Hematologia Forense

C1AUuDEMIR RODRIGUES D1as FiLao

1. Introducao

Quando do levantamento de um local de crime, nada detém mais a
ateng¢ao de um Perito Criminal do que um vestigio cuja a anilise possa res-
ponder a uma das perguntas do Heptimetro de Quintiliano. E ndo poderia
ser diferente: ao saber o que aconteceu, quem esteve envolvido, como se
desenvolveu, onde e quando se passou, e que meios foram empregados o
Perito Criminal elucida qualquer fato.

Um dos vestigios mais proeminentes em locais de crime, especialmente
aqueles relacionados aos crimes contra a vida, é sem divida alguma o sangue.
Por meio de sua anilise, é possivel atinar nio apenas quem esteve ali presente,
mas também ponderar sobre a dinimica dos eventos que naquele sitio se suce-
deram. A compreensio da anilise sanguinea, sua interpretaciao e repercussio
na esfera juridica constituem o arcabouco de estudo da Hematologia Forense.

Neste capitulo, sao discutidos aspectos identificadores e reconstrutores
das manchas de sangue. Inicialmente, saio abordados métodos que possibili-
tam a identificacao de uma mancha de sangue como tal e seu apontamento
como sendo de origem humana ou nao. Na segunda parte sio apresentadas
de forma introdutodria as andlises de padroes de manchas sanguineas, ilus-
trando o potencial deste método para a proposi¢io da dinimica envolvida
no fato em investigacao.

2. Hematologia forense identificadora

Antes de qualquer interpretacao de um vestigio €é necessario saber qual a
sua natureza. A importancia deste preceito vai além do direcionamento acerca
do tipo de exame a ser realizado, pois um local de crime é dotado de diversos
materiais contaminantes € que, portanto, carecem de certo cuidado ao manu-
seio. Nesta circunstancia, ao notar uma mancha de substincia avermelhada
sobre qualquer superficie, o observador tende a ser tomado por uma hipdotese
clara sobre sua origem: “a mancha avermelhada é de sangue”. E sobre os méto-
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dos que permitem testar essa hipotese que esse subcapitulo se trata. Aqui nao
serda abordado o uso de manchas de sangue para fins de identificacio indivi-
dual, pois esta tematica € tratada no capitulo 6 (Genética Forense) desta obra.

A literatura traz diversos métodos capazes de apontar se uma mancha
hematoéide é ou nio é de sangue. Tais métodos procuram tornar interpreta-
vel se hda ou nio na amostra componentes encontrados no tecido sanguineo.
Sabemos, a titulo de exemplo, que a hemoglobina esta presente apenas em
células sanguineas (nas hemadcias, também conhecidas por eritrdcitos ou glo-
bulos vermelhos). Logo, a presen¢a de hemoglobina em uma mancha aver-
melhada seria uma forte sugestio de que a tal mancha é de sangue.

2.1. Testes de orientagao

Também chamados de testes presuntivos, os testes de orientagio sao
utilizados para uma verificagcao riapida, por vezes ainda no local de coleta da
amostra, para orientar os exames periciais seguintes. Nio sio métodos pre-
cisos, pois varios fatores influenciam seus resultados, mas apontam a possi-
bilidade de uma amostra conter ou nao sangue.

Alguns métodos sugerem uma abordagem exploratéria da atividade enzi-
matica da hemoglobina. E o caso dos testes colorimétricos baseados na oxida-
¢io da fenolftalina (conhecido por Kastle-Meyer), da benzidina (conhecido por
Adler-Ascarelli), do verde malaquita, entre outros. Desde o século XIX, sabe-se
que a hemoglobina possui atividade de peroxidase, sendo capaz de decompor
peréxidos, como a dgua oxigenada (peréxido de hidrogénio), e liberar radicais
hidroxila em ambiente aquoso (Schonbein, 1863), apesar de hoje reconhecer-
mos que, no sangue, a catalase eritrocitdria tem atividade peroxilitica muito
superior 2 hemoglobina (Mueller et al., 1997 e Anand et al., 1994).

A decomposicio de perédxido de hidrogénio e a reacao de oxidagao de
cromogenos como a fenolftaleina, a benzidina ou o verde malaquita, é lenta
em condicoes normais. Porém, pequenas quantidades de sangue (contendo
hemoglobina e catalase eritrocitaria), dada sua atividade enzimatica, catali-
zam a reagdo de decomposicao, e o oxigénio molecular (um dos produtos)
acelera a oxidacao do cromdégeno. Em um teste de orientagao, por exemplo,
a benzidina é oxidada a sua forma quinoidal de cor azul esverdeada na pre-
senca do perdxido e de sangue. A cor azulada revela a presenca de hemo-
globina e catalase eritrocitaria e, portanto, a presenga de sangue. A benzidi-
na, porém, é carcinogénica' e seu uso nio é recomendado por este motivo

1  Aliteratura recomenda a substitui¢ao da benzidina pela 3,3’, 5,5’-tetrametilbenzidina
(também conhecida pela sigla TMB), ja que tal substidncia apresenta baixa toxicidade
quando comparada com a primeira, nio sendo observados os efeitos mutagénicos
(Chung et al., 2000).
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(Anand et al., 1994). O verde malaquita também possui toxicidade reportada
na literatura, com possivel associacio a mutagénese hepditica quando inge-
rido, apesar de mais estudos serem necessarios (Culp et al., 2002). Fenolfta-
leina, apesar de menos sensivel, deve, portanto, ser o cromoégeno de escolha
mais recomendado nos teste de orientacao.

No caso da fenolftaleina, uma pequena amostra questionada é coletada
em um suabe umedecido sobre o qual se adiciona uma gota do Reativo de
Kastle-Meyer (uma solugio alcalina e incolor de fenolftalina — nome dado a
fenolfitaleina em sua forma reduzida). Uma gota de dgua oxigenada é adicio-
nada em sequéncia e a coloracio résea aponta resultado positivo (figura 1).
Dias Filho & Antedomenico (2010) sugerem o uso de um Reativo de Kastle-
-Meyer preparado com solucao de hidréxido de sédio (20g de NaOH adicio-
nados a 90ml de dgua destilada) acrescida de 1g de fenolftaleina dissolvida
em 10ml de etanol e de 20g de zinco em pd, aquecido brandamente até que
a solucio résea se torne transparente.

O verde malaquita em sua forma reduzida é estruturalmente semelhan-
te a fenolftaleina e o principio do teste é o mesmo, diferindo, apenas, em
sensibilidade e na coloracio do resultado positivo (neste caso, verde). No
preparo do reativo, ha variacbes no pH 6timo da solucao dependendo do
cromoégeno utilizado. O mesmo é valido para os testes de orientagio basea-
dos na benzidina e suas variantes (como o TMB).
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Figura 1. Reacao do teste de orientagdo para sangue baseado na oxidagdo da fenolftalina a fenolfta-
leina (Teste de Kastle-Meyer).

2.2. Testes de luminescéncia

Os testes de luminescéncia sao um caso particular dos testes de orienta-
c¢dao em que o resultado positivo é alcancado quando a reagio libera energia
na forma de luz. Sio recomendados quando a irea a ser buscada por vesti-
gios de sangue ¢é extensa e manchas (latentes) nao sio visualmente aparen-
tes, como em situacoes em que a superficie foi limpa ou lavada.
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O reagente luminescente reage indiretamente com o grupo heme da he-
moglobina, ap6s reagao oxidativa, produzindo uma luminescéncia que pode ser
vista por olhos desarmados em escuridao ambiente. Os reagentes luminescen-
tes mais conhecidos para este fim sao o luminol e a fluoresceina, sendo o pri-
meiro mais amplamente utilizado dada sua disponibilidade comercial (figura 2).

Trata-se de um teste cuja sensibilidade é bastante alta, sendo capaz de re-
velar manchas latentes mesmo ap6s anos da presenga de sangue num suporte
(Almeida, 2009). Mesmo a tentativa de ocultar residuos de origem sanguinea
pode nao ser efetiva, conforme tem sido reportado na literatura. Miranda et al.
(2016) ilustraram essa questao ao relatarem um estudo de caso em que o lumi-
nol apresenta reagoes positivas para sangue mesmo em paredes que sofreram
o entintamento apds o evento que originou as manchas.

Figura 2. Reacgéo de luminescéncia do luminol em piso previamente limpo. Foto: José Claudio Gongal-
ves, Fotégrafo Técnico-Pericial, Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica/SP, 2009.

2.3. Limites dos testes de orientagcao

Toda conclusio de um exame pericial deve ser pautada nio apenas pe-
los resultados em si, mas pelos limites do método utilizado. Os testes de
orientagao, como ja exposto, apontam a possibilidade de uma amostra pos-
suir sangue. Logo, qualquer afirmacio categérica de que uma mancha é de
sangue lastreada por um teste presuntivo é, no minimo, temeraria. Uma as-
sertiva mais conservadora que a afirmagao categorica seria aquela que mera-
mente nao descarta a possibilidade da origem sanguinea. Idealmente, outros
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métodos devem ser empregados para todos os testes de orientacio de resul-
tado positivo. Isto, pois, como regra geral, o resultado negativo é definitivo.

Como visto, os testes de orientacio para sangue costumam avaliar a
atividade catalitica de peroxidase da hemoglobina e da catalase, sendo in-
terpretados como positivo quando ha atividade de peroxidade na amostra,
e negativo quando nao ha. Porém, deve-se ressaltar que, em tese, qualquer
composto capaz de agir como peroxidase ou de oxidar o cromégeno resul-
tarao em leitura positiva. Peroxidases estio presentes em frutos e vegetais e,
portanto, podem apresentar resultado falso positivo. Mostarda, ferro, hipo-
clorito, sais de cobre, entre outros agentes oxidantes mudam a coloracao do
suabe amostrado antes da adigio do perdxido de hidrogénio e nio devem
ser confundidos com o resultado positivo.

Sawaya & Rolim (2009) reportam que os testes de orientagio cujo agen-
te redutor ¢é a fenolftaleina ou o verde malaquita nio sao sensiveis a pero-
xidase de frutas e vegetais. O resultado falso positivo pode ser evitado para
as peroxidases encontradas em cebola, batata e repolho, segundo Jungreis
(1997), desde que a amostra seja pré-aquecida a 100°C antes do teste.

Ha de se considerar, ainda, as particularidades relativas a sensibilidade
de cada teste presuntivo. A relevincia desta observacao estid na anilise dos
resultados negativos. Como dito anteriormente, o resultado negativo é de-
finitivo, sendo, em geral, tratado como prova de auséncia. Hd apenas uma
excecdo: quando a concentracao hematica na amostra é inferior ao limite de
detecgao do teste. Equivale a dizer que mesmo nas conclusées pautadas em
resultados negativos se deve atentar aos limites do teste, sendo, neste caso,
mais conservador concluir que, se presente na amostra testada, o sangue
esta em concentracio inferior a sensibilidade do teste empregado.

Consigna-se, assim, a importancia de se conhecer os limites dos méto-
dos empregados antes da afericio de resultados e da exaracao de quaisquer
conclusoes periciais.

2.4. Testes de certeza e de origem humana

Os testes de certeza, como o nome sugere, confirmam a presenca de
sangue na amostra. Alguns destes testes também permitem uma verificagio
mais especifica, apontando para uma origem hemaitica humana, como sera
explorado a seguir.

Mediante reacbes com certos compostos, o grupo heme da hemoglobina
forma cristais insolaveis em agua. A formaciao destes cristais € confirmatéria
para a presenca de sangue na amostra, consistindo nos testes quimicos mais an-
tigos para a verificacao da presenca de hemoglobina. Apesar dos testes por for-
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macao de cristais serem muito menos sensiveis que os testes de orientagao, sao
empregados como confirmatdrios por terem alta seletividade (Jungreis, 1997).

Cristais de Teichman sio formados quando uma solucao de brometo de
potassio, iodeto de potassio e cloreto de potassio dissolvidos em acido acé-
tico glacial reage com a hemoglobina mediante aquecimento. Inicialmente,
a reacao converte a hemoglobina em hemina e, em seguida, os haletos inor-
ganicos reagem com a hemina, formando cristais de hemina com morfologia
rombdide e de coloracao acastanhada.

Ja os cristais de Takayama sao formados quando empregado o teste que
leva o mesmo nome. O grupo prostético da hemoglobina tem a propriedade
de se ligar a moléculas nitrogenadas, como amoOnia, nicotina e piridina, for-
mando complexos chamados de hemocromogénio cuja estrutura é caracteris-
tica em coloracio e forma de cristal. A reagio consiste de uma hidroélise alca-
lina, separando o grupo prostético da globina. Com o calor, o Fe** (férrico) é
reduzido a Fe** (ferroso), que se liga a piridina, formando um composto inso-
Iavel denominado ferroprotoporfirina de piridina. Esses cristais costumam ser
avermelhados e agrupados em feixes peniformes ou bastoniformes.

H4, ainda, os testes confirmatérios baseados em mecanismos imunologi-
cos que se relacionam a reacoes envolvendo anticorpos contra componentes
moleculares do sangue humano. Neste caso, os resultados positivos nao ape-
nas confirmam a presenca de sangue, como atestam que o sangue é de origem
humana. Por este motivo, sio por vezes chamados de teste de origem humana.

O teste de Vacher-Sutton (Vacher et al., 1955) se caracteriza pela inibi-
cao da antiglobulina humana. O sangue humano contém globulinas que,
se presente na amostra, inibirao a atividade do soro antiglobulina humana
(soro Coombs, anti-IgG humana), evitando que hemaicias sensibilizadas por
anticorpos Rh se aglutinem. Logo, a auséncia de aglutinacao é avaliada como
resultado positivo para sangue humano, pois hemadcias revestidas por IgG
(imunoglobulina G) se agrupariam na presenca de anticorpos anti-IgG como
o soro Coombs. E um teste muito sensivel e mesmo amostrar de sangue hu-
mano bastante diluidas podem ser identificadas.

A desvantagem do teste de Vacher-Sutton é que carece de um preparo
laboratorial para o procedimento e, portanto, €é invidvel sua utilizacio em
campo. Além disso, lida com a deteccao da atividade imunolégica de uma
proteina (IgG) e amostras forenses, dada suas caracteristicas proprias, po-
dem vir degradadas e, neste caso, estariamos diante de um falso negativo (a
IgG degradada poderia perder sua atividade imunolégica). A alternativa esta
nos testes imunocromatografico que, apesar de mais caros, sio praticos, ra-
pidos e de facil interpretacao. Nestes testes, uma membrana cromatografica
é impregnada em certa regiao (chamada de T — tratamento) com anticor-
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pos policlonais estacionarios anti-hemoglobina e em outra (denominada C
— controle) com anticorpos estacionarios anti-IgG. Na zona de aplicacio da
amostra diluida em tampao ha uma impregnacao de anticorpos monoclonais
moveis anti-hemoglobina humana conjugado com particulas de um corante.

Quando a amostra contendo hemoglobina humana € aplicada, os anticor-
pos monoclonais corados se ligam a hemoglobina e migram por capilaridade
pela membrana. Na regiao de tratamento, os anticorpos policlonais estaciona-
rios também atacam a hemoglobina, formando um conjugado anticorpo-anti-
geno-anticorpo (monoclonais — hemoglobina — policlonais) que concentra as
particulas de corante de forma que uma linha se torna visivel em T. Os anticor-
pos monoclonais excedentes continuam a percorrer a membrana até a regiao
controle, onde siao imobilizados pelos anticorpos anti-IgG, concentrando as par-
ticulas de corante conjugadas e formando uma linha na zona C (figuras 3A e 3B).

r zona T (tratamento)

Figura 3A. Fotografia de teste imunocromatografico do tipo fita para sangue humano de resultado
positivo. O negativo apresentaria apenas a linha na zona C (controle). Foto: Gilberto Toyota, Fotdgrafo
Técnico-Pericial, Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica/SP; e Claudemir R. Dias Filho, Perito
Criminal, Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica/SP, 2011.
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Figura 3B. Fotografia de teste imunocromatografico do tipo cassete para sangue humano de resultado
positivo. O negativo apresentaria apenas a linha na zona C (controle). Foto: Claudemir R. Dias Filho,
Perito Criminal, Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica/SP, 2017.
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Os testes imunocromatograficos sio extremamente especificos e sua
sensibilidade pode atingir 1:1.000.000 (Longo et al., 2011). Antiguidade,
putrefacio e contaminac¢io por sedimento ou microorganismos nao cos-
tumam afetar os resultados. Em raras oportunidades, entretanto, podem
ocorrer falsos negativos quando a amostra é submetida a certos detergen-
tes, alvejantes ou é exposta a reativos com alto poder oxidativo como o
luminol (Hochmeister et al., 1999 e Vaz & Kobachuck, 2017). Além disso,
um falso negativo pode ocorrer quando a amostra testada esta muito con-
centrada, resultando no chamado “efeito hook”, que consiste na hemoglo-
bina livre em excesso atingir a zona T antes do complexo hemoglobina-
-anticorpo monoclonais (Stadler et al., 2017). Nesse caso, a hemoglobina
excedente, que nio possui marcagio com corante, se ligara aos anticorpos
estaciondrios, o que inviabilizard o acimulo de corante e, por consequén-
cia, nao formara uma linha visivel em T. A melhor forma de evitar o “efeito
hook” é diluir a amostra a ser testada.

Nao se pode deixar de apontar a possibilidade, ainda que remota, de
um falso positivo possivel na eventualidade de o sitio de agao do anticorpo
monoclonal ser conservado na hemoglobina de outras espécies, isto é, se
a sequéncia de aminodcidos alvo for comum entre a hemoglobina humana
e de outras espécies. Considerando a filogenia animal, isso ocorreria com
maior probabilidade entre humanos e primatas. De fato, falsos positivos ja
foram reportados com sangue de orangotango (Pongo pygmaeus). A litera-
tura ainda aponta que sangue de furdes (Mustela putorius furo) também
reagem positivamente (Hermon et al., 2003). Porém, apesar da evidente ne-
cessidade de se conhecer os falsos positivos do teste, dada a baixa probabili-
dade de um desses animais ter transitado em um local de crime no Brasil, a
importincia dessa discussao, sob a ética pratica, € pequena.

Outra aplicagio que os testes imunocromatograficos vém permitindo
¢é a diferenciacao entre sangue periférico e sangue menstrual (Holtkotter
et al., 2017). Numa mesma membrana cromatografica, além dos anticorpos
contra a hemoglobina humana, é possivel a adicio de anticorpos contra os
produtos da fibrinélise, como o dimero D. Durante a menstruacao, a fibrino-
lise é o processo responsavel pela decomposicio dos coigulos de fibrina; é
um processo contririo ao da coagulagio sanguinea. Enquanto no sangue pe-
riférico se espera encontrar apenas hemoglobina nos testes forenses, numa
amostra de sangue menstrual é esperada a presenca nio apenas de hemo-
globina, mas também de dimero D. Logo, num teste imunocromatografico
deste tipo, ao apontar que existe hemoglobina humana e dimero D na amos-
tra, seria possivel considerar que nao apenas a amostra é de origem humana,
mas também de origem menstrual, portanto feminina.
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3. Hematologia forense reconstrutora

Os padroes formados por manchas de sangue e 0os mecanismos envol-
vidos em suas formacoes sio os objetos de estudo da hematologia forense
reconstrutora. Por esse motivo, se pode atribuir o titulo de sinbnimo a ana-
lise de padroes de manchas de sangue. O fato é que ambas visam interpretar
manchas de sangue encontradas em locais de crime ou sobre objetos de
interesse criminal e, a partir destas, apontar as hipéteses mais provaveis em
termos de eventos que as teriam originado.

No Brasil, poucos cursos de formacao para carreiras periciais, mesmo
aqueles especificos para Perito Criminal, abordam o tema com propriedade.
Sao parcos os especialistas e, portanto, também sio escassos 0s questio-
namentos acerca do tema quando utilizado em andlises periciais. Aspectos
terminolégicos e técnicos sao modestos na literatura pericial brasileira, de
modo que os profissionais que usam desse conhecimento recorrem a litera-
tura internacional, o que resulta em traducoes divergentes e estrangeirismos
que dificultam o entendimento do laudo pericial. Entendemos que esse pa-
norama deve mudar o mais rapido possivel, sendo este um dos semblantes
que motivou este subcapitulo.

3.1. Um modelo simplificado: altura de queda
em gotejamento isolado (estatico)

A compreensio dos mecanismos envolvidos na formacao dos padroes
de manchas exige conhecimentos que vao além daqueles comumente atri-
buidos as Ciéncias Bioldgicas, sendo necessarias nocoes de fisica e matema-
tica. O entendimento dos mecanismos de formaciao de morfologias de man-
chas pode demandar saberes complexos, de forma que a melhor maneira
de se introduzir o tema é por meio de um modelo simplificado, com poucas
variaveis de estudo. A partir da compreensio de um modelo simples, com-
plexidade pode paulatinamente ser inserida, aumentando as varidveis estu-
dadas e, com isso, facilitando o pleno entendimento das energias e fatores
interferentes envolvidos no processo de formacao da mancha.

O modelo mais simples e de ficil entendimento é aquele que envolve
uma gota de sangue entrando em voo a partir do desprendimento passivo
e acelerada apenas pela gravidade. E um modelo de avaliacio de um goteja-
mento isolado e estitico frente a altura de queda. O Teorema de Conserva-
¢io da Energia Mecinica justifica a relacao entre a altura de queda de uma
gota de sangue e o didmetro da mancha formada no suporte alvo inelastico e
perpendicular a trajetéria. Quanto maior a altura de queda livre de uma gota
de sangue, mais energia potencial possui esta gota. Na iminéncia de tocar o
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pavimento, toda a energia mecinica da gota é cinética, isto é, toda a energia
potencial foi transformada em velocidade ao longo da queda. Ao impactar
com o anteparo, boa parte dessa energia cinética é dissipada em deforma-
¢a0, o que pode ser avaliado pelo didmetro da mancha de sangue resultante
da gota. Logo, quanto maior a altura da queda, maior a energia potencial,
consequentemente maior € a velocidade na iminéncia do impacto e maior a
deformacgio (didmetro) da mancha formada.

Quando se fala em didmetro da mancha formada se pressupoe que a
deformacgio da gota ao atingir o pavimento resultard em uma mancha cir-
cular. Em trajetéria perpendicular (a 90°) com a superficie de impacto, esse
pressuposto é verdadeiro. Porém, a partir de certa altura, como resultado do
impacto e da dissipagao da energia, podem se formar manchas cujas bordas
sao coroadas que eventualmente sio acompanhadas de aculeos (projecoes
espinhosas) e gotas satélites. Tanto a coroa nas bordas, quanto os actleos
apresentam orientacao radial a medula da mancha. De forma aniloga, as
gotas satélites formadas tenderao a evidenciar uma area de convergéncia ao
centro da mancha principal. Adam (2012) reporta que a probabilidade de
coroacao das bordas, de formacao de acileos e do desprendimento de gotas
satélites (nesta ordem) é proporcional a velocidade do impacto e, conse-
quentemente, a altura de queda.

A relacao positiva entre a altura de queda e o didmetro da mancha seria
linear no modelo simplificado, no qual nao existe qualquer resisténcia opos-
ta a gravidade durante a queda. E o que seria esperado se a queda ocorresse
no viacuo. Uma varidvel cujo estudo pode ser implementado neste modelo
mais simples é justamente a resisténcia do ar durante a queda, situagao em
que a relacao entre altura e diametro deixa de ser linear (figura 4). Isso por-
que a medida que a gota cai, a forca de resisténcia do ar aumenta, até que
esta se iguala em modulo a forga peso atuante sobre a gota. Assim, a gota
atinge, portanto, sua velocidade terminal, deixando de acelerar vez que a
resultante das forcas sobre ela serd igual a zero (forca peso e forca de resis-
téncia do ar tém sentidos opostos). Deste ponto em diante o deslocamen-
to vertical da gota deixa de ser em movimento retilineo variado e passa a
ser retilineo uniforme. Como a velocidade se torna constante, a deformacao
quando do impacto com o anteparo também passa a ser a mesma a partir de
determinada altura.
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Figura 4. Grafico ilustrando o resultado de experimento realizado pelo gotejamento de gotas Unicas
(volume aproximado de 0,05ml) sobre papel tipo sulfite a 90° de angulo de impacto, a partir de diferen-
tes alturas de queda.

A velocidade terminal de uma gota no ar depende de sua massa e area pro-
jetada. Consequentemente, depende do volume da gota. Uma gota tipica possui
cerca de 0,05ml e, nessas condicoes, atinge a velocidade terminal de cerca de
7,65m/s em uma altura de queda de aproximadamente 6,8m (MacDonell, 1993).
Equivale a dizer que, gotas de 0,05ml em queda livre de alturas superiores a 6,8m
geram manchas de sangue de mesmo didmetro que aquelas que caem de 6,8m,
sendo o didmetro das manchas tio menor quanto menor for a altura de queda.

Outra variavel que pode ser estudada no modelo simples é a influéncia
das caracteristicas da superficie do anteparo. Nem sempre a morfologia da
mancha gerada por uma gota é razoavelmente circular, mesmo a um angulo
de impacto de 90°, pois a superficie sobre a qual o sangue cai pode ser um
fator de grande influéncia sobre a morfologia. Como regra geral, quanto mais
rigida e menos porosa a superficie, menos deformado € o resultado da mancha
(em relacdao a morfologia circular), pois a tensao superficial da gota de sangue
tende a se manter nessa situagio, apesar da deformacao geométrica. Superfi-
cies salientes e de textura dspera e porosa rompem a tensao superficial da gota
com mais facilidade, aumentando a deformacao da mancha.

Talvez por esse motivo, associado a possivel variabilidade volumétrica
de uma gota, alguns autores defendem que nao se deve estimar a altura de
queda simplesmente tomando a medida do didmetro de uma mancha origi-
nada por gotejamento (MacDonell, 1993; James et al., 2005). Porém, nao se
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deve ignorar o potencial didatico dessa abordagem para a fiel assimilagio
dos mecanismos de formacio de morfologias hematdides. Ademais, conhe-
cendo as caracteristicas do pavimento e o volume aproximado da gota que
a originou, as estimativas de altura de queda sio razoavelmente precisas.
Excecoes devem ser apontadas quando do gotejamento em superficies muito
rugosas ou porosas, situacoes em que as manchas formadas perdem o cara-
ter circular, dificultando a tomada do diametro.

Nao se recomenda a estimativa de altura de gotejamento sem o prévio
conhecimento das duas principais variaveis citadas (caracteristicas do pavi-
mento e volume da gota que originou a mancha), pois a relagao entre altura
de queda e diametro da mancha é extremamente dependente destas. Na
pratica pericial, nem sempre ¢é facil estimar estas variiveis.

As caracteristicas do pavimento quase sempre podem ser testadas durante
a analise, mas o volume da gota que originou a mancha costuma ser de dificil
estimativa. Isto, pois, o volume de uma gota de sangue é fun¢ao da superficie
de formacao passiva desta. A quantidade de sangue necessaria para romper a
tensdo superficial estabelece o volume da gota formada de maneira que uma
superficie de origem maior acarretard em uma maior tensao superficial e, con-
sequentemente, em uma gota com maior volume, e vice-versa. Assim, o volume
da gota pode variar de 13ul (quando originada a partir de um fio de cabelo) a
160ul (quando gotejada de tecido de algodao felpudo embebido em sangue).

3.2. Direcionalidade e Regiao de Origem Bidimensional

A relacido entre altura de queda e didmetro da mancha formada somente
pode ser estabelecida se o Angulo formado entre a trajetdria da gota e a super-
ficie alvo for igual a 90°. Esta é a situacio normalmente encontrada quando
uma gota em queda livre, desprendida apelas pela acio gravitacional, atinge o
pavimento, sendo, portanto, evidente a dire¢ao e o sentido de impacto.

Porém, nem sempre o adngulo de impacto é perpendicular a superficie.
Quando o angulo ¢ diferente de 90°, a mancha formada pela gota tende a ser
ovalada (eliptica). Em uma analise bidimensional, a dire¢ao da trajetOria antes
do impacto é coincidente com o eixo longitudinal da mancha. Ja o sentido é
determinado pela extremidade longitudinal mais aguda, chamada de cauda.

Essa mancha angular pode ser dividida em duas partes, conhecidas por
cabeca e cauda. A cabeca é formada pela porcao eliptica da mancha, ao passo
que a cauda ¢ a porg¢io disforme com projecoes agudas. A formacio da man-
cha ocorre da cabeca para a cauda, sendo o ponto de impacto coincidente com
a extremidade da cabeca oposta a cauda. Assim, o sentido da trajetoria da gota
que formou a mancha é o que aponta da cabeca para a cauda (figura 5).
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Figura 5. llustragdo de uma mancha de sangue formada a partir de uma gota impactada em trajetéria
obliqua ao plano da superficie alvo. A seta aponta o sentido da trajetéria da gota que formou a mancha.
Imagem: Claudemir R. Dias Filho, Perito Criminal, Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica/SP.

Sabendo a dire¢iao e o sentido de formacao de uma mancha, é possivel
encontrar a regiao de origem aproximado em duas dimensoes (também cha-
mado de 4rea de convergéncia) a partir de um conjunto de manchas angulares.
Ao tracar linhas sobre o eixo longitudinal de cada mancha individualmente,
se notard que tais linhas convergem a uma 4area comum. Esta drea de intersec-
¢a0 ¢é a regiao de origem bidimensional do sangue que originou as manchas
(figura 6). Equivale dizer que a regiao no espaco que coincide com o ponto de
partida do sangue que originou as manchas esta sobre um eixo perpendicular
a superficie de impacto na regiio de origem bidimensional encontrada.

/

Figura 6. llustragdo da estimativa bidimensional da regido de origem a partir de um conjunto de man-
chas de sangue formadas por trajetérias obliquas a superficie alvo. Imagem: Claudemir R. Dias Filho,
Perito Criminal, Superintendéncia da Policia Técnico Cientifica/SP.
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hematologia reconstrutora. Desde a primeira edi¢ao desta obra, coube a este
capitulo, portanto, remover a pericia brasileira da inércia no que se refere ao
assunto e fomentar discussoes e aperfeicoamentos futuros.

E também relevante esclarecer que a hematologia forense muitas vezes
trabalha concorrentemente com outros exames periciais. E frequente que seja
utilizada como método subsididrio em levantamentos de local de crime e, por-
tanto, suas conclusdes devem ponderar pelo conjunto de vestigios disponiveis
e pela integralidade dos resultados analitico-periciais oriundos desses.

Aqueles que pretendem utilizar os conhecimentos aqui discutidos na roti-
na pericial, vale a ressalva que a pesquisa e o treinamento serao essenciais para
adquirir a desenvoltura e a seguranca para aplicacio dos métodos. No campo
da hematologia forense reconstrutora, ¢ importante ressaltar que a repeticao e a
experiéncia terao impacto vultoso no discernimento entre os padroes por parte
do profissional. E evidente que o treinamento ter seu papel, mas é da rotineira
aplicacao desses conhecimentos que emerge competéncia neste campo pericial.

5. Questoes objetivas

O sangue é um tecido conjuntivo liquido cujos componentes circulam por va-
sos sanguineos de animais de sistema circulatorio fechado. Sobre o sangue
é correto afirmar que:

a. Os eritrocitos, também chamados de globulos brancos, séo tipos celulares
1 que compdem o sistema imune.

Hemacias humanas ndo apresentam material genético nuclear.

Os leucdcitos sao os tipos celulares mais abundantes no sangue humano.
Os glébulos vermelhos de animais sdo sempre anucelados.

O plasma sanguineo é composto majoritariamente de H,O,.

®oo0 o

Dentre os vestigios que mais frequentemente sdo encontrados em locais de
crime, o sangue é o mais emblematico. Considerando a avaliagao de man-
chas hematéides encontradas em locais de crime, podemos dizer que:

a. Toda e qualquer mancha hematdide cujo resultado no teste de orientacéo
baseado no Reativo de Kastle-Meyer for positivo deve ser considerada san-
gue humano.

b. Apesar da atengdo dada por filmes e seriados policiais, o0 sangue presente
em locais de crime nao permite avaliagdes pericialmente importantes.

c. A atividade de peroxidase de componentes do sangue foi a base dos pri-
meiros testes forenses desenvolvidos para a identificagdo de manchas de
sangue e sao utilizados até mesmo nos dias de hoje.

d. Sobluzes forenses de comprimentos de onda préoximos a cor azul, manchas
de sangue brilham de maneira semelhante a manchas de sémen, sendo
estes vestigios biolégicos de dificil distingao por este método.

e. Na presenca de agua oxigenada, a hemoglobina se decompbe em agua e
oxigénio gasoso.
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O reativo de Kastle-Meyer é utilizado em um teste presuntivo para sangue
e foi descrito pela primeira vez em 1903. Neste, o indicador fenolftaleina é
utilizado para detectar a possivel presenca de hemoglobina. Ele baseia-se na
atividade de peroxidase da hemoglobina do sangue para catalisar a oxidagao
de fenolftaleina, que é visivel como uma coloragao résea.
Acerca do teste presuntivo baseado em fenolftaleina, avalie as afirmativas abaixo
e assinale a alternativa que aponta apenas as corretas:
I. A fenolftaleina pode ser utilizada como um indicador de pH que, em solu-
¢des acidas, apresenta coloragao rosea.
Il.  Durante a preparacéo do reativo de Kastle-Meyer, a uma solugéo alcalina é
acrescentada a fenolftaleina que, na sequéncia, é reduzida por zinco em pé

3 em brando aquecimento.

Il. Ao realizar o teste, a amostra & aplicado o reativo seguido de agua oxige-
nada (ou qualquer outro perdxido) que, na presenga de componentes do
sangue, se decompde em agua e oxigénio, sendo este Ultimo responsavel
pela oxidagao da fenolftaleina.

IV. E considerado um teste de certeza, pois ndo apresenta falsos positivos
a. apenas |.

b. Ilelll.
c. lelll
d. ,lllelV.
e. lelV.
Sobre os resultados falsos positivos, assinale a alternativa incorreta:

a. Substancias capazes de decompor agua oxigenada em agua e oxigénio po-
dem apresentar resultado positivo no teste de Kastle-Meyer.

b. Luminol apresenta qumioluminescéncia na presencga de agua sanitaria.

c. Considerando que os testes imunocromatograficos sdo baseados na reagéo

4 especifica entre antigeno e anticorpo, € impossivel a ocorréncia de falso
positivo quando utilizado para confirmac&o de sangue humano.

d. Oxidando a fenolftaleina a fenolftaleina, amostras contendo mostarda po-
dem resultar em coloracao résea no teste de Kastle-Meyer.

e. Tanto o teste de Kastle-Meyer quanto o teste de Adler-Ascarelli (benzidina)
apresentam falsos positivos possiveis.

Testes confirmatorios para sangue humano consistem, em regra, de reagoes
especificas envolvendo um anticorpo contra proteinas do sangue, como a
hemoglobina humana. No que se refere aos testes imunocromatograficos,
assinale a alternativa incorreta:

a. Anticorpos monoclonais corados compdem a fase estacionaria da zona de
tratamento.

5 b. A hemoglobina de gorila e de chimpanzé, por serem semelhantes a humana,

podem apresentar resultado positivo, dependendo do fabricante do teste.

c. Na membrana cromatografica ha uma zona de tratamento (T) e uma zona
controle (C).

d. Resultados positivos sdo representados por duas faixas: uma na zona T,
outra na zona C.

e. Tanto na area de aplicagéo, quanto na zona T ha anticorpos contra a hemo-
globina.
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Quanto a analise de padrées de mancha de sangue, avalie as afirmativas abaixo:

Il
IV.

Permite inferir sobre a dindmica do fato delituoso.
E também chamada de Hematologia Forense Reconstrutora.
Manchas de projecéo podem ser de baixa, média ou alta velocidade.

Em manchas formadas por gotejamento isolado, é possivel estimar o angulo
de impacto.

e Marque a alternativa que indica as alternativas corretas:
a. lell
b. I,1lelV.
c. LI IelV.
d. llelV.
e. lllelVv.
Observe a mancha representada abaixo e responda as questoes 7,8 e 9:
- \
Acerca da formagao desta mancha, podemos afirmar que:
a. Na&o permite qualquer inferéncia sobre a direcionalidade.
b. Apresenta duas partes, chamadas de cabeca e escorrido.
7 c. Nao representa a morfologia de qualquer mancha de sangue possivel.
d. E o resultado de uma gota impactando contra uma superficie em angulo
inferior a 90°.
e. Representa uma mancha formada por uma gota em queda livre e em trajeto-
ria a 900 em relagdo ao plano de anteparo.
A mancha representada foi originada de uma gota cuja trajetéria era orientada:
a. De cima para baixo e da direita para a esquerda.
8 b. De baixo para cima e de direita para a esquerda.
c. De cima para baixo e da esquerda para a direita.
d. De baixo para cima e da esquerda para a direita.
e. Nao é possivel avaliar a orientagédo de formagédo da mancha.
Sabendo que a cabega é representada pela porgao eliptica da mancha e que
a divisao de sua largura (L) pelo comprimento (C) equivale ao seno do angulo
de impacto (sen@) entre o plano do anteparo e a trajetéria que a gota seguia,
marque a alternativa correta:
9 a. Se L=8,05mm e C=13,20mm, entdo sen6=0,6888.
b. Se L=9,35mm e C=10,15mm, entdo sen6=0,0212.
c. Sel=8,25mm e C=9,15mm, entdo sen6=0,1432.
d. Se L=7,95mm e C=14,35mm, entdo senB8=0,6540.
e. Sel=9,00mm e C=11,00mm, entdo sen6=0,8182.
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Sobre as manchas de sangue, assinale a alternativa incorreta:

a. Quanto maior a energia do instrumento que deslocou o sangue, menor sera
as dimensdes das menores manchas formadas.

b. De maneira geral, em se tratando de gotejamento isolado originado a menos
que 6m de altura, podemos afirmar que quanto maior a altura de queda,
maior o didmetro da mancha formada.

10 c. O angulo de impacto de gotejamentos ocorridos enquanto a pessoa lesiona-
da corre é menor do que quando ela caminha.

d. Certos conjuntos de manchas permitem apontar uma area de convergéncia
no plano de anteparo e uma regido de origem em trés dimensdes.

e. Em manchas formadas pelo gotejamento cuja aceleragdo é exclusivamente
gravitacional, a probabilidade de formagdo de gotas satélites ao redor da
mancha é inversamente proporcional a altura de origem da gota.

Questao da prova de concurso publico para a carreira de Perito Criminal (area
ciéncias biologicas) da Policia Civil do Distrito Federal, 2016:

Em uma cena de determinado crime, manchas de sangue sao vestigios de gran-

de importancia para a elucidagéo do ocorrido no ambiente. Essas manchas po-

dem estar diluidas, invisiveis a olho nu ou em superficies escuras, sendo assim
detectadas por meio da utilizagdo de reagentes especiais. No que se refere aos
testes utilizados em uma amostra de sangue, assinale a alternativa correta.

a. A utilizacédo de reagentes, na deteccao de possiveis amostras de sangue em
local de investigagdo, ndo causa degradagao do DNA a longo prazo, estan-
do essas amostras disponiveis a qualquer tempo para nova analise.

1 b. O sangue exposto ao ambiente esta sujeito a uma série de processos de
degradacéao, porém na hemoglobina ndo ocorrem modificagées, sendo pos-
sivel a identificacdo do sangue.

c. Os testes presuntivos, também denominados testes de orientagao, utilizados
para a deteccao de sangue, tém como principio uma reacéo de oxidacéo de de-
terminado indicador por um agente oxidante, catalisada na presenga de sangue.

d. O luminol (3-aminoftalidrazida) € um teste de baixa sensibilidade, e ndo é
recomendado o respectivo uso em superficies nao absorventes e em tecido
de algodao.

e. Paraum teste de triagem, dos testes presuntivos de cor a benzidina é o rea-

gente que apresenta menor sensibilidade, devendo ser evitada.






