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Resumo

Perante restos esqueletizados, identificados ou nao, é de considerar a relevancia da
avaliacdo do tempo decorrido desde a morte do individuo, designado por intervalo
postmortem (PMI') Esta é uma das atribuicdes do antropdlogo forense, saber ha
quanto tempo aconteceu a morte o que, obviamente, tem importantes consequéncias

legais.

O PMI é um dos principais desafios da Antropologia Forense, e varios sao os métodos
referenciados que o pretendem determinar, analisando factores intrinsecos e

extrinsecos aos restos esqueletizados.

E de salientar a necessidade de desenvolver uma técnica precisa, econémica, facil e
reprodutivel, que opere como teste presuntivo ou de orientacdo, com numero de

amostras consideravel, que permita a significancia estatistica dos resultados obtidos.

A reaccdo quimica que ocorre na presenca de luminol, quimioluminescéncia, é
assinalada como uma ferramenta de trabalho no sentido de avaliar o PMI, devido a sua
elevada afinidade para a hemoglobina, que fica protegida no tecido dsseo pelo seu
elevado conteudo mineral, apds o suprimento de sangue ter cessado postmortem. Esta
técnica é ja aplicada em locais de crime, na deteccdo de sangue, devido a grande
sensibilidade da hemoglobina, podendo assim ser usada também em amostras de

0ss0, segundo 0 mesmo principio.

O estudo da técnica do luminol surge como um método a investigar, com o objectivo
de complementar os restantes métodos de avaliacdo do tempo decorrido desde a
morte de restos esqueletizados ja existentes, contribuindo para uma avaliacdo mais
precisa do PMI e com a finalidade de permitir a distincdo entre ossos de interesse
médico-legal (em Portugal, amostras com menos de 15 anos) e 0ssos sem significado

médico-legal (amostras com mais de 15 anos).

! Foi decidida a utilizagdo da sigla em inglés por uma questdo de uniformizagdo
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A amostra em estudo é constituida por 51 individuos de ambos os sexos, todos
adultos, com idades entre os 20 e os 98 anos e com tempo decorrido desde a morte

conhecido. O osso seleccionado foi a clavicula, com auséncia de patologias dsseas.

Os resultados obtidos na presente dissertacdo, com falsos positivos a atingir os 100%,
descartam a possibilidade de, pelo menos sem a investigagdo de uma amostra de
maiores dimensdes e variedade, ser possivel a distingdo entre ossadas de pertinéncia
forense e sem interesse médico-legal, para a realidade portuguesa. Contudo, a
hipdtese da reaccdo de quimioluminescéncia ser aplicada como teste presuntivo,
sobretudo para restos esqueletizados fragmentados, mantém-se, com uma
percentagem de falsos negativos de 22 a 25%. Comparando os dois tipos de escala
empregues, embora mais subjectiva, a escala de 5 niveis apresenta resultados mais
detalhados e descritivos, existindo duas categorias (“muito fraco positivo” e “forte
positivo”) com assertividade de 100%, sendo, portanto, a mais indicada para uso
futuro. Os resultados da estatistica de Kappa, com valores compreendidos entre 0,79 e
0,97, revelaram confianca inter e intraobservador no teste de aplicacdo de luminol,

como teste de presungao.

A diagnose do PMI, baseada nos registos da reaccdo do luminol com a hemoglobina,
n3o pode ser usada isoladamente. E necessaria a interpretagdo das circunstancias de
recolha, das condicdes ambientais e também uma analise critica dos dados resultantes

do exame antropoldgico.

Palavras-chave: intervalo postmortem (PMI), luminol, quimioluminescéncia, restos

esqueletizados.



Abstract

When facing skeletonized remains, identified or not, it is important to consider the
relevance of assessing the time since death of the individual, known as postmortem
interval (PMI). This is one of the duties of forensic anthropologists - knowing how long

ago the death happened - which obviously has important legal consequences.

The PMI is one of the main challenges of Forensic Anthropology, and several are the
referenced methods that aim to determine it, considering intrinsic and extrinsic factors

to the skeletonized remains.

Therefore, it should be emphasized the need to develop a precise, economic, easy and
reproducible technique, which will operate as a presumptive test or guidance, using a
considerable number of samples, in order to allow the statistical significance of the
results obtained. The chemical reaction that occurs in the presence of luminol,
chemiluminescence, is noted as a work tool to evaluate the PMI. This is given by
luminol’s high affinity for hemoglobin, which is secured in bone tissue by its high
mineral content, after the blood supply ceases postmortem. This technique is already
applied on blood detection at crime scenes, due to hemoglobin’s high sensitivity. So,

according to the same principle, it can also be used in bone samples.

The study of the luminol technic appears as a method to investigate, with the purpose
of complementing the already used methods for the evaluation of the PMI of
skeletonized remains. It contributes to a more accurate assessment of the PMI, in
order to allow distinction between bones of forensic interest (in Portugal, samples
with less than 15 years) and bones without medical-legal meaning (samples with more

than 15 years).

The test sample consists of 51 individuals of both sexes, all in adult age, between 20
and 98 years, with a known time since death. The selected bone was the collarbone,

with no bone diseases.

The results obtained in this thesis, with false positives achieving the 100%, rule out the

possibility to distinguish between bones of forensic interest to the Portuguese reality,



at least not without the investigation of a sample of larger dimensions and variety.
However, the hypothesis of the chemiluminescent reaction being applied as a
presumptive test is still applicable, especially for skeletonized fragmented remains,
since the method showed a percentage of false negatives from 22 to 25%. When
comparing the two types of scales employed, it can be verified that the 5 levels range,
although more subjective, grants more detailed and descriptive results. It presents two
categories ("very weak positive" and "strong positive") with assertion of 100%, and,
therefore, it is the most suitable scale for future use. The results of Kappa statistics,
with values between 0.79 and 0.97, showed inter and intraobserver agreement when

applying the luminol test as a presumption test.

The PMI diagnosis, based on the records of the hemoglobin reaction with luminol,
cannot be used alone. The interpretation of the circumstances of collection and
environmental conditions, as well as a critical analysis of the resulting data of the

anthropological examination, is required.

Keywords: postmortem interval (PMI), luminol, chemiluminescence, skeletonized

remains.
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1. Introducgao

“As Ciéncias Forenses apresentam-se como uma historia de caminhos que se cruzam”

(Cesare, 1924).

E conhecida, e crescente, a curiosidade que todo o processo criminal para determinar
o autor e os motivos de um crime, desperta no publico em geral no decorrer dos
ultimos anos. Uma vez que a existéncia de crimes e delitos é tao antiga como a propria
humanidade, a histdria destas ciéncias remonta a tempos antigos, sendo de acreditar
gue a investigacdo criminal terd nascido na China antiga. Porém, as ciéncias forenses
modernas, como as conhecemos actualmente, e as suas aplicacdes praticas remontam
a meados do séc. XIX (Eckert, 1997). Desde entdo, acompanha a evoluc¢do das técnicas
e tecnologias, caminhando sempre no sentido do seu aperfeicoamento, lado a lado

com a justica.

O conceito de ciéncia forense, segundo o diciondrio, surge do latim forense (legal —
“antes do fdrum”) que se refere a “relativo a, ou préprio do foro judicial” (Dicionario
da Lingua Portuguesa sem Acordo Ortografico, 2003). Este termo ndo é, porém,
estatico. Resulta da interac¢dao entre os conhecimentos e campos de ac¢do das mais
variadas ciéncias, sendo de ressalvar a interdisciplinaridade como de maxima
importancia para o alcance dos seus objectivos, que se prendem com investigar e
comprovar cientificamente um facto, compreendendo o ocorrido através da
identificacdo dos instrumentos e ac¢des de execugao do acto e detectando evidéncias
para a identificacdo das vitimas e suspeitos de forma a provar o grau de participacdo

dos envolvidos.

Consoante as caracteristicas e tipo do caso, sdo solicitados a intervir especialistas nas
mais diversas areas como medicina legal, psicologia, odontologia, entomologia,
antropologia, entre outras. O foco desta investigacdo centra-se na Antropologia
Forense que, segundo o American Board of Forensic Anthropology
(http://www.theabfa.org/), consiste na aplicacdo dos conhecimentos da Antropologia
Fisica ou Bioldgica ao contexto legal, sendo mesmo considerada pela UNESCO, como

uma subdisciplina das acima citadas (Etxeberria, 2004).


http://www.theabfa.org/

Dentro das ciéncias forenses, a Antropologia tem sido um campo com crescimento
exponencial (Iscan, 2005), tendo vindo a desempenhar, progressivamente, um papel
cada vez mais importante, como comprovado pelo aumento significativo de
publicacdes nesta area. Num contexto histérico, as raizes académicas desta disciplina
remontam a Europa dos séculos XVIII e XIX, com Broca a reconhecer a necessidade de
colocar o estudo e interpretagdo dos esqueletos numa base mais cientifica (Ubelaker,
2006). No entanto, s6 em 2003 nasce a primeira associacdo europeia para esta
disciplina, “Forensic Anthropology Society of Europe” (FASE), sendo de ressalvar a sua
existéncia noutros paises, como nos Estados Unidos da América (AAFS, com uma secdo
de Antropologia Fisica), desde 1972 (Iscan, 1988). Aqui, a Antropologia Forense
constitui uma profissdo regulada, ao contrario do que se verifica na grande maioria dos
paises europeus (Cunha e Cattaneo, 2006). Em Portugal, esta ciéncia tardou a ser
praticada de uma forma sistemdtica pelos antropdlogos, ocupando o seu lugar
somente no final dos anos noventa (Cunha, 2008; Cunha e Pinheiro, 2007).
Actualmente, mudancgas na importancia dada as provas cientificas apresentadas em
tribunal, tém tido também repercussdes a nivel da Antropologia Forense, e da sua
popularidade. Esta trajectéria de evolugdao tem levado a uma, cada vez mais, viavel e
vibrante Antropologia Forense, permitindo que esta drea de interesse ndo soé continue,
como também ganhe espaco e destague no mundo das ciéncias e investiga¢des
forenses (Dirkmaat et al., 2009). A sua pluridisciplinaridade ndo pode ser relevada
como factor de grande importancia para o seu crescimento. O seu envolvimento com
outras disciplinas, como a arqueologia (Dupras e Schultz, 2006), a patologia
(Domenech et al, 2011) ou a genética, ndo a faz apenas depender de outras ciéncias,
como também o contrario, revelando a necessidade que outras areas demonstram nas
respostas dadas pela Antropologia Forense (Cunha, 2010). No entanto, é de sublinhar
gue a informacdo presente nos restos esqueletizados, quantitativa ou qualitativa, so
pode ser correctamente descodificada por antropdlogos forenses qualificados e
experientes (Cunha e Cattaneo, 2006), que conseguem até maximizar a recuperacgao

de restos mortais fragilizados ou de pequenas dimensdes.

Os estudos em Antropologia Forense incidem, essencialmente, no esqueleto humano,

e sdo empregues em casos com varios estados de decomposi¢cdo do cadaver e/ou em



restos humanos ndo identificados (mutilagdo, carbonizacdo, ou esqueletizacdo), e
também, mais recentemente, em individuos vivos. Os principais objectivos de um
antropélogo forense relacionam-se com a identificacdo, com o auxilio do patologista
na determinagdo da causa e circunstancia da morte e com a estimativa do tempo
decorrido apdés a morte, numa tentativa de responder as questdes quem, como e

quando, respectivamente (Duday e Guillon, 2006; Cunha, 2014).

Para a identificacdo, o primeiro passo, depois de macerados e limpos os restos
humanos, relaciona-se com a confirmacdo da origem humana dos 0ssos, que em casos
de individuos carbonizados ou ossos muito fragmentados ndo se torna tdo evidente.
Posteriormente segue-se a constru¢ao do perfil bioldgico, que, por si sé, se baseia num
processo de exclusdo, com a determinacdo do sexo, idade a morte, estatura e
ancestralidade, e seguidamente a procura por factores de individualizagdo. O cadaver
é pesquisado no sentido de encontrar caracteres morfolégicos e patoldgicos de
interesse, tendo em consideragdao que quanto mais raros estes forem, maior a
probabilidade de identificacdo, como é exemplo a perfuracdo esternal, entre outros.
Para este efeito, mais importante do que identificar a origem das caracteristicas
individualizantes ou das lesdes, o antropdlogo forense tem de ser capaz de descrever
os efeitos das alteracbes patoldgicas no quotidiano do individuo. Tendo em conta que
a identificacdao individual é essencialmente um estudo comparativo, levanta-se a
guestdo relacionada com o numero de caracteristicas individualizantes necessarias
para uma identificacdo positiva. O Ultimo passo para uma tentativa de identificacdo
positiva é a reconstrucdo facial e a sobreposicao fotografica craniofacial, que pretende,

principalmente, activar as lembrancgas de quem procura um desaparecido.

No que diz respeito a sua colaboragdao na determinagdo da causa e circunstancia de
morte, o papel fundamental do antropdélogo forense é a distingdo entre a origem ante,
peri ou postmortem das lesGes. Pode ainda contribuir no reconhecimento do
instrumento produtor das lesdes, através da distincdo entre fracturas contundentes,

cortantes, perfurantes ou mistas, no caso de uma lesdo perimortem.

A estimativa do tempo decorrido desde a morte, tema abordado nesta investigacdo e,

por isso, revisado de seguida com detalhe, constitui uma das tarefas que mais



dificuldades imp6em ao antropdlogo forense até ao presente, pela variabilidade de

factores envolvidos.

Outras situa¢des recrutam também a sua intervengao, como desastres de massa, valas
comuns e crimes de guerra (crimes contra a humanidade) e também a recuperacdo de
restos humanos em cena de crime, sendo, para este caso, essencial o uso de
metodologia arqueoldgica, de forma a evitar a perda de pecas corporais, e de

informacao estratigrafica relevante para a determinagdo do PMI.

Como falado acima, mais recentemente, muitos antropdlogos se tém envolvido na
identificacdo de individuos vivos. Sdo chamados, entre outros, em casos de crimes,
como assaltos, em que os sistemas de camaras de vigilancia sdo o Unico elemento de
identificacdo do suspeito e em casos de determinacdo da idade (a falta de
documentos), seja por questées de imputabilidade, relacionadas com pornografia
infantil, através de material fotografico, ou qualquer outra situagdo em que a auséncia

de documentacdo assim o exija (Cunha e Cattaneo, 2006; Cunha, 2014; Forbes, 2004).

Desta forma, o presente trabalho pretende contribuir para a expansdo do
conhecimento na avaliacdo do tempo decorrido desde a morte, através do
experimento de técnicas para eventual uso futuro, de forma a facilitar, tanto a nivel
logistico como técnico, a estimativa deste parametro de tdo grande valor, tanto para

antropologia forense como para a investigac¢ao criminal.

1.1. Intervalo postmortem

“Of these newly developing areas, the determination of post-mortem interval has

proven to be among the most challenging” (Forbes e Nugent, 2009)

A morte é um acontecimento inevitdvel. Quando sdo encontrados restos humanos,
estejam eles em fase de decomposicdo ou ja esqueletizados, sdo colocadas a partida
uma série de questdes para a resolucdo do caso: como, quando e onde morreu,
porque morreu, quem &, entre outras. A estimativa do tempo decorrido apds a morte,
também referida na literatura como cronotanatognose, que corresponde ao intervalo
de tempo desde a ocorréncia da morte até ao momento em que o corpo é encontrado

(Greenberg e Kunich, 2002), ajuda a esclarecer uma dessas questdes, o “quando?”.



Alguns autores referem até que a morte ndo se resume apenas a um momento, mas
sim a um desenrolar de processos ao longo de um determinado periodo de tempo

(Knight, 1996).

Depois de reconhecer as ossadas que |he sdo apresentados como humanas, um dos
primeiros objectivos do antropdlogo forense é verificar se os restos esqueletizados
tém relevancia forense, ou seja, se o intervalo postmortem é inferior a 15 anos, prazo
maximo legal para a prescricdo de um crime (art.2 1182 CPP -
http://www.pgdlisboa.pt). Uma estimativa precisa do PMI, das tarefas mais complexas
para o antropdlogo forense, é fundamental e pode contribuir de forma eficaz para a
investigacdo forense, colaborando na identificacdo da vitima e confirmacao de alibis,
clarificando ocorréncias relacionados com direitos humanos e negligéncia e
determinando a pertinéncia forense do caso (Donaldson e Lamont, 2014). Em casos de
morte natural, ou violenta, pode ter também aplicacdes na area civel, em casos de
questles sucessorias ou situagdes relacionadas com apdlices de seguro e pensdes

(DiMaio e DiMaio, 2001).

A estimativa de um PMI preciso tem-se revelado um desafio por mais de 2000 anos,
sendo o registo mais antigo atribuido aos egipcios e gregos, com a descricdo e
realizacdo de autdpsias e dissecacdes no vivo desde os séculos Ill e IV a.C. (Sachs,
2001). Na dultima década, tem-se verificado um aumento no numero de estudos
destinados a descoberta de metodologias apropriadas e precisas para a estimativa do
tempo decorrido desde a morte. Porém, a tentativa de datar restos esqueléticos tem-
se relevado um desafio para os cientistas que deste assunto se ocupam (Ubelaker,
2008). Na verdade, s6 uma combinacdo de diferentes métodos, ndo esquecendo a
influéncia que os factores ambientais, entre outros, podem possuir, pode resultar
numa estimativa acertada (Ferreira e Cunha, 2013), tendo também em conta que,
guanto maior o intervalo de tempo ocorrido apds a morte, mais dificil se torna a sua
estimativa (Ferreira, 2012). De forma a prestar auxilio a essa determinacdo,
informacgdes obtidas através de actividades de interesse do individuo, evidéncias do
cadaver, do meio envolvente ou mesmo a partir da sua histéria clinica sdo cruzadas
pelos profissionais competentes (Jaffe, 1983). E portanto de ressalvar que, devido as

grandes dificuldades encontradas na sua determinacao, originadas pelos mais diversos



factores internos e externos, tais como o modo, o local da morte e as condi¢Ges
ambientais em que o corpo foi encontrado (Jaffe, 1983), a sua estimativa é
transdisciplinar, sendo necessaria a observacdo do contexto em que os restos
esqueletizados foram recolhidos. Um exame holistico, onde todas as caracteristicas e
evidéncias sdo indicadores preciosos, é fundamental para o sucesso na determinacdo

do tempo decorrido apds a morte (Cunha, 2014).

LimitagGes metodoldgicas a parte, toda a estimativa de PMI em restos esqueletizados,
num contexto forense, inicia-se com a andlise macroscopica dos restos humanos
(Ramsthaler et al., 2011). Com o término das fung¢des vitais, inicia-se o aparecimento
dos fendmenos postmortem relacionados com essa cessacao (Donaldson e Lamont,
2014). Os fendmenos imediatos podem ser, entdo, instantdneos, como a abolicdo do
ténus muscular, intermédios com o relaxamento muscular inicial, ou ter um
aparecimento ligeiramente mais lento (consecutivos), como é o caso dos livores ou
rigidez cadavérica (Knight, 1996), contribuindo estes ultimos para a determinac¢do do
PMI. Segundo DiMaio e DiMaio (2001), sdo varios os aspectos colaborantes na
estimativa do tempo decorrido apdés a morte. No caddver fresco destacam-se a
presenca de livores, rigidez cadavérica e variacdo da temperatura corporal (livor, rigor
e algor mortis, respectivamente), conteido estomacal ou conteddo de potassio no
humor vitreo. Apds o decorrer do periodo inicial outros podem tomar lugar, podendo
ser também aplicados num contexto de esqueletizacdo dos restos humanos, e, por isso
descritos com mais destaque, como a presenca de factores circunstanciais, grau de
decomposicdao do cadaver, actividade entomoldgica ou alteracbes quimicas e
imunoldgicas. Estes revelam maior dificuldade na sua aplicacdo, ja que se encontram
sujeitos a varidveis intrinsecas, como causa de morte, sexo e idade do individuo,
composicdao corporal, entre outras, e extrinsecas ao caddaver, de que sdao exemplo o
tipo de solo, fauna e flora, temperatura e humidade, que proporcionam um obstaculo.
Também a botanica forense se revé nesta classificacdo, através da andlise dos estadios
e, também, do crescimento de raizes, folhas e pdlen que se encontram na envolvéncia
do corpo (Ferreira, 2012). Apesar de pouco conhecido, o estudo das caracteristicas
fisico-quimicas e biolégicas do solo pode também contribuir para a estimativa do PMI.

A permanéncia do cadaver no solo poderd perturbar o ecossistema presente, através



da alteracdo nas concentragbes de compostos quimicos como amonia, nitratos e
sulfatos, e de modificagbes na sucessdao das comunidades ai existentes (Carter e

Tibbett, 2008).

1.1.1. Factores circunstanciais

A presenca de factores circunstanciais, como cartas, jornais, anotacdes ou recibos para
confirmacgdo de datas, testemunhos de familiares, amigos e vizinhos acerca da ultima
vez que a vitima foi avistada, assim como alteracdes de habitos do dia-a-dia, luzes
acesas ou apagadas, restos de comida, lixo, e seu respectivo estado de decomposicao,
e loica suja, constituem um método pouco cientifico, mas eficaz, na determinacdo da
data da morte (DiMaio e DiMaio, 2001). A analise das roupas, através da identificacdo
de marcas ou modelos, com uma identificacdo posterior da sua data de fabrico, ou
mesmo o grau de degradacdo das mesmas, pode também estabelecer um padrdo de

datacao relevante para a estimativa do PMI.

1.1.2. Entomologia forense

A Entomologia Forense, responsavel pela andlise da actividade entomoldgica, utiliza os
dados que o estudo dos artropodes proporciona, como o seu ciclo de vida, entre

outros, como suporte para a estimativa do PMI.

Quando o cadaver se encontra em elevado estado de decomposicdo, esta estimativa
baseia-se frequentemente no estudo da sucessdo ecolédgica de insectos que ai
depositam os seus ovos, atraidos pela matéria organica em decomposicao, ou pelos

diversos produtos derivados da putrefac¢do (Garcia-Rojo et al., 2009).

Diferentes insectos sao atraidos em diferentes estados de decomposicao do cadaver,
seguindo um padrdo de desenvolvimento. Com o conhecimento da sua taxa de
desenvolvimento, e a identificacdo do tipo de insectos, assim como o estadio em que
se encontram (ovo, larva ou pupa), é possivel determinar com alguma exactiddo o
tempo decorrido apds a morte (DiMaio e DiMaio, 2001). Porém, é preciso ter em conta
gue variagdes na temperatura podem condicionar o tipo de insectos presente, ou o

seu estadio de desenvolvimento, assim como que o meio ambiente em que o cadaver



estad inserido ou as circunstancias que envolveram a morte, podem retardar ou

acelerar o aparecimento dos mesmos.

Embora o principal foco da entomologia forense seja estabelecer o intervalo
postmortem, esta é uma disciplina em grande expansao, tendo a capacidade de dar
resposta a outras questées como se o corpo foi movido de lugar ou se aquele é
efectivamente o local da morte, desde que a comunidade de artrépodes daquela

regidao especifica seja conhecida (Castro et al., 2011).
1.1.3. Botanica Forense

A botanica forense resulta do cruzamento de varias subdisciplinas da botédnica, como
anatomia das plantas, desenvolvimento das plantas, dindmicas populacionais,
reproducdo das plantas, taxonomia, entre outras, aplicadas ao sistema judicial (Coyle,
2004). E colaborativa na estimativa do PMI, através da analise do pdlen, com o estudo
dos ciclos de vida, ou andlise do conteudo estomacal, empregando metodologias
microscopicas simples (Coyle et al., 2005). No primeiro caso, sdo cuidadosamente
retirados do cadaver os residuos de pdlen e posteriormente identificados. E feita uma
comparacao e, de acordo com o seu ciclo de vida, é datada a altura da morte. No que
diz respeito a andlise do conteudo estomacal, esta relaciona-se com o tempo que
determinada planta ingerida demora a ser digerida pelo organismo, sendo assim
possivel estimar a data da morte (Coyle, 2004). Recentemente, em Portugal, um caso
foi correctamente desvendado com recurso aos ciclos de vida de algas verdes, briéfitas

e raizes de arbustos em crescimento, reportando para a eficiéncia do estudo de

briofitas para esta finalidade (Cardoso et al., 2010).

Hoje em dia as plantas sdo usadas como evidéncia na resolucdo de varios tipos de
casos criminais (verificacdo de um alibi, casos de batida e fugida, abuso de menores,
deslocacdo de caddver, etc.), sendo a determinacdao do tempo decorrido apds a morte

apenas uma infima parte da sua utilidade na investigacdo criminal (Ladd e Lee, 2004).
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1.1.4 Grau de decomposi¢ao do cadaver

Apds a morte, a composicdo e estrutura corporal sofrem alteragBes significativas,
resultantes de uma complexa sucessdao de processos bioquimicos (Pinheiro e Cunha,

2006).

A decomposicdo cadavérica é ditada, em termos de tempo e extensdo, por dois
processos tardios destrutivos: autdlise e putrefaccdo (DiMaio e DiMaio, 2001; Wilson-
Taylor, 2013). A combinagao destes dois processos conduz a morte celular, e leva a
que enzimas, bactérias e outros microorganismos se alimentem do corpo agora
desprotegido (Wilson-Taylor, 2013). A autdlise resulta do colapso dos tecidos através
de um processo quimico asséptico, causado por enzimas intracelulares, culminando na
autodigestdo das mesmas. Como processo quimico que é, é acelerado pelo calor e
atrasado pelo frio, sendo mesmo interrompido com a congelagao e inactivado com a
fervura ou calor em demasia (DiMaio e DiMaio, 2001). A putrefaccdo rapidamente se
segue a autdlise, encontrando-se intimamente relacionada com a temperatura e com o
estado do individuo (Wilson-Taylor, 2013). Em grande parte dos caddveres,
putrefac¢do é sindnimo de decomposicao, ja que dos dois processos é aquele que se
manifesta na maioria dos casos. Acontece depois da morte, e resulta da expansdo das
bactérias provenientes da flora gastrointestinal por todo o corpo (o que origina a
desintegracdao das moléculas através de reac¢des de oxidacdo e redugdo -
fermentacdo putrida de origem bacteriana), sendo acelerada em individuos em
septicémia antes da morte (DiMaio e DiMaio, 2001). Para facilitar a andlise deste
processo, foram criados periodos de putrefac¢do: periodo cromatico (aparecimento da
mancha verde na regido abdominal); periodo enfisematoso ou gasoso (infiltracao
gasosa no tecido subcutaneo, inchando e desfigurando o cadaver); periodo coliquativo
ou de liquefaccdo (a epiderme desprende-se facilmente do plano subjacente, escorre
uma serosidade escura pelos orificios nasais e dos drgdos, os gases vao-se escapando e
o corpo vai diminuindo de volume); periodo de esqueletizacdo (desaparecimento dos
tecidos progressivamente) (Knight, 1996). Ocasionalmente o caddver pode sofrer
processos tardios conservadores, causados essencialmente por condicGes ambientais
ou pelo préprio corpo, permitindo um atraso no processo de decomposicdo e

resultando na sua mumificacdo, saponificacdo ou congelacdo. A avaliacdo dos tipos e
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graus de modificacdes podem funcionar como método auxiliar na determinacdo do
tempo decorrido desde a morte, ja que tendem a suceder-se de forma ordenada
(Ferreira, 2012). Os préprios ossos podem orientar no tempo passado apds a morte,
através da presencga ou auséncia de ligamentos e das taxas de lixiviagdo das gorduras e
outras matérias organicas (Introna et al., 1999). E, no entanto, de salientar a influéncia
que as condigdes internas e externas tém nestes fendmenos, podendo dificultar este
processo de cronotanatognose (Ramsthaler et al, 2011). Desta forma, variaveis
intrinsecas ao cadaver como causa de morte, idade, sexo, estilo de vida ou composi¢ao
corporal, ou extrinsecas como o tipo de deposicio ja anteriormente falado,
temperatura, fauna, flora, humidade, entre outros, aumentam a complexidade da
tarefa (Cattaneo e Gibelli, 2009). Também o tipo de osso em si, com as suas variacdes
na area de superficie, ratio de volume, grau de fragmentacdo e porosidade pode exigir

diferentes abordagens na avalia¢do deste assunto (Introna et al., 1999).

Neste sentido, tém sido sucessivos os estudos baseados na decomposi¢do cadavérica,
destacando-se casos como Rodriguez e Bass (1983, 1985) pela sua investigacdo com
cadaveres humanos na Universidade do Tennessee (a “Quinta dos Cadaveres”), sendo
dois dos trabalhos mais antigos e de maior prestigio, e Galloway (1997) com a
classificacdo dos estados de decomposicdo, e que ainda hoje serve de comparacao
entre diferentes analises. De novo no Tennessee, Vass, que em 2011 publica “the
elusive universal postmortem interval formula” que tem como requisito a pré-
esqueletizacdo dos restos mortais. Megyesi et al., em 2005, publicam um artigo
fundamental como base para a férmula por eles mais tarde desenvolvida, o calculo dos
graus-dia acumulados (ADD). O conhecimento das temperaturas médias didrias do
local onde o corpo foi encontrado é crucial para este método (a decomposicdo dos
tecidos moles termina quando estes atingem 1285+110ADD), uma vez que o dia da
morte é encontrado pela soma dessas mesmas temperaturas, até atingir o valor de
ADD. Este facto constitui uma desvantagem para esta metodologia, ja que a
temperatura ambiente fornecida pelas estacdes meteorolégicas é diferente da
temperatura a superficie do solo, a mais correcta para a aplicacdo da férmula (Ferreira,
2012). Fitzgerald e Oxenham (2009) propuseram um novo método baseado na

guantificacdo dos estados de decomposicdo, que toma em consideracdo as alteracdes
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no processo de decomposicao com o decorrer do tempo, assumindo que as variacoes
no clima se encontram ja incorporadas na equacgdo, denominado “Degree of
Decomposition Index” (DDI) (Marhoff et al., 2015). Janjua e Rogers (2008) e Ross e
Cunningham (2011) centraram os seus estudos na estimativa do PMI recorrendo a
restos humanos esqueletizados, uma &rea com muito menos estudos e mais
dificuldades, estabelecendo, respectivamente, quatro e cinco estadios de degradagao

ossea, com diferentes condicdes, para a classificacdo pretendida (Ferreira, 2012).

Num contexto forense, o rigor e precisdo com que o tempo decorrido desde a morte é
estimado é fundamental e, por vezes, embora o odor e o estado de preservacao
possam fornecer informagdes valiosas e de grande utilidade, pesquisas e estudos de
caso sugerem que podem surgir dificuldades pelo seu cdlculo recorrendo apenas a

morfologia (Ubelaker et al., 2006).

1.1.5 Alteragées Quimicas e Imunoldgicas

Nas ultimas décadas, uma nova abordagem tem sido seguida na tentativa de estimar o
PMI com maior precisdao no material esqueletizado, recorrendo a técnicas ao nivel da
quimica e imunologia (Forbes, 2004). Segundo Knight (1967, 1968 e 1969), varios
métodos quimicos tém sido explorados, como o conteudo de azoto, quantificacdo de
aminodcidos, reaccdo com acido mineral, reaccdo com benzidina, fluorescéncia de UV
e conteldo de lipidos no osso, baseado na sua diminuicdo nos restos esqueletizados
com o decorrer do tempo. Porém, a sua aplicacdo pratica tem-se revelado inutil na
discriminacdo entre ossos de caracter forense ou arqueoldgico (recentes ou antigos)
(Forbes e Nugent, 2009). Posteriormente a Knight, Facchini e Pettener sugerem um
novo procedimento, cujos fundamentos assentam na medicdo da condutividade
supersonica e gravidade especifica do osso (Facchini e Pettener, 1977). Ja Castellano et
al. (1984) avaliam as caracteristicas bioquimicas do osso recente, tentado estabelecer
um paralelismo com o tempo decorrido apds a morte . No entanto, devido a
sensibilidade de ambas as técnicas e aos factores ambientais, foram consideradas
como pouco confidveis e, por isso, mudado o rumo das investigacdes. Também a
actividade seroldgica residual (Gel diffusion testing), e outros testes imunoldgicos,

assim como testes histoldgicos, foram testados e abandonados, devido a sua
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susceptibilidade com a contaminacdo dos solos e ao elevado numero de falsos
positivos (Forbes e Nugent, 2009). A investigacdo de métodos metabdlicos e
bioquimicos dos fluidos corporais, através do estudo de biomarcadores com recurso a
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e Espectrometria de Massa (MS), pode
providenciar informacdo valiosa nas estimativas do PMI, caso os marcadores em
questdao estejam devidamente identificados, estudados e documentados. Porém, e
embora oferecam vantagens relativamente a métodos convencionais devido ao
decréscimo de subjectividade pelo observador, e com o evoluir dos tempos se tenham
tornado mais precisos e especificos, requerem mao-de-obra altamente especializada,

laboratérios bem equipados e trabalho intensivo (Donaldson e Lamont, 2014).

Outra técnica estudada, bastante dispendiosa e elaborada, é o uso da datacdo por
radiocarbono, considerada como a uUnica metodologia capaz de providenciar um
resultado ausente de ambiguidade na estimativa do PMI (Cappella et al., 2015) e
amplamente aceite como método para datar material esqueletizado com interesse
arqueoldgico. No periodo compreendido entre 1950 e 1963, dispositivos
termonucleares, como a bomba atdmica, produziram elevados niveis artificiais de
Carbono 14 nos humanos e restantes organismos terrestres (“bomb pulse”). Em 1963
foi atingido o pico, seguindo-se uma reducdo dos mesmos, embora mantendo-se
acima dos anteriormente existentes. Desta forma, e através de comparagdo com os
valores da “bomb-curve”, é possivel distinguir individuos cuja morte se deu antes de
1950 dos que ainda se encontravam vivos depois deste aumento. A aplicacdo deste
método é particularmente valiosa no estudo de restos humanos em elevado estado de
decomposicao dos tecidos moles, e pode revelar informacdao relevante para a
estimativa da data do nascimento e da morte do individuo (Ubelaker, 2014) A
aplicacdo desta técnica apresenta, contudo, obstaculos relacionados com a
complexidade de formacdo do osso, assim como com as condi¢cdes ambientais, dieta e
idade do individuo na altura de formacdo dos tecidos (Ubelaker et al, 2006). Segundo
Ubelaker e Parra (2011), a idade a morte representa um factor a ter em grande
consideracdo. Estudos recentes sugerem a possibilidade de datar ossadas de um

periodo posterior a 1950 até aos dias de hoje, recorrendo ao método do Carbono 14.
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No entanto, no caso portugués, pode apenas servir como método de exclusdo para

casos forenses, ja que ultrapassa grandemente a pertinéncia forense.

Além do Carbono 14, os testes nucleares da década de 50 provocaram o aumento dos
niveis de outros radionuclideos na atmosfera, como o tritio, estroncio e césio, tendo
sido realizadas investigacGes de forma a testar a sua utilidade na abordagem deste
tema. No entanto, a contaminacdo apds a inumacdo pelas dguas subterraneas revelou-
se um problema na analise dos resultados (Forbes, 2004; Cattaneo e Gibelli, 2009). O
seu elevado custo, a metodologia extremamente elaborada e a necessidade de
laboratérios equipados tornam-se também desvantagens na sua utilizacdo (Ramsthaler
et al., 2011). Hoje em dia, um grande foco de interesse parece concentrar-se no estudo
de isdtopos de elementos como chumbo. Estes estudos tiveram como amostra uma
coleccdo de adultos, do sexo masculino, de um cemitério de Lisboa, ndo tendo sido
posteriormente generalizado para as diferencas culturais entre os diferentes paises
(Forbes, 2004). Estes métodos, embora parecam fornecer informacao valida, sdo caros
e a sua eficacia foi, para ja, apenas testada em amostras de pequeno tamanho

(Ramsthaler et al., 2009).

Por ultimo, a producdo de fluorescéncia e quimioluminescéncia tem também sido
investigada como abordagem para datar a altura da morte, recorrendo a detec¢do de
compostos sanguineos nos 0ssos, através da utilizacdo de técnicas como a reflexdo-UV
e a aplicacdo de Luminol, respectivamente. Segundo Ramsthaler et al. (2011), a
reflexdo-UV revela-se como um bom teste de exclusdo de contexto forense,
apresentando uma boa correlagao entre a extensao da fluorescéncia e o PMI, em casos
em que hd uma forte reducdo da mesma. Desta forma, apesar de sozinha ndo possuir
valor cientifico suficiente para uma conclusdo segura, facilmente poderd ser usada
como teste presuntivo. Relativamente a aplicacdo de luminol, e por esta técnica ser o
ponto central desta dissertacdo, as suas revisées bibliograficas encontram-se expostas

num ponto a parte.
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1.1.5.1. Aplicagao de Luminol
“Os 0ssos, 0 material mais resistente do corpo humano, tém uma capacidade impar
para registar muitos episddios ocorridos na vida, na altura da morte e até mesmo

depois da morte.” (Cunha e Pinheiro, 2006)

Quimioluminescéncia refere-se a emissao de luz derivada de uma reacg¢ao quimica que
pode ocorrer quer em sistemas sélidos, liquidos ou gasosos. Essa emissdo tem
diferentes graus de intensidade, duracdo e comprimento de onda, cobrindo um
espectro que quase toca o ultravioleta e o infravermelho, passando pela luz visivel

(Barni et al, 2007).

O luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinadiona ou, numa forma mais simplificada,
3-aminoftalhidrazida) é uma acil-hidrazida ciclica que mostra uma reactividade tipica
desta classe de compostos. A forma mais comum para a sua obtencdo é através do

acido 3-nitroftdlico, segundo a figura 1.1 (Koolman e Roehm, 2005).

NO5 @] MNH2

,J\ .COOH U\ o
Ny NH» Na,S,0, Sy NH
~ = NH2 T /’/ ™ .fNH
~NF KCOOH W — EKT

)

acido 3-nitroftalico hidrazina S-nitroftalhidrazina lurminol

Figura 1.1- Sintese de luminol (Koolman e Roehm, 2005)

Para que a aplicacdo de luminol seja possivel e se dé a reaccdao com perdxido de
hidrogénio em agua é necessdria a presenca de um catalisador redox, existindo uma
grande variedade de metais de transicdo com capacidade para cumprir esta fungao
(Webb et al., 2006). A hemoglobina (Hb) é uma molécula transportadora de oxigénio
encontrada nos eritrécitos, responsavel pela coloracdo vermelha do sangue. No corpo
humano, esta molécula encontra-se protegida da desnaturacdo pelo encapsulamento
nos eritrécitos, e os ides ferro, presentes nos grupos “heme”, e que assumem a fungdo
de catalisador no teste empregue na verificacdo da presenca de sangue, sdo mantidos

no estado ferroso por vérios tipos de mecanismos (Barni et al., 2007). Thornton e
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Maloney concluiram entdo que, os grupos “heme” da Hb, sdo responsaveis pela
catdlise da quimioluminescéncia do luminol no sangue. Quando o luminol é aplicado
numa mancha de sangue, o ferro presente nos grupos “heme” é capaz de catalisar
quer a reac¢ao de decomposi¢ao do perdxido, quer a oxidagao do luminol (Barni et al.,

2007).

Este teste envolve a aplicacdo de luminol em spray, dissolvido numa solucdo aquosa
alcalina contendo perdéxido de hidrogénio, nas manchas suspeitas de sangue
encontradas nas cenas de crime (Quickenden e Cooper, 2001). Esta reac¢do ocorre
com a oxidacdo pelo ferro do luminol em diazoquinona, que sofre posteriormente
accdo por parte do anido do perdxido de hidrogénio, originando-se o endoperdxido.
Este composto sofre a perda de azoto, formando acido 3-aminoftalico, um di-anido
gue se encontra no estado excitado, decaindo para o estado fundamental. Este
processo é seguido pela emissdo de radiacdo por fluorescéncia do 3-aminoftalato

(Koolman e Roehm, 2005), segundo indica a figura 1.2 abaixo.

Q 0 ooH o oo
N N N
‘ ‘ “O0OH ‘ | base ‘ |
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NH, o NH, o} NH, o}
— — *
0 0
o o
+ N, ———>» + hvV
o- o
NH, 0 NH, o

Figura 1.2 — Mecanismo geral da reac¢do de quimioluminescéncia do luminol (Creamer e Buck,
2009: 312)

Em solugdes aquosas, a luz observada caracteriza-se entre um azul com fundo violeta e
azul-esverdeado, sendo o alcance do espectro bastante amplo, dependendo de

diversos parametros da reacgao (Barni et al., 2007) — figura 1.3.
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Figura 1.3 - Espectro de emissdo da reaccdo do luminol com peréxido de hidrogénio na
presenca de sangue (Barni et al., 2007:900)

Barnett e Francis (2005) revisaram recentemente a sua reac¢do de
quimiluminescéncia, verificando que a producdo de luz resultante da oxidagdo do
luminol é um processo multiplo e complexo, e esta dependente de iniUmeros factores
como a temperatura (devendo ser protegido de ambientes quentes), pH (depende do
catalisador presente, e varia entre 8 e 11), forca idnica e espécies reactivas que podem
estar presentes e interagir com o luminol. A sua solugdo é sensivel a luz e a presenca
de catidoes metalicos, sendo normalmente estdvel por apenas 8-12 horas (Barnett e

Francis, 2005).

Uma das limitacdes do uso de luminol, assim como de outros testes de deteccdo de
sangue, é a sua falta de especificidade, sendo possivel a catalise da reaccdao de
guimioluminescéncia com outras substancias que ndo o sangue, como é o caso da
solucdo de hipoclorito de sddio, frequentemente utilizada em agentes de limpeza
tanto em ambientes domésticos como industriais (Creamer et al.,, 2005), ou da
hemoglobina animal e peroxidase das plantas (Quickenden e Creamer, 2001). Este
alcance por substancias interferentes que podem accionar a emissdo de luz pelo
luminol, limita a utilizacdo desta técnica como definitiva, sendo por isso caracterizado
como um teste de presuncdao, embora os investigadores com maior pratica nesta
aplicacdo afirmem que a experiéncia permite a distingdo entre substdncias
interferentes e o sangue (Creamer et al., 2003). No entanto, a aplicacdo deste método
tem também inUmeras vantagens, que permitem com que seja um dos testes mais
usados na deteccao de sangue. Uma delas relaciona-se com o facto de ser uma técnica

passivel de ser aplicada e interpretada a olho nu, sem necessidade de deteccdo por
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instrumentos (Creamer et al., 2003). O facto de ser considerada uma técnica rapida,
pouco dispendiosa e simples, assim como a sua enorme sensibilidade numa escala de
diluicdo de 1:10000 a 1:5000000, tém contribuido fortemente a sua investigacdo e

aplicacdao (Ramsthaler et al., 2009).

Contam-se ja mais de 40 anos, desde que a emissao de luz, que se verifica quando uma
solu¢do contendo luminol e peréxido de hidrogénio é aplicada em spray em manchas
de sangue, tem sido utilizada para fins forenses, em investigacdes relacionadas com
crimes violentos (Barni et al., 2007).

1936 and 1938: Tamamushi and
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Pfannstiel observed the

enhancing eflect of hematin on 1961: White and co-workers discovered 1990: Merényi and co-workers
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exited state (3-APA®") is the photon mechanism for luminol
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Figura 1.4 - Cronologia do luminol desde a sua descoberta (Barni et al., 2007: 898)

Existe alguma controvérsia no que toca a informacdo relativa a sintese de luminol pela
primeira vez, embora este feito seja normalmente atribuido ao alemdo Schmitz, em
1902 (Gimeno, 1989; Gimeno e Rini, 1989). Porém, parece ser completamente aceite
nos dias de hoje que Albrecht foi o primeiro a reportar o seu envolvimento em
reaccOes de quimioluminescéncia, em 1928. No final dos anos 30, Specht, um cientista
do Instituto Universitdrio de Medicina Legal e Criminalistica Cientifica de Jena, na
Alemanha, estudou pela primeira vez o papel da hemina, um componente derivado do
grupo heme com ferro no seu conteudo, na reac¢ao quimica do luminol, e investigou o
seu potencial na deteccao de sangue. Mais tarde, Proesher e Moody salientaram a
capacidade desta solucdo ser aplicada em spray repetidas vezes sobre as manchas de
sangue, permitindo que a reac¢do de quimioluminescéncia se dé de forma reiterada.
McGrath, por sua vez, avaliou a especificidade do luminol para o sangue, aparentando

insensibilidade para outros fluidos. J& depois de 1950, Grodsky e seus colegas,
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propuseram a formula que ainda hoje em dia é a mais comum de ser aplicada, pelos
investigadores, para detectar vestigios de sangue em cenas de crime. Nas ultimas
décadas, este composto tem sido um dos mais requeridos reagentes
quimioluminescentes para aplicagdo em biologia molecular e quimica analitica, sendo
amplamente estudado como base para métodos como cromatografia liquida de alta

performance (HPLC), imunoensaios, entre outros (Barni et al., 2007) — figura 1.4.

Os seus estudos tém vindo a ser alargados a varias areas de interesse, como estudos
historicos e arqueoldgicos, e também testada a sua diligéncia para outros fins nas
ciéncias forenses, neste caso a antropologia forense, com a sua aplicabilidade na
estimativa do PMI através da andlise da quantidade de sangue ainda presente dos

0ss0s, investigacdo presente nesta dissertacao.

Esta JUltima vertente de aplicacgdo resultou da necessidade urgente de
desenvolvimento de um método rapido e pouco dispendioso, ndo sé para a distin¢ao
entre osso de interesse médico-legal e de contexto histérico, mas também na tentativa
de aumentar a precisdo da estimativa do tempo decorrido desde a morte (Creamer e

Buck, 2009).

Devido ao seu elevado contelddo mineral, os 0ssos tornam-se um material muito
resistente, o que lhes permite a sua permanéncia em boas condi¢des durante um
longo periodo de tempo apds a decomposicao dos tecidos moles, sendo assim possivel
a proteccao da hemoglobina em condi¢des estaveis, mesmo depois de cessado o
suprimento sanguineo. Contudo, assim como no caso dos tecidos moles, existem
factores que influenciam a decomposicdo dos mesmos, embora mais lentamente,
como o declive e o ambiente de inumacdo, alteracbes de pH do solo, factores
tafondmicos (animais, etc.), exposicdo ao calor e a troca de ides entre o tecido dsseo e
o ambiente envolvente, e que afectam igualmente a concentracdo de Hb (Creamer e
Buck, 2009). O tipo de osso em si pode também influenciar este aspecto, variando
consoante o racio do volume, a drea de superficie, a fragmentacao e até a porosidade

do mesmo (Introna et al., 1999).

Outros métodos tém sido investigados com o mesmo objectivo. Knight e Lauder (1969)

aplicaram um teste colorimétrico de benzidina com o mesmo propdsito de deteccao
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de hemoglobina nos ossos, concluindo que, na maioria dos casos, esta se encontrava
ausente da superficie do osso ao fim de 50 anos. Mais tarde, também Facchini e
Pettener (1977) testaram a mesma técnica, mas desta vez com o osso em pé. Em 2011,
Ramsthaler e colegas investigam a hipotese de aplicacdo de outros testes, Combur® e
Hexagon-OBTI®. O primeiro é igualmente empregue na pesquisa por proteinas,
glucose, nitritos, etc.,, e contém perdxido de hidrogénio que, em conjunto com a
hemoglobina possivelmente presente, catalisa a oxidagdo do indicador. No caso do
Hexagon-OBTI®, que foi desenvolvido com objectivos clinicos, da-se uma reacgao entre
um anticorpo e a Hb humana. Porém, ambos tém capacidades de deteccdo baixas e
foram descartados como futuro método, pelo menos segundo o protocolo standard
usado (Ramsthaler et al., 2011). Em 1999, Introna et al. propéem a utilizacdo de
luminol numa amostra de fémur humano, registando os resultados com camara de
video, e confirmando a viabilidade do luminol na estimativa do PMI, embora com
necessidade de alargar os estudos neste sentido. Recentemente, Verhoff e Kreutz
(2005), adaptaram esta pratica as suas préprias recomendagbes, tornando-a mais

simples.

A deteccdo de luminescéncia nos 0ssos assenta no mesmo principio que a procura de
manchas de sangue, a alta sensibilidade do luminol para vestigios de sangue que ndo
se encontram visiveis a olho nu. As mais diversas abordagens destinadas a diferenciar
restos esqueletizados forenses de arqueolégicos tém sido experimentadas,
apresentando-se cada vez mais forte a convic¢dao de que a auséncia de emissao de luz
é um dado forte o suficiente para concluir que a ossada terd um PMI superior a 50
anos. Assim, sera de esperar que a intensidade da quimioluminescéncia diminuira com
o aumento do intervalo postmortem, e serd totalmente ausente numa frac¢do da
amostra com elevado periodo de tempo decorrido apds a morte (Ramsthaler et al.,
2009). Segundo Ramsthaler et al., (2009), para uma amostra aleatéria, a aplicacdo de
luminol permite um valor preditivo positivo de 80%, e um valor preditivo negativo de
96%. Com estes dados em conta, observando que a validagdo da inexisténcia de
hemoglobina nos restos esqueléticos parece ser mais confidvel, este teste poderd

assumir o papel de teste de presuncao, excluindo os resultados negativos, e sendo o
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uso de outras metodologias, como os radionuclideos, restringido a resultados positivos

(Ramsthaler et al., 2011).

Como todos os métodos, tem as suas vantagens e desvantagens, sendo de acreditar
gue as primeiras acabardo por se sobrepor. A sua sensibilidade numa escala de
diluicdao de 1:10000 a 1:500000, tal como a sua rapidez de execugdo, utilizacao de
técnicas bem estabelecidas, baixo custo e simplicidade relativamente aos outros
métodos morfoldgicos, fisicos, quimicos, etc. (requer pequenas quantidades de
material sem pré-tratamento), tém contribuido fortemente a sua aplicacdo e
desenvolvimento (Ramsthaler et al., 2011). Menos positiva é a ocorréncia de falsos
positivos, como por exemplo na presenca de vegetais. Apesar de falsos positivos e
negativos deverem ser considerados da mesma forma, de um ponto de vista cientifico,
em termos forenses os falsos negativos deverao ser tidos em maior consideragao, uma
vez que podem conduzir a exclusdo de um caso com ainda pertinéncia criminal

(Ramsthaler et al., 2009).

1.2. Objectivos

A avaliacdo do tempo decorrido desde a morte é de extrema importancia, quando
encontrados restos mortais esqueletizados, sendo determinante para a avaliacdo do
seu significado médico-legal. A sua estimativa pode ajudar na descoberta da sucessao
de acontecimentos que rodeiam a morte, e contribuir para o desfecho da investigacao
forense. Porém, a determinacdo do intervalo postmortem em restos esqueletizados, é
um assunto ainda pouco estudado e pouco consensual. Assim sendo, é de extremo
valor, a investigacdao de técnicas que permitam adicionar conhecimento e fiabilidade a
este tema. Técnicas como a aplicagdao do luminol tém sido referidas como possiveis
métodos para a estimativa do PMI. Desta forma, e porque as contribuicdes passadas,
presentes e futuras da antropologia forense devem ser adaptadas as necessidades da
sociedade actual (Cunha, 2010), o objectivo desta investigacdo relaciona-se com a
tentativa de estabelecimento de um protocolo preciso, econdmico, facil e reprodutivel
para a estimativa do PMI, com recurso a técnica supracitada, e com a analise das
diferentes intensidades de luminescéncia entre os varios ossos da amostra estudada e
a exploracdo do potencial do luminol para a distincdo entre ossos com interesse

médico-legal e arqueoldgico, ou seja, com um tempo decorrido desde a morte inferior
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ou superior a 15 anos, respectivamente. Por fim, testar a subjectividade inerente ao
método experimentado. Em suma, pretende-se averiguar a aplicabilidade e a validade
do luminol como técnica para a avaliacdo do tempo decorrido desde a morte em

antropologia forense.

1.3. Organizacao e conteudo

A presente tese esta inserida no campo de pesquisa actual em ciéncias forenses,
especificamente em antropologia forense, com especial foco e interesse no tema
intervalo post-mortem. Destina-se a profissionais, assim como estudantes, de
Antropologia Forense, Medicina Legal, Criminalistica e também a curiosos sobre esta
area tdo popular nos nossos dias. Foi escrita de acordo com o método cientifico
tradicional, dividida em capitulos: introducdo, com uma pequena revisdo do estado da
arte para inteirar o leitor dos assuntos abordados, assim como com uma explicitacao

dos objectivos do trabalho; amostra, metodologia, resultados, discussao e conclusao.
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2. Amostra
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2. Amostra

Para a realizacdo desta investigacdo foi solicitada, e concedida, a permissdo de
utilizacdo de 4 grupos de subamostra oriundos de diferentes locais, perfazendo um
total de 51 individuos com caracteristicas varidveis e com datas a morte diferentes e
conhecidas. A escolha recaiu, entdo, sobre restos esqueletizados provenientes de
autodpsias efectuadas no Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.
(INMLCF), quer da sua Delegacdo do Sul, como da Delegacdo do Centro; da “Colecgado
de Esqueletos Identificados do séc. XXI” — CEI-XXI, exumados do Cemitério dos
Capuchos em Santarém (Ferreira et al, 2014), e, por ultimo, do Laboratdrio de
Antropologia Forense da Delega¢dao do Sul do Instituto Nacional de Medicina Legal e

Ciéncias Forenses, |.P. (INMLCF-DS).

De modo a uniformizar a amostra foi seleccionado um unico tipo de osso. O osso
seleccionado para a amostragem foi a clavicula, sem qualquer tipo de patologia dssea
sempre que possivel, por apresentar maior facilidade logistica em termos de recolha e

utilizagao.

2.1 Subamostra proveniente de autdpsias da Delegac¢ao do Centro do
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, |.P. (INMLCF-

DC)

Esta subamostra resulta da solicitacdo efectuada, através de pedido formal, ao servico
de Patologia forense do INMLCF-DC, a Senhora Professora Dr.2 Beatriz Simdes, a data

do pedido, directora do mesmo servico.

A recolha foi procedida segundo o protocolo standard, em autdpsias realizadas num

periodo compreendido entre o dia 06 de Dezembro de 2013 e dia 30 do mesmo més’

A subamostra é composta pelos dados de 8 individuos identificados e com data da
morte conhecida, podendo a listagem ser conferida em apéndice (8.1.1). Estes dados
sdo constituidos pelos registos individuais dos mesmos, assinalados durante o periodo

da pericia médico-legal, a autépsia. Foram recolhidas claviculas, direitas, de individuos

2 . ,
As recolhas foram autorizadas apenas para este periodo de tempo.
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adultos, com idades a morte entre os 52 e 83 anos ('=70,5, 0=9,885054, 0?=97,71429),
3 deles do sexo feminino (37,5%) e os restantes (5, correspondentes a 62,5%) do sexo
masculino. Como se pode observar pela figura 2.1, a distribuicdo dos sexos pelas
classes etdrias ndo é homogénea, existindo mesmo intervalos sem nenhum individuo
feminino. Por se tratar de uma subamostra proveniente de autdpsias realizadas em
dias praticamente consecutivos, seria expectavel, de acordo com a realidade
portuguesa, que os PMI fossem préximos, o que veio de facto a verificar-se,
encontrando-se compreendidos num intervalo entre 205 e 230 dias, a data da

aplicacdo do luminol.

B Masculino

Feminino

Numero de Individuos
[y
1

<60 anos 61-70 anos 71-80 anos >80 anos

Idade

Figura 2.1- Distribuicdo etdria da subamostra proveniente de autépsia do INMLCF-DC.
2.2 Subamostra proveniente de autopsias da Delegacao do Sul do

Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.

Tal como a anterior, esta subamostra é o resultado do pedido prévio realizado, através
de pedido formal, ao servi¢co de Patologia forense do INMLCF-DS, a Senhora Professora

Doutora Cristina Mendonca, directora deste servico a época.

A recolha foi procedida segundo o protocolo standard, em autdpsias realizadas num
periodo compreendido entre o dia 14 de Novembro de 2013 e dia 29 de Janeiro de

2014.

A subamostra é constituida pelos registos de 12 individuos identificados e com data da

morte conhecida, podendo a listagem ser conferida em apéndice (8.1.2), registos esses
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assinalados durante o decorrer da autépsia. No que a esta subamostra diz respeito, a
lateralidade do osso em questdo é maioritariamente esquerda, estando presente
apenas um exemplar do lado direito. Foi, mais uma vez, dada preferéncia a individuos
sem qualquer tipo de patologia éssea. Todos sdo adultos, existindo neste caso uma
maior discrepancia de idades, encontrando-se estas compreendidas entre os 20 e os
86 anos ('=53,8, 0=18,81, 0?=353,97). Relativamente a diagnose sexual, novamente se
observa uma predominancia do sexo masculino (91,67%) relativamente ao sexo
feminino (8,33%) — figura 2.2. Os PMI encontram-se de novo num intervalo pouco
amplo, embora maior que o anterior, compreendido entre 176 e 253 dias, a data da

aplicagao do luminol.

2

14 B Masculino
] Feminino

O .

<30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 >8
anos  anos  anos  anos  anos  anos  anos

Idade

NuUmero de Individuos

Figura 2.2 - Distribuicdo etaria da subamostra proveniente de autdpsia do INMLCF-DS.
2.3 Subamostra proveniente da “Colec¢ao de Esqueletos Identificados do

séc. XXI”

2.3.1 Origem da subamostra da “Colecgdo de Esqueletos Identificados do séc. XXI”

As coleccOes de referéncia representam a base para o desenvolvimento de técnicas
basicas em antropologia forense, sendo por isso reconhecido o seu valor excepcional

em investigacOes e pesquisas (Cunha e Wasterlain, 2007).

A “Coleccdo de Esqueletos Identificados do séc. XXI”, proveniente do cemitério dos

Capuchos, em Santarém, é a mais recente coleccdo osteoldgica de referéncia
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portuguesa. Resulta da reunido de individuos de nacionalidade portuguesa e ancestrais
do sul da Europa e era formada, a data da recolha da amostra, por 159 individuos: 70
esqueletos disponiveis para estudo e 89 em processo de limpeza e etiquetagem
(Ferreira et al., 2014). Surgiu de um protocolo de cooperagao, assinado em 2009, entre
a Camara Municipal de Santarém e o Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia, na altura Departamento de Antropologia, e ai se encontra
depositada. O primeiro protocolo de cedéncia de individuos esqueletizados, que
contou com 77 esqueletos identificados e que se encontravam abandonados no

cemitério acima citado, foi ultimado a 26 de Janeiro de 2011 (Curate, 2011).

A colecgdo é constituida por individuos com data de nascimento compreendida entre
1905 e 1968, e data de d6bito entre 1995 e 2008, exumados entre 1999 e 2013. O sexo
feminino estd representado por 53,5% da coleccdo, contra 46,5% de individuos
masculinos. A idade a morte oscila entre os 25 e 99 anos. A grande maioria possuia ja
uma idade avancada na altura da morte (faleceu depois dos 80 anos), verificando-se
por isso perdas dentdrias antemortem em grande parte dos casos. Esta situacdo limita
o desenvolvimento de métodos dentdrios, assim como a auséncia total de jovens
limita os experimentos a estimativas da idade em adultos (Ferreira et al., 2014). A falta
total de adultos em muitas classes etdrias sugere que a presente coleccao nado reflecte
o perfil de mortalidade do séc. XX (Curate, 2011). Uma outra falha ainda por resolver
assenta na determinacdo da causa de morte, apenas conhecida, até a data, em 12 dos
individuos. A representacao 6ssea dos esqueletos apresenta-se bastante razoavel, com
as ossadas bem preservados e escassos 0ssos em falta, o que era expectavel ja que os
corpos foram enterrados em caixdes e completamente vestidos, sendo as pequenas
auséncias justificadas pela recuperagdo incompleta durante a exumacao (Ferreira et

al., 2014).

No repositério biografico da coleccdo estdo incluidos o certificado de ébito e o nome,
idade a morte, estado civil, filiacdo, naturalidade, estatura, residéncia na altura da
morte do individuo e data do enterramento, assim como o numero da cova onde

foram inumados (Curate, 2011).
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2.3.2 Constituicao da subamostra da “Colecg¢do de Esqueletos Identificados do séc.

XXI”

Neste grupo 16 claviculas constituem a subamostra, que, como anteriormente, pode
ser vista em listagem em apéndice (8.1.3). Contrariamente aos casos anteriores, em
gue os ossos eram fornecidos aleatoriamente, os restos esqueletizados que pertencem
a esta subamostra foram seleccionados, e devidamente documentados através de
registos fotograficos, de acordo com o seu estado de degradacdo. Isto é, foram
escolhidos aqueles que ndo se encontravam inteiros, ja que para o sucesso da
investigacdo a sua preservacdao era pouco relevante, ndo existindo, por isso, a
necessidade de efectuar cortes em ossos em perfeito estado de preservagdo. Os seus
registos foram retirados de uma base de dados, previamente elaborada por outrem, e

gue contempla todos os individuos inseridos nesta coleccao.

Aqui, a lateralidade é mais dispar, estando presentes 9 claviculas do lado direito e 7 do
lado esquerdo. Foi dada preferéncia a individuos sem qualquer tipo de patologia dssea,
como habitual. Todos os individuos sdo adultos, maioritariamente idosos,
encontrando-se as idades compreendidas entre os 43 e os 97 anos (I'=81,62, 0=12,24,
0%=149,72). Quanto a diagnose sexual, verifica-se uma situagdo diferente das
anteriores, com predominancia do sexo feminino (11 individuos) relativamente ao sexo
masculino (5 individuos), com uma percentagem de distribuicdo de 68,75% e 31,25%,
respectivamente. Como se pode observar pela figura 2.3, a distribuicdo pelas classes

etarias ndo é homogénea, existindo mesmo intervalos sem nenhum individuo.

B Masculino

Feminino

Numero de Individuos
O RPN WD UL ON

<40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 >90 anos
anos anos anos anos anos anos
Idade

Figura 2.3— Distribuicdo etaria da subamostra proveniente da “Coleccdo de Esqueletos
Identificados do séc. XXI”.
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O tempo decorrido desde a morte é bastante superior ao dos outros grupos, como
seria de esperar, sendo maior o préprio intervalo entre eles, variando entre 4881 e

7131 dias, a data da aplicacdo do luminol.

2.4 Subamostra proveniente do laboratorio de Antropologia Forense da
Delegacdao do Sul do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias

Forenses, |.P.

2.4.1 Origem da subamostra do laboratério de Antropologia forense do INMLCF-DS

O laboratdério de Antropologia Forense do INMLCF-DS é composto por 105 casos
objectos de andlise antropoldgica e descritos em relatérios de antropologia forense,
realizados entre 2004 e 2011 (Ferreira, 2012). Os restos esqueletizados que o
constituem tém proveniéncias variadas, por vezes desconhecidas, encontrando-se
alguns deles resolvidos e encerrados, embora nem todos. Os seus PMI nem sempre
sdo conhecidos, mas os seus perfis bioldgicos estdo maioritariamente definidos. Alguns
casos possuem esqueletos praticamente completos, em detrimento de outros,
constituidos por apenas algumas pecas dsseas, ou mesmo um Unico 0sso, como é o

caso das claviculas provenientes do cemitério da Amadora.
2.4.2 Constituicdao da subamostra de Antropologia Forense do INMLCF-DS

Para a elaboracdo desta subamostra, resultante da reunido de 15 claviculas (com
registos passiveis de visualizacdo em listagem em apéndice — 8.1.4), foi imperativa a
consulta dos relatdrios correspondentes aos casos deste servigo, com o intuito de fazer
uma escolha nos restos esqueletizados com interesse para esta investigagao. A
seleccdo baseou-se na escolha de individuos cujo PMI era conhecido, exceptuando um
caso, e que tivessem pelo menos uma clavicula presente. Nao foi possivel aumentar o
numero de individuos desta subamostra, uma vez que a grande maioria dos casos
possuia PMI desconhecido. Mais uma vez, o material foi documentado através de

registos fotograficos, como posteriormente explicado na metodologia.

Nesta subamostragem os registos disponiveis apresentavam maior limitacdo, ndo

sendo possivel apurar todos os dados pretendidos para todos os casos, razao pela qual
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ndo é apresentado o grafico de distribuicdo de sexos por classes etarias. Assim sendo,
do que foi possivel apurar, a lateralidade é maioritariamente esquerda (11), com um
numero de claviculas direitas muito inferior (4), os homens encontram-se também em
maioria e a idade é avang¢ada, 50 a 98 anos, tendo em conta que estes ultimos dois
parametros foram avaliados em apenas 7 dos 15 casos. Também os PMI s3o menos

precisos, inserindo-se num periodo entre os 3 e os 20 anos.
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3. Metodologia

“Our greatest weakness lies in giving up. The most certain way to succeed is always to
try just one more time.” (Thomas A. Edison)

A elaborac¢do da presente metodologia teve como base os estudos prévios realizados
por Introna et al. (1999), Creamer e Buck (2009) e Ramsthaler et al. (2009 e 2011), que
serviram como guias orientadores, sendo adaptados a medida e aos objectivos desta

investigacao.

E imprescindivel ressalvar as dificuldades logisticas encontradas durante a preparagdo
deste trabalho, desde as demoradas autorizagdes a pedidos de material e outras
guestoes burocraticas, que em muito atrasaram o inicio da componente pratica, até a
escassez de meios e espaco, por vezes exigidos para o mesmo propdsito. Todos estes
obstaculos exigiram um empenho redobrado, assim como persisténcia e forca de
vontade de maneira a que, no final, fosse vidvel a conclusdo desta dissertagdo. A estas
razées reinem-se também as pessoas que se foram cruzando durante o caminho, com

a sua ajuda e boa vontade.

Para o presente estudo foram usados diferentes grupos de amostra, com diferentes
origens, caracteristicas e registos, o que leva a que a metodologia, embora
maioritariamente aplicada de forma igual, tenha pequenos desvios e alteracdes,

sendo, por isso, dividida segundo o tipo de subamostra.

Seria de esperar uma amostragem de 80 claviculas inteiras, 30 ossos frescos de
autopsia e 50 pertencentes a casos forenses e ndo forense, com PMI conhecido e com
a respectiva identificacdo de lateralidade, sexo, idade e exclusdao de patologia dssea.
No entanto, por restri¢cdes logisticas de material foi apenas possivel atingir um namero

de 50 individuos, cumprindo, no entanto, os requisitos esperados.

Os dados recolhidos durante a aplicacdo desta técnica foram devidamente assinalados
em fichas de registo criadas com esse mesmo propdsito, e os registos fotograficos
foram efectuados com recurso a uma maquina fotografica reflex Canon EOQS 500D de

15,1 megapixels, com objectiva EFS. Os dados obtidos foram inseridos em bases de
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dados e, posteriormente, aplicado o tratamento estatistico, com recurso ao programa

SPSS.

3.1 Subamostras provenientes de autdpsia das Delega¢des do Centro e

Sul do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.

Nestes casos, em que o material foi proveniente de autdpsia, o tratamento aplicado foi
o mesmo, quer em Coimbra quer em Lisboa, fazendo por isso sentido que seja descrito

junto.

A amostra foi obtida de cadaveres frescos, extraida durante o decorrer da autdpsia
(depois de consultado o RENNDA), e conservada por congelacdo a 42C (desde a data da
sua extraccdo até a data da maceracdo — cerca de 2 a 3 meses), em sacos de
congelagdo zip-lock devidamente identificados com a lateralidade do osso, idade a
morte, data da morte e da recolha, sexo, nimero da autdpsia e perito responsavel pela
colheita (Figura 3.1). Foram excluidos ossos sujeitos a qualquer tipo de tratamento

guimico.
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Figura 3.1 - Clavicula proveniente de autdpsia, devidamente acondicionada em caso de
congelagdo.

Para dar inicio a componente pratica, o material foi descongelado e macerado em

agua (Figura 3.2), uma vez que era o Unico meio disponivel para a remocdo total dos
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tecidos moles, e posteriormente seco e limpo manualmente com recurso a lixas,

escovas e bisturis.

- Vw:.ﬂ

Figura 3.2 - Maceracdo em agua das claviculas provenientes de autdpsia para remoc¢ao dos
tecidos moles. a) Maceracdo realizada em Coimbra, no departamento de Ciéncias da Vida; b)
Maceragdo realizada em Lisboa, de Antropologia Forense do INMLCF-DS.

Depois de totalmente limpos, os restos esqueletizados estavam preparadas para a
aplicacdo da técnica estudada. Sendo esta segunda parte comum a todas as amostras,

sera descrita no final como um todo.

3.2 Subamostras provenientes de restos ja esqueletizados, da “Colecgao
de esqueletos identificados do século XXI” e do laboratério de

Antropologia forense do INMLCF-DS.

Quando o material se encontrava ja esqueletizado, como foi o caso destes dois grupos
de amostra, a preparacio do mesmo envolveu outro tipo de passos, com a
necessidade de documentar de forma fotografica e escrita as condi¢des prévias dos
ossos escolhidos para este trabalho. Este passo foi imprescindivel, uma vez que as
ossadas seriam parcialmente destruidas, e, pertencendo a colec¢bes teria de ficar

registada essa alteracdo.

Foram seleccionados restos esqueletizados com pertinéncia forense ou sem interesse

médico-legal, com tempos decorridos desde a morte conhecidos e diferentes entre si.

Feita a escolha do material a utilizar, o mesmo foi documentado como descrito acima,

e como ilustra a figura 3.3 abaixo e o apéndice 8.2.
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2) CEL/XXI 2 CEL/XXI
3 3

b) CEL/XX]| d) CEL/XX|
- -

Figura 3.3 - Exemplo de registo fotogréfico de documentacdo de uma clavicula esquerda,
pertencente ao individuo 7 da CEI/XXI: a) comprimento da vista inferior; b) largura da vista
superior; c) comprimento da vista inferior; d) largura da vista superior.

Como estes grupos de subamostra ja se encontravam esqueletizados, ndo houve
necessidade de proceder a congelacdo ou maceracdo. Sendo apenas fotografados e,
posteriormente, devidamente acondicionados em sacos zip-lock e etiquetados, como

nas subamostras anteriores.

3.3 Aplicagdo de Luminol — pratica comum a todos os grupos de

subamostra

Depois de todas as amostras estarem livres de tecidos moles e apresentarem apenas o
tecido dsseo, estavam terminadas as diferencas de metodologia entre os varios tipos

de material. Assim, a preparacdo e aplicacdo do luminol em si, foi comum.

Foi preparada a solugdo de luminol previamente adquirido, conforme as instrugdes do

manual que o acompanhava.

A aplicacdo do luminol foi feita em spray, sobre o osso reduzido a pé. Essa reducao
implicou o corte do osso em pequenos pedacos de tamanho regulado, para
posteriormente sofrer a moagem. O processo de corte em pequenos cubos, com cerca
de 1 cm de lado, embora sem necessidade de um rigor extremo, foi realizado com

recurso a uma serra eléctrica de serra redonda sobre uma superficie plana. Os
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pequenos pedagos foram novamente armazenados em sacos zip-lock e devidamente

etiquetados.

Seguiu-se a reduc¢do a p6 do material 6sseo, processo efectuado nos moinhos de azoto
liguido dos servicos de Genética e Biologia Forense do INMLCF- DS e DC. Neste
sistema, os restos esqueletizados foram introduzidos em viais metdlicos selados que,
por sua vez, foram inseridos no interior do moinho de azoto. As baixas temperaturas
gue ai se fazem sentir, juntamente com a agitacdo dos viais permite a reducdo do osso

a pé. E importante referir que cada 0sso, com o0s seus respectivos cortes, foi

introduzido no seu préprio saco e vial, ndo existindo risco de contaminacgdes.

O po resultante de cada corte das amostras com PMI conhecido foi retirado do vial —
com o auxilio de luvas e pingas para ndo ocorrerem queimaduras pelo frio - recolhido
num pedaco de papel branco limpo e transferido para tubos Falcon. Posteriormente, a
amostra proveniente de cada clavicula foi pesada numa balanca com grau de
sensibilidade ao miligrama e dividida por tubos Eppendorf — 3 ensaios foram corridos

para cada amostra, utilizando 50 mg de p6 por tubo — figura 3.4.

Figura 3.4 - Material contendo a redugdo a pd. Atrds, nos tubos Falcon, encontra-se a
totalidade de p6 de cada clavicula. A frente, em primeiro plano na fotografia, os tubos
Eppendorf contendo os 50mg de cada uma das 3 réplicas, devidamente etiquetados.

Cada réplica foi disposta numa folha de papel branco limpo, segundo a figura 3.5, e foi

adicionado o Luminol em spray, a uma de cada vez, numa sala totalmente escura. A
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solugdao de luminol foi aplicada a temperatura ambiente, e utilizada no maximo até 3
horas depois da sua preparagdao. Uma gota de sangue foi usada como controlo
positivo, e como controlo negativo foram reduzidos a pd dois ossos provenientes do

Hospital de Santo Antdnio no Porto, ambas datadas do séc. XIX.

Figura 3.5 - Aplicacdo do Luminol. a) As trés réplicas sao dispostas no papel branco; b) Luminol
apos ter sido aplicado em spray sobre as trés réplicas; c) Vista geral da técnica depois de
visualizada a quimiluminescéncia, acendida a luz e efectuados os devidos registos.

Os resultados foram examinados a olho nu, e fotografados, com auséncia total de luz,
ndo sendo empregues camaras ou detectores de luz propositadamente, e a
observacdo terminou assim que a reaccao deixar de ser visivel. A intensidade da
quimioluminescéncia foi efectuada por duas abordagens distintas. Inicialmente
graduada em 2 categorias: visivel ou ndo visivel, e de seguida em categorias com maior
poder discriminante: negativo, muito fraco positivo, fraco positivo, positivo e forte
positivo, de acordo com o seu grau crescente de quimioluminescéncia,

respectivamente, como explicado na tabela 3.1.

Por uma questao de maior fiabilidade dos resultados, e reducao do erro, a observagao
foi sempre executada por dois observadores, sendo a segunda observadora a

orientadora desta dissertacao.

Os dados foram tratados em SPSS e posteriormente analisados.
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Tabela 3.1 - Significado das escalas escolhidas na avaliagao da reacgao de quimioluminescéncia

Resultado Interpretagao

o £~ ; a S An a A a
E N Nao ha qualquer tlp? de~em,|ss.a? de quimioluminescéncia. A
< reacgdo ndo é visivel a olho nu.
o
L . - _— . A x4y
4] . Ha emissdo de quimioluminescéncia. A reacgdo é visivel a
@ Positivo
w olho nu.

. N3do ha qualquer tipo de emissdao de quimioluminescéncia. A

Negativo X a g
reacg¢ao nao é visivel a olho nu.
@ . . Ha emissdo de quimioluminescéncia. A reacgdo
‘o Muito Fraco Positivo . g = 2o ¢
2 praticamente nao é visivel a olho nu.
[=
n . Ha emissdo de quimioluminescéncia. A reacgdo é visivel a
(] Fraco Postivo . .
T olho nu, mas com fraca intensidade.
[}
© . .~ .. . A . ~ 2 .
S Positivo Ha emissdo de quimioluminescéncia. A reacgdo é facilmente
itiv .
= visivel a olho nu.
" Ha emissdo de quimioluminescéncia. A reacgdo é
Forte Positivo i
fortemente visivel a olho nu.

Para a avaliacdo das relagdes entre as varidveis do erro, recorreu-se ao uso do teste
Kappa de Cohen, ja que os dados referentes ao seu cdlculo requereram métodos
estatisticos especificos para a determinacdo do grau de confianga, e a estatistica de
kappa (K) é frequentemente usada para este objectivo. Este teste € uma medida de
concordancia verdadeira, que indica a proporcao de concordancia para além da

esperada pelo acaso, e o valor de Kappa advém da férmula (Sim e Wright, 2005):

observed agreement — chance agreement

1 — chance agreement

Uma abordagem de grande valor e pertinéncia, que auxilia na interpretacdao dos
resultados, é a constru¢cdo de um intervalo de confianca que circunda o valor de K
estimado, recorrendo ao valor de erro standard de kappa e ao “z score”

correspondente ao nivel de confianga desejado (Sim, 2005).

3.4 - Justificacao de procedimentos

A metodologia aplicada nesta dissertacdo, e descrita acima, foi sujeita a alguns
constrangimentos que justificam, e explicam, algumas decisdes tomadas na elaboracdo
deste protocolo. E importante esclarecer que os PMI respeitantes as subamostras
provenientes de autdpsia sdo de meses, e ndo de dias, ndo porque a autdpsia tenha

sido executada muito tempo apds a morte, mas porque as claviculas analisadas foram
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acondicionados em sacos e congeladas durante cerca de 2 a 3 meses, periodo variavel
entre Coimbra e Lisboa, de forma a evitar a putrefacdo enquanto todas as
subamostras eram recolhidas, e enquanto aguardavamos as autoriza¢cdes necessarias.
Este procedimento era fundamental, j4 que a maceragdo e, posterior aplicagdo de
luminol, teve de ser feita em bloco, quer por falta de meios, quer pela curta duracao
da solucdo de luminol (cerca de 3 a 5 horas), apds insertada, que obrigou a que todas
as observacOes fossem efectuadas em apenas dois dias. Apds a maceracdo dessas
subamostras, o periodo de espera foi mais uma vez prolongado pela falta de azoto
liquido para a reducdo dos ossos a p6, pelo qual, mais uma vez, tivemos de pedir

autoriza¢do e aguardar.

Idealmente, a aplicacdo do luminol teria sido realizada logo apds a colheita e selec¢ao
das subamostras, mas neste caso em particular, questées logisticas impediram essa

situagao.
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4. Resultados

Apresentam-se, seguidamente, os resultados correspondentes a reaccdo resultante da
aplicagao do luminol, assim como ao cdlculo do erro intra e interobservador. O calculo
do erro revela-se de grande importancia neste estudo, uma vez que orienta a

investigacao relativamente ao grau de subjectividade inerente a esta técnica.

Antes de mais, exibem-se abaixo as capturas fotograficas conseguidas durante a

execucdo da parte pratica, com a aplicacdo do luminol.

Figura 4.1 - Reac¢do fortemente positiva, resultante da aplicacdo de luminol em spray na
subamostra 2013/231/CR, proveniente de autdpsia do INMLCF-DC. (Canon EOS 500D; ISSO-
400; F/5.6; 5 segundos)

Figura 4.2 — Reacc¢do positiva, resultante da aplicacdao de luminol em spray na subamostra
2010-011, proveniente do laboratdrio de Antropologia forense do INMLCF-DS. (Canon EOS
500D; I1SSO-400; F/5.6; 6 segundos)
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Figura 4.3 - Reaccdo fraca positiva, resultante da aplicacdo de luminol em spray na
subamostra 4 da CEI-XXI. (Canon EQS 500D; ISSO-400; F/5.6; 6 segundos)

E de referir que apenas se encontram representadas as primeiras 3 categorias, devido
ao facto de, embora tenham sido feitas variadas tentativas, ndo ter sido captada pela
maquina fotografica a fraca quimioluminescéncia na categoria de “muito fraca
positividade”.

Tabela 4.1 — Resumo dos resultados da observacdo da reaccdo de quimioluminescéncia

resultante da aplicacdo de luminol na amostra total. Nota: Estes resultados sdo respeitantes ao
primeiro observador, surgindo da média das trés réplicas usadas.

Aplicagdo do Luminol

N2 da amostra PMI real
Escala Binaria Escala de 5 niveis
2013/229/CR 230 dias Visivel Positivo
2013/230/CR 230 dias Visivel Positivo
2013/231/CR 225 dias Visivel Forte Positivo
2013/234/CR-P-TF 226 dias Visivel Muito Fraco Positivo
2013/235/CR-P-TF 226 dias Visivel Forte Positivo
2013/236/CR 225 dias Visivel Positivo
2013/248/CR 208 dias Visivel Positivo
2013/250/CR-P-TF 205 dias Visivel Forte Positivo
2013/1068 LX-P-TF 253 dias Ndo Visivel Negativo
2013/1069 LX-P-TF 253 dias Visivel Positivo
2013/001081 LX-P-TF 249 dias Nao Visivel Negativo
2013/001082 LX-P-TF 248dias Nao Visivel Negativo
2013/1103 LX-P-TF 230 dias Visivel Fraco Positivo
2013/001150 LX-P-TF 224 dias Visivel Fraco Positivo
2013/001170 LX-P-TF 220 dias N3do Visivel Negativo
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2013/1174 LX-P-TF
2013/1179 LX-P-TF
2014/000083 LX-P-TF
2014/000089 LX-P-TF
2014/000090 LX-P-TF
4 CEI-XXI
7 CEI-XXI
9 CEI-XXI
10 CEI-XXI
12 CEI-XXI
21 CEI-XXI
45 CEI-XXI
52 CEI-XXI
54 CEI-XXI
55 CEI-XXI
56 CEI-XXI
68 CEI-XXI
72 CEI-XXI
74 CEI-XXI
75 CEI-XXI
85 CEI-XXI
1530/2000
Amadora 0704
Amadora 0707
Amadora 0709
Amadora 0713
Amadora 0714
Amadora 0716
Amadora 722
2010-006
2010-011
2011-277
2011-400
2011-870
2012-564
2013-666

220 dias
219 dias
178 dias
176 dias
180 dias
4949 dias
4919 dias
4913 dias
4911 dias
4881 dias
4888 dias
5222 dias
5295 dias
4944 dias
4906 dias
5009 dias
5126 dias
4999 dias
7131 dias
5104 dias
5220 dias
PMI < 20
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI aproximado: 12.5 anos
PMI provavel: 7 anos
PMI provavel: 5,5 anos
PMI > 5 anos
PMI > 5 anos
PMI > 6 meses
PMI provéavel >3 e < 12
PMI indefinido

Visivel
Visivel
Ndo Visivel
Ndo Visivel
Ndo Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
N&o Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Visivel
Nao Visivel
Visivel
Visivel
Ndo Visivel

Nao Visivel

Fraco Positivo
Fraco Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Fraco Positivo
Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Positivo
Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Fraco Positivo
Muito Fraco Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Fraco Positivo
Fraco Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Fraco Positivo
Negativo

Negativo

A andlise estatistica necessaria para a conclusdo deste estudo foi relativamente

pequena, tendo em conta que os resultados, por si sé, permitem a obtencdo de

conclusdes no que a aplicagdo do luminol diz respeito, como se pode verificar na
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tabela acima (4.1). Ndo foi tida em conta a divisdo nos 4 grupos de amostra iniciais,
funcionando a amostra como um todo, tendo esta separagao surgido apenas devido as
suas diferentes proveniéncias, e tendo sido mantida em alguns pontos desta
dissertagdo por facilitar a sua caracterizagdo (sec¢dao 8.3 dos apéndices e anexos).
Também nado foi tida em conta, para a andlise estatistica, a diferenca entre sexos ou
idades, o que vai de encontro com literatura existente, ja que nao é de esperar que a

hemoglobina se comporte de forma diferente de acordo com esses parametros.

A amostra total é constituida por 51 individuos, todos adultos e com idades a morte
entre os 20 e os 97 anos, como é passivel de observar na figura 4.4. Encontram-se
presentes individuos de ambos os sexos, com claviculas com lateralidade variada, e
sem qualquer tipo de patologia dssea identificada. No entanto, para fins estatisticos, e
de comparacao, da reacc¢do de luminol foram usados apenas 50 ossos, ja que um deles
possuia um PMI indefinido (2013-666 — do grupo de individuos provenientes do
laboratério de Antropologia Forense do INMLCF-DS), tendo sido seleccionado, de

qualquer das formas, para uma possivel estimativa.

12
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()]

Figura 4.4 - Distribuicdo etdria da amostra total em que dados respeitantes ao sexo e a idade
sdo conhecidos.

Para uma mais facil compreensdo dos resultados da presenca ou auséncia de

guimioluminescéncia, a amostra foi dividida em 4 grupos (subamostras), de acordo
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com o seu tempo decorrido desde a morte, sendo estes: 0-5 anos, 5-10 anos, 10-15
anos, 15-20 anos (tabela 8.27 da sec¢do de apéndices e anexos). Esta separa¢do nao foi
homogénea, sendo o nimero de individuos superior nas divisdes 0-5 e 10-15 e menor

nas restantes.

Os resultados da aplicagdao desta técnica estdo presentes nas tabelas 8.28 e 8.29, com
complementaridade nas tabelas 8.30 e 8.31. De acordo com a observagao e analise das
mesmas, é possivel verificar que, no que diz respeito a primeira abordagem,
constituida por apenas duas categorias — visivel e nao visivel, a percentagem de falsos
positivos corresponde a 100% e a de falsos negativos a 25%. Nos grupos com PMI
entre 0-15 anos, ou seja, com pertinéncia forense, mais de metade dos resultados
foram positivos, sendo que o intervalo dos 10-15 anos apresenta uma assertividade de
95%. E, no entanto, de ressalvar que no grupo em que mais facilmente seriam
expectaveis resultados visiveis — 0-5 anos — 43% foram negativos. Quanto a 22
abordagem, dividida em 5 categorias, a percentagem de falsos positivos mantém-se
nos 100%, enquanto a dos falsos negativos desce para 22%. Embora a percentagem de
falsos negativos seja 100%, ha que ter em conta que as reacc¢des observadas foram de
uma fraca positividade. O Unico grupo que apresenta quimioluminescéncia fortemente
positiva é, como seria de esperar, o grupo com PMI compreendido entre 0 e 5 anos.
Porém, também neste caso, este mesmo intervalo possui uma percentagem de
resultados ndo visiveis que ndo eram previsiveis — 38%. Os registos correspondentes a
categoria “muito fraco positivo” sdo, na sua totalidade, provenientes da categoria 10-

15, o que vai de encontro com o pretendido.

Em suma, a técnica estudada apresenta uma TPR (true positive rate) de 72%
relativamente a primeira abordagem, de escala binaria. Quanto a escala de 5 niveis,
esta aumenta para 74%. No entanto, se tivermos em consideracdo a categoria de
guimioluminescéncia a que devia pertencer, isto é, por exemplo, ter um PMI de 0-5
anos e, portanto, dever ser observada uma reacgdo forte positiva ou positiva, mas

obter apenas um resultado de fraco positivo, o TPR desce para 48%.

Relativamente ao caso acima falado, de PMI indefinido, os seus resultados (negativos)

sugeririam que o seu tempo decorrido apds a morte fosse superior a 15 anos.
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Contudo, devido ao elevado valor de falsos positivos, seria apenas uma suposicao,

sendo necessaria a intervenc¢do de outros métodos para a confirmacgao futura.

Para a avaliagao das relagdes entre as varidveis do erro, recorreu-se ao uso do teste
Kappa de Cohen. As tabelas correspondentes a esta analise — 8.15 a 8.26 - encontram-

se em apéndice.

A subjectividade inerente a esta técnica, aqui medida pelo cdlculo do erro, foi prevista
para duas circunstancias, entre os dois observadores responsaveis pela avaliacdo da
reac¢ao de quimioluminescéncia, e entre repeticdes de um mesmo caso, pelo mesmo

observador.

No primeiro caso, todas as observacdes foram efectuadas por dois investigadores,
sendo as diferencas dai resultantes utilizadas para este parametro. E importante
informar que, para este calculo uma das amostras ndo foi analisada (a 2013/001170
LX-P-TF, pertencente a CEI-XXI), devido a inexisténcia de observacdo da sua reacgao
por um dos observadores, sendo portanto o niumero de casos reduzido a 50 individuos
(com 3 repeti¢bes cada). Mais uma vez, esta anadlise é dividida nas duas abordagens ja
acima citadas (escala bindria e escala de 5 niveis). Comecando pela primeira, os
resultados obtidos apontam para um K=0,83, com um intervalo de confianga a 95%
com um minimo de 0,73 e um maximo de 0,93. A escala de 5 niveis, por sua vez, possui
um K=0,93 (95% Cl= 0,90 — 0,96). O valor de K escolhido nesta situacdo foi o valor
ponderado (weighted), uma vez que, tratando-se de uma escala ordinal, é importante
gue o grau de desacordo seja reflectido, conferindo maior enfase a grandes diferencas
entre categorias e menor a pequenas diferengas (Sim, 2005).Em suma, é espectavel
gue os resultados coincidam, para os dois observadores, 83% das vezes para uma
escala binaria e 93% para a escala de 5 niveis, revelando assim um alto grau de

concordancia.

Na ultima situacdo citada, as repeticGes para um mesmo caso, foram realizados quatro
testes K, como é possivel verificar nas tabelas 8.23 a 8.26. Apesar de serem efectuadas
trés repeticdes para cada individuo, foi apurada a inexisténcia de diferencas
estatisticamente relevantes entre as 3, tendo sido decidido, por esse motivo, que
seriam apresentados resultados para discrepancias entre as 2 primeiras réplicas
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apenas, de forma a ndo se tornar tdo pesada e exaustiva a analise dos resultados.
Desta forma, para o observador 1, kappa correspondeu um valor de 0,88, estando o
seu intervalo de confianca a 95% compreendido entre 0,73 e 1, para a escala
constituida apenas pelos parametros visivel e ndo visivel. No que diz respeito a escala
constituida por 5 categorias, K=0,97, com 95% Cl= 0,95 — 0,99. Relativamente ao
segundo investigador a observar as reacgées, para a escala binaria obteve um valor de
K de 0,79, e um intervalo de confianca de 0,59-0,99, e para a escala de 5 niveis um
valor de K=0,93 (95% Cl= 0,86 — 0,998). Mais uma vez, a escolha dos valores
ponderados se prende com o mesmo motivo. Assim sendo, pode afirmar-se que o erro
intraobservador, englobando os dois observadores, tem uma assertividade média
minima de 79% e maxima de 97%, sendo, nos dois casos, superior na escala de 5 niveis

relativamente a escala binaria.
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5. Discussao

Como referido na introducdo, a estimativa do intervalo postmortem de restos
humanos esqueletizados tem constituido um dos maiores desafios da antropologia
forense (Ramsthaler et al., 2011). Como se encontra descrito no capitulo 1 em maior
detalhe, muitos sdo os métodos usados para esta determinacdo, desde estudos de
decomposicdo cadavérica e alteragdes morfolégicas, a entomologia e botanica
forense, passando por técnicas mais recentes, ligadas a imunologia e a quimica. Apesar
dos constantes esforcos nesse sentido, é imperativo, nos dias de hoje, o
desenvolvimento de uma metodologia rdpida e pouco dispendiosa que possa distinguir
ossadas com pertinéncia forense de outras com interesse arqueoldgico (Creamer e

Buck, 2009).

Com o objectivo de obter métodos adicionais para a estimativa do PMI de restos
esqueletizados, uma amostra constituida por 51 individuos de ambos os sexos e
diferentes idades, sem patologia dssea conhecida, foi testada para reconhecer, ou
excluir, a capacidade da aplicagcdo de luminol na data¢do do tempo decorrido apds a
morte, assim como para examinar o nivel de subjectividade desta técnica. Esta
hipétese baseia-se no conhecimento pré-existente da afinidade deste reagente pelo
ferro, presente na hemina das moléculas de hemoglobina. Com este fundamento
como base, esta experiéncia propos-se a relacionar a intensidade de
guimioluminescéncia com a degradacdo de hemoglobina nos ossos, ao longo do

tempo.

Como ja foi focado anteriormente, a elaboracdo desta dissertacdo sofreu diversos
constrangimentos respeitantes a realizacdo da parte pratica, tanto no que toca a
construcdo da amostra, como a escassez de simplificacdo logistica. A presente
investigacdo é inédita para a realidade portuguesa, ndo sendo conhecidos, até ao

momento, outros estudos sistematicos sobre o assunto.

Estudos prévios, que investigaram a viabilidade da aplicagdo de luminol em osso seco,
reduzido a pd, na determinacdo do tempo decorrido apds a morte, concluiram que,

por si so, este método seria capaz de excluir material dsseo com PMI superior a 80
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anos, afirmando que apds este periodo ndo existiriam vestigios de
quimioluminescéncia (Ramsthaler et al., 2009). Este facto ndo pode ser apoiado nesta
dissertacdo, uma vez que amostra é constituida por individuos com uma estimativa de
tempo decorrido apds a morte bastante inferior, adaptada a realidade da legislagao

portuguesa.

Desta forma, o primeiro ponto a ser discutido prende-se com a falta de individuos com
PMI superior, que teria sido vantajoso, ndo so para um maior dispersdao da mesma,
como para uma melhor analise no que respeita a distingao entre restos esqueletizados
com interesse médico-legal e ossadas com interesse meramente arqueoldgico, um dos

objectivos deste trabalho.

Neste conjunto de individuos, constavam apenas 2 com PMI superior a 15 anos, prazo
legal para a prescricao criminal em Portugal. Para todas as diferentes abordagens
aplicadas, os dois ossos utilizados deram resultados positivos, embora fracos, para a
guimioluminescéncia, o que vai contra os resultados esperados, originando uma
percentagem de falsos positivos de 100%. Esta situagdo poderd resultar do facto dos
dois individuos em questdao, um deles proveniente da CEI-XXI e o outro do servi¢o de
Antropologia do INMLCF-DS, terem sido contaminados, antes da sua recolha ou
durante o seu periodo de inumacdo e armazenamento, com algum composto que
cumpra a funcdo de catalisador, nesta técnica ocupada pelo ferro da hemoglobina,
reagindo com o luminol. Uma outra explicacdo podera estar relacionada, como refere
a literatura, a circunstancia dos resultados negativos aumentarem, exponencialmente,
apenas 25 anos apds a morte (Introna et al., 1999). De acordo com estes resultados,
exclui-se a possibilidade de distincdo entre restos esqueletizados com pertinéncia
forense e ndo forense, usando apenas este método, pelo menos no caso portugués. No
entanto, a sua utilidade ndo é excluida como teste de presuncdo, j& que a
percentagem de falsos negativos € bem menor, cerca de 22 a 25%, indo de encontro
com a literatura ja existente. De facto, o cdlculo do LR=18 (likelihood ratio) permite
concluir que, um resultado de quimioluminescéncia positiva é aproximadamente
dezoito vezes mais provavel de ocorrer para ossos recentes do que para 0ssos com
PMI superior a 15 anos. Neste caso, a grande maioria dos falsos negativos resultaram

da aplicacdo de luminol nas amostras de autépsia provenientes do INMLCF-DS, onde se
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esperavam resultados fortemente positivos, devido a origem recente dos ossos. Estes
resultados poderdo ser explicados por alguma falha, possivelmente relacionada com as
altera¢des de temperatura durante o seu processo de congelacdo, macerag¢dao ou na

moagem dos mesmos, que levou a degradagdo da hemoglobina.

Em Portugal, o ideal seria repetir o experimento com uma amostra com intervalos de
PMI mais espagados, assim como com maior numero de individuos com tempo
decorrido apés a morte superior a 15 anos. Noutras realidades, com tempos de
prescricdo superiores, poderda ser de grande proveito a investigacdo desta

metodologia.

No geral, as diferencas entre os resultados esperados e os obtidos poderao dever-se a
inumeros factores, como a diferenca de tratamento entre os ossos provenientes de
autopsia e os que ja se encontravam esqueletizados, e, no caso destes ultimos, as suas

condi¢des desconhecidas de inumagao e armazenamento.

Por fim, este estudo ndo contou com a ajuda de meios técnicos, como captura de
imagem digital e a sua analise, como os estudos de Introna et al. (1999) e Creamer e
Buck (2009), que traria resultados mais precisos e menos subjectivos em termos de

medi¢bes de quimioluminescéncia.

Essa subjectividade foi controlada através do calculo do erro inter e intraobservador,
com recurso ao teste Kappa, esclarecido no capitulo 4. Os resultados da estatistica de
K, com valores sempre superiores a 0,79, revelaram confianca inter e intraobservador

no teste de aplicacdo de luminol, como teste presuntivo.
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6. Conclusao

A aplicagdo do principio da afinidade do Iluminol para a hemoglobina em
decomposicdo nos restos esqueletizados, guiou esta investigacdo, que tinha como
objectivos estabelecer um paralelo entre este pressuposto e a estimativa do intervalo
postmortem, testar a sua utilidade na distincdo entre ossos com interesse forense e

sem interesse médico-legal e, por fim, apurar a sua subjectividade inerente.

Confirmou-se o caracter econdmico, facil e reprodutivel deste protocolo, descartando-

se, no entanto, como um procedimento preciso pelas as razdes apresentadas abaixo.

O presente estudo demonstrou que a aplicacdo de luminol origina resultados com
interesse, quando dirigida ao material ésseo. A sua percentagem de falsos negativos
gue ronda os 22 a 25%, que se revé nas anteriores publicacdes da literatura, os seus
“fortes positivos”, assim como os “muito fracos positivos” que coincidem com os
resultados esperados, e a sua subjectividade minima, sustentam a pratica deste
método como teste de presuncdo, sendo necessdria a confirmacdo posterior com
outro tipo de metodologias. Embora este teste ainda se encontre numa fase de
construcdo, e necessite de ajustes, a sua utilizacdo apresenta-se bastante apelativa ja
gue oferece uma metodologia rapida, repetivel, simples, com recurso a pequenas
guantidades de material, e pouco dispendiosa, com resultados disponiveis pouco
tempo depois da recolha dos restos humanos. O facto de ter como base, técnicas e
critérios bem estabelecidos funciona também como uma vantagem. Podera ser util,

sobretudo, em casos onde sdo recolhidos restos ésseos fragmentados.

A percentagem total de falsos positivos impede, porém, que seja empregue como
diferenciador entre restos esqueletizados com pertinéncia forense (mais de 15 anos) e
interesse arqueoldgico, na realidade portuguesa. Esta situagdao corresponde,
provavelmente, ao facto da maior percentagem de perda de hemoglobina, que reage
com o luminol, acontecer apenas 25 apds a morte (Introna et al., 1999), sendo que os

individuos com maior PMI da amostra rondavam os 19-20 anos.

Quanto ao grau de subjectividade, esta seria facilmente eliminada recorrendo a

procedimentos de analise de imagem, como Introna et al. (1999). Este processo
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permitiria quantificar a intensidade e distribuicido do fendmeno de
quimioluminescéncia. Contudo, o célculo do erro intra e interobservador revela uma
subjectividade minima, tanto entre observadores, como entre réplicas, apresentando
intervalos de confianga a 95% sempre compreendidos entre valores minimos de 72% e
maximos de 100%. E, portanto, confidvel dispensar analises mais dispendiosas,
confirmando, no entanto, que seria interessante a sua utilizagdo numa perspectiva

futura.

Mencionadas perspectivas futuras, o estudo de uma amostra de maiores dimensdes,
com intervalos de PMI mais espacados, e com individuos com tempos decorridos
desde a morte superiores seria de imenso valor para confirmar, ou excluir, os

resultados de falsos positivos obtidos.

Para concluir, o diagndstico de um intervalo postmortem confidvel ndo ird apenas
precisar sempre de um exame antropoldgico completo dos restos esqueletizados,
como também de uma avaliacdo critica das caracteristicas morfoldgicas, condicOes

ambientais envolventes e achados histolégicos (Ramsthaler et al., 2009).
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8. Apéndices e anexos

8.1. Listagens de registos dos individuos

8.1.1 Lista de registos dos individuos provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-

DC

Tabela 8.1- Lista de registos dos individuos provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DC

N2 Processo Data da PMI Lateralidade Sexo Idade
Morte (23.07.2014)
2013/229/CR 05/12/2013 7 meses; 2 Direita Feminino 78
semanas; 4 dias
(230 dias)
2013/230/CR 06/12/2013 7 meses; 2 Direita Masculino 83
semanas; 4 dias
(230 dias)
2013/231/CR 10/12/2013 7 meses; 1 Direita Feminino 64
semana; 6 dias
(225 dias)
2013/234/CR- 09/12/2013 7 meses; 2 Direita Masculino 78
P-TF semanas (226
dias)
2013/235/CR- 09/12/2013 7 meses; 2 Direita Masculino 74
P-TF semanas (226
dias)
2013/236/CR 10/12/2013 7 meses; 1 Direita Feminino 68
semana; 6 dias
(225 dias)
2013/248/CR 27/12/2013 6 meses; 3 Direita Masculino 52
semanas; 5 dias
(208 dias)
2013/250/CR- 30/12/2013 6 meses; 3 Direita Masculino 67
P-TF semanas; 2 dias
(205 dias)
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8.1.2 Lista de registos dos individuos provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-

DS

Tabela 8.2- Lista de registos dos individuos provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DS

Data da PMI
) .
N2 Processo Morte (23.07.2014) Lateralidade Sexo Idade
8 meses; 1
2013/1068 1) 112013 semansi4dias  Direita Feminino 86
LX-P-TF (253 dias)
8 meses; 1
2013/1069 12-11-2013  semana; 4 dias Esquerda Masculino 42
LX-P-TF (253 dias)
8 meses; 1
2013/001081 16-11-2013  semana (249 Esquerda Masculino 61
LX-P-TF dias)
2013/001082 8 meses; 6 dias i
L%-P-TF 17-11-2013 (248dias) Esquerda Masculino 37
7 meses; 3
2013/11 ’
Ul 26-11-2013 semanas;6dias  Esquerda Masculino 56
LX-P-TF (230 dias)
7 meses; 1
2013/001150 1) 15 5013 semanasdiss  Esquerda  Masculino 20
LX-P-TF (224 dias)
7 meses; 1
2013/001170 15-12-2013  semana; 1dia Esquerda Masculino 73
LX-P-TF (220 dias)
7 meses; 1
2013/1174 ¢ 15 9013  seman:;idia  Esquerda  Masculino 64
LX-P-TF (220 dias)
7 meses; 1
AL 16-12-2013 semana; Esquerda Masculino 48
LX-P-TF (219 dias)
5 meses; 3
2014 '
014/000083 26-01-2014 semanas; 6 dias Esquerda Masculino 55
LX-P-TF (178 dias)
5 meses; 3
2014/000059 28-01-2014 semanas;4dias  Esquerda Masculino 33
LX-P-TF (176 dias)
5 meses; 4
2014 :
014/000090 24-01-2014  semanas; 1 dia Esquerda Masculino 71
LX-P-TF (180 dias)
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8.1.3 Lista de registos dos individuos provenientes da “Colec¢do de Esqueletos

Identificados do séc. XXI”

Tabela 8.3 - Lista de registos dos individuos provenientes da “Colecgdo de Esqueletos Identificados do séc. XXI”

Ne
Processo

Data da
Morte

PMI

Lateralidade

Sexo

Idade

4

10

12

21

45

52

54

55

56

68

72

74

75

85

03-01-2001

02/02/2001

08/02/2001

10/02/2001

12/03/2001

05/03/2001

05/04/2000

23/01/2000

08/01/2001

15/02/2001

04/11/2000

10/07/2000

14/11/2000

13/01/1995

01/08/2000

07/04/2000

13 anos; 6 meses;
2 semanas; 6 dias
(4949 dias)

13 anos; 5 meses;
3 semanas
(4919 dias)

13 anos; 5 meses;
2 semanas; 1 dia
(4913 dias)

13 anos; 5 meses;
1 semana; 6 dias
(4911 dias)

13 anos; 4 meses;
1 semana; 4 dias
(4881 dias)

13 anos; 4 meses;
2 semanas; 4 dias
(4888 dias)

14 anos; 3 meses;
2 semanas; 4 dias
(5222 dias)

14 anos; 6 meses
(5295 dias)

13 anos; 6 meses;
2 semanas; 1 dia
(4944 dias)

13 anos; 5 meses;
1 semana; 1 dia
(4906 dias)

13 anos; 8 meses;
2 semanas; 5 dias
(5009 dias)

14 anos; 1
semana; 6 dias
(5126 dias)

13 anos; 8 meses;
1 semana; 2 dias
(4999 dias)

19 anos; 6 meses;
1 semana; 3 dias
(7131 dias)

13 anos; 11
meses; 3
semanas; 1 dia
(5104 dias)

14 anos; 3 meses;
2 semanas; 2 dias
(5220 dias)

Direita

Esquerda

Direita

Direita

Direita

Direita

Esquerda

Direita

Esquerda

Esquerda

Esquerda

Direita

Direita

Direita

Esquerda

Esquerda

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

76

86

88

68

76

84

84

85

97

87

87

89

81

43

86

89
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8.1.4 Lista de registos dos individuos provenientes do laboratério de Antropologia

Forense do INMLCF-DS

Tabela 8.4 - Lista de registos dos individuos provenientes do Laboratério de Antropologia
Forense do INMLCF-DS

N2 Processo Data da Morte PMI Lateralidade Sexo Idade
1530/2000 - PMI< 20 Esquerda - -
Amadora Entre Dezembro PMI
0704 de 2001 e Janeiro aproximado: Direita Masculino 77
(31.03.2006) de 2002 12.5 anos
Amadora Entre Dezembro PMI
0707 de 2001 e Janeiro aproximado: Esquerda Masculino 98
(27.03.2006) de 2002 12.5 anos
Amadora Entre Dezembro PMI
0709 de 2001 e Janeiro aproximado: Esquerda Masculino 50
(27.03.2006) de 2002 12.5 anos
Amadora Entre Dezembro PMI
0713 de 2001 e Janeiro aproximado: Direita Masculino 72
(28.03.2006) de 2002 12.5 anos
Amadora PMI
0714 01.01.2002 aproximado: Esquerda Masculino 82
(28.03.2006) 12.5 anos
Amadora Entre Dezembro PMI
0716 de 2001 e Janeiro aproximado: Direita Feminino 84
(27.03.2006) de 2002 12.5 anos
Amadora Entre Dezembro PMI
722/2006 de 2001 e Janeiro aproximado: Esquerda Masculino 74
(28.03.2006) de 2002 12.5 anos
2010-006 . PMI provavel: - 1 erda - .
7 anos
2010-011 - AALERVERRR oo - ;
5,5 anos
2011-277 - PMI > 5 anos Esquerda - -
2011-400 - PMI > 5 anos Esquerda - -
2011-870 - PMI > 6 meses Esquerda - -
2012-564 - PRI - -
3e<12
2013-666 - PMI indefinido Esquerda - -
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8.2. Listagens de documentag¢ao do estado de conservacao dos restos

esqueletizados utilizados

8.2.1 Estado de conservagao do material de Antropologia Forense do INMLCF-DS

Tabela 8.5 - Estado de conservacdo do material do laboratdrio de Antropologia Forense do
INMLCF-DS

N? Identificativo  Lateralidade = Comprimento Largura Descricao
1530/2000 R 14,7 27 Extremidadgs deftruidas post-mortem, 59bretudo a
acromial. Ndo apresenta patologia 6ssea.
Amadora Direita 15,3 4 N3do apresenta patologia 6ssea. Extremidade esternal

0704 (31.03.2006) ligeiramente destruida post-mortem.

Amadora . . 2
0707 s 16 34 Extrem|da<'j\le§sol|age:reasr:netr;teadtisl;c)rl.;;dg:szzst—mortem.
(27.03.2006) P patolog :
Amadora Extremidades ligeiramente destruidas post-mortem.
E d 16,2 3,9 ~ .
0709 (27.03.2006) squerca N&o apresenta patologia dssea.
Amadora Direita 15,4 38 Extremidades ligeiramente destruidas post-mortem.

0713 (28.03.2006) N&o apresenta patologia 6ssea.
Amadora Extremidades muito ligeiramente destruidas post-
E 1 4
0714 (28.03.2006) squerda 36 3 mortem. N3o apresenta patologia Gssea.

A .
rg;(l:lgra Direita 151 39 Extremidade esternal ligeiramente destruida post-
(27.03.2006) ! ! mortem. Ndo apresenta patologia éssea.
Amadora . . .
722/2006 Esquerda 145 32 Extremidades ligeiramente destruidas post-mortem.

(28.03.2006) N3o apresenta patologia dssea.

Extremidades ligeiramente destruidas post-mortem.

2010-006 Esquerda 15 3,3 o .,
N&o apresenta patologia dssea.
2010-011 Esquerda 15,2 34 Extremidades m~uito ligeiramente des.trllu’das post-
mortem. N3o apresenta patologia dssea.
2011-277 e 14,1 3 Extremidades mNU|to ligeiramente des.trl:udas post-
mortem. N3o apresenta patologia dssea.
2011-400 Esquerda 13,9 25 Extremidades pouco destruida.s p’ost—mortem. Ndo
apresenta patologia 6ssea.
2011-870 e 14,5 29 Extremidades muito ligeiramente destruidas post-

mortem. Ndo apresenta patologia dssea.

Corpo com fractura completa post-mortem no tergo
2012-564 Direita 9,4 2,1 intermédio, com auséncia da extremidade esternal.
N&o apresenta patologia dssea.

Extremidades destruidas post-mortem, sobretudo a

2013-666 Esquerda 14,2 2,9 . o A
acromial. Ndo apresenta patologia dssea.
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8.2.2 Estado de conservagao do material da CEI-XXI

Tabela 8.6 - Estado de conservacao do material da CEI-XXI

Identificativo Lateralidade e L Largura Descricao

Corpo com fractura completa post-mortem no
tergo intermédio, estando a extremidade
4 Direita 9,6 cm 2,4 cm esternal ausente. Extremidade acromial com
destruigdo post-mortem. Ndo apresenta
patologia dssea.
Corpo com fractura completa post-mortem no
7 Esquerda 11,7 cm 2,6 cm terco lateral, com auséncia da extremidade
acromial. Ndo apresenta patologia dssea.
Corpo com fractura completa post-mortem no
terco intermédio, estando a extremidade
9 Direita 10,9 cm 3,7cm esternal ausente. Extremidade acromial com
destruigdo post-mortem. Ndo apresenta
patologia dssea.

Ext. Esternal: Ext. Esternal: Extremidades esternal e acromial destruidas e
L 5,2cm 2,4 cm fracturadas post-mortem no tergo medial e
10 Direita . . . ~
Ext. Acromial: Ext. Acromial: lateral do corpo respectivamente. Ndo apresenta
6,0 cm 2,9cm patologia dssea.
12 Direita 11,3 om 25¢m Extremidades destruidas p?st:mortem. Nao
apresenta patologia 6ssea.
Extremi rui -mortem. N3
2 Direita 15,6 cm 28¢m xtremidades destruidas p?st’ orte ao
apresenta patologia 6ssea.
Extremidade acromial destruida post-mortem.
45 Esquerda 13,1cm 2,9cm - R p
N&o apresenta patologia dssea.
Direita 12,3 cm 28¢m Extremidades destruidas p?st’-mortem. N3o
apresenta patologia 6ssea.
52 Corpo com fractura completa post-mortem no
terco lateral, com auséncia do tergo intermédio e
Esquerda 5,3cm 2,7cm . -
da extremidade esternal. Ndo apresenta
patologia dssea.
Tergo intermédio fracturado post-mortem lateral
e medialmente, estando ausente o restante
54 Esquerda 7 cm 1,8cm , . .
corpo da clavicula assim como as extremidades.
N&o apresenta patologia dssea.
Tergo intermédio fracturado post-mortem, ndo
estando presente o ter¢o medial, assim como a
55 Esquerda 10,8 cm 3,2cm °P so ! :
extremidade esternal. Ndo apresenta patologia
dssea.
Corpo com fractura completa post-mortem no
56 Esquerda 11,5cm 2,3cm terco intermédio, com auséncia da extremidade

esternal. Ndo apresenta patologia dssea.
Tergo intermédio fracturado post-mortem,
68 Direita 11,4 cm 3,2cm estando ausente a extremidade esternal. Ndo
apresenta patologia dssea.
Tergo lateral do corpo fracturado post-mortem,
72 Direita 9,3cm 2,6 cm com auséncia da extremidade acromial. Ndo
apresenta patologia dssea.
Extremidade acromial fracturada post-mortem,
74 Direita 6,5cm 3,1cm estando o corpo e a extremidade esternal
ausentes. Ndo apresenta patologia dssea.
Extremidades destruidas post-mortem. Nao
apresenta patologia dssea.
Extremidade esternal destruida post-mortem.
N&o apresenta patologia 6ssea.

75 Esquerda 14,4 cm 3cm

85 Esquerda 14,4 cm 3,2cm
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8. 3 — Resultados da observac¢ao da intensidade de quimioluminescéncia

resultante da aplicagao de luminol

8.3.1 - Resultados da observagdo da intensidade de quimioluminescéncia resultante da

aplicagao de luminol nas subamostras provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DC

8.3.1.1 — Observador 1

Tabela 8.7 - Resultados da observacdo da intensidade de quimioluminescéncia resultante da aplicagdo
de luminol nas subamostras provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DC - Observador 1

12 Abordagem 22 Abordagem
N2 Data da Mui
PMI = uito
Processo Morte Visivel '_\I?O Negativo Fraco FraFo Positivo Fo_rt_e
Visivel . postivo Positivo
positivo
1 . X X
2013/ |— [T
229/C | 2 .| 05/12/2013 X X
R L 4 dias
3 (230 dias) « «
1 . X X
2013/ | — [T
230/C | 2 7 05/12/2013 X X
R 4 dias
3| (230dias) X X
1 . X X
201y |1 T
23F1{/c 2| gias (225 10/12/2013 X X
3 dias) X X
1 X X
2013/ — 7 meses; 2
234/C | 2| semanas 09/12/2013 X X
R-P-TF —1 (226 dias)
3 X X
1 X X
2013/ — 7 meses; 2
235/C | 2| semanas | 09/12/2013 X X
R-P-TF [ (226 dias)
3 X X
1 . X X
2y S
248/C | 2 .| 27/12/2013 X X
R || 5dias
3| (208 dias) X X
1 . X X
2y | e
250/C | 2 L 30/12/2013 X X
R-P-TF — 2 dias
3 (205 dias) X X
1 X X
2013/ | — [T
2 ! 10/12/201 X X
23S/C | | dias (225 0/12/2013
3 dias) X X
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8.3.1.2 — Observador 2

Tabela 8.8 - Resultados da observagdo da intensidade de quimioluminescéncia resultante da aplicagdo

de luminol nas subamostras provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DC - Observador 2

12 Abordagem 22 Abordagem
Ne Data da Mui
PMI = uito
Processo Morte Visivel l.\l?o Negativo Fraco FraFo Positivo Fo.rt.e
Visivel " postivo Positivo
positivo
1 . X X
2013/ |— T
229/C | 2 . " | 05/12/2013 X X
R | | 4dias
3 (230 dias) « «
1 . X X
2013/ | —
230/C | 2 .| 05/12/2013 X X
R | ~| Adias
3| (230 dias) X X
1 . X X
2oy |1 T
23;/C 2| dias (225 10/12/2013 X X
3 dias) X X
1 X X
2013/ — 7 meses; 2
234/C | 2| semanas | 09/12/2013 X X
R-P-TF —1 (226 dias)
3 X X
1 X X
2013/ — 7 meses; 2
235/C | 2| semanas | 09/12/2013 X X
R-P-TF [ | (226 dias)
3 X X
1 . X X
2013/ | S0
248/C | 2 .| 27/12/2013 X X
R || 5dias
3| (208 dias) X X
1 . X X
2oy | S
250/C | 2 L 30/12/2013 X X
R-P-TF — 2 dias
3 (205 dias) « «
1 X X
2013/ | — [P
5 ;
zas/c 2| dias (225 10/12/2013 X X
3 dias) X X
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8.3.2 - Resultados da observag¢do da intensidade de quimioluminescéncia resultante

da aplicagdo de luminol nas subamostras provenientes de autdpsia realizada no

INMLCF-DS

8.3.2.1 — Observador 1

Tabela 8.9 - Resultados da observacao da intensidade de quimioluminescéncia resultante da
aplicacdo de luminol nas subamostras provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DS -

Observador 1
12 Abordagem 22 Abordagem
N¢ Processo IPM Data da Nao Muito Fraco Forte
Morte Visivel - Negativo Fraco - Positivo o
Visivel " Positivo Positivo
Positivo
1 8 meses; 1 X
2013/1068 2 semana; 4 X
LX-P-TF [ _ | dias (253 12-11-2013
3 . X X
dias)
1 8 meses; 1 X X
2013/1069 2 semana; 4 X X
LX-P-TF dias (253 12-11-2013
3 . X X
dias)
1 8 meses; 1 X X
e 2 | semana (249 16-11-2013 X X
LX-P-TF  — .
3 dias) X X
2013/001082 L1 8 meses; 6 X X
X-P-TE |2 dias (248dias) | ' 112013 X X
3 X X
1 7 meses; 3 X
2013/1103 2 semanas; 6 X
LX-P-TF dias (230 26-11-2013
3 . X X
dias)
1 7 meses; 1 X
2013/001150 | 2 semana; 5 X
LX-P-TF dias (224 11-12-2013
3 . X X
dias)
1 7 meses; 1 X
201&/_(;?#70 2 | semana;1dia | 15-12-2013 X
3 (220 dias) X
1 7 meses; 1 X X
2(&?_’;?:4 2 | semana;1dia | 15-12-2013 X X
3 (220 dias) X X
1 7 meses; 1 X X
2(&341_?:9 2 semana; 16-12-2013 X X
3 (219 dias) X X
1 5 meses; 3 X
2014/000083 | 2 semanas; 6 X
LX-P-TF dias (178 26-01-2014
3 . X X
dias)
1 5 meses; 3 X
2014/000089 | 2 semanas; 4 X
LX-P-TF dias (176 28-01-2014
3 . X X
dias)
1 5 meses; 4 X
20%1(/_(;2?890 2 semanas; 1 24-01-2014 X
3 | dia (180 dias) X

8.3.2.2 — Observador 2
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Tabela 8.10 - Resultados da observagdo da intensidade de quimioluminescéncia resultante da
aplicacdo de luminol nas subamostras provenientes de autdpsia realizada no INMLCF-DS -

Observador 2
12 Abordagem 22 Abordagem
Ne Processo IPM Data da Nao Muito Fraco Forte
Morte Visivel . Negativo Fraco - Positivo .
Visivel . Positivo Positivo
Positivo
1
8 meses; 1
2?_;%?%68 2 semana; 4 12-11-2013
3 | dias (253 dias)
2013/1069 1| 8meses;1
LX-P-TF 2 semana; 4 12-11-2013
3 | dias (253 dias)
2013/001081 | 8meses;1 X X
2 | semana (249 16-11-2013 X X
LX-P-TF | =] di
3 ias) X X
y 1 X X
2013/001082 [ | 8 meses; 6
DPTE |2 dias (248dias) | 17112013 X X
3 X X
2013/1103 1| 7meses;3 X
2 semanas; 6 26-11-2013 X
LX-P-TF — . .
3 | dias (230 dias) X
2013/001150 1| 7meses; 1 a
2 semana; 5 11-12-2013 X
LX-P-TF — . .
3 | dias (224 dias) X
2013/001170 1| 7meses; 1
LX-P-TF 2 | semana; 1dia 15-12-2013
3 (220 dias)
2013/1174 1| 7meses; 1 a .
2 | semana; 1dia 15-12-2013 X X
LX-P-TF — )
3 (220 dias) X X
1 . X X
7 meses; 1
AL 2 semana; 16-12-2013 X X
LX-P-TF — )
3 (219 dias) X X
1 . X X
5 meses; 3
2L bl 2 semanas; 6 26-01-2014 X X
LX-P-TF — . .
3 | dias (178 dias) X X
1 . X X
5 meses; 3
s 2 semanas; 4 28-01-2014 X X
LX-P-TF — . .
3 | dias (176 dias) X X
1 . X X
5 meses; 4
ALLELOEY 2 semanas; 1 24-01-2014 X X
LX-P-TF i :
3 | dia (180 dias) X X

8.3.3 - Resultados da observagdo da intensidade de quimioluminescéncia resultante

da aplicacdo de luminol nas amostras provenientes da CEI-XXI

8.3.3.1 — Observador 1
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Tabela 8.11 - Resultados da observagao da intensidade de quimioluminescéncia resultante da aplicagao

de luminol nas subamostras provenientes da CEI-XXI - Observador 1

12 Abordagem 22 Abordagem
Ne Data da - Muito Forte
IPM . N3o . Fraco " "
Processo Morte Visivel - Negativo Fraco e Positivo | Positiv
Visivel w Positivo
Positivo o
1 13 anos; 6 X
2 meses; 2 X
4 — ! 03/01/2001
3 semanas; 6 dias /01/
(4949 dias) x x
1 13 anos; 5 X X
7 2] meses3 02/02/2001 X X
. semanas « «
(4919 dias)
1 13 anos; 5 X
2 meses; 2 X
? 3 semanas; 1 dia 08/02/2001
(4913 dias) X X
1 13 anos; 5 X
10 |2] mesesl 10/02/2001 X
3 semana; 6 dias
(4911 dias) X X
1 13 anos; 4 X X
2 meses; 1 X X
e 3 semana; 4 dias 12/03/2001
(4881 dias) X X
1 13 anos; 4 X X
2 meses; 2 X X
21 — ’ 2001
3 semanas; 4 dias 05/03/200
(4888 dias) X X
1 14 anos; 3 X X
a5 |2]  MeseSiZ 65042000 X X
3 semanas; 4 dias
(5222 dias) X X
1 14 anos; 6 meses X X
52 2 Lo 23/01/2000
L2 (5295 dias) /01/ X X
3 X X
1 13 anos; 6 X X
2 meses; 2 X X
4 = ! 1/2001
> 3 semanas; 1 dia 08/01/200
(4944 dias) X X
1 13 anos; 5 X X
2 meses; 1 X X
— 15/02/2001
£ 3 semana; 1 dia 5/02/200
(4906 dias) X X
1 13 anos; 8 X X
56 ||  MeseSi2 | 49172000 X X
3 semanas; 5 dias
(5009 dias) X X
1 14 anos; 1 X X
68 2 semana; 6 dias 10/07/2000 X X
3 (5126 dias) X X
1 13 anos; 8 X
2 meses; 1 X
2 L2 14/11/2
/ 3 semana; 2 dias /11/2000
(4999 dias) X X
1 19 anos; 6 X
74 | 2]  mesesl 13/01/1995 X
3 semana; 3 dias « «
(7131 dias)
1 13 anos; 11 X X
75 |21 meses3 1 1/08/2000 X X
3 semanas; 1 dia
(5104 dias) x x
1 14 anos; 3 X X
gs [2] MeeSiZ 47042000 X X
3 semanas; 2 dias
(5220 dias) x X
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8.3.3.2-

Observador 2

Tabela 8.12 - Resultados da observagdo da intensidade de quimioluminescéncia resultante da aplicagdo

de luminol nas subamostras provenientes da CEI-XXI - Observador 2

Ne
Processo

IPM

Data da
Morte

12 Abordagem

22 Abordagem

Nao

Visivel .,
Visivel

Negativo

Muito
Fraco
Positivo

Fraco
Positivo

Positivo

Forte
Positivo

1
2

13 anos; 6 meses; 2
semanas; 6 dias
(4949 dias)

03/01/2001

x

13 anos; 5 meses; 3
semanas
(4919 dias)

02/02/2001

13 anos; 5 meses; 2
semanas; 1 dia
(4913 dias)

08/02/2001

10

13 anos; 5 meses; 1
semana; 6 dias
(4911 dias)

10/02/2001

X [ X [ X [X | X |X

12

13 anos; 4 meses; 1
semana; 4 dias
(4881 dias)

12/03/2001

21

13 anos; 4 meses; 2
semanas; 4 dias
(4888 dias)

05/03/2001

45

14 anos; 3 meses; 2
semanas; 4 dias
(5222 dias)

05/04/2000

52

14 anos; 6 meses
(5295 dias)

23/01/2000

54

13 anos; 6 meses; 2
semanas; 1 dia
(4944 dias)

08/01/2001

XXX [X [X [X X [X [X X [X|X[X|X[X|X[X]|X[X]|X[X]|X

55

13 anos; 5 meses; 1
semana; 1 dia
(4906 dias)

15/02/2001

56

13 anos; 8 meses; 2
semanas; 5 dias
(5009 dias)

04/11/2000

68

14 anos; 1 semana;
6 dias (5126 dias)

10/07/2000

72

13 anos; 8 meses; 1
semana; 2 dias
(4999 dias)

14/11/2000

74

19 anos; 6 meses; 1
semana; 3 dias
(7131 dias)

13/01/1995

75

13 anos; 11 meses;
3 semanas; 1 dia
(5104 dias)

01/08/2000

X | X [ X [X [X |X|X

X [X | X [ X | X [X|X|X|X|X[X|[X

85

14 anos; 3 meses; 2
semanas; 2 dias
(5220 dias)

07/04/2000
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8.3.4 - Resultados da observa¢do da intensidade de luminescéncia resultante da

aplicacao de luminol nas subamostras de Antropologia Forense do INMLCF-DS

8.3.4.1 — Observador 1

Tabela 8.13 - Resultados da observag¢do da intensidade de luminescéncia resultante da aplicagdo de
luminol nas subamostras de Antropologia Forense do INMLCF-DS - Observador 1

12 Abordagem 22 Abordagem
Ne Processo PMI provével » N3o : Muito Eraco " Forte
Visivel ., Negativo Fraco . Positivo -
Visivel L. Positivo Positivo
Positivo
1 X X
1530/2000 2 PMI <20 X X
3 X X
1 X X
Amadora — PMI aproximado:
0709 (27.03.2006) | 2 12.5 anos X X
3 X X
1 X X
Amadora ] PMI aproximado:
0714 (28.03.2006) |—— 12.5 anos X X
3 X X
1 X X
Amadora .
722/2006 . PMIlazp;o:;Tjdo. < .
(28.03.2006) . ’
3 X X
1 X X
AELIE] — PMI aproximado:
0716 2 12.5 anos X X
(27.03.2006) - ’
3 X X
Amadora 1 X X
. PMI aproximado:
0707 2 12.5 anos X X
(27.03.2006) = ’
3 X X
1 X X
Amadora 5 PMI aproximado: y N
0713 (28.03.2006) | — | 12.5 anos
3 X X
1 X X
Amadora 5 PMI aproximado: « «
0704 (31.03.2006) | — | 12.5 anos
3 X X
1 X X
2010-006 2 IPM provavel: 7 anos X X
3 X X
1 X X
2010-011 2 | PMI provavel: 5,5 anos X X
3 X X
1 X X
2011-277 > PMI ev.entualmente N N
- superior a 5 anos
3 X X
L pMieventualment X X
2011-400 2 eventuaimente x x
— superior a 5 anos.
3 X X
1 X X
2011-870 2 PMI > 3,5 anos X X
3 X X
L | PMiprovavel >3 e <12 X X
2012-564 2 provavel == e X X
— anos
3 X X
1 X X
2013-666 2 PMI indefinido. X X
3 X X
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8.3.4.2 — Observador 2

Tabela 8.14 - Resultados da observacdo da intensidade de luminescéncia resultante da aplicagdo de
luminol nas subamostras de Antropologia Forense do INMLCF-DS - Observador 2

12 Abordagem 22 Abordagem
Ne Processo PMI provavel w N3o : e Eres " Forie
Visivel -, Negativo Fraco . Positivo L.
Visivel o Positivo Positivo
Positivo
1 X X
1530/2000 2 PMI <20 X X
3 X X
1 X X
Amadora — PMI aproximado:
0709 (27.03.2006) 2 12.5 anos X X
3 X X
1 X X
Amadora B PMI aproximado:
0714 (28.03.2006) - 12.5 anos X X
X X
1 X X
Amadora
] PMI aproximado:
722/2006 2 12p5 . X X
(28.03.2006) = ’
3 X X
1 X X
IEEETE] — PMI aproximado:
0716 2 12.5 anos X X
(27.03.2006) = ’
3 X X
1 X X
Amadora ] PMI aproximado:
0707 2 12.5 anos X X
(27.03.2006) 1 ’
3 X X
1 X X
Amadora 5 PMI aproximado:
0713 (28.03.2006) |~ | 12.5 anos X X
3 X X
1 X X
Amadora ) PMI aproximado: N «
0704 (31.03.2006) | — | 12.5 anos
3 X X
1 X
2010-006 2 IPM provavel: 7 anos X X
3 X X
1 X X
2010-011 2 PMI provavel: 5,5 anos X X
3 X X
1 X X
- | PMIleventualmente
ALY 2| superior a 5 anos X X
3 X X
1 X X
——— PMlI eventualmente
2011-
011-400 L superior a 5 anos. X X
3 X X
1 X X
2011-870 2 PMI > 3,5 anos X X
3 X X
1
2012-564 BN PMI provavel >3 e <12 z z
— anos
3 X X
1 X X
2013-666 2 PMI indefinido. X X
3 X X
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8.4 - Analise do Erro Inter e Intraobservador

8.4.1 - Erro Interobservador

8.4.1.1 - Erro Interobservador referente a primeira abordagem - visivel e nao visivel

Tabela 8.15 - Erro Interobservador referente a primeira abordagem — visivel e ndo visivel

Observador 1

Totais

113

Observador 2

37

Totais 120 30 150

8.4.1.2 - Erro Interobservador referente a segunda abordagem — escala de 5 niveis

Tabela 8.16 - Erro Interobservador referente a segunda abordagem — escala de 5 niveis

Observador 1

Totais

37

22

31

Observador 2

51

Totais 30 25 44 42 9 150
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8.4.2- Erro Intraobservador

8.4.2.1 - Erro Intraobservador do observador 1, referente a primeira abordagem - visivel e
ndo visivel

Tabela 8.17 - Erro Intraobservador do observador 1, referente a primeira abordagem — visivel
e nao visivel

Réplica 1
Totais

~ 0 10
S
o
Q0
= 39 41

Totais 12 39 51

8.4.2.2 - Erro Intraobservador do observador 1, referente a segunda abordagem — escala de 5
niveis

Tabela 8.18 - Erro Intraobservador do observador 1, referente a segunda abordagem — escala de 5 niveis
Réplica 1

Totais

10

16

Réplica 2

13

Totais 12 7 14 15 3

51

95



8.4.2.3 - Erro Intraobservador do observador 2, referente a primeira abordagem - visivel e
nao visivel

Tabela 8.19 - Erro Intraobservador do observador 2, referente a primeira abordagem — visivel e
nao visivel

Réplica 1
Totais

~ 12
S
o
Q0
= 38

Totais 12 38 50

8.4.2.4 - Erro Intraobservador do observador 2, referente a segunda abordagem — escala de 5
niveis

Tabela 8.20 - Erro Intraobservador do observador 2, referente a segunda abordagem — escala
de 5 niveis
Réplica 1

Totais

12

13

Réplica 2

15

Totais 12 7 11 17 3

50
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8.5 — Tabelas de Resultados

8.5.1 — Erro Inter e intraobservador

8.5.1.1 — Erro Interobservador

Tabela 8.21- Cohen’s Kappa Analysis, Observer 1 vs. Observer 2, Binary Scale

Unweighted kappa 0.7252678 0.8311233 0.9369789

Weighted kappa 0.7252678 0.8311233 0.9369789

Tabela 8.22- Cohen’s Kappa Analysis, Observer 1 vs. Observer 2, 5-levels Scale

Unweighted kappa 0.6962548 0.7743447 0.8524347

Weighted kappa 0.9004572 0.9322742 0.9640912

8.5.1.2 — Erro Intraobservador

Tabela 8.23 - Cohen’s Kappa Analysis, Observer 1, Sample 1 vs Sample 2, Binary Scale

Unweighted kappa 0.7268963 0.8837209 1

Weighted kappa 0.7268963 0.8837209 1

Tabela 8.24 - Cohen’s Kappa Analysis, Observer 1, Sample 1 vs Sample 2, 5-levels Scale

Unweighted kappa 0.7966278 0.8948475 0.9930672

Weighted kappa 0.9456396 0.9726177 0.9995959
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Tabela 8.25 - Cohen’s Kappa Analysis, Observer 2, Sample 1 vs Sample 2, Binary Scale

Unweighted kappa 0.5977413 0.7920998 0.9864583

Weighted kappa 0.5977413 0.7920998 0.9864583

Tabela 8.26- Cohen’s Kappa Analysis, Observer 2 , Sample 1 vs Sample 2, 5-levels Scale

Unweighted kappa 0.7231839 0.8411858 0.9591877

Weighted kappa 0.8598269 0.9288931 0.9979593

8.5.2- Reac¢do do Luminol

Tabela 8.27- Divisdao da amostra por grupos de acordo com o tempo decorrido desde a morte.

Classe de PMI N2 de Individuos
0-5 21
5-10 5
10-15 22
15-20 2

Tabela 8.28 — Resultados da reacgdo de luminol (escala bindria) por classes de PMI. ( + - visivel;
- - ndo visivel).
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Tabela 8.29- Resultados da reacg¢do de luminol (escala de 5 niveis) por classes de PMI. ( ++++ -
Forte positivo; +++ - Positivo; ++ - Fraco positivo; + - Muito fraco positivo; - - negativo)

Tabela 8.30 — Resultados da reacgdo do luminol (escala binaria) por classes de PMI, de acordo
com a reacgdo de quimioluminescéncia espectavel. ( + - visivel; - - ndo visivel)

Classe de PMI  Quimioluminescéncia Quimiolum./Total Percentagem
Esperada
0-5 + 12/21 57%
5-10 + 3/5 60%
10-15 + 21/22 95%
15-20 - 0/2 0%

Tabela 8.31 — Resultados da reacgdo do luminol (escala 5 niveis) por classes de PMI, de acordo
com a reac¢do de quimioluminescéncia espectavel. ( ++++ - Forte positivo; +++ - Positivo; ++ -
Fraco positivo; + - Muito fraco positivo; - - negativo)

Classe de PMI  Quimioluminescéncia Quimiolum./Total Percentagem
Esperada
0-5 ++++/+++ 8/21 38%
5-10 +++/++ 3/5 60%
10-15 ++/+ 13/22 59%
15-20 - 0/2 0%
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