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“Life can only be understood backwards;
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Os vestigios bioldgicos representam, atualmente, tremendas fontes de informacgéo no
meio forense. O sangue, em particular, além de ser uma boa fonte de ADN, permite
realizar a reconstituicdo de crimes, através da analise de padrdes de manchas de sangue,
assim como detetar a presenca de substancias toxicas e estupefacientes no corpo,
identificar armas e locais do crime e validar ou descreditar depoimentos. Os testes
presuntivos, através de uma reacao colorimétrica catalisada pela hemoglobina, permitem
aumentar o nivel de confianca dos técnicos relativamente a natureza dos vestigios,

poupando, simultaneamente, tempo e recursos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de cinco testes
presuntivos, nomeadamente, luminol, fluoresceina, Kastle-Meyer, leucomalachite green e
tetrabase, em situac¢des limite, que podem ser encontradas em multiplos locais do crime.
Assim, inicialmente, foi estudada a sensibilidade dos varios testes presuntivos,
em dois substratos distintos, avaliando a influéncia do substrato na anélise.
Posteriormente, foi estudado o efeito da lavagem de téxteis manchados de sangue, na
resposta dos testes, utilizando dois substratos constituidos pelo mesmo material, mas
estruturalmente distintos, e multiplas condi¢des de lavagem, de forma a definir os fatores
com maior influéncia nos resultados. Foi ainda estudado o efeito das temperaturas
elevadas na estabilidade das amostras e, consequentemente, na resposta dos testes, em

quatro substratos, dos quais dois eram inflamaveis.

Complementarmente, foi realizado um estudo exploratorio onde se avaliou a eficacia
das fontes de luz infravermelha e azul na detecdo de manchas de sangue em vinte téxteis,
maioritariamente escuros, onde a bibliografia ndo é totalmente clara quanto ao seu
desempenho. Neste contexto, foi realizada uma analise de contraste que permitiu
agrupar as amostras, através de HCA. Simultaneamente, foi estudado o efeito da idade

das manchas na analise, com recurso a ANOVA de fator Unico.

Palavras-chaves: Testes Presuntivos, Sangue, Luminol, Fluoresceina, Kastle-Meyer,

Leucomalachite Green, Tetrabase, Fontes de Luz






Abstract

Currently, biological traces represent tremendous sources of information in the
forensic field. Blood, in particular, in addition to being a good source of DNA, allows for
the reconstruction of crimes, through bloodstain pattern analysis (BPA), detection of toxic
and narcotic substances in the body, identification of weapons and crime scenes and
validation of testimonies. Presumptive tests, through a colorimetric reaction catalyzed by
hemoglobin, allow technicians to increase their confidence in the nature of the traces,

while saving time and resources.

This study aimed to evaluate the performance of five presumptive tests, namely,
luminol, fluorescein, Kastle-Meyer, leucomalachite green and tetrabase, in limit
situations, which can be found at multiple crime scenes. Thus, the sensitivity of the
presumptive tests was determined, on two different substrates, evaluating the influence
of the substrate in the analysis. Subsequently, we studied the effect of washing
bloodstained clothes on the tests’ response, using two substrates made of the same
material, but structurally different, and multiple washing conditions, in order to define
the factors with the greatest influence on the results. The effect of high temperatures on
the stability of the samples and, consequently, on the test results, was also studied, using

four substrates, two of which were flammable.

In addition, an exploratory study was carried out to evaluate the effectiveness of
infrared and blue light sources in detecting bloodstains on twenty textiles, mostly dark,
where the bibliography is not totally clear as to their performance. In this context, a
contrast analysis was performed and allowed to cluster the samples through HCA.
Simultaneously, a study was conducted to evaluate the effect of the bloodstains’ age in

the analysis, using a one way ANOVA.

Keywords: Presumptive tests, Blood, Luminol, Fluorescein, Kastle-Meyer, Leucomalachite

Green, Tetrabase, Light Sources
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1.1. Local do crime

Segundo o Manual de Inspecao Judiciaria, o local do crime é definido como um espaco
delimitado, direta ou indiretamente relacionado com a pratica de um crime, o qual é objeto da
inspegdo judiciaria. Por sua vez, a inspecao judiciaria tem por base um conjunto de
procedimentos e metodologias que visam interpretar e avaliar o local, assim como pesquisar,
localizar, registar, recolher, proteger, acondicionar, armazenar e transportar todos os meios de
prova e vestigios nele existentes, os quais poderdo contribuir para a reconstituicdo da acao
criminosa, para o estabelecimento de nexo probatoério entre esta e o seu autor e para a

formulacao de hipdteses de trabalho [1].

Um local do crime pode surgir em qualquer lugar, desde areas urbanas movimentadas a
areas rurais pouco frequentadas, dentro de uma casa ou mesmo debaixo de dgua, envolvendo
uma ou multiplas pessoas. Ou seja, considera-se qualquer area fisica, seja esta externa, interna
ou mista [2]. Tendo em conta a variedade aparentemente infinita de espagos existentes, pode
parecer impossivel definir corretamente o local do crime. Contudo, embora existam diferencas
evidentes entre os varios locais, existem simultaneamente algumas semelhancgas. Por exemplo,
os assaltos tém padroes semelhantes e, no entanto, cada um acontece num local diferente, é
cometido por um ladrdo diferente ou, no caso do criminoso ser o mesmo, em dias diferentes.
Tal como supramencionado, os locais do crime ndo sao apenas aqueles em que ocorreu o
delito, mas também todos os locais associados a pratica do mesmo. Assim sendo,
enquadram-se neste perfil os espacos onde foram feitos os preparativos, onde um corpo ou

uma arma foram descartados, caminhos utilizados, entre outros [3].

O principio de Locard evidencia a importancia da analise ao local do crime. Segundo este,
sempre que dois objetos estdo em contato, haverd uma troca mutua de matéria entre ambos.
Associado ao principio anterior esta o principio da individualidade, que estabelece a
inexisténcia de dois objetos absolutamente iguais. No presente contexto, isto significa que
existe sempre um intercambio entre o autor, a vitima e o local, seja este de carater voluntario
ou involuntario, o qual da origem a vestigios [4]. Assim, tendo em consideracao a informacao
contida nos vestigios e o facto de os mesmos terem elevado valor probatério, analitico e
interpretativo, torna-se crucial a utilizacdo de um método que permita uma selecdo e

interpretacao corretas [5].
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" Wherever he steps, whatever he touches, whatever he leaves, even unconsciously, will serve
as silent evidence against him. Not only his fingerprints or his footprints, but his hair, the fibers
from his clothes, the glass he breaks, the tool mark he leaves, the paint he scratches, the blood or
semen he deposits or collects — all these and more bear mute witness against him. This is evidence
that does not forget. It is not confused by the excitement of the moment. It is not absent because
human witnesses are. It is factual evidence. Physical evidence cannot be wrong; it cannot perjure
itself; it cannot be wholly absent. Only its interpretation can err. Only human failure to find it,

study and understand it, can diminish its value. " — Paul Kirk, Crime Investigation, 1953 [6].

1.1.1. O método técnico-cientifico de abordagem ao local do crime

No passado, a recolha de prova material no local do crime limitava-se essencialmente ao
exame direto de objetos, vestigios visiveis e impressdes digitais, sendo o trabalho efetuado
consoante o tipo de crime. Contudo, este método negligenciava alguns vestigios de elevada
importancia e era desprovido de validacao cientifica. De forma a solucionar este problema, nos
ultimos anos, passou a ser implementado o método técnico-cientifico. Este pressupde que o
exame ao local seja realizado com recurso a metodologia apropriada, recorrendo a um elevado
ndmero de equipamentos e produtos quimicos para a pesquisa, fixacdo, recolha e
acondicionamento de todo o tipo de vestigios. Além disso, em contraste com o método
anterior, o trabalho passou a ser efetuado de acordo com o tipo de vestigios e com a
interpretacao técnico/cientifica do local. Adicionalmente, este implica a utilizacdo de principios
fisicos e calculos matematicos que, juntamente com a interpretacao do formato e organizagdo
dos vestigios, permitem determinar sequéncias de eventos e posi¢des relativas da vitima e do

agressor [2].

A metodologia de trabalho atual tem em atengdo ndo s6 a detecdo como a protecédo de
todos os potenciais vestigios com valor probatério recorrendo, portanto, a criacdo de
caminhos de acesso, a utilizacdo de testes presuntivos, fontes de luz forense e demais [2][4].
Deste modo, para além de se verificar uma melhoria na qualidade dos resultados obtidos pelas
varias analises, existe também uma reducdo evidente dos custos e tempo despendidos, como

consequéncia de uma recolha ponderada de vestigios.
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O método cientifico de trabalho procura, sobretudo, evitar a “visdo em tunel” e a tomada de
conclusdes precipitadas. Assim, seguindo o esquema indicado na Figura 1, o primeiro passo
serd a interpretacdo geral do local, através da qual se desenvolvera uma hipdtese.
Posteriormente, deve fazer-se uma previsdo daquilo que seria espectavel encontrar nas
circunstancias previstas. Apdés uma pesquisa e analise cuidadas, realiza-se uma comparacao
entre os dados e vestigios encontrados e os contemplados na hipotese inicial, sendo que, caso
0os mesmos sejam concordantes, pode depreender-se que a hipdtese é suportada pela

informacdo presente no local. Caso tal ndo se verifique, devera formular-se uma nova hipotese.

- > - > - > -
A N&o \L
Sim . .
< E consistente? <

Figura 1. Método cientifico utilizado atualmente. Adaptado de [2].

1.1.2. A abordagem inicial ao local do crime

Em situacdes normais, a equipa de inspecao judiciaria dificilmente sera a primeira entidade
a entrar em contacto com o local do crime. Geralmente, antes da sua chegada, surgem
cidaddos, equipas médicas, bombeiros e membros da policia local. Tendo em consideracdo
que o principio das trocas de Locard rege em todos os locais de crime, é previsivel que
qualquer contato humano com os vestigios resulte na sua contaminag¢do ou perda.
Idealmente, apds a ocorréncia de um ato delituoso, o lugar onde o mesmo ocorreu
permaneceria inalterado, contudo, tal ndo se verifica em casos reais. Uma das causas para que
tal se suceda € a intervencao dos socorristas que é realizada, sobretudo, por reflexo ou instinto,
sendo o seu foco principal prestar auxilio, o que, por vezes, implica a destruicdo ou alteracdo
dos vestigios [4][6]. Deste modo, cabe, eventualmente, aos primeiros intervenientes
institucionais a recolha da informacao inicial para a determinagdo das circunstancias e eventual

avaliacao da natureza do crime [1].
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No que concerne a policia local, esta, apdés tomar conhecimento da ocorréncia e,
respetivamente, se deslocar ao local, tem as indispensaveis funcdes de isolar, determinar a
natureza do crime e reencaminhar o caso para os Orgaos responsaveis pela investigacao
criminal. Relativamente a definicdo dos varios tipos de crime, aplica-se a Lei da Organizacao
da Investigacao Criminal (Lei n°49/2008 de 27 de agosto). Por outro lado, o n°1 do artigo 262°
do Cdédigo de Processo Penal define a finalidade e o ambito do inquérito, estabelecendo que
a investigacao criminal “compreende o conjunto de diligéncias que visam investigar a existéncia
de um crime, determinar os seus agentes e a responsabilidade deles e descobrir e recolher provas,

em ordem a decisdo sobre a acusacdo” [1].

A primeira abordagem ao local do crime ocorre apds uma agdo por parte dos primeiros
membros policiais, que visa a reposicao da ordem publica, e é também levada a cabo pelos
intervenientes referidos. Esta abordagem incide na prevencao e protecao do local e de tudo o
que nele se encontra, através de medidas cautelares que intentam o isolamento e a
preservacdo dos mesmos. Posto isto, a abordagem inicial ao local do crime possui trés
objetivos centrais: a caraterizacdo sumaria do evento; o isolamento, preservacgao e controlo do
local do crime; e a recolha de informacao através da observacao atenta do local, da descricdo
da situacdo no local aquando da sua chegada e da identificacdo de pessoas e veiculos

presentes no mesmo, considerando que se devem separar as testemunhas, se as houver [1].

1.1.3. O exame ao local do crime

ApOs a realizagdo dos procedimentos referidos no ponto supra, da-se a comunicagao do
crime por parte dos primeiros intervenientes no local, devendo esta incluir dados como a
tipificacdo e caracterizacdo do evento, a determinacdo rigorosa da data/hora e do local e a
identificacdo do comunicante e da vitima. Tendo por base a informagdo fornecida, é destacada
uma equipa de inspecao judiciaria, de acordo com as carateristicas e exigéncias do caso em
questdo, que se deslocara até ao local do crime. Esta equipa tem a missdao de descobrir
elementos de prova que sirvam de auxilio a investigagdo, conduzindo a descoberta da verdade
material e, numa fase final, a reconstituicdo do evento. A inspecao judiciaria, no que toca a
prova material, decorre em duas fases que, embora distintas, sdo indivisiveis: a primeira

inclui a pesquisa e localizagdo de todos os vestigios de interesse criminalistico; e a segunda a
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recolha, preservacao, acondicionamento, armazenamento e transporte dos mesmos.
Tal como referido anteriormente, nesta etapa deve recorrer-se a um vasto conjunto de
metodologias técnico-cientificas, que serdo aplicadas de acordo com o tipo de vestigio em

analise [1].

1.2. Sangue

O sangue é um tecido conjuntivo liquido integrado no sistema circulatorio, presente em
humanos e animais e crucial a existéncia de vida. O seu papel é estudado desde a antiguidade
até aos tempos modernos, sendo este frequentemente considerado a “esséncia da vida".
O seu interesse na medicina € inegavel, o que implica que este seja alvo de multiplas analises,

visto ser uma enorme fonte de informacao [8].

Este fluido, cujo pH normal varia entre 7.35 e 7.45, é constituido por uma variedade de
células em suspensdao num meio liquido, denominado de plasma [9]. No organismo humano,
as suas principais fungdes sao de transporte e defesa, sendo que um adulto saudavel possui,
normalmente, entre 4 a 6L de sangue, o que representa aproximadamente 8% do seu peso

corporal [10].

1.2.1. Funcgoes bioldgicas do sangue

O sangue € bombeado pelo coracdo para os vasos sanguineos, que se estendem por todo
o corpo. Assim, devido a sua distribuicdo e as suas fun¢des, este desempenha um papel fulcral

na manutencao da homeostase [8].

Ao nivel do transporte, o sangue € conhecido, sobretudo, por transportar oxigénio até as
células e diéxido de carbono, produzido pelas mesmas, até aos pulmdes, onde sera
expelido [11]. Contudo, este faz a distribuicdo de outros compostos, que nao gases,
nomeadamente, nutrientes, eletrolitos, agua, produtos de degradacao, residuos metabdlicos,
medicamentos, moléculas reguladoras (hormonas e enzimas) e células de defesa [1][5]. Estas
substancias sdo encaminhadas para os 6rgaos alvo, onde atuardo de acordo com a sua fungao,

ou para érgaos encarregues de fazer a sua remocao, tais como os rins ou o figado [11].
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Por outro lado, este fluido participa também na regulagdo do pH e da osmose e na manutencao
da temperatura corporal, através da distribuicdo do excesso de calor, o que facilita a dissipacao

do mesmo [8].

Uma parte importante do sistema imunitario é constituida por células e produtos quimicos
do sangue, os quais atuam na defesa do corpo contra substancias estranhas, tais como
microrganismos e toxinas [1][4]. Mais ainda, é atribuida a este tecido a funcdo de coagulagéao,
isto &, a protegdo contra a perda excessiva de sangue aquando de uma lesdo. Assim, quando
os tecidos sdo danificados, os coagulos sanguineos representam a primeira fase para a

reparagao dos mesmos [8].

1.2.2. Componentes sanguineos

Tal como referido anteriormente, o sangue é constituido por células e fragmentos de células
envolvidos por uma matriz liquida. Esta porcao liquida é denominada de plasma e representa
55% do volume total de sangue. Por contraste, a porcdo celular constitui os restantes 45% e é
composta por glébulos vermelhos, glébulos brancos e plaquetas [6][7]. Os trés tipos de células
sanguineas mencionados derivam de uma Unica populacdo de células indiferenciadas,
localizadas na medula Ossea. Estas percursoras, posteriormente, sofrem diferenciagcdo durante

a hematopoiese [8][14].

1.2.2.1. Plasma

O plasma é um fluido transparente que, em circunstancias normais, tem uma coloracao
amarela clara e € composto por 91% de agua e 9% de proteinas, sais, lipidos e glucose [3][13].
E uma substancia coloidal, ou seja, é um liquido com substancias em suspensdo, que na sua
maioria sdo proteinas plasmaticas, tais como, albumina, globulinas e fibrinogénio, o qual
desempenha um papel importante na coagulacao [8][14]. Este liquido representa o principal
meio de transporte dos nutrientes, eletrélitos e hormonas até as células e dos produtos de
degradacao produzidos nas mesmas até aos orgdos responsaveis pela sua eliminacao [11].
Para além disso, o plasma é o meio de suspensdo das células sanguineas, permitindo as

mesmas uma deslocacao rapida até aos locais onde atuam e cumprem as suas fungoes [5].
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1.2.2.2. Eritrocitos

Os glébulos vermelhos, ou eritrécitos, sdo produzidos na medula 6ssea e representam a
componente celular mais abundante do sangue, o que se reflete em 4.8 a 5.4 milhdes de células
por milimetro cubico [9][14]. Durante a hematopoiese, os eritrocitos perdem o nucleo e alguns
organelos, nomeadamente, as mitocondrias. Juntamente com outras, esta é uma das causas
pelos quais apresentam uma curta vida, de 3 a 4 meses [12]. Ao envelhecer, estes perdem as

suas capacidades acabando por ser removidos da circulacao pelo figado e baco [11].

As reduzidas proporg¢des dos globulos vermelhos (7 a 8 um) e o seu formato bicdncavo,
permitem aos mesmos atravessar capilares de dimensdes bastante reduzidas. Para além disso,
a sua forma garante uma ampla area superficial, 0 que maximiza o transporte de oxigénio e
diéxido de carbono [11]. E também na membrana destas células que se encontram 0s

oligossacarideos que determinam os grupos sanguineos [5].

O componente principal dos eritrécitos € a hemoglobina, uma proteina pigmentada,
responsavel pela sua cor vermelha. Contudo, estas células contém também lipidos, adenosina
trifosfato (ATP) e a enzima anidrase carbonica [8]. A sua funcdo principal é o transporte de
oxigénio para os tecidos e de didxido de carbono dos tecidos para os pulmdes, sendo esta,
maioritariamente, desempenhada pela hemoglobina [3]. Esta molécula é constituida por
quatro cadeias polipeptidicas, cada uma ligada a um grupo heme com um ido ferro na posicao
central (Figura 2). Tendo em conta que cada grupo heme consegue estabelecer uma ligacao
ao oxigénio, uma molécula de hemoglobina é capaz de transportar quatro moléculas de
oxigénio. Todavia, existem alguns produtos téxicos com elevada afinidade para o grupo heme,
tais como o monodxido de carbono e o cianeto, ambos extremamente prejudiciais para o ser
humano [3][12]. Embora ndo possuam ADN, estas células, devido a presenca da hemoglobina,
sdo extremamente importantes para analises forenses, mais concretamente, no campo da

detecdo de sangue.
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Figura 2. Estrutura de uma molécula de hemoglobina (esquerda) e do grupo heme (direita) [15].

1.2.2.3. Leucdcitos

Em contraste com os eritrocitos, os globulos brancos ou leucécitos, ndo contém
hemoglobina, mas sdo nucleados. Estas células esbranquicadas e esféricas séo,
predominantemente, produzidas nos tecidos linfoides e medula 6ssea e podem ser divididas
em dois grandes grupos: os granulécitos e os ndo granuldcitos, de acordo com a visibilidade
dos organelos celulares [2][6]. Existem cinco tipos de leucdcito, sendo estes, os neutrofilos,
eosinodfilos, basofilos, linfocitos e mondcitos. Embora diferentes todos estes desempenham um
papel crucial na defesa do organismo, atuando, sobretudo, fora dos vasos sanguineos [5]. Na
sua totalidade correspondem a aproximadamente 1% da por¢ao celular do sangue, o que

equivale a cerca de 5000 a 7000 leucécitos por milimetro cubico [14].

Os leucdcitos, no geral, atuam na defesa do corpo contra microrganismos invasores e na
remocao de células mortas e de corpos estranhos do organismo [8]. Aquando de uma infecdo,
estes acumulam-se no local, fagocitando bactérias, corpos estranhos e células mortas. Apds
este processo os leucdcitos morrem e, juntamente com outras substancias, formam um fluido
chamado de pus [8]. Além das func¢des supramencionadas, estes participam também na
remocao de pequenos coagulos de sangue, de eritrocitos em fim de vida e de residuos de

outras particulas [11].
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Atualmente, os glébulos brancos sdo os Unicos componentes sanguineos com utilidade na
analise de ADN, seja este nuclear ou mitocondrial [14]. A individualizagdo de um sujeito é
obtida através do ADN nuclear, o qual resulta de um processo de recombinagdo, contendo
uma mistura do material genético da mae e do pai. Ao contrario do ADN nuclear, o ADN
mitocondrial (mtADN) é uma heranca da mae. Assim, excluindo eventuais mutacdes, a
sequéncia de mtADN de irmaos e de todos os parentes maternos é idéntica. Esta caracteristica
pode ser util para a identificacdo de restos mortais em que se conhece a linhagem materna,
sendo esta utilizada como referéncia, para comparacao. Para além disso, visto que numa célula
existe maior nimero de copias de mtADN do que de ADN nuclear, este pode representar a
solugdo para casos em que existe pouco ADN nuclear ou 0 mesmo se encontra extremamente

degradado [16].

1.2.2.4. Plaquetas

As plaquetas, ou trombdcitos, sdo células anucleadas com uma forma irregular e dimensdes
muito reduzidas [6][8]. Derivam dos megacariocitos e tém cerca de 5 a 9 dias de vida, sendo
que, normalmente, existem entre 250 000 a 400 000 plaquetas por milimetro cubico de sangue.
A sua acdo esta fortemente relacionada com a hemostase, ou seja, a suspensdao de uma
hemorragia. As fun¢des que desempenham sdo imprescindiveis para o organismo,
nomeadamente na prevencao de perdas de sangue através da formacao do rolhdo plaquetario,
capaz de fechar orificios nos vasos mais pequenos, e da ativacao dos processos de coagulacao

sanguinea [8][9].

A rutura de um vaso sanguineo deixa as plaquetas expostas ao colagénio, presente nas zonas
mais exteriores dos vasos, o que fard com que estas aumentem o seu tamanho e se tornem
ainda mais irregulares. Simultaneamente a sua alteragcdo estrutural, ficam pegajosas e
comecam a aderir as fibras presentes nas paredes do vaso, o que, em vasos menores, pode
controlar com eficacia a perda de sangue. Para além disso, libertam substancias que causam

vasoconstricao, diminuindo a quantidade de sangue perdido [14].

11
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1.2.3. Propriedades fisicas do sangue

O sangue é um fluido opaco e viscoso, cuja cor varia de acordo com a quantidade de
oxigénio presente. Isto é, quando existe pouco oxigénio no sangue, este é vermelho escuro e,
por contraste, quando tem muito oxigénio é vermelho alaranjado [13]. Sendo este um liquido,
nao tem uma forma prdpria, ou seja, ajusta-se ao ambiente onde se encontra [10]. Embora,
nos liquidos, as moléculas se consigam mover livremente, o espago existente entre elas

permanece constante, a ndo ser que ocorram altera¢des de pressdo ou temperatura [11].

Conhecer as propriedades fisicas de um liquido é de extrema importancia para a
compreensdo do seu comportamento. Assim sendo, relativamente ao sangue, estas podem
explicar as carateristicas de voo e os padrdes de manchas produzidos, ambos bastante
importantes no contexto de local do crime. Neste sentido, existem trés propriedades

particularmente importantes: viscosidade, tensdo superficial e densidade relativa [10].

1.2.3.1. Viscosidade

A viscosidade resulta da atragdo mutua entre moléculas, que cria resisténcia a alteragdo de
forma ou de fluxo [13]. De uma forma mais simples, pode dizer-se que esta reflete a
consisténcia de um liquido, isto é, se € mais ou menos espesso [5]. A viscosidade do sangue
resulta do facto de existirem nas membranas dos eritrécitos elevadas concentracdes de acido

sialico, o qual produz uma forte carga eletronegativa [11].

De acordo com o seu comportamento, os fluidos podem ser classificados em Newtonianos
ou nao-Newtonianos. Deste modo, um fluido Newtoniano € aquele cuja viscosidade () €
constante, ndo apresentando variagdes no tempo, e a tensao (t) € diretamente proporcional a

taxa de deformacdo (y), tal como acontece, por exemplo, com a agua [13][17]:

T=p.y (1.1)

Contrariamente, a viscosidade dos fluidos ndo-Newtonianos varia quando € aplicada uma
forca, ndo existindo proporcionalidade entre a tenséo e a taxa de deformacao [11]. No geral, o
sangue representa um fluido ndo-Newtoniano onde sdo formadas gotas individuais devido a
coesdo interna, ou seja, a atracdo entre moléculas do mesmo corpo, demonstrando uma

elevada estabilidade durante o voo [17].

12
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1.2.3.2. Tensao superficial

No sentido de entender o conceito de tensdo superficial e a forma como esta influéncia o
sangue, é importante esclarecer os conceitos de adesado e coesdo. Assim sendo, a adesdo é
definida como a tendéncia de moléculas diferentes se ligarem por forgas intermoleculares. Um
exemplo deste fendmeno serd uma gota de sangue fixada numa parede ou numa faca. Por
outro lado, a coesdo é a tendéncia de moléculas semelhantes se ligarem pela acdo das forcas

intermoleculares [10].

Os liquidos sao substancias nao rigidas onde as moléculas se movem livremente. Contudo,
em condigdes controladas, o espaco entre elas é constante e as atragdes elétricas existentes
geram forgas coesivas. Assim, num recipiente, as moléculas de liquido sdo atraidas igualmente
por todos os planos adjacentes. Tal ndo se aplica as moléculas de superficie, onde as forcas
coesivas sdao mais intensas. Nesta situacdo, de forma a minimizar a superficie exposta, as
moléculas procuram atingir o arranjo mais estavel e menos energético. Como consequéncia,
existe o aumento das forcas coesivas na zona superficial, fendmeno ao qual se da o nome de

tensao superficial [11].

De forma simplificada, pode dizer-se que a tensdo superficial estabelece a resisténcia de um
liquido a separacdo ou penetracdo. Esta grandeza é expressa como forca por unidade de

comprimento ou energia por unidade de area [11].

Antes de sair de uma ferida ou superficie corporal, a massa e a gravidade de uma gota de
sangue tém de superar a sua tensdo superficial. Mais ainda, as forgas coesivas associadas a
esta sdo responsaveis pela forma esférica das gotas durante o voo e a manutencao dessa forma
deve-se, sobretudo, a viscosidade. Quando em queda, a agdo da forca da gravidade, a

resisténcia do ar e os movimentos intermoleculares levam a alteracdes da forma [10].

1.2.3.3. Densidade relativa

Outrora conhecida como gravidade especifica, a densidade relativa é uma medida de
comparagdo que define a razdo entre a densidade de uma determinada substancia e a
densidade a da &gua, que é 1g/cm>. Tendo em consideracdo que esta medida é o resultado de

uma razdo onde ambos os fatores tém as mesmas unidades, estas cancelam-se, ou seja,
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a densidade relativa ndo tem unidades. Sendo a dgua o termo de comparacao, pode dizer-se
que compostos com densidade inferior flutuam nela, enquanto que, compostos com
densidade superior afundam. No caso do sangue, este tem uma densidade relativa de

1.06 [11].

1.3. Importancia do sangue no contexto de local do crime

1.3.1. O vestigio bioldgico sangue em local do crime

Em local do crime é bastante comum a presenca de vestigios de natureza biologica, os quais
sdo recolhidos apds ser efetuada uma interpretacdo cuidada dos acontecimentos que possam
ter ocorrido e a devida valoracdo dos mesmos. No geral, este tipo de vestigio representa uma
boa fonte de ADN e, portanto, tem elevado valor probatério. Contudo, estes sdo extremamente
frageis e podem encontrar-se danificados ou degradados, devendo, por isso, ser rapidamente
recolhidos e preservados, de forma a manter a sua integridade e, consequentemente,

valor [1].

Os vestigios biologicos integram os fluidos corporais como sangue, sémen, saliva, secre¢des
vaginais ou qualquer outra fonte de ADN, como ossos, dentes, unhas e tecidos [18].
Contudo, a introdugdo do ADN é relativamente recente no contexto forense, sendo que, antes
desta revolucado, a biologia forense baseava-se, sobretudo, na analise das diferencas de classe
no sangue humano, tal como sdo exemplo os grupos sanguineos ABO e as variacdes nos
antigénios sanguineos [19]. Associados as varias classes existem multiplos estudos estatisticos,
que estabelecem a probabilidade de encontrar uma determinada caracteristica numa

populacao [18].

O sangue, devido ao alargado leque de informacdes que contém, é considerado um dos
vestigios mais importantes em local do crime [20]. Este, para além de ser tao individualizador
quanto uma impressao digital, pode fornecer informacao sobre a sequéncia de eventos do
crime, permite a identificacdo de infe¢des e doengas e a detecdo de substancias toxicas e
estupefacientes [1]. Assim sendo, na presenca deste vestigio, é extremamente importante
determinar a sua origem. Por outro lado, o sangue pode ser encontrado em multiplos
substratos, nomeadamente, no chdo, numa parede, num objeto presente no local, na arma do

crime, nas roupas usadas pela vitima ou pelo suspeito, ou mesmo no corpo dos mesmos.
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Mais ainda, este pode encontrar-se fresco, seco, parcialmente degradado ou putrefeito. Por
vezes, pode haver uma quantidade muito reduzida de sangue, limitando ou impedindo as
analises que podem ser realizadas ao mesmo [9]. Tendo em consideragao estes fatores, torna-
se evidente a importancia de uma colheita e preservacao adequadas, acompanhadas da devida
documentacao das amostras recolhidas [19]. Para tal, é necessario um complexo treino e

experiéncia por parte dos técnicos forenses [21].

1.3.1.1. Pesquisa

Tipicamente, e de acordo com o manual de procedimentos de inspegao judiciaria, a pesquisa
de vestigios hematicos é realizada com o auxilio de fontes de luz forense e de testes

presuntivos e indicadores apropriados para o efeito [1].

Uma mancha de sangue relativamente recente, sem a acao de interferentes, tem uma cor
vermelha-acastanhada associada a um leve brilho. Contudo, devido as alteracbes climaticas e
a acao humana a que pode estar sujeita, a mancha podera assumir multiplas coloragdes.
Da mesma forma, também a superficie onde se encontra o vestigio hematico pode provocar
mudancas estéticas drasticas. Nos varios cenarios possiveis, a idade da amostra pode ser um
fator limitante, visto que, com o decorrer do tempo, o sangue fica sujeito a mais
interferéncias [22]. Tendo em conta esta informacdo, existem varios materiais e compostos
capazes de ser confundidos com sangue, dai ser importante estabelecer essa diferenca
anteriormente a recolha de amostras. Para além disso, considerando que alguns vestigios
podem ser de natureza animal, deve ser efetuado um teste de confirmacdo para a espécie
humana [1]. Em suma, durante a pesquisa, as manchas ndo devem ser classificadas de acordo

com a cor e carater, pois nem sempre estas seguem um padrdo comum.

Um técnico de local do crime pode encontrar vestigios de sangue em lugares e materiais,
aparentemente, ilimitados. Apds a ocorréncia de um crime, num local fechado, é frequente a
presenca de manchas no chdo, nas paredes, ou mesmo no teto. Nestas circunstancias,
é possivel que os criminosos tentem, imediatamente, eliminar o sangue do seu corpo e roupa,
limpando-se impulsivamente na mobilia proxima, o que, em determinados materiais, pode
gerar vestigios de dificil detecdo. Para além disso, em cenas de crime extremamente

sangrentas, podem ser encontradas pegadas do suspeito em varias superficies, assim como
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manchas de sangue no calcado do mesmo, ambos bastante importantes para provar a

presenca deste no local [19].

Aquando da pesquisa, deve ser aplicada uma fonte de luz branca obliquamente a superficie
examinada, sendo que, por vezes, as manchas podem ser mais evidentes quando expostas a
radiagdo no visivel, de diferentes comprimentos de onda [22]. Em situagdes em que existe uma
tentativa de lavagem e de ocultacdo dos vestigios de natureza hematica, estes passam a estar
presentes de uma forma latente, o que torna a sua dete¢do bastante dificil. Deste modo, se
existir uma forte conviccao da investigagdo criminal relativa a existéncia dos referidos vestigios,
mas os mesmo ndo forem detetados pelos métodos acima descritos, devem ser aplicados
reagentes especificos para a revelagdo de manchas latentes, como o luminol. Contudo, tendo
em conta que estes produtos quimicos podem diluir a amostra e destruir os padrdes, os
mesmos devem ser utilizados com a maxima precaucao. Em superficies pequenas, o reagente

de verde de leucomalaquite pode representar uma alternativa viavel [1].

A busca realizada pelos profissionais de investigacdo deve contemplar todo o local, incluindo
zonas menos visiveis, moveis e utensilios nele presentes. Relativamente a pesquisa de sangue
em roupas, esta deve ser realizada com especial pormenor, sendo comum que estas tenham
sido lavadas apds o crime, tornando as manchas menos evidentes. Assim, dependendo da
peca, € importante verificar, por exemplo, as costuras, o forro, os bolsos e o interior das

mangas [19].

1.3.1.2. Documentacao

A documentacédo é crucial para a compreensao e perce¢ao de tudo o que foi encontrado e
realizado no local do crime e garante o valor probatorio dos vestigios recolhidos. Mais ainda,
uma documentacdo adequada representa um forte auxilio a interpretacao e reconstrucao do

local [20][21].

Uma das formas mais simples e eficazes de documentacao para os varios intervenientes da
investigagao é a anotagdo. As notas retiradas podem incluir informacao sobre a condigao dos
vestigios e o material utilizado no seu acondicionamento, descrever as manchas

encontradas e apresentar os resultados dos testes presuntivos e confirmatérios realizados.
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Este tipo de dados pode ser importante para suportar as conclusdes dos relatérios, ou mesmo

servir de auxilio a meméria do técnico para eventuais testemunhos em tribunal [21].

Qualquer que seja o crime em questdo, o local e todos os vestigios encontrados devem ser
documentados fotograficamente. Este método permite registar detalhes complexos e objetos
de varios tamanhos em escala ou em tamanho real. No caso dos vestigios de sangue,
dependendo da superficie onde este se encontra, podem ser utilizados filtros para facilitar a
visualizacdo das manchas. Um exemplo frequente é a utilizagdo de um filtro infravermelho para
a documentacdo de manchas de sangue em superficies escuras [19]. Para além disso, devem
ser obtidas fotografias gerais, de médio alcance e também fotografias aproximadas dos
padrdes de sangue pertinentes, sendo, neste caso, bastante importante a adicdo de uma escala
para questdes de interpretacao do padrao [22]. A escala permite conhecer o tamanho real de
salpicos, impressdes de calgado e impressdes digitais, assim como realizar a andlise e

comparacao de padrdes [20].

Atualmente, a fotografia € um dos métodos de documentacao mais importantes e Uteis nos
varios cenarios possiveis. Contudo, esta estabelece apenas distancias relativas entre objetos e
detalhes e pode, por vezes, distorcer as relagdes espaciais entre os mesmos [19]. Deste modo,
é importante incluir nos relatérios esbocos com medigdes exatas. Cada mancha deve ter um
numero de identificacdo Unico e as suas carateristicas e localizacdo devem ser documentadas
tendo em conta o numero que lhe foi atribuido [21]. Para além disso, a utilizagdo de tecnologias
como o laser scanner 3D, permite digitalizar todo o local do crime e fazer registos
extremamente precisos das areas que contém vestigios de sangue, dando origem a modelos

3D virtuais para posteriores analises [20].

Quando o sangue é um dos vestigios predominantes no local, pode ser relevante a gravacao
em video. Este procedimento facilita a compreensao das relaces existentes entre os padroes
encontrados e as manchas que os constituem. Por outro lado, permite registar e seguir rastros
que podem pertencer ao suspeito, ou mesmo mostrar a disposicdo de varias areas
relevantes [19]. Nestas situacdes deve manter-se a zona filmada com uma iluminacdo

adequada, podendo, para tal, recorrer-se a fontes de luz.

Um método de documentacao transversal a todo o tipo de vestigios é a cadeia de custodia.

Esta contém todas as informagdes pertinentes sobre uma dada amostra e deve acompanhar a
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mesma desde a sua recolha. O seu papel é, sobretudo, documentar temporalmente o
movimento das provas e quem esteve na sua posse, de forma a garantir a integridade e
seguranca destas. Este procedimento pode contribuir para a prevencdo de contaminagdes e
adulteracbes de prova até ao momento da sua apresentagdo em tribunal. Os documentos da
cadeia de custddia devem ser preenchidos aquando da recolha dos vestigios e apds serem

utilizados os métodos de documentacao acima referidos [19].

1.3.1.3. Recolha e manuseamento de amostras

Uma vez documentados todos os vestigios encontrados no local, pode ser iniciada a fase de
recolha. Tal como todos os procedimentos realizados pelos profissionais de investigagao,
também este deve ser realizado cautelosamente, sendo que estd em causa a integridade e o
valor probatério do vestigio. Assim sendo, o processo de recolha deve comecar com os
vestigios mais frageis ou suscetiveis a interferéncias [19]. O sangue pode enquadrar-se neste
perfil e, portanto, é recolhido prioritariamente. Para a sua colheita devem ser utilizadas
ferramentas devidamente esterilizadas. Quando o sangue encontrado nao esta totalmente
seco, deve ser recolhido e deixado secar naturalmente sendo que, se for possivel, deve ser
levado o objeto onde se encontra a mancha. Ao extrair uma amostra de sangue de uma
determinada superficie, é importante obter amostras do substrato como controlo. Estas podem
ser especialmente Uteis se forem detetadas misturas de ADN na amostra de sangue, podendo

existir, por exemplo, células epiteliais no substrato [21].

O acondicionamento depende de varios fatores, ou seja, de acordo com as carateristicas dos
vestigios e da superficie existem embalagens e técnicas de preservacao especificas.
Relativamente ao sangue, este nunca deve ser colocado em recipientes herméticos, visto que
pode acumular-se humidade no seu interior, a qual provoca a degradagao e contaminagao das
amostras [22]. Assim sendo, existem varias formas de recolher amostras secas, nomeadamente
com recurso a uma zaragatoa, raspagem, extracao com fita, eluicdo ou recuperagdo do objeto.
Quando sdo utilizadas zaragatoas, estas devem ser humedecidas com agua destilada e, apds a
recolha, colocadas num recipiente que permita a secagem da amostra sem contaminagao. Os

rétulos devem ter em atencao a ordem de recolha [21].
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Para a raspagem é necessario um instrumento afiado e esterilizado, capaz de remover o
sangue da superficie onde se encontra. Este é entdo colocado num saco de papel, o qual é
armazenado num pacote secundario. Uma vantagem deste método é o facto de ndo diluir a
amostra, ou seja, facilita a analise de ADN [21]. O método de extracdo com fita requer a
aplicacdo de uma forca no lado ndo aderente, para garantir o maximo de contacto entre a fita
adesiva e o sangue. Contudo, o sucesso desta técnica depende bastante da superficie onde se
encontra a mancha [21]. O ultimo recurso sera a eluicdo da amostras, sendo esta feita com
recurso a uma solucdo salina, que fara a dissolucdo da mancha, posteriormente transferida

para um tubo estéril [21].

Quando se trata de sangue fresco, as opgdes sdo mais reduzidas. O método mais comum é
a utilizagdo de um material absorvente diretamente em contacto com a mancha, sendo que,
de seguida, a amostra deve secar naturalmente num local onde a contaminacao e degradacao

sejam minimas [21].

As amostras referéncia das vitimas e suspeitos sao recolhidas para tubos de tampa roxa com
EDTA (4cido etilenodiaminotetraacético), especificos para sangue. E recomendada a extracdo
de 3uL de sangue total. Alternativamente e mais comum, é a utilizacdo de uma zaragatoa bucal
para o interior da bochecha, a qual permite a obtencao de uma amostra de referéncia de ADN,

que sera usada para comparacao com os vestigios hematicos recolhidos [21].

1.3.1.4. Transporte e armazenamento

Antes de serem transportados para os seus destinos, todos os vestigios devem ser
verificados de forma a certificar que os mesmos estao corretamente acondicionados e nao
serao danificados durante o percurso. Relativamente aos vestigios hematicos, estes devem ser
armazenados a temperatura ambiente, sem exposi¢do a calor ou humidade excessivos, e
enviados para as entidades competentes pela sua analise o mais rapidamente possivel [19].
Quando se trata de roupas ou tecidos, estes devem ser inicialmente acondicionados em folhas

de papel e mantidos em embalagens do mesmo material [1].
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1.3.2. Analise de ADN

O ADN (acido desoxirribonucleico) é um polimero formado por nucleétidos, que apresenta
uma estrutura em dupla hélice, e pode ser encontrado no nucleo das células. Salvo raras
situacdes, o ADN é idéntico em todas as células, ndo muda durante a vida e é Unico para cada
individuo [23]. Os nucleétidos sdo as unidades fundamentais da molécula de ADN e sdo
formados por uma pentose (desoxirribose), um grupo fosfato e uma de quatro bases azotadas,
nomeadamente, adenina, citosina, timina ou guanina. Estas unidades estao ligadas entre si por
ligacdes fosfodiéster. Por sua vez, as bases encontram-se no interior das cadeias
polinucleotidicas e estabelecem ligagcdes quimicas fracas, denominadas pontes de hidrogénio,
de acordo com a sua complementaridade, isto &, timina-adenina e citosina-guanina
(Figura 3) [24]. O ADN tem como funcao principal a codificacdo da informacdo genética
essencial para a formacao e funcionamento normal dos sistemas vivos. Esta informacdo, nos
humanos, esta inserida em 46 cromossomas, formando 23 pares, sendo que os gametas
possuem apenas 23 cromossomas, ou seja, cada cromossoma de um par é herdado de um dos
progenitores [12]. Um desses pares é constituido pelos cromossomas sexuais (X e Y) e permite
estabelecer o sexo de um individuo. Os 22 pares restantes sdo chamados de autossomicos e
sao homologos em ambos os sexos. A localizagdo fisica de um gene num cromossoma €
chamada de locus. Quando um individuo é definido como homozigético para uma
determinada caracteristica significa que possui alelos idénticos num locus especifico dos
cromossomas homoélogos, ou seja, herdou o mesmo alelo de ambos os progenitores. Por

contraste, se os alelos forem diferentes o individuo é considerado heterozigético [25].

As regides do ADN que codificam e regulam a sintese de proteinas sdo chamadas de genes.
Atualmente, sabe-se que o genoma humano contém apenas 20 000-25 000 genes e que
apenas cerca de 1.5% do genoma esta diretamente envolvido na codificacdo de proteinas.
Ainda assim, aproximadamente 23.5% do genoma é classificado como sequéncia génica,
visto que, apesar de ndo codificar proteinas, contém varios elementos envolvidos na regulagao
dos genes. A restante por¢do do genoma é constituida por ADN extragénico, que se subdivide
em ADN de cépia Unica e ADN repetitivo. Dentro da porcao repetitiva existem, essencialmente,
dois grupos: repeticdes agrupadas, ou em tandem, e repeticbes dispersas. No presente
contexto, sdo particularmente importantes as repeticdes tandem visto serem herdadas dos

progenitores e apresentarem elevado polimorfismo [26].
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Figura 3. (A) Estrutura de um nucleétido composto por desoxirribose, grupo fosfato e base azotada,
neste caso adenina; (B) esquema da complementaridade de bases e estrutura do ADN, com duas cadeias

antiparalelas dispostas em dupla hélice. Adaptado de [12][24].

Quando nos referimos a andlise de ADN para fins forenses, comumente, associamos a
identificacdo de vitimas e agressores em crimes violentos, como a violagdo ou homicidio.
Contudo, esta técnica ndo se cinge a este tipo de delitos, sendo também aplicada, por exemplo,
em casos de roubo ou para a identificagdo de remetentes de cartas de ameaca. Ainda neste
contexto, a andlise de ADN por ser utilizada para testes de paternidade ou para estabelecer
ligagdes entre familiares [23]. As suas potencialidades sdo infindas, tanto a nivel médico como

forense, levando a que a molécula de ADN seja alvo de constantes e intensos estudos.

Gregor Mendel, conhecido como o pai da genética, publicou entre 1865 e 1866 a teoria
mendeliana, que se revelou o ponto partida para a genética moderna e para a compreensao
da hereditariedade. Ainda assim, sé em 1953 foi descrita a estrutura da molécula de ADN, pelos
cientistas James Watson e Francis Crick. Nos anos que se seguiram, foi também descoberto
que o material genético contém um total de 46 cromossomas e que existem pequenas
variacdes entre individuos diferentes. Todas estas constatagdes foram cruciais para que, em
1985, Sir Alec Jeffreys verificasse que existem algumas sequéncias de ADN se repetem
multiplas vezes em diversos locais da molécula, as quais variam entre individuos.
Conjuntamente, desenvolveu uma técnica capaz de analisar a variagdo do comprimento destas

sequéncias, introduzindo a identificacdio humana através da analise de ADN.
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Também nesta altura, Kary Mullis desenvolveu a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
que permite a analise forense de quantidades bastante reduzidas de ADN, aumentando

significativamente a sensibilidade dos métodos de analise [27] .

Atualmente, a analise de STR's (Short Tandem Repeats) é o método mais comum de analise
de ADN devido ao facto de estas sequéncias serem altamente polimorficas e poderem ser
amplificadas por PCR. Contudo, em determinados casos pode tornar-se relevante a analise de
ADN mitocondrial, de marcadores STR associados ao cromossoma Y (apenas possivel em
individuos do sexo masculino) ou de SNP's (Single Nucleotide Polymorphisms). E relevante
referir que, no que concerne aos testes presuntivos, a sua aplicacdo deve causar o menor dano

possivel ao material genético, possibilitando a extragdo de perfis genéticos.

1.3.3. Interpretacao de padroes de manchas de sangue

De acordo com a International Association of Bloodstain Pattern Analysis (IABPA), a analise
de padroes de manchas de sangue (BPA) é o estudo da forma, localizagdo e distribuicdo das
mesmas, com o objetivo de determinar os eventos que Ihes deram origem, através da aplicacdao
de conceitos de biologia, bioquimica, fisica e matematica [7][8]. Esta informacdo, juntamente
com outros dados obtidos durante a investigacdo do crime, permite a reconstrucdo do
incidente e a avaliacdo de depoimentos prestados por vitimas, testemunhas ou suspeitos
[9][10]. Enquanto técnica forense, o seu foco é a colheita, categorizacao e interpretacao das
manchas de sangue presentes no local do crime. Deste modo, podemos referir-nos a mesma
como um método de analise de vestigios, ou seja, esta rege-se pelo principio das trocas de

Locard [28].

Tendo em conta o cariz da analise, existem varios pressupostos que lhe estdo inerentes,
nomeadamente: o sangue comporta-se de acordo com a mecanica dos fluidos e as leis da
fisica; os padroes de manchas de sangue sdo reprodutiveis e previsiveis; as carateristicas fisicas

de uma mancha estdo sempre suscetiveis a alteragdes [28][14].

A utilidade da analise de padroes de manchas de sangue é incontestavel dado que através
deste método é possivel obter bastantes informacdes sobre os eventos que ocorreram no local
do crime, que dificilmente seriam conhecidas de outro modo. Dentro do leque de informagdes

contidas nestes padrdes sao de destacar:

22



Comparagdo de testes para detegdo de sangue [N

o O angulo de impacto;

o A natureza do objeto utilizado para a realizacao do crime;

o A quantidade de forga aplicada, sendo que quanto maior esta for, menor sera a mancha
produzida;

o A diregdo de aplicacao de uma forga, reconhecida através do estudo da dire¢do de voo
do sangue. A cauda das manchas, denominada "cast-off", indica a direcdo em que o
sangue estava a viajar até atingir uma dada superficie;

o O ndmero minimo de golpes proferidos;

o As posicdes relativas da vitima, do suspeito e de alguns objetos relevantes;

o Movimentacdo de objetos apds o crime, indicada por areas “limpas” rodeadas de
manchas de sangue;

o Sequéncia de eventos associados a um crime, determinada através da sobreposicao de
padroes;

o Mao que infligiu os golpes [10][11].

Assim sendo, o objetivo final da utilizacdo desta técnica prende-se com descricdo dos
eventos associados a pratica de um crime, estabelecendo também a natureza das agdes
delituosas, o local onde decorreram, as movimentacdes e o papel dos sujeitos envolvidos.
Contudo, sempre que possivel, a sequéncia proposta deve ser corroborada por outros
procedimentos forenses, designadamente, analises de ADN de manchas estratégicas e
relatérios elaborados pelo médico legista, relativos a autopsia da vitima [9][10].
Por vezes, a presenca de padrdes sobrepostos pode representar uma forte limitagdo na medida
em que dificulta a interpretagdo dos varios acontecimentos. Portanto, nestas circunstancias, é
relevante para o investigador entender, inicialmente, o local do crime como um todo e,
posteriormente, ap6s adquirir uma nogdo geral sobre o mesmo, diferenciar e analisar os

padrdes individualmente [5].

Embora a presenca de sangue no local do crime seja comum desde os primeiros casos de
investigagdo criminal, durante muitos anos o potencial deste vestigio foi negligenciado.
Ainda assim, tendo em consideragdo a sua natureza, é inevitavel tentar estabelecer uma relagdo
entre a sua presenca num determinado local e a ocorréncia de um crime. Deste modo, ao longo

dos anos, varios investigadores procuraram obter informacao através da analise de padrdes de
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manchas de sangue, independentemente de, na altura, esta ndo ser uma técnica validada e

aceite pela comunidade [14].

Um dos primeiros e mais relevantes estudos realizados neste contexto foi efetuado em 1895
pelo Dr. Eduard Piotrowski. No seu trabalho, o autor discute a importancia da analise de
manchas de sangue e, de entre as conclusdes obtidas, sdo de destacar o facto de a forca
aplicada sobre o alvo se refletir nos padrdes de sangue gerados e a existéncia de uma relagao
entre a cauda de uma mancha e a direcao de voo da gota aquando do impacto [28].
Nos anos que se seguiram, surgiram inUmeros trabalhos sobre o tema, dos quais se pode
realgar a investigacao realizada por Balthazard e colegas, onde constataram que o angulo de
impacto pode ser determinado através da largura e do comprimento de uma mancha de

sangue [9][10].

O inicio da aceitacdo e consequente introducdo desta técnica na investigagdo criminal
deu-se em 1955, quando Dr. Paul Kirk, no ambito do caso State of Ohio vs. Samuel Sheppard,
utiliza a analise de padrdes de manchas de sangue para determinar a posicdo relativa do
ofensor em relagdo a vitima no momento do ataque [11]. O seu sucesso viria a ser marcante
para a utilizagdo desta técnica, a qual, gradualmente, passou a ter valor probatério perante o
tribunal. Dai por diante, o progresso cientifico neste campo tem sido constante, sendo que,
em Portugal, os primeiros peritos em analise de padrdes de manchas de sangue foram

formados no ano de 2006.

A implementacdo deste método de andlise implica a utilizacdo de um sistema de
classificacdo que tem por base as carateristicas fisicas das manchas de sangue.
A utilizagdo de uma linguagem comum na comunidade permite a compreensao de relatérios
e depoimentos pelos varios profissionais envolvidos no caso. Contudo, atualmente, existem
multiplos sistemas de classificagdo, propostos por diferentes autores, ou seja, nem sempre
existe unanimidade na forma como as manchas sao caraterizadas [18]. Apesar das divergéncias,
os varios sistemas existentes apresentam uma estrutura de divisdo semelhante, tendo em
consideracdo os seguintes fatores: dispersao de sangue devido a aplicagdo de uma forga;
ejecdo de sangue como consequéncia de um objeto em movimento; ejecdo de sangue sob
pressdo; dispersdo de sangue devido a forca da gravidade; acumulacdo ou escorréncia de

sangue numa superficie; transferéncia de sangue [5][30].
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Os métodos de classificagdo mais conhecidos foram propostos por Bevel & Gardner, em
Bloodstain Pattern Analysis with an Introduction to Crime Scene Reconstruction (2008), e James
& Kish, em Principles of Bloodstain Pattern Analysis (2005). O primeiro tem como critério
principal a aparéncia geral da mancha enquanto que o segundo se foca nas carateristicas fisicas

das manchas, mais concretamente nos mecanismos que estiveram na sua origem [5].

Em Portugal, o sistema de classificacao utilizado é o aconselhado pela IABPA, que se baseia
na terminologia proposta pelo Scientific Working Group for Bloodstain Pattern Analysis
(SWGSTAIN). A aplicacdo da nomenclatura apropriada depende de uma correta analise por
parte dos peritos, sendo que as manchas sdo tipicamente distribuidas em trés grandes grupos,
de forma semelhante a classificacdo proposta por James & Kish (Figura 4). Assim sendo, as
manchas podem ser definidas como passivas, quando o sangue esta somente sujeito a forca
da gravidade e a resisténcia do ar. Em contraste, as manchas de salpicos sdo produzidas através
da aplicagdo de uma forca externa na fonte ou devido a um impacto sobre a mesma. Por ultimo
as manchas podem ser classificadas como alteradas, quando o seu aspeto indica que foram

sujeitas alteragdes fisicas ou fisiologicas, causadas por condi¢cdes ambientais, ou néo.

Figura 4. Sistema de classificagdo proposto por James & Kish. Adaptado de [10].
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1.4. Testes presuntivos

Tipicamente, ao pensar em manchas de sangue atribuimos as mesmas uma coloragdo em
tons de vermelho. Contudo, de acordo com a idade, o ambiente e o substrato onde estas se
encontram, a sua cor pode apresentar inUmeras variagdes [22]. Por contraste, nem todas as
manchas vermelhas sdo sangue, visto que existem multiplos liquidos, como tintas, molhos,
corantes ou mesmo agua com 6xido de ferro, cujo aspeto € semelhante [7]. Assim sendo, na
investigacao forense, de forma a poupar tempo e recursos, é crucial estabelecer quais as
amostras hematicas. De forma a solucionar o problema referido, foram criados testes
presuntivos, capazes de simplificar a pesquisa e analise de manchas de sangue. Deste modo,
ao encontrar uma mancha suspeita, e antes de proceder a recolha e processamento da mesma,
é realizado um teste presuntivo, que aumenta o nivel de confianca dos técnicos relativamente

a sua natureza [3][4].

Embora o papel principal da hemoglobina seja o transporte de oxigénio as varias regides do
corpo, esta, devido a sua capacidade de mimetizar o funcionamento das peroxidases, é
frequentemente utilizada para catalisar determinadas reacbes [18]. Os testes presuntivos,
tomando proveito desta carateristica, utilizam a hemoglobina, seja ela humana ou animal, para
catalisar a oxidagdo de um composto cromogéneo, induzindo uma mudanca de cor [21].

A reagdo quimica que representa este fenomeno é:
RH, + H,0, > R+ 2H,0 (1.2)

Nesta transformacdo, o grupo heme catalisa a decomposicdo do peréxido de hidrogénio

(H20>), o qual oxidara o reagente incolor RH, no produto R colorido [31][32].

Os testes sdo, na generalidade, bastantes sensiveis, podendo detetar facilmente quantidades
extremamente reduzidas de sangue [22]. No entanto, apesar da sua utilidade, estes sao
meramente presuntivos para a presenga de sangue, o que implica que sejam realizados testes
de confirmagdo as amostras com resultado positivo [3][4]. O grau de confianca atribuido a este
método analitico esta relacionado com o facto de existirem multiplos compostos capazes de
produzir falsos positivos, sobretudo agentes oxidantes e catalisadores. Sdo exemplos de
interferentes comuns as plantas e vegetais, que contém peroxidases, e alguns metais e sais

metalicos [1][2].
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1.4.1. Luminol

Descoberto no inicio do século XX e, posteriormente, descrito por Albrecht, em 1928, o
luminol (5-amino-2,3-di-hidroftalazina-1,4-diona) &, provavelmente, o reagente mais
conhecido no que toca a detecdo de sangue (Figura 5) [1][2]. Em virtude da sua capacidade de
emitir quimiluminescéncia, quando oxidado em meio alcalino, as suas aplicacdes na ciéncia
tém-se revelado infindas. Foi introduzido na investigacao forense, em grande parte, devido ao
estudo realizado por Specht, em 1937, onde o mesmo testou a possibilidade de este ser

utilizado para a identificacao de sangue em diferentes substratos [35].

NH, O

Figura 5. Estrutura molecular do luminol.

O termo quimiluminescéncia refere-se a emissdao de radiacdo eletromagnética quando
ocorre uma reagao quimica. O fendmeno ocorre em circunstancias onde um dos intermediarios
ou produtos de reagdo é formado num estado eletronicamente excitado, podendo este, de
seguida, regressar ao estado fundamental com emissao de radiacao, ou transferir a sua energia

para outra molécula, passando esta a emitir radiacao [2][4].

O luminol pertence a classe das acil-hidrazinas e é tipicamente sintetizado a partir de acido
de 3-nitroftalico [37]. Para que o fendmeno de quimiluminescéncia seja produzido é necessario
adicionar ao reagente um agente oxidante, em meio alcalino. Nas condicGes referidas e na
presenca de sangue, a atividade catalitica do grupo heme acelera a oxidacdo do luminol,
formando-se um intermediario excitado (3-aminoftalato) que, ao regressar ao estado
fundamental, emite uma radiacdo azul carateristica (Figura 6) [21][38]. Apesar da sua
popularidade, este composto nao é especifico para sangue humano e o seu funcionamento é

sensivel a fatores como pH, luz e presenca de oxidantes fortes [37].
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Figura 6. Reacdo quimica do teste presuntivo luminol.

A técnica de dete¢do de sangue do luminol nao utiliza reagentes cancerigenos ou toxicos,
dai permanecer uma pratica comum por tantos anos [39]. A sua utilizacdo é aconselhada,
sobretudo, quando ha a necessidade de analisar grandes areas, ou quando existem vestigios
hematicos antigos [22][40]. Estudos onde foi avaliado o efeito do fator idade no desempenho
do teste provaram que amostras antigas ddo origem a quimiluminescéncia mais intensa e
duradoura [35][21]. Para além disso, este é frequentemente estabelecido como o teste mais
sensivel, dado que é capaz de detetar sangue com um fator de diluicao de 1:5 000 000, embora
haja uma diminuicdo significativa da quimiluminescéncia em amostras extremamente
diluidas [39][41][42]. Assim sendo, o luminol é também bastante Util para a dete¢do de sangue
em locais do crime limpos, superficies pintadas ou roupas lavadas [21]. Tendo em conta a sua
capacidade de emissdo de radiacdo, este método pode ainda ser utilizado para realce de
manchas hematicas em superficies coloridas ou padronizadas, que dificultem a visualizagcdo

das mesmas a olho nu [43].

A utilizacdo do teste e interpretacao correta dos seus resultados estdo condicionadas pelo
facto de este exigir um ambiente totalmente escurecido para a visualizagdo da radiagéo
emitida. Esta forte desvantagem implica que se torne inapropriado para determinados locais
do crime exteriores ou para pesquisas realizadas durante o dia [11][12]. Para além disso, o
reagente é aplicado diretamente na mancha e a reacdo dura aproximadamente 1 minuto, ou
seja, em materiais ndo absorventes ha risco de destruicao do padrdo e, no geral, existe pouco

tempo para a documentacgao fotografica do resultado [21].

Existe uma ampla gama de compostos com capacidade de reagdo com o luminol, dando
origem a quimiluminescéncia. Sao interferentes comuns alguns metais e sais metalicos, como
sulfato de cobre ou sulfato de ferro, hemoglobina animal, peroxidases vegetais e agentes

oxidantes, como hipoclorito de sédio [3][5][12]. Contudo, os derivados de hipoclorito de sodio,
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por exemplo, fornecem uma reacdo mais intensa e brilhante do que o sangue, o que permite
aos técnicos mais experientes diferenciar as reagdes [41]. Acredita-se que este tipo de
diferencas esta associado a absor¢do de radiacao pelas espécies em solugdo, o que produz um

efeito de filtragem interno [35].

Devido a importancia atual das analises de ADN, foram realizados multiplos estudos para
avaliar o efeito deste teste na obtencdao de material genético. Os resultados obtidos sdo
concordantes entre os varios autores, isto &, nao se verifica uma degradacao significativa do
ADN [21][12][14]. Deste modo, dependendo da quantidade de material biolégico disponivel, a
degradacao causada pelo luminol tem uma probabilidade muito reduzida de impedir a

obtencao de perfis de ADN [40].

1.4.2. Fluoresceina

A fluoresceina (Figura 7) é frequentemente utilizada como substituta do luminol, sendo que
ambos emitem radiacdo na presenca de hemoglobina e de um oxidante. Ainda assim, em

contraste com o luminol, a fluoresceina emite radiacdo por fluorescéncia e nao

HO O O
g

COOH

quimiluminescéncia [9].

Figura 7. Estrutura molecular da fluoresceina.

Esta surgiu no contexto forense através dos estudos de Cheeseman, algures nos anos 90,
altura em que o luminol comegou a constar nas listas MSDS como “potencialmente
cancerigeno” [45]. No entanto, até entdo esta era utilizada para fins médicos, nomeadamente
para estudar o fluxo sanguineo em determinadas zonas do corpo, sendo injetada diretamente
nos vasos préoximos da zona investigada. Ainda neste enquadramento, serviu de agente

topico capaz de auxiliar o diagnostico de Ulceras, infecdes e abrasdes da cornea [46].
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Por outro lado, foi utilizada como marcador de moléculas de interesse na eletroforese capilar

e como marcador de primers no sequenciamento de ADN [47].

A aplicacdo de fluoresceina numa zona de interesse requer que esta se encontre na sua
forma reduzida, a qual é obtida através de uma mistura com uma solucdo alcalina onde é
adicionado zinco. Quando em contacto com sangue e ap6s a adicao de perdxido de hidrogénio
(H20,), a atividade catalitica do grupo heme permite a oxidacao da molécula de fluoresceina
(Figura 8) [48]. Nestas circunstancias, a fluoresceina passa a emitir fluorescéncia (cor
verde/amarela) quando excitada por uma fonte de luz com um comprimento de onda entre
420 e 485nm (luz azul, UV) [46][49]. Deste modo, para que seja possivel visualizar as manchas,
devem ser utilizados 6culos de protecdo laranja, os quais bloqueiam a luz azul. O seu espetro
de emissdo é constituido por duas bandas a 425 e a 520nm, sendo esta Ultima especifica para
a molécula em questao [48]. Estudos indicam que a fluorescéncia e absorvancia da fluoresceina

dependem do pH, sendo ambos os processos mais eficientes a pH 8 [47].

HO 0 O HO 0 OH
o ‘

H, (Zn/NaOH)
e .
COOH < COOH

H0,
Figura 8. Reacdo quimica do teste presuntivo de fluoresceina.

As aplicacdes preferenciais da fluoresceina sdo sobretudo em locais do crime antigos, locais
recentes com sinais de limpeza como método de ocultacao de provas, situagdes em que devido
as cores do substrato é dificil identificar sangue, manchas diluidas e invisiveis a olho nu e
veiculos ou roupas que foram lavados apos o crime [46]. Adicionalmente, esta permite realizar
pesquisa de sangue em grandes areas. Quando comparada com o luminol, a fluoresceina
apresenta, entre outras, as vantagens de ndo exigir um ambiente totalmente escurecido para
o seu normal funcionamento e da emissao de radiagdo possuir uma persisténcia relativamente

superior, facilitando os processos de observacéo e aquisicdo de imagem [48].
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Contudo, esta técnica tem algumas desvantagens, nomeadamente o facto de a molécula de
fluoresceina ser bastante instavel na forma reduzida, ou seja, oxida rapido e naturalmente
devido ao oxigénio presente no ar, o que provoca interferéncias por fluorescéncia de
background. A aplicacdo dos reagentes pode ainda diluir a amostra, o que em superficies
verticais pode implicar a destruicdo do padrao de sangue [49]. Para além disso, alguns
substratos tém fluorescéncia inerente, dificultando a analise. Todavia, esta nem sempre tem a
mesma intensidade e padrao que a fluorescéncia alvo, o que permitird a um técnico experiente

distingui-las [46].

Tal como para os restantes testes, uma reacao positiva nem sempre significa a presenca de
sangue. Isto é, materiais de limpeza, urina humana ou de determinados animais (com ou sem
vestigios de sangue), peroxidases de plantas, determinados metais, como ferro e cobre, e

alguns agentes oxidantes fortes originam falsos positivos [2][7].

Sendo a analise de ADN um procedimento cada vez mais frequente no contexto forense, é
crucial garantir que os reagentes utilizados na identificacdo de sangue ndo afetam a
integridade da amostra para posteriores estudos. No que toca a fluoresceina, a bibliografia, de
um modo geral, indica que esta ndo degrada o material genético, nem interfere com as analises
de ADN realizadas. Assim sendo, é possivel obter perfis genéticos desde que exista uma
quantidade e qualidade suficiente de amostra de sangue, a qual pode ser extraida de inUmeros

substratos sem que os mesmos prejudiquem o procedimento [51][40].

1.4.3. Tetrabase

O tetrabase (Figura 9) é um teste presuntivo relativamente recente, que apenas se tornou
uma pratica comum no inicio do seculo XXI. Ainda assim, este tem sido utilizado
predominantemente nos Paises Baixos. A descoberta das suas potencialidades deu-se em 1997
com um estudo realizado por Lomholt e Keiding, onde os mesmos estabelecem o teste
tetrabase como um eficaz substituto da benzidina e da ortotolidina, para identificagdo de
hemoglobina na urina. Adicionalmente, foi sugerido pelos autores que existe
proporcionalidade entre a concentragdo de hemoglobina nas amostras e o tempo de extin¢ao

da reagao [52].

31



I Capitulo 1= Introducao

Hac\ /CH3

N N
| |

CHs CHs

Figura 9. Estrutura molecular do N, N'-tetrametil-diaminodifenilmetano.

No campo da detecdo de sangue, o teste com tetrabase comporta-se como a maioria dos
testes presuntivos, visto que se baseia numa reacao de oxidagao-redugdo onde a hemoglobina
atua como catalisador, de forma semelhante as peroxidases [53]. O teste é realizado em dois
passos sendo o primeiro a adicdo do reagente, N,N'-tetrametil-diaminodifenilmetano, e o
segundo a adicdo de peroxido de bario, a amostra em analise [54]. Na presenca de
hemoglobina, ocorre a oxidacdo do composto e ha a formagdo um produto de cor

azul [55][54].

Esta técnica tem um custo reduzido e as solucdes utilizadas sdo facilmente produzidas em
laboratério. Para além disso, 0 manuseamento do teste e a interpretagdo dos seus resultados
sao relativamente simples, tendo em consideragdo que a realizagdo em duas fases permite uma
facil identificacdo de determinados falsos positivos [55]. Ainda neste contexto, é relevante
referir que podem originar reacSes positivas substancias oxidantes, agentes de limpeza,

vegetais ou mesmo alguns fungos e bactérias [53][54].

Além de nédo ser especifico para sangue humano, o tetrabase apresenta uma sensibilidade
reduzida comparativamente a alguns dos testes utilizados atualmente, o que pode representar
uma das razdes pelo qual ndo é utilizado na maioria dos paises [4][5]. No entanto, estas ndo
sao as suas Unicas limitacdes, visto que o mesmo se mostrou ineficaz quando ocorre a lavagem

dos vestigios de sangue, o que representa um cenario relativamente comum [55].

A bibliografia ndo é clara quanto a possibilidade de obter um perfil de ADN apos a realizagdo
do teste tetrabase sobre uma mancha de interesse, ou seja ndo é conhecido o seu efeito sobre

o material genético [54].
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1.4.4. Kastle-Meyer

O teste de Kastle-Meyer (KM), amplamente utilizado a nivel mundial, tem como reagente a
fenolftaleina (Figura 10), que é comumente utilizada como um indicador de acido-base
[11][21]. Foi desenvolvido por Kastle e Shedd em 1901 e, posteriormente, adaptado por Meyer,
em 1903, mas apenas apos varios anos de aperfeicoamento passou a ser utilizado para fins

médico-legais e forenses [57][58][59].

Figura 10. Estrutura molecular da fenolftaleina.

Este teste catalitico, tal como os restantes, baseia-se no facto de, na presenca de sangue, a
fenolftaleina sofrer uma oxidagdo, passando a solucdo a exibir uma coloracdo em tons de
rosa [59]. Nesta reacdo, inicialmente, a fenolftaleina encontra-se na sua forma reduzida e
incolor, numa solucao alcalina, e apds ocorrer a decomposi¢ao da molécula de peréxido de
hidrogénio, por parte do grupo heme da hemoglobina, esta passa ao estado oxidado, uma
mudanga que é observavel através da alteracao de cor (Figura 11) [21][38]. O tempo de
obtencdo do resultado do teste € um fator importante para a tomada de decisdes, isto €, se a
mancha analisada for de facto sangue, é espectavel que a reacdo ocorra num curto periodo de
tempo, idealmente entre 10 a 15 segundos apos a aplicacao dos reagentes, o que implica que
reacdes mais demoradas sejam estabelecidas como falsos positivos [11]. O teste &,
normalmente, realizado em trés passos, sendo o primeiro a adi¢do de etanol, cujo papel é

aumentar a sensibilidade do mesmo.

33



I Capitulo 1= Introducao

0

H OH OH O
C—FO j/ o

©7c:=o c|:—0H

Figura 11. Reacdo quimica do teste presuntivo de Kastle-Meyer.

O teste de Kastle-Meyer ndo s6 nao é especifico para sangue humano, como também tem
um desempenho fortemente influenciado por fatores como a dilui¢do, a lavagem, a queima ou
a decomposicdo da amostra [60][61]. Alguns dos compostos que ocasionam falsos positivos
comuns sdo plantas, agentes de limpeza, metais e sais metdlicos, como derivados de
ferro [21][42][62]. Adicionalmente, um estudo realizado por Vennemenn e Scott indica que, na
presenca de acido ascérbico, um antioxidante presente em algumas plantas e vegetais, o teste

nao funciona [62].

Nao existe conformidade entre os resultados obtidos por varios autores relativamente a
sensibilidade, embora o resultado mais frequente estabeleca como limite a diluicao
de 1:10 000 [60][63][64][39]. Por outro lado, o teste é capaz de obter resultados positivos em
manchas relativamente antigas, sendo que a coloracdo da mancha pode, por vezes, dificultar

a interpretagdo dos resultados [21].

No que diz respeito ao material genético obtido através das amostras analisadas com o
referido teste, € concordante, entre a bibliografia, que existe uma perda significativa de
informacao, isto €, ocorre a degradagdo do ADN com a realizagdo do teste. Todavia, quando a
amostra é relativamente abundante, é possivel realizar a extragdo de informacado genética e

obter perfis de ADN [60][61][42][65].
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1.4.5. Leucomalachite Green

Verde de leucomalaquite (Figura 12) é o nome atribuido a forma leuco (incolor) e reduzida
do verde de malaquite, o qual integra o grupo dos corantes triarilmetano [66]. Esta foi uma
das moléculas estudadas por Adler and Adler (1904) que, devido a sua eficiéncia na dete¢do de
sangue, passou a ser de uso comum na area forense, sendo ainda hoje um dos reagentes de
eleicdo [57]. A sua utilizacdo na serologia é bastante frequente devido a sua capacidade de

identificacdo ndo s6 de sangue, mas também de vestigios biol6gicos, como urina ou saliva [66].

H - -
3C N CHs

N
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Figura 12. Estrutura molecular de verde de leucomalaquite.

Tal como a maioria dos testes presuntivos de sangue, o teste leucomalachite green (LMG) é
um meétodo colorimétrico que se baseia numa reacdo de oxidacdo-reducdo [32]. A sua
preparagao requer um leve aquecimento do verde de malaquite em condicOes acidicas até que
a solucdo apresente um aspeto incolor, deixando as moléculas de reagente na sua forma
reduzida [21]. Para que a reacdo desejada ocorra é necessario a adicdo de um agente oxidante,
como o peroxido de hidrogénio (H>0O,), e a presenca de um catalisador, que no presente caso
sera o grupo heme das moléculas de hemoglobina (Figura 13) [67][68]. Um resultado positivo
é indicado pelo aparecimento de uma cor verde/azul num curto periodo de tempo [42]. E
também importante referir que o teste é sensivel ao ar e a luz, podendo o reagente oxidar
naturalmente, o que inviabiliza os resultados obtidos se o mesmo ndo for corretamente
manuseado [43][66]. Para além disso, uma alteracdo de cor antes da adicdo de H.0,, indica a
presenca de um oxidante quimico e o resultado do teste deve ser considerado

inconclusivo [67].
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Figura 13. Reacdo quimica do teste presuntivo LMG.

Apesar de nao ser especifico para a espécie humana, o teste LMG é considerado um dos
mais especificos para detecdo de sangue, visto que existem poucos compostos capazes de
produzir falsos positivos e que a maioria dos mesmos reage antes da adicao de H,O, ou de
forma diferente do sangue, facilitando a distincao [42][69][70]. Por outro lado, este é pouco
sensivel relativamente aos restantes (1:1000 a 1:10000), sendo por isso menos adequado para

situacOes em que a amostra se encontra diluida ou em situacao limite [39][63].

A sua utilizacdo é bastante eficaz em manchas de sangue latentes e, tal como o luminol, é
especialmente indicado para situagdes em que ha suspeitas de tentativa de limpeza ou para
manchas de dificil visualizacdo [21]. Contudo, tem diversas vantagens sobre o mesmo,
nomeadamente o facto de possuir uma maior longevidade de reacao e de nao necessitar de
um ambiente escurecido [71]. Atualmente, para além do referido, esta técnica tem sido
utilizada no realce/reavivamento de impressdes digitais em sangue, provando-se

especialmente eficaz em superficies porosas [66].

Varios estudos avaliaram os efeitos do teste nas analises de ADN, sendo comum a conclusao
de que o mesmo pode degradar o material genético impedindo a obtencdo de perfis [42][65].
Porém, Tsukada (2011) indica que a neutralizagdo da solucao de LMG com o tampao Tris-HCl
(pH 8.0) pode representar uma solucdao para o problema anteriormente mencionado,
considerando que a causa do mesmo é o pH éacido da solucdo, o qual impede o normal

funcionamento da proteinase K, ou seja, impede a extracao de ADN das células [71].
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1.5. Fontes de luz

Os vestigios latentes sdo particularmente dificeis de encontrar com recurso a luz
branca natural [72]. Deste modo, a utilizacdo de uma luz branca de elevada intensidade, para
uma pesquisa inicial, pode ser um forte auxilio para a detecdo dos mesmos. Ainda assim, de
acordo com as carateristicas do vestigio e do substrato onde o mesmo de encontra, este pode

ser impercetivel [73].

O sangue pode depositar-se em qualquer tipo de superficie, seja esta porosa ou nao
porosa [49]. Tipicamente, em fundos claros a visualizagdo de manchas de sangue nao é
problematica, contudo, quando estas se encontram em superficies escuras a sua identificacdo
pode tornar-se bastante complexa. Uma das principais causas para que tal aconteca é a
oxidagdo da oxihemoglobina em metemoglobina, que leva a formagdo de hemicromos. Este
processo leva a que o sangue adquira uma coloragdo escura, em tons de castanho, que dificulta
a sua detecdo em determinados substratos [74]. Alguns testes presuntivos, tais como o luminol
e a fluoresceina, podem ser utilizados para localizar vestigios hematicos, porém a sua aplicagéo
pode alterar a morfologia das manchas impedindo que sejam realizadas analises de BPA [4][5].
Em alternativa, sao utilizados meios ndo destrutivos, nomeadamente, irradiacao com fontes de

luz de comprimentos de onda apropriados [72].

A detecao de sangue com recurso a fontes de luz assenta no principio de que a matéria
interage com os ondas eletromagnéticas dando origem a trés fendmenos distintos: absorcao,
reflexdo ou transmissao (Figura 14) [76]. O sangue, ao contrario de outros fluidos corporais,
nao apresenta uma fluorescéncia significativa, no entanto, absorve radiacdo entre 300 e
900nm, o que inclui radiacao ultravioleta (UV), visivel (VIS) e no infravermelho (V) [73]. Deste
modo, numa situagdo normal, ao incidir uma fonte de luz, com um comprimento de onda
compreendido no intervalo referido, os vestigios hematicos surgirdo como uma mancha escura
num fundo mais claro [49]. De acordo com a literatura, o pico maximo de absor¢do do sangue
é a 415nm, o que corresponde a radiacao violeta [77]. Contudo, em determinados substratos
o contraste produzido por esta radiacdo pode nao ser suficiente para a detecdo das manchas,
o que implica que sejam utilizados varios comprimentos de onda durante a pesquisa de

sangue.
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Figura 14. Espetro eletromagnético.

Tal como mencionado anteriormente, a luz branca é bastante proficiente no que toca a
pesquisa geral de vestigios. Ainda assim, em determinadas circunstancias, é importante realizar
uma analise ao local com recurso a fontes de luz, acompanhadas de filtros adequados.
Relativamente ao sangue, inicialmente é utilizada uma fonte de luz azul de aproximadamente
450nm, juntamente com 6culos de protecdo laranja. De modo a aumentar o contraste em
superficies luminescentes ou levemente coloridas, deve recorre-se a uma fonte de luz violeta
de cerca de 415nm, junto com éculos amarelos. Por outro lado, quando se pretende detetar
vestigios hematicos em substratos absorventes e escuros, deve ser utilizada luz no

infravermelho, entre 700 a 900nm, junto com o respetivo filtro.
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1.6. Objetivo

A utilizacdo de testes presuntivos em local do crime tornou-se uma pratica indispensavel,
com vista a poupar tempo e recursos e a facilitar a analise e recolha de vestigios. Até aos dias
que correm, foram desenvolvidos multiplos testes capazes de detetar sangue com algum grau
de confianga. Estes, ainda que utilizados para o mesmo fim, possuem carateristicas que os
tornam mais, ou menos, adequados para determinadas circunstancias. Assim, tendo por base
o estado da arte, pretende-se estabelecer os métodos mais indicados para situaces
recorrentes em local do crime, mimetizando algumas das alteragdes a que o sangue pode estar

sujeito apds se depositar sobre uma superficie.

No presente estudo sdo avaliadas a sensibilidade e especificidade dos testes, assim como a
influéncia da integridade da amostra nos resultados dos mesmos. A escolha dos testes que
foram alvo de analise teve em consideracdo a seguranca da sua aplicacdo e o facto de os
mesmos serem utilizados atualmente por algumas entidades, sendo, portanto, excluidos testes
que entraram em desuso. Por outro lado, os substratos foram escolhidos de modo a englobar

no estudo superficies que sdo alvo comum de pesquisa de vestigios hematicos.

De modo a compreender a importancia do sangue, para fins de analise de padrdes de
manchas de sangue, foi desenvolvido um trabalho adicional onde foram estudados e
classificados diversos padrées em meio de simulacado, constando o relatério elaborado em
anexo (Anexo ). Adicionalmente, para aplicar os conhecimentos adquiridos relativos a area de
biologia forense, foram realizadas extracdes de perfis de ADN em amostras de sangue

aquecidas a temperaturas elevadas.

O objetivo eminente é a producao de um trabalho que possa servir de base no meio forense,
em particular no campo da detecdo de sangue, no qual se estabelece a utilidade dos varios

testes e métodos em analise, definindo qual ou quais os mais eficazes nas condi¢es avaliadas.
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2.1. Reagentes e Amostras

As amostras de sangue utilizadas para as diferentes analises foram obtidas de um suino e
armazenadas com EDTA a 2% (v/v), a uma temperatura de -19°C, até ao momento da sua
aplicacdo nos substratos. O sangue de suino foi utilizado para os estudos devido a facilidade

de obtencao e ao elevado grau de semelhanga com o sangue humano.

Na Tabela 1 sdo apresentados os reagentes necessarios para a preparacao das solugdes

utilizadas nos testes presuntivos.

Tabela 1. Reagentes utilizados na preparacdo dos testes presuntivos.

Composto Fabricante Férmula Molecular Pureza
Fenolftaleina Panreac CooH1404 99%
Hidréxido de Sédio Merck NaOH 99%
Zinco em po Himedia n 99.9%
Leu\c/ce);f;ssuite Sigma-Aldrich CasHasN; -
Acido Acético Glacial Merck CHsCOOH 99.8-100 %
Fluoresceina Sédica Sigma CaoH1oNaz0s -
Tetrabase Fluka C7H22N; 90%
Hidréxido de Potéassio Merck KOH 85%
Peréxido de Bario Merck BaO: -
Perborato de Sédio Aldrich NaBOs3 -

2.2. Preparacao das solucoes utilizadas nos testes presuntivos

Dos testes presuntivos escolhidos para o estudo apenas o luminol foi utilizado na sua versao
comercial, cujo fabricante é BVDA. As solu¢des necessarias para os testes Kastle-Meyer e

leucomalachite green foram preparadas de acordo com os protocolos estabelecidos pelo
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National Forensic Science Technology Center [78]. Para o teste KM foi inicialmente produzida
uma solucao stock dissolvendo 2g de fenolftaleina e 20g de hidroxido de potassio em 100ml
de &gua destilada. De seguida, a solugdo foi aquecida e agitada ligeiramente por 1h, com 20g
de zinco em po, até perder toda a cor. Por fim, esta foi decantada para um recipiente contendo
zinco granulado. A solucao de trabalho foi preparada através da diluicdo de 2ml da solugéo
stock em 10ml de agua destilada e 2ml de etanol. Quanto ao teste LMG, o protocolo
estabeleceu a preparagcdo de uma solucdo através da dissolugdo de 0.25g de verde de
leucomalaquite em 100ml de acido acético glacial e 150ml de agua destilada. Tal como
anteriormente, esta mistura foi aquecida e agitada, gentilmente, na presenca de 5g de zinco
em po, até que a solucdo ficasse incolor. Esta foi, posteriormente, decantada e armazenada
com zinco granulado, para preservar a forma reduzida. Por sua vez, para o teste de fluoresceina
foram preparadas as solu¢des de acordo com o procedimento proposto por Cheeseman et al.
[45]. Assim, inicialmente, foi preparada uma solugéo stock de hidréxido de sédio a 10%, através
da dissolucdo de 10g de hidréxido de sdédio em 100ml de agua destilada. Seguidamente, foi
dissolvido 1g de fluoresceina na solucdo descrita anteriormente. A mistura foram adicionadas
10g de zinco em po6 e a solucgdo foi agitada e aquecida suavemente até perder a maioria da
sua cor. Mais uma vez, a solu¢do foi decantada e armazenada com zinco granulado. O
protocolo utilizado para o teste tetrabase foi fornecido pela agéncia Bundeskriminalamt,
também conhecida como BKA, e estabelece a preparagdo de duas solugdes distintas.
A primeira solucdo foi preparada dissolvendo 0.5g de tetrabase (N,N’-tetrametil-
diaminodifenilmetano) em 10mL de acido acético e perfazendo com agua destilada até aos
100mL. Quanto a segunda solugdo, esta consistiu na dissolucao de 5g de peroxido de bario
numa solucdo aquosa de acido acético a 10% (v/v). A preparacdo das solugdes teve em
consideragdo os prazos de validade referidos nos respetivos protocolos e, portanto, solugdes

de utilizagdo rapida foram preparadas imediatamente antes de cada analise.

2.3. Registo fotografico e fonte de luz forense

O registo fotografico dos varios procedimentos e resultados foi realizado com recurso a uma
camara Canon EOS 6D Mark Il. As fontes de luz utilizadas pertencem ao kit Crime-lite 82s, da
Foster and Freeman. Para a analise foram utilizadas apenas a luz infravermelha (800-900nm) e

azul (420-470nm).
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2.4. Método de utilizacao dos testes presuntivos

Relativamente ao método de aplicacdo, os testes presuntivos podem ser divididos em dois
grupos distintos, nomeadamente de aplicacao direta no substrato ou de raspagem. Neste
sentido, o luminol e a fluoresceina enquadram-se nos testes de aplicacao direta, dado que sao
realizados diretamente no substrato. Por outro lado, os testes Kastle-Meyer, leucomalachite
green e tetrabase sdo efetuados recorrendo a raspagem da amostra com papel de filtro

dobrado, sendo os reagentes posteriormente aplicados sobre 0 mesmo.

Para além do parametro anterior, os testes utilizados divergem ainda no processo de

utilizacao, dado que podem apresentar diversas fases (Tabela 2).

Tabela 2. Método de utilizacdo dos diversos testes presuntivos.

Teste presuntivo Método de utilizagdo
Aplicacdo do reagente em spray, diretamente sobre a mancha ou regido de

Luminol ) ) )
interesse, em ambiente escurecido.

Aplicar o reagente de fluoresceina diretamente sobre a mancha ou regido de

interesse, seguido da aplicacao do agente oxidante, perdxido de hidrogénio.
Fluoresceina . . AN A

Simultaneamente incidir sobre a regido uma fonte de luz com comprimento de

onda entre 420 e 485nm, em ambiente parcialmente escurecido.

Com recurso a papel de filtro, raspar a mancha ou zona de interesse. Sobre a

regido de raspagem do papel de filtro aplicar uma gota de etanol. Seguidamente,

Kastle-Meyer . .
Y adicionar uma gota do reagente de fenolftaleina, esperar alguns segundos e

adicionar o agente oxidante, perdxido de hidrogénio.

Com recurso a papel de filtro, raspar a mancha ou zona de interesse. Sobre a

regido de raspagem do papel de filtro aplicar uma gota do reagente de verde de
Leucomalachite Green A , - . o

leucomalaquite. Apds alguns segundos adicionar o agente oxidante, perdxido de

hidrogeénio.

Com recurso a papel de filtro, raspar a mancha ou zona de interesse. Sobre a
Tetrabase regido de raspagem do papel de filtro aplicar uma gota do reagente de tetrabase.

ApOs alguns segundos adicionar a solu¢do oxidante de perdxido de bario.
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2.5. Critérios de aceitacao dos testes

Antes de realizar os estudos previamente definidos, € importante estabelecer critérios para
a aceitacdo dos resultados obtidos para os varios testes, isto €, o que sera considerado um
resultado positivo. Tal como referido ao longo do capitulo anterior, uma alteragdo
colorimétrica nem sempre é indicativa da presenca de sangue. Assim, tendo em conta o
método de utilizagdo de cada teste, foram definidas algumas diretrizes para uma interpretagao
adequeda. No que diz respeito aos testes LMG, fluoresceina e tetrabase, os critérios sdo
relativamente semelhantes, designadamente, um resultado é dado como positivo quando é
adicionado o reagente sobre a zona de interesse, ndo se verificando qualquer alteracdo de cor,
e apos cerca de 10 segundos é adicionado o agente oxidante que devera provocar uma reagao
praticamente imediata. Do mesmo modo, aquando da realizagao do teste KM deve decorrer
um periodo de cerca de 10 segundos entre as trés etapas que o constituem, ndo devendo
existir qualquer reacgdo antes da adi¢cdo de H.O», mas sim poucos segundos apds. Assim sendo,
qualquer reacdo que ocorra antes da adicdo do agente oxidante é estabelecida como um falso
positivo, tal como as reacdes mais demoradas, dado que na presenca de oxigénio os reagentes
oxidardo naturalmente apds alguns minutos. Relativamente ao luminol, uma reacdo positiva
deve ocorrer imediatamente apds a aplicacdo do reagente sobre a mancha de sangue.
Seguidamente, sdo apresentados os ensaios realizados como controlo, com sangue total, para

que fosse conhecido o aspeto de uma reagado positiva (Figura 15).

Kastle-Meyer LMG Tetrabase
e M
- J
Luminol Fluoresceina

Figura 15. Exemplos de rea¢des positivas dos varios testes, realizados com amostras de sangue total.
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2.6. Sensibilidade dos testes presuntivos

De modo a estabelecer a sensibilidade dos testes presuntivos referidos foram realizadas
multiplas diluicdes da amostra de sangue total com &dgua destilada, com a finalidade de simular
situacOes limite provocadas, por exemplo, pela chuva, particularmente em ambientes
exteriores, ou pela limpeza. Os substratos em estudo foram o tecido 100% algodédo e o
cimento. Considerando o manuseamento adequado dos varios testes e a necessidade de
repeticdo dos mesmos foram preparadas 39 parcelas de cada substrato, com as medidas
5x5cm. Com base no estado da arte e no método de analise escolhido, as diluigdes preparadas

variaram desde 1/1 a 1/100 000 (Tabela 3).

Tabela 3. Dilui¢bes utilizadas para a determinagdo da sensibilidade.

Sangue total (mL) Volume final (mL)
1/1 50 50
1/10 5 50
1/100 0,5 50
1/200 0,25 50
1/500 0,1 (100 pL) 50
{8; 1/1 000 0,05 (50 pL) 50
g 1/2 000 0,025 (25 pL) 50
1/5 000 0,01 (10 pb) 50
1/10 000 0,005 (5 pb) 50
1/20 000 0,0025 (2,5 pL) 50
1/50 000 0,002 (2 pL) 100
1/100 000 0,002 (2 pL) 200

Apos homogeneizar as diversas amostras, foram aplicadas duas a trés gotas das mesmas
sobre os substratos. As amostras, devidamente identificadas, foram deixadas a secar por 24h,
periodo apds o qual se iniciou a realizacdo dos testes presuntivos. A cada ensaio estiveram
associadas trés repetices, sendo os resultados dos mesmos “positivos” ou "negativos”, de
acordo com a presenca ou auséncia de reagdo. A sensibilidade atribuida a cada teste

corresponde ao ultimo fator de dilui¢do para o qual se verificaram trés resultados positivos.
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Os controlos do presente estudo consistiram em amostras de substrato sem sangue e com

sangue nao diluido.

2.7. Efeito das lavagens em materiais téxteis

O principal método de ocultacdo de vestigios hematicos em téxteis é a lavagem e, como tal,
é de extrema importancia avaliar os seus efeitos na resposta dos testes presuntivos. Assim
sendo, no presente estudo foram lavados dois téxteis diferentes, nomeadamente, tecido 100%
algoddo e ganga, com diversas condi¢des de lavagem, procurando estabelecer quais os fatores

com maior influéncia no resultado dos testes.

Inicialmente, foram obtidos 48 pedacos de cada substrato, com as medidas 5x5cm, e
colocado sobre os mesmos o sangue. Depois de um periodo de secagem de 24h, cada pedaco
foi devidamente identificado com as condi¢des de lavagem a que seria submetido, as quais
constam na Tabela 4. Imediatamente apds este processo foram iniciadas as lavagens dos
tecidos. Para a lavagem e secagem mecanica das amostras foram utilizados aparelhos
domésticos comuns, ajustando-se o programa as condicdes pretendidas. As lavagens
mecanicas tiveram uma duracdo de 45 minutos. Foi utilizado um s6 detergente para os varios
ensaios que o requereram, designadamente Skip em pé, sendo utilizadas 50g do mesmo para

cada lavagem.

Dando por terminada a preparacao das amostras, sucedeu-se a realizacdo dos testes
presuntivos sobre as manchas ou regides de interesse, novamente, com um total de trés
repeticdes para cada ensaio. Os resultados foram estabelecidos como "positivo” ou “negativo”,
de acordo com a presenca ou auséncia de reagdo, sendo que para se considerar que um teste
funciona numa determinada condicdo de lavagem, o mesmo teve de ser positivo nas trés
repeticOes realizadas. Para controlo foram utilizadas amostras de substrato sem sangue

lavadas nas condi¢des anteriormente definidas e amostras com sangue nao lavadas.
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Tabela 4. Condi¢bes de lavagem para os diferentes téxteis.

e

o)

) Com Sem

P2 nE O (900 A “quente” (=60°C)
;’) detergente detergente Ao (+20°C)

©

4 Com Sem Com Sem
0

%”' detergente detergente detergente detergente
&

O

Secagem a Temperatura Ambiente / na Maquina de Secar

2.8. Efeito das temperaturas elevadas na integridade das amostras

De forma a avaliar a estabilidade dos vestigios hematicos que sofrem a acado do calor, foram
preparadas e aquecidas, a diferentes temperaturas, multiplas amostras de sangue em
diferentes substratos. O foco deste estudo sera, essencialmente, apreender se o sangue
existente em cenarios de incéndio pode estar comprometido ao ponto de provocar uma reagao
negativa com os testes presuntivos. O alvo serdo apenas vestigios que nao sofrem a acao direta
da chama, mas do calor que advém da mesma, dado que em situagdes reais, vestigios atingidos

pelas chamas ficam parcial ou completamente destruidos.

Os substratos escolhidos para a presente analise foram cimento, madeira, azulejo vidrado e
tecido 100% algodao, sendo preparados 24 fragmentos de cada material, com as medidas
5x5cm. O sangue foi aplicado nos substratos e deixado a secar, a temperatura ambiente, por
um periodo de 24h. Posteriormente, as amostras foram submetidas a temperaturas entre os
100 e os 400°C, durante um periodo de 5 minutos (Tabela 5). Para o efeito foi utilizada uma
mufla Carbolite-Gero Elf, cuja amplitude de temperaturas varia entre os 30 e os 3000°C. A
determinacao das temperaturas alvo de estudo teve em atencao o facto de o sangue iniciar o
processo de carbonizacao algures entre os 400 e os 600°C, dependendo do substrato onde se
encontra. Por outro lado, o tempo foi estabelecido considerando que, em casos reais, apos um
determinado periodo as chamas progridem causando a destruicdo completa dos vestigios ou
regridem, verificando-se uma descida nas temperaturas. Para além disso, nestas circunstancias,
as temperaturas nao sao constantes pelo que, submeter uma amostra a mesma temperatura

durante muito tempo nao seria representativo da realidade.
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Tabela 5. Temperaturas a que cada substrato foi submetido, durante um periodo de 5 minutos.

Temperaturas (°C)

100 150 200 250 300 400

Apos a preparacao das amostras nas condigdes suprarreferidas, foram realizados os testes
presuntivos. Tal como no estudo anterior, a cada ensaio estiveram associadas trés repeticoes,
sendo os resultados dos mesmos “positivos” ou “negativos”, de acordo com a presenca ou
auséncia de reagdo. Os controlos consistiram em amostras de substrato sem sangue

submetidas as varias temperaturas e amostras com sangue que ndo sofreram a agado do calor.

2.9. Estudo da utilizacao de fontes de luz em diferentes téxteis

De modo a avaliar a eficacia das fontes de luz foram escolhidos vinte téxteis diferentes com
cores escuras, padroes complexos ou estampados. A selecdo foi realizada de forma a englobar
diversos tecidos em que o sangue possa ser facilmente confundido ou mesmo impercetivel. A
composicao dos materiais variou entre natural, sintética ou mista (Tabela 6). Tendo em
consideracgdo a literatura existente sobre o tema, todos os tecidos, com excecao das peles,
foram lavados com um detergente convencional antes das analises. Este procedimento foi
realizado de modo a remover eventuais quimicos impregnados de origem, dado que os

mesmos foram estabelecidos como possiveis interferentes [76].

Nos diversos substratos, com recurso a uma pipeta de pasteur, foram inseridas trés manchas
com propor¢des diferentes, particularmente com trés, duas ou uma gota de sangue.
Posteriormente, as mesmas foram deixadas a secar por um periodo de 48h, a temperatura
ambiente, de modo a que o sangue fosse absorvido pelos tecidos e a agua presente no mesmo

evaporasse.

Uma vez que as manchas de sangue com o tempo apresentam alteracdes na sua coloracao,
foram realizadas trés analises, nomeadamente aos 2 dias de secagem (48h), as 2 semanas e
aos 2 meses, de modo a compreender o efeito deste fator nos resultados. Nas varias fases
mencionadas, as manchas presentes nos tecidos foram examinadas com recurso a luz branca,
azul e infravermelha e devidamente fotografadas, procedendo-se também a respetiva

anotagao da visibilidade das mesmas.
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Tabela 6. Cor e material dos tecidos escolhidos para o estudo.

1 Vermelho com Padrao Cetim + Algodéo
2* Vermelho com Padrao Cetim + Algodéo
3 Azul Escuro L& + Nylon + Rayon
4 Padrdo de Neutros Algodao + Poliéster
5 Preto Poliéster + Algodéo
6 Cinzento Escuro La

7 Preto Algodao + Elastano
8 Preto Poliuretano

9 Preto Poliéster

10 Preto Nylon

11 Vermelho Nylon

12 Preto Nylon

13 Preto Algodao + Elastano
14 Preto Pele

15 * Preto Pele

16 Preto Pele

17 Azul Escuro Nylon

18 Padrdo de Azuis Poliéster

19 Preto Poliéster

20 Preto Algodé&o + Poliéster

* Os tecidos 2 e 15 correspondem ao interior dos tecidos 1 e 14, respetivamente.
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2.9.1. Analise de contraste

De modo a estabelecer qual a fonte de luz mais eficaz para a pesquisa de sangue nos tecidos
em andlise, foi realizado um estudo de contraste. Para tal foi utilizado o software de acesso

livre ImageJ (v1.53e), o qual permite atribuir um valor ao contraste existente entre as manchas

de sangue e o tecido.

Uma fotografia digital é constituida por pixéis que podem ter qualquer cor do espetro.
Contudo, quando ¢ utilizado o formato 8-bit a imagem € convertida para escala de cinza e €
atribuido a cada pixel um valor entre 0 e 255, sendo que o valor O representa o preto e o 255
o branco [79]. O contraste estabelece a diferenca de brilho entre dois objetos distintos, porém
no ImageJ esta variavel é definida como intensidade. Assim sendo, o contraste entre a mancha

e o tecido é igual a média de intensidades da area ndo manchada menos a média de

intensidades da area manchada [76].

Para a presente analise, as fotografias adquiridas foram carregadas no ImageJ e convertidas
no formato 8-bit. Posteriormente, foram definidas manualmente as regides de interesse
selecionando as manchas e uma regido semelhante do tecido, tal como exemplificado na
Figura 16, e foram calculadas as respetivas médias de intensidade. Para cada um dos tecidos
em estudo foram avaliadas duas das manchas produzidas, sendo o contraste do mesmo

estabelecido como a média entre o contraste obtido para as duas manchas selecionadas.

2560x1920 pixels; 8-bit; 4. 7MB
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Figura 16. Exemplo da selecdo de regides de interesse no Imagel. Os circulos amarelos indicam

as areas utilizadas para os calculos de contraste.
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As regides delimitadas a amarelo indicam as areas que foram medidas. Para as manchas e
respetivo background foram definidas regides com o mesmo tamanho, de forma a que o
nimero de pixéis fosse igual para o célculo do valor médio de intensidades na mancha e no
fundo. Em situagcdes em que as manchas ndo foram visiveis ou distinguiveis de carateristicas
do tecido foi atribuido o valor 0 ao contraste. Nas fotografias obtidas com recurso a luz
infravermelha, as manchas de sangue surgem normalmente como uma mancha escura num
fundo relativamente mais claro, contudo em determinados substratos esta relacdo nao se
verifica, ou seja, o sangue reflete a radiacdo e o substrato absorve. Nestas circunstancias o
valor do contraste sera negativo. Atendendo ao objetivo do estudo, nomeadamente a
avaliagdo da eficacia das fontes de luz nos diferentes tecidos, os valores finais de contraste

foram calculados em modulo.

2.9.2. Analise de Agrupamentos Hierarquica

Os resultados obtidos na analise de contraste foram submetidos a tratamento estatistico,
sendo realizada sobre os mesmos uma analise de agrupamentos hierarquica, com recurso a

ferramenta de programacao RStudio.

A analise de agrupamentos hierarquica, ou HCA, permite formar grupos, denominados de
clusters, através de um processo iterativo em que os mesmos sdo unidos ou separados
sucessivamente. O método pode ser divisivo, quando comeca com todo o conjunto de dados
integrado num sé grupo que se vai dissociando, progressivamente, em grupos menores até
que cada um seja constituido por apenas um elemento; ou aglomerativo, quando todos os
elementos comegam separados e vao sendo, sucessivamente, agrupados em diversas etapas
até se obter um Unico cluster com todos os elementos. Assim sendo, a HCA é “uma técnica de
analise de dados que, quando aplicada a um conjunto de objetos heterogéneos, identifica
subgrupos homogéneos conforme definido por um determinado modelo ou medida de

similaridade” [80][81].
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Para a realizagdo desta analise, inicialmente, devem ser definidos o tipo de ligacdo e a
medida de similaridade entre os dados. Tendo por base estes parametros, o método conduzira
a produgdo de uma estrutura que descreve uma hierarquia de agrupamentos sobre os dados,
designada por dendrograma, sendo que para um nimero inicial de N objetos, serdo realizadas
N-1 associa¢des. Assim sendo, o dendrograma corresponde a representacao bidimensional

das varias associacdes realizadas entre objetos, de acordo com sua similaridade [6][7].

No presente estudo a medida de similaridade utilizada foi a distancia euclidiana, visto que
permite estabelecer o grau de semelhanga entre os varios objetos, de uma forma simples e

intuitiva. A distancia euclidiana entre os objetos A e B é dada por:

d(4,B) = \/lel — Xp1 |12+ Ix02 — xp2 |2+ + x4 — x5, 2 (2.1)

Adicionalmente, foi escolhido o método de Ward que, em contraste com os restantes
métodos de ligagdo existentes, realiza uma analise de variancia, cujo objetivo é a producao de
grupos onde o seu valor seja o menor possivel. Enquadra-se nos métodos aglomerativos,
portanto, inicialmente, admite que cada um dos objetos constitui um Unico grupo. O primeiro
agrupamento estabelecido sera aquele em que os objetos apresentem o menor erro da soma
de quadrados e o maior valor de R% O procedimento repete-se sucessivamente até que todos

os objetos constituam um sé grupo [83].

O erro da soma dos quadrados (ESS, do inglés Error Sum of Square), o total da soma dos

quadrados (TSS, do inglés Total Sum of Squares) e o R? (R-Square), s3o dados por:
_ 2
ESS = ¥ %%k (xije — %) (2.2)
_ 2
TSS = Y Y¥k(xiji — k)" (2.3)
TSS—ESS

R = =——— (24)
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Atualmente, na casuistica do Setor de Local do Crime do LPC-PJ, sdo utilizados os testes KM
e Luminol para a detecao e identificacdo de manchas de sangue, sendo que estes funcionam
de forma complementar, utilizando-se o primeiro, essencialmente, para manchas visiveis e o
segundo para manchas latentes. Para auxiliar a pesquisa de vestigios hematicos sdo utilizadas
fontes de luz, cujo comprimento de onda varia de acordo com o substrato em analise. Tal como
referido anteriormente, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer a eficiéncia destes

e outros testes presuntivos em diversas situagdes limite, avaliando a sua resposta as mesmas.

3.1. Sensibilidade dos testes presuntivos

Embora a sensibilidade dos testes presuntivos seja um tema bastante abordado na literatura,
os valores estabelecidos pelos varios autores sdo, na sua maioria, discordantes. Esta medida é
extremamente relevante uma vez que reflete a capacidade de um dado teste para a detecao
de concentragbes bastante reduzidas de hemoglobina. Ainda assim, os resultados obtidos
neste campo sdo fortemente influenciados pela formulagdo utilizada na preparacdo dos
reagentes, pelo substrato utilizado e pelo método de aplicagdo escolhido para a anélise. Neste
sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo primario de estabelecer a sensibilidade
dos diversos testes preparados, tendo em consideragdo os procedimentos utilizados em local
do crime. Os resultados obtidos foram, posteriormente, confrontados com os valores descritos
na bibliografia, sendo identificadas eventuais causas para as variagoes significativas. Os dois
substratos escolhidos, nomeadamente, cimento e tecido 100% algodao, foram selecionados
de modo a testar a influéncia do substrato na analise, sendo que ambos sdo materiais de

deposicao comum de sangue em situagoes reais (Anexo ll).

A primeira etapa do estudo consistiu na realizagdo de controlos positivos e negativos para
os diversos testes, em ambos os substratos. Assim, no tecido, verificou-se a auséncia de reacao
nas amostras sem sangue e a ocorréncia de uma reacao praticamente instantanea em amostras
de sangue total ndo diluido, para todos os testes (Figura 17). Por outro lado, quando foram
realizados controlos para o cimento, todos os testes foram negativos para as amostras sem
sangue, com excecao do tetrabase que reagiu com o substrato e, portanto, foi excluido de
todas as analises realizadas em cimento. Os restantes testes reagiram positivamente ao

controlo com sangue nao diluido (Figura 18).
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Figura 17. Mancha de sangue ndo diluido em tecido e controlos positivos dos testes luminol e

fluoresceina.

Mancha de sangue total
Teste de Luminol
Teste de Fluorescéina

Figura 18. Mancha de sangue ndo diluido em cimento e controlos positivos dos testes luminol e

fluoresceina.

O teste tetrabase, a semelhanca dos restantes, esta suscetivel a falsos positivos, sendo que
no presente contexto foram registados falsos positivos em cimento. Assim, de modo a
compreender a existéncia de reacdo com o substrato, foi avaliada a sua composicdo. Para a
producdo do cimento foi utilizada agua subterranea bastante férrea. Tendo em consideracdo
que o teste é sensivel a presenca de ferro, foi estudada a possibilidade de existir uma
concentragdo significativa do mesmo na amostra, equiparavel a concentracdo normal de ferro
no sangue, a qual é suficiente para provocar uma forte reagdo do teste. A analise da agua foi
realizada por ICP-OES num laboratério externo, constando o relatério em anexo (anexo lll). O
resultado obtido indica que a concentracao de ferro na amostra de agua é de 270 ug/dL, que
é superior aos valores normais de ferro no sangue, 65 a 175 pg/dL [84]. Deste modo, o valor
obtido é compativel com a hipdtese de que o teste pode estar a reagir ao ferro presente na

agua utilizada na preparacao do cimento.
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Apds a realizacdo dos controlos foram testadas as sensibilidades dos diversos testes nas

condigdes previamente definidas (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Resultados obtidos para a sensibilidade dos varios testes em tecido 100% algodao.

11 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
1/10 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
1/100 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
1/200 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
1/500 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

1/1000 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
1/2 000 Positivo Positivo Positivo -I
1/5 000 Negativo Positivo Positivo Negativo
1/10 000 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
1/20 000 Negativo Negativo Positivo Negativo
1/50 000 Negativo Negativo Negativo Negativo
1/ 100 000 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabela 8. Resultados obtidos para a sensibilidade dos varios testes em cimento.

Positivo Positvo | ------ Positivo Positivo
—————— Positivo Positivo
1/100 Negativo Negativo |  --———-- Positivo Positivo
1/200 Negativo Negativo |  ------ Positivo Positivo
1/500 Negativo Negativo |  --—---- Positivo _
1/1000 Negativo Negativo |  --———-- Positivo Negativo
1/2 000 Negativo Negativo |  --——-—-- Positivo Negativo
1/5 000 Negativo Negativo |  --—---- Positivo Negativo
1/10 000 Negativo Negativo |  --—--- Positivo Negativo
1/20 000 Negativo Negativo |  --—---- Positivo Negativo
1/50 000 Negativo Negativo |  --——-—-- -l Negativo
1/ 100 000 Negativo Negativo |  --——-—-- Negativo Negativo

59



I Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

No estudo realizado em tecido 100% algodao, inicialmente, os testes KM, LMG e tetrabase
foram apenas realizados através do método de raspagem da amostra com papel de filtro,
contudo, verificou-se que os resultados obtidos para a sensibilidade dos mesmos eram
bastante inferiores aos valores apresentados na literatura. Dado que na maioria dos estudos
existentes os reagentes sao aplicados diretamente sobre o substrato, quando os testes
referidos deixaram de obter resultados positivos através de raspagem, foi utilizado este
procedimento. Assim, as quadriculas de cor cinzenta, na tabela 7, representam as diluicdes em
que os testes foram aplicados diretamente sobre o substrato. Este procedimento foi realizado
de modo a provar que o método de utilizagdo dos testes tem elevada influéncia nos resultados
obtidos, devendo frisar-se que em situaces reais os trés testes supramencionados sdo
utilizados através de raspagem e ndo de aplicacdo direta na mancha. Todavia, na raspagem
pode ser utilizada agua destilada para facilitar a transferéncia do material celular para o papel
de filtro, que na presente situagdo nao se realizou visto que iria interferir com o valor real da

diluicao em estudo.

Através da analise da Tabela 7, relativa a sensibilidade dos testes com o tecido 100% algodao
como substrato, pode verificar-se que o teste mais sensivel foi o tetrabase, tanto com o
método de raspagem com papel de filtro, como através de aplicagcdo direta, alcancando as
diluicdes de 1/200 e 1/50 000, respetivamente. Por contraste, o teste KM apresentou a menor
sensibilidade, conseguindo apenas detetar sangue até as diluicbes de 1/10, pelo método
indireto, e 1/2000, quando aplicado diretamente. Na Tabela 8, em que foi utilizado o cimento
como substrato, sao observaveis algumas variacdes nas sensibilidades relativamente aos
valores anteriores. Neste caso, tanto o teste LMG como o KM registaram uma sensibilidade
reduzida, alcangando apenas a diluicao de 1/10, com o método indireto. Por outro lado, o
luminol foi o teste mais sensivel detetando a presenca de hemoglobina até a diluicdo de
1/50 000. A analise conjunta das tabelas permite estabelecer o luminol como o teste mais
sensivel (Figura 19). Para além disso, pode verificar-se que os teste LMG e fluoresceina
apresentaram menor sensibilidade para a detecdo de vestigios hematicos em cimento,
comparativamente a tecido. No geral, o teste KM foi o menos sensivel, obtendo-se resultados

inferiores ao espectavel.
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Uz 0000
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Figura 19. Sensibilidade dos testes fluoresceina e luminol, em tecido e cimento. Substratos antes da

aplicacdo do teste (A,B,C e D) e apds a aplicacdo do teste de fluoresceina (E e G) e luminol (F e H).

Os resultados obtidos foram confrontados com as sensibilidades previamente descritas na
literatura, para condi¢des semelhantes as estudadas. Num estudo realizado por Casali et al.,
com sangue de mamifero ndo humano, o teste KM obteve uma reacdo positiva até a diluicdo
de 1/16, utilizando o método indireto e tecido como substrato [60]. Este resultado é coerente
com os valores obtidos no presente trabalho. Por outro lado, Fonseca et al. estabeleceu uma
sensibilidade de 1/10 000 para o teste KM, realizado por raspagem, numa superficie ndo
porosa, o que realga o efeito do substrato nos resultados obtidos [59]. Quanto ao teste LMG,
Andersson et al. obteve uma sensibilidade de 1/64, utilizando o método indireto em algodao,
e 1/2048, testando diretamente [43]. Apesar de proximos, os resultados obtidos pelo autor sao
inferiores aos verificados neste trabalho. Em contrapartida, Durnez et al. alcancou uma
sensibilidade ligeiramente superior a obtida para o teste tetrabase, isto é, 1/1000 por raspagem
e 1/100 000 através de aplicacdo direta [55]. Os testes luminol e fluoresceina foram
comparados num estudo realizado por Garafano et al, e, em algoddo, ambos reagiram
positivamente para a diluicdo de 1/1000, mas ndo para 1/100 000, tal como se verificou acima.
Todavia, nao foi possivel comparar os resultados das dilui¢des intermédias, dado que estas ndo
foram analisadas no seu trabalho [40]. Em contraste com o anterior, num estudo realizado por
Webb et al, em tecido 100% algoddo, o luminol detetou quantidades residuais de

hemoglobina até a diluicdo de 1/5 000 000 [39].
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3.2. Efeito das lavagens em materiais téxteis

Foram lavados dois tecidos diferentes, de acordo com diversas condicOes e testada a
sensibilidade dos testes presuntivos a presenca de sangue em materiais lavados. Os tecidos
utilizados para o estudo sdao ambos compostos por algodao, contudo apresentam uma
estrutura de fibras diferente, que interfere com a sua porosidade e, consequentemente,
absorvéncia (Figura 20) [85]. Segundo Mushtaq et al., quanto mais absorvente for o tecido,
maior o diametro da mancha e a quantidade de sangue retida no mesmo, o que facilita a sua

detecdo usando os testes presuntivos [86].

No presente estudo as variaveis analisadas foram o método de lavagem (manual/mecanico);
método de secagem (natural/mecanico); a utilizacdo de detergente e a temperatura da agua
utilizada na lavagem. Como controlo foram utilizados pedacos de ambos os tecidos com
sangue total ndo lavados e sem sangue lavados nas condi¢bes previamente estabelecidas.
Todos os testes deram resultado positivo com as amostras de tecido com sangue total e
negativo com as amostras sem sangue lavadas, o que permitiu prosseguir o estudo com todos

os testes.

Figura 20. Diferencas na estrutura das fibras na ganga (A) e num tecido

convencional de algodao (B). Adaptado de [85].

Os resultados obtidos constam nas Tabelas 9 e 10, correspondendo a primeira a tecido

convencional 100% algodao, de cor branca, e a segunda a ganga, azul.
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Tabela 9. Resultados obtidos para a sensibilidade dos testes a lavagem de tecidos, no substrato tecido

100% algodao. Legenda: A — Secagem a temperatura ambiente; E — Secagem na maquina; m — Lavagem

a mao; M - Lavagem na maquina; d — Com detergente; sd — Sem detergente; q — Quente; f — Frio.

Am.sd Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Amd Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
E.m.sd Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo
E.m.d Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
AM.g.sd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
AM.gd Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo
AM.fsd Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
AM.fd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
E.M.qg.sd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
EM.qd Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo
E.M.f.sd Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
EMfd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
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Tabela 10. Resultados obtidos para a sensibilidade dos testes a lavagem de tecidos, no substrato ganga.
Legenda: A - Secagem a temperatura ambiente; E — Secagem na maquina; m — Lavagem a mao; M -

Lavagem na maquina; d — Com detergente; sd — Sem detergente; q — Quente; f — Frio.

KM LMG Tetrabase Luminol Fluoresceina

A.m.sd Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Amd Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

E.m.sd Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo

E.m.d Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo

e AM.qg.sd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
o)
>

Ly AM.q.d Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
S
4]

S | AMfsd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
2
S

AMfd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo

EM.q.sd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo

EM.q.d Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo

E.M.f.sd Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo

EM.fd Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo

Algumas das manchas impregnadas nos tecidos foram visiveis mesmo apos a lavagem das
mesmas, sobretudo no tecido de algodado branco. Tal pode ser impulsionado pelo tempo de
repouso de 24h, o qual permitiu que as manchas secassem completamente. Anteriormente,
Hofmann et al. verificou que o tempo de secagem influencia a detetabilidade das manchas,
isto €, manchas mais antigas obtiveram um maior nimero de resultados positivos e reacoes

mais evidentes com a aplicacdo de luminol [87].
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Os resultados da Tabela 9, relativos a realizagdo dos testes em tecido 100% algodéo lavado,
indicam que ambos os testes de aplicagdo direta reagiram em todas as condi¢des avaliadas,
revelando-se bastante sensiveis para a dete¢do de sangue. Para além disso, todos os testes
reagiram positivamente para a presenca de sangue em tecido lavado na maquina, com agua
fria e sem detergente, com ambos os métodos de secagem (M.f.sd.) e tecido lavado a mao
com ou sem detergente, seco a temperatura ambiente (A.m.sd. e Am.d.). Por outro lado,
nenhum dos testes de raspagem deu positivo com tecido lavado na maquina, com agua quente
e detergente, qualquer que fosse o método de secagem (M.q.d.). Nas condi¢des lavagem a
mao, sem detergente e secagem na maquina (E.m.sd.), apenas o teste KM obteve um resultado

negativo. Assim, a semelhanga do estudo anterior, o teste KM foi o menos sensivel.

Da analise da Tabela 10, verificou-se que, em contraste com os resultados obtidos num
tecido padrdao 100% algoddo, em ganga, os testes tetrabase e fluoresceina reagiram
positivamente em todas as condi¢des. Tal como anteriormente, os testes menos sensiveis
foram o KM e LMG, sendo que o teste KM apenas deu resposta positiva em ganga submetida
a lavagem manual, com ou sem detergente e secagem a temperatura ambiente
(A.m.sd. e Am.d.). Por sua vez, o teste LMG, além das condicdes anteriores, deu resultado
positivo também com a amostra lavada a médo, sem detergente e seca na maquina (E.m.sd.). O
luminol foi novamente bastante sensivel, contudo ndo detetou sangue em ganga lavada com
detergente (d) e seca na maquina (E), independentemente do método de lavagem. Nesta
situacdo, o método de secagem foi o fator decisivo para a auséncia de reacao do teste luminol.
No geral, o processo de secagem mecanico é mais rapido do que o natural, dado que as roupas
sdo submetidas a elevadas temperaturas enquanto alguma agua é removida pelo processo de
centrifugagdo, o que promove uma remocao mais eficaz da mancha, que nesta fase se encontra
diluida. Por outro lado, a secagem a temperatura ambiente € mais lenta permitindo que a agua
se mantenha no tecido por mais tempo, assim como algum do sangue depositado, o que leva
a uma remocao menos eficaz da mancha. Para além disso, na maquina de secar, os tecidos
estdo em contacto com outras roupas, o que potencia a limpeza dos mesmos. As carateristicas
do material téxtil também representam um fator de elevada influéncia nos resultados. Devido
a estrutura das suas fibras, a ganga é pouco absorvente, impedindo o sangue de penetrar
eficazmente, ficando o mesmo concentrado no local de deposicao, o que facilita a sua remocao

durante a lavagem.
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No geral, verificou-se que a utilizacdo de detergente na lavagem proporciona um maior grau
de limpeza, diminuindo a detetabilidade do sangue. Os detergentes comuns, tal como o Skip,
tém na sua composicao percarbonato de sédio, cuja dissolucdo em agua leva a produgéo de
perdxido de hidrogénio e carbonato de sédio. Tal como supramencionado, os testes em estudo
utilizam a hemoglobina para catalisar a reducdao de um composto oxidante, como o peroxido
de hidrogénio, que por sua vez oxidara o composto cromogéneo. Assim, a presenca de
peroxido de hidrogénio, derivado do detergente, pode levar a que a hemoglobina presente na
amostra de sangue seja utilizada durante o processo de lavagem [88]. Esta reacao, juntamente
com a remocao potenciada pela imersdao do tecido em agua com detergente, pode ser
suficiente para reduzir o volume de sangue abaixo dos niveis de sensibilidade dos testes

presuntivos, resultando em reacbes negativas.

Os tecidos utilizados sdo ambos 100% algodao, mas, devido a estrutura das fibras, a ganga
é relativamente menos absorvente, o que facilita a remocdo das manchas de sangue durante
a lavagem e, consequentemente, origina um maior numero de resultados negativos.
Adicionalmente, o facto de na ganga algumas fibras estarem tingidas pode alterar as suas

propriedades e dificultar a visualizacao das reagdes, principalmente do luminol (Figura 21).

Figura 21. Reac¢des do luminol, nas condi¢des: secagem a temperatura
ambiente e lavagem na maquina, com agua quente e sem detergente

(A.M.g.sd); em tecido de algoddo comum (A e B) e ganga (C e D).

66



Comparagdo de testes para detegdo de sangue [N

A bibliografia no tema é bastante limitada, todavia é, maioritariamente, concordante com os
resultados obtidos no presente estudo. A titulo de exemplo, Hofmann et al. analisaram o efeito
de multiplas variaveis associadas a lavagem mecanica, tais como a temperatura da agua
utilizada. As temperaturas avaliadas foram 30, 60 e 95°C, tendo-se verificado que os resultados
nao apresentaram variagoes significativas entre os 30 e os 60°C, porém ocorreu uma
diminuicdo na detetabilidade das manchas a temperatura de 95°C [87]. Estas observagdes sdo
analogas as presentes, dado que se verificou que para temperaturas de lavagem de 20 e 60°C
os testes deram resultados semelhantes, ndo sendo este um fator de elevada influéncia.
O trabalho desenvolvido por Mushtaq et al. teve como foco avaliar o efeito da utilizacdo de
diferentes detergentes. De entre os seus resultados pode destacar-se que os testes KM e LMG
deixaram de detetar a presenca de sangue em lavagens a mdo, com detergente e duragdo
superior a 30 minutos [86]. Assim, tal como no presente estudo, em que a lavagem durou
aproximadamente 10 minutos, ambos os testes deram resultados positivos em tecido 100%

algodao submetido a lavagem a mao, com detergente e secagem a temperatura ambiente.

Os resultados alcancados servirdo como orientacdo para a futura aplicagdo de testes
presuntivos em téxteis lavados, contudo existem multiplos fatores capazes de interferir com os
mesmos, tais como: tipo e composicao do detergente; duracao da lavagem; temperatura da
agua; numero de lavagens e composicao e estrutura do tecido. Tendo em vista os resultados
obtidos e o facto de, regularmente, as manchas ndo serem visiveis apos a lavagem,
recomenda-se a utilizacao de testes de aplicacao direta. Estes permitem a pesquisa e o realce
de manchas de sangue latentes em substratos de grandes dimensdes, e sdo, simultaneamente,

faceis de utilizar e bastante sensiveis.
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3.3. Efeito das temperaturas elevadas na integridade das amostras

O calor extremo gerado pelas chamas pode modificar a quimica do sangue, alterando as
suas propriedades, o que afeta a resposta dos métodos quimicos e éticos mais comuns. Assim
sendo, foi estudado o efeito das temperaturas elevadas na estabilidade de amostras de sangue
e, consequentemente, no resultado dos testes presuntivos. Concomitantemente, foi avaliado
o efeito do substrato na analise sendo, portanto, escolhidos quatro substratos diferentes, onde
sdo frequentemente encontrados vestigios hematicos, sendo eles o cimento, o azulejo, a
madeira e o tecido, neste caso constituido integralmente por algodado. A aplicagdo principal
do presente estudo sera em cenarios de crime de incéndio cuja intencdo € a ocultacdo de

vestigios.

A temperatura maxima do ar ou da chama a que uma mancha de sangue é submetida e
consegue obter resultados positivos com métodos quimicos depende da estrutura, rugosidade
e propriedades térmicas do material onde a mesma estd depositada. Num incéndio em
ambiente fechado, as temperaturas do ar e dos gases podem ser significativamente superiores
a 300°C, especialmente nas camadas superiores. Nestas condicbes, as temperaturas das
chamas rondam os 800°C [89]. A definicdo do periodo de 5 minutos para o aquecimento das
amostras teve em consideragdo que, em casos reais, apos um determinado periodo as chamas
progridem provocando a destruicdo dos vestigios, ou regridem, verificando-se uma descida
nas temperaturas. Para além disso, nestas circunstancias, as temperaturas ndo se mantém

estaveis durante um longo periodo de tempo.

Na mufla, as amostras foram submetidas a seis temperaturas, porém ocorreram oscilagdes
até +£20°C derivadas da abertura do aparelho para a introducao dos materiais. Nas amostras
de madeira e tecido submetidas a 400°C, os substratos atingiram o ponto de ignicao e
iniciaram o processo de carbonizagdo. Assim sendo, as mesmas foram removidas antes de
terminar o periodo de 5 minutos pré-estabelecido. Os controlos positivos e negativos foram
constituidos por amostras de substrato com sangue nao submetidas a aquecimento e amostras
de substrato sem sangue submetidas a aquecimento, respetivamente. Todos os testes
presuntivos deram positivo com os controlos positivos. Tal como anteriormente, o teste

tetrabase deu positivo com o cimento, sendo eliminado do estudo no substrato.
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Com excegao do caso anterior, ndo ocorreu nenhuma reagdo com os controlos negativos, para

os restantes testes presuntivos.

Foi possivel observar diretamente algumas das alteracdes sofridas pelo sangue devido as
elevadas temperaturas, nomeadamente no que toca a coloracao e textura. As manchas ficaram
sequencialmente mais escuras com o aumento da temperatura, sendo esta alteragdo mais
acentuada nos substratos de maior inflamabilidade (Figura 22). Em azulejo vidrado, a maioria

do sangue depositado foi removido naturalmente das amostras, durante o manuseamento das

mesmas, dado que o substrato é bastante impermeavel (Figura 22A).

Figura 22. Amostras apds serem submetidas as temperaturas de 100, 150, 200, 250, 300 e 400°C.

Alteracdo da coloracdo do sangue em substratos ndo inflamaveis (A e B) e inflamaveis (C e D).

Seguidamente, nas Tabelas 11 a 14 sdo apresentados os resultados da aplicagao dos testes
presuntivos nas diferentes condicdes apresentadas, de acordo com a ordem estabelecida

acima, na Figura 22.

69



Tabela 11. Resultados obtidos para a estabilidade das amostras sujeitas a aquecimento, no substrato

azulejo.

I Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

100 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
150 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
200 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
250 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
300 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
400 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo

Tabela 12. Resultados obtidos para a estabilidade das amostras sujeitas a aquecimento, no substrato

cimento.
100 Positivo Positvo | - Positivo Positivo
150 Positivo Positvo |  ------ Positivo Positivo
200 Positivo Positvo | - Positivo Positivo
250 Positivo Positvo | - Positivo Positivo
300 Positivo Positvo | - Positivo Positivo
400 Positivo Positvo | - Positivo Positivo
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Tabela 13. Resultados obtidos para a estabilidade das amostras sujeitas a aquecimento, no substrato

tecido 100% algodao.

100 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
150 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
200 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
250 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
300 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo
400 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabela 14. Resultados obtidos para a estabilidade das amostras sujeitas a aquecimento, no substrato

madeira.

100 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
150 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
200 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
250 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
300 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
400 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo




I Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

Da analise da Tabela 11, relativa a sangue em azulejo, retém-se que os testes de aplicagdo
direta obtiveram reacdes positivas em todas as amostras, até a temperatura de aquecimento
de 400°C. No entanto, os testes de raspagem apenas deram resultado positivo até aos 300°C.
Tal como consta na Tabela 12, referente as observacbes em cimento, todas as amostras
reagiram positivamente em todos os testes em estudo até aos 400°C. Embora ambos os
substratos sejam nao inflamaveis, os resultados foram ligeiramente diferentes. Tal pode ser
consequéncia das propriedades intrinsecas dos materiais, assim como da espessura dos
diferentes substratos, que impede o cimento de aquecer tanto quanto o azulejo, preservando

melhor as manchas de sangue.

Com o substrato tecido 100% algodao, presente na Tabela 13, os testes de aplicacao direta
detetaram sangue até a temperatura de aquecimento de 300°C, enquanto os testes de
raspagem reagiram positivamente apenas até aos 250°C. Por fim, em madeira, o ultimo
resultado positivo de todos os testes presuntivos foi aos 300°C. As amostras, de ambos os
substratos, submetidas a 400°C foram retiradas antes de completar os 5 minutos, sendo o
tecido extraido aos 2 minutos e 30 segundos e a madeira aos 4 minutos. Para além dos
substratos, também o sangue iniciou o processo de carbonizagdo, o que se refletiu em

resultados negativos.

Quanto mais resistentes e menos inflamaveis forem os materiais utilizados como substrato,
menor sera a degradacdao do sangue, existindo, portanto, maior probabilidade de os testes
presuntivos obterem resultados positivos. Nao obstante o facto de os testes de aplicacao direta
serem mais sensiveis e eficazes na detecdo de sangue, os mesmos destroem os padroes
existentes através da sua diluicdo. Assim, dada a especificidade e sensibilidade dos testes KM
e LMG, e a necessidade de preservar os padrdes de manchas de sangue, estes sdo 0s mais
adequados para amostras que sofrem a acao do calor, sendo que o teste KM ja é utilizado na

rotina do LPC-PJ.
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3.4. Estudo da utilizacao de fontes de luz em diferentes téxteis

Este estudo exploratério consistiu na avaliagdo da eficacia das luzes infravermelha e azul na
pesquisa de manchas de sangue em vinte tecidos onde a sua visualizacao a olho nu, ou com
recurso a luz branca, pode estar comprometida. Foram escolhidos exemplares de materiais
téxteis que ja haviam sido referidos na bibliografia como problematicos, alguns que foram
pouco explorados pelos autores, anteriormente, e outros em que se sabe que as fontes de luz
proporcionam um bom contraste. A primeira analise foi realizada 2 dias apds a deposicdo das
manchas, para que as mesmas pudessem secar completamente em tecidos absorventes e ndo
absorventes. Nos ultimos verificou-se a formagdo de uma pelicula rigida sobre o material, a
qual foi removida, sobrando apenas a mancha impregnada (Figura 23). Da analise com recurso
aos diferentes tipos de luz resultaram as fotografias correspondentes a cada tecido e uma
tabela onde se estabeleceu a visibilidade das manchas nos trés periodos pré-estabelecidos,
nomeadamente aos 2 dias, 2 semanas e 2 meses (Tabela 15). Manchas impercetiveis ou cujo
aspeto ndo se assemelhe ao de sangue sdo consideradas ndo visiveis. Adicionalmente, em

anexo encontram-se fotografias dos diferentes tecidos (anexo V).

Figura 23. Exemplo de um tecido pouco absorvente onde ocorreu a formacdo de uma pelicula (A) e

resultado da sua remocao (B).
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Tabela 15. Visibilidade das manchas produzidas nos tecidos aos 2 dias, 2 semanas e 2 meses, com

recurso a luz branca (B), infravermelha (IV) e azul (Az).

2 dias 2 semanas 2 meses

Tecido B v Az B v Az B v Az
1 v/ v/ v/ v/ Vv Vv
2 v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/
3 v/ v/ X v/ v/ X v/ v/ X
4 v X X v X X v/ X X
5 X v X X v X X v X
6 v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/
7 X v v X v v X v v
8 v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/
9 v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/
10 v X v v X v v X v
1 X X v/ X X v X X v/
12 v X v/ v/ X v/ v/ X v/
13 v v v v v v v v v
14 v v/ X v/ v/ X v/ v/ X
15 X v X X v X X v X
16 v v v v v v v v v
17 X X v/ X X v X X v/
18 v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/ v/
19 v v N v v v v v v
20 X v X X Vv X X v/ X
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Em nove dos tecidos em analise as manchas de sangue foram identificadas utilizando todos
os métodos de visualizagdo, sendo estes o 1, 2, 6, 8, 9, 13, 16, 18 e 19. Neste conjunto
encontram-se tecidos coloridos e escuros, com composi¢des distintas. Por contraste, nao
existiu nenhum tecido no qual as manchas nao fossem visualizadas com pelo menos um dos
métodos. No tecido 4, as manchas depositadas ndo foram identificadas com auxilio das fontes
de luz IV e azul, no entanto para um olho treinado as mesmas sao detetaveis com recurso a
luz branca. Atendendo aos resultados obtidos para a luz IV, pode verificar-se que a mesma nao
permitiu identificar manchas de sangue nos tecidos 10, 11, 12 e 17. Com base na Tabela 7,
presente no capitulo anterior, onde constam a colora¢do e composicao dos varios téxteis,
constatou-se que todos os anteriores sdo compostos por nylon, o qual é utilizado, sobretudo,
em vestuario impermeavel. Neste sentido, as manchas podem nao ser visiveis devido a elevada
reflexdo do material ou a interferéncias provocadas pelo tratamento de impermeabilizagao.

Todavia, neste material a luz azul permitiu visualizar as diversas manchas.

Nos tecidos 5, 7, 13, 14, 15 e 20, todos eles escuros, a olho nu as manchas de sangue sao
impercetiveis ou o seu aspeto pouco sugestivo de sangue. Ainda assim, em todos estes téxteis
a luz IV permitiu identificar eficazmente as trés manchas e distingui-las, por exemplo, de
descoloragdes do tecido (Figura 24). O mesmo ndo se verificou com a luz azul que, embora
tenha permitido visualizar algumas das manchas, proporcionou um baixo contraste entre os

tecidos e as mesmas.

Figura 24. Exemplo de um tecido (A) no qual existem ambos manchas de sangue (indicador vermelho)

e descoloragdes (indicador amarelo) e respetiva fotografia com luz IV (B).
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Tal como referido no capitulo anterior, de modo a determinar a eficacia das fontes de luz
infravermelha e azul, foi realizada uma analise de contraste. Adicionalmente, através dos
resultados obtidos, procurou determinar-se o efeito do fator tempo na identificagdo das
manchas, dado que a coloragdo do sangue sofre alteracdes com a idade. Os contrastes
calculados foram o resultado da subtracdo da intensidade das manchas de sangue a
intensidade do fundo, que neste caso sera o tecido. As regides de interesse foram escolhidas
de modo a manter as mesmas condi¢bes ao longo dos trés periodos temporais avaliados.
Em alguns dos tecidos verificou-se que as manchas na zona de deposicdo do sangue
apresentavam uma coloracdo mais clara do que na restante porcdo. Por conseguinte, foi
avaliado o efeito deste fendmeno na analise, através do calculo da intensidade de trés regides
diferentes da mancha, sendo uma delas a regiao “clara” (Figura 25). Uma vez que se constatou
que nestas zonas os valores de intensidade eram significativamente mais elevados que nas
restantes, sempre que tal se verificou a regido de interesse escolhida nado incluiu esta area para
que o valor de contraste nao ficasse reduzido relativamente as outras manchas, que por vezes

se encontravam menos destacadas e obtinham valores superiores de contraste.

72 122 90 112 177 89

Figura 25. Exemplo de dois tecidos (tecido 5-A e tecido 13-B) em que na zona de deposicdo a mancha

adquiriu uma coloracdo mais clara e intensidade de trés regides distintas da mancha (pontos 1 a 6).
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Seguidamente sdo apresentados os contrastes calculados para as diferentes fontes de luz,
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nos periodos 2 dias, 2 semanas e 2 meses (Tabela 16).

Tabela 16. Contrastes proporcionados pelas luzes infravermelha e azul nos vinte tecidos, apds 2 dias, 2

semanas e 2 meses da deposicdo das manchas de sangue.

Luz Infravermelha Luz azul
Tecido 2 dias 2 semanas 2 meses 2 dias 2 semanas 2 meses
1 10.19 17.39 44.60 10.47 24.52 37.05
2 40.37 26.80 20.82 712 6.81 9.34
3 5187 53.65 4937 0.00 0.00 0.00
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 28.23 34.78 36.30 2.95 428 403
6 70.90 68.79 66.00 23.00 25.69 20.76
7 39.67 4.7 3.21 9.21 9.88 13.78
8 42.28 22.02 20.55 9.38 13.94 20.38
9 52.76 35.01 33.25 2246 35.61 28.16
10 0.00 0.00 0.00 23.35 20.51 18.37
1 0.00 0.00 0.00 19.24 19.81 17.29
12 0.00 0.00 0.00 6.75 7.88 6.10
13 44 .44 4878 40.06 35.00 3557 35.67
14 10.98 8.22 1412 0.00 0.00 0.00
15 62.47 35.34 58.41 0.00 0.00 0.00
16 28.56 18.98 1414 17.00 16.54 18.80
17 0.00 0.00 0.00 13.55 10.19 Nn.77
18 28.02 20.30 26.22 29.00 31.63 27.07
19 13.98 15.40 9.35 2313 23.61 26.34
20 13.63 12.48 9.84 0.00 0.00 0.00
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A andlise da Tabela 16 foi dividida em trés partes, sendo interpretados individualmente os
resultados de cada fonte de luz e, posteriormente, realizada a comparagao entre os mesmos.
Posto isto, focando nos contrastes alcancados pela luz 1V, verifica-se que ocorreram variagdes
significativas nos tecidos 1, 2, 7, 8,9, 15 e 16. No geral, nestes téxteis o contraste diminui com
a idade das manchas, contudo no tecido 1 ocorreu a situacao inversa, isto é, o contraste entre
a mancha e o tecido aumentou com a idade. Esta ocorréncia pode ser consequéncia da
oxidacao do sangue que, neste tecido em particular, leva a uma alteracdo de coloragdo mais
evidenciada. O sangue com o tempo oxida e escurece, passando de vermelho a um tom
acastanhado. Visto que o tecido 1 também é vermelho, ambos absorvem a radiagdo de forma
semelhante, o que se reflete num baixo contraste, que aumenta a medida que a mancha de
sangue escurece. Para além disso, este material também apresenta um elevado grau de
reflexdo, que interfere com a forma como a radiagdo interage com o sangue nele depositado.
Porém, o mesmo ndo se verifica no seu interior, presentemente denominado de tecido 2.
O interior do tecido, para além da diferenca anterior, é também mais absorvente, o que muda
drasticamente o aspeto das manchas e a sua interacdao com a luz IV. No tecido 7 o contraste
diminui excecionalmente entre os 2 dias e as 2 semanas. Por inspecao visual observou-se uma
modificagdo na cor das manchas, de escuras para claras, que pode ser reflexo de uma alteragao
nas propriedades do sangue (Figura 26). Os tecidos com melhores contrastes foram o 3, 6, 9,
13 e 15. Estes tém em comum o facto de serem porosos e, consequentemente, bastante
absorventes, no entanto, devido as propriedades das diferentes fibras téxteis, as manchas de
sangue apresentaram aspetos bastante dispares. A variacdo de contraste verificada no
tecido 15 aparenta estar relacionada com o método de aquisicdo de imagem e ndo com

altera¢des sofridas pelo sangue.

Com a fonte de luz azul apenas se observaram variagdes significativas nos contrastes obtidos
pelos tecidos 1, 8 e 9, sendo que, no tecido 9, tal como anteriormente, as alteragbes de
contraste aparentam estar relacionadas com o método de aquisicao. No geral, os contrastes
fornecidos por esta fonte de luz sdo inferiores aos observados com luz IV, sobretudo em
tecidos escuros, o que corrobora as informagdes presentes na bibliografia quanto a sua eficacia
nestes substratos. Tal como supramencionado, a utilizacdo de luz azul, nos tecidos em analise,

foi crucial para a detecao e realce de manchas de sangue em tecidos constituidos por nylon.
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Figura 26. Diferencas observadas na coloracdo das manchas, no tecido 7, entre os 2 dias (A) e as 2

semanas (B), com recurso a luz branca. Nota: a pelicula existente na imagem da esquerda foi removida

antes das andlises com a fonte de luz restando apenas o que consta na imagem da direita.

Analisando a Tabela 16 como um todo, pode verificar-se que algumas manchas apresentam
um contraste bastante reduzido relativamente ao substrato, pelo que, numa situacao normal
em que se desconhece a localizacdo ou existéncia de manchas, estas dificilmente seriam
detetadas. Adicionalmente, ndo foi encontrada nenhuma ligacao entre os resultados obtidos
para os varios tipos de tecido, isto é, com excecdo do nylon, o material e a composicao do
tecido, apesar de influenciarem os resultados, ndo determinam a forma como o tecido ou o
sangue reagem com as diversas fontes de luz. Apesar de este ser um estudo exploratério onde
foi utilizado um numero reduzido de amostras, foram identificadas algumas possiveis
interferéncias que devem ser alvo de futuro estudo, através da utilizacdo de mais exemplares

de téxteis com o mesmo material.

Ainda de modo a analisar a totalidade dos contrastes, foi efetuada uma anélise de
agrupamentos hierarquica sobre os dados. Esta permitiu estabelecer uma relacao entre os
varios tecidos, distribuindo-os por grupos, de modo a que existisse homogeneidade dentro
dos grupos e heterogeneidade entre grupos. O dendrograma construido através da HCA,

utilizando o método de ligagdo de Ward, consta na Figura 27.
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Altura

50

14
20
10

11

Figura 27. Dendrograma obtido através de HCA, utilizando o método de ligacdo de Ward, realizada sobre os resultados da andlise de contraste.
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Através da analise da Figura 27, sao identificaveis trés grupos distintos. O agrupamento
maior (4, 7, 10, 11, 12, 14, 17 e 20) contém os tecidos onde se obtiveram valores de contraste
reduzidos com ambas as fontes de luz, ou, por vezes, inexisténcia de contraste entre a mancha
e o substrato. Neste conjunto foram incluidos todos os tecidos de nylon e alguns téxteis de
diferentes composi¢des. Seguidamente, formou-se um agrupamento (2, 3, 5, 6 e 15) com os
tecidos em que a luz IV forneceu contrastes substancialmente superiores aos da luz azul, que,
em determinados casos, obteve um contraste nulo. Os elementos deste grupo, embora tenham
composi¢des diferentes, sdo todos bastante absorventes e, devido a sua elevada espessura,
retém eficazmente todo o sangue depositado. O ultimo agrupamento (1, 8, 9, 13, 16, 18 e 19)
inclui os tecidos em que ambas as fontes de luz obtiveram contrastes satisfatorios. Os seus
constituintes foram todos os tecidos de poliéster, assim como peles ndo absorventes, tanto
naturais como sintéticas (poliuretano), ou seja, materiais com algum grau de reflexdo. De modo
a explorar mais profundamente as semelhancas existentes entre os constituintes de cada
grupo, seria relevante estudar as propriedades oticas das fibras constituintes dos varios
tecidos, assim como a sua porosidade, com recurso a técnicas de microscopia. Para além disso,
deveriam ser testadas mais amostras com carateristicas semelhantes as analisadas, de modo a

verificar se as mesmas fariam parte dos grupos expectaveis.

Por fim, ainda com recurso aos valores de contraste, foi estudada a influéncia do fator tempo
nos resultados, isto é se de facto o processo de oxidacdo e consequente mudanga de
coloragdo afetam consideravelmente o desempenho das fontes de luz. Para tal foi realizada
uma analise de variancia (ANOVA). A ANOVA é uma ferramenta estatistica utilizada para
distinguir a contribuicdo de diversos fatores independentes para a variancia total. Assim, num
conjunto de dados, a variancia total é resultado de fatores sistematicos e fatores aleatorios.
Para a aplicacdo desta metodologia de analise devem ser utilizadas distribuicdes
independentes e normais e devera existir homogeneidade da variancia [90]. Na ANOVA de
fator Unico é estudado o efeito de um fator, sequidamente designado de A, sobre a
variabilidade de um sistema. Deste modo, a variabilidade total (SS;) é decomposta em

componente puramente aleatoria (SS,.) e componente associada ao fator A (§S,), assim como

na equagao 3.1:

SSp = SSpe + SS, (3.1)
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A variancia total, puramente aleatoria e derivada do fator sao obtidas através da divisdo dos
termos da equagao 3.1 pelos respetivos graus de liberdade, e representam-se da seguinte

forma:
0F = 0p + 04 (3.2)

A hipotese nula, denominada Ho, segure que o fator ndo tem efeito sobre a variabilidade
total, enquanto que a hipdtese alternativa, Hi, propde que o fator tem efeito na mesma. Mais
detalhadamente, Ho diz que se o fator A nao tiver efeito na variabilidade, a sua contribuicao
sera menor ou igual a da componente puramente aleatéria. Por contraste, H1 diz que se esta

for superior a aleatdria, entdo sera responsavel pela introducdo de variabilidade nos dados.

. 52 2 ) 2
Hy: 05 < ope Hy:0f > ope

O valor de prova, o, traduz a probabilidade de aceitacdo da hipdtese nula e fornece a
informacao relativa ao efeito do fator. Deste modo, se os valores de prova forem superiores a
0.05 é aceite Ho, contudo, se os valores forem inferiores a 0.01, esta deve ser rejeitada. Quando

se registam valores intermédios a aceitagcdo de Ho é dubia.

Na tabela 17 encontram-se os resultados obtidos através da ANOVA de fator Unico.

Tabela 17. ANOVA de fator Unico, para o estudo do efeito do tempo na analise de contraste.

Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P | F critico
Entre grupos 82.88 2 41.441 0.132 0.877 3.074
Dentro dos grupos 36802.12 117 314.548
Total 36885 119

O valor de prova para a hipotese nula foi de 0.877 e, visto que p[Ho] > 0.05, entdo a hipdtese
nula é aceite, o que indica que o fator tempo ndo influencia significativamente o contraste

fornecido pelas fontes de luz nos varios tecidos avaliados.
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O LPC-PJ é a entidade responsavel pela pesquisa, recolha e tratamento dos vestigios
presentes no local do crime, pelo que |Ihes sdo exigidas as ferramentas e o conhecimento
técnico-cientifico adequados. Assim sendo, é de particular importancia a implementagdo de

metodologias validadas que potenciem o valor probatério dos vestigios.

Embora os testes presuntivos luminol e KM sejam os mais apropriados para a rotina de
trabalho do Setor de Local do Crime do LPC-PJ, devido ao seu manuseamento simples e bom
desempenho geral, em situagdes limite os mesmos podem ndo fornecer resultados
satisfatorios. Assim, torna-se relevante realizar uma analise comparativa entres estes e outros
testes presuntivos utilizados atualmente, de modo a estabelecer quais os mais eficientes em

diferentes cenarios.

A implementacgdo da pesquisa de vestigios com recurso a luz IV é relativamente recente e,
embora exista alguma bibliografia sobre o tema, esta nem sempre é clara quanto as
verdadeiras limitagdes desta e de outras fontes de luz. Entdo, dado que a utilizagdo primaria
daluz IV é em substratos escuros, estes foram o foco do estudo realizado no ambito da eficacia

das fontes de luz.

O primeiro estudo realizado consistiu na avaliacdo da sensibilidade dos testes presuntivos,
em dois substratos distintos. Numa fase inicial, em que foram realizados os controlos, foi
identificado um resultado falso positivo do teste tetrabase, visto que o mesmo deu resultado
positivo com o substrato cimento. Esta ocorréncia demonstra a importancia da realizagdo de
controlos e levou a que o teste tetrabase fosse excluido das andlises realizadas em cimento,
ao longo de todo o trabalho. Numa primeira analise, verificou-se que o método de aplicacao
(direto ou indireto) dos testes influencia bastante os resultados obtidos, sendo que todos os
testes sdo mais sensiveis quando aplicados diretamente sobre o substrato. No geral, o teste
KM foi o menos sensivel, enquanto o luminol foi o mais sensivel em ambos os substratos.
Constatou-se também que a sensibilidade dos testes foi diferente nos dois materiais, o que
comprova a influéncia do substrato na analise. Assim, foram identificados varios fatores que

afetam os resultados, os quais justificam algumas das discrepancias encontradas na literatura.

Posteriormente, foi testada a sensibilidade dos testes a presenca de sangue em téxteis
lavados. Entre as varias variaveis estudadas, o método de lavagem e a utilizacdo de detergente

tiveram maior influéncia sobre os resultados. Para além disso, verificou-se que as propriedades
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e caracteristicas dos tecidos afetam a sua absorvéncia e a reagdo dos testes presuntivos.
De modo geral, os testes de aplicacao direta, luminol e fluoresceina, obtiveram resultados
bastante satisfatérios, em ambos os substratos utilizados. Assim, é aconselhada a sua utilizacao
nestas circunstancias, dado que além de serem bastante sensiveis a presenga de sangue,

permitem realizar o realce das manchas.

No estudo relativo a estabilidade das amostras apds aquecimento a elevadas temperaturas,
constatou-se que quanto mais resistentes e menos inflamaveis forem os materiais utilizados
como substrato, menor sera a degradagdo do sangue, existindo, portanto, maior probabilidade
de os testes presuntivos reagirem positivamente. Embora ligeiramente mais sensiveis, os
testes de aplicacdo direta destroem os padrdes de sangue, impedindo a sua analise.

Consequentemente, é mais adequada a utilizacdo de um teste de raspagem, tal como o KM.

Para as varias situacOes analisadas foi possivel estabelecer os testes presuntivos com melhor
desempenho e, como tal, mais adequados. Todavia, devem ser realizados estudos futuros onde

sejam incluidas novas variaveis e diferentes substratos.

Na analise de téxteis com recurso a fontes de luz, foi identificado apenas um tecido no qual
as luzes IV e azul ndo permitiram identificar as manchas de sangue, o qual apresentava um
padrdo complexo em tons neutros. Assim, nestas condi¢des € mais apropriada a utilizagdo de
luz branca para uma analise minuciosa do material. A luz IV provou ser bastante eficiente para
a pesquisa de manchas, particularmente em tecidos escuros, tal como referido na literatura.
Ainda assim, em tecidos constituidos por nylon esta foi incapaz de realcar as manchas de
sangue. Futuramente, esta particularidade deve ser alvo de estudo, através da analise de mais
amostras com a mesma composicao. Por contraste, a luz azul permitiu visualizar as manchas
de sangue neste material, pelo que se evidencia a importancia de utilizar as fontes de luz IV e
azul de forma complementar, testando ambas no substrato. Com recurso aos valores de
contraste calculados, a HCA permitiu separar as amostras de acordo com o seu grau de
semelhanca e identificar algumas das tendéncias seguidas pelos dados, nomeadamente ao
nivel do material constituinte de cada tecido e da sua absorvéncia. Ainda assim, neste contexto,
seria relevante realizar estudos futuros que permitissem estabelecer concretamente
a semelhanga existente entre os tecidos constituintes de cada agrupamento, por exemplo,

através da analise das suas propriedades oticas e da sua porosidade. Perante o exposto,
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é também essencial que sejam analisadas mais amostras de constituicdo semelhante as
testadas, de modo a perceber se seguem as tendéncias verificadas no presente estudo. A
ANOVA de fator Unico realizada com os contrastes proporcionados pelas fontes de luz aos 2
dias, 2 semanas e 2 meses, demonstrou que a idade da mancha néao influencia a sua eficacia
na pesquisa de sangue. E importante ressalvar que sendo este apenas um estudo exploratério,
onde foi utilizado um numero reduzido de amostras, as conclusdes podem ndo se aplicar a

todo o universo de téxteis, contudo serdo um auxilio para futuras analises.
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Anexo |- Excerto de relatorio de Interpretacao de Padroes de

Manchas de Sangue, em contexto de simulacao.

T )
Lt

5 GEDE R

i

RELATORIO DE EXAME PERICIAL

’ . SIMULACAO
POLICIA JUDICIARIA | BLOODSTAIN PATTERN ANALYSIS

LABORATORIO DE POLICIA CIENTIFICA

MINISTERIO DA JUSTICA

Finda a fixac8o fotografica, procedeu-se 4 analise e interpretacio de eventuais padres de manchas
de sangue existentes no apartamento alvo de exame. Para tal, foram tomadas por base as
propriedades fisicas do sangue as quais permitem um estudo ponderado da forma, tamanho e
dispersdo das manchas de sangue, assim como do seu relacionamento com a cena envolvente,

possibilitando a determinacdo dos acontecimentos de natureza fisica que estiveram na sua origem.

A analise e interpretacdo dos padrdes de manchas e salpicos de sangue existentes no local, foi
realizada segundo os procedimentos emanados pela Associacdo Internacional de Analistas de
Padroes de Sangue, e usando a terminologia recomendada pelo Grupo Cientifico de Trabalho sobre
Analises de Padries de Sangue (SWGSTAIN).

Desta analise resultou a referenciacdo de diversas manchas supostamente hematicas gue
seguidamente se descrevem pormenorizadamente. De salientar que foram ainda detetadas diversas
outras manchas no interior da habitacdo, as quais ndo foram alvo de referenciacio por estarem ja
muito alteradas por acdo de terceiros efou ndo serem pertinentes para a interpretacio dos padroes

de manchas e salpicos se sangue existentes no local.

Mote-se ainda que sobre as manchas supostamente hematicas foi efetuada a pesquisa da peroxidase
existente no sangue, pelo teste de Kastle-Mayer, tendo o resultado em todas elas sido positivo. As
manchas gue designamos inicialmente como supostamente hematicas serdo designadas a partir de

agora por manchas de sangue, dado que o resultado destas ac teste Kastle-Mayer foi positivo.

A zona 1 foi atribuida & parede do lado direito do hall e ao chdo junto a mesma, tendo em
consideracdo a perspetiva de quem entra no apartamento. Os varios padroes identificados sao

apresentados detalhadamente ao longo dos pontos seguintes.
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Fotos 25 e 26. Localizacédo da zona 1.
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Na parede pertencente a zona 1, apresentada na Foto 26, foram identificados cinco (5)
padrdes de manchas de sangue:

o Vestigios 1.A, 1.B e 1.C: Na regido superior da parede, foram detetados trés (3) padrbes
de manchas de sangue. Ap6s uma analise minuciosa, tendo em conta as caracteristicas
das manchas, tais como a presenca de bolhas de ar, conclui-se que se tratavam de
padrdes de expiracdo (padrdo de manchas de sangue resultante de sangue forcado

através de um fluxo de ar para fora do nariz, boca ou uma ferida).

e Vestigio 1.D: Na regiao superior esquerda da parede, junto ao corredor, foi detetado um
(1) padrdao que de acordo com as suas caracteristicas, nomeadamente a existéncia de
movimento relativo entre a superficie ensanguentada e ndo ensanguentada, conclui-se
que se tratava de um movimento padrao (padrdo de manchas de sangue resultante da
transferéncia de sangue; de um sangue procedente/transportado de uma superficie para

outra superficie, com caracteristicas que indicam o movimento relativo entre as duas).

o Vestigio 1.E: Na regido inferior da parede, foi detetado um (1) padrdo onde verificou a
existéncia de uma alteracdo causada pelo movimento de um dado objeto através da
mancha pré-existente e ainda humida, ou seja, conclui-se a presenca de um (1) padréo
de limpeza (padrdo de manchas de sangue alteradas, resultantes do movimento de um

objeto numa mancha de sangue himida).

Neste contexto sdo de destacar os vestigios 1.A, 1.B e 1.C, correspondentes a padrdes de
expiracdo, que face a sua natureza e localizagdo, indicam a ocorréncia de pelo menos trés

(3) agressdes, onde se verifica proximidade entre o agressor e a vitima.
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Foto 27. Localizacdo e enquadramento dos vestigios 1.A, 1.B,1.C,1.D e 1.E

Foto 28. Pormenor do vestigio 1.A.
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Fotos 29 e 30. Pormenor do vestigio 1.B.
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Fotos 31 e 32. Pormenor do vestigio 1.C.
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Foto 33. Pormenor do vestigio 1.D.
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Foto 34. Pormenor do vestigio 1.E.
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No chao pertencente a zona 1, apresentado na Foto 27, foram identificados dois (2) padrdes

de manchas de sangue:

o Vestigio 1.F2: Sensivelmente junto a porta de entrada, no encaminhamento para a
sala de estar foi detetado um (1) padrdo de gota (padrdo de manchas de sangue
resultante de um liquido que pinga em cima de outro liquido e em que pelo menos um
deles é sangue) onde se constatou a existéncia de manchas satélites (pequena
mancha de sangue que se produziu durante a formagdo da mancha origem/fonte,

como resultado do impacto do sangue com a superficie) no seu redor.

o Vestigio 1.F1: Ap6s uma observagdo minuciosa das manchas satélite do vestigio
1.F2, verificou-se a existéncia de duas (2) zonas onde o padréo foi interrompido. A
falta de manchas de sangue numa determinada regido sugere a presenca de um (1)
objeto ou objetos aquando da producdo do padrdo, os quais foram posteriormente
retirados. Assim, pela analise
pode-se atribuir a classificacdo de vazio (falta/auséncia de sangue numa mancha de
sangue ou padrédo de manchas de sangue). Além disso, tendo em consideracédo a sua

forma, este pode ser resultado da posicao da fonte relativamente ao padréo.

» Vestigio 1.G: Junto aos vestigios 1.F1 e 1.F2, foram identificados dois (2) padrdes
de gota (padrao de manchas de sangue resultante de um liquido que pinga em cima

de outro liquido e em que pelo menos um deles é sangue).

Finda a analise da zona 1 e atendendo as caracteristicas dos padrdes detetados, sobretudo
a quantidade de sangue associada a producédo dos padrdes de expiracdo, identificados como

1.A, 1.B e 1.C, esta regido foi definida como o inicio das agressoes.
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Foto 35. Localizacdo e enquadramento e identificacdo dos vestigios 1.F1, 1.F2 e 1.G.

Foto 36. Pormenor do vestigios 1.F1 e 1.F2.
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Foto 37. Pormenor do vestigio 1.G.

A zona 2 foi atribuida ao canto direito da sala de estar, junto a entrada, de acordo com a
perspetiva de quem entra. Os varios padrdes identificados séo apresentados detalhadamente
ao longo dos pontos seguintes.
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Foto 38. Localizac&o zona 2.

Na parede contigua com a entrada na sala de estar, pertencente a zona 2, foram identificados
cinco (5) padrdes de manchas de sangue:

e Vestigio 2.A: Naregido superior da parede, sensivelmente do lado direito, foi detetado
um (1) padréo que, atendendo as suas caracteristicas tais como, tamanho e disperséo,
conclui-se que se tratava de salpicos dianteiros (padrdo de manchas de sangue
resultante de gotas de sangue que voam na mesma dire¢do que a for¢a do impacto).
Esta observacao foi corroborada pela existéncia de um (1) orificio na parede cujas
caracteristicas se assemelham as provocadas por projéteis de arma de fogo.

e Vestigio 2.B: Ainda na regido superior da parede, junto ao vestigio 2.A., foi detetado
uma (1) mancha de transferéncia (mancha de sangue resultante do contacto entre
uma superficie transportando sangue sobre outra superficie).
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Vestigio 2.C: Sensivelmente a esquerda do padréo identificado como 2.B., foi
identificado um (1) padrdo no qual se verifica a existéncia de uma alteracdo causada
pelo movimento de um dado objeto através da mancha pré-existente e ainda humida,
ou seja, conclui-se a presenca de um (1) padrao de limpeza (padrdo de manchas de
sangue alteradas, resultantes do movimento de um objeto numa mancha de sangue

humida).

Vestigio 2.D: Na regido inferior da parede, lado esquerdo, foi detetado um (1) padréo
gue apdés uma analise minuciosa e de acordo com as suas caracteristicas, tais como,
dispersdo em forma de “V”, concluiu-se que se tratava de um (1) padrdo de impacto
(padréo de manchas de sangue resultante de um objeto que toca/bate em sangue
liquido), padréo caracteristico resultante de uma agressao.

Vestigio 2.E: Na regido inferior da parede, sensivelmente abaixo do padrdo de
impacto, verificou-se a interrup¢éo do padrdo de manchas de sangue em toda a regiéo,
0 que sugere a presencga de um (1) objeto ou objetos aquando da produgéo do padréo,
0s quais foram posteriormente retirados. Pela andlise pode-se atribuir a classificacao
de vazio (falta/auséncia de sangue numa mancha de sangue ou padrdo de manchas

de sangue).
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Foto 40. Pormenor do vestigio 2.A.
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Foto 41. Pormenor do vestigio 2.B.
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Foto 42. Pormenor do vestigio 2.C.
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Foto 43 a 46. Pormenores do vestigio 2.D.
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Foto 47. Pormenor do vestigio 2.E.

Na parede lateral direita relativamente a entrada da sala de estar, pertencente a zona 2, foram

identificados dois (2) padrdes de manchas de sangue:

Vestigio 2.F: Na regido superior da parede foi detetado um (1) padrdo que ap6s uma
analise minuciosa e de acordo com as suas caracteristicas, tais como, dispersdo em
forma de “V”, concluiu-se que se tratava de um (1) padréo de impacto (padréo de
manchas de sangue resultante de um objeto que toca/bate em sangue liquido), padréo

caracteristico resultante de uma agresséo.

Vestigio 2.G: Na regido inferior da parede, imediatamente abaixo do padrdo de
impacto, verificou-se a interrupc¢éo do padrao de manchas de sangue em toda a regiéo,
0 que sugere a presenca de um (1) objeto ou objetos aquando da producéo do padréo,
0s quais foram posteriormente retirados. Pela andlise pode-se atribuir a classificacao
de vazio (falta/auséncia de sangue numa mancha de sangue ou padrdo de manchas
de sangue).
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Fotos 48 a 51. Pormenores do vestigio 2.F.
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Foto 52. Pormenor do vestigio 2.G.

No chéo a direita da entrada, pertencente a zona 2, foram detetados quatro (4) padrées de

manchas de sangue:

Vestigio 2.H: Na regido inferior da parede contigua a entrada na sala de estar assim
como no chao junto a mesma, foram detetadas manchas de salpicos (mancha de
sangue resultante de uma gota de sangue que se dispersa através do ar devido a uma
forca externa aplicada a uma fonte de sangue liquido), padrao caracteristico resultante
de uma agressao.

Vestigio 2.I: No chdo, imediatamente junto do vestigio 2H, foi detetado uma
acumulagdo de sangue caracteristica de uma poc¢a (mancha de sangue resultante do

acumular de sangue liquido sobre uma superficie).

Vestigio 2.J1: Junto & poca de sangue, identificada como vestigio 2I, foi observada
uma (1) mancha de transferéncia (mancha de sangue resultante do contacto entre
uma superficie transportando sangue sobre outra superficie), correspondente a uma
(1) marca bidimensional de calcado impressa em sangue que, apdés comparagao
preliminar, se constatou pertencer a vitima.
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e Vestigio 2.J2: Junto a poga de sangue, identificada como vestigio 2l, foi observada
uma (1) mancha de transferéncia (mancha de sangue resultante do contacto entre
uma superficie transportando sangue sobre outra superficie), correspondente a uma

(1) marca bidimensional de calgado impressdo em sangue que se pressupde pertencer

ao agressor.

Foto 53. Localizacdo e enquadramento dos vestigios 2.H, 2.1, 2.J1 e 2.J2.

Foto 54. Pormenor do vestigio 2.H.
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Foto 56. Pormenor dos vestigios 2.J1 e 2.J2.
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Finda a andlise da zona 2 e atendendo as caracteristicas dos padrées de impacto detetados,
identificados como vestigio 2D e 2F, concluiu-se que ambos os padrfes teriam a mesma area
de origem. Salienta-se ainda que o padrdo de poca, identificado como vestigio 2I,

corresponde ao final das agressoes.

A zona 3 foi atribuida ao corredor da habitacdo e entrada da casa de banho. Os padrbes

detetados e referenciados na respetiva zona seréo dispostos ao longo das paginas seguintes.

Foto 57 e 58. Localizac&do da zona 3.
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No corredor pertencente a zona 3, apresentado na Foto 57, foram identificados cinco (5)

vestigios:

o Vestigio 3.A: Na margem direita do corredor, no sentido hall-casa de banho, foi
detetado
um (1) padrédo cujas caracteristicas, nomeadamente linearidade, forma e tamanho,
permitiram concluir que se tratava de um rasto de gota (padrédo de manchas de
sangue resultante do movimento de uma fonte de manchas de gotas entre dois

pontos).

e Vestigio 3.B: Na margem direita do corredor, no sentido casa de banho-hall, foi
detetado
um (1) padréo cujas caracteristicas, nomeadamente linearidade, forma e tamanho,
permitiram concluir que se tratava de um rasto de gota (padrédo de manchas de
sangue resultante do movimento de uma fonte de manchas de gotas entre dois

pontos).

e Vestigio 3.C: Junto a entrada da casa de banho, foi identificada uma mancha de
transferéncia (mancha de sangue resultante do contacto entre uma superficie
transportando sangue sobre outra superficie), correspondente a uma (1) marca de
calcado. Sobrepostas a mesma, foram observadas duas (2) manchas passivas o que

permitiu concluir que estas se depositaram posteriormente.

e Vestigio 3.D: No chéo, junto ao lavatério da casa de banho, foi detetada uma mancha
de transferéncia (mancha de sangue resultante do contacto entre uma superficie
transportando sangue sobre outra superficie), cujo aspeto se assemelha a um contacto

entre a superficie e um (1) objeto, supostamente um martelo ensanguentado.

e Vestigio 3.J2: Ao longo do corredor foram detetadas varias manchas de
transferéncia (mancha de sangue resultante do contacto entre uma superficie
transportando sangue sobre outra superficie) no sentido sala-casa de banho com o

mesmo padrédo de calcado identificado na zona 2.
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Fotos 61 e 62. Pormenor do vestigio 3.A_
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Foto 65. Pormenor do vestigio 3.C.
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Foto 66. Pormenor do vestigio 3.D.

Fotos 67 e 68. Pormenor do vestigio 3.J2.
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Tendo em conta a degradacdo gradual das marcas bidimensionais de cal¢cado, isto é, a
diminuicdo da quantidade de sangue depositado na superficie no percurso compreendido
entre a sala de estar e a casa de banho, concluiu-se que os acontecimentos ocorridos nha

zona 2 precederam os eventos da zona 3.

- CONCLUSAO -

Nos exames efetuados no ambito da andlise e interpretacao dos padrbes de sangue, numa
habitacdo sita no RC/Esq do prédio B2, em Barro, Loures , foram observados e
referenciados os padrées correspondentes aos vestigios 1 a 3, os quais foram devidamente

descritos ao longo do presente relatério, tendo-se concluido o seguinte:

e Os trés (3) padrbes de expiracdo ou “expiration pattern” (padrdo de manchas de
sangue resultante de sangue for¢cado através de um fluxo de ar para fora do nariz,
boca ou uma ferida), observados no hall de entrada, correspondentes aos vestigios

1.A, 1.B e 1.C, séo consequéncia de agress6es mutuas entre a vitima e o suspeito.

e Osdois (2) padrdes de impacto ou “impact pattern” (padrdo de manchas de sangue
resultante de um objeto que toca/bate em sangue liquido), observados na sala de
estar e correspondentes aos vestigios 2.D e 2.F, sdo consequéncia de agressdes

infligidas a vitima, com um objeto contundente.

¢ O rasto parcial bidimensional de calcado impresso em sangue, referenciado com

vestigios 2.J2 e 3.J2, corresponde ao calgcado pertenca do suspeito.
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Anexo ll- Aspeto das diluicoes de sangue em cimento e tecido

100% algodao.

Figura A1. Aspeto das dilui¢cdes de sangue no substrato cimento.

Figura A2. Aspeto das diluicbes de sangue no substrato tecido 100% algodao.
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Anexo llI- Resultados da analise da agua utilizada para produzir o

cimento, obtidos por ICP-OES.
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Anexo IV- Fotografias dos tecidos, as duas semanas.
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