI(+)-FT-ICR MS para
[Eu(PIC)3(NMK)3]. Os ions diagnostico [Eu(PIC)2(NMK), - 2H]" de m/z 863.0986 (6),
[Eu(PIC)2(NMK)z - 2H]" de m/z 990.1985 (7), e [Eu(PIC)2(NMK); - 2H]" de m/z
1117.2983 (8) identificam o complexo [Eu(PIC)3(NMK)3]. Foram detectados também
os fons [Ca(PIC)(NMK), - H]" de m/z 522.1508 (3), [Ca(PIC)(NMK)3 - H]" de m/z
649.2504 (4), e [Ca(PIC)(NMK), - H]" de m/z 776.3502 (5), constatando a presenca

do metal contaminante calcio.
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Figura 26. ESI(+)-FT-ICR MS de [Eu(PIC)3(NMK)s].
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As férmulas moleculares, os valores de m/z experimentais e teoricos, e 0 erro
de massa para os ions de m/z 228 (1), 1064 (2), 522 (3), 649 (4), 776 (5), 863 (6),
990 (7), e 1117 (8) séo apresentados na Tabela 2. Em todos os casos, os valores
experimentais de m/z estdo de acordo com os valores calculados, obtidos na maioria
dos casos com desvios de massa inferiores a 1 ppm, demonstrando a alta exatiddo
da técnica. Por exemplo, o sinal (8) apresentou m/z experimental de 1117.2983 e foi
identificado como sendo [Eu(PIC)(NMK); - 2H]" de m/z tedrico 117.2985,
demonstrando um erro de massa igual a -0.18 ppm. Ja nos sinais (3) e (5), foi
possivel identificar as estruturas de seus ions com exatiddo de massa até a quarta
casa decimal (522.1598 e 776.3502, respectivamente).

Tabela 2. Férmulas moleculares, valores de massa experimentais e tedricos, e erros de massa dos

complexos de eurdpio e de calcio identificados por ESI(x)-FT-ICR MS.

Sinal fon Formula molecular mM/Zesperimentat M/Ziesrico  Erro (ppm)

1 [PIC - HI CeH2N3O7 227.9899 227.9898 0.44
2 [Eu(PIC),- 4H] [Eu.C24HgN120,8] 1064.8815 1064.8792 2.16
3 [Ca(PIC)(NMK), - H]" [Ca.CyoH2sNs00]" 522.1508 522.1508 0

4 [Ca(PIC)(NMK); - H]* [Ca.Cy7Ha1NgO10]" 649.2504 649.2505 -0.15
5 [Ca(PIC)(NMK), - H]* [Ca.C3sH54N;011]" 776.3502 776.3502 0

6 [Eu(PIC)2(NMK), - 2H]"  [Eu.C6H30NgO16]" 863.0986 863.0989 -0.35
7 [EU(PIC),(NMK)3- 2H]"  [Eu.Ca3H4sNgO17]" 990.1985 990.1987 -0.20
8  [EUu(PIC)(NMK),- 2H]"  [Eu.C4oHseN1oO1g]”  1117.2983  1117.2985 -0.18

A presenca de um atomo de Eu nos complexos também contribuiu para a
identificacdo dos sinais, visto que o metal gera um padrdo isotopico caracteristico
para os compostos. Conforme Figura 27a-b, a série isotopdloga experimental dos
ions de m/z 1117.2983 (a) e 990.1985 (b) é bem proxima do padrdo teérico
calculado pelo software Data Analyst. Esta relagcdo corrobora com as estruturas

apresentadas na Figura 26.
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Figura 27. Série isotopologa experimental e calculada dos ions (a) [Eu(PIC),(NMK),] e (b)
[Eu(PIC),(NMK)]". A série isotopbloga do marcador é bastante caracteristica devido, principalmente,

a presenca de Eu, e se aproxima do padrdo teorico calculado pelo software Analyst.

3.4.5. ESI (¥) FT-ICR MS/MS

Para confirmar as estruturas e a conectividade dos complexos de eurdpio, 0s
espectros ESI(+)-MS/MS foram adquiridos para os fons [Eu(PIC)2(NMK)z - 2H]",
[Eu(PIC)2(NMK), - 2H]" e [Ca(PIC)(NMK)s - H]" de m/z 990, 863 e 649 (Figuras 28a-
), respectivamente. A partir de experimentos de CID foi identificada a perda neutra
de 127 Da, caracteristica de uma molécula de NMK (C7H12N;0,), para os ions: 990
— 863 (a), 863 — 736 (b) e 649 — 522 (c). Portanto, foi possivel confirmar

existéncia de NMK na estrutura dos complexos.
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Figura 28. ESI(+)MS/MS para ions de m/z (a) 990, (b) 863 e (c) 649.

3.4.6. Determinacao da formula estrutural do complexo [Eu(PIC)3(NMK)3].

De acordo com as informacgfes obtidas através dos espectros vibracionais na
regido do IV e dos espectros de ESI(x)-FT-ICR MS do complexo [Eu(PIC)3(NMK)s], o
ion Eu (lll) apresenta niumero de coordenacéo igual a nove, estando coordenado a
trés n-metil-e-caprolactamas por meio dos oxigénios carbonilicos, e a trés picratos
bidentados, cada um coordenado de forma quelante por meio do oxigénio fendlico e
de um oxigénio de um grupo o-nitro. A estrutura proposta para o complexo
[Eu(PIC)3(NMK)3] foi confirmada por MACRINO *° através de difratometria de raios-X

pelo método do monocristal e € representada na Figura 29.



Figura 29. Esquema da férmula estrutural proposta para o complexo [Eu(PIC)s(NMK);] *°
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3.5. CONCLUSAO

As propriedades Opticas dos complexos de eurOpio sintetizados foram
testadas e apenas [Eu(PIC)3(NMK)3] apresentou as caracteristicas desejadas para
ser aplicado como marcador de GSR. Seu espectro de emissdo mostrou forte
emiss&o na regido do vermelho, cor caracteristica do fon Eu®". Portanto, o marcador
optico escolhido foi o complexo lantanidico [Eu(PIC)3(NMK)3], formado a partir do ion
Eu®*" coordenado a trés &cidos picricos (PIC) e a trés moléculas de n-metil-e-
caprolactama (NMK). Através das andlises por ATR-FTIR, TGA/DTA e ESI-FT-ICR
MS foi possivel propor uma estrutura para o complexo, que foi confirmada por
medida de difracdo de raios-X. De acordo com as andlises, o ion Eu (lll) apresenta
namero de coordenacéo igual a nove, estando coordenado a trés NMK através do
oxigénio de sua carbonila e a trés picratos bidentados, cada um coordenado de

forma quelante por meio do oxigénio fendlico e de um oxigénio de um grupo o-nitro.
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4. CAPITULO 2: Deteccéo visual e quimica do marcador no GSR

4.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de marcadores quimicos de muni¢cdes que emitem luz quando
fotoexcitados vem sendo estudada no Brasil 2%*?°. A técnica apresenta diversas
vantagens em relacdo as metodologias até entdo padronizadas e empregadas na
andlise de GSR e da trajetoria de tiro. A municdo marcada possibilita ndo somente a
identificagdo do atirador, como também auxilia na avaliagdo da cena do crime a na
determinacdo da dindmica dos fatos de forma imediata e com maior eficacia e
precisdo. Como os residuos ficam depositados no atirador, na vitima e no ambiente
onde ocorreu o disparo, as propriedades Opticas do marcador possibilitam a
visualizacéo precisa do vestigio no local do crime utilizando equipamentos portéateis
e baratos que emitem luz ultravioleta. Dessa forma, é possivel inferir sobre a posicéo
do atirador em relacdo ao alvo no momento do disparo, os alvos transfixados na
trajetdria do tiro e o trajeto do projétil no alvo, contribuindo para determinar o tipo de
crime ocorrido, se homicidio, suicidio ou execucdo. O método também permite a
analise quimica laboratorial do GSR, propiciando resultados seguros e confiaveis a
respeito do vestigio e constituindo excepcional ferramenta pericial a ser aplicada na
elucidacéo de crimes que envolvam o uso de armas de fogo. Outra vantagem é que
a marcacdo pode ser adicionada as municdes destinadas aos diversos 6rgdos de
seguranca publica dos Estados em diferentes variagcbes quimicas e cores,

permitindo assim o rastreamento de sua origem.
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4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Geral

Deteccdao visual e quimica do marcador no GSR.
4.2.2. Especificos

e Avaliar qualitativamente a presenca do marcador fotoluminescente apos
disparos, no atirador, no ambiente do disparo, na arma e no cartucho
deflagrado, variando a massa adicionada ao cartucho, pela deteccdo visual
atraves de lampadas UV (395 nm) e por ESI-FT-ICR MS.

e Avaliar as propriedades 6pticas do marcador no GSR.

e Estipular a massa ideal de marcador a ser adicionada a municdes de calibre
.38 e .40.



69

4.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1. Materiais e Reagentes

O marcador adicionado as munigbes foi o complexo fotoluminescente
[Eu(PIC)3(NMK)3], que tem como ligantes o &acido picrico (PIC) e a n-metil-e-
caprolactama (NMK), de férmula molecular Eu(CgH2N307)3.(C7H13NO)3. Conforme
apresentado no CAPITILO 1, apenas [Eu(PIC)3(NMK)s;] apresentou as
caracteristicas Opticas desejadas para ser testado como marcador de GSR.

Para a realizagdo dos disparos foram utilizados cartuchos convencionais de
calibre .38 SPL e .40 S&W, ambos da marca CBC, e armas de fogo do tipo revolver,
de calibre .38, e do tipo pistola, de calibre .40, ambas da marca Taurus.

Acido etilenodiamino tetra-acético (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como
agente complexante em swabs umedecidos. Nas analises por ESI(x)-FT-ICR MS
foram usados acetonitrila, hidréxido de aménio, trifluoroacetato de sodio, arginina, e
acido férmico obtidos da Sigma-Aldrich Chemicals, USA, e agua ultrapura (18.2 MQ
cm, preparada por sistema de osmose reversa, Purelab Mk2 Ultra, UK). Todos os

reagentes foram utilizados sem purificagao.

4.3.2. Preparo das muni¢cdes convencionais marcadas

A fim de avaliar a quantidade ideal de marcador a ser utilizada em munigdes
de arma de fogo, cinco massas foram testadas em duplicata: 2, 5, 10, 25 e 50 mg.
Cartuchos convencionais de calibre .38 foram desmontados, o marcador
[Eu(PIC)3(NMK);] foi adicionado a pdlvora e, posteriormente, os projetis foram
recolocados. Por razdes de seguranca, procedimentos de homogeneizagdo nao
foram realizados. Foram preparadas, também, muni¢cées convencionais de calibre
.40 com as massas de 25 e 50 mg do marcador. O esquema de preparacédo das

muni¢cdes marcadas é apresentado na Figura 30a.

4.3.3. Realizacédo dos disparos

As sessOes de disparos foram realizadas por voluntarios na sala de tiro da

Secao de Balistica da Policia Civil do Espirito Santo, Brasil. Os cartuchos foram
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disparados a uma distancia aproximada de 50 cm do alvo, em estande de tiro
fechado (Figura 30b). A superficie do alvo e o chdo do local foram forrados com
tecido preto (TNT) para facilitar a deteccdo visual e eliminar a possibilidade de
contaminagdo cruzada do GSR marcado. Em cada experimento foi utilizada uma

arma diferente, sendo realizada a limpeza prévia.

4.3.4. Analise visual de GSR

ApGs cada disparo, foi realizada a analise visual do GSR utilizando lampadas
com irradiagdo UV (A = 395 nm). Foram analisados os bracos e as maos do atirador,
o alvo, o ambiente, a arma de fogo e o cartucho deflagrado. As imagens foram

registradas utilizando uma camera profissional Nikon modelo D 3000 VR.

4.3.5. Coleta e preparo das amostras

Para as andlises por ESI-FT-ICR MS, o GSR foi coletado por meio de
esfregaco utilizando swabs embebidos com uma solugcdo de EDTA 2% (w/v) e
armazenados em tubos de polipropileno de 15 mL (Figura 30c). A cada tubo foi
adicionado 10 mL de agua e, em seguida, as amostras foram submetidas a um
banho ultrassénico (Unique, Modelo UltraCleaner 1450, Brasil) por 20 min e 25 KHz
e aquecidas em banho de agua por 1 h a 100 °C. Posteriormente, 10 ul do extrato
contendo o GSR marcado foi diluido numa mistura de acetonitrila/agua (1:1, v/iv %),
produzindo um volume final de 1 mL. A solug&o resultante foi analisada por ESI(-)-
FT-ICR MS conforme condigbes relatadas no Procedimento Experimental do
CAPITULO 1.
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Figura 30. Esquema de (a) preparo dos cartuchos de calibre .38 e .40 convencionais marcados com
diferentes massas de Eu(PIC)3(NMK)3, (b) producao de GSR apds disparos com revolver .38 e pistola
.40 a uma distancia constante de 50 cm entre o atirador e o alvo, e (c) detec¢cdo do GSR sob

irradiacdo UV em 395 nm e coleta através de swab umedecido com uma solug¢éo de EDTA 2% (w/v).
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4.4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Analise visual de GSR

A adicdo de diferentes massas do complexo [Eu(PIC)3(NMK)3] a pélvora das
muni¢des nao interferiu na eficiéncia dos disparos. A composi¢cdo do marcador pode
ter, inclusive, contribuido para a deflagracdo da municéo, haja vista as propriedades
explosivas de um dos seus componentes, o PIC, e a capacidade deste formar
compostos metalicos explosivos altamente inflaméaveis “°.

A curva de TGA/DTA para [Eu(PIC)3(NMK)3] estudada no CAPITULO 1 deste
trabalho mostrou que a decomposicdo do complexo ocorreu apds aquecimento até
400° C. Apesar da temperatura interna do cano da arma poder atingir 2500°C
durante um disparo, valor bem acima da temperatura relatada para a decomposicéo
do complexo, a presenca da fotoluminescéncia no GSR revelou que pode n&do haver
decomposicédo total do marcador apos os tiros. A Figura 31 apresenta imagens do
GSR sob irradiacédo de luz UV, apos disparos com cartuchos .38 contendo 2, 5, 10,
25 e 50 mg do marcador [Eu(PIC)3(NMK)3], na superficie do alvo, no ambiente, no
estojo deflagrado, na arma de fogo e no atirador. Os resultados positivos foram
obtidos nas regides da superficie do alvo e no estojo deflagrado para todas as
massas de marcador (2-50 mg), enquanto que no ambiente (chao), foi necessaria
massa = 10 mg. A deteccdo no atirador e nas armas de fogo (Figura 32) foi apenas
visualizada quando utilizadas as massas de 25 e 50 mg. Em todos os casos, a
diminuicdo da quantidade do marcador afetou a capacidade de deteccéo visual do
GSR.
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Cartuchos Maos e bragos

Alvos deflagrados Ambiente do atirador

Figura 31. Imagens da deteccdo visual do GSR, sob irradiacdo de luz UV, ap0Os disparos com
cartuchos contendo 2, 5, 10, 25 e 50 mg do marcador: alvo e chdo (ambos cobertos por TNT de cor

preta), cartucho deflagrado, e sobre o atirador. O marcador é indicado no atirador por setas pretas.
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Revolveres .38

2,5e10mg 25 mg 50 mg

Cano

Tambor

Figura 32. Imagens da detec¢éo do GSR nas regides do cano e da cAmara do tambor de revélveres

apos efetuados disparos com cartuchos contendo 2, 5, 10, 25 e 50 mg.

Os tiros com munic¢des de calibre .40 marcadas mostraram menor eficiéncia
para o marcador. ApGs disparo com cartucho .40 marcado com 50 mg, obteve-se
resultado positivo para todas as regides analisadas. Ja no disparo com cartucho .40
contendo 25 mg, ndo foi detectada a presenca de fotoluminescente no atirador.
Observou-se também menor emissdo no GSR originado por cartuchos .40, quando

comparado com o GSR dos cartuchos .38 marcados com as mesmas massas (25 e
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50 mg). O melhor desempenho do marcador em cartuchos de calibre .38 ocorre
devido os revélveres serem armas mais abertas na regido da camara do tambor
(parte em que se insere o cartucho), liberando assim, uma maior quantidade de GSR
°. Além disso, a velocidade final alcancada pelo projétil do revélver .38 é menor (229
m/s) do que a de pistola .40 (300 m/s) *’, o que causa dispersdo mais lenta dos
residuos gerados durante o disparo, atingindo em maior propor¢do as maos do
atirador e o ambiente. Nas Figuras 33 e 34 é apresentado o resultado visual dos

disparos com os cartuchos .40 contendo 25 e 50 mg.
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Pistolas .40
25 mg 50 mg

Alvos

Cartuchos
deflagrados

Ambiente

Maos e bragos
do atirador

Figura 33. Imagens da deteccdo visual do GSR, sob irradiacdo de luz UV, apds disparos com
cartuchos .40 contendo 25 e 50 mg do marcador: alvos, cartuchos deflagrados, chdo (ambiente) e

sobre o atirador. O marcador é indicado no atirador por seta preta.
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Pistolas .40
25 mg 50 mg

Cano

Culatra

Figura 34. Imagens da detec¢cdo do marcador nas regides do cano e da culatra de pistolas .40

quando efetuados disparos com cartuchos contendo 25 e 50 mg.

Portanto, para munigdes de calibre .38 a marcagédo com [Eu(PIC)3(NMK)3] foi
eficiente quando utilizadas massas a partir de 25 mg por cartucho, enquanto que
para municdes de calibre .40 o melhor resultado foi observado com 50 mg. O custo
final do processo foi avaliado para as duas marcacgdes e os calculos mostraram valor
aproximado de US$ 80.00 por grama de marcador sintetizado em condi¢cdes
laboratoriais. Dessa forma, foi estimado o valor de US$ 2,00 por cartucho de calibre
.38, no qual um grama do marcador é suficiente para marcar cerca de 40 cartuchos,
e o valor de US$ 4,00 por cartucho de calibre .40, no qual um grama do marcador €
suficiente para marcar cerca de 20 cartuchos.

As propriedades oOpticas do material desenvolvido foram monitoradas em

funcdo do tempo, permanecendo inalterada a luminescéncia por mais de doze
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meses apos a realizacdo do disparo, mesmo quando armazenada em ambiente

uamido (Figura 35).

(a) 2 h apds o disparo (b) 12 meses apés o disparo

Figura 35. Deteccao visual das propriedades épticas do marcador (a) 2 horas e (b) 12 meses apés a
deflagracéo do cartucho.

Foi observado, ainda, que a luminescéncia emitida facilitou a extragdo do
GSR marcado, ja que tornou imediata e precisa a visualizacdo das melhores areas
de coleta, o que ndo ocorre com 0 GSR convencional sem marcacdo. Além disso, a
fotoluminescéncia foi detectada nos swabs ap6és a coleta (Figura 36), favorecendo a
constatacdo do vestigio mesmo apods sua extracdo do local do disparo e confirmando
a estabilidade do marcador. Portanto, os testes mostraram a eficacia e simplicidade
do método, comprovando a resisténcia do complexo as altas temperaturas, sua

inércia quimica e fotoluminescéncia elevada e duradoura.
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Figura 36. Coleta do GSR marcado utilizando a lanterna UV e swab embebido em EDTA 2% (a

esquerda) e a fotoluminescéncia do marcador no swab (a direita).

4.4.2. ESI(-)-ET-ICR MS

O GSR de municdes convencionais marcadas foi identificado por
espectrometria de massa de ultra-alta resolucdo, ESI(-)-FT-ICR MS, conforme
Figura 37a-c. Analisando os espectros de massa do GSR coletado de diferentes
regides (alvo (a), mao do atirador (b) e arma de fogo (c)) apds disparo com cartucho
contendo 50 mg do marcador, em todos os casos o ion de m/z 440 foi identificado.
Ele corresponde ao complexo [Eu(EDTA)] detectado na forma desprotonada, o ion
diagnoéstico [EU(EDTA) - 4H], de férmula molecular [Eu.C1oH12N2QOg]". Foi observado
erro de massa inferior a 1 ppm (-0.45 ppm) quando comparado o valor de m/z
experimental (440.9810) e calculado (440.9812) para o ion [EU(EDTA) - 4H]
detectado no alvo (a), corroborando para a estrutura apresentada.

Complexos contendo ligantes quelantes apresentam constantes de
estabilidade maiores do que complexos analogos que ndo contém ligantes
guelantes. Isso se deve ao efeito quelato, visto que quando uma das pontas de um
ligante quelante se dissocia, o ligante ainda permanece ligado ao ion metalico por
outros grupos doadores, de modo que a probabilidade da ponte dissociada se
reconectar ao ion metalico € maior do que a probabilidade do ligante quelato ser
deslocado por um segundo fon *’. EDTA e fons de Eu®*" podem formar complexos
com numero de coordenacdo seis, cujo centro metélico é coordenado por quatro

atomos de oxigénio dos carboxilatos e dois atomos de nitrogénio, todos oriundos da
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molécula de EDTA “2. O complexo [Eu(PIC)3(NMK)s] possui nimero de coordenacao
igual a nove, apresentando trés NMK coordenadas por meio de oxigénios
carbonilicos e trés PIC bidentados, cada um coordenado de forma quelante por meio
do oxigénio fendlico e de um oxigénio de um grupo o-nitro *. Dessa forma, o
complexo [Eu(PIC)3(NMK)s] apresenta trés ligantes bidentados, enquanto o EDTA se
liga ao eurdpio através de seis atomos doadores, sendo considerado um ligante
polidentado. Essa diferenca garante maior estabilidade ao complexo [Eu(EDTA)],
justificando a provavel dissociacdo do ion Eu do marcador [Eu(PIC)3(NMK);3] e a
formacao do complexo com o EDTA.

Também foi possivel identificar no GSR do alvo (37a) e da arma de fogo (37c¢)
a presenca do anion picrato em sua forma livre [PIC - H], correspondente ao ion de
m/z 227.

o}

o
| o]
o <;§:::T_4z\o_
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Figura 37. ESI(-)-FT-ICR MS de GSR detectado nas regides do (a) alvo, (b) méo do atirador e (c)

arma de fogo apos disparo com cartucho contendo 50 mg do marcador.
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Além disso, a série isotopdloga do ion [Eu(EDTA) - 4H] corrobora com a
presenca do metal Eu, eliminando assim, a hipotese de Pb, Ba e Sb estarem na sua
composicao quimica (tipicos marcadores presentes em GSR convencional), Figura
38a-e.
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Figura 38. Comparacao da série isotopologa do (a) ion [EU(EDTA) - 4H] de m/z 441 e dos &tomos
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A técnica ESI(-)-FT-ICR MS também mostrou sensibilidade para detectar o
GSR marcado coletado das méos do atirador apés disparos com cartuchos contendo
pequenas massas (2 e 5 mg) de [Eu(PIC)3(NMK)3] (Figura 39a-c), o que néo foi

possivel a partir da observacao visual.
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Figura 39. ESI(-)-FT ICR MS de GSRs coletados da méo direita dos atiradores apds disparos com
cartuchos marcados com (a) 2, (b) 5, e (c) 50 mg de [Eu(PIC)3(NMK)s].
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4.5. CONCLUSAO

O complexo [Eu(PIC)3(NMK)3] mostrou-se eficiente como marcador de
munic¢des. Os testes indicaram que sua fotoluminescéncia é facilmente visivel no
GSR presente nas regifes da superficie do alvo, estojo deflagrado, arma de fogo e
nas maos e bracos do atirador, quando sao utilizados nos disparos cartuchos .38
contendo massas a partir de 25 mg e cartuchos .40 contendo 50 mg do marcador.
Essa diferenca se deve a maior liberacédo e dispersdo de GSR por revélveres .38,
sendo necessaria menor massa do complexo para gerar deteccdo. Também foi
possivel a sua identificacdo quimica na forma do ion diagnéstico [EU(EDTA) - 4H]
através de ESI-FT-ICR MS, confirmando a presenca do metal Eu nos residuos. A
técnica apresentou sensibilidade para detectar o complexo no GSR de municdes
marcadas com pequenas massas (2 e 5 mg por cartucho), nas quais a observagao
visual néo foi eficiente. Portanto, o marcador se mostrou altamente fotoluminescente
no GSR e suas propriedades oOpticas permaneceram inalteradas apds doze meses
da realizacdo do disparo. O custo final do processo também foi avaliado para as
duas marcagdes e os célculos mostraram valor aproximado de US$ 80.00 por grama
de marcador sintetizado em condi¢cbes laboratoriais. Dessa forma, foi estimado o
valor de US$ 2,00 por cartucho de calibre .38, no qual um grama do marcador €
suficiente para marcar cerca de 40 cartuchos, e o valor de US$ 4,00 por cartucho de
calibre .40, no qual um grama do marcador € suficiente para marcar cerca de 20
cartuchos.

Como perspectivas para a continuagcdo deste trabalho, o estudo da
estabilidade do marcador quando submetido as condi¢cdes de disparo com arma de
fogo podera fornecer informagBes mais conclusivas sobre o seu comportamento

quimico em altas temperaturas.
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5. CAPITULO 3: Avaliacdo da toxicidade aguda do marcador

fotoluminescente

5.1. INTRODUCAO

A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo pode ser considerada
como a capacidade de lhe causar dano grave ou morte *°. A ocorréncia da resposta
toxica € dependente das propriedades quimicas e fisicas da substancia, da condicéo
de exposicdo e da susceptibilidade do sistema bioldgico ou do individuo. Assim, para
se conhecer os efeitos tdxicos de uma substancia, sdo realizados testes
toxicologicos aplicados em animais de laboratorio e sob condigbes previamente
estabelecidas. Um dos estudos que pode ser realizado € o teste de toxicidade
aguda.

A toxicidade aguda é definida como sendo os efeitos adversos que ocorrem
dentro de um periodo curto apdés a administracdo de uma dose Unica ou doses
multiplas em 24 horas. Seu estudo tem como objetivo caracterizar a relacéo
dose/resposta que conduz ao célculo da dose letal média (DLsg), ou seja, a
probabilidade estatistica de uma dose causar efeito letal em 50% dos animais de
uma populacdo *.

Desde 2001, o protocolo 423, preconizado pela Organizagcdo para a
Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico (OECD), juntamente com 0s protocolos
420 e 425, substituiu o protocolo 401 para toxicidade aguda oral. Este ultimo,
altamente criticado pelas sociedades de protecdo aos animais, determinava
estatisticamente a DLso, a partir de estudos com grupos de animais (normalmente
vinte animais de ambos 0S sexos por grupo) expostos a doses crescentes da
substancia em estudo *°. Os protocolos atualmente preconizados pela OECD s&o de
grande aceitacdo pelos 6rgdos reguladores na avaliacdo da toxicidade aguda para
qualquer tipo de substancia, e atendem a requisitos da experimentacdo quanto aos

principios do bem estar animal **.
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5.1.1. Teste de Toxicidade Aguda (Protocolo 423 - OECD, 2011)

A determinacdo da toxicidade aguda, seguindo o protocolo 423 preconizado
pela OECD para os ensaios de produtos quimicos, classifica as substancias de
acordo com sistemas internacionalmente aceitos (Globally Harmonized System of

Classification and Labelling of Chemicals - GHS) *2

e permite calcular um valor
estimado de DLsp, sem, no entanto, empregar elevado numero de animais. O
método possibilita a determinacdo de um valor de DLsy somente quando, pelo
menos, duas doses resultarem em mortalidade superior a 0 % e inferior a 100 %. A
utilizacdo de uma selecdo de doses pré-definidas, independentemente da substancia
em teste, com a classificacdo especificamente dependente do nimero de animais
observados em varios estados, melhora a oportunidade de se obter consisténcia de
informacao laboratorial e repetibilidade, empregando-se menor nimero de animais
possivel >3,

A substancia é avaliada por meio de um processo passo a passo, em gue
cada etapa utiliza trés animais do mesmo sexo (normalmente fémeas). Os animais
recomendados para o0 ensaio sao roedores, podendo ser ratos ou camundongos. Na
avaliacdo de substancias com baixa disponibilidade, pode ser empregado
camundongo devido sua menor massa corporal quando comparado a ratos, o que
garante a utilizacdo de menor quantidade do material testado. A utilizacdo de
animais fémeas é recomendada, pois, em testes convencionais de DLsg, observa-se
que, apesar de existir uma pequena diferenca de sensibilidade entre os sexos, as
fémeas sdo geralmente um pouco mais sensiveis. As fémeas devem ser nuliparas e
nao gravidas. Auséncia ou presenca de mortalidade dos animais tratados numa
dada etapa associada ao composto determinara a etapa seguinte, ou seja: a nao
realizacdo de mais testes, o emprego de trés animais com a mesma dose, ou 0

emprego de trés animais na préxima dose de valor superior ou inferior 3.

5.1.2. Ensaios bioquimicos de marcadores de funcéo hepética e renal

Na pratica clinica de pequenos animais é comum o estudo de marcadores
séricos de funcdo hepatica e renal para a deteccdo de anormalidades
desencadeadas por processos patoldgicos ou induzidas por agentes exégenos

quimicos. Neste trabalho serdo avaliadas as concentracdes séricas de ureia,
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creatinina, proteinas totais, albumina, aspartato aminotransferase (AST), alanina-
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gamaglutamil transferase (GGT).

A ureia, produto final do metabolismo das proteinas, apds sua sintese no
figado é transportada pelo plasma até os rins, onde é filtrada pelos glomérulos.
Embora seja excretada na urina, 40 % a 70 % é reabsorvida por difusdo passiva
pelos tubulos e seus niveis sanguineos podem servir como indice da taxa de
filtracdo glomerular. Enfermidades renais com diferentes tipos de lesdes causam o
aumento dos teores de ureia plasmatica, porém o seu uso como indicador da fungéo
renal é limitado pela interferéncia nos resultados causada por fatores ndo renais. O
indicador mais recomendado para avaliar a funcéo renal é a creatinina, devido sua
taxa de excrecdo ser relativamente constante e sua producdo ndo ser influenciada
pelo metabolismo proteico ou por outros fatores externos. Além disso, os teores de
creatinina sérica sdo mais sensiveis e especificos do que a medida da concentracédo
da ureia plasmética no estudo da taxa de filtracdo glomerular reduzida. A creatinina
€ produzida como resultado da desidratacdo ndo enziméatica da creatina muscular.
Ela é sintetizada no figado, nos rins e no pancreas por duas reacbes mediadas
enzimaticamente, e é transportada no sangue para outros 6rgdos, como musculos e
cérebro, onde é fosforilada a creatina-fosfato, constituindo fonte de alta energia para
os 6rgaos >*. Baixos niveis de ureia sanguinea fornecem indicios de uma melhora da
funcdo renal, mas podem ser encontrados na presenca de insuficiéncia hepatica.
Por outro lado, o aumento dos teores de ureia e creatinina plasmatica indicam
reducdo na taxa de filtracdo glomerular e, consequentemente, menor excrecao
urinaria >*°°.

As proteinas plasmaéticas constituem um grupo de diversas proteinas que sao
sintetizadas no figado e circulam no sangue e entre 0 espaco extracelular. A maioria
das proteinas plasmaticas € sintetizada no figado, mas podem ser produzidas em
outros locais. Apresentam papeéis bioquimicos especificos, e suas concentracdes
podem ser afetadas por processos patolégicos, sendo utilizadas na investigacdo de
vérias doencgas. A diminuicdo excessiva de proteinas no sangue € encontrada em
diferentes doencas renais **.

A albumina é a proteina presente em maior concentracédo no plasma humano,
cerca de 60 %. Apesar de ndo apresentar atividade enzimatica e hormonal
conhecida, ela exerce a funcdo de reserva proteica nos casos de deplecdo

nutricional e de regulador osmatico, e constitui a principal proteina de transporte do
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organismo. E sintetizada, fundamentalmente, pelas células do parénquima hepético
e seus niveis séricos sdo dependentes da velocidade de sintese, da secrecao pelas
células hepaticas, da distribuicdo pelos liquidos corporais e da degradacdo. A
diminuicdo da concentracdo de albumina no sangue pode ocorrer, entre outras
causas, em funcdo da diminuicdo ou defeito da sintese devido a dano hepatocelular
54.

A medida das enzimas plasmaticas serve como ferramenta diagnéstica ja
que alteracdes em suas atividades fornecerem indicadores sensiveis de lesdo ou
proliferagdo celular. Essas modificagbes ajudam a detectar e, em alguns casos,
localizar a leséo tecidual, podendo contribuir também para monitorar o tratamento e
a progressdo da doenca. Muitos processos patologicos envolvendo o figado podem
causar elevacdes proporcionalmente distintas nas enzimas hepaticas, uma vez que
concentragbes relativas das enzimas variam consideravelmente em diferentes
tecidos, bem como podem ser induzidas por agentes exégenos quimicos >**°,

As enzimas transaminases, aspartato-aminotransferase e alanina-
aminotransferase, catalisam a reacdo de transferéncia reversivel de grupos amino
em aminoacidos, exercendo papel central tanto na sintese como na degradacéo
dessas moléculas. Elas sdo amplamente distribuidas nos tecidos, sendo
encontradas em grandes quantidades no citoplasma dos hepatocitos. Séao
consideradas indicadores sensiveis de dano hepatocelular, pois séo liberadas para a
circulacdo quando ha lesdes ou destruicdo das células hepéticas. A ALT é
encontrada, principalmente no citoplasma do hepatdcito, enquanto 80 % da AST
esta presente na mitocéndria, o que contribui para diferenciar o grau de danos
sofridos pelos hepatécitos **.

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas que catalisam a
hidrélise de varios fosfomonoésteres em pH alcalino. Ela esta amplamente
distribuida nos tecidos humanos, notadamente associada com membranas e
superficies celulares localizadas na mucosa do intestino delgado, figado (canaliculos
biliares), nos tubulos renais, no baco e nos ossos. Elevacdes na atividade da FA
sérica sdo comumente originarias do figado e do osso. Qualquer forma de obstrucéo
da arvore biliar induz a sintese de FA pelos hepatdcitos >,

A enzima gama-glutamiltranspeptidase esta envolvida no transporte de
aminodacidos e peptideos através das membranas celulares, na sintese proteica e na

regulacdo dos niveis de glutationa tecidual. Ela € encontrada no figado, nas vias
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biliares, nos rins, nos intestinos, na prostata, no pancreas, nos pulmdes, no cérebro
e no coracao. Apesar da atividade enzimatica ser maior no rim, a enzima presente
no soro tem origem, principalmente, no sistema hepatobiliar, apresentando
importancia clinica ligada as doencas do figado e vias biliares *°. E considerada
marcador de lesdo hepatobiliar de alta sensibilidade mas de pouca especificidade,
visto que pode estar alterada por uso de medica¢fes, alcool e véarias doencas

sistémicas *°.

5.1.3. Toxicidade dos metais: Pb, Bae Sb

Os elementos chumbo (Pb), béario (Ba) e antiménio (Sb), principais
marcadores quimicos presentes nos GSR inorganicos de muni¢cdes convencionais,
sdo metais de origem natural ou provenientes de atividade humana definidos como
microcontaminantes ambientais. S&o considerados elementos ndo essenciais e
toxicos, pois podem competir com 0s elementos essenciais e inibir suas funcoes,
devido sua configuracdo eletrdnica e propriedades similares, sendo facilmente
absorvidos, distribuidos e bioacumulados. Portanto, o seu acumulo no organismo
humano representa grande risco a saude, podendo levar a uma variedade de
patologias *°*’.

O Pb é um dos principais elementos definidos como metal pesado, ou seja,
metal de gravidade especifica elevada e que apresenta forte atracdo por estruturas

de tecidos biolégicos e eliminacdo lenta “°.

Ele ndo possui funcdo fisiolégica
conhecida no organismo humano e apresenta agcdo cumulativa que desencadeia um
envenenamento crénico denominado saturnismo ou plumbismo. Pb provoca efeitos
toxicos graves em quase todos os Orgaos e sistemas do corpo humano, afetando
principalmente os sistemas neurolégico, hematolégico, metabdlico e cardiovascular
4958 Os compostos de Pb inorganico entram no organismo por ingestdo (via
predominante para a populacdo em geral) ou por inalagdo (rota mais importante na
exposicdo ocupacional) ®>" **°!. De acordo com a International Agency for Research
on Cancer (IARC), Pb é classificado como possivelmente carcinogénico para seres
humanos (Grupo 2B), sendo seus compostos inorganicos classificados como
provaveis carcindgenos (Grupo 2A) e 0S compostos organicos como nao
classificaveis quanto a carcinogenicidade (Grupo 3) ®2. A DLso, do Pb foi avaliada

gquando o mesmo estad ligado a cadeia carbOnica, sendo denominado chumbo
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organico. A DLsy do tetraetiichumbo, determinada por dose oral em camundongos,
foi de 11 mg.kg™, e em ratos, foi de 1200 pg.kg™ .

O Ba possui como principal via de exposicdo humana a ingestao através de
alimentos e bebidas, porém quando inalado pode também ser absorvido pelos
pulmdes ou diretamente a partir da membrana nasal para o sangue. Ele apresenta
propriedades quimicas que |he permitem competir e substituir o calcio no organismo
humano, particularmente nos mecanismos relacionados com a liberacdo de
catecolaminas e neurotransmissores supra-renais. Além disso, ele acumula nos
0ssos, sendo depositado preferencialmente nas areas mais ativas de crescimento
0sseo. A exposicao a altas concentracdes pode causar efeitos toxicos no sistema
cardiovascular, no sistema renal, além de hipertensdo, fragueza muscular e
paralisia, hipocalemia, nauseas e vomitos ®*. N&o ha relato sobre carcinogenicidade
de compostos que contenham o Ba na classificacdo da IARC. Foram relatados
valores de DLsp oral para o cloreto de bario entre 300 e 500 mg.kg” para
camundongos e ratos. Para o carbonato de bario foi determinada DLsg oral igual a
200 mg.kg™* em camundongos e entre 1480 e 1500 mg.kg™ em ratos .

A exposicao humana ao Sb se d& principalmente pela inalacdo dos vapores
de oOxidos do metal. Seus efeitos cronicos incluem alteracdes respiratorias
(pneumonite, traqueite, laringite, bronquite), alteracdes miocardicas, além de
dermatites e alergias de contato. Acredita-se que a inalacdo dos vapores de oxidos
de Sb fere o revestimento celular das vias aéreas, sendo o fator desencadeador de
uma reacéo sistémica °>%. A IARC classifica o tri6xido de antiménio como do Grupo
2B (possivelmente carcinogénico para seres humanos) e o trissulfeto de antiménio é
classificado como do Grupo 3 (nado classificavel como carcinogénico para seres

humanos) .

Os valores de DLsg orais relatados para o potassio tartarato de
antiménio em animais experimentais variam de cerca de 115 mg.kg’ de peso
corporal em ratos a 600 mg.kg? em camundongos °’.

Esses dados evidenciam a elevada exposi¢cdo a substancias toxicas a que
policias e atiradores sdo constantemente sujeitos em estandes e treinamentos de tiro
onde sao utilizadas muni¢cées convencionais. Dessa forma, o uso de muni¢cdes que
nao possuam Pb, Ba e Sb em sua composicdo, mas que contenham marcadores
fotoluminescentes, se torna uma alternativa para solucionar o problema da
exposicdo cronica aos metais toxicos e contribui para as investigacdes de crimes

que envolvam o uso de arma de fogo.
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Dados sobre a seguranga do marcador fotoluminescente proposto neste
trabalho sdo desconhecidos até o momento. Torna-se necessario, portanto, realizar
ensaios toxicoldgicos para avaliar sua toxicidade (DLsp) € comparar com os efeitos
toxicos dos metais pesados presentes nos residuos de tiro gerados por municdes
convencionais, a fim de determinar o GSR com menor efeito nocivo sobre a saude
humana e avaliar se é justificavel o emprego do composto testado como marcador

de residuo de tiro.
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5.2. OBJETIVOS

5.2.1. Geral

Avaliar a toxicidade aguda do complexo [Eu(PIC)3(NMK)3], empregando-se o
protocolo 423 preconizado pela OECD (2001).

5.2.2. Especificos

e Estimar o valor de DLsy para o marcador, empregando-se o protocolo 423
preconizado pela OECD (2001).

¢ Classificar a toxicidade aguda por via oral do marcador, de acordo com a
escala de toxicidade da GHS.

e Comparar os dados de toxicidade do marcador com os efeitos toxicos dos
metais pesados presentes nos residuos de tiro gerados por municdes

convencionais.
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5.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A toxicidade aguda do composto foi avaliada empregando-se o protocolo 423,
preconizado pela OECD °3. Os experimentos foram realizados no Laboratério de

Experimentacdo Animal para Analise Farmacolégica da Universidade Vila Velha.
5.3.1. Materiais e Reagentes

O composto analisado no teste de toxicidade aguda foi o complexo
fotoluminescente [Eu(PIC)3(NMK)s], que tem como ligantes o acido picrico (PIC) e a
n-metil-e-caprolactama (NMK), de férmula molecular Eu(CgHzN307)3.(C7H13NO)3.

5.3.2. Animais experimentais

Os experimentos com animais camundongos wild type (Mus musculus) foram
realizados de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal elaborados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991), apés aprovacao
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito
Santo (CEUA/UFES, Protocolo n° 026/2014). Os animais possuiam entre 8 a 12
semanas de idade no inicio dos experimentos (massSamediatdgp = 20,0 £ 2 g) e foram
mantidos em gaiolas de polipropileno com no maximo trés animais. Permaneceram
em sala com sistema de umidade e temperatura controladas, ciclo claro-escuro de
12h e acesso a agua e comida ad libitum. Esses animais foram fornecidos pelo

Laboratério de Acompanhamento Experimental do Complexo Biopraticas — UVV.
5.3.3. Protocolo experimental

Uma semana anterior ao inicio do protocolo, foram alojados trés animais por
gaiola com livre acesso a ingestdo de agua e ragdo (ragdo Probiotério, Moinho
Primor, S.A) ad libitum. Os animais foram alimentados com racdo e agua durante
todo o experimento, exceto nas 3 a 4 horas de jejum de comida que foram
submetidos antes da administracdo do composto e por 1 a 2 horas apés a

administragao.
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Apbs o periodo de jejum de 3 a 4 horas, em tempo (t) = 0, os animais foram
pesados e a substancia administrada, em dose Unica, por sonda gastrica utilizando
um tubo estomacal ou canula de intubacéo adequada (gavagem).

Foram utilizados trés animais para cada passo (n=3, grupo controle, e n=3,
grupo teste), sendo testada cada dose em duplicata (exceto a dose de 2000 mg.kg™,
conforme especificado pelo protocolo 423). A dose de partida para o grupo teste foi
de 50 mg.kg™' de peso corporal (Figura 40) e o grupo controle (CON) recebeu o
veiculo (agua potavel) em volume médio igual ao do composto, por via oral, ambos
em dose Unica. Apds o tratamento, os animais foram observados atentamente por 4
horas e em seguida, diariamente por 14 dias e qualquer alteracdo comportamental
foi anotada. Apés o 14° dia, foi contabilizado o niumero de mortes para célculo da
DLso e todos os animais sobreviventes foram anestesiados com Tiopental sédico 120
mg.kg™ por via intraperitonial, e foi realizada a toracotomia. O sangue foi coletado
por puncdo cardiaca no ventriculo direito e adicionado a tubo sem adicdo de
anticoagulante, para testes bioquimicos de marcadores de funcdo hepatica
(albumina, AST, ALT, FAL, GGT) e renal (ureia, creatinina e proteinas totais). Em

seguida os animais foram eutanasiados e seus rins e figados foram extraidos.

Inicio

50mg/kg
3 animals

Smg'kg
Janimals

300mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
A 4
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
05  5-50 50 -300 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified
v * g v ¥ ¥ L 4
dhottees | [ Lover | e lz2] | [ 0
LDso

mg.kg™

Figura 40. Esquema do protocolo 423 (OEDC, 2011) com dose de partida de 50 mg.kg'l de peso

corporal %,
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O peso dos animais foi medido individualmente no final do jejum (3-4h), e
decorridos sete e quatorze dias da administracdo. Apds os procedimentos
relatados, os animais foram congelados e destinados a recolhimento especializado
de lixo hospitalar.

Na Figura 41 é apresentado um esquema cronolégico com todos os

procedimentos realizados com os animais em cada dose administrada.

7 DIAS ANTERIORES - 14 DIAS POSTERIORES 15° DIA
DIA1 aDIA® DIA7 - DIA1 DIA2aDIA7 DIAS DIA9 aDIA 14
PROCEDI- 3adh la2h
MENTOS LIVRE ACESSO A
INGESTAO DE AGUA E
RAGAO
JEJUM DE

GRUPO COMIDA

CONTROLE PESAGEM

ADMINISTRACAO
* dose tnica
* via oral
(gavagem)

JEJUM DE
COMIDA

\AAJ

OBSERVAGAO DOS ANIMAIS

GRUPO
TESTE PESAGEM

PESAGEM

ANESTESIA

COLETA DE SANGUE

ee

EUTANASIA

EXTRAGAO DOS RINS|
EFIGADO

Figura 41. Esquema cronolégico dos procedimentos executados em cada dose.

Os resultados observados nos experimentos foram registrados
individualmente para cada animal e foram resumidos num quadro, indicando, para
cada experiéncia, o nuamero de animais utilizados, o numero de animais que
apresentam sinais de toxicidade, o numero de animais encontrados mortos durante o
ensaio e o numeros de animais que foram eutanasiados ap0s o 14° dia. Foram
realizadas, também, a descricdo e a evolucao temporal dos efeitos toxicos e

reversibilidade, e os resultados da autépsia.
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5.3.4. Andlises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas com o uso de um Analisador
Bioquimico Semi-Automatico e kits comerciais. Foram avaliadas as concentracfes
séricas de ureia, creatinina, proteinas totais, albumina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina-aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gamaglutamil
transferase (GGT).

5.3.5. Andlise estatistica

Os resultados da avaliagdo dos pesos e das analises bioquimicas foram
expressos como média + erro padrdo da meédia (E.P.M.). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), a homecedasticidade foi
avaliada empregando-se o teste de Bartlett e a significancia da diferenca entre as
meédias foi determinada por teste post-hoc pelo método de Tukey, ajustado para

multiplas comparacgfes, ambos com significancia aceita quando p<0,05.
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5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro a avaliar a toxicidade letal aguda do
composto [Eu(PIC)3(NMK)3] em camundongos. Na Figura 42, apresenta-se um
fluxograma das etapas do teste de toxicidade realizadas com o composto,
mostrando o aumento da dose administrada em fun¢cdo do numero de animais
moribundos ou mortos na etapa anterior, tendo como dose de partida 50 mg.kg™ de
peso corporal. De acordo com os resultados, e em conformidade com o protocolo
423 (OECD, 2011), o complexo fotoluminescente apresentou DLsy de 1000 mg.kg™
de peso corporal, e sua toxicidade aguda foi classificada como de categoria 4 na
escala da GHS, que apresenta categorias de 1 a 5 (sendo a categoria 5 a mais

segura), e desta forma considerado de média toxicidade 2.

Inicio
V
-1 -1 -1
50 m.g.kg. N 300 n?g.k.g N 2000 r?'lg.lfg
3 animais 3 animais 3 animais

v v v

50 mg.kg! 300 mg.kg? Categoria 4
3 animais 3 animais > 300 - 2000

v v l
o—  o—
[ ots0- 1000 mg.g b w.

© Numero de animais moribundos ou mortos por etapa.

Figura 42. Fluxograma das etapas do teste de toxicidade e a determinacéo da DLx.
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O acompanhamento do peso corporal dos animais estudados € um importante
indicador para avaliar a toxicidade de uma substancia. No presente trabalho, em
cada dose testada, os valores médios dos pesos corporais apresentaram variacao
semelhante ao longo dos 14 dias, quando comparados entre si 0 grupo controle (C)
e 0 grupo teste (T), ndo sendo observada diferenca (p<0,05). Conforme consta na
Tabela 3, ap6s a administracdo da dose de 50 mg.kg™ ndo houve variacdo nos
valores médios dos pesos ao longo dos 14 dias, enquanto que nas doses de 300 e
2000 mg.kg™ foi observado um aumento proporcional entre os grupos C e T, embora

sem diferencga entre todas as doses avaliadas.

Tabela 3. Evolucéo do peso corporal dos animais tratados com as doses de 50 mg.kg™, 300 mg.kg™ e

2000 mg.kg™. Valores representados por média + erro padrado da média.

DOSE , ,
- GRUPO t=0 APOS 7 DIAS APOS 14 DIAS
(mg.kg™)
- C 20+1 20 £2 20 +£2
T 21+1 21+ 21+
19 + 1942 20 +2
300
T 20 +3 21+3 2142
18+1 20+1 20 +
2000 T 19+1 1940 20 £ 0

O ensaio de toxicidade aguda, na menor dose testada (50 mg.kg™), ndo
provocou efeitos comportamentais nos animais tratados e nem mortes foram
observadas no periodo de 14 dias. Repetiu-se o teste nesta mesma dose com outros
trés animais, constatando-se o0 mesmo resultado. Na dose de 300 mg.kg™, durante
as primeiras 4 horas, observou-se atividade motora reduzida, desorientacdo, perda
da coordenacdo motora, respiracado acelerada, taquicardia e tremores esporadicos
em dois animais tratados, mas ndo houve mortes durante todo o periodo de

avaliacao (14 dias). Entretanto, estes sinais de toxicidade ndo foram observados
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apos 24 horas da administracdo. O resultado foi confirmado na replicata realizada
utilizando a mesma dose. Nos animais que receberam o composto na dose de 2000
mg.kg™, foram constatadas as mesmas alteracdes citadas na dose anterior, porém
em maior intensidade e frequéncia, sendo que dois animais foram a 0bito na primeira
hora ap0s a administragdo e um animal sobreviveu depois dos 14 dias de
observacédo, tendo os sinais de toxicidade revertidos ap6s 24 h a administracéo.
Seguindo os critérios do protocolo 423, a dose de 2000 mg.kg™ n&o foi repetida. Os

resultados obtidos em todas as doses estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da determinagéo da Toxicidade Aguda do composto fotoluminescente.

GRUPOS DOSE ANIMAIS ANIMAIS COM ANIMAIS ANIMAIS

(mg.kg?) UTILIZADOS ALTERACOES MORTOS EUTANASIADOS

CONTROLE veiculo 15* _ 0 15

TESTE 50 3 0 0 3

50 3 0 0 3

300 3 2 0 3

300 3 2 0 3

2000 3 3 2 1

* Para cada grupo TESTE de 3 animais foi utilizado um grupo CONTROLE de 3 animais.

Neste estudo, ndo foi observada diferenca nas concentracbes de ureia e de
creatinina quando comparados os grupos tratado e controle, sugerindo ndo haver
sobrecarga renal. Pode-se inferir, também, que a substancia avaliada ndo provoca
danos renais, na concentracdo méxima de 300 mg.kg™?, j& que ndo foi observada
diferenca nas taxas de proteinas plasmaticas entre os grupos. Os indicadores de
funcdo hepatica albumina, AST, ALT, FA e GGT também néo apresentaram
alteracdes estatisticas, indicando auséncia de hepatopatia nos animais tratados.

Portanto, os resultados mostraram n&o haver diferenca entre os grupos tratados com
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as doses de 50 e 300 mg.kg™’ e o grupo controle (p<0,05) para todos os parametros
bioguimicos analisados, indicando seguranca para o complexo [Eu(PIC)3(NMK)3]
nessas doses. Mesmo nos animais que receberam a dose de 300 mg.kg’ e
apresentaram alteracbes comportamentais, ndo foi observada variacdo nas taxas
bioguimicas, corroborando com essa interpretacdo. Os resultados das andlises
bioguimicas sdo apresentados na Tabela 5. Os valores relatados para a dose de
2000 mg.kg’ sdo de apenas um animal, ja4 que os outros dois camundongos do
grupo tratado morreram na primeira hora apds a administracdo. Observa-se que
nesta dose, os valores dos parametros bioquimicos estdo dentro da média do
controle, exceto para o ALT.

Tabela 5. Resultados das analises bioquimicas ap6s 14 dias da dose aguda do complexo

[Eu(PIC)3(NMK)3]. Valores representados por média + erro padrdo da média.

" 1 1 4, Valorde

PARAMETROS CONTROLE 50 mg.kg 300 mg.kg? 2000 mg.kg o

Uréia (mg/dL) 46 £ 4 42 £5 42 +7 55 0,9162

Creatinina (mg/dL) 0,270 0,28+0 0,28+ 0 0,27 0,7235

Proteina total 6,01 59+1 57x0 5,32 0,5865
(g/dL)

Albumina (g/dL) ~ 2,5%0 25+0 29+1 2,35 0,5096
AST (UI/L) 136 + 28 155+19 215 + 97 146 0,6396
ALT (UIL) 51+6 51+3 37 +15 70 0,5042

Fosfatase alcalina 132 + 25 140 + 20 144 + 34 153 0,9580
(UIIL)
GGT (UIIL) 5+ 2 4+2 3+1 1 0,4914

Obs: N&o foram considerados os valores da dose de 2000 mg.kg™ para o célculo de P.
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Comparando os valores de DLsp oral de compostos contendo Pb, Ba e Sb
com o valor estabelecido para [Eu(PIC)3(NMK)3s] (Tabela 6), observa-se que em
todos os casos as doses foram menores que a do complexo fotoluminescente. Em
especial para o Pb, que mostrou a maior diferenca em relagdo ao marcador,
apresentando DLsp 90 vezes menor. Portanto, [Eu(PIC)3(NMK)s3] apresentou uma
maior margem de seguranca quando comparado aos componentes inorganicos de
alta toxicidade presentes em muni¢des convencionais, justificando o seu emprego

como marcador de GSR.

Tabela 6. Valores de DLs, oral para camundogos °* ® ¢,

DLsg ORAL
Pb Ba Sb Eu(PIC)s(NMK)s

BaC|2

Pb(C2H5)4 300-500 mg_kg'l * CgH4K>0155b,.3H,0
1000 mg.kg™

11 mg.kg™ 600 mg.kg™

BaCOs;

200 mg.kg™

* Faixa de valores de DLso considerada para ratos e camundongos.
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5.5. CONCLUSAO

Os resultados do estudo de toxicidade aguda demonstraram que a
administracéo oral do composto [Eu(PIC)3(NMK)3] em camundongos fémeas causou
mortalidade e/ou morbidade apenas na dose de 2000 mg.kg™, sendo classificado
como de categoria 4 na escala GHS, com DLsy de 1000 mg.kg™ de peso corporal.
Em todas as doses nao foi observada diferenca nos pesos corporais e nos
parametros bioquimicos dos animais do grupo teste e do grupo controle, mas foram
constatados efeitos neurotéxicos quando administrado 300 e 2000 mg.kg™, que se
apresentaram em maior intensidade e frequéncia na ultima dose. Apenas um animal
sobreviveu ap6s os 14 dias de observacdo na dose de 2000 mg.kg™. Desta maneira,
de acordo com a classificagdo da GHS o composto fotoluminescente foi avaliado
como de toxicidade média, apresentando uma maior margem de segurancga quando
comparado aos componentes inorganicos de alta toxicidade presentes em municoes
convencionais (em especial o Pb), justificando o seu emprego como marcador de
GSR. A DLso do complexo proposto é 90 vezes maior do que a do Pb.

Como perspectivas para a continuacao deste trabalho, os figados e rins dos
animais testados foram coletados para analise por espectrometria de emissdo Optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) com objetivo de determinar se
houve acumulo do metal eurdpio nos érgdos em teste. Dessa forma, sera possivel
avaliar com maior clareza a ocorréncia de danos hepaticos e renais em funcéo da
exposicdo ao composto. Além disso, a determinacdo da toxicidade crbnica do
marcador por via inalatéria e cutanea fornecera informacfes mais fidedignas a
respeito da acao téxica sobre o organismo, haja vista a exposicdo ao GSR ser a

longo prazo e pelas vias citadas.
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6. CONCLUSAO GERAL

O marcador optico proposto é o complexo lantanidico [Eu(PIC)3(NMK)3], que
apresenta como ligantes o acido picrico (PIC) e a n-metil-e-caprolactama (NMK). O
espectro de emissdao do composto confirmou a eficiencia de emissao na cor
vermelha caracteristica do fon Eu®". De acordo com as andlises por ATR-FTIR,
TGA/DTA e ESI-FT-ICR, o ion Eu (lll) apresenta numero de coordenacéao igual a
nove, estando coordenado a trés NMK através do oxigénio de sua carbonila e a trés
picratos bidentados, cada um coordenado de forma quelante por meio do oxigénio
fendlico e de um oxigénio de um grupo o-nitro. Essa estrutura foi confirmada por
medida de difracdo de raios-X.

O complexo [Eu(PIC)3(NMK)3] mostrou-se eficiente como marcador de
municdo. Os testes indicaram que sua fotoluminescéncia é facilmente visivel no
GSR guando séo utilizados nos disparos cartuchos .38 contendo massas a partir de
25 mg e cartuchos .40 contendo 50 mg do marcador. Também foi possivel a sua
identificagdo quimica na forma do ion diagnéstico [EU(EDTA) - 4H] através de ESI-
FT-ICR MS, confirmando a presengca do metal Eu nos residuos. A técnica
apresentou sensibilidade para detectar o complexo no GSR de muni¢cdes marcadas
com pequenas massas (2 e 5 mg por cartucho), nas quais a observacéao visual ndo
foi eficiente. Portanto, o marcador se mostrou altamente fotoluminescente no GSR e
suas propriedades Opticas permaneceram inalteradas apdés doze meses da
realizacdo do disparo, comprovando sua estabilidade. O custo final do processo
também foi avaliado para as duas marcacdes e os calculos mostraram valor
aproximado de US$ 80.00 por grama de marcador sintetizado em condi¢cbes
laboratoriais. Dessa forma, foi estimado o valor de US$ 2,00 por cartucho de calibre
.38, no qual um grama do marcador é suficiente para marcar cerca de 40 cartuchos,
e o valor de US$ 4,00 por cartucho de calibre .40, no qual um grama do marcador é
suficiente para marcar cerca de 20 cartuchos.

Finalmente, sua toxicidade aguda foi testada através do Protocolo 423
(OECD, 2011) e apresentou DLsy de 1000 mg.kg™ de peso corporal, sendo
classificado como de categoria 4 na escala GHS, considerado, portanto, de média

toxicidade. O composto mostrou ser menos toxico do que 0sS componentes
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inorganicos de munigdes convencionais (em especial o Pb), justificando o seu
emprego como marcador de GSR.

Em termos gerais, a técnica de marcacdo de municbes pelo complexo
[Eu(PIC)3(NMK)3] revelou-se promissora para a analise de residuos de disparos de
armas de fogo, possibilitando ndo somente a identificacdo do atirador como também
a identificacdo precisa do GSR no local do disparo utilizando equipamentos portateis
e baratos que emitem luz UV. Dessa forma, os resultados apresentados ao longo
deste trabalho, que envolveram deste as etapas de sintese, caracterizacdo quimica,
e aplicacdo do marcador, até estudos toxicolégicos para a avaliagdo da viabilidade
de seu uso, representam uma inovagdo na area criminalistica para a elucidacédo de

crimes que envolvam revolveres e pistolas.
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