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Em outubro de 2000, um esqueleto humano foi encontrado
proximo a rodovia, num deserto aos arredores da cidade de Salt
Lake City, Utah, EUA. Devido 4 quantidade de cabelos que
estavam junto ao corpo, ele foi apelidado com o nome: “Saltair
Sally”. O esqueleto feminino, com 26 ossos, alguns dentes, uma
camiseta e um colar, foi recolhido pela policia local. Devido
A falta de elementos para dar continuidade 2 investigagio,
ela permaneceu engavetada por 12 anos. Apesar da aparente
residéncia de Saltair Sally ser Salt Lake City, ninguém havia
apresentado queixa de seu desaparecimento na regiéo, e, por
isso, ela permaneceu nio identificada por tantos anos.

Em 2001, uma série de cartas suspeitas foi enviada
a escritérios de veiculos de comunicagio e a trés senadores
dos EUA. As cartas continham esporos do micro-organismo
Bacillus anthracis, responsavel por infec¢des por antraz e
causaram a morte de cinco pessoas e a internagao de outras 17
A época. O ataque ficou conhecido como o caso “Amerithrax”
e investigado pelo FBI. O Instituto de Pesquisa Médica
em Doencas Infecciosas do Exército dos Estados Unidos
(USAMRIID), em Fort Detrick, Maryland, analisou as cartas

e chegou a conclusio de que as cepas bacterianas seriam do

tipo Ames. Essa cepa poderia ser encontrada em 15 instalagoes
de pesquisa biolégica dos EUA, incluindo o USAMRIID
e o Dugway Proving Ground, de Salt Lake City, Utah, mas
também em trés laboratérios fora dos EUA. No entanto, ainda
era necessirio restringir as possibilidades de origem da cepa
para se chegar aos autores do crime.

O que o corpo dessa desconhecida e dessas cartas
terroristas podem ter em comum? Ambos os casos foram
esclarecidos usando a mesma metodologia, a anilise de
isétopos estdveis. Novas pistas foram entao adicionadas aos
Cas0s.

No caso Saltair Sally, duas outras regides geograficas
foram identificadas usando mapas que contém gradientes de
distribui¢io isotdpica de oxigénio como possiveis locais onde
Saltair Sally havia vivido ou visitado antes de sua morte. Foi
entdo que a policia enviou avisos para os departamentos de
policia dessas regioes e recebeuuma resposta positiva em agosto
de 2012: Saltair Sally era, na verdade, Nikole Bakoles, uma
jovem de 20 anos, natural do estado de Washington (distante
mais de 1.000 km de Salt Lake City), cuja familia aguardava ha

mais de uma década pelo desfecho de seu desaparecimento.
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No caso Amerithrax, os peritos forenses usaram as
composi¢oes isotdpicas de hidrogénio e oxigénio dos esporos
para fornecer informagdes sobre seu crescimento. Estudos em
B.subtilis nao patogénicos demonstraram que esses seus valores
isotépicos refletiam a composi¢ao isotdpica da dgua disponivel
no meio de crescimento. Como parte da investigagao, foram
coletadas amostras de 4gua do USAMRIID de Fort Detrick,
em Maryland, e do Dugway Proving Ground, em Utah.
Com base nos mapas de distribui¢ao isotépica relacionando
os valores de hidrogénio e oxigénio da dgua e dos esporos,
considerou-se “altamente improvével” que a dgua do Dugway
Proving Ground tivesse sido usada no crescimento dos
esporos enviados no caso. O caso Amerithrax estd atualmente
encerrado, apds o suicidio de um dos principais suspeitos que
havia trabalhado na USAMRIID, em Fort Detrick.

A determinagao de origem geogrifica, por meio dos
mapas de distribui¢ao isotépica, é uma das utilizacoes mais
inovadoras da ferramenta isotdpica para o rastreamento
forense, tornando-se cada vez mais uma ferramenta
investigativa dentro do sistema judicidrio. Sio diversos os
exemplos de sua aplicagio na investigagao da origem dos locais
de produgao de drogas ilicitas, tinta usada em documentos
sigilosos, caga e comércio ilegal de animais e madeira, dinheiro
falso, fraude e adulteragio de alimentos, e até em analises de
cenas de crimes.

QUAL A ORIGEM DESSAS
VARIACOES ISOTOPICAS?
No comego do universo havia apenas um dtomo - o hidrogénio
- constituido de um dnico préton e um unico elétron e
nenhum néutron. Lentamente, dtomos de hidrogénio foram
se fundindo, originando o primeiro isétopo do universo, o
deutério, que, como sendo uma variante do hidrogénio, tem
também um préton e um elétron, mas como produto da fusio,
passou a ter também um néutron no seu nucleo atémico.
Isétopos sao variantes de um elemento quimico que
tem no nucleo atdmico o mesmo numero de protons, mas
diferente nimero de néutrons, lembrando que o numero
de prétons ¢ a “impressio digital” de um elemento quimico.
Por exemplo, todo elemento quimico com seis prétons serd
denominado carbono.
Na sequéncia de fusdes atdmicas nos primérdios do nosso
universo, dois atomos de deutério fundiram-se formando um

segundo elemento, chamado hélio, que tem dois prétons e dois
néutrons em seu nucleo atémico. A fusio de mais dtomos de
hidrogénio ou hélio e a fusio de dtomos de hélio e hidrogénio
formaram uma série de elementos chamados “leves” dentre
eles, trés elementos essenciais A vida: carbono, nitrogénio e
oxigénio (Quadro abaixo).
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Reagdes de fusio do chamado ciclo carbono-nitrogénio-oxigénio (ciclo CNO).

Nota-se no quadro acima que isétopos do carbono
(*C e PC) e nitrogénio ("N, "N, "N) sio formados
nessa sequéncia de reagdes. Existem também alguns ciclos
complementares de fusdes nucleares que formam isétopos
do oxigénio (*°O, O e '*O). A abundincia de isétopos de
um mesmo elemento na natureza ¢ bastante distinta. No
caso do oxigénio, o isétopo mais abundante ¢ o '°O, com
cerca de 99,76%, seguindo-se o 'O com apenas 0,2% de
abundincia, sendo o menos abundante de todos, o 7O,
com 0,04%. Esses sio os chamados isétopos estdveis, em
contraposi¢ao aos isdétopos radioativos, que sdo aqueles
que decaem com o tempo, transformando-se em um outro
elemento, como o tritio (*H) e o carbono-14 (**C), ambos
utilizados em datagoes de diversos materiais. Mas isso é
uma outra histéria.

As abundancias isotdpicas sio apenas abundincias
médias com o unico proposito de mostrar que, para
carbono, nitrogénio, oxigénio e deutério, a abundincia do
isétopo mais leve ("*C, "N, '°O, 'H) é muito maior que sua
variante com um maior nimero de néutrons, os is6topos

pesados (°C, N, O, D).
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COMO SE DESENVOLVEU A CIENCIA QUE
PERMITIU AS ANALISES ISOTOPICAS?

H4 100 anos, os trabalhos de Thompson, seguidos por
Arthur Dempster e Francis Aston, desenvolveram a técnica
denominada espectroscopia de massas, o que possibilitou
a descoberta de mais de 200 isétopos naturais. Em 1939,
Nier e Gulbransen, publicaram as primeiras determinagoes
da abundincia relativa entre 2C e C em diversos materiais.
Esses autores também notaram que havia uma clara distin¢ao
entre rochas (igneas e calcdreas) e material de origem bioldgica
(carvao orginico, madeira e as partes moles de um molusco);
as primeiras favoreciam o acimulo de 4tomos de ’C, enquanto
as ultimas favoreciam o acimulo de dtomos de >C. Sobre essa
tendéncia os autores escreveram: "De maneira geral, o isétopo
pesado (PC) parece ser favorecido em calcirios, e o isétopo
leve (*C) em plantas’

Apesar de, na época, os autores desconhecerem
os mecanismos responsdveis por essa ‘discriminagio ou
fracionameqto isotépico, chegaram 4 seguinte conclusio
visiondria: “E possivel afirmar que a razio entre os isétopos de
carbono, aparentemente, sofre pequenas variagdes na natureza.
Essas variagoes provavelmente sejam relacionadas ao modo
de formacio. Obviamente, mais dados sio necessarios para
substanciar tais efeitos, que pode levar a um novo método que
determine a origem de compostos de carbono na natureza’

Cerca de uma década depois, Wickman determinou a
razio isétopica *C:C em mais de cem amostras de plantas,
confirmando os primeiros resultados do grupo de Nier, ou
seja, plantas favoreciam dtomos de '*C em detrimento a °C.

Harold Urey, em 1948, inverteu essa forma de
expressar a razdo isotdpica para PC:*C. Como essa razio
tornou-se desconfortavelmente pequena, por exemplo, 0.0112
(1/89) para carbonatos e cercade 0.01098 (1/91) para plantas,
ele propds expressar essa nova razio em relagio a um padrio
e multiplicar por 1000 a diferenca entre a razio isotdpica
da amostra menos a razio isotdpica do padrio. Em 1950, o
mesmo grupo, passou a expressar essa diferenca pela letra
grega“0”, definindo-se a seguinte equagio: 0 (%0) = (R /
Rpa e 1) x 1000, onde, R e Rpa 1120 520 as razoes isotdpicas
entre o isdtopo leve sobre o isétopo pesado. Por exemplo,
considerando-se o elemento carbono, a razio isotdpica seria
representada por PC:**C, nitrogénio por “N:"N, oxigénio
por *O:'°O e hidrogénio D:H.

Com isso, passou-se entio a busca por padroes
universais que permitissem uma calibragio entre laboratérios.
Nessa busca, acabaram prevalecendo os padroes utilizados
pelo laboratério de Harold Urey, que foi pega fundamental

no desenvolvimento da espectrometria de massas. Epstein
e colaboradores, em 1950, mencionaram pela primeira vez o
uso de carbonato de cilcio de um féssil marinho denominado
Belemnintella americana, semelhante as lulas atuais, mas
que continham uma carapaga de carbonato. Esses fosseis
foram encontrados na formagio geolégica americana Pee
Dee, situado no estado da Carolina do Sul, tornando-se esse
padrao conhecido como PDB. A razao PC:"*C desse padrio
foi determinada como sendo igual a 0.01118, ou seja, 1.1118
dtomos de °C para cada 100 dtomos de *C. De acordo com a
equagio acima, caso a razio isotdpica da amostra (Ramm) seja
menor que a razio isotépica do padrao (Rpk1 1) O quociente

amostra/ R .. serdi<1, ora,um valor menor que a 1, subtraido

a unidade, torna-se negativo. Como o PDB ¢ um carbonato,
que tem mais °C do que amostras biolégicas, entao os valores
de 8”C em amostras biolégicas serio negativos. Portanto,
o sinal negativo é uma simples questdo aritmética, e nao
isotdpica.

Com o aumento da demanda por esse padrio por
vérios laboratérios, o PDB acabou se esgotando. Atualmente,
ainda que a literatura mantenha como padrio o PDB, o padrio
utilizado, na pritica, ¢ um carbonato denominado NBS-19
(National Bureau of Standards dos Estados Unidos, nimero
19), que, por sua vez, foi recalibrado em relagio ao PDB original
pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica (AIEA), que
passou a ser o organismo responsdvel pela distribuicio desse
novo padrao. Como a sede da AIEA é em Viena, Austria, esse
novo padrio passou a ser chamado de VPDB. No entanto,
essa denominagio vem sendo pouco utilizada na literatura.

Em 1952, Epstein e Mayeda determinaram que o
valor de 00 em 23 amostras coletadas em virios oceanos
entre as profundidades de 500 a 2000 m e calibradas contra o
oxigénio do carbonato de célcio do padrao PDB, resultou em
um valor de -0.04%o, um valor muito préximo a 0%o. Quase
uma década depois, Craig determinou a razio H:D nessas
mesmas amostras, nascendo assim, o padrio conhecido por
“standard mean ocean water” (SMOW). Posteriormente, a
AIEA tomou para si a distribuigio desse padrao, que passou
a ser conhecido como VSMOW. Portanto, atualmente, todas
as determinagoes das razoes *O:'°O e D:H sio calibradas em
relagao a esse padrio.

Finalmente, como a concentracio de N2 ¢ de cerca
de 78% na atmosfera e pelo fato de sua razio isotépica
(“N:¥N) pouco variar, sendo igual a 0.003676, o ar
atmosférico acabou sendo adotado como padréo universal
para o nitrogénio. Na natureza, sio encontrados tanto
valores negativos como positivos de 0°N.
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No comeco da década de 60, com uma base conceitual
e uma nomenclatura comum, bem como padrdes analiticos
universais estabelecidos, estavam postos os pilares para o
nascimento de uma nova técnica analitica, empregando—se
isétopos estdveis como previsto por Nier e Gulbransen (1939).
Essa metodologia, ainda que nos seus primoérdios restrita a
estudos geoldgicos e hidroldgicos, expandiu-se posteriormente
para diversas dreas com destaques para ecologia, arqueologia,
medicina e, mais recentemente, para ciéncias forenses.

PRINCIPIOS BASICOS PARA ENTENDER AS
DIFERENGAS NAS PROPORCOES ISOTOPICAS

A proporgio isotépica de um elemento varia de acordo com sua
passagem de um compartimento global (atmosfera, hidrosfera,
litosfera e biosfera) a outro, através de uma mudanca de estado,
como nos processos de evaporagio-condensagio que governam
o ciclo da dgua, ou através de uma reagio de oxirredugio no
caso da fotossintese, onde CO2 ¢ reduzido metabolicamente
pelas plantas superiores a um composto orginico. Caso a razio
isétopo-pesado:isdtopo-leve de um elemento nao variasse
durante essas mudancas de estado ou transformagdes quimicas,
nio haveria a possibilidade do uso dos isétopos estdveis como
tragadores dos caminhos seguidos pelos principais elementos
que fazem parte dos organismos vivos. Portanto, as mudangas
na razao isotdpica desses elementos entre os compartimentos
(como oceanos, 4gua doce, solos, flora e fauna), regulados por
processos biogeoquimicos, sio os alicerces da metodologia
isotopica. Sem essas mudangas nio estarfamos escrevendo
essa matéria!

Em 1935, Urey e Greif foram pioneiros a mostrar
que, em condigdes de equilibrio quimico, havia um “fator de
enriquecimento isotdpico, ou seja, a maior massa atdmica
do isétopo mais pesado levava a certa ‘discriminagio” ou
“fracionamento” contra esse isdtopo, favorecendo o isétopo
mais leve. Em 1989, Farquhar e colaboradores descreveram
como poderiamos aproveitar o fato de existir essa discriminagio
ou fracionamento (aqui fracionamento e discriminagio sio
usados como sindnimos) para revelar informacgdes sobre
os processos fisico-quimicos e metabdlicos envolvidos nas
transformagdes de um determinado elemento. Exemplos
classicos de fracionamento isotdpico estio relacionados com
o ciclo da 4gua - evaporagio e condensagio - e com o ciclo
bioldgico do carbono - fotossintese.

Quando um corpo hidrico sofre evaporagio, a dgua
residual fica com uma propor¢io relativamente maior de *O

em relagao ao vapor d4gua formado. Caso todo o volume de
dgua desse corpo fosse evaporado, nio haveria fracionamento,
pois todos os dtomos de '*O e *O teriam sido transferidos
para a fase de vapor exatamente na mesma propor¢io que se
encontravam na fase liquida. No processo de condensagio,
que é a passagem de vapor para a fase liquida, como ocorre em
nuvens na atmosfera, ocorreria o inverso, por ser mais “pesado’,
dtomos de "*O cairdo preferencialmente na forma de chuva,
deixando a nuvem com uma propor¢io maior de O em
relagio A chuva, que, por sua vez, ficaria com uma proporgio
relativamente maior de ¥O.

Geodlogos e geoquimicos tém se aproveitado do fato
demonstrado por Nier e Wickman no comego das décadas de
40 e 50, onde valores de 8"C do carbono fixado pelo processo
fotossintético sio mais negativos que o carbono de origem
geoldgica (decomposicio de carbonatos), para investigar
os primérdios dos sinais de vida em nosso planeta. A Terra
tornou-se um planeta habitdvel ha cerca de 4,3 bilhoes de anos.
No entanto, encontrar resquicios de formas de vidas pretéritas
nio é tarefa facil. As rochas mais antigas encontradas até agora
no planeta datam de mais de 4 bilhdes de anos. No entanto,
é raro encontrar rochas tio antigas na superficie do planeta e
o intemperismo sofrido por esse material ao longo de bilhdes
de anos modifica o material original de tal forma que torna
qualquer interpretagio um exercicio extremamente complexo.
Pelos mesmos motivos, fosseis ou vestigios de organismos sio
também raros de se encontrar nessas condi¢des. Ainda assim, o
f6ssil mais antigo até agora registrado foi encontrado somente
recentemente e data de 3,7 bilhdes de anos.

Levando-se essa complexidade em conta, Mojzsis e
colaboradores determinaram que o valor de 0'*O do silicato
de zirconio (ZrSiO,) encontrado nessas rochas da regido oeste
da Australia era de 5%o. Segundo eles, esse valor isotépico
sugere que houve contato dessa rocha com dgua da superficie
do planeta, que, naquele tempo, tinha valores isotépicos
préximos a 5%o. Essa informagio sobre o contato dessa
rocha tio antiga com 4gua metedrica abriu a possibilidade da
existéncia de formas de vida primitivas, que, naquela época,
eram exclusivamente aquaticas.

Em 2015, Elizabeth Bell e

determinaram o 0C de inclusdes de carbono em rochas

colaboradores,

mais antigas que 4 bilhoes de anos coletadas na mesma regiio
da Austrilia em que Mojzsis e colaboradores trabalharam.
A figura abaixo traz evidéncias de que os valores de 0”°C
dessas inclusdes carbondceas sio muito préximos a valores

encontrados em outras I'OChélS € que sao préximos aos ValOI‘CS

Gyl MARTINELLI, L. A. et al. (2020) https://doi.org/10.29327/266815.1.45-1



Fronteiras em Ciéncias Forenses

encontrados em plantas C,. Os autores concluiram que:
“Devidoao fato de que essas inclusoes se encontram incrustadas
em rochas de no minimo 4 bilhoes de anos, é possivel que o
carbono empobrecido isotopicamente encontrado constitui-se

prova que processos bioldgicos estariam ocorrendo durante o
Hadeano”.

VARIACOES ISOTOPICAS DE CARBONO
ENTRE OS TIPOS DE PLANTAS

As plantas que seguem o metabolismo fotossintético
conhecido com C3, tém valores de 0"°C que variam de -38%o a
-22%o, sendo o valor médio para plantas tropicais em torno de
-32%o. No entanto, existem dois outros tipos de fotossintese:
o metabolismo conhecido como C, e 0 metabolismo do 4cido
crassuliceo (CAM). As plantas denominadas C,, como sio
chamadas as plantas que seguem esse metabolismo, tém
valores de 8"C variando de -14%o a -10%o, enquanto as plantas
CAM tém valores de 0”°C intermedidrios entre as plantas C,
e as plantas C,. Essa diferenga ocorre porque cada um desses
metabolismos envolve enzimas diferentes e vias bioquimicas
distintas, que, por sua vez, causam diferencas na grandeza do
fracionamento isotdpico entre o CO, atmosférico e as plantas
C, C, ¢ CAM. Como exemplo, a figura abaixo mostra na
forma de uma distribuicao de frequéncia uma compilagio de
valores de 0°C de folhas de plantas dos principais tipos de

vegetacio brasileira.
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MAS, AFINAL, QUEM SAO AS PLANTAS
C, C,E CAM?

A maioria das plantas segue o ciclo fotossintético C3,
algas também, alguns exemplos comuns e ligados 4 nossa
alimentagio seriam: arroz, feijio, mandioca, todos legumes e
verduras e todas as frutas, quer dizer, quase todas. O abacaxi
¢ uma planta que segue o metabolismo CAM, assim como
0 agave, matéria-prima para a fabricagio da tequila, a bebida
nacional do México. As orquideas que ornamentam nossos
jardins também sio plantas que seguem o ciclo CAM.

As plantas C , apesar de em menor nimero de
espécies, tém uma grande importincia na nossa alimentagio,
pois fazem parte delas: o milho, a cana-de-agticar e todas as
gramineas forrageiras que utilizamos como alimento para
o gado em nosso pais. A grande maioria das plantas C* em
ambientes tropicais sio herbiceas. Ha somente uma espécie
lenhosa (Euphorbia olowaluana) natural do Hawaii. Portanto,
com excecio dessa espécie, todas as outras espécies de drvores
do mundo seguem o metabolismo C..

Essa diferenca de 6°C entre as plantas C, e C, tem
sido utilizada em uma gama de estudos para investigar a
presenca ou a proporgio desses dois tipos de plantas em uma
infinidade de tipos de amostras. Por exemplo, sio cldssicos
os estudos sobre a dinimica da matéria orginica do solo
empregando a metodologia isotdpica. O trabalho pioneiro
de Carlos Clemente Cerri mostrou que era possivel utilizar
valores de 0”°C da matéria orginica do solo como indicador
das mudancas na cobertura do solo, quando, por exemplo,
uma floresta era substituida por um canavial ou uma pastagem,
lembrando que tanto cana-de-agticar como gramineas
forrageiras tropicais seguem o metabolismo fotossintético C,.
Esses estudos foram possiveis porque Cerri e colaboradores
demostraram que o fracionamento isotépico entre folhas
mortas, principal fonte de carbono para o solo, e a matéria
orginica humificada ¢ relativamente baixo. Assim, valores de
0"C da matéria organica do solo refletem a composigio da
vegetagio da qual se encontram em equilibrio.
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COMO ESSAS DIFERENCAS ENTRE AS PLANTAS
C,EC,PODEM SER USADAS PARA DETECTARA
PRESENCA DE PLANTAS C, EM ALIMENTOS OU
BEBIDAS?

Onde menos se esperaria que houvesse tais plantas,
os valores de 8"C de determinados produtos confirmaram a
presenga inesperada das plantas C,. Exemplos classicos foram
aqueles que detectaram a presenca de plantas C , em vinhos,
cervejas e molho de soja (shoyu), além de uma gama variada de
alimentos processados 4 venda em nosso pas.

Em principio, vinho ¢ feito de uva, cerveja de
cevada maltada, ltpulo e dgua e molho de soja, ora, de soja.
Uva, cevada, lapulo e soja sio plantas que seguem o ciclo
fotossintético C,. Portanto, caso esses produtos sejam
produzidos somente a partir dessas plantas, os valores de
0PC deles deveriam ser préximos aos valores desse tipo de
plantas. Mas a realidade em nosso pais ¢ outra: 0 0°C médio
de mais de cem amostras de vdrios tipos de vinhos produzidos
no Brasil foi de aproximadamente -23%o (tinto seco) e -22%o
(vinhos branco seco); enquanto que vinhos vinificados sem
adi¢io nenhuma de outro produto (somente mosto de uva),
tiveram um OC médio em torno de -26%o (Martinelli et al.
2020). Esse contraste entre vinhos indica claramente que o
agtcar de cana faz parte do processo de vinificagio de alguns
vinhos brasileiros.

O mesmo ocorre com a cerveja feita no pais, para a
qual 0 6”°C médio de centenas de amostras foi igual a -19%o.
No entanto, nesse caso, a adi¢io nio é de agticar de cana, mas
sim de milho, que entra como um adjunto juntamente com
cevada no processo de fermentagio.

Talvez o exemplo mais inusitado seja a matéria prima
utilizada na elaboragio de molhos de soja (shoyu) produzidos
no pais. Tradicionalmente, shoyu ¢ produzido no Japio a
partir da fermentagao da soja e do trigo, enquanto outros
paises asidticos utilizam somente soja no processo. Dentre
mais de 60 amostras de shoyu fabricadas no Brasil, valores de
0"C indicaram que vdrios desses molhos utilizaram somente
milho (Morais et al. 2018). Como pode o rétulo conter
a clara denominagio “molho de soja” e o produto ser feito

exclusivamente a partir da fermentagio do milho?

QUE INFORMAGOES PODEM SER OBTIDAS
COM OS ISOTOPOS ESTAVEIS DE NITROGENIO?

As fontes de nitrogénio (N) para as plantas sio virias.
Caso sejam plantas que se associem a bactérias do género
Rhizobium, como algumas espécies que pertencem as familias
das Fabaceae, N, atmosférico se torna uma fonte importante
de N para as plantas. Como vimos, o ar atmosférico € utilizado
como padrio para isdtopos de nitrogénio, portanto, o 0N do
N, atmosférico é, por definigio, igual a 0%o. O fracionamento
isotépico entre o ar atmosférico e aquele fornecido 4 planta na
forma de aménio (NH 4*) é relativamente baixo; assim sendo,
essas plantas que tém essa associagdo simbidtica com bactérias
tendem a ter valores de 8N préximos a 0%o. Por outro lado, a
maioria das plantas nao tem essa capacidade, e mesmo plantas
que tém essa capacidade nio dependem exclusivamente dessas
fontes, pois o gasto energético é muito grande, ou seja, custa
caro para a planta alimentar o RhAizobium; assim, a maioria
das plantas depende muito mais de fontes de N do solo do que
diretamente da atmosfera.

No solo, as plantas se utilizam basicamente de duas
formas inorginicas de N, 0o NH, " e o nitrato (NO,), ainda que
algumas plantas sejam capazes de utilizar pequenas cadeias de
aminodcidos livres do solo, elas sio uma minoria.

Cada um dos processos associados a decomposicao
da matéria orginica do solo causa diferentes fracionamentos
isotépicos (Hogberg 1997). Portanto, é extremamente
complexo interpretar valores de 0N em plantas individuais
de um determinado ecossistema, pois, além dessa variabilidade
isotépica das possiveis fontes de N, algumas plantas mostram
preferéncia por NH,* ou NO," (Robinson 2001). Por outro
lado, considerando-se o valor médio de 8N de virias espécies
de plantas de um ecossistema, algumas tendéncias surgem,
tornando a utilizagio de isétopos estdveis de nitrogénio
extremamente util,

H4 uma vasta literatura demonstrando que quanto
maior a disponibilidade de N em um ecossistema, mais
elevados serdo os valores de &N de plantas e solos desse
sistema em decorréncia das perdas gasosas que favorecem
a perda de dtomos de "N para a atmosfera (Houlton et al.
2006). Em ecossistemas onde a disponibilidade de N ¢ baixa,

além das reduzidas perdas gasosas, micorrizas que se associam
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com as plantas, absorvem "N do solo e repassam as plantas
(Craine et al. 2009), e com isso o sistema fica com &"”N mais
baixo.

Nesse sentido, o 0N da planta e no solo é um
indicador da disponibilidade desse elemento no ecossistema.
Por conta dessa tendéncia, existe uma diferen¢a muito grande
de valores de 0N entre os principais tipos de vegetagio do

Brasil (Figura abaixo).
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Distribuicio de frequéncia de valores de 8N em folhas de drvores coletadas
em trés tipos diferentes de vegetacio brasileira (dados nio-publicados: Luiz A
Martinelli).

MAS COMO ESSAS VARIACOES NOS IS()TQPOS
ESTAVEIS DE CARBONO E NITROGENIO SAO
INCORPORADAS PELOS ANIMAIS?

No caso do carbono, sio milhares de estudos que investigam
as potenciais fontes desse elemento na dieta de animais. Esses
estudos baseiam-se na premissa de que o fracionamento
isotopico entre plantas e tecidos animais, tais quais musculo,
unha, pelo e sangue, é relativamente baixo (0 a 1%o). Portanto,
valores de 0C desses tecidos sio bons indicadores da
proporgio relativa de consumo de plantas C, e plantas C, (ver
quadro a seguir). A metodologia isotdpica veio, nessa linha de

estudo, complementar investigagoes sobre contetido estomacal,
que representa aquilo que o animal ingeriu momentos antes
da captura, mas que ndo serd necessariamente assimilado;
enquanto a andlise isotdpica reflete uma alimentagio a mais
longo prazo e que foi efetivamente digerida e assimilada.

i ki b
B =% Go—=%
plantaC; —8— —&— plantaC,
-2 -30 -28 -26 -24 -22 -20 -18 -16 -14 -12
813C (%o0)

Exemplo hipotético ilustrando o uso de isétopos estaveis do carbono em trés
diferentes individuos de uma mesma espécie de peixe. Segundo a investigacio
isotépica, o individuo “a” se alimenta presumivelmente de plantas C,, j4 o individuo
“b” de provavelmente plantas C, ¢ o individuoc” pode se alimentar tanto de uma
mistura desses dois tipos de plantas, ou de uma terceira fonte nio identificada que
presumivelmente teria valores de ">C em torno de -22%o.

No caso do nitrogénio, apesar da complexidade
isotépica do N no sistema solo-planta, apés um herbivoro
incorporar N em seus tecidos pela ingestio de plantas, o
fracionamento isotépico de N ao longo da cadeia tréfica
se torna praticamente constante. Animais perdem N
principalmente pelas fezes e urinas. Fezes e urinas possuem
propor¢oes relativamente altas de "N, o que significa dizer que,
por sua vez, os onivoros e carnivoros irdo ter uma propor¢io
relativamente maior de "N do que suas presas. Em outras
palavras, os valores de 8"°N vio aumentando em diregao ao
topo da cadeia, que aumenta em média 3%o a cada nivel trofico.
Assim sendo, se uma planta tem um valor de 0"°N de 1%o, o
valor de 0”°N do herbivoro consumidor dessa planta serd 4%o,
e ovalor de 0N do um carnivoro intermedidrio que consumir
esse herbivoro serd 7%o e, finalmente, o 0°N do carnivoro no
topo, consumidor do carnivoro intermedidrio, serd 10%o.

12 Relagio hipotética
entre 8C x 0N de
1ok trés individuos de uma
e mesma espécie de peixe.
gt 8 = Note que o peixe ¢’
= = estava se alimentando de

uma terceira fonte nio

815N (1)
(2]

identificada e nio de

at uma mistura de plantas
C, e C,. Somente com o
auxilio de um segundo
isétopo foi possivel
identificar essa fonte
extra de alimento, que
provavelmente seja um
inseto aqudtico.

P
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?
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E COMO OCORRE O FRACIONAMENTO DOS
ISOTOPOS ESTAVEIS DA MOLECULA DE AGUA
QUE AJUDOU A SOLUCIONAR OS CASOS DE
“SALTAIR SALLY” E“AMERITHRAX"?

Isétopos de hidrogénio e oxigénio tém uma caracteristica
peculiar, que os diferencia do carbono e nitrogénio. O
fracionamento isotdpico entre o vapor ddgua e a chuva que se
formam pelo processo de condensagio varia acentuadamente,
conforme a temperatura da atmosfera. Devido a esse efeito,
hd uma boa correlagio entre a temperatura e o 80O da
precipitacio. Assim, através da temperatura média de um
local pode-se inferir o valor médio de 8'*O da precipitagio do
mesmo local.

A Figura abaixo, construida com dados da rede de
coletas de precipitagio para determinagio dos isdtopos estéveis
do oxigénio e hidrogénio, coordenada pela AIEA (GNIP),

correlaciona valores de 8O e temperatura.

10,
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Meédia anual da temperatura vs. média anual dos valores
de 8'°0 na precipitagio. Os pontos de cor cinza representam
pontos da rede GNIP da IAEA enquanto os pontos coloridos
representam dados de um modelo utilizado por Roche e Caley (2013)
e as cores indicam a latitude em que as amostras foram coletadas.

Como a cobertura da rede GNIP nio ¢é extensiva a todas as
partes do planeta, a reta derivada da correlagio 8"O x T°C
pode ser utilizada para se obter um maior detalhamento da
distribui¢io geogrifica dos valores de 8O da precipitagio
sobre o globo terrestre ou sobre uma drea menos extensa como
um pais. Comegaram a ser feitas interpolagdes a partir destas
correlagdes. Para que pudessem ser mais bem visualizadas a
distribui¢io da variagao isotépica, comecaram a ser feitos

mapas, que passaram a ser chamadas de isoscapes.

Valores de 80 da precipitagio derivado de interpolagées obtidos através da
correlagio entre 8'°0 x T°C (Terzer et al. 2013).

Essas isoscapes (do inglés: “Isoscapes” = “isotopic”
+ “landscapes”) de H, O assim como de C e N sio
amplamente utilizadas em nivel global (West et al. 2014),
e, mais recentemente, vém sendo cada vez mais utilizadas
em nivel regional e até local. No contexto brasileiro, Sena-
Souza e colaboradores (2019), apresentam o potencial de
aplicagio das isoscapes com os métodos jd existentes e como
preencher lacunas espaciais e metodoldgicas, mostrando como

as isoscapes podem ser uma ferramenta fundamental em
aplicagdes forenses. Essas isoscapes sio a base para resolver
casos como Saltair Sally e Ameritrax, que usam fungoes
matemdticas para inferir a regiio de origem, a partir de valores
isotdpicos.

INCORPORANDO OS PRINCIPIOS ISOTOPICOS
NAS CIENCIAS FORENSES DENTRO DO BRASIL

Isétopos estdveis jd vém sendo usados amplamente em casos
forenses, e a maioria deles esta relacionada ao rastreamento
da origem geografica ou adulteragio de materiais. Com essa
base cientifica consolidada torna possivel a aplicagio imediata
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dessa metodologia em vérias linhas das Ciéncias Forenses. No
entanto, com o uso exponencial dessa metodologia em estudos
forenses em todo o mundo, acabou se consolidando o termo
“Stable Isotope Forensics’, que vem sendo cada vez mais usado
tanto na irea académica como na irea pericial‘

Atualmente, no Brasil, estio sendo desenvolvidos estudos sobre
como as razdes isotdpicas variam espacialmente nos tecidos
vegetais e animais e de acordo com as condi¢oes ambientais
regionais, na tentativa de produzir ou refinar Isoscapes mais
especificas e temporalmente compativeis com casos forenses
mais frequentes, relatados pelas forgas periciais brasileiras.
Dessa forma, a disponibiliza¢io de grandes bancos de dados se
torna imperativa para as construgdes dessas isoscapes cada vez
mais refinadas. Essas informagdes devem ser compartilhadas
com os 6rgios periciais, policiais e fiscalizadores, favorecendo
a aplicagio da ferramenta isotdpica para controle de fraudes e

investigagdes criminais.

QUANTAS “SALTAIR SALLYS” EXISTEM
NO BRASIL?

Assim como no caso Saltair Sally, intimeras investigagoes de
pessoas desaparecidas ou assassinatos nio resolvidos no Brasil
poderiam ser elucidados com o auxilio da técnica isotopica.
Segundo o ultimo Anudrio Brasileiro de Seguranga Publica
(2019), mais de 80 mil pessoas desaparecem anualmente no
pais, e sabe-se que milhares de ossadas nio identificadas jazem
nos institutos de medicina legal estaduais. Dentre esse imenso
contingente, seguramente centenas ou milhares de casos
poderiam ser solucionados com o emprego do rastreamento
isotdpico, assim como ocorreu com Saltair Sally, nos EUA.
Paraalém dos crimesviolentos e pessoas desaparecidas,
a isotopia forense poderia contribuir também para a resolugio
de vasta gama de delitos, tais como trifico de drogas,
crimes ambientais, falsificacgio de moeda e documentos,
fraudes alimentares e de medicamentos, contrabando e
descaminho de mercadorias diversas, desvio e uso ilegal
de explosivos, dentre outros. Com o fortalecimento da
isotopia forense na rotina da pericia criminal, o pais
passa a ter, portanto, uma nova e poderosa ferramenta

de aplicagao da ciéncia em favor da Justica.
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