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Estimativa de tempo de deposição de manchas de sangue em locais de crime por espectrofotometria UV-Vis 
Em eventos violentos (homicídio, latrocínio, suicídio), a investigação do local onde o crime ocorreu é um dos processos mais importantes para solucioná-lo, pois, geralmente, se encontram muitos vestígios físicos (impressões digitais, pegadas, fibras de tecidos, armas, projéteis) ou biológicos (cabelo, sêmen, sangue, saliva, pelos). As manchas de sangue são um dos vestígios mais comumente encontrados e sua análise é de grande importância para entender os acontecimentos e até para realização de uma reprodução simulada do delito. O sangue pode fornecer muita informação sobre o ocorrido e a capacidade de determinar o tempo desde a sua deposição (TSD, do inglês time since deposition) pode ser útil nos casos em que nenhum corpo é encontrado, dando informações sobre o tempo de morte ou do delito. Além disso, a determinação do tempo de deposição de uma mancha de sangue pode também fornecer informações valiosas na presença de um cadáver, a fim de melhorar a estimativa de tempo de morte. A análise de uma mancha de sangue inclui vários 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 classificação da amostra de sangue: se é de origem humana ou animal. Para tal, um teste de sorologia que se baseia na interação de anticorpos e antígenos nas células de sangue pode ser utilizado. Os métodos espectroscópicos destinados à determinação de TSD são baseados no princípio de alteração de cor, do vermelho ao castanho, em decorrência do envelhecimento do sangue. Este efeito é observado tanto em manchas de sangue seco, como em amostras de sangue hemolisadas. O substrato responsável pela cor do sangue é a hemoglobina, seu principal cromóforo. A alteração na cor do sangue sugere uma mudança na hemoglobina (conversão da oxiemoglobina para metaemoglobina e hemicromo). A análise óptica da cor do sangue, portanto, pode ser um método valioso para se definir o TSD. Hemoglobina, met-Hb e ferryl-Hb possuem diferentes características espectroscópicas. A curva espectral de absorbância de cada uma dessas espécies possui diferentes picos das bandas alfa e beta e banda de Soret (onde se localiza o grupo heme) na região visível do espectro (380-700 nm). A capacidade de determinar o TSD de manchas biológicas propicia aos investigadores uma nova evidência com valor probatório, estabelecendo uma aproximação do tempo da ocorrência criminal. Apesar de um pequeno número de métodos (HPLC –cromatografia líquida de alta eficiência, PCR-RT – reação da polimerase em cadeia por tempo real, espectrofotometria por reflexão) para determinação de tempo de deposição de manchas de sangue terem sido propostos, nenhum deles foi amplamente aceito devido à baixa sensibilidade analítica (grande consumo de amostra) e inadequada resolução de TSD.
O presente estudo tem o objetivo de oferecer um método novo a ser empregado na rotina de peritos criminais, auxiliando na elucidação de locais com ou sem a presença do cadáver. A estimativa de tempo de deposição de manchas de sangue por espectrofotometria UV-Vis necessita de pequena quantidade de amostra, com alta especificidade, baixa interferência química, baixo custo operacional, alta sensibilidade e reprodutibilidade e sem riscos de toxicidade ao ambiente laboratorial. 
Para a realização dos ensaios, foi coletada uma amostra de 1 mL de sangue venoso de um membro da equipe do IML de Curitiba, sendo do sexo feminino, hígido e não fumante. Alíquotas desta amostra foram analisadas em datas distintas, visto que permaneceram por determinado tempo em temperatura ambiente no Laboratório de Toxicologia Forense do IML para permitir condições mais próximas das encontradas na realidade de um local de crime. 
Os fragmentos dessecados de sangue foram solubilizados em 1,5 mL de solução de tampão Tris-HCl pH 8.0 e deixados em repouso overnight, posteriormente foram sonicados por 45 s e centrifugados a 13000 rpm a -10°C por 5 min. O sobrenadante foi transferido para cubetas descartáveis de polimetilmetacrilato e submetido a leitura em espectrofotômetro Genesys 10 S, do tipo UV-Vis, em modo scan, (Thermo Scientific), na faixa de 300 a 700 nm com passo de 0,1 nm, no Laboratório de Toxicologia Forense da Polícia Científica do Paraná. As amostras coletadas conforme acima descritas, foram processadas em diferentes momentos (recém-coletada, uma semana, um mês e as próximas leituras a cada mês subsequente), totalizando quatorze leituras durante um ano em espectrofotômetro UV-Vis. A partir destas leituras, foi realizado a construção de gráficos dos espectros de absorção com comprimento de ondas específicos (nm) da banda de Soret, oxiemoglobina, cianometaemoglobina, metaemoglobina e banda α e β. Sendo analisadas por comparação dos picos espectrais gerados no programa VISIONlite, versão 4.0, do espectrofotômetro do IML Curitiba/PR. Esta pesquisa não utilizou análises estatísticas, pois não se trata de um trabalho quantitativo e sim comparativo.
O método proposto para a determinação de TSD na rotina pericial se baseia na relação direta entre a redução de área do pico referente à banda de Soret e daqueles correspondentes às cadeias α e β com o envelhecimento das amostras de sangue humano. Outra variável importante observada no espectro UV-Vis das amostras processadas é o deslocamento hipsocrômico da banda de Soret.
O comportamento espectrofotométrico em UV-Vis do sangue em função do envelhecimento, aparentemente, está relacionado com mudanças de estado oxidação do Fe (II) para o Fe (III). Essa alteração é a mesma que possibilita a observação a olho desarmado da mudança de coloração entre uma mancha de sangue recente e outra mais envelhecida (Figura 1).
A base molecular do deslocamento hipsocrômico não é esclarecida, mas possíveis mecanismos podem ser levados em consideração. Assim, à medida que o TSD da mancha aumenta, podem ocorrer alterações conformacionais da proteína (perda da estrutura secundária, interrupção de ligações de hidrogênio, etc.). O grupamento heme previamente protegido pode ficar mais exposto como resultado das mudanças estruturais. A presença do oxigênio ambiente faz com que os elétrons de Fe (II) mudem de um spin baixo para um spin alto, fazendo com que o Fe (II) seja mais suscetível à oxidação. Com o tempo, Fe (II) será então oxidado a Fe (III). Como resultado desta oxidação, a conformação de elétrons para a molécula de Fe será, portanto, alterada e pode interagir com as ligações π da estrutura do anel de porfirina da hemoglobina. Esta interação pode originar um aumento na energia das transições de π para π* resultando assim em pico de absorbância com comprimento de onda mais curto, ou seja, uma mudança hipsocrômica.

Figura 1: Decrescentemente, em relação à amplitude do pico da banda de Soret: sangue fresco, uma semana, três meses, cinco meses, seis meses e oito meses, respectivamente. Deslocamento hipsocrômico representado acima pelo movimento dos picos para o lado esquerdo, como simulado pela seta.
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