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Resumo

A investigacdo do local de crime € um dos processos mais importantes para soluciona-lo e as manchas de sangue sdo um dos
vestigios mais comumente encontrados, pois fornecem muitas informagdes sobre o ocorrido. A capacidade de determinar o tempo
desde a sua deposi¢do (TSD, time since deposition) pode ser Util nos casos em que nenhum corpo é encontrado, dando informacdes
sobre o tempo de morte ou do delito. Este estudo desenvolveu um método espectrofotométrico UV-Vis para estimar TSD de manchas
de sangue empregando recursos disponiveis na Policia Cientifica do Parana. Aliquotas de 5 pL de sangue fresco foram depositados
em microtubos transparentes e deixadas em repouso por tempo determinado de cada leitura. Foram coletados os fragmentos de
sangue dessecados em diferentes datas, solubilizados em 1,5 mL de solucdo de tampéo Tris-HCI pH 8,0, sonicados por 45 s e
centrifugados a 13.000 rpm a -10 °C por 5 min. O sobrenadante foi transferido para cubetas descartaveis e submetidas a leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis, em modo scan, na faixa de 300 a 700 nm com intervalos de 0,1 nm. Observou-se alteragdo no
comportamento espectrofotométrico do sangue em funcéo do TSD, especialmente em relagdo a area e ao deslocamento hipsocrémico
da banda de Soret. O desenvolvimento desse método de estimativa de TSD de manchas de sangue por espectrometria UV-Vis é
justificado pelo baixo custo operacional, simplicidade de aplicagdo e reduzido consumo de amostra.

Palavras-Chave: Sangue; Espectrofotometria UV-Vis; TSD; Deslocamento hipsocrémico; Banda de Soret.

Abstract

The crime scene investigation is one of the most important processes to solve it and the blood patterns are one of the most commonly
found biological evidence and such evidence provide a lot of information about what happened. The capacity of to determine the
time since their deposition (TSD) can be userful on cases where no one body is found, giving information about the death or offense
time. That study developed an UV-Vis spectrometry method to estimate TSD of blood patterns using available resources at Scientific
Police of Parana. Aliquots of 5 pL of flesh blood were deposited at plastic microtubes and left at rest by the time of each reading. The
fragments of dried blood were collected on different dates, solubilized in 1.5 mL of Tris-HCI buffer solution pH 8.0, sonicated at 45 s
and centrifugated at 13,000 rpm at -10 °C for 5 min. The supernatant was transferred to disposable cuvettes and read on UV-Vis
spectrophotometer, at scan mode, between 300 at 700 nm with breaks of 0.1 nm. Changes in the spectrophotometric behavior of the
blood were observed as a function of the TSD, especially in relation to the area and to the hypsochromic displacement of the Soret
band. The development of this method of estimation of TSD of blood patterns by UV-Vis spectrometry is justified by the low
operational cost, simplicity of application and reduced sample consumption.
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1. INTRODUCAO

Em eventos violentos (homicidio, latrocinio,
suicidio), a investigacdo do local onde o crime ocorreu é
um dos processos mais importantes para soluciona-lo,
pois, geralmente se encontram muitos vestigios fisicos
(impressbes digitais, pegadas, fibras de tecidos, armas,
projéteis) e/ou bioldgicos (cabelo, sémen, sangue, saliva,
pelos) [1]. As manchas de sangue sdo um dos vestigios
mais comumente encontrados [1] e sua analise é de
grande importancia para entender os acontecimentos [2] e
até para realizacdo de uma reproducdo simulada do delito
[3].

O sangue pode fornecer muita informagdo sobre o
ocorrido e a capacidade de determinar o tempo desde a
sua deposicdo (TSD, time since deposition) pode ser Util
nos casos em que nenhum corpo é encontrado [3], dando
informacdes sobre o tempo de morte ou do delito [4].
Além disso, a determinacdo do tempo de deposi¢do de
uma mancha de sangue pode também fornecer
informacdes valiosas na presenca de um cadaver, a fim de
melhorar a precisdo do tempo de morte [5].

A analise de uma mancha de sangue inclui vérios
passos. Em primeiro lugar, deve ser determinado se a
mancha encontrada na cena do crime é realmente sangue
ou outro fluido. Um segundo passo é a classificagdo da
amostra de sangue: se é de origem humana ou animal.
Para isso, um teste de sorologia, que se baseia na
interacdo de anticorpos e antigenos nas células de sangue
pode ser utilizado [5].

Os métodos  espectroscopicos  destinados a
determinacdo de TSD sdo baseados no principio de
alteracdo de cor, do vermelho ao castanho, em
decorréncia do envelhecimento do sangue. Este efeito é
observado tanto em manchas de sangue seco, como em
amostras de sangue hemolisadas. O substrato responsavel
pela cor do sangue é a hemoglobina, seu principal
croméforo. A alteragdo na cor do sangue sugere uma
mudanca na hemoglobina (conversdo da oxiemoglobina
para metaemoglobina e hemicromo) [5].

A anélise oOptica da cor do sangue, portanto, pode ser
um método valioso para se definir o TSD [3].
Hemoglobina, met-Hb e ferryl-Hb possuem diferentes
caracteristicas espectroscopicas. A curva espectral de
absorbancia de cada uma dessas espécies possui
diferentes picos das bandas alfa, beta e banda de Soret
(onde se localiza o grupo heme) na regido visivel do
espectro (380-700 nm) [6].

A capacidade de determinar o TSD de manchas
biolégicas propicia aos investigadores uma nova
evidéncia com valor probatorio, estabelecendo uma
aproximacao do tempo da ocorréncia criminal. Apesar de
alguns métodos (HPLC — high performance, PCR-RT —
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real) para
determinacdo de tempo de deposicdo de manchas de

sangue terem sido propostos, nenhum deles foi
amplamente aceito devido a baixa sensibilidade analitica
e grande consumo de amostra [7].

O presente estudo teve o objetivo de desenvolver e
validar um método novo a ser empregado na rotina de
peritos criminais, auxiliando em locais com ou sem a
presenca do cadaver. A estimativa de tempo de deposicao
de manchas de sangue por espectrofotometria UV-Vis
necessita de pequena quantidade de amostra, com alta
especificidade, baixa interferéncia quimica, baixo custo
operacional, alta sensibilidade e reprodutibilidade e baixa
toxicidade ao ambiente laboratorial.

2. MATERIAL E METODO

2.1. Amostra

Foi coletada uma amostra de 1 mL de sangue venoso
sem anticoagulante de um membro da equipe do IML de
Curitiba, sendo ele, do género feminino, na faixa etaria
dos 20 anos, higido e ndo fumante.

2.2. Preparo da amostra

Aliquotas de 5uL desta amostra foram depositadas em
microtubos transparentes e analisadas em datas distintas
(recém-coletada, uma semana, um més, dois meses, trés
meses, quatro meses, cinco meses, seis meses, sete meses
e oito meses), visto que, permaneceram por determinado
tempo em temperatura ambiente no Laboratério de
Toxicologia Forense do IML para permitir condices
mais préximas das encontradas em um local de crime.

2.3. Anélise da amostra

Os fragmentos dessecados de sangue foram
solubilizados em 1,5 mL de solugdo de tampéo Tris-HCI
pH 8.0 e deixados overnight em repouso, sonicados na
frequéncia de 1 MHz por 45 s (em equipamento
especialmente  produzido para tal propdsito) e
centrifugados a 13.000 rpm em -10°C por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para cubetas descartaveis de
polimetilmetacrilato e submetido a leitura em
espectrofotdmetro Genesys 10 S, do tipo UV-Vis, em
modo scan, (Thermo Scientific), na faixa de 300 a 700 nm
com intervalos de 0,1 nm, no Laboratério de Toxicologia
Forense da Policia Cientifica do Parana.

A amostra foi processada em diferentes momentos,
totalizando dez leituras em espectrofotdmetro UV-Vis,
visto que, todos os dados foram executados em duplicata.
A partir destes, foi realizado a construgdo de graficos dos
espectros de absorcdo com comprimento de ondas
especificos (nm) da banda de Soret, oxiemoglobina,
cianometaemoglobina, metaemoglobina e banda a e B. Os
graficos foram analisados por comparacdo dos picos
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espectrais gerados no programa VISIONIite, versdo 4.0,
do espectrofotdbmetro do IML Curitiba/PR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método proposto, vidvel para a determinacdo de
TSD na rotina pericial, se baseia na relagdo direta entre a
reducdo de &rea do pico referente a banda de Soret e
daqueles picos correspondentes as cadeias o ¢ [ da
hemoglobina com o envelhecimento das amostras de
sangue humano. Outra variavel importante observada no
espectro UV-Vis das amostras processadas foi o
deslocamento  hipsocrémico (deslocamento de um
comprimento de onda maior para um comprimento de
onda menor) do pico correspondente a banda de Soret,
cujo comportamento segue a mesma relacdo direta dos
parametros citados acima.

O comportamento espectrofotomeétrico em UV-Vis da
amostra recém-coletada e com uma semana, sobrepostos,
encontra-se representado na Fig. 1, onde se observam 0s
comportamentos citados anteriormente. Nota-se a intensa
reducdo das bandas a e B em relacdo ao sangue fresco,
sendo que para as amostras mais antigas, essas bandas se
apresentaram de forma residual Fig. 2 e Fig. 3.

Banda de Soret
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Fig. 1. Pico superior, representando a aliquota de sangue fresco e o pico
inferior, o sangue datado com uma semana.

A sobreposicdo dos espectros obtidos a partir das
aliquotas das amostras datadas com um més, dois meses e
trés meses foram analisadas espectrofotometricamente e
representadas através da Fig. 2, onde se observa mais
claramente a reducdo da banda de Soret, bem como o
deslocamento hipsocrdmico desta banda, visto que as
alteragOes relativas as bandas a e [ sdo observados com
menor intensidade entre as manchas com maior TSD.

O comportamento espectrofotométrico em UV-Vis do
sangue em funcdo do envelhecimento estd relacionado
com mudangas de estado oxidacdo do Fe (Il) para o Fe
(1) [7]. Essa alteracdo é a mesma que possibilita a
observacdo a olho desarmado da mudanca de coloracéo
entre uma mancha de sangue recente e outra mais
envelhecida.

Banda de Soret
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Fig. 2. Pico superior representando o fragmento de sangue dessecado
datado em um més, o pico do meio, representa o sangue com dois meses
e 0 pico inferior, 0 sangue datado com trés meses.

Com a analise espectrofotométrica UV-Vis de mais
aliquotas de amostras com maiores TSDs, tornou-se mais

evidente o deslocamento hipsocrdmico da banda de Soret,
conforme indicado pela Fig. 3.

Banda de Soret
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Fig. 3. Decrescentemente, em relagdo & amplitude do pico da banda de
Soret: sangue fresco, uma semana, trés meses, cinco meses, seis meses e
0ito meses, respectivamente.

A base molecular do deslocamento hipsocrdmico ndo
é esclarecida, mas alguns mecanismos podem ser levados
em consideracdo. A medida que o TSD da mancha
aumenta, podem ocorrer alteragdes conformacionais da
proteina (perda da estrutura secundaria, interrupcdo de
ligagdes de hidrogénio, etc.). O grupamento heme
previamente protegido pode ficar mais exposto como
resultado das mudancas estruturais. A presenca do
oxigénio do ambiente faz com que os elétrons do Fe (I1)
mudem de um spin baixo para um spin alto, fazendo com
que o Fe (Il) fique mais suscetivel a oxidacdo. Com o
tempo, Fe (II) sera entdo oxidado a Fe (IIl). Como
resultado desta oxidacdo, a conformacdo de elétrons para
a molécula de Fe serd, portanto, alterada e pode interagir
com as ligacdes m da estrutura do anel de porfirina da
hemoglobina. Esta interacdo pode originar um aumento na
energia das transi¢cdes de m para n* resultando assim em
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pico de absorbancia com comprimento de onda mais
curto, ou seja, uma mudanca hipsocrémica [7].

Para fins de estimativa de TSD de manchas de sangue
em locais de sangue, a quantificagdo do deslocamento
hipsocrdmico se revelou mais interessante do que as
reducbes de amplitude dos picos evidenciados no
espectro, pois tal pardmetro € absoluto, ou seja, independe
da quantidade de amostra analisada de acordo com a
metodologia proposta. O estudo desse parametro também
permitiu a plotagem de um gréfico cuja curva de
tendéncia pode ser reduzida através de uma funcdo
logaritmica (f(x) = -0,7705In(x) + 414,505) com um R2 =
0,98, conforme se encontra indicado na Fig. 4, onde X
representa 0 TSD em semanas. Através de interpolamento
ou reducdes matematicas, é possivel inferir o TSD de uma
mancha de sangue a partir do pico de absorgdo (em nm)
da banda de Soret mensurado através do método proposto
e testado no presente trabalho de pesquisa.

Como trabalho futuro, caberd o estudo das variacoes
de pardmetros ambientais, como temperatura e umidade,
verificando o quanto afetardo o grau de reducéo dos picos
citados anteriormente e, especialmente, o deslocamento
hipsocrémico da banda de Soret. Segundo Ballantyne [8],
é dificil esclarecer os efeitos da temperatura e da umidade
na extensdo do deslocamento hipsocrémico.

No que diz respeito a temperatura, seu efeito bem
caracterizado sobre as taxas de reacdo quimica (como a
oxidacdo de Fe () em Fe (lIl)) pode explicar uma
mudanca maior com seu aumento. Com relacdo a
umidade, poder-se-ia esperar que a maior adsorcdo de
agua nas estruturas da hemoglobina aceleraria a cinética
quimica, incrementando a mudanca hipsocrémica [7]. No
entanto, o inverso € encontrado em que a maior umidade
resulta em um menor deslocamento hipsocrémico [8]. Em
um de seus estudos, Ballantyne encontrou um
deslocamento hipsocrémico de 7,7 nm [7], enquanto neste
estudo foi encontrado um deslocamento da banda de Soret
de 2,9 nm, representado na Tab. 1, para um periodo de
tempo equivalente. 1sso se deve por questdes climaticas,
como citado acima, visto que o outro estudo foi realizado
em regides quentes e secas dos Estados Unidos, enquanto
o presente estudo foi realizado em Curitiba, uma cidade
com temperaturas consideravelmente mais baixas e com
indices de umidade relativa bastante elevada. Isso impacta
diretamente na cinética quimica, pois quanto maior for a
temperatura e menor a umidade, maior serd a velocidade
de reacdo.

Portanto, tornam-se necessarios mais estudos sobre a
interferéncia direta da temperatura e umidade relativa do
ar para determinacdo do TSD de mancha de sangue em
local de crime e para isso devem ser levadas em conta as
temperaturas médias e os niveis de umidade da regido
geografica onde o vestigio foi encontrado para efetuar as
devidas corre¢cdes da curva de deslocamento

hipsocrémico representada pela Fig. 4. Isso é possivel
utilizando os dados fornecidos pelas redes de estacOes
meteorolégicas espalhadas pelo Brasil [9], cujas
localizagBes se encontram representadas na Fig.5 e de
modelos matematicos e computacionais adequados.

Tab. 1. Comparativo entre o Asoret € @ absorbancia maxima da Banda de
Soret.

TSD Asoret Abs-méx.Soret

Sangue Fresco 414,7 nm 2,6087

1 semana 413,7 nm 2,2602

3 meses 412,6 nm 2,0065

5 meses 412,2 nm 1,8723

6 meses 412,0 nm 1,6770

8 meses 411,8 nm 1,5789

TOTAL 2,9 nm -
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Fig. 4. Gréfico do pico de absorcéo da banda de Soret (em nm) das
amostras em diferentes TSD (tempo em semanas) com linha de
tendéncia evidenciando a formula logaritmica e o R2.
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Fig. 5. Mapa da rede de estagBes meteorolégicas oficiais (INMET)
espalhadas pelo Brasil.

4. CONCLUSOES

A metodologia  proposta  evidenciou  um
comportamento espectrofotométrico de amostras de
sangue humano, depositados em suportes expostos a
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temperatura  ambiente, proporcional ao seu
envelhecimento, permitindo uma possivel determinacao
de uma curva de tendéncia em relacdo ao deslocamento
hipsocrdmico da banda de Soret. A equacéo deduzida, de
ordem logaritmica, f(x) = -0,7705In(x) + 414,505 (sendo
f(x) em nm e x em semanas), com RZ elevado (0,98),
permite a interpolacdo de valores medidos para a
inferéncia de TSD. Entretanto, torna-se necessaria a
realizacdo de experimentos complementares para
determinacfes de ordem estatistica, bem como controle de
variantes ambientais que afetem o comportamento
espectrofotométrico das manchas de sangue em funcéo do
tempo de deposicdo, visando o desenvolvimento de
modelos inferenciais mais eficientes e precisos, além de
estender o presente estudo para a verificacdo de
comportamentos de amostras excepcionais diversas que
podem ser coletadas em locais de crime (sangue de
animais domésticos, de pessoas com patologias
especificas, tabagistas, etc).
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