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Resumo: Manchas de sangue estdo entre os vestigios mais frequentes em cenas de
crime. Esses vestigios biolégicos, quando interpretados dentro desses locais, podem
determinar a dindmica de uma infracdo penal, a identidade de um suspeito e 0 momento
em que um crime foi cometido. Estabelecer o tempo desde a deposi¢do (time since
deposition - TSD) dessas manchas, pode ser o primeiro indicio dos investigadores
forenses acerca do momento em que um crime foi cometido. Essa analise é bastante Util,
guando uma mancha de sangue constitui a Unica peca de evidéncia disponivel, por
exemplo, em homicidios violentos. Varios métodos de andlise ja foram propostos,
buscando solucionar este importante quesito durante a investigacdo de uma cena de
crime, e 0 presente estudo apresenta e compara 0s principais métodos de analise da
idade de uma mancha de sangue ja relatados pela literatura.

Palavras-chave: Idade de manchas de sangue; Cenas de crime; Time since deposition

(TSD); Analise criminal.

Abstract: Bloodstains are among the most frequent traces in crime scenes. These
biological traces, when interpreted within these locations, can determine the dynamics of
a criminal offense, the identity of a suspect, and the time at which a crime was committed.
Establish the time since deposition (TSD) of these stains may be the first indication, for
forensic investigators, of the moment a crime was committed. This analysis is most useful
when a blood stain is the only piece of evidence available, for example, in violent murders.

Several methods have already been proposed, seeking to solve this important issue
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during the investigation of a crime scene, and the present study compares the main
methods of analysis the age of a blood spot already reported by forensic researchers.
Keywords: Age of bloodstains; Crime scenes; Time since deposition (TSD); Criminal

analysis.

1. Introducéo

A determinacéo dos padrdes de dispersdo das manchas de sangue em cenas de
crime pode fornecer elementos importantes para uma investigacdo forense,
auxiliando na andlise da dinamica criminosal. Estabelecer o tempo desde a
deposicao (time since deposition - TSD) dessas manchas, pode ser o primeiro
indicio dos investigadores forenses acerca do momento em que um crime foi
cometido. Isso € particularmente util quando esses vestigios constituem a Unica
peca de evidéncia disponivel em um crime?.

Uma prova criminal pode perder a sua relevancia juridica, caso ndo seja
demonstrado que o seu tempo de producédo esta relacionado com 0 momento em
gue um crime foi cometido®, e essa indagacdo esta entre as mais desafiadoras no
campo das ciéncias forenses?. O processamento de uma cena de crime é
considerado como um dos aspectos mais criticos de investigacbes criminais
eficazes. Locais de crime analisados inadequadamente podem resultar em provas
juridicas de qualidade baixa, aumentando o risco de investigacdes ineficazes e/ou
condenacdes injustas®.

Cientistas forenses, por mais de cem anos, buscam encontrar uma
metodologia que permita determinar o tempo desde a deposi¢cado (TSD) de uma
mancha de sangue seca em uma superficie®. Desde entéo, varias abordagens
foram propostas, visando solucionar este importante quesito durante a
investigacdo de uma cena de crime. Porém, até o momento, nenhum dos
métodos desenvolvidos e aplicados pbéde ser totalmente estabelecido e
consolidado na préatica forense®. Técnicas que incluem a microscopia de forca
atbmica — MFA, ressonancia paramagnética eletrénica e degradacdo do RNA tém
sido recentemente exploradas, na tentativa de suprir essa omissdo®2. De fato,
todas estas abordagens confirmam que as propriedades fisicas e quimicas de
manchas de sangue mudam ao longo do tempo. No entanto, esses métodos

precisam ser mais explorados e estudados, visando aperfeigcoar sua preciséo e
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sua reprodutibilidade para a determinacdo do lapso temporal associado as
manchas de sangue na pratica forense®.

Em sistemas sanguineos humanos, as moléculas de hemoglobina estéo
presentes, principalmente, em duas formas: uma sem oxigénio -
desoxihemoglobina (Hb) e outra saturada com oxigénio — oxi-hemoglobina
(HbO2). O nivel de saturacdo médio de sangue arterial € > 90% e de sangue
venoso > 70%. Apenas uma pequena parte (cerca de 1%) de HbO: € auto
oxidada numa terceira forma, met-hemoglobina (met-Hb)® (Figura 1). A
hemoglobina, quando estd ativa na circulagdo sanguinea, torna-se protegida
contra a desnaturacado, pois se encontra internalizada nos globulos vermelhos —
RBCs (também chamados eritrécitos ou hemécias) do sangue e os ions de ferro
do grupamento heme sdo mantidos no estado ferroso (Fe?*) por mecanismos,
tanto enzimaticos, quanto ndo enzimaticos, de modo que a formacdo de met-Hb,

composto que ndo possui afinidade pelo oxigénio, é dificultada’®.

IDentro do corpo humano{ | Em mancha de sangue |

t!ql 100% oxidacao

Figura 1: Simplificacdo da transformacéo de reacéo da hemoglobina dentro do corpo (esquerda) e
em manchas de sangue (direita). Desoxihemoglobina (Hb), oxi-hemoglobina (HbO2), met-
hemoglobina (met-Hb) e hemichromo (Hc). Fonte: Strasser et al. (2007), modificado.

Porém, em cenas de crime, quando hd uma lesdo e a consequente
exposicdo de sangue sobre um substrato qualquer, ocorrerd uma série de
processos de degradacdo sobre o sangue exposto. A maioria dos eritrocitos
(RBCs) sofrerd hemolise e as moléculas biologicas estardo envolvidas em
reacdes de hidrolise e/ou oxirreducdo, principalmente catalisadas por suas
proprias enzimas intracelulares?. Neste caso, ocorrerd a degradagdo da porgéo
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polipeptidica da hemoglobina, e a oxidacédo espontanea do ion Fe?* (ferroso) para
fon Fe3* (férrico), uma vez que, nesta condicdo, os mecanismos intracelulares de
reducdo do ferro, no grupamento heme, ndo existem mais!! (Figura 2). o sangue
satura-se totalmente & HbO2, assim que entrar em contato com 0 oxigénio na
atmosfera, e, devido a auséncia da enzima citocromo b5, necessaria para a
reducdo de met-Hb no interior do corpo, a transicdo de HbO2 para met-Hb deixara
de ser revertida®. Uma vez que a hemoglobina é auto oxidada para met-Hb,
ocorrera sua desnaturacdo para hemichromo (Hc), o qual é formado por meio de
uma alteracdo na conformacédo interna do grupo heme'? (Figura 1). Este
processo pode levar a alteracdes estruturais expressivas nas proteinas e na
estrutura morfoldgica das hemacias (RBCs) em manchas de sangue, as quais
poderiam ser investigadas por diversos métodos analiticos.

(a) (b)

Histidina

’/l Histidina

"00C COOr ‘00C COO

Figura 2: (a) Moléculas de ligagdo com o ferro no sangue. Estrutura molecular heme em
oxihemoglobina com o ferro em sua forma reduzida (Fe?*) coordenado pelo Oz na sexta posi¢édo
de coordenacéo (deoxihemoglobinas ndo possuem ligantes nesta posi¢éo); (b) estrutura molecular

com o ferro na forma oxidada (Fe®") e a ligagdo de um ion hidroxido. Modificado de Barni et al.11,

Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar, por meio de revisao
bibliografica integrativa, os principais métodos para analise do tempo desde a
deposicao (time since deposition - TSD) de manchas de sangue, com enfoque
para cenas de crime, visando comparar e confrontar essas metodologias. No
critério estabelecido para analise dos trabalhos da literatura, nao foi utilizado limite

temporal para inclusdo de artigos cientificos, porém, quando conflitantes e/ou
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repercutidos, utilizou-se, como referéncia, de estudos com analises e informacdes

mais recentes.

2. Métodos descritos na literatura para analise do tempo desde a deposicéo
(TSD) de manchas de sangue

Nos ultimos anos, diversas técnicas, para analise do TSD de manchas de sangue,
foram relatadas na literatura. Entretanto, conforme descrito no estudo de reviséo
de Bremmer et al.?, o potencial para se utilizar manchas de sangue na
determinacdo do momento do crime, ainda ndo foi completamente consolidado
nas analises de locais de crime, apesar das diversas tentativas nesse sentido.
Dentre as técnicas ja propostas, pode-se destacar. Espectroscopia de
Reflectancia, Espectroscopia no Ultravioleta Visivel — UV-Vis, Espectroscopia de
Ressonéancia Paramagnética Eletronica, Espectroscopia Raman, RT — PCR/gPCR
(Andlise de RNA), Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia — CLAE (HPLC),
Microscopia de Forca Atbmica — MFA e métodos alternativos — como a analise por
smartphones (dispositivos méveis) e imagens digitais. Para o presente estudo,
foram considerados métodos alternativos, aqueles que nao sao aplicados: a) por
instrumentos de analise por espectros; b) por instrumentos de alta resolucdo
eletrbnica/atbmica; c) por instrumentos que possuem alta capacidade de
separacdo analitica. Dentro desse cenario, para andlises de glébulos vermelhos
ou brancos, apenas dispositivos moveis e analises de imagens digitais foram
observados na literatura forense. Outros métodos alternativos foram observados
para analises de proteinas/aminoacidos do plasma sanguineo, porém, os estudos
gue envolveram moléculas do plasma ndo foram abordados nas comparacdes

deste trabalho.

2.1 Espectroscopia de Reflectancia

Baseada na transformacéo da hemoglobina em seus derivados (oxi-hemoglobina,
meta-hemoglobina e hemicromo), quando fora do corpo humano, Bremmer et al.
(2011)*2 utilizaram espectroscopia de reflectancia difusa para analisar manchas
de sangue em ambiente controlado (laboratorial), durante 60 dias de analise. Um
total de 1412 espectros de refletancia foram mensurados pelo grupo durante esse
periodo. Os resultados demonstraram a possibilidade de se utilizar essa técnica

na analise do TSD de manchas de sangue em ambiente controlado, porém outros
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estudos sdo necessarios para se utilizar a técnica em ambientes ndo-controlados,

tais como locais de crime.

2.2 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel — UV-Vis

Hanson & Ballantyne'4, desenvolveram um método para a estimativa do tempo
desde a deposicdo (TSD) de manchas de sangue secas, usando a analise da
espectroscopia no ultravioleta visivel — UV-Vis da hemoglobina (Hb), a qual se
baseia em sua quimica de oxidacdo caracteristica. Um estudo detalhado da
banda de Hb Soret (Amax = 412 nm) em manchas de sangue envelhecidas
revelou uma alteracdo na banda azul (mudanca para comprimento de onda mais
curto) a medida que a idade da mancha de sangue aumenta. A estimativa do TSD
foi conduzida por um periodo de 1 ano (365 dias). Os resultados demonstram que
a banda azul de Soret € potencialmente promissora na aplicacdo de casos
forenses, pois, segundo autores, possui boa resolucdo temporal (horas, dias e

meses), sensibilidade e portabilidade para cenas de crime.

2.3 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Fujita et al.” observaram que a desnaturacdo da hemoglobina em manchas de
sangue secas é regulada por uma mudanca no estado de spin do ion de ferro na
molécula de hemoglobina, a qual pode ser medida por EPR (ressonéancia
paramagnética eletrbnica). O estudo demonstrou que manchas de sangue
humanas apresentam quatro sinais de EPR bem definidos, observados nas
regides da estrutura do centro eletrbnico paramagnético. Estes quatro sinais
representam o ion férrico de alta rotacédo (g6), o ion férrico nao-heme, (g4), o ion
férrico de baixa rotacdo (H) e as espécies de radicais livres (R). Os pesquisadores
notaram que o TSD de uma mancha de sangue pode ser relacionado com a
medida da raz&o (H/g4) do sinal EPR. Porém, fatores ambientais como diferencas
de absorcdo, exposicdo a luz e alteracdes da temperatura ambiental afetaram as
analises dos compostos EPR-ativos, o que pode modificar os exames de TSD em

locais nao controlados. O estudo foi conduzido por um periodo acima de 432 dias.
2.4 Espectroscopia Raman

Analisando manchas de sangue por espectroscopia Raman, Boyd et al.’®

observaram que as intensidades relativas dos picos de dispersdo eram
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dependentes da idade da mancha de sangue. Os autores notaram que a
intensidade relativa dos picos de oxihemoglobina diminuia apds secagem da
mancha de sangue. J& o sangue fresco, extraido diretamente de um doador, sem
armazenamento prévio, exibiu também picos de dispersdo de 1155 e 1511 cm™,
0S quais desapareciam ap0s secagem. Posteriormente, a espectroscopia Raman
foi utilizada, por Doty et al.', para analisar o TSD de manchas de sangue secas
com idade entre 1 e 168 hs (1 semana). No estudo, os autores utilizaram Raman,
juntamente com a espectroscopia de correlagdo bidimensional e modelagem
estatistica. Conforme observado pelos autores, a abordagem de analise de dados
utilizada durante o estudo demonstrou capacidade para estimar, com precisao, o
TSD de manchas de sangue, em um periodo de 1 semana. O estudo, porém, ndo
explorou o potencial efeito das alteracbes de substratos para deposicdo de
manchas de sangue, nem as mudancas na temperatura, umidade e exposi¢cao a

luz solar.

2.5 RT - PCR/qPCR (Analise de RNA)

Em 2005, Anderson et al.}” relataram um método para determinar o TSD de
manchas de sangue, através da avaliacdo da degradacdo do RNA. Os
pesquisadores propuseram que diferentes tipos de RNA se degradam ex vivo, em
taxas diferentes, e conseguiram encontrar uma correlagcdo entre a idade de uma
mancha de sangue e a razdo de dois tipos diferentes de RNA: mRNA B-actina e
rRNA 18S. Eles atribuiram a altercacdo na taxa de degradacdo desses RNAs a
uma diferenca estrutural entre eles. O mRNA B-actina ndo € combinado com
gualquer complexo de proteina e ndo possui protecdo ambiental, enquanto que o
rRNA 18S esté protegido dentro da estrutura ribossomal maior, tornando-o menos
propenso a degradacgdo. Entretanto, em 2014, Alrowaithi et al.*® publicaram uma
carta ao editor contestando essa razdo, mRNA versus rRNA, utilizada por
Anderson et al.l” em 2005. Na carta, os autores afirmaram que havia uma
discrepancia entre o método de andlise de dados e os resultados/conclusdes
feitas no estudo. Esta discrepancia poderia impedir a replicacdo da técnica,
através da razdo (RNA) citada no documento, e por sua vez impedir a melhoria do
método para utilizacdo na pratica forense. Em novo estudo, Anderson et al.
(2011)8 analisaram trés pares de amplicons RNAs ((1°) B-actina 301 bp versus 89
bp; (2°) 18S 501 bp versus 171 bp; e (3°) B-actina 169 bp versus 18S 171 bp) em
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manchas de sangue ex vivo, visando determinar o TSD, por um periodo de 4
semanas. O estudo utilizou RT-PCR/gPCR multiplex, além da aplicacdo de

estatistica multivariada.

2.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (HPLC)

Jan Andrasko?®, utilizando HPLC, descreveu um método para estimar o TSD de
manchas de sangue quando depositadas em roupas. Pela técnica, as proteinas
foram extraidas das manchas de sangue e transportadas através de uma coluna
até o detector. No estudo, analisou-se a quantificacdo de produtos de degradacao
do grupo heme das manchas de sangue, utilizado esses grupos como
marcadores para estimar a idade. Alguns anos antes, Inoue et al.?° observaram a
presenca de uma proteina desconhecida 'X' em manchas de sangue secas,
verificando que a area do pico dessa proteina tornava-se maior a medida que o
TSD de manchas de sangue aumentava. No estudo de Inoue et al., as manchas
de sangue foram armazenadas, durante 52 semanas, no escuro, em temperatura
de 37,8C. Durante o estudo conduzido por Andrasko!® foram analisadas as
proteinas envolvidas no processo de envelhecimento de manchas de sangue,
dentre elas a proteina “X” (observada por Inoue et al.?°, em 1992), verificando e
comparando 0s picos nos espectros de absorcdo, por um periodo de 14 dias. As
amostras utilizadas no estudo de Andrasko foram mantidas em ambiente

controlado (laboratoério).

2.7 Microscopia de Forca Atdbmica — MFA

Strasser et al.? utilizou MFA para determinar a elasticidade de heméacias em
manchas de sangue, buscando um método para determinar o TSD. Na
metodologia aplicada no estudo, os pesquisadores depositaram uma mancha de
sangue fresca, sobre uma lamina de vidro, e analisaram, ap0s a secagem da gota
de sangue. O MFA foi utilizado para testar a elasticidade através do registo das
curvas forca-distancia (Young’s modulus). As medidas foram realizadas
imediatamente ap0s secagem da gota de sangue, nos seguintes tempos: 1,5 h,
30 hs e 31 dias. Os pesquisadores notaram que a elasticidade das hemacias
aumenta quando fora do corpo (ex vivo). Observou-se um aumento, na
elasticidade dos globulos vermelhos, quando se comparou o0s trés tempos

analisados: 300 kPa, medida 1,5 horas apos formacdo da amostra; 600 kPa,
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apo6s 30 horas; e 2,5 GPa, apo6s 30 dias. O estudo observou, também, a
morfologia das RBCs, durante um periodo de 4 semanas. Nessa analise, 0s
pesquisadores geraram uma imagem de MFA para cada semana (4 imagens),
porém, pela simples observagdo visual das RBCs nessas imagens, néo
observaram alteracbes morfoldgicas nas células. Nas andlises conduzidas pelo
grupo de Strasser et al.5, utilizou-se amostra de sangue de apenas um individuo
(n&o ha relato de quantidade de células analisadas), e a amostra permaneceu
armazenada a temperatura de 20 ° C e humidade de 30%.

Wu et al.?! utilizaram MFA para analisar o TSD de manchas de sangue e
sua potencial aplicacdo para investigacdo forense. No estudo, amostras de
sangue foram depositadas em superficies de vidro e mica, sendo testadas em trés
diferentes condic¢des: (I) controlada (temperatura de 25 C° e umidade de 76%), (II)
nao-controlada (temperatura entre 21,2 — 33,7 C° e umidade entre 38,4 — 87,3%),
(111) controlada - baixa temperatura (temperatura de 4 C° e umidade de 62%). Os
pesquisadores observaram mudancas na morfologia celular (volume celular) e
viscoelasticidade (forca adesiva superficial) das hemécias, ao longo de 60 dias de
analise. Na conclucdo do estudo, os autores relataram que as alteracdes
observadas nas RBCs sdo dependentes do tipo de substrato onde estéo
depositadas, do tempo em que estdo depositadas e das condi¢cdes climaticas
ambientais. As andlises observadas por Wu et al.?! foram realizadas em cerca de
30 células (RBCs), e, apesar de ndo constar explicitamente no texto publicado do
estudo, as amostras foram confeccionadas, aparentemente, com apenas um

individuo doador.

2.8 Métodos alternativos para analise do TSD:

2.8.1Smartphones (dispositivos moéveis) e imagens digitais

Estudos recentes vém demonstrando a aplicacdo de imagens digitais por
smartphones. Em 2013, Thanakiatkrai et al?? utilizaram cameras de smartphone
acopladas em sistema de iluminacédo de baixo custo como uma ferramenta para
estimar a idade de manchas de sangue. No estudo, manchas de sangue foram
depositadas em varios substratos e fotografadas com cameras de smartphone. O
meétodo foi comparado entre trés dispositivos méveis (Samsung Galaxy S Plus,
Apple iPhone 4 e Apple iPad 2). Os valores de cor das imagens digitais foram

extraidos e correlacionados com o tempo desde a deposi¢do (TSD). A alteragéo
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de cor observada foi consistente com o0 processo de desnaturacdo de
hemoglobina, quando fora do corpo humano. Para classificar as manchas, os
pesquisadores utilizaram uma técnica de classificagdo estatistica chamada
Random Forests™, sendo possivel prever, segundo relatado no estudo, a idade
da mancha de sangue com precisdo de até 42 dias, com uma taxa de erro de
12%.

Shin et al.?3, também, demonstraram um sistema de detec¢do movel,
denominado, pelos autores, de Smart Forensic Phone. O estudo, segundo
julgamento dos autores, permitiu estimar, rapida e precisamente, a idade de uma
mancha de sangue. Nas analises do estudo, manchas de sangue foram
depositadas em cinco materiais diferentes (papel de parede, tecido, vidro,
madeira e papel A4), sendo monitorados os valores de RGB (Vermelho, Verde e
Azul) por pixel das imagens de sangue, em intervalos de 6 horas, através da
utilizacdo de um aplicativo para smartphone e a camera de um celular Samsung
Galaxy S3 LTE. Os valores RGB foram convertidos para o valor V de HSV
(tonalidade, saturacdo e brilho). Observou-se um rapido declinio nos valores de
RGB e V durante as primeiras 42 horas de analise e, posteriormente, manteve-se
relativamente inalterado. A idade da mancha de sangue pbde ser calculada a
partir da comparacdo de V versus tempo. Na analise dos autores, o método
permitiu estimar o tempo desde a deposi¢cdo de manchas de sangue com menos
de 42 horas de idade.

3. Comparacdo entre os métodos para analise do TSD em manchas de
sangue

Apesar das especificidades de cada um dos oito método de andlise citados neste
estudo, pode-se compara-los pelos seguintes critérios: quanto aos alvos de
mensuracdo em manchas de sangue (RBCs, glébulos brancos, etc), quanto ao
tempo de andlise (TSD), quanto a aplicabilidade em locais de crime, quanto a
destruicdo das amostras (destrutivo ou ndo) e quanto a sensibilidade.

Na comparagao entre os alvos de mensuracdo em manchas de sangue, o
método RT-PCR/qPCR é o Unico que se baseia na analise da degradacéo e
guantificacdo de RNAs por globulos brancos, enquanto os demais métodos
analisam a degradacdo e a quantificacdo das transformacdes sofridas pelos

glébulos vermelhos (RBCs) e suas proteinas, principalmente, hemoglobina. A
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analise de aminoacidos e proteinas no plasma sanguineo também ja foi alvo de
pesquisas para o TSD de manchas de sangue em cenas de crime, nesse sentido,
a taxa de racemizacdo do (D-L) acido aspartico?*, a andlise de biomarcadores
circadianos?®, e a mensuragdo da desnaturacdo natural da creatina quinase e da
alanina transaminase?®®, também, podem contribuir com andlises temporais.
Entretanto, os estudos que envolvem moléculas do plasma sanguineo ndo foram

utilizados no escopo do presente trabalho.

60 dias
J [T} Espect. de Reflectancia
m —
R Espect. EPR
o 432 dias ] ElEspe
= M Espect. Raman
g - [l RT-PCRIGQPCR
© 120 dias ] [ HPLC
1°J EmFa
2 [} Smartphone
©
E [
} | | ] | }
' 10 30 60 180 365 600

Tempo (dias)
Figura 3: Comparacédo dos métodos de analise, quanto ao tempo (TSD) utilizado pelos autores

nos estudos com manchas de sangue.

Destaca-se, também, o TSD aplicado nas pesquisas para cada método,
0s quais apresentaram grande variacdo, conforme observado na Figura 3. Desde
a espectroscopia Raman, por Doty et al. (2016)!6, os quais relataram estudo de
andlise com TSD de 1 semana (7 dias), até Fujita et al. (2005)’, com
Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR), com analise do
TSD superior a 432 dias.

Outra abordagem necessaria € a aplicabilidade dos métodos para
vestigios obtidos em locais de crime. Muitas variaveis podem influenciar na
mensuracao do TSD, e as medidas podem ser alteradas pela variagao dos fatores
ambientais e dos diversos suportes para deposicdo de manchas de sangue. Nos
trabalhos desenvolvidos com RT-PCR/qPCR?’, HPLC?!9, smartphones?3, MFA?! e

com as Espectroscopias de Reflectancial®, UV-Vis'* e EPR’, as principais
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variaveis levadas em consideracao, pelos autores, foram os fatores ambientais,
como temperatura, umidade e exposicdo a luz solar. Para a espectroscopia
Raman, além das varidveis ambientais, os autores®® 16 destacaram que diferentes
substratos para deposicdo de manchas de sangue podem alterar as mensuracdes
do TSD. Dentre os trabalhos cientificos analisados, apenas espectroscopia UV-
Vis'4, Raman!® e MFA?! ousaram testar as técnicas em ambientes néo
controlados. Em locais de crime, as condicbes ambientais séo altamente diversas,
sendo necessario a ampliacdo de estudos cientificos para a aplicacdo dos
métodos em ambientes com variacdo de temperatura, umidade e substratos para
deposicao.

Dentro de uma abordagem criminal, devido a exiguidade de vestigios em
locais de crime, e a necessidade de aplicacdo de diversos diagnosticos ao longo
de uma investigacdo forense, métodos de andlise destrutiveis, para provas
criminais, sado sempre preteridos. No escopo deste estudo, devido as
caracteristicas peculiares dos equipamentos, espectroscopia Raman, RT-
PCR/gPCR e HPLC apresentam especialidades que os tornam métodos
destrutivos. Essa caracteristica pode impedir que tais métodos de andlise sejam
aplicados em um exame criminal, caso o vestigio seja completamente consumido
durante um diagnéstico, impedindo futuras apreciacbes. Dentro dessa
abordagem, quanto mais sensivel for o método, maior sera a sua possibilidade de
aplicacdo. A sensibilidade € caracteristica imprescindivel, principalmente para
locais de crime com poucos vestigios. Dentro das pesquisas aplicadas para o
célculo do TSD de manchas de sangue, analisados no presente estudo, 0s
autores que utilizaram os métodos das espectroscopias de Reflectancial® e EPR’,
e de HPLC® ndo demonstraram com exatiddo a quantidade de sangue utilizado
para aplicacdo da metodologia, ndo sendo possivel, entdo, aborda-los quanto a
sensibilidade. Os métodos de espectroscopia no UV-Vis4, Raman®, RT-
PCR/gPCRY, MFA?l e Smartphone?® demonstraram-se bastante sensiveis,
apresentado capacidade de mensuracdo para quantidades infimas de manchas
de sangue, dentro da escala de microlitros (uL). Para MFA, Wu et al.?! nao
especificaram a quantidade de sangue analisado, entretanto, foram mais
especificos e informaram a mensuracao de mais de 30 hemacias em manchas de

sangue, o que demonstra, ainda mais, a alta sensibilidade do método.

Tabela 1: Comparacéo entre os diferentes métodos de andlise (TSD de manchas de sangue).
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** parametro nao mensurado

Alvos de Destruicdo - _
mensuracéo P Sensibilidade | Quantidade
Reflectancia RBC N&o destrutivo * *
UV-Vis RBC N&o destrutivo Sim 50 yL
EPR RBC N&o destrutivo * *
Raman RBC Destrutivo Sim 30 uL
PCR G. Brancos Destrutivo Sim 10 yL
HPLC RBC Destrutivo * *
MFA RBC N&o destrutivo Sim 30 células
Smartphones RBC N&o destrutivo Sim 50 uL

4. Consideracoes finais

Manchas de sangue estdo entre os vestigios mais frequentes em cenas de
crime?’. Quando se considera os crimes contra a vida, que envolvem disparo de
arma de fogo, utilizacdo de arma branca ou qualquer outro meio utilizado para
causar lesdo corporal, a presenca de sangue nesses locais € quase uma
constante a ser considerada durante o processo investigativo?®. Vestigios
biolégicos encontrados em cenas de crime representam pistas importantes na
identificacéo e posterior confirmacédo de possiveis suspeitos. Técnicas quimicas e
bioguimicas utilizadas para a andlise de vestigios biolégicos em cenas de crime
sdo o principal apoio cientifico das investigacdes criminais e processos judiciais
subsequentes®. A literatura forense dedica grande atencdo para andlises de
manchas de sangue em locais de crime, principalmente, devido aos multiplos
diagnoésticos que esses vestigios fornecem. Porém, a analise do tempo desde a
deposicdo (TSD) de manchas de sangue ainda ndo se transformou em uma
préatica corriqueira em locais de crime. Isso se deve, pois, a maioria dos métodos
descritos no presente trabalho possuirem apenas estudos pioneiros, e em fase
inicial de desenvolvimento. Apesar da potencial capacidade de futura aplicacao
em cenas de crime pelos meétodos abordados, outros estudos precisam ser
desenvolvidos visando aperfeigoar as técnicas de aplicacdo e a sua utilizagédo por

peritos criminais, em locais de crime.
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