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Resumo

A dificuldade na obtencdo de um diagndstico médico-legal de morte por

afogamento representa ainda hoje um desafio para o patologista forense.

N3o obstante a evolugdo das leges artis, nomeadamente no que concerne a
procedimentos e técnicas nas areas da histologia e anatomia patoldgica, possibilitando
conclusdes sdlidas acerca dos efeitos nos tecidos e a sua correlagdo com o
afogamento, existem casos, na sua maioria resultantes da continuada permanéncia do
corpo em meio liquido, da putrefacdo acentuada ou da segmentacao do cadaver, que

tornam bastante dificil aquele diagndstico.

Varios contributos auxiliares surgiram na tentativa de identificar marcadores ou
elementos que permitissem, pela sua andlise quantitativa e/ou qualitativa, diferenciar
a submersdo vital da imersdo de um cadaver, tais como a determinacdo da densidade
relativa do sangue cardiaco refletindo hemodiluicdo ou a obtenc¢ao dos niveis de cloro
e de magnésio dos lados esquerdo vs. direito do coracdo, resultantes do processo de
afogamento. No entanto, a pesquisa e identificacdo de algas unicelulares
microscopicas, nomeadamente diatomaceas, nos 6rgaos do presumivel afogado,

constitui o teste mais abordado e controverso da literatura médico-legal.

Diversos estudos e ensaios envolvendo a detecdo de diatomdceas foram
realizados desde o inicio século XX. Da experimentacdo animal a casuistica de
instituicoes médico-legais, com numero de casos e de amostras variavel, com selecdo
de tecidos e extensdo das colheitas distintos, metodologias de amostragem e analise
de resultados variadas, ou seja, a abordagem ao assunto tem diferido de autor para
autor servindo os intentos de cada um, ndo sendo por isso estranho a existéncia de
trabalhos que suportam e validam a utilizacdo de diatomdaceas enquanto outros

concluem pela sua reduzida utilidade e falta de fiabilidade.



Pretende-se aqui enunciar um conjunto de trabalhos elaborados por diversos
especialistas tanto na drea médico-legal como no campo das microalgas que
apresentaram os seus contributos para a temadtica, revelando semelhangas nos
métodos e principios aplicados, mas, fundamentalmente, analisar o que é apontado
como sendo os fatores-chave para a auséncia de consenso e aceitacdo no uso do

método das diatomdceas no contexto da investiga¢do das mortes por afogamento.

A revisdo e andlise da literatura publicada permitem concluir que todos os
trabalhos foram passiveis de critica, salientando-se fatores que aqui se enumeram e se

analisam nas paginas seguintes:

- Inexisténcia de método padronizado, facilmente reprodutivel e comummente

aceite pela comunidade cientifica internacional;

- Possibilidade de contaminagao, com introducdo de diatomdceas externas,

contidas nos reagentes ou instrumentos da mesa de autopsia;

- Dificuldade na analise e interpretacdo de resultados, nomeadamente no que
se refere a identificacdo de diatomaceas ao nivel do género e da espécie, baseado na
observacdo de fragmentos da parede celular siliciosa (frastula), exigindo o recurso a

um especialista em diatomdaceas.

Tendo presente estas dificuldades, apresenta-se um contributo para a pratica
em Patologia Forense no Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses
(INMLCF I.P.), através de um projeto de “kit de recolha” de amostras para pesquisa de
diatomaceas, elaborado com o intuito de eliminar a problematica da contaminacdo nas
colheitas de érgaos e tecidos durante a realizacdo da pratica tanatoldgica, baseado nao
s6 em materiais descartaveis de uso corrente médico-legal e/ou cirdrgico, mas
principalmente recorrendo a guia de recomendacdes e boas praticas que respeita um
encadeamento das diversas colheitas com minimizacdo da possibilidade de

contaminacgdo por diatomaceas externas e/ou da contaminacgdo inter-6rgaos.



No que concerne a necessidade de informacdao e andlise especializada,
nomeadamente na identificacdo taxondmica, condicdo sine qua non a uma analise
rigorosa e valida, salienta-se a necessidade de formagdo das pessoas responsaveis pela
analise das diatomaceas e fornecem-se dados acerca da distribuicido de algumas
comunidades de diatomaceas presentes em ambientes aquaticos de Portugal, fruto de
trabalhos na area da avaliagao da qualidade das aguas, facultando este conhecimento
a possibilidade de analise comparativa entre diatomaceas pesquisadas no caddaver e
diatomdceas presentes naqueles corpos de dgua, permitindo eventualmente confirmar

ou exclui-los como meio de afogamento.

Palavras-Chave: afogamento; diatomaceas; exame auxiliar.



Abstract

The diagnostic of drowning is still a challenge to the forensic pathologist.
Nevertheless, the evolution of leges artis, mainly concerning histological and
pathological anatomy improvements, leading to strong conclusions and correlation
between drowning and tissues findings, at some point, might face some interferences,
namely, the body’s prolonged permanency in water, the heavy putrefaction or body

segmentation, can make such a diagnosis extremely difficult.

Several auxiliary tests and procedures have been suggested with the goal of
identifying distinctive markers or elements that allow the distinction of a real drowning
from a simple dead body submersion, such as measuring cardiac blood relative density
meaning hemodilution, or chlorine and magnesium rates from left/right side of the
heart due to a drowning process. Yet, searching unicellular microscopic algae, known
as diatoms, seems to be the most discussed and controversial procedure in all forensic

literature.

Several studies concerning diatoms have been made since the early XX™
century. From animal experiments to forensic institute cases, with a variable number
of samples and individuals, with a distinctive election of organ tissues and amount of
sample, meaning multiple analysis points of view differing from author to author,
divide into works that support and validate the technique while others conclude for

the poor utility and lack of reliability.

The aim of the present work is to review the literature about the diatom test,
produced by several experts from the forensic medicine and/or diatoms fields,
revealing the several approaches and resemblances between methods and principles,
and mainly to analyze the criticism points that contribute to the absence of consensus

and acceptance in the investigation of death by drowning.



The analysis of published work revealed no proof-criticism conclusions,
basically concerning the following three key aspects that will be further addressed in

the following pages:

- Lack of standardization, reproducible and widely accepted by the
international scientific community.
- Contamination issues, introducing exogenous diatoms, carried by reagents

and instruments during harvest at autopsy procedure.

= Analysis and interpretation of results, namely concerning genera and
species level identification, implying the need of diatom expert judgment.
Knowing the handicaps pointed to the diatoms test, we propose guidelines and
recommendations as well as a kit to the “Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses (INMLCF I.P.)” concerning the forensic pathology activity, aiming the
suppression of contamination of organs and tissues collection during thanatological
practice, achieved due to the extensive use of medico-chirurgical disposable materials
and a defined sequence of steps that would prevent not only the exogenous

contamination but the inter-organ contamination as well.

Concerning to the quantitative and qualitative data from diatom community
and expert analysis, namely taxa identification, sine qua non requirement to an
accurate and valid conclusion, we highlight the need for a staff training in diatoms
study and present some research works concerning water quality assessments in
several aquatic habitats from Portugal, allowing the comparison between diatoms
found in a corpse and diatoms present in water bodies, supporting or excluding them

as the site of drowning.

Keywords: drowning; diatoms; auxiliary test.
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1. INTRODUCAO




Diatomaceas no contexto da investigacdao das mortes por afogamento

1 - Introducao

Pertencentes ao grupo dos Protistas, as diatomdaceas sdo algas unicelulares de
tamanho microscépico, medindo entre 2 e 500 um, com uma enorme biodiversidade
de espécies, estimada em cerca de 5600 (Round et al.)[” gue, conjuntamente com
espécies extintas ultrapassam certamente as 100000 segundo alguns autores.
Apresentam uma multiplicidade de formas e colonizam um vasto leque de habitats,
desde agua doce e oceanos a terras humidas ou solo, e ainda em menor numero,
estardo presentes no ar. Sendo a maioria das espécies de habitat aqudtico podem ai
ser encontradas livremente nos corpos de agua sob forma peldgica, nos leitos dos rios
e oceanos como diatomadceas bénticas ou perifiticas, ou, quando ndo imersas, como
diatomdceas aerdfilas, podendo existir em qualquer dos casos sob forma solitaria ou

colonial.

Como caracteristica distintiva apresentam uma parede celular de origem
siliciosa (silica polimerizada) designada de frustula, composta de duas valvas, a
epivalva e a hipovalva (fig. 1), que se encontram ornamentadas de diversas formas,

mais ou menos complexas, que estao na base da sua classificacdo sistematica.

Valvas
\ Estrias
Epivalva
I
, “ 5 _-Rafe
Hipovalva = e

Figura 1 - Desenho esquematico da frustula de uma diatomacea da Ordem Pennales, adaptado de
http://skipperthepilot.deviantart.com/art/Diatom-Diagram-204179856.



http://skipperthepilot.deviantart.com/art/Diatom-Diagram-204179856

A divisao Bacillariophyta e a classe Bacillariophyceae, as quais pertencem as
diatomdceas, apresentam duas ordens (fig. 2) que permitem distinguir, baseado na
forma da fristula, entre diatomaceas diametralmente simétricas, as Centrales (fig. 2a)
e diatomaceas que apresentam simetria bilateral, as Pennales (fig. 2b), sendo esta
divisdo cladssica ainda hoje utilizada na sua identificagdo. A frustula apresenta
caracteristicas especiais, nomeadamente uma enorme resisténcia e durabilidade,

permanecendo muito para além da morte da diatomacea.

Figura 2 - Fotografia obtida em Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) de diatomaceas de Ordem Centrales
(a) e Ordem Pennales (b), segundo Mann, D.G. (2008).

As diatomdceas sdo produtores primarios que se julga serem responsaveis por
cerca de 25 % de toda a producdo primaria da Terra. Servem de alimento a pequenos
crustaceos, larvas de invertebrados e peixes, sendo por esta via potencialmente

integrados na alimentacdo humana, além naturalmente da ingestdo de agua.

A abundancia e ubiquidade das diatomdceas sdo indiscutiveis, podendo chegar
aos 30 a 50 milh&es de individuos por cm? de rocha submersa (Raven) [2], sendo que as
diatomdceas Centrales sao mais abundantes em ambientes marinhos enquanto as

Pennales poderdo existir tanto em aguas continentais como marinhas (Lee) 31,



Dada a sua indissociabilidade da agua e logo de rios, albufeiras, lagos, oceanos
e quaisquer outros sistemas aquaticos, as diatomaceas acompanham a agua em

inumeros processos incluindo a morte por submersao naquele meio liquido.

(4]

Desde 1904, data a qual se atribui a Revenstorf 0 primeiro uso de

diatomdceas como teste para o diagndstico forense de afogamento (ja anteriormente
Hoffman B) teria dado conta da presenca de diatomaceas em liquido dos pulmdes),
que inumeros testes foram conduzidos com intuito de associar as diatomdceas

detetadas em certos 6rgaos e tecidos do afogado aquela causa de morte.

Corin & Stockis '® demonstraram a presenca de plancton no sangue cardiaco de

[

afogados e mais tarde Mueller 1 terd detetado fragmentos de diatomdceas na

circulagio sanguinea, cérebro e medula dssea. E no entanto Incze 18] que

exaustivamente realizou ensaios nesta area e que considerou o método como
especifico e vdlido, especialmente para situagdes com caddaveres putrificados ou em
que outras técnicas nao possam ser admissiveis, como a segmentag¢ao do corpo. O
trabalho pioneiro de Incze, que veio a ser continuado pelos seus colaboradores, é
considerado de grande importancia pelos partidarios do uso das diatomaceas como
teste forense e foi amplamente revisto por Peabody ) cerca de duas décadas mais
tarde. Outros autores publicaram resultados favoraveis ao uso de diatomaceas como

teste de afogamento, tais como Kasparek [10]’ Hendey [11], Udermann & Schuhmann [12],

[14] [15]

Auer & Mottonen ™), Auer , Ludes & Coste "® ou

(17]

e, mais recentemente, Siver

Ludes '*", os quais recorreram a dados provenientes essencialmente de casos de

instituicdes médico-legais e investigacdes no contexto de supostas mortes por

(16] [18] [19] [20] [21] [22] [23]

afogamento , e/ou de casos de experimenta¢do animal com

colonizacgdo por algas [24], Alguns autores, ndo soé suportam o uso de diatomaceas como

[25] [26]

teste fidvel para identificar o afogamento , como concluem acerca da existéncia

de diatomaceas que surgem tipicamente naquelas situacdes, resultado de

caracteristicas como o seu tamanho, forma ou concentracdo no presumivel meio 271



levando estes autores a formular a existéncia de DAD’s - “Drowning Associated

» [28] [29]

Diatoms , com capacidade para penetrarem a rede de capilares dos alvéolos

pulmonares, deixando alguns géneros de diatomaceas “fora” dos achados.

E portanto necessdrio, segundo alguns, proceder a documentacdo das
dete¢bes nos casos analisados para determinada regido ou pais de forma a concluir-se
acerca de um perfil de DAD’s para aquela zona geografica. Naturalmente estas
diatomdceas e a sua concentracao terdo variages de local para local, de rio para rio
ou mesmo entre varios pontos de um mesmo curso de agua, ou ainda com a altura do
ano % sendo qgue as populagdes terdo um pico de individuos na primavera e um
menor nimero no inverno, mas também diferencas devido a outros fatores tais como
focos de poluicdo resultantes de descargas de efluentes, zonas pelas quais algumas

(31]

diatomdceas terdo particular apeténcia ocorrendo ai em maior concentragdo . Em

sentido contrdrio é sabido que a concentracdo de diatomdceas diminui rapidamente a

(2511321 Fatores como o conteddo mineral,

medida que caminhamos para mar aberto
temperatura, estratificacdo da coluna de 3agua, acidez, distdncia as margens,
profundidade, marés, etc., sdao conhecidos por afetarem a concentracdo de

diatomaceas numa massa de agua [15] 301 125

Um mapa de comunidades de
diatomaceas e as suas variagdes anuais é considerado por muitos uma ferramenta
essencial para estabelecer um local de afogamento em fun¢do da correspondéncia dos

(331 [301. Este

géneros/espécies encontrados nos tecidos e na amostra de meio
conhecimento do perfil das comunidades de diatomaceas torna-se mais importante
guando um cadaver de suposto afogado é encontrado em terra sem existir qualquer
referéncia ao hipotético local de afogamento ou se se encontra afastado deste em

consequéncia do arrastamento por correntes ou quaisquer outras razdes =%,

Se os estudos anteriores contribuiram de diversas formas para a valorizacdo do
uso de diatomdceas, outros surgiram colocando em causa os resultados obtidos e a

sua validade como teste de diagndstico forense de morte por afogamento. Desde logo



[34] [35]

quando a sua presenca foi detetada por Spitz em tecidos de individuos cuja

morte ndo tinha qualquer relacdo com afogamento. Tais achados foram

361 [37], Schwartz [38], Burger [39], Staak [401,

. Mesmo apoiantes do método como Timperman 3],

posteriormente confirmados por Schneider [
Kamper “Y e Gylseth & Mowé
afirmaram que “os resultados sdo normalmente conclusivos” advertindo no entanto
que “ocasionalmente existiram resultados duvidosos que terdo de ser interpretados

com necesséaria cautela”. Rushton “%

apesar da opinido de que o recurso a
diatomdceas representava “uma das maiores descobertas forenses no diagndstico de

afogamento” preferia indicd-lo como “suporte de evidéncia” do que propriamente

45] FRCY

como prova. Shellman & Spearl 41 Geissler & Gerloff [46] assim com Foge
concluiram mesmo pelo afastamento do uso de diatomaceas como “evidéncia
fidedigna”, basicamente pelos achados em tecidos de individuos ndo afogados,

incluindo mortes de causa natural .

Aqueles autores constataram que as
diatomdceas se apresentaram em numero nao suficientemente diferenciador daqueles
encontrados em individuos cuja morte decorreu comprovadamente de afogamento. E
por isso ainda hoje comum entre os patologistas forenses que o uso de diatomaceas
deve ser entendido como uma ajuda indicativa e ndo como uma prova legal de

afogamento, de particular utilidade em cadaveres putrificados onde ndo exista a

possibilidade de encontrar achados anatomo - fisioldgicos indiciadores de afogamento

[49] [50]

, €, que deve ser usado com prudéncia

Outras questdes sao recorrentemente apontadas como fatores de erro ou de
duvida na utilizacdo de diatomaceas. Algumas desde logo decorrentes da interpretacdo
e do conhecimento do mecanismo patofisiologico do afogamento. Se alguns autores
consideram que a entrada de diatomdceas se fard por entrada nas vias aéreas,
atravessando as membranas alveolares e dai para a corrente sanguinea, ou seja o
mecanismo base do método ?®. Outros terdo apontado que aparentemente nada

| [49]

obsta ao atravessamento da parede intestina permitindo assim acesso a corrente

sanguinea e dai a qualquer tecido do corpo. Acerca deste aspeto foram realizados



estudos por Lunetta 59T com o intuito de melhor compreender qual a real capacidade e
extensdo da penetracdo de diatomdaceas na barreira alvéolo-capilar (fig.3), com recurso
a modelos experimentais de afogamento e a microscopia eletrénica, concluindo que o
anteriormente assumido, mas ndao formalmente demonstrado, se verifica, ou seja,
existe uma real capacidade das diatomaceas transporem a barreira alvéolo-capilar e

assim atingirem qualquer érgdo por via da corrente sanguinea.

b

~
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Figura 3 - Fotografia obtida em Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) de diatomaceas em travessia da
barreira alvéolo-capilar segundo Lunetta (1998).

Também Bajanowski B através do uso de marcadores experimentais tais como
o latex ou particulas de ouro, de tamanhos e concentra¢des conhecidas, procurou
melhor entender a patofisiologia do afogamento, concluindo acerca da existéncia de
dois momentos distintos e que devem ser tidos em consideracdo: um primeiro
momento de difusdao passiva durante o periodo agdbnico, através dos poros
intercelulares e, um segundo momento de transporte, imediatamente post-mortem,
funcionando por um curto periodo tempo, realizado nos pneumdcitos e macréfagos.
Tal como anteriormente referido, alguns autores preconizam a necessidade de
identificar espécies de diatomaceas com capacidade de atingir determinados 6rgaos,
as quais designaram Drowning Associated Diatoms (DAD), orientando a possibilidade
de recolha a realizar em sede de autdpsia. Ainda que consensualmente a medula dssea

[52] [53]

seja eleita a amostra ideal , essencialmente pela sua reconhecida protecao

[54] [52] [55]

contra a eventual contaminacdo externa , varios outros tecidos devem ser



recolhidos para pesquisa (e.g. rim, pulmdo, figado, etc.), com alguns autores a

| [27]

considerarem inclusivamente o conteudo gastrico e duodena . Outros no entanto

rejeitam o uso de quaisquer 6rgaos ocos ou fluidos, a exce¢ao de sangue [16] [33] [35]
Ainda relativamente as amostras a recolher, dlvidas existem acerca de critério para a
guantidade e extensdo das recolhas ou mesmo de que regides de um érgao devem ser
realizadas, existindo por isso propostas de metodologias que implicam a recolha

[27]

completa de um d6rgdo como por exemplo o caso do rim “", ou, apenas porcdes do

orgdo, variando de autor para autor [16] [35]

. As recolhas poderdo ser mais ou menos
dificultadas consoante o estado do caddver, a putrefacdo acentuada ou a auséncia de
sangue, podendo levantar obstdculos a colheita de todas as amostras e tecidos tal
como previsto por alguns trabalhos. A necessidade de acautelar outros exames e
ensaios forenses também deve ser ponderada, bem como a realizacdo do restante

procedimento de uma autdpsia médico-legal.

Talvez o argumento mais importante contra a técnica das diatomaceas, tal
como ja apontado, tenha sido o facto de estas microalgas terem sido detetadas em
outros casos de morte que nao o afogamento incluindo mortes naturais, trazendo para
a discussao a problematica da hipotética contaminacao, que, associada a abundancia e
ubiquidade das diatomaceas, que se apresenta francamente plausivel numa primeira
abordagem. Autores que se debrucaram sobre a contaminacdo concluiram pela
inexisténcia de cuidados relativos a contaminacdo ou controlos nos trabalhos
anteriores, tanto naqueles favoraveis ao uso de diatomaceas como nos trabalhos onde
a sua presenca exdgena ndo contribuia para a fiabilidade do método 51 A auséncia de
contaminacao, inter-6rgdos ou externa, introduzida por instrumentos e materiais deve
ser acautelada, incluindo a realizacdo de controlos aos reagentes e material de

[27] [22] [55]

protecdo individual do patologista O procedimento de recolha deve

obedecer a um encadeamento que permita minimizar o transporte de diatomaceas
entre os diversos drgdos e simultaneamente respeitar e permitir a realizacdo completa

da autépsia médico-legal 271,



Paralelamente a contaminagdo, a dete¢do e analise de resultados apresentam

[55]

discordancias e imprecisoes de autor para autor ~'. Os critérios para a “positividade”

do teste sdo dispares, baseados essencialmente na analise quantitativa (331 1341 1521 [56]
em que o nimero de diatomdaceas a considerar para um teste positivo é também
bastante varidvel. Outra divergéncia encontrada consiste no facto da analise ser feita
contabilizando fragmentos de diatomaceas ou frustulas completas, ou ainda,

considerando ambos os critérios *1 5!

, mas com peso diferencial no veredicto. Devem
ainda ser consideradas as diferentes abordagens no processo de extracao e purificacao
de diatomaceas dos tecidos e 6rgdos. IniUmeras técnicas foram propostas de forma a
obter as prepara¢des mais “limpas”, contendo apenas as diatomdceas a observar,
desde a digestdao quimica dos tecidos até a digestdo enzimatica, existindo autores que

571581561 com alguns a fazé-lo

abordaram detalhadamente esta fase do procedimento
de forma comparativa salientado as vantagens e desvantagens do emprego de cada
método *. Adicionalmente, outra dificuldade gue parece comprometer a fiabilidade
do método é a identificacdo das diatomadceas e, sobretudo de fragmentos destas que

T ‘ 14 1
requer o recurso a espeC|aI|sta nesta area [24] 191 1601 (611

, ainda que o diagndstico forense
de morte por afogamento caiba a este. Até a revisdao de Peabody ® e com excecdo de
Geissler & Gerlof 46l o Hendey M henhum dos autores de literatura na area era

especialista em diatomaceas.

A utilidade forense das diatomdceas pode ir para além do diagndstico de

afogamento [61]

, possibilitando colocar um criminoso num determinado local, ou, pelo
contrario, excluir a sua presenca naquele local. A detecdo em roupas ou objetos
conjugada com conhecimento das comunidades diatomaceas de determinada massa
de agua permite a analise levando a comparacdo positiva ou, a uma ndo menos
relevante, comparacdo negativa e logo de exclusdo. Este uso para as diatomadceas,
ainda que menos frequente, é semelhante as utilizacbes dadas ao pdlen ou a andlise

[62]

de minerais do solo segundo Morgan et al. ™. Tal principio aplica-se igualmente a

corpos ndo encontrados imersos mas que se suspeita de morte por afogamento e do



seu putativo meio de afogamento. O diagndstico de exclusdao nestes casos é também
bastante relevante. Uma vez mais a identificacdo e andlise da abundancia e da
variabilidade especifica destas comunidades de diatomaceas devera ser realizada por

especialista de forma a permitir conclusdes fidveis (581,

A investigacdo de mortes por afogamento com recurso a detecdo de
diatomaceas, segundo apurado, continua a realizar-se habitualmente no Reino Unido e
em alguns paises da Europa continental, como sejam a Hungria e Bélgica (191 Em uso na
Franca, através dos trabalhos de Ludes & Coste (Instituto de Medicina Legal de

[16] [33] [55]

Estrasburgo) e na Finlandia, onde o seu uso é recorrente desde a década de

50 gracas a Auer (Departamento de Medicina Forense da Universidade de Helsinquia)

(41 Na Suica, Hiirlimann et al. (“AquaPlus, Technical Office for Forensic Algology” &

Instituto de Medicina Legal — Universidade de Berna) [27]

elaboraram metodologia que
procura suprimir as questdes apontadas como principal handicap no uso de

diatomaceas.

Fora da Europa a metodologia é aplicada no Canada, pais onde foi realizada a
maior analise casuistica reunida num Unico trabalho por Pollanen (Centro de Ciéncia e
Medicina Forense — Universidade de Toronto) (191120 tendo igualmente realizado

[26] [23]

diversos estudos em que aborda exaustivamente a tematica . Além dos

contributos atras mencionados, o teste das diatomaceas é, em menor extensdo,

aplicado nos EUA e Japao (541,

Os trabalhos dos autores anteriormente referidos representam os maiores
contributos cientificos nesta area nas ultimas duas décadas, sendo simultaneamente

fortes apoiantes do seu uso.
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Diatomaceas no contexto da investigacdao das mortes por afogamento

2 - 0 afogamento

2.1 - Patofisiologia do afogamento

O mecanismo tipico de morte por afogamento é causado por anoxia cerebral
irreversivel em funcdo de um longo periodo de hipoxia ®* (Fig. 4). De uma forma
simples pode definir-se o afogamento como a morte resultante de um conjunto de
fendmenos bioquimicos relacionados com a penetragao de liquido através do nariz e
da boca “inundando” a arvore respiratdria, levando a asfixia por défice de oxigenacao

64 o processo ocorre de forma bem definida, come¢ando

de sangue nos pulmdes
com o suster da respiracdo pelas vias aéreas, a apneia, até ser atingido determinado
ponto em que tal se torna impossivel de manter, por acumulacdo nervosa derivado ao
aumento da pressdo parcial de CO,. Segue-se a aspiracdo e inalagdo involuntarias,

levando inicialmente a perda de consciéncia e mais tarde a morte (631,

Aspiracao Involutaria
(entrada de agua na laringofaringe)

Espasmo Laringeo
(Parasimpatico)

A. "seco’ A, classico
(10 - 15%) (85%)

l

Hipoxia cerebral/Acidose/Paragem cardiaca

| esoes cerebrais / Morte cerebral

Figura 4 - Mecanismo de hipoxia no afogamento, adaptado de http://www.medscape.com/.
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Atingido o ponto que desencadeia a a¢do involuntdria que leva a entrada de
liquido, e durante os minutos seguintes, a vitima consegue “respirar” na dagua,
perdendo a consciéncia usualmente ao fim de trés minutos de submersdo. O processo

de instalacdo da anoxia cerebral continua até que a morte surge ao fim de cerca de dez

[63] [65] [66] e

minutos . Estudos com animais levados a cabo por Brouardel & Loye
posteriormente confirmados por numerosos autores, permitiram identificar e
individualizar cinco fases do afogamento. A fase 1, designada de fase de choque,
caracteriza-se pela entrada de uma pequena quantidade de agua através da boca; na
fase 2 de apneia os individuos resistem a necessidade de respirar mantendo-se
agitados, esta fase tem a duragdo de cerca de um minuto e o térax mantem-se
visivelmente imobilizado ndo existindo qualquer entrada de liquido; na fase 3
verificam-se fortes movimentos respiratérios com expulsio de espuma de cor
esbranquicada, durante cerca de um minuto; na fase 4 volta a existir paragem de
guaisquer movimentos tordcicos novamente durante cerca de um minuto; por fim na
fase 5 da-se a morte apds trés ou quatro movimentos respiratérios. Durante todo este
periodo de tempo, grandes quantidades de agua passam a barreira alvéolo-capilar

seguindo-se o endotélio capilar, conseguindo acesso ao sistema circulatério (631,

Nem sempre o afogamento segue o padrao tipico atras descrito. Estima-se que
cerca de 10% de todos os afogamentos se devam a espasmos laringeos que formam
uma obstrucdo das vias aéreas devido a producdo de muco levando a morte conhecida
por “afogamento seco”® (fig. 4). Noutros casos a hiperventilacdo pode originar a
perda de consciéncia mesmo antes de ser atingido o ponto de resposta involuntaria,
levando por isso a uma aspiracdo precoce de agua e a um processo de morte mais
rapido 631 Além do afogamento por submersdo primitiva, ou seja causado pela
entrada e inundac¢do pulmonar, resultado da impossibilidade de se manter a tona de
agua, existem mais dois grupos de causas para o afogamento: neurogénicas (e.g.
estimulo vagal) e as resultantes de acidentes de mergulho, seja nas variantes de apneia

ou com equipamento de mergulho, e, eventualmente as que resultam de acidentes de
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descompressdo. Relativamente as causas neurogénicas, podem ter origem em
estimulos neurogénicos vagais do tipo epigastrico, ocular, genital, cervical ou craniano,
imediatamente antes da entrada na d4gua, resultando na perda de consciéncia e
consequente impossibilidade de reagir ao estimulo da dgua e evitar o afogamento. Sdo
igualmente conhecidas as respostas neurogénicas as condi¢des médicas dos individuos
como a epilepsia, pacientes com ritmo cardiaco alterado, hipoglicémia, etc.,
potencialmente capazes de desencadear respostas vagais. E de admitir igualmente as
causas alérgicas, como contacto com elementos de plancton, algas ou com animais

aquaticos como medusas ou esponjas !

. As variagdes térmicas sao igualmente
apontadas como causadoras de sincope, sendo que o choque termo-diferencial resulta
da diferenca de temperatura entre a superficie da pele e a dgua que a rodeia,
normalmente em ocorréncias estivais quando apds exposicao prolongada ao sol se da
uma entrada na dgua. Como resultado desta subita entrada na dgua bastante mais fria,
da-se uma vasoconstricdo brutal que estd na origem da sincope denominada por
autores cldssicos de hidrocussao. Outros fatores favorecem a ocorréncia de uma tal
resposta neurogénica como um esforco fisico intenso ou o periodo de digestdao pds
refeicdo rica em dalcool e/ou gorduras seguidos de um mergulho com o objetivo de se
refrescar. Como resultado do contacto com agua fria a temperatura cutanea baixa e
para compensar esta perda de calor o organismo diminui a conduc¢ao periférica através
da vasoconstrigdo e promove o aumento do metabolismo. Quando este sistema de
compensacao falha, a temperatura central desce e surgem sintomas como as cefaleias,
niuseas e cdibras musculares bem como dores intensas nas extremidades . A
tolerancia as diferencas de temperatura é varidvel entre sujeitos mas estudos
conduzidos nos EUA apontam uma taxa de mortalidade de 100 % depois de uma hora

em agua a temperatura de 0 °C (671,

A patofisiologia do afogamento é influenciada pelo meio em que este ocorre.
Diferentes achados autdpticos, nomeadamente caracteristicas do edema pulmonar ou

variacbes na composicdo plasmatica, ocorrem se se tratar de um meio hipotdnico
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como agua doce ou de meio hiperténico como agua do mar. Também a acdo direta do
liquido sobre o epitélio bronco-alveolar e a natureza do meio parecem nao passar

%8 Nos afogamentos em agua doce

indiferentes na fisiopatologia do afogamento !
realiza-se a passagem de 4dgua hipotdnica para o plasma através da membrana alveolar
que se comporta como uma membrana semipermeavel que permite a entrada maciga
de dgua por osmose levando a duplicagdao do volume de sangue em poucos minutos.
Segue-se asfixia e hemodiluicdo devido a hemélise e uma diminui¢cdo da osmolaridade
do plasma, anemia e diminuicdo relativa de eletrdlitos presentes com acumulacao de

potdssio. Surgem os problemas no ritmo cardiaco com fibrilhacdo ventricular

irreversivel.

Nos afogamentos em 4dgua do mar uma grande quantidade de plasma atravessa
a membrana alvéolo-capilar para o interior dos alvéolos, uma vez mais em fun¢do do
gradiente de concentracdo e da hipertonicidade da agua do mar ai presente. Os
pulmdes ficam consideravelmente pesados em fun¢do da dgua e do liquido de edema.
As consequéncias do afogamento em dgua do mar passam pelo surgimento de edema
pulmonar agudo, hemoconcentracao rapida e uma diminuicdo dos niveis de potassio

com consequente queda da pressdo arterial e venosa.

2.2 - Achados e testes tanato-quimicos especificos

N3o existem sinais ou achados inequivocos de afogamento que possam ser
detetados durante uma autdpsia. Este diagndstico ainda hoje é obtido
fundamentalmente por exclusdo, em consonancia com a restante informacdo e
elementos circunstanciais *°!. Quando um corpo é encontrado dentro de agua e todas

as outras causas de morte foram excluidas, o afogamento é a conclusdo ldgica (651
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A recuperagao de um cadaver encontrado imerso, sobre o qual ndo existem
dados acerca das circunstancias que o conduziram aquele local, pressupde sempre a
resposta para trés questdes fundamentais que devem ser respondidas pelo trabalho
conjunto da pericia médico-legal e da investigacdo policial, a saber: qual a identidade
do individuo, hd quanto tempo permanece dentro de agua e qual a sua causa de morte
[70] ' quanto 3 primeira pergunta, poder-se-ao considerar variadas abordagens, desde a
identificacdo através de roupas e objetos pessoais até reconhecimento pelas cicatrizes
ou material de osteossintese, passando pelos métodos odontoldgicos ou de genética e
biologia criminalistica, ou naturalmente, quando tal seja possivel, pela identificacdo
dactiloscdpica. O sucesso desta primeira questdo esta dependente das condi¢cdes em
gue se encontra o cadaver, ou seja, sujeitos mutilados ou em que apenas subsista uma
parte de corpo ou ainda em avangado estado de decomposi¢dao, apresentam

dificuldades acrescidas na obtencdo de resposta para a sua identidade.

A estimativa da duracdo da imersdao é realizada com base no estado de

71 A .
I sendo que a presenca ou a auséncia de

putrefacdo e de maceracdo do corpo [
descolamento epidérmico nas extremidades e a formagdo de adipocera revestem-se

de particular importancia para responder a esta questao.

Em relagdo a ultima, provavelmente a que se reveste de maior dificuldade de
resposta, inUmeras observacdes, ensaios, testes e procedimentos tém sido propostos
ao longo do tempo na tentativa de produzir um indicador inequivoco que permita
chegar ao diagndstico de afogamento de uma outra forma que ndo pela tradicional

exclusdo.

N3o existindo indicadores patognomodnicos absolutos para o afogamento,
existem no entanto diversos achados que conjugados com a experiencia do patologista
permitem formular um diagndstico razoavelmente seguro sobre uma causa de morte

relacionada com afogamento.
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Muitos indicadores indiretos de afogamento foram utilizados, carecendo no
entanto de capacidade para serem avaliados de forma quantitativa. As conhecidas
“maos de lavadeira” (fig. 5a) por exemplo, podem ocorrer antes ou depois da morte,

n3o sendo por isso um indicador claro de afogamento *%.

Figura 5 - Achados inespecificos de afogamento: a) “maos de lavadeira”; b) cogumelo de espuma. Fotos
elaboradas pelo autor.

Os achados macroscopicos “tipicos” externos passam pela existéncia de um
“cogumelo de espuma” (fig. 5b) junto a boca e fossas nasais, sendo no entanto sabido
gue se trata de fendmeno nao especifico, temporario e que apenas pode ocorrer em
afogamentos de dgua doce. Todos os restantes achados, sdo no entanto, sinais da

imersao do corpo e nao exclusivos do afogamento 721,

Ao nivel interno, nomeadamente em achados toracicos, podem ser observados
manchas de Paultauf (fig. 6a), marcas de “recorte” das costelas nos pulmdes, pulmdes
“insuflados”, enfisema pulmonar e edema aquoso [73] (fig. 6b), espuma detetada na
traqueia, elevado peso dos pulmdes ou grandes secrecdes pleurais. Podem ainda
ocorrer observacGes do conteudo estomacal indiciando ingestdao de agua,
interpretacGes de hemorragias (petéquias) nos tecidos musculares do pescoco,

., . ~ T 2
controversas e com inumeras expllcagoes, e outros indicios 7 ].
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Figura 6 - Achados inespecificos de afogamento: a) manchas de Paultauf; b) enfisema agudo. Fotos elaboradas
pelo autor.

Todas estas observacGes podem ser no entanto encontradas em outras causas
de morte que ndo o afogamento ou em cadaveres imersos em que a causa de morte
ndo tenha sido a submersao vital. A titulo de exemplo considere-se o elevado peso dos
pulmdes e do figado analisados, podendo ser encontrados ndo sé em casos de

afogamento mas também de outros tipos de asfixia (741,

Ainda assim, do conjunto de achados inespecificos que podem ser observados,
tanto ao nivel do hdbito externo como interno, destacam-se o enfisema agudo e

observac¢des de espuma como altamente sugestivos de afogamento 721,

Existem alguns indicadores recentes que apresentaram consisténcia nos
trabalhos realizados e que continuam a ser desenvolvidos. E o caso dos trabalhos no
campo da histologia do pulmdo, em que a disrupcdo dos septos interalveolares e a
presenca de corpos estranhos no espaco alveolar, detetados através da observacao
histoldgica, tém contribuido de forma positiva para o diagndstico forense de
afogamento. Também a correlacdo entre o peso dos pulmdes e peso do coragao de
vitimas de afogamento tem permitido a distingdo entre afogamento de dgua doce ou
de 3agua salgada (5] 6u, o estudo da quantidade de liquido pleural encontrado,

igualmente para destringar afogamentos de agua doce vs. de agua salgada.
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Alguns indicadores quimicos e bioquimicos, nomeadamente no que se refere a
constituicdo em eletrélitos ou a quimica do sangue, tém sido trabalhados no sentido

de se obter quantificagdes caracteristicas para a causa de morte por afogamento [/ 43]

[76] Testes de hemodiluicdo foram considerados vdlidos mas apenas para caddaveres
recentes, recuperados nas primeiras 24 horas de afogamento. A diluicdo da ureia ou

(771 [78]

das proteinas totais foram consideradas por alguns autores , tendo no entanto

sido progressivamente abandonados por falta de especificidade e sensibilidade
devidos a fatores como fendmenos autoliticos e putrefativos post-mortem 721
Mantém-se em uso a determinacdo comparativa do teor em ferro em ambas as
cavidades cardiacas como prova de hemodilui¢cdo (721 Qutros constituintes quimicos
foram considerados com potenciais marcadores de afogamento, nomeadamente
estroncio (Sr), flior (F) e outros sais. A quantidade do elemento estréncio no sangue e
no soro foi especialmente investigada por Azparren et al. (731 Baseando o seu trabalho
na diferenca de quantidade deste elemento no sangue dos ventriculos esquerdo e
direito, concluem que para agua doce o método apenas permitia uma taxa de
identificacdo de afogados de 32 %, mas para afogamentos em d4gua salgada era
possivel obter valores de estroncio “tipico” de afogamento (> 75 pg Sr/l). Segundo os
mesmos autores terd sido possivel inferir sobre o tempo de agonia durante o
afogamento, uma vez mais comparando niveis de estroncio entre os ventriculos. No
entanto muitas dguas tém um baixo teor em estroncio, excetuando 4dguas minerais
para consumo humano bem como crustaceos igualmente usados na alimentagdo que
apresentam um elevado teor deste metal, proporcionando a sua eventual entrada por
estas vias, apresentando por isso um cardcter ubiquo a semelhanca das diatomaceas.
Além dos handicaps anteriormente referidos também foi demonstrada a difusdo
passiva post mortem de estréncio para o sangue e 6rgaos, especialmente em agua
salgada, sugerindo uma vez mais a falta de especificidade do método. A metodologia
apenas apresenta consisténcia se aplicada em caddveres recentes ndo putrefatos

recuperados de agua salgada 721,
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O uso de fldor a semelhanca do estréncio aparenta ter alguma utilidade, mas
apenas em dreas em que as aguas apresentem elevadas quantidades deste elemento
quimico, além de todos os testes realizados terem sido conduzidos em modelos

animais, carecendo de reprodutibilidade em cadaveres humanos 721,

Outros elementos minerais foram utilizados na tentativa da sua quantificagdo
comparativa poder ser utilizada como marcador caracteristico de afogamento (78]
Estudos do contelddo do sangue cardiaco esquerdo em teor de sédio (Na), cloro (C/),
magnésio (Mg) e cdlcio (Ca), foram obtidos de corpos recuperados de agua salgada,
permitindo concluir acerca de niveis caracteristicos destes elementos no sangue. Uma

vez mais apenas podem ser considerados para aplicacdo deste método de analise

cadaveres frescos recuperados de dgua salgada.

A anadlise aos constituintes dos alvéolos pulmonares, tanto os normalmente
esperados como os constituintes considerados “anormais”, encontrados na circulagdo

sanguinea, foi proposta por varios autores, nomeadamente Reiter [&0]

gue detetou a
presenca de macroéfagos dos alvéolos pulmonares no sangue cardiaco, sugerindo que
tal teste permitiria inferir acerca do afogamento vital, sendo de particular utilidade em
situacOes de afogamentos domésticos em banheiras ou em 4guas que ndo contenham
fitoplancton ou eletrélitos. Também a analise do surfatante pulmonar, proposta
inicialmente por Lorente et al. Bl através de experimentacdo animal, sugeriu que a
presenca de constituintes do surfatante, como a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina
ou fosfatidilglicerol, permitiriam ndo sé distinguir entre a submersao vital da imersao
post-mortem como também diferenciar entre um afogamento em agua doce de um
ocorrido em agua salgada. Estudos posteriores revelaram relacdo entre a quantidade

de surfatante e tempo decorrido post-mortem, sendo no entanto de admitir uma vez

mais a falta de especificidade do método.

Além das diatomdceas aqui abordadas, também as algas verdes

(Chlorophyceae) foram estudadas como possivel contributo para o diagndstico
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diferencial de morte por afogamento, revelando-se especialmente Uteis em aguas
onde a presenca de diatomdceas é escassa 721 Estas algas verdes oferecem igualmente
a possibilidade de detegcdo através de métodos de genética microbioldgica

empregando técnicas de PCR, facilitando assim a sua detecao [82]

. Apresentam no
entanto a particularidade de ser facilmente desagregadas com os métodos de digestao
tradicionais, sendo por isso necessario recorrer a metodologias mais “suaves” como a
técnica envolvendo Soluene 350° para extracao destes organismos (721 Adiciona-se aos
testes e ensaios atrds apresentados, metodologia mais recente que tem vindo a ser
proposta, nomeadamente a analise ao Peptidio Natriurético Atrial (PNA), segregado
pelas células musculares cardiacas atriais, observando-se uma relacdo entre o seu

aumento no sangue e o afogamento, particularmente em ambientes de agua doce [72]

3] £ no entanto consensual que tais estudos estdo numa fase embriondria sendo

necessario mais dados e casuistica que possam vir a confirmar a validade do uso da

721 Numa fase

guantificacdo de PNA como teste para diagnosticar o afogamento
assumidamente precoce encontram-se também trabalhos que pretendem fazer uso da
detecdo e caracterizacdo de coliformes fecais e streptococcus fecais no sangue de

vitimas de afogamento [84]

e a sua correlagdao com o eventual meio aquatico, existindo
porém diversos fatores que influenciam a aplicacdo deste método post-mortem sendo

por isso necessaria mais investigacao.
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3 - Metodologia no uso de diatomaceas

3.1 - Principio geral

O reduzido tamanho e forma das diatomdaceas conferem-lhes a possibilidade de
penetrarem a barreira alvéolo-capilar, o que, associado a sua presenga em suspensao e
abundancia em praticamente todos os corpos de agua na natureza ou mesmo nos
artificialmente criados pelo Homem, permite concluir acerca da sua eventual presenca
ou auséncia nos diversos 6rgaos de um individuo cuja morte adveio de afogamento [60]
O principio base do teste, e de forma simplificada, consiste na entrada de agua
contendo diatomaceas, numa primeira fase através das vias aéreas até aos pulmdes,
seguindo para a corrente sanguinea a partir da qual atingem diversos oérgaos,
pesquisados post-mortem para a presenca de diatomdceas (fig.7). Considera-se que a
metodologia estd dependente da ocorréncia de um verdadeiro afogamento, ou seja,
gue tenha havido aspiracdao de meio para que ocorra um transporte de diatomaceas
261 dando-se assim entrada de agua na circulacdo sanguinea ndo sé por difusdo e
osmose (hemodiluicdo) mas também através da disrupcdao dos septos interalveolares
gue permitem entrada de particulas em suspensdo na dgua. Durante o processo de
afogamento e com o coragdo ainda capaz de executar batimentos, as diatomaceas
percorrem o corpo através da corrente sanguinea alcangando regides distantes como o
encéfalo ou os rins (Fig. 7). A concentracdo de diatomaceas em tecidos como medula
d0ssea e noutros tecidos sera diretamente proporcional as concentracdes de
diatomaceas no meio de afogamento, sujeitas as variacGes sazonais e a outros fatores
influenciadores. A entrada post-mortem de agua nos pulmdes pode ocorrer, contudo
considera-se que geralmente ndo alcanca a periferia do pulmao, exceto em condicGes
muito particulares como existéncia de elevada pressao da agua 561 A profundidade da
imersdo e a pressao hidrostatica podem por isso ser fatores importantes a considerar
tendo sido efetuados diversos estudos no sentido de avaliar da sua influéncia na

penetracdo de diatomaceas 51 As diatomaceas podem penetrar facilmente as vias

aéreas e chegar ao alvéolos de um cadaver imerso mas a extensdo da entrada de
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diatomdceas varia com a profundidade dessa imersdo. Uma determinada causa de
morte anterior a submersao ou lesdes prévias aparentam interferir com a entrada de
agua nos pulmoes, bem como manipulagées do cadaver tais como o facto de se
encontrar amarrado na zona toracica ou existéncia de um pneumotdrax, ambas as
situacdes encontradas em casos de etiologia médico-legal homicida 561 Admite-se que,
atendendo as diferengas encontradas no niumero de diatomaceas, a sua entrada post

mortem por estas vias apenas represente um terco a um quinto das entradas ocorridas

durante um afogamento [5e],
N\ =
=3
\ R g — -
= omny & /‘/ ;/_\ ’/ ( ' \
\ \ / ‘ /' A ~

Figura 7 - Principio do teste de diatomaceas no contexto de afogamento, in Knight (1996).

Apesar de apresentarem caracteristicas favoraveis ao atravessamento dos
pulmdes para a corrente sanguinea, estima-se que apenas as diatomaceas de tamanho
inferior a 30 um apresentem capacidade para realizar a referida passagem através da

parede alveolar, entrando no sistema circulatério permitindo a sua distribuicdo para
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quaisquer 6rgdos, sendo por isso expectdvel detetar diatomaceas em praticamente
qualquer tecido, do tecido pulmonar a medula dssea (191 Fundamentalmente, podem
ser encontrados dois tipos de diatomdceas ao nivel da medula dssea, diatomdceas
Pennales, normalmente de forma oval ou eliptica com relagdo comprimento/largura
de 2:1 a 5:1, bem como diatomaceas de simetria radial. Contudo as diatomdaceas do

grupo das Pennales tendem a predominar [15] [26]

Na realidade sé algumas diatomdaceas vivas acedem ao sistema circulatério e
posteriormente aos érgaos, mas a maioria dos individuos que ai chegam sdo apenas

frastulas siliciosas capazes de resistir ao muco existente no sistema respiratorio [9],

O numero de frustulas encontradas tende diminuir a medida que se avanca na
rede de vasos e 6rgdos, sendo de esperar uma frequéncia maior no tecido pulmonar e

menor nas amostras de tecido da médula dssea .

3.2 - As colheitas de tecidos

O uso de diatomaceas no contexto da investigacdo forense de mortes por
afogamento inicia-se pela colheita de tecidos e/ou érgaos, a realizar em cadaveres cuja
morte se suspeite ter ocorrido devido a afogamento, sendo por isso uma fase comum

a todos as metodologias e abordagens propostas ou atualmente executadas.

A selecdo e valorizagdo dos drgdos e tecidos a colher, a extensao das colheitas e
a localizacdo no 6rgdo dessas mesmas colheitas tém variado segundo as abordagens
propostas por alguns autores. O recurso a utilizacdo da médula éssea como amostra de
eleicdo de tecidos do cadaver onde a presenca de diatomaceas serd mais reveladora
de “morte por afogamento” impera na maioria das publicacdes. No entanto, as
opinides dividem-se quanto a utilidade de outras amostras colhidas e qual o seu
contributo para formular um diagnéstico. A presenca de diatomdceas, a sua analise

guantitativa e qualitativa em certos tecidos ou fluidos, representa para alguns um
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complemento dos achados da medula dssea, refletindo um processo gradual de
“" . ~ ” H . 7

colonizagao” do corpo que culmina com o alcangar do tecido medular dsseo,
enquanto outros defendem que porque a medula dssea esta protegida da penetragao

passiva de diatomaceas, uma vez que o 0sso ndo é poroso, apenas deve ser valorizado

o que ai for encontrado, sé assim se podendo admitir uma “positividade” do teste [5s1,

Ha ainda quem, ndo excluindo as amostras de rins ou pulmdes, referem a medula

dssea como preferencial, uma vez que as diatomdaceas encontradas tém uma menor

probabilidade de ai se terem depositado ante-mortem (1571201

As recolhas realizadas em cavidades externas como boca, nariz ou canais

auditivos também sdo referidas por alguns autores, mas devem ser tratadas com

(14]

precaucdo ", e que em conjunto com as amostras de pulmao, encéfalo, rim, figado e

baco, fornecem indicios e informacado adicional relativamente aos achados da medula

[33] [26]

dssea [6011%5] 'hem como aumentam a proporcdo de resultados positivos do teste,

facilitando a correta identificacdo do meio onde ocorreu o afogamento, por ampliagao

da lista de diatoméaceas encontradas no cadaver 2% 19,

Além da recolha de putativo meio de afogamento, e segundo alguns autores,
outros fluidos devem ser analisados pois a informacdo obtida poderd ser de grande

utilidade para um veredito final (271,

[85]

Segundo o método proposto por Timperman ', que vigorou durante varias

décadas como o mais consensual, as colheitas devem incidir sobre a médula dssea e
rim, mas também segundo o autor deveria ser realizada a digestdo de um pulmao na

sua totalidade, acarretando morosidade ao processo e necessidade de infraestruturas

55]

laboratoriais acrescidas °°!. Trabalhos mais recentes continuam divididos entre a

focalizacdo em diatomdceas encontradas exclusivamente na medula dssea (197 (23] [54]

analise de achados de um numero considerdvel de amostras como sangue, contetddo

gastrico e duodenal, rim, figado, pulmado e naturalmente medula dssea (57112711551,
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A médula dssea de eleicdo é a de origem femoral apesar de alguns autores
admitirem também realizar colheitas do esterno, onde se poderdo encontrar
diatomdceas em numero superior ao do préprio tecido femoral, uma vez que se julga
beneficiar de um menor intervalo de deposicdao de diatomdaceas em relagdo a medula

femoral, para além de ser sistematicamente e por regra removido na autdpsia

evitando assim a necessidade de mutilagao do cadaver (851,

Outra componente das colheitas que continua a variar de autor para autor

relaciona-se com o peso e extensdo das amostras a colher. Segundo o método classico

[85]

sugerido por Timperman "', em sede de autdpsia o procedimento deveria preconizar

a remocgao de um osso femoral completo de onde seriam removidos cerca de 50 g de
medula para posterior digestdao em acido nitrico. No entanto, outros sugerem a

remogao e aproveitamento da totalidade da medula dssea da didfise femoral ou de

| (58] 331 [55]

0sso esterna ou ainda, de medula de cerca de 15 cm de diafise femoral (fig.

8) da qual seriam apenas sujeitas a tratamento aproximadamente 5 a 10 g de tecido [27]

(16]

Figura 8 - Colheita de porg¢do de didfise femoral de acordo com Hiirlimann et al. (2000).

As colheitas de amostras dos restantes tecidos sdo também objeto de

interpretacdo e valorizacdo distinta segundo os trabalhos analisados.
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Relativamente ao tecido pulmonar foi mesmo sugerida a colheita e posterior

(85]

digestdo completa de um pulmao , que pelos inconvenientes j& abordados

anteriormente ndo se revela exequivel, e por isso a maioria dos autores propde

colheitas de menor monta, rondando as 10 a 20 g de tecido pulmonar por pulm3o "

[58] [85]

51 Ainda segundo o método cldssico desenvolvido por Timperman "> as colheitas a

realizar deveriam ser efetuadas ao nivel da periferia do pulmdo com intuito de
menorizar a possibilidade de contaminacdo proveniente da agua presente nos

bronquios e bronquiolos, ao passo que outros métodos propdem tanto a utilizacdo de

[55]

amostras da superficie bem como de profundidade . As amostras de tecido

pulmonar foram objeto da maior atencdo por parte de alguns autores, com

3 [55]

metodologias a propor colheitas de “cubos” de cerca de 1 cm ou “faixas” de tecido

na superficie de cada pulm3o " (Fig. 9). O exame do exsudato pulmonar permite dar

uma indicag¢do preliminar da quantidade de diatomdceas eventualmente presente [61],

Figura 9 - Colheita de “faixas” da superficie pulmonar de acordo com Hiirlimann et al. (2000).

O rim é também proposto como um dos 6rg3os a colher integralmente " (fig.
10) ainda que durante o procedimento de tratamento e digestdo apenas uma porgao
seja alvo de analise. Na sua maioria os métodos propostos consideram cerca de 10 a

20 g de tecido renal como suficiente para o estudo [331 (24] [551 1561

27



Diatomaceas no contexto da investigacdao das mortes por afogamento

Figura 10 - Colheita de rim de acordo com Hiirlimann et al. (2000).

A quantidade de tecido hepatico (fig. 11) a recolher varia segundo os autores
entre 2 a cerca de 100 g ?Y 5% havendo mesmo quem considere que se devera colher

na necropsia uma quantidade de cerca de 250 g, mas das quais apenas serdo usadas

[27]

efetivamente cerca de 180 g '*”. E consensual que deverdo ser realizadas ao nivel de

ambos os lobos. O exame ao figado é considerado de grande importancia para alguns

atendendo tratar-se de um 6érgdo ricamente vascularizado [33], mas também

considerado por outros como amostra de substituicdo, (juntamente com conteudo
gastrico, duodenal e rim) ou seja para uso no caso de auséncia de tecido pulmonar,

sangue ou medula dssea (271,

Figura 11 - Colheita de porg¢do de tecido hepatico de acordo com Hiirlimann et al. (2000).
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Amostras de sangue (fig. 12) sdo igualmente propostas como matriz para o

estudo de presenca de diatomaceas ?7

, ainda que apenas uma minoria de autores
proponha o seu uso. Podem ser realizadas colheitas ao nivel do corag¢ao esquerdo ou
direito e a concentracdao de diatomaceas ai tem-se revelado bastante falivel, sem que

existam estudos sobre a relacdo entre a concentracdo sanguinea de diatomaceas e a

[55]

inalacdo de agua no decurso de um afogamento

Figura 12 - Colheita de amostra de sangue cardiaco de acordo com Hiirlimann et al. (2000).

Outras amostras sdao referenciadas como eventualmente passiveis de serem
pesquisadas para a presenca de diatomdaceas revelando-se Uteis para avaliar acerca da
ocorréncia de um afogamento. Sdo usadas por exemplo amostras de encéfalo ou de
conteudo gastrico (fig. 13) e duodenal, defendendo os autores que devidamente
avaliadas essas amostras poderdo ser bastante informativas fornecendo dados que

. . lusBes 271 19] fal sedei A I localizacs
permitam tirar conclusdes . O encéfalo reveste-se de importancia pela localizagdo
afastada dos pulmdes e pela sua protecdo em relacdo ao exterior e ao dano, conferida

pelo cranio .
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Figura 13 - Colheita de contetido gastrico de acordo com Hiirlimann et al. (2000).

Em resumo, a selecdo de amostras para aplicacido da metodologia das
diatomdceas tem sido variada. A amostra consensualmente mais relevante e
informativa é a medula éssea oriunda da diafise femoral seguida do tecido medular do
esterno. O critério para o uso de outras amostras aparenta ser a sua disponibilidade e
conclusdes que cada autor sustenta poder extrair da sua andlise. A massa de amostra a
recolher é também bastante varidvel bem como o critério para a sua localizacdo. Em
resultado da auséncia de harmonizacdo relativamente a selecdo e quantidade de
amostra a analisar, verificar-se-4 a impossibilidade de analise comparativa entre
métodos propostos e logo auséncia de reprodutibilidade impossibilitando o uso da

metodologia de forma mais abrangente.

3.3 - As colheitas de meio de afogamento

Se é relevante a possibilidade do método das diatomaceas poder contribuir
para a determinacdo da causa de morte por afogamento (ou eventualmente a sua
exclusdo), ndo é de menor importancia a possibilidade de se inferir acerca do local de

afogamento através da analise das diatomaceas encontradas nos tecidos e 6rgaos
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através da sua comparag¢ao com a comunidade de diatomaceas existente no suposto

local de afogamento.

N3o sendo aplicado em todos os trabalhos analisados, especialmente os mais

[56] [85]

antigos , € atualmente generalizada a recolha de meio de afogamento quando

este for conhecido ou sendo desconhecido, exista uma suspeita, ou ainda quando o

cadaver tenha sido recuperado noutro local ou em terra firme 27154,

A possibilidade de ser realizada comparagdo com o meio de afogamento nao se
restringe as diatomaceas extraidas pela metodologia em analise. Existem trabalhos
que na tentativa de ligar suspeitos a um local, compararam diatomaceas encontradas
em roupas e calcado de suspeitos e vitimas com comunidades de diatomaceas do local
do crime encontrando similitudes que permitiram concluir acerca de uma exposi¢ao

comum ao mesmo corpo de agua *°.

Uma vez mais ndo existe padronizacao na recolha de meio de afogamento e

alguns autores limitam-se a indicar que foi colhida amostra, ndo sendo indicada

[20] [19]

guantidade de meio ou critérios que presidiram a recolha

Figura 14 - Colheita de meio contendo diatoméaceas epiliticas (adaptado de Instituto da Agua, 2008).
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Segundo trabalhos mais recentes 7] devem ser colhidos cerca de 1000 ml de
meio na zona superficial. Nos casos em que o local de afogamento seja um ribeiro, um
leito de rio ou margens de um lago devem ser igualmente recolhidas cerca de 200 ml|
de amostra ao nivel do fundo, ou seja, procurando alcangar zona onde existem
diatomaceas benténicas e perifiticas. Em simultaneo devem ser recolhidas amostras
do proprio substrato (fig. 14), normalmente composto de pedras, sedimentos ou
plantas aquaticas. As amostras de meio deverd ser adicionada Formalina (4 %) ou

soluto de Lugol (fig. 14d) seguindo-se armazenamento no escuro.

3.4 - A contaminac¢ao

3.4.1 - Contaminacao nas colheitas e analise

Talvez um dos fatores mais apontados como ébice ao seu uso como teste
forense seja a contaminacdo por diatomaceas externas ao sistema meio de

2 abordada por todos os “autores-defensores” como sendo

afogamento-corpo |
possivel de eliminar ou tornar desprezivel. Tal pode ser alcancado com recurso a
diversos cuidados na aplicacdao do método, que vao desde a remogao e movimentagao
do cadaver do meio em que se encontra até aos reagentes e instrumentos utilizados
laboratorialmente para colheita e extracdo. Sugerem ainda os autores que, se maior
atencdo tivesse sido atribuida a metodologia, talvez a ocorréncia de discussdes
cientificas em torno de certos aspetos do teste das diatomaceas ndo tivessem razdo de
existir 27\, Northcott & Green [86], no decurso de ensaios com medula esternal,
sugeriram a possibilidade de alguns resultados serem fruto de uma contaminacdo
proveniente dos reagentes, nomeadamente dos dacidos utilizados no processo de

digestdo dos tecidos, ainda que nos trabalhos que se seguiram ndo tenham sido

adotadas medidas preventivas ou de despistagem de possiveis contaminacgdes.
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Atualmente a padronizacdo de medidas “anti-contaminagao” continua
indefinida e com excecdo dos trabalhos adiante referidos, muitos autores sdao vagos ou

omissos neste item da metodologia.

O pré-requisito para o sucesso do teste, tal como apontado, é a total auséncia

de contaminagdao nas amostras recolhidas [27] 116] [53]

, implicando pois uma colheita
sequencial, numa ordem predefinida e com recurso a instrumentos e reagentes,
incluindo dgua de lavagem, completamente isentos de diatomaceas na sua superficie
ou composicdo. Para tal, devem ser submetidos a rigorosa andlise para detecdo da
presenca de diatomdaceas. Inclui-se neste ponto as prepara¢des comerciais a utilizar e
as luvas de protecdo individual no decurso de todo o procedimento. A dgua a utilizar
deve ser purificada com recurso a filtracdo e ultrafiltracio osmética, com a qual

também os instrumentos e luvas devem ser lavados 27!

. A exigéncia em relacdo a

material descartavel e instrumentos deve incluir a mudanca de luvas e de utensilios de

corte e recolha durante as varias fases do método e na sequéncia da passagem de

orgdo para orgao 551 A fonte de contaminac¢do primdria é, juntamente com os

reagentes ja referidos, a serra de lamina vibratéria em uso na sala de autdpsia para
~ ~ [14] [19] [20] isti

extragdo da porgdo de osso femoral , que, pelas suas caracteristicas se torna

dificil de descontaminar, necessitando de particular atencao (601

A contaminagao presente em luvas, nomeadamente através do uso de
substancias pulverulentas como o talco representa também um risco acrescido, tendo

T . N . . , A . 1 4
em conta a possibilidade de existéncia de diatomaceas nessas substancias [16] [9],

essencialmente na forma de géneros fosseis ¢ 21,

As diatomaceas presentes
introduzidas no processo de producdo do talco sdo essencialmente diatomaceas
encontradas no solo, que, quando identificadas por especialista qualificado, permitem
concluir por uma possivel contaminacdo daquela origem. Seja por estarmos em
presenca de géneros fdsseis seja pelas dissemelhancas com as diatomaceas aquaticas
provenientes de um local de afogamento, os falsos positivos podem ser facilmente

detetados [°% 7],
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A descontaminagao de material ndo descartavel deve ser igualmente realizada

através da suspensdo em solucdo molar de hidréxido de sédio (NaOH) [55]

, capaz de
provocar a dissolu¢do da carapaga siliciosa das diatomdceas. Devem ser observados
certos cuidados também na remocgao do caddver ou partes deste do local de
afogamento (ou de aparecimento), bem como com o seu transporte, mitigando a
hipétese de introducdo de diatomdceas externas ou a alteragdo quantitativa das

60]

diatomaceas presentes 601 atendendo uma vez mais a possibilidade de outras portas

de entrada de diatomdaceas que ndo as vias aéreas (e.g. feridas abertas) ou a influéncia

da profundidade e pressdao da dgua na entrada “forcada” de diatomaceas (5]

, ho que
alguns autores consideram ser um processo de contaminagao passiva 2] Experiéncias
realizadas revelaram no entanto que a entrada de diatomdaceas em corpos de animais
severamente lesionados antes da submersao foi consideravelmente menor do que em
individuos em que o afogamento decorreu sem que estes apresentassem quaisquer

lesdes

A identificacdo de diatomadceas introduzidas por via da contaminacdo no
processo de recuperacdo do cadaver, colheita de amostras, manuseamentos,
tratamento laboratorial e processo digestivo, observacao e identificacdo de amostras,
poderd assim ser realizada concluindo-se pela presenga de “falsos positivos”, sendo
necessario que, como ja anteriormente referido, a analise esteja a cargo de

especialista em diatomaceas (511611 (801

3.4.2 - Presenca de diatomaceas ante-mortem

Fortemente apontado como causa para o desaconselho ou inviabilidade do uso
das diatomaceas como teste nas situacdes de investigacdo forense da morte por
afogamento, a presenca de diatomdceas em tecidos de cadaveres em que a causa da
morte foi outra que ndo o afogamento foi apontado por diversos autores,

[35] [88] [47] [89]

essencialmente num estddio embrionario dos estudos . Também a
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descoberta de diatomaceas em individuos vivos, relatada em alguns ensaios, aparenta

contribuir para o que alguns autores consideram falta de fiabilidade do método 1! *%

Na década de 60, Otto °Y, assinalou a presenca de diatomaceas no tecido
pulmonar em pacientes acometidos de silicose, resultante de exposicao profissional
dos trabalhadores de minas de diatomito, sem que estes naturalmente tivessem

sofrido de afogamento. Outros autores reportaram a presenca de diatomdceas nos

orgaos mais relevantes de cadaveres ndo afogados tais como Spitz & Petersohn (3511881

92] [93]

seguido por Porawski 921 Koseki *! e outros autores gue também apresentaram

estudos nos quais foram detetadas diatomaceas de uma forma genérica o, Burger [33]
sugere mesmo a existéncia de um nivel “natural” de diatomdceas presente em todos
os individuos, admitindo no entanto que este nivel basal de diatomaceas seja bastante

varidvel em fungdo de inimeros fatores ambientais °*.

Sendo reconhecidamente ubiquas, as diatomaceas podem ser encontradas no
ar, solo e naturalmente na agua, onde em processos industriais como extracdo de
diatomito, producao de talco, fabrico de quadros de arddsia, agentes de limpeza ou de
produtos abrasivos como pasta dentifrica, sdo introduzidas na sua constituicdo e assim

entram em contacto com a atividade e habitos humanos #/1491160],

A presenca de diatomaceas em suspensdo no ar e a possibilidade da sua
inalacao foi particularmente investigada ao longo de varias décadas. Geissler & Gerloff

461 concluiram pela sua presenca, estimando uma quantidade de 100 a 7795

%5l Dayan et al. %] yemonstraram a sua capacidade de

diatomaceas por 500 m> no ar
serem transportadas a consideraveis distancias onde eventualmente podem ser
inaladas. Mais, demonstraram a auséncia de diatomaceas em tecido pulmonar em
ambientes isentos de fontes de diatomaceas, através de experimentacdo animal (o1,
Contrariamente, estudos levados a cabo em nados-mortos terdo demostrado a
presenca de diatomdaceas nos orgaos analisados, levando os autores a concluir pela

completa exclusdo da metodologia BS Muller ™ tentou demonstrar gue as
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diatomdceas podem passar do ar atmosférico para os oérgdos, encontrando
diatomaceas nos rins, figado e trato gastrointestinal de ratos mas ndo nos pulmdes, de

69 " Diversos trabalhos se

uma forma considerada inexplicdvel e surpreendente
seguiram confirmando em maior ou menor extensdo a possibilidade de inalagdo de
diatomaceas e a sua possivel incorporacdo nos tecidos humanos incluindo a medula
6ssea ). Os trabalhos de Spitz > foram reforcados através da experimentagdo animal
realizada por Volkheimer et al. ° que recorrendo a particulas de PVC e granulos de
amido comprovou a propagac¢do destes materiais através da corrente sanguinea e a
sua deposicdo nos 6rgaos e nos fetos daqueles animais (Octolagus sp. — coelho
Europeu). Em 1966, Spitz & Schmidt B4 recorrendo também a experimentacdo animal,
introduziram por via gastrica e por via aérea (através de uma traqueotomia), particulas
de latex que foram supostamente detetadas tanto ao nivel da corrente sanguinea
como do epitélio pulmonar. Os mesmos autores colheram em meses distintos varias
amostras de ar (1963), observando uma sazonalidade na ocorréncia de diatomaceas no
ar. Schellman & Spearl 431 demonstraram, através de um sistema de ultrafiltracao, a
presenca de diatomdaceas na medula éssea de individuos cuja morte ndo decorreu por
afogamento. Seguiram-se alguns trabalhos relatando o aparecimento de diatomaceas
tanto em individuos afogados como em ndo afogados, dos quais se destacam os

d [47] [96]

realizados por Foge , que mesmo invocando argumentacao favoravel ao uso do

teste, apresentou dados que, segundo este, inviabilizavam por completo a sua

aplicacdo na investigacao forense das mortes por afogamento [457196],

Em termos anatomo-fisiolégicos, as particulas de poeira inaladas (incluindo
diatomdceas) penetram através das vias aéreas e alcancam os brénquios terminais
onde sdo eliminadas por purificacdo natural pelo tapete muco-ciliar existente desde os
brénquios até a traqueia e posteriormente eliminadas através da expetoracao [5s1 pelo
gue as eventuais diatomaceas que penetrem a barreira alvéolo-capilar terdo
dificuldade acrescida para alcancarem a corrente sanguinea e posteriormente a

medula éssea, reduzindo assim a possibilidade real de contaminacdo por via aérea.
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Segundo Ludes et al. [16]

nao existe um verdadeiro problema em torno das
diatomaceas encontradas em vitimas ndo afogadas, pois estas sdo facilmente
distintivas e distinguiveis das diatomaceas de agua doce, uma vez que estas, como ja
anteriormente referido, sdo tipos fdsseis encontrados em substancias

B7) systenta

comerciais/industriais como o talco, tintas, verniz, etc. Também Peabody
que sob analise detalhada e realizada por especialistas as situagdes podem ser
facilmente identificadas, ndo havendo razdo para verdadeira critica em relacdo a este

ponto, conclusdo partilhada por diversos outros autores [24] 1197 {20]

Uma segunda hipotética fonte de “contaminacdo” ante-mortem tem origem na
ingestdo de alimentos, nomeadamente marisco (crustaceos e moluscos), que contém
elevadas quantidades de diatomaceas, com capacidade de entrada na corrente

1491 1611 98] " Alimentos como saladas ou a prépria dgua

sanguinea e alcance dos tecidos
de uso doméstico podem ser fonte de diatomdceas, contribuindo eventualmente para
uma acumulag¢do nos tecidos, essencialmente na medula dssea 71 Existem regioes
onde a presenca destas na dgua canalizada é em numero significativo, podendo, por
isso uma analise diatomoldgica prévia desta dgua, auxiliar no diagndstico de
afogamento (2611611 )4 em 1980, Hendey (101 considerava a hipdtese de existéncia de
diatomdceas em certos alimentos tais como legumes que entram em contacto com
diatomaceas através da agua, mas principalmente em ostras, pela capacidade

filtradora apresentada por estes organismos 551,

A absorcdo digestiva de diatomaceas representa uma problematica maior

devido a discordancia de resultados entre autores °°., Spitz (8]

através de experiéncias
com ratinhos sujeitos a alimentacdo rica em diatomaceas relatou a sua presenca em
cerca de 92 % dos 6rgdos analisados, e em 1966, trabalhando com caes, observou o
aparecimento de diatomdceas apds 10 minutos no sangue venoso e arterial, bem
como decorridos 60 minutos na urina. Experiéncias reproduzidas ja anteriormente por

Waltz P mostraram resultados semelhantes mas com surgimento de diatomaceas

apenas 120 minutos depois da administracdo. Por outro lado Schneider (1001 |eyando a
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cabo ensaios semelhantes nao encontrou qualquer alga em o6rgdos de ratos

alimentados com suspensdes de diatomaceas.

Outros estudos foram realizados procurando avaliar da capacidade de entrada
de diatomaceas por via digestiva. Um dos critérios pesquisados foi o tamanho das

[95]

frastulas, assim, Volkheimer > concluiu da possibilidade de algas com didmetro de 8 a

70 um atravessarem a barreira intestinal e atingirem a corrente sanguinea °* [°1,
Mueller ! concluiu que apenas foram encontradas diatomaceas no intestino e
estdbmago dos cdes apds uma semana a serem alimentados com uma bebida contendo
estas microalgas, mas nenhuma foi encontrada nos rins daqueles animais. A
eliminacdo de diatomaceas foi entdo igualmente estudada por Schneider [200] que
determinou a eliminacdo fecal em cerca de 80 % e a urinaria em apenas 2%. Em maior
ou menor extensao foi sendo reportada a presenca de diatomdaceas em individuos cuja

morte ndo decorreu de afogamento ! ©°

, ho entanto, os critérios para a andlise e
pesquisa de diatomaceas bem como o valor relativo que cada autor atribuiu aos
achados foram bastante varidaveis, podendo dificilmente comparar-se resultados.
Ainda assim, é de admitir que uma parte indeterminada das diatomdaceas encontradas
nos 6rgaos dos sujeitos nao afogados provird de alimentos e bebidas durante a vida do
sujeito 551 Tais efeitos poderdo estar relacionados eventualmente com ocupacgdo
profissional (e.g. mergulhadores profissionais) ou idade dos individuos, sugerindo uma
exposicdao prolongada e logo uma maior probabilidade de serem encontradas
diatomaceas de origem absortiva. Calder (101 vealizou estudos acerca desta
problematica em mergulhadores profissionais onde concluiu acerca do valor da
medula éssea como tecido de eleicdo para a pesquisa de diatomaceas, ou seja, que a
medula dssea serd, em funcdo do tempo, a amostra onde serdo em ultima instancia

encontradas diatomaceas.

Tendo em conta a reduzida quantidade de diatomaceas atualmente existentes
na agua doméstica, as condi¢des de higiene e tratamento dos alimentos comuns, e, o

consumo generalizado de aguas sujeitas a ultrafiltracdo engarrafadas, esta via de
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entrada e contaminag¢dao ante-mortem aparenta ser cada vez mais desprezavel e
tendencialmente afastada da discussdo cientifica, excetuando-se aqui o consumo

reiterado de marisco que devera ser tido em conta pelas razdes ja apresentadas.

3.5 - Métodos de extracao e purificacao

A metodologia para extracdo das frustulas presentes nos tecidos requer
cuidados acrescidos, atencdo e especializacdo para que se consigam obter frastulas
completas de diatomaceas, mas também deve ter uma metodologia de extrema
sensibilidade uma vez que podemos estar na presenca de amostras que contenham
apenas um numero muito reduzido de individuos 601 ‘£ também fundamental avaliar a
possibilidade de digestdo de diatomdceas conjuntamente como os tecidos-alvo,
comprometendo necessariamente os resultados. Em fungdo disto, varios estudos
propdem que o método a escolher devera ter em conta ndo sé a eficdcia na digestdo
dos tecidos das amostras mas também a densidade e a variagdao especifica de
diatomaceas eventualmente presentes nos tecidos (1021 - p correlacdo que se pretende
obter com o lugar de afogamento implica também metodologia adequada para
amostras do hipotético meio de afogamento, salvaguardando sempre a problematica

da contaminacdo ja anteriormente abordada.

O método de digestdo deve procurar ser: (1) um processo simples, seguro e
rapido, (2) em que o equipamento e instrumentos sejam de baixo custo e isentos de
diatomaceas, (3) a destruicdo de frustulas por acdo do método seja baixa ou
idealmente nula e, (4) os residuos organicos sobrantes sejam minimos nado interferindo

com a observacao microscopica 1021

Durante décadas foram desenvolvidas diversas abordagens, algumas com
pequenas variacdes entre si, com intuito final de isolar diatomaceas das amostras de

tecidos e dgua. De entre os métodos desenvolvidos, alguns revelaram-se mais eficazes,
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como por exemplo o recurso a digestdo acida através de acido nitrico, método
amplamente usado B9l 4 gue se juntaram outros que vieram a cumprir o objetivo de
forma relativamente eficiente como a digestao enzimatica (através de proteinase K)
ou o emprego de solubilizante Soluene 350®, uma base organica forte produzida a
partir do tolueno. Alguns métodos surgiram como propostas dos seus autores como
variantes ou melhoramentos de métodos ja existentes, como seja por exemplo a
conjugacao acido nitrico + perdxido de hidrogénio ou o método de desorganizagao
“CAN” recorrendo a dacido nitrico e a um dispositivo concebido especialmente para
aquele efeito, ou ainda a combinacdo de metodologia enzimdtica com digestdo
quimica. Reporta-se ainda o uso de radiagdo ultrassonica e de outros métodos
puramente fisicos como a centrifuga¢dao simples, a centrifugacdo por gradiente de

densidade ou a ultrafiltragdo membranar, com resultados e eficacia variaveis (581,

3.5.1 - Digestao acida em tecidos

Um dos primeiros métodos de digestdo propostos consiste na digestao acida
de tecidos, recorrendo a acido nitrico (HNOs) (Tomonaga) (56l (Timpermann) 431 ou
acido cloridrico (HCIl) concentrado em conjugacdo com acido sulfurico (H,SO4) (Tyagi)

[59], da qual derivam, mais recentemente, técnicas como o uso de acido sulfurico

diluido (Fucci) (1031 pe Muller & Gorgs (1041 3 trabalhos mais recentes (Ago et al.) [25]

varios foram os autores que privilegiaram o uso deste método. Timpermann [43]
dissolveu medula esternal em 50 cm?® de acido nitrico para posterior analise e detecdo
de diatomaceas. A solucdo resultante foi entdo centrifugada, descartado o
sobrenadante o residuo obtido é colocado em lamela para andlise ao microscépio. Tal

(19200 gye vieram introduzir algumas

metodologia sofreu posteriormente modificacdes
variacdbes ao método original, nomeadamente sujeicdo da solucdo a placa de
aquecimento durante 48 h, uma segunda centrifugacdo apds adicdo de dgua destilada,

aspiracdo do material resistente ao acido através de uma pipeta Pasteur seguido de
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(59]

colocagdo em lamina e respetiva observagdo ao microscépio otico Esta é

correntemente a versdo da utilizacdo da digestdo dcida mais amplamente usada na

metodologia das diatomaceas [60]

Peabody 571 30 recorrer a digestdo acida combinou o uso de dacido cloridrico
concentrado com 4cido sulfurico seguido da aplicagdao de nitrato de sédio (NaNO3). A
suspensdo resultante depois de convenientemente lavada com agua isenta de

diatomdceas é re-suspensa em acetona para montagem de preparag¢des definitivas.

Yange et al. '* desenvolvem j& mais recentemente um método baseado na
digestdo acida designado “Disorganization can” consistindo de um dispositivo selado
com Teflon® com grande capacidade de resisténcia a corrosdo, pressao e
temperatura, construido com objetivo de melhorar a digestdo com 4acidos fortes.
Composto de trés partes interligadas, as amostras, que deverdo ser de tamanho
reduzido, sdo introduzidas no corpo do dispositivo, e, sob acdo de acido forte e
temperatura elevada, os tecidos organicos sdo liquefeitos para extracdo de
diatomaceas. A aplicacdao do processo consiste na adicao de amostras de 4 g em 4 ml
de acido nitrico ao interior do instrumento fechando-o sob forte pressdo. Segue-se a
colocacdo em estufa a 102 °C durante 100 minutos e posterior arrefecimento. A
solucdo resultante é centrifugada em agua destilada e o precipitado recolhido para
analise ao microscopio 6tico. A “disorganization can” permite o uso de altas pressées
e elevada temperatura conferindo a digestdao acida maior capacidade diminuindo o

. 102
tempo consumido no processo %%,

Em 1954 Tamonaga ®® ja havia proposto o “disorganization method”, uma
metodologia baseada na digestdo acida que dispde de quatro niveis de intensidade,
que, segundo o autor, deverdao ser utilizadas em funcdo dos tecidos e da sua
resisténcia a digestdo. Os niveis comecam pela desorganizacdo a baixa temperatura
(temperatura ambiente), adequada para tecidos de baixa resisténcia. Num patamar

superior segue-se a fumigacdo dos tecidos com vapores de acido nitrico e sulfurico
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aquecido em banho-maria (entre 60 a 80 %C). Para tecidos gue apresentem ainda
maior resisténcia prop&e o aquecimento daqueles acidos em placa de areia (80 a 300
°C). Finalmente, na maxima capacidade digestiva deste método, surge a possibilidade
de aquecimento em cadinho atingindo temperaturas da ordem dos 500 °c.
Simultaneamente com a necessidade de adequar a intensidade do método ao tipo de
tecido, devera existir uma adequagdo ao tipo de diatomaceas presentes,
nomeadamente se se tratar de diatomdaceas marinhas, mais vulnerdveis aos niveis
mais intensos do método e que podem ser totalmente destruidas ou eventualmente

fortemente danificadas comprometendo a sua identificagao.

Ainda tendo por base a digestdo acida, Krstic et al. [21] propuseram uma

sequéncia consistindo em tecidos tratados 24 h com peréxido de hidrogénio (H,0,) aos
quais foi posteriormente adicionado acido sulfurico completando a oxida¢do da
matéria organica. Segue-se uma adicdo de permanganato de potdssio (KMnQOy)
corando a solucdo de violeta, e de seguida acido oxdlico (H,C,04) revertendo
novamente a coloracdo. Apds 24 h de sedimentacdo é adicionada agua isenta de
diatomaceas a amostra e procede-se a centrifuga¢dao. O residuo resultante é utilizado

para montagem de preparacdes definitivas.

Diaz-Palma et al. °¥ procuraram desenvolver um método padronizado para
detecdo de diatomaceas em tecidos baseado na combinacdo dos métodos de digestdo
acida e digestdao enzimatica, tendo-se revelado promissor ndo sé na extracdo de
diatomaceas céntricas completas, como também de outras microalgas (dinoflagelados
principalmente), sendo proposto como um método pioneiro e abrangente para todas
as microalgas eventualmente presentes nas amostras. Tal metodologia permite
também obter fragmentos de diatomaceas céntricas e pinuladas com qualidade
suficiente para a sua identificacdo, o que significa que podera ser suficientemente
agressiva na digestdo dos tecidos mas simultaneamente sensivel evitando danos nas
frastulas das diatomdceas presentes, uma das maiores desvantagens da digestdao

acida. Os autores deste método propdem um estudo integrado dos achados de
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microalgas como ferramenta vdlida, segura e sensivel para o diagndstico na pratica

forense.

Mais recentemente, um novo procedimento foi proposto para a extragdo de
diatomaceas no diagnodstico forense das mortes por afogamento. Fucci (1031 tornou
possivel a utilizagdo de acido forte diluido (acido sulfurico a 30 %) com resultados
semelhantes a metodologia tradicional no que se refere a capacidade de digestao dos
tecidos mas com a vantagem de preservar as frastulas siliciosas tanto de diatomaceas
marinhas como de dgua doce e impedir a existéncia de precipitados, o que contribui
para a agilizacdo do método eliminando etapas e facilitando a observagdo e posterior
identificacdo ao microscépio. A utilizagdo de 4cido diluido e ndo altamente
concentrado tal como preconizado na metodologia classica, constitui também uma
mais-valia no que respeita a seguranca do operador. Uma vantagem adicional
apresentada pelo autor é a da possibilidade de serem observados outros

microrganismos aquaticos (radioldrios) reforcando o diagnéstico de afogamento.

3.5.2 - Digestao acida em amostras de meio de afogamento

A necessidade de obter amostras de meio e da sua analise para o
conhecimento das popula¢cdes de diatomaceas presentes, pelas razdes ja abordadas,

conduziu a aplicacdo de metodologia da digestdo quimica acida as amostras de agua.

597 realizou diversas recolhas em varios locais, nomeadamente pogos,

Tyagi
lagos e furos, que submeteu a acdo de acido concentrado. O procedimento adotado
consistiu no tratamento das amostras com 4acido cloridrico (HCI) concentrado
descartando o sobrenadante, adicdo de acido sulfurico oxidando a matéria organica
presente (escurecendo a solug¢do). O novo sobrenadante foi arrefecido e adicionou-se

nitrato de sddio (NaNos) em estado sélido, ao que se seguiu novo aquecimento

(passando gradualmente de coloragdo acastanhada a transparente). Apds lavagem
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com agua destilada o residuo resultante foi re-suspenso em acetona para analise em
ldmina de microscdpio. Pollanen 28] também recorreu a digestdo acida para aplicacdao
de amostras do meio. Destacam-se igualmente os trabalhos que tiveram por base a
digestdao dacida realizados por Ago et al. 2] gue consistiram numa concentragao de
amostras de dgua do mar (com recurso a centrifugacdo) incubada em camara com

59 A amostra foi lavada

vapores de acido nitrico produzidos em agua em ebulicdo
duas vezes com d4gua purificada e duas vezes com etanol puro e novamente
centrifugada. O residuo resultante foi entdo aquecido e seco numa lamina de vidro,
tendo sido analisado em microscdpio com ampliacdo de 400x. No que se refere a

[106] colheram

colheitas de diatomaceas epiliticas presentes no meio, Bhatt et al.
através de raspagem de rochas (cerca de 3 mm? de superficie) amostras que foram
sujeitas a acido nitrico (HNOs) e dicromato de potdassio (K,Cr,07), centrifugadas a
10000 rpm por 10-30 minutos, descartando o sobrenadante. O residuo foi passado
duas vezes por isopropanol (C3HgO), seguido de lavagem com xileno [CgH4(CHs),]. O

resultado é finalmente suspenso em d4gua destilada com intuito de montar

preparacdes definitivas em balsamo do Canada.

Apesar das abordagens anteriormente referidas, é no entanto, a metodologia
oriunda das técnicas de diagndstico da qualidade das dguas, aplicadas a medicina legal,

(161 551 " As recolhas deverdo ser

gue sdo mais usadas com resultados positivos
realizadas em numero de duas, tendo em conta uma recolha de agua propriamente
dita para pesquisa de diatomdceas planctdnicas e uma recolha de uma superficie dura
inerte com cerca de 20 cm? para diatomdceas epiliticas. Ambas as amostras s3o fixadas
de imediato com formol a 5 % para parar a eventual multiplicagdo de algas e colocadas
em tubos coénicos plasticos de 10 ml. O procedimento laboratorial consiste na
centrifugacdo a 2500 rpm durante 15 minutos das amostras colhidas seguida de
limpeza das diatomaceas através de incubacdo em perdxido de hidrogénio (130 vol. %)

a 80 °C durante 12 horas. A solucdo obtida é deixada a temperatura ambiente para

arrefecimento e centrifugada novamente (2500 rpm/15 min). O sobrenadante é
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decantado e substituido por agua isenta de diatomdaceas. Todo o procedimento é
repetido 3 vezes até obtencdo de um fluido transparente que é finalmente
centrifugado a 3000 rpm para obter um residuo final, que apds descartado o
sobrenadante é deixado a secar e montado em Naphrax® um meio de montagem

sintético com elevado indice de refragao.

Os métodos digestivos acidos nas suas diversas variantes sdo os mais usados na
metodologia das diatomaceas na pratica forense B9 Entre as vantagens apresentadas
destacam-se o baixo custo, a facilidade de aplicacdo e os bons resultados. Por outro
lado a perigosidade dos reagentes utilizados, a poluicao ambiental, a necessidade de
condi¢cOes laboratoriais exigentes e a morosidade do processo, tornam o seu uso

B9 Acresce ainda como handicap a possibilidade de destrui¢cdo e/ou

menos atrativo
inviabilizacdo da amostra pelo que deve ser tido em conta o tipo de diatomaceas
(marinhas vs. agua doce) e agressividade (i.e. capacidade digestiva) do método
aplicado. Evidencia-se no entanto que, tal como anteriormente visto, existem variantes
gue minoram ou reduzem substancialmente a destruicdo das frustulas pela digestdo
guimica acida. Segundo alguns autores a metodologia da digestao acida representa o
processo com maior probabilidade de introduzir contaminacdo, quer pelos reagentes
usados (acidos) quer pelo abundante material de vidro empregue S utilizacao de
reagentes de qualidade superior minimiza a possibilidade de contaminacdo por esta

via, assim como uma adequada lavagem de todos os materiais de vidro reutilizaveis

diminui a contaminag¢do também.

3.5.3 - Digestdo enzimatica

A primeira abordagem ao uso de enzimas como método de digestdao de tecidos

consistiu no uso de subtilisina ©*

, uma protéase extraida de uma bactéria (bacillus
subtilis), e foi proposta por Watson (1071 A técnica empregue recorreu a uma amostra

de 1 g de tecido pulmonar digerido em 10 g de subtilisina durante um periodo de
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incubacdo de 60 minutos a 60 °C. Apds centrifugacdo, adicdo de agua bidestilada e
nova centrifugacao, observou-se o precipitado colocado numa lamela ao microscépio
Otico. Este método apresentava-se pois de enorme simplicidade e baixo custo uma vez
que ndo requeria mais do que a adicdo da enzima e agua bidestilada, mas como
estudos posteriores vieram a demonstrar, deficitario na quantidade de amostra a
analisar provando-se inconclusivo para chegar a um diagndstico forense de
afogamento 551 Tal handicap revela-se ainda mais notdério quando se analisam outras
amostras de tecido em que usualmente o nimero de frustulas é mais escasso (e.g.
figado, medula). Em relacdo a esta questdo, Peabody 1 demonstrou gue para obter
uma digestdo eficiente de quantidades representativas de amostra seria necessario
adicionar pequenas quantidades de &acido sulfurico o que torna o processo mais

complexo e com riscos para o operador e ambientais acrescidos.

I. ®® realizaram diversos estudos com o objetivo de avaliar o uso de

Ludes et a
uma digestdao enzimatica em amostras de cadaveres em estado de putrefacdo. A
experiéncia decorreu comparando esta metodologia com as mais cldssicas da digestdo
acida com recurso a acido nitrico e a queima a alta temperatura, sendo a substancia
enzimatica eleita a proteinase K, uma protéase sérica extraida de um fungo, com
capacidade de digestdo da queratina (keratin) da qual deriva a sua designacdo. Os
autores reclamam uma maior rapidez, seguranca e menor impacto ambiental
relativamente a metodologia cldssica empregando acidos fortes. De forma semelhante
aos restantes métodos, blocos de amostras de cerca de 10 g foram sujeitos a acao de
500 pl de proteinase K (10 mg/ml) e 100 ml de tampdo Tris-HCl (0,01 M), a que se
seguiu nova adicdo de 500 ul de enzima e periodo de incubagdo de 8 horas. Apds
centrifugacdo obtiveram um sedimento que montado em preparacbes definitivas
usando Naphrax® foi observado ao microscdpio 6tico. As conclusGes obtidas neste
trabalho permitiram aos autores concluir que a digestdo enzimatica apresenta ndo so

as vantagens anteriormente referidas em relacdo aos restantes métodos como se

apresenta particularmente indicada para amostras em elevado estado de putrefacdo
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8139 oy quando estamos perante analise de amostras oriundas de 6rgaos fechados

581 A técnica recorrendo a proteinase k, empregue por estes autores, confere
particular atencdo as amostras de meio e a necessidade do nuimero elevado de
diatomdceas ai presente, condicionando a validade do método aos parametros da
amostra de meio de afogamento, quer seja quantitativa quer qualitativamente. A
presenca dos mesmos géneros na amostra e no meio de afogamento é condicao
fundamental para a positividade do teste 581 As amostras de meio sdo tratadas com
peréxido de hidrogénio (130 vol. %) a 80 °C durante 12 horas, seguidas de
arrefecimento a temperatura ambiente e de uma centrifugacdo inicial (2500 rpm/15
min). Ao precipitado obtido é adicionada agua destilada seguindo-se nova

centrifugacdo (3000 rpm), sendo o produto final montado em Naphrax® e observado

ao microscépio Otico (1000x).

O uso de proteinase K foi igualmente sugerido e validado por outros autores,

[109]

nomeadamente Azparren et al. (651 Kobayashi et al. [108] Taylor e Hiirlimann et al.

(27] (59]

, que essencialmente reforcaram a grande facilidade de emprego deste método

. 102 s . , ,
Ming et al. ' compararam os varios métodos, e concluiram que,

relativamente a digestdo enzimatica ndo sé se comprovou ser relativamente rapida [32
método mais rapido depois das técnicas “Disorganization Can” (12) e da digestao por
acido nitrico (29)], simples e fidvel, como também podendo ser utilizada em amostras
de meio com numero reduzido de exemplares, contrariando os estudos anteriores (591,
A capacidade digestiva da proteinase k foi considerada pelos mesmos autores de nivel
aceitavel, apresentando um compromisso entre o poder de solubilizar os tecidos das
amostras e a integridade das diatomaceas recuperadas, sendo que em relacdo a

qualquer dos outros métodos analisados foi possivel recuperar um maior nimero de

frastulas integras ou em bom estado de conservacao.

A digestdo enzimdtica é a escolha empregue na maioria nos trabalhos mais

recentes de uso de diatomaceas no contexto da investigacdo médico-legal do
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[27] | [54]

afogamento. E o caso dos trabalhos publicados por Hiirlimann '*”, Diaz-Palma et a
e Farrugia et al. (7] gue consideraram a digestdo enzimatica como a metodologia que
apresenta o melhor compromisso entre resultados obtidos (qualidade e nimero de
frastulas recuperadas) e desvantagens apresentadas, nomeadamente a capacidade

solubilizante e rapidez medianas quando comparadas com outros métodos.

3.5.4 - A digestio através de Soluene-350®

O recurso a Soluene-350®, uma base orgéanica forte produzida a partir do
tolueno (C;Hg), com excelentes capacidades de solubilizar material bioldgico, foi

inicialmente proposto por Fukui 7

com intuito de dissolver tecidos de pulmado e de
rim de coelho. O procedimento resulta na combina¢ao do solubilizante com a
aplicacdo de radiacdo ultrassdénica em substituicdo dos acidos fortes da digestao acida.
Uma amostra de 1 g é recolhida dos oérgdos e finamente cortada sendo
homogeneizada em 9 ml de dgua. O homogeneizado é entdo sujeito a centrifugacao
(3000rpm/20 min) e a 5 ml do precipitado obtido é adicionado o solubilizante. A
mistura de tecido e solubilizante é posteriormente colocada sobre a¢cdo de radiacao
ultrassénica produzida por equipamento especifico, “Ultrasonic Cleaner C-101”, em
tubos de vidro seguido de banho de lavagem. Esta mistura continua a ser sujeita a

radiacdo indireta a vdrias temperaturas, sendo que o progresso da digestdo é

monitorizado em intervalos de 30 minutos.

A robustez do método foi avaliada através da analise de amostras de tecidos
homogeneizados em agua contendo diatomdaceas, tendo sido executados os
procedimentos de centrifugacdo e digestdo atras mencionados. Apds a digestdo
completa, a solucdo foi uma vez mais centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos e
cerca de 1 ml daquele precipitado foi re-suspenso. Para andlise e detecdo de

diatomaceas foi colocada uma gota em lamina e observada ao microscépio 6tico.
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Segundo o autor, o procedimento em causa apresenta vantagens face aos
métodos classicos (i.e. digestdo acida) ou mesmo a variantes em que apenas foi usado

solubilizante 117

, homeadamente um menor tempo consumido para obter uma
digestdo eficiente, uma vez que sob a¢do de aquecimento e de radiagdo ultrassénica, o
Soluene-350® apresenta uma capacidade de solubilizacdo superior. O estudo, no
entanto, demonstrou que a metodologia apresenta falhas, pois mesmo apds radiagao
ultrassénica durante um periodo de 300 min, fragmentos de alguns tecidos ndo foram
dissolvidos, provavelmente onde as radiagbes ndo conseguiram penetrar 591 Ainda
assim o Soluene-350® apresenta-se como um solubilizante eficaz, tendo garantido
apenas uma ligeira destruicdo de frustulas devido a radiacdo ultrassénica direta e
indireta, mas sem prejuizo para a tarefa de identificacdo das diatomaceas presentes.
Trabalhos recentes revelam, no entanto, que dos quatro métodos mais usados na
pratica forense (Soluene-350®, proteinase K, acido nitrico e “disorganization can”) o
Soluene-350® é o que apresenta um menor poder de digestdo levando mais tempo de
execucado para atingir uma digestdao completa e, por outro lado, um grau de destrui¢ao

102]

de frastulas elevado ! Ressalva-se porém, que uma variante mais recente do

/. 118

método, desenvolvida por Yoshimura et a , € que abdica do uso de equipamento

de solubilizacdo ou de técnicas laboratoriais complexas, torna-o mais simples, facil e

uma digestdao menos agressiva [102]

3.5.5 - Métodos fisicos (ou combinados)

3.5.5.1 - Filtragdo membranar

Utilizada com intuito de resolver problemas relacionados com a observagdo ao
microscopio, como a destruicdo ou a ndo detecdo de diatomdceas e o aparecimento de
P AL [59] [111] . A .
cristais inorganicos ', Funayama et al. , realizaram experiéncias em amostras de
sangue e mais tarde também em tecidos, usando filtracdo membranar. As membranas

eleitas eram constituidas por nitrocelulose com uma malha de 5 um e 47 mm de
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didametro, as quais foram atravessadas por uma solugao contendo 5ml amostra de
sangue e 10 ml de SDS 5% (Sodium Dodecyl Sulfate — substancia detergente
surfatante). O filtro usado foi entdo sujeito a uma digestdo com uso de 10 ml de acido
nitrico durante cerca de 10 minutos. Apds arrefecimento a solugao foi diluida entre 10
a 20 vezes com agua destilada e encaminhada para novo filtro com 25 cm de diametro.
Finalmente apds secagem do filtro procedeu-se a observacdo ao microscépio. O
filtrado sujeito ao acido nitrico foi diluido em 150 ml de agua destilada e novamente
filtrado em filtro de 47 mm diametro. A matéria gorda remanescente no filtro teve
digestdo completa sujeitando-a a isopropil (CsH;) e petrdleo comercial de forma
alternada. Anteriormente ja Mottenen & Ravanko (1121 haviam realizado ensaios para
recuperar graos de pélen e diatomdceas de amostras de sangue fazendo uso da

[59]

filtragdo membranar Tais estudos vieram ndo s6 comprovar a utilidade da

metodologia para recuperar frustulas mas também revelar desvantagens, pois os
autores concluiram que em presenca de sangue putrefato ou extremamente

coagulado os filtros seriam facilmente entupidos B9 por amostra os estudos levados a

[111]

cabo por Funayama et al. poderiam consumir até 10 filtros o que tornariam

necessariamente complexo e moroso todo o procedimento .
A filtracdo membranar foi usada também como complemento a incineragdo ou

a digestdo 4acida prévia dos tecidos por autores tais como Ranner et al. (1131 4

| [45]

u

Schellmann & Sper que utilizaram filtros em nitrocelulose ou de nylon com

diametros de poro variavel, compreendidos entre os 3 e 5 um.

Relativamente as amostras de meio de afogamento, a filtracido membranar é

 1113]

apontada como método eficaz em diversos trabalhos. Ranner et a e Timpermann

[85] elegeram esta metodologia para as recolhas de meio, especialmente se este se
revelar pouco rico em algas, como a d4gua canalizada urbana, em situacdes que

B3I Filtros Nucleopore®

envolvam, por exemplo, o afogamento em banheiras
(membrana em policarbonato) podem também ser utilizados, com a vantagem de

serem passiveis de uso em microscopia eletrénica de varrimento (SEM — Scanning
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5] No entanto, segundo os

Electron Microscope), tal como considera Ludes et al.
autores, a experiéncia com o uso de filtros, em geral, resulta na obstru¢do demasiado
rapida da malha e uma “perda” de diatomaceas por ficarem associadas a impurezas
retidas, impercetiveis aquando da observagdao ao microscopio, pelo que desaconselha
o seu uso. Além da problemdtica das contaminagcbes, matéria anteriormente
abordada, transversal a todo o equipamento e reagentes utilizados em qualquer dos
métodos propostos, considera ainda este autor que o uso de filtros em papel, de uso
laboratorial corrente, deva ser completamente proibido em funcdo da forte

possibilidade da introducdo de diatomaceas exdgenas existentes no papel de filtro 1551,

A filtracdo de diatomdceas presentes no ar foi também objeto de experiéncia

8l conduziram uma experiéncia em que

por varios autores. Spitz & Schneider [
procuraram extrair do ar hipotéticas diatomaceas em suspensao. Para tal recorreram a
“bandas de filtragem” que foram diariamente sujeitas a passagem de 500 cm® de ar.
Tais bandas foram posteriormente incineradas e as cinzas obtidas adicionado acido
cloridrico (10 %). Deste estudo, realizado nos meses de Abril e de Junho de 1961,
resultou a detecdo de 662 e 1546 diatomaceas respetivamente B9 Em 1967, Neidhart
& Grendyke (114 ytilizaram uma técnica de filtracdo por eles desenvolvida, com um

dispositivo de capacidade de 1 m? de filtracdo, e que atuando durante 30 dias, resultou

na obtencdo de diverso material observavel ao microscépio, incluindo diatomaceas.

Contudo, experiéncias sobre filtragcdao de diatomaceas em suspensao nao foram
desenvolvidas em trabalhos recentes, como se constatou na pesquisa de literatura
disponivel, necessitando esta problemdtica de maior investiga¢do no sentido de apurar
qgual a verdadeira contribuicdo e influéncia das diatomaceas presentes no ar para a

metodologia das diatomaceas na investigacao forense das mortes por afogamento.
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3.5.5.2 - Extragdo por incinerag¢do (Dry Ash Method)

A extracio por incineracdo foi inicialmente proposta por Peabody

consistindo na utilizagdo de material previamente liofilizado, com amostras de 1 g de
p6 a partir de 100 g de tecidos. O liofilizado resulta do congelamento a -20 °C de 100 g
de tecido durante 24 h a que se segue uma primeira exposi¢ao a temperatura de 250
°C e posteriormente de 550 °C. A amostra é adicionado 25 ml de &cido cloridrico que
aquecido permite dissolver minerais, principalmente sulfatos insoluveis (551, Segue-se
uma centrifugacdo e adicdo de uma pequena quantidade de acido sulfurico e, com a
solucdo ainda quente, é adicionado nitrato de sddio insoluvel, o que permite oxidar a
matéria organica. Por fim a solucdo é purificada através de centrifugacdo em 3agua

bidestilada, processo que é repetido 3 vezes.

[59]

Usado principalmente em amostras de medula éssea ~, extraidas do esterno

ou fémur, uma aplicacdao corrente da técnica consiste na mistura de 5 g de medula

[115]

com 4cido nitrico e posterior queima , sendo considerado por alguns autores um

bom método uma vez que se apresenta rapido e apenas requer pequenas quantidades
de acido °. No entanto, aplicando a técnica tal como preconizada por Peabody s
dado a constituicao rica em lipidos e pobre em agua da medula éssea, a liofilizagdo
pode ser problematica necessitando de um procedimento prévio complexo,
consistindo no tratamento com ciclohexano e posterior filtragdo membranar. Por fim,
o filtro usado e respetivo filtrado sdo incinerados em recipiente apropriado (e.g.

cadinho de porcelana) (551,

O resultado final, em qualquer das aplicacbes da incineracdo, é sujeito a
centrifugacdo, lavagem sucessiva e posterior montagem em lamina com resina

Naphrax® para observacdo ao microscépio ético.

Relativamente a esta metodologia, é apontado por alguns autores como

principal desvantagem, uma elevada destruicdo de frustulas, comprometendo ou
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[59]

inviabilizando a sua identificagcdo ", especialmente se a pesquisa incidir em amostras

58 Outro fator a considerar é a

de d6rgaos fechados tais como o rim ou o figado
impossibilidade de uso do método em amostras de peso superior a 100 g, caso em que
existe necessidade de processamento no sentido de se obterem varias aliquotas,
representando assim um dbice que deve ser tido em consideracdo em funcdo das
amostras disponiveis Bl Por fim deve ter-se em especial atencdo a problematica da
contaminacdo presente em reagentes, ou seja, introducdo de diatomadceas exdgenas,
uma vez que o método necessita de componentes quimicos variados (acidos, agua
destilada, nitrato de sddio...) bem como de diverso material de laboratério (vidro,
porcelana...) fazendo elevar a possibilidade de contaminacdo. E, por isso, fundamental
executar uma pesquisa prévia nos reagentes ou mesmo uma filtracdo completa tal

como preconizado por alguns autores =,

3.6 - Outras metodologias/abordagens

Tal como vem sendo constatado, o processo de eleicdo para a digestao dos
tecidos e subsequente observacdo, identificacdo e apresentacao de resultados, carece
de uniformizacdo e aceitacdo pela comunidade cientifica forense. Quer pelas
discordancias na eficicia e/ou “agressividade” do método, quer pela complexidade ou
morosidade de outros, ou ainda pelo simples facto de haver necessidade de adequar o
método de digestdo ao tipo e condicbes da amostra, surgiram propostas que
prescindem da digestdo dos tecidos (pelo menos numa fase inicial), orientando o
método para uma pesquisa direta nos fluidos recolhidos do cadaver recolhido do meio

(1161 propuseram assim um método de diagnéstico

aquatico. Paraire & Durignon
extemporaneo, realizado sobre o liquido bronquico aspirado e utilizando uma técnica
de coloragdo vulgarmente usada em esfregacos sanguineos - método de May-
Grunwald-Giemsa - procurando detetar elementos plancténicos incluindo

diatomaceas. O método abdica de qualquer digestdo e a descoberta de diatomaceas
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permite, segundo os autores, orientar o diagndstico no sentido de estarmos ou nao
perante um afogamento. Numa fase posterior se forem detetadas diatomdaceas pode
entao sujeitar-se os tecidos a uma digestdao e nova pesquisa, com objetivo de reforgar
o eventual resultado positivo. A abordagem ndo estd isenta de criticas e desde logo se
aponta a possibilidade de estarmos a observar diatomdceas que alcancaram os
pulmdes por efeito da pressao hidrostdtica e ndo devido a sua inalagdo durante um
processo tipico de afogamento, logo, o diagndstico forense sé poderd ser feito se
forem detetadas primeiramente diatomaceas nos tecidos, em particular na periferia

do parénquima pulmonar ..

Outra possibilidade de estudo com diatomaceas, sugerido nos trabalhos dos
autores Ludes & Coste, seria cultivar diatomdceas a partir de amostras de tecidos

recolhidas ©*

, hum processo semelhante ao usado em técnicas de algologia e em
algotecas, com intuito de obtencdo de coldnias de algas. Os tecidos recolhidos seriam
colocados em caixas contendo meio de cultura especifico e expostas a luz. De seguida
é colocada uma lamina de vidro sobre o meio de cultura onde é esperado que se
desenvolvam colénias de novas algas, capazes de serem facilmente identificadas. Os
proprios autores reconhecem, no entanto, que a técnica usada no contexto de
afogamento é de dificil aplicagdo, uma vez que as diatomaceas presentes nos tecidos
sdo desprovidas de cloroplastos, particularmente as encontradas no tecido pulmonar,
logo, normalmente j& ndo se encontram vivas e capazes de originar uma coldnia,
dificuldade acrescida se tiver decorrido um longo periodo post-mortem. As
diatomdaceas que podem ser cultivadas sdo por norma as que se encontram na agua
aspirada das vias aéreas superiores e brénquios, ndo sendo por isso as mais
representativas daquelas que se esperam encontrar nos tecidos. Concluem por isso os

autores, baseado nas experiéncias levadas a cabo, que a técnica é de complexa

aplicacdo e interpretacao delicada.
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4 - Analise de resultados e positividade do teste

O principio base subjacente ao uso das diatomdceas é, como ja amplamente
referido, a detecdo de frustulas em tecidos de caddver cuja morte se suspeite ter
decorrido de um afogamento e que ai chegaram pela inalagdao de liquido. Tal dete¢ao
ou observacdo necessita pois de critérios para que o investigador conclua por um
resultado positivo ou pelo contrario, pela exclusdo do afogamento. E por isso
necessario que o numero de fristulas contabilizadas e os géneros identificados numa
amostra se encontrem dentro dos parametros estabelecidos para a positividade do
teste. Trata-se de um aspeto da metodologia que uma vez mais ndo estd padronizado
e que, da analise da literatura disponivel, se constata que difere bastante de autor
para autor, sendo determinado ad-hoc em funcao dos interesses dos investigadores e
do resultado pretendido. Por outro lado, a eventual presenca de diatomdaceas em
6rgdos de individuos nao afogados deverda ter um nimero maximo de frustulas,
estabelecido pela comunidade cientifica forense, que seja considerado consensual, e
que por norma representa um numero bastante inferior ao que se encontrard num
individuo afogado. Neste campo, alguns trabalhos apuraram ndmeros variados, mas

substancialmente bastante inferiores aos casos de verdadeiro afogamento 58]

Trabalhos realizados por Polson et al. [147]

em ndo afogados, com amostras com cerca
de 100 g, detetaram no maximo 20 unidades em tecido pulmonar e 13 unidades no
tecido hepdatico, bem como outros ensaios em que as amostras controlo ndo revelaram
mais de 25 diatomdaceas em tecido pulmonar e um maximo de 10 diatomaceas em
o [22] . ~ . . .

6rgaos fechados '“~. Outros ainda ndao detetaram quaisquer diatomaceas em amostras

controlo de individuos ndo afogados [16]158],

Ludes et al. P* B8

consideraram critério para a positividade do teste o numero
de 5 ou mais diatomdceas com frustulas intactas em amostras de 6rgdos fechados. E,
no entanto, fundamental encontrar semelhancas entre as diatomaceas encontradas

nos tecidos e as presentes no meio de imersdo, ou seja, coincidéncia dos géneros, s
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assim é ent3o possivel estabelecer um diagndstico de afogamento ®. Para aqueles
autores o critério quantitativo devera ser definido para excluir contaminacdo post-
mortem por algas que entrem por a¢do da agua movida pela pressdo hidrostatica e,
por outro lado, a andlise qualitativa permitira a exclusdao de falsos positivos como os

resultantes da contaminacdo em laboratério. Horton *®!

conclui que um valor igual ou
superior a 20 diatomadceas presentes em 100 pul de precipitado obtido a partir de 10 g
de amostra de pulmao deverd ser considerado um resultado positivo. Também para

Auer & Mottonen ¥

o critério devera ser simultaneamente quantitativo e qualitativo
e, quando as diatomaceas sao detetadas tanto nos pulmdes como em outros érgaos,
podem ser estabelecidas evidéncias de afogamento. Ainda segundo aqueles autores,
guando as diatomaceas sdo apenas encontradas no tecido pulmonar mas em nimero
elevado ou moderado, isto podera ser indicativo de afogamento, enquanto se

encontrarmos um numero baixo torna-se impossivel inferir sobre o afogamento.

Da analise a literatura referenciada pode concluir-se que é atualmente
consensual que a andlise sé tera valor se realizada tanto a nivel quantitativo como
qualitativo, enquanto os valores a partir dos quais se pode considerar um teste
“positivo” estdo longe de estar padronizados, debilitando a metodologia. A
determinagdo quantitativa ou seja, a densidade de diatomaceas, apresenta igualmente
inconsisténcias nos trabalhos analisados. O niumero de diatomdceas é feito, segundo
os diversos trabalhos, por area, por unidade de volume ou de peso e, ainda que o
objetivo de contagem esteja assegurado, impossibilita a comparacao entre casos. Uma
vez mais também o material a ser “contado” difere entre autores pois se alguns
defendem que apenas frustulas completas devem ser valorizadas, outros tém em
conta fragmentos, considerando que a informacdo que fornecem pode ser tdo

importante como a das valvas intactas [27]

. A maioria dos valores encontrados para
avaliar a densidade de diatomaceas, nos respetivos ensaios, foram alcancados de
forma empirica, calculados caso a caso. Existem, no entanto, casos de trabalhos

extensos e detalhados, com tabelas elaboradas permitindo obter valores de separacao
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afogado/ndo-afogado que, caso fossem adotadas na pratica forense, poderiam

(1191 astabeleceu para a

contribuir para uma padronizacdo da metodologia. Kater
Alemanha valores de separagdo (valores médios com uso de microscépio 6tico com
ampliacdes entre 80x e 200x): 200 diatomaceas em 5 g de amostra de pulmdo, 10
diatomaceas em 5 g de amostra de figado, 4 diatomdaceas em 5 g de amostra de rim e
20 diatomaceas em 5 g de medula dssea. No entanto, ndo foram estabelecidos valores
para sangue, conteldo gastrico ou conteddo duodenal, o que, uma vez que sdo
amostras consideradas Uteis por alguns autores, podera representar uma falha para

271 Relativamente aos valores limite encontrados em

uma aplicacdo generalizada [
corpos comprovadamente “ndo afogados”, Kater detetou um maximo por 5 g de
amostra, de 54 fristulas em pulmao, 92 em figado, 22 em rim e 30 em medula dssea,
valores que permitiram ao autor postular os valores de separagdao anteriormente
referidos, os quais garantiriam estarmos na presenca de verdadeiros afogamentos. Em
funcdo da reduzida gama de ampliagdes usadas (80 a 320x), metodologia mais recente,
propde a conversao dos valores obtidos por Kater em valores atualizados fazendo uso

27 . ~
], Para os autores da atualizacdo em causa, os valores de

de ampliacbes de 1000x [
separacado deverao ser convertidos em intervalos de valores mdximos, nomeadamente
de 54-108 para pulmado, 92-124 para figado, 22-44 para rim e de 30-60 para amostras
de medula dssea. Porque os valores inicialmente propostos por Kater ndo definem a
unidade de densidade considerada ou seja, se se trata de valvas ou de células, ou ainda
se sdao ou nado contabilizados os fragmentos de frustulas encontrados, a metodologia
agora proposta foi aplicada a 5 g para cada aliquota de amostra e consideradas
unidades (diatomaceas) com pelo menos metade da valva presente, ignorando o
remanescente da mesma para efeito do calculo da densidade. Este método ressalva
ainda que a determinacdo da densidade de diatomdceas é absolutamente necessaria,
ainda que se corram riscos devido a possibilidade de falta de homogeneidade da

amostra com consequente extrapolacdo errénea, havendo possibilidade de minorar tal

fendmeno se a amostra em causa for sujeita a uma queima a alta temperatura,
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maximizando a eliminagdo de matéria organica 271 A densidade de diatoméceas

| P71 & simultaneamente o nimero de diatomdaceas

considerada por Hiirlimann et a
observado por preparacdo de microscopio e a extrapolagdio do numero de
diatomaceas por grama de tecido, considerando-se uma vez mais também os
fragmentos de diatomdceas presentes. Para simplificacdo do processo de contagem de
valvas foram ainda definidas classes de tamanho com incrementos de 5 um (i.e. 0-5
pm, 6-10 um, 11-15 um, etc.). As diatomaceas com duas valvas foram contabilizadas

como 2 unidades para os autores sendo devidamente listadas nas tabelas produzidas

naquele estudo.

No que concerne a analise qualitativa, o nivel de dificuldade e a variabilidade
de metodologia em cada método é ainda maior. Da literatura analisada, a identificagdo
dos espécimes foi em regra analisada apenas ao nivel do género, uma vez que tal como
ja apontado anteriormente, a dificuldade inerente a identificacdo exige um especialista
em diatomaceas numa relacdo de interdisciplinaridade, o que ndo se verificou na

22
[22] concluem que uma

grande maioria dos estudos relatados. Pachar & Cameron
analise qualitativa preliminar pode ser tentada por ndo especialistas, contudo, a
interpretagcdao qualitativa definitiva dever ser realizada apenas por especialistas em

diatomaceas.

A identificagdao dos individuos deve ser feita em regra ao mais baixo nivel, ou
seja, ao nivel da espécie e em alguns casos da variedade segundo Hiirlimann et al. (271,
Defendem inclusivamente que devem ser analisadas todas as valvas e fragmentos de
valvas presentes, bem como devera ser realizado um registo fotografico ou imagem
digital das mesmas. Para estes autores, amostras de meio com densidade elevada de
diatomdceas (e.g. conteudo gastrico ou pulmonar) o processo de identificacdo nao
deve ultrapassar as 500 valvas, numero considerado suficiente para caracterizar a

comunidade de diatomdceas presentes e em amostras com densidade tipicamente

baixas (e.g. rim, figado, medula dssea) todas as diatomaceas presentes numa lamina
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de microscépio deverdo ser identificadas e contabilizadas. Para Pollanen et al. (191

teste positivo deve ser caracterizado com base no nimero, tamanho e tipo de frastulas
de diatomaceas, sendo que na maioria dos casos analisados por estes autores nao
foram encontradas mais de 3 espécies distintas de diatomaceas, na sua maioria com

tamanho inferior a 30 um.

O aspeto qualitativo do uso de diatomdaceas, nomeadamente a identificacdo de
valvas ao nivel das amostras de tecido e de hipotético meio de submersdo e sua
posterior comparacdo, tem sido largamente utilizado com intuito de confirmar ou
excluir locais de afogamento, sendo que esta compara¢do da composicao é realizada

por diversos autores que a consideraram relevante 127} 161 [33] [20] [55]

. De igual forma,
tornou-se necessdrio estabelecer critérios e apurar valores comparativos para as
diversas amostras, quer entre amostras de tecido e meio de afogamento quer nos
tecidos entre si, tendo sido empregues nesta tarefa alguns indices ecoldgicos,
ferramentas de andlise de dados de uso corrente em ecologia, nomeadamente o
indice de abundancia, em que se avalia o tamanho da popula¢do de uma espécie num
habitat e indices de similitude/similaridade, onde se pretende aferir o grau de
semelhancas ou de afinidade entre espécies. De forma recorrente, com excecdo de
alguns trabalhos incluindo os referidos no presente capitulo, o emprego de
metodologia de andlise de dados ndo foi realizado pela maioria dos autores [20] [29]
padecendo os resultados de rigor cientifico e capacidade de reprodutibilidade,

existindo em muitos casos apenas uma avaliacdo empirica da semelhangca entre

amostras, mesmo em casos em que apenas foi realizada uma avaliagdo quantitativa

[21] [22]

Pachar & Cameron realizaram um estudo exaustivo em vinte casos de
afogamento, em amostras de tecidos e de meio, procedendo a analise quantitativa e
qualitativa, sem terem contudo apresentado resultados estatisticamente
guantificaveis, ou seja, ndo foram apresentados quaisquer indices que relacionassem
amostras e meio ou amostras entre si. O trabalho realizado por aqueles autores, no

Departamento de Medicina Forense do London Hospital Medical College, teve a
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colaboracdo de um especialista em diatomdceas que procedeu a quantificagcdo e
identificacdo das espécies presentes nas amostras através de imagens recolhidas em
microscopia eletrénica de varrimento (SEM). O critério qualitativo mais usado nos
trabalhos com diatomaceas consiste apenas na determinacdo do nimero de géneros
distintos nas diferentes amostras (maximo de 20 géneros encontrados no estudo
anterior) relacionando aspetos morfoldgicos semelhantes nas diatomdceas
encontradas em agua, pulmdes e restantes érgaos fechados, inferindo resultados de
forma empirica, sem aplicagdo das ferramentas matematicas atras referidas % (221123,
Além da identificacdo de géneros distintos apurada é também apresentada a
abundancia de cada género, sendo os mais observados considerados como
representativos da populacdo, ainda que em grande numero de casos ndo seja

apresentado novamente qualquer valor de indice de abundancia [15] (141 (23]

Os indices de abundancia relativa e de similaridade sdo considerados nos

trabalhos dos autores com maior contributo para a tematica (Ludes et al [551 [26),

Hiirlimann et al . Pollanen [26]; Farrugia (7. etc.) como essenciais para
determinacdo da positividade do teste, conferindo rigor e validade a metodologia e,
caso fossem sistematicamente aplicados no uso das diatomadceas, confeririam

capacidade de comparacao entre trabalhos reduzindo algum do criticismo em torno

desta matéria.

De entre os indices e teste estatisticos disponiveis, Hiirlimann et al. (271

elegeram dois indices de similaridade entre espécies, o indice de Espécies (Sl):
semelhanga de espécies entre duas amostras segundo Jaccard: Sl; = S112/S142+100 [%]

(em que S112 é 0 numero de espécies comum as duas comunidades nas amostras 1 e 2
e S1+2 0 numero total de espécies nas duas comunidades presentes nas amostras 1 e 2)

e o indice de Dominancia (DI): que mede a ocorréncia relativa da semelhanga entre
duas amostras segundo Renkonen: DI, ,= Zle qi [%] (em que q; € a menor das duas

ocorréncias relativas da espécie i, e S todas as espécies das amostras 1 e 2) ambos os
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indices expressos em percentagem desde 0 % (sem semelhanga) a 100 % (total
semelhanca), considerados estes como adequados para o estudo comparativo de
casos com amostras de medula dssea, rim, conteddo duodenal, conteddo gastrico,

pulmdo e meio de afogamento.

Métodos puramente estatisticos foram também empregues nos estudos com

diatoméceas. Siver et al **!

recorrem a comparacao de dados através do coeficiente de
Chi-quadrado, avaliando da diferenca significativa existente entre as popula¢des de
diatomaceas encontradas em cada amostra, concluindo para aquelas amostras em
apreco, inexisténcia de diferencas significativas entre si, ou seja, encontravam-se em
presenca da mesma populacdo de diatomaceas. Ressalva-se que o trabalho em causa
visa a comparacdo de diatomaceas em meio de afogamento versus roupas/calcado,
com intuito de estabelecer ligagao entre o local do crime e eventuais suspeitos, e ndao a

comparagao entre amostras de tecido colhido em autdépsia com o meio de

afogamento, ainda que o principio subjacente seja o mesmo.

Outros indices podem ser aplicados sendo descritos na literatura analisada,
consistindo essencialmente em modelos matematicos usados na metodologia de
avaliacdo de qualidade da agua e/ou estudos em ecologia das populag¢des B2 [ udes 5
sugere diversos testes para a determinacdo da estrutura e diversidade das
comunidades aplicaveis a diatomaceas, dando exemplos como o indice de diversidade
especifica de Shannon - Wiener ou coeficientes de similaridade como o indice de
Ochiai ou de Bray - Curtis, ou ainda as andlises multivaridveis, concluindo o autor que,
tais métodos e testes, pela sua enorme diversidade e grau de complexidade, deverao
ser analisados e aplicados em funcdo das leituras que se pretendem obter dos dados

colhidos.

Relativamente a andlise de resultados, mais propriamente no que concerne a
ferramenta microscopia, e tal como se descreveu relativamente a alguma da

metodologia proposta, o microscépio 6tico (de contraste de fase) foi utlizado na
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grande maioria dos estudos, com recurso a varias ampliagdes, acompanhando a
evolucdo dos equipamentos disponiveis e sua capacidade de ampliacdo. No entanto,

existem trabalhos em que os autores n3o fazem referéncia as ampliacdes usadas °” [*8

149 gue implica na pratica a impossibilidade de avaliar e reproduzir os ensaios
realizados comparando-os com outros. Tamaska 531 concluiu gue o tamanho das
diatomdceas capazes de penetrar a barreira alveolar teria de ser inferior a 15 um, o
gue implicaria o uso de ampliagdes minimas idéneas para a sua detecdo. Apesar de tais
resultados, os autores continuariam a usar ampliagdes manifestamente insuficientes

271 entre 80x - 320x usadas por Kater '*! ou 250x - 400x como as empregues por

Schellmann & Spearl! 451 ou Kazutoshi %°!

, 0 que sugere que os resultados apresentados
por estes autores possam ser, sobre este aspeto, objeto de critica. As ampliacdes
consideradas como adequadas pelas publicagdes mais recentes de autores com
trabalho realizado na tematica, apontam valores minimos de 1000x (lente 100x de

[27] [16] [58] [33] [20] Segundo Hiirlimann et al. 271 5 valor do tamanho

imersao e 10x ocular)
das valvas encontradas pode situar-se abaixo dos 5 pm (os autores preveem um
intervalo de tamanho de 0-5 um num sistema de intervalos), sendo absolutamente
necessario uma gama de ampliacdo entre 630x e 1000x para obter resultados. Existem
mesmo trabalhos como o apresentado por Krstic et al. 2 o qgual a amplia¢do definida

como adequada para a observacdo das laminas devera cifrar-se nas 1500x.

A aplicacdo de tecnologias mais recentes como a microscopia eletrénica de
varrimento (SEM) trouxe ao “teste” das diatomdaceas novas e promissoras capacidades
na componente de detecdo e identificacdo das diatomaceas presentes nas amostras,
contribuindo simultaneamente para melhorar os aspetos quantitativos, uma vez que
se torna aconselhada para a detecdo de diatomdaceas de tamanho reduzido (5-10 um)
ou extremamente reduzido (<5 pm) em especial de diatomaceas de simetria radiada

)[55]

(Centrales mas também qualitativos pela sua capacidade de elevada definicdo das

formas e morfologias das frustulas. Pachar & Cameron 22 ytilizaram, pela primeira vez,
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o SEM em contexto forense para analise de resultados da digestdo com dacido nitrico

de amostras de tecido e de meio de afogamento.

Figura 15 - Fotografias de alta resolugdo obtidas em SEM de detalhes nas frustulas de diatomaceas, segundo a)

Spaulding (2004) e b) in https://www.ebiomedia.com/prod/algaeguidel.html.

A microscopia eletrénica de varrimento é usada em estudos de natureza ecoldgica, de
sistematica e de morfologia como por exemplo em Round et al. [, Aplicado a medicina

legal por Pachar et al. [22]

, 0 método permitiu de forma simples e fidvel, recolher
fotografias para uma posterior identificacdo a um mais baixo nivel (espécie) das
diatomdceas presentes, com recurso a observacao por especialistas em diatomadceas. A
técnica permite a observacdo apds digestdo através dos métodos “tradicionais”, como
a digestdo acida ou a digestdao enzimatica, ndo existindo necessidade de aplicagdo de
qualquer digestdo adaptada ou passos adicionais. Apds centrifugacdo e lavagens
sucessivas, o sedimento obtido é colocado entdo de forma adaptada para observacgao
em SEM 2. Para Ludes ®* o recurso a microscopia eletrdénica de varrimento deve ser
precedido de uma analise em microscopia Otica para aferir da presenca de
diatomaceas e, dada a morosidade da analise em SEM, esta utilizacdo ndo deve ser
sistematica para todos os casos de investigacao forense da morte por afogamento,
mas sim para situagdes em que sejam observados um elevado numero de diatomaceas

céntricas na ampliacdo de 1000x em microscopia 6tica e, simultaneamente, estas

espécies constituam as espécies dominantes nas amostras de agua e de tecidos,
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revelando-se nestes casos de elevado valor para o diagndstico. O recurso ao SEM é
também importante para esclarecimento de duvidas de identificagdao das diatomaceas
encontradas e, sobretudo, das mais pequenas, dado que em microscopia o6tica é dificil

ver detalhes de estrutura e morfologia que permitam fazer uma identificacao correta.

A utilizagdo do SEM, segundo os trabalhos publicados por Lunetta et al. 501

contribuiu ndo sé para um aumento substancial na capacidade de detecdo e
identificacdo de diatomdaceas nos tecidos, como também permitiu obter evidéncias
conclusivas acerca da capacidade das diatomdaceas de penetrarem a barreira alvéolo-
capilar, pressuposto tedérico em que se baseia toda a metodologia e que até a
publicacdo daqueles dados nunca havia sido demonstrado. No referido estudo
segundo os autores, e gracas ao SEM, foi possivel identificar com exatiddao espécies
encontradas nas vias aéreas que estavam simultaneamente presentes no meio de
afogamento, diminuindo consideravelmente identificacbes dubias ou com elevado

grau de incerteza.
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5 - Diatomaceas em Portugal

A necessidade de existir informacdo sobre as diatomaceas de um determinado
local, ou seja, uma caracterizacdo da comunidade de diatomdceas presentes numa
determinada massa de agua, foi apontada em diversos estudos ja anteriormente
referenciados, como sendo condicdo necessaria para obter conclusdes sélidas acerca

(331 1301 23] 18] g trabalhos publicados sobre

de um diagndstico de afogamento
diversidade e ecologia de diatomdaceas podem representar um meio indireto de obter
informacdo que permita alcancar tal desiderato. Os dados colhidos no ambito de
estudos ecoldgicos, ainda que com finalidade distinta, contém informacdo util para o
contexto forense do uso de diatomaceas. Na avaliacdo da qualidade bioldgica da dgua
por exemplo, avalia-se 0 “bom estado ecoldgico” e o potencial “desvio ecoldgico” em

[1201, dados que resultam de trabalhos de

relacdo aos valores de referéncia
amostragem, em condi¢cdes definidas, e que produzem elementos qualitativos
(espécies presentes) e quantitativos (abundancia) potencialmente utilizaveis como
perfil de diatomdaceas para os locais em que foram colhidos. Neste campo estdo
publicados diversos trabalhos incluindo dissertacdes para obtencdo de graus
académicos, que produziram dados de interesse e que, caso sejam analisados, poderdo

contribuir para o esclarecimento de situacGes nas quais estejam em causa

afogamentos suspeitos naqueles locais de estudo.

Dados e estudos acerca de comunidades de agua doce, ao nivel ecoldgico e
taxondmico, foram sendo recolhidos em Portugal ao longo dos tempos,
nomeadamente por Zimmerman (1906, 1909, 1910, 1914, 1915, 1917); Carvalho
(1913); Guerrero (1949); Sampaio (1950); Vasconcelos (1959); Nauwerck (1959, 1962);
Rino (1967a,1967b e 1969); Rino e Santos (1968); Santos (1970, 1971, 1973a, 1973b,
1976); Gil (1988, 1989) e Rino e Pereira (1988, 1990, 1991). Silva (1946) descreve a
existéncia de “Diatomdceas Novas para Portugal” uma vez que ndo se encontram

descritas na flora (Zimmerman), através de amostras oriundas das zonas de Rio Maior,
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Alpiarca e Obidos, dando uma ideia da “abundancia relativa” de cada espécie analisada
neste trabalho. Ressalva-se que tais achados e descricbes se referem a espécimes
fossilizados encontrados em silica microcristalina (designada tripoli).

. 1211221 raqlizaram na regido centro de Portugal (rios Agueda, Agaddo e

Gileta
Alfusqueiro) diversos estudos sobre a qualidade daquelas aguas, nos quais
caracterizaram as populacées de diatomdaceas encontradas durante o periodo
primaveril. Ora estes dados podem ser de utilidade para eventual compara¢ao com os
achados forenses em sede de autdpsia. Outros contributos podem ser igualmente
consultados procurando este objetivo de obter um “perfil de diatomaceas”,

3 onde se podem encontrar dados de

nomeadamente os trabalhos de Almeida !
variacdo sazonal das diatomaceas da regido centro de Portugal continental com
incidéncia na bacia do rio Vouga.

Os autores procuraram avaliar parametros da ecologia das comunidades de
diatomaceas ai presentes e assim confirmar a correspondéncia entre os diversos
parametros fisico-quimicos aferidos e diversos indices de diatomdceas, objetivo este
alcancado, confirmando o valor das diatomaceas como indicadoras da qualidade das
aguas. Paralelamente a estes objetivos, a informacdo compilada permite o seu uso em
contexto forense por comparacdo direta das diatomaceas detetadas num possivel
cadaver e a composicdo em diatomaceas apresentada nos trabalhos atras referidos.
Outros trabalhos foram produzidos com intuitos ainda mais especificos mas que
também poderdo contribuir se analisados sob este prisma, uma vez que em ultima
instancia fornecem amostragens de comunidades ou informag¢do de abundancia de
determinada espécie, incluindo a determinacado dos diversos indices. Almeida et al. [123]
clarificam a identificacdo de algumas espécies dominantes e importantes do ponto de
vista ecolégico tendo para o efeito procedido a amostragens em numerosos locais

(114) de rios do Norte e Centro de Portugal. Este tipo de estudos poderd auxiliar na

identificacdo do local de afogamento como atrds referido. Elias et al. [124] investigaram
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a influéncia da sazonalidade nas comunidades de diatomaceas de um pequeno ribeiro
no Norte do pais. Esta abordagem podera ser util em casos de afogamentos, uma vez
que podera auxiliar na determinagdo da época do ano em que possa ter decorrido um
afogamento uma vez que foram detetadas diferencas nas diatomadceas ao longo de um
ciclo anual. Alguns trabalhos de pods-graduacdo poderdo ser acrescentados aos
anteriormente referidos como material auxiliar na identificagdo do local de
afogamento uma vez que, com maior ou menor detalhe caracterizam as comunidades

de diatomaceas: Oliveira [125], Nunes [126], Elias 1?7,

Luis et al. 1?8

estendem a drea de estudo para a regido Sul do pais tendo
avaliado o impacto da atividade mineira na regidao de Aljustrel (em redor dos rios Roxo,
Agua Azeda, e Agua Forte) na qualidade da agua, colhendo dados relativos aqueles
rios, nomeadamente a sua constituicdo em termos de diatomdceas. Os autores
concluiram acerca de diferencas entre comunidades poluidas e comunidades que
habitam zonas ndo poluidas, ndo s6 na composicdo de espécies como no grau de
tolerancia a poluicao, sendo que a diferenca na composicao de espécies se reveste de
grande utilidade para a aplicacdo forense das diatomaceas e para o conhecimento do
perfil daqueles locais, potenciais locais de afogamento. Os estudos nesta regidao foram

estendidos a zona do Lousal (Luis et al.) #2130

A publicagdo da Diretiva Quadro da Agua (Parlamento Europeu e do Conselho,
2000) e a obrigacdo legal de a aplicar também em Portugal promoveu o
desenvolvimento do conhecimento a nivel nacional da distribuicio geografica e
ecologia das diatomaceas de agua doce, implementacado liderada pelo entdo Instituto
Nacional da Agua (INAG). Novais (133 contribuiu para a solidificacdo do conhecimento a
nivel nacional das diatomaceas dos rios de Portugal ao apresentar uma iconografia dos

taxa mais representativos.
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(1321 colheu

Na regido centro do pais (Serra do Sicé — Pombal), Reboleira
amostras e compilou alguns dados relativamente a nascente do rio Ancos, entre o
verdo de 2002 e outono de 2004, com intuito de avaliar a qualidade da 4gua. Entre
outros indicadores (bacterioldgicos e fisico-quimicos) foi analisada a presenca de
diatomaceas permitindo extrair um conjunto de dados relativos a abundancia dos taxa
presentes (em percentagem) por altura do ano. Esta caracterizagdo da populagdo de

diatomaceas permite, uma vez mais, um hipotético uso no contexto da metodologia

forense.

No que se refere a diatomaceas marinhas, e ao conhecimento da flora

[133] " realizou um estudo, colmatando

diatomoldgica da costa portuguesa, Amorim
parcialmente, segundo a autora, a escassez de estudos sobre diversidade e abundancia
de diatomdceas marinhas em Portugal. O estudo em aprecgo realizou-se em seis zonas
da costa Norte de Portugal, nomeadamente Mindelo, Pévoa do Varzim, Esposende,
Praia Norte (Viana do Castelo), Montedor e Moledo, com colheitas em zona entre-
marés durante o periodo de maré-baixa (locais com dgua aprisionada). Os resultados e
conclusdes deste estudo representam um contributo para o conhecimento da

composicao em diatomdceas das aguas costeiras, servindo de base a comparagcdao com

achados em afogados de aguas marinhas.

Produzido pelo Instituto Nacional de Investigacdo Agrdria e das Pescas
(IPIMAR), a “Andlise Comparativa da estrutura da comunidade fitoplanctdnica dos

estudrios do Douro, Tejo e Sado” *"

constitui um estudo que avalia a estrutura das
comunidades fitoplantdnicas, incluindo diatomaceas, nos trés estudrios mais
representativos da costa portuguesa, Douro, Tejo e Sado, avaliando a composicdo
especifica, a abundancia e a diversidade nos periodos de verdo (julho de 2001 e julho
de 2004), periodos de maior produtividade naqueles ecossistemas. Os resultados

publicados podem ser consultados na edicdo n.2 38 do “Relatdrios Cientificos e

Técnicos” publicada em 2007 pelo IPIMAR.
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O “perfil” de diatomaceas, tal como preconizado pelos autores que apontam o
seu valor para a plena aplicacdo da metodologia, ndo existe em Portugal para qualquer
um dos tipos de meio em que tipicamente ocorrem os afogamentos. Dos estudos e
literatura disponiveis, conclui-se que a informacdo sobre a diversidade ou abundancia
especifica em diatomaceas se encontra dispersa e sé mais recentemente se comegou a
sistematizar o conhecimento nacional. Mesmo assim, ha cursos de agua, rios, lagos ou
outros, que ndo foram caracterizados. Quando existem os estudos, tal como vimos
anteriormente, sdo realizados com finalidades distintas, no ambito da ecologia de
populacdes ou estudos da qualidade das aguas, principalmente como trabalhos
académicos, nomeadamente teses, dissertacdes ou publica¢des cientificas. Existe pois
a necessidade de, caso a metodologia seja para uma aplicacdo corrente na pratica
forense, de se compilar a informacdo existente, mas também de se efetuarem estudos
das populacdes de diatomaceas nos meios aquaticos com o objetivo de se constituir
um “perfil de diatomaceas” de um determinado local tendo em mente a sua aplicacdo

I”

forense. Idealmente, este “perfil” com objetivo forense devera ser determinado para
cada curso de dgua e em varios pontos desse mesmo local, num processo de
monitorizagao continua durante as varias esta¢des do ano B9 outro aspeto a salientar
é a necessidade de caracterizacdo das diatomaceas de menores dimensdes, com

recurso a microscopia eletrénica de varrimento, dado que sdo essas que terdao maior

probabilidade de serem encontradas num caddver em caso de afogamento.
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6 - O kit de recolha de amostras em caso de suspeita de morte por
afogamento

A recolha de amostras, a metodologia envolvida e a possibilidade de
contaminacgao ou introducdo de diatomaceas exdgenas durante as recolhas, como ja
demonstrado, é uma fase que merece especial atencdo na literatura analisada.
Diversos autores procuraram identificar nos procedimentos e técnicas, materiais e
reagentes, passos ou etapas potencialmente criticos no que se refere a contaminacao.
No entanto, da consulta dos referidos trabalhos constata-se a auséncia, uma vez mais,
de padronizacdo ou uniformizacdo de critérios para as recolhas, ou mesmo a adoc¢ao
de cuidados especificos tendo em vista a diminuicdo ou eliminagao da potencial
contaminacao. A referéncia a possibilidade da presenca de diatomaceas na agua de
lavagem na mesa da autdpsia ou nos instrumentos de uso corrente é sistematicamente
apontada, mas também a possibilidade de se encontrarem microalgas nas luvas

descartaveis, indispensdveis para a realizacdo de uma autdépsia médico-legal.

Hiirlimann et al. *”! desenvolveram um conjunto de regras e procedimentos na
sua visdo da metodologia, tendo sempre em conta o pré-requisito da total
“descontaminacao” dos materiais e reagentes utilizados, recorrendo
preferencialmente a material descartdvel e, na impossibilidade do seu uso,
assegurando uma minuciosa lavagem com agua previamente sujeita a ultrafiltracao
osmoética e comprovadamente isenta de diatomaceas, com amostra previamente
observada ao microscépio 6tico. Foram estabelecidos um conjunto de passos numa
sequéncia pré-estabelecida, elaborados em funcdo da minima interferéncia entre as
colheitas e restante procedimento de autdpsia, evitando deste modo a possibilidade
de comprometer outras recolhas, como por exemplo para analise histoldgica ou de
ambito da toxicologia forense. A quantidade e volume de cada amostra foi igualmente
considerada tendo em conta trabalhos anteriores e os resultados obtidos, resultando

num compromisso entre a quantidade e volume colhidos e valores efetivamente
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usados, estabelecendo de igual modo quantidades aproximadas para observagao ao
microscopio. O protocolo estabelecido por estes autores define ainda um método de
digestao preferencial (digestdo enzimatica), adaptado por estes, e as condi¢des de
execucdo do mesmo, considerando-se que apenas deverd ser utilizado material

descartavel em todo o procedimento de digestao.

Baseado no trabalho de Hiirliman et al.!*”

e atendendo ao que se julga ser um
forte contributo destes autores para a normalizacdo da metodologia das diatomaceas
no contexto forense das mortes por afogamento, suprimindo em larga medida os
pontos alvo de critica pela comunidade cientifica, apresenta-se seguidamente uma
guideline com descricao de um hipotético kit de recolhas, adaptados ao contexto da
patologia forense do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.
(INMLCF I.P.). Procurou a maximiza¢do do uso de material descartdvel, a minora¢ao da
possibilidade de contaminag¢do, um encadeamento de procedimentos compativel com
a execuc¢ao da autdpsia médico-legal tal como em vigor nos Gabinetes Médico-Legais e
Forenses (GMLF), e Servicos de Patologia Forense das Delegacdes, também sem
prejuizo da realizacdo de outras recolhas pertinentes. Pretendeu-se, de igual modo,
elaborar uma ferramenta capaz de estar permanentemente disponivel naqueles
servicos, facilmente acessivel e de custos controlados, que mantém as condi¢des de
descontaminacdo exigidas para uma correta implementacdo da metodologia das
diatomdaceas em situacdes em que se revele pertinente o seu uso. Atuando com base
no procedimento descrito, assegura-se que as colheitas poderdo ser processadas
posteriormente em ambiente laboratorial e por especialista que possa realizar a fase
de digestao, posterior observacdo e identificacdo ao microscépio, e, finalmente,
analise de resultados, fornecendo ao patologista forense informacao relevante que,
conjugada com outros achados necrépticos e exames complementares, permitirdo
concluir acerca de um potencial diagnéstico forense de morte por afogamento. Em
funcdo da necessidade de uma intervencdo multidisciplinar e especializada,

particularmente na fase de identificacdo das espécies de diatomaceas, considera-se
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que o procedimento deverd ser realizado em colaboragdao com instituicdo académica
de referéncia que disponha de taxonomista ou perito em diatomaceas, eventualmente

através uma atuagao protocolada com o INMLCF I.P.

GUIDELINE ITN.2
RECOLHA DE AMOSTRAS PARA PESQUISA [[F8NETH/DELEGACAO:
DE DIATOMACEAS e

Objetivo; Colhena de tecidos em sede de autdpsia, nomeadamente pulmao, rim,
figado, sangue e medula dssea, evitando a contaminagdo inter-orgdos ou a
contamina¢io por diatomidceas externas, eventualmente presentes nos instrumentos
e substanclas. As amostras colhikdas destinam-se a posterior digest3o enzimatica
possibiltando a andlise do seu conteddo em diatomaceas

Pré-requisitos:

1- As colheitas devem ser realizadas gxclusivamentg com recurso ao material
constante do KIT RECOLHA (& exce¢lo do segmento de didfise femoral);

2- Nasequéncla predefinida na presente guia;

3. Noinicio da autdpsia,

| = INFORMAGAO
Data proviwel dfogamenta  / Data tecuperagio cadiver
Dhata Colbieita / Sexo:M_F Idade
AFOGAMENTO CORROBORADO POR
Testemunhios {S/N) Outios mchoos (Ouars?)

SUPOSTO LOCAL AFOGAMENTOY

Bo/Ribeia | | Poco/Mnal | Banagem /Alndenra | 1 fstuamol | Mar[ ]

Outra | | Especticar

MNome do local morads, (sax de lndo)

OUTRON

Perto responsavel pela racolhis Contato

Observagoes

Figura 16 - Pagina 1 da guideline de recolha.
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Il = PROCEDIMENTO

- Os diferentes “packs” devem ser previamente dispostos de forma sequencial
facilitando o acesso a0 seu contetdo e evitando possivel contaminagio,

- As luvas fornecidas no KIT encontram-se testadas para a presenga de
diatomaceas ¢ devem ser utilizadas preferencialmente sobre as luvas de uso
corrente.

- Relativamente 3 quantidade/peso de amostra a colher, deve ser aplicada
uma mediclo empirica ou atender aos nivels indicados nos recipientes
{quando disponivel) e NUNCA utilizar a balanca da sala de autdpsia
{contaminacdol).

Lavar o corpo com Agua da torneira . Apés preparar os tecidos moles do
torax, criar um janela pleural de forma a observar o grau de distensio dos
pulmbes.

Durante a abertura da cawdade tordcica (remocdo da grelha costal) ndo tocar
nos pulmdes! Calce o par de luvas fornecido no pock “Pulmao”. /n situ, com
recurso ao bisturi e pinga descartivels fornecides no kit retire virios
segmentos em “fita" de tecido pulmonar (cerca de 20g, de ambos os pulmdes),
de uma profundidade ndo superior a 0,5 cm, Coloque no recipiente fornecido
no pock. Descarte as luvas.

Calce as luvas fornecidas (pack “sangue”). Apds abertura do pericirdio, eleve o
coracso pelo opex de modo a expor as velas pulmonares, Usando a seringa
descartavel fornecida no pack, recotha 20ml de sangue do otrium esquerdo
ofou veia pulmonar @ transfira sem quaisquer aditivos para o tubo de ensaio
fornecido no pack, Descarte as luvas,

Calce as luvas fornecidas (pack "Figado™). in situ remover uma porgdo de figado
[cerca de 2508 aprox,) do lobo esquerdo, usando o bisturl e pinga descartivel
fornecidos. Coloque no recipiente fornecido. Descarte as luvas,

A dgua ¢a torneies ancontrasse-d desprovda de distomaeas e Nungho dos sistemas atusis de
ahastecimenta de 13!,‘3 NO entanto, Atorseinase Oh‘ﬂfw{;ﬂ 0@ AMASIT3 30 MO, COMO cantroio

Figura 17 - Pagina 2 da guideline de recolha.
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Remova o estdmago & os intestinos. Calce luvas fornecidas no pack “rim"
Remaova, utilizando o bisturi descartavel fornecido, um rim completo incluindo
a capsula e cologue no reciplente fornecido no pack. Descarte as luvas,

Lavar a pele da coxa com agua em abundancia. Prepare os tecidos moles. Caloe
a5 luvas fornecidas com o pack “Medula Ossea” @ com recurso i serra elétrica
remova um segmento de 10-15 cm da didfise femoral. Cologue no saco plastico
minigrip forneckdo no pack. Descarte as luvas.

Fechar devidamente todos os reciplentes e sacos, colocando-os de novo no
saco "KIT RECOLRA",

Preserve de imed|ato em camara refrigeradora.

Adaptado de L Auirfinsnn of al; Diatormg and droweaing

COMPOSICAQ KIT RECOLHA:
- Saco Minigeip 45x15 “KIT RECOLHA":
Saco minigrip 30x22 “Pock pulmdo”
‘Recipiente pléstico S00m({
“Bistuei descortdvel
‘Pinca cescartdvel
-Par luvas Btex XL

§Saco mingrip 30x22 “Pock songue”:
-Seringo descortével 20ml
Tubo enseio 50m!
-Par luvas btex XL

N Sace minkgrip 30x22 “Pock rim”
-Recipiente piéstico S00m{
Blstuei descortdve!
“Par luvas Batex XL

uSaco minigrip 30522 "Pock figado”.
‘Recipiente plostico 500m{
-Bisturi descortvel
‘Ponga cescartdvel
-Par luvas btex XU

4 Saco minigrip 30x22 “Pock medulo dssea™

-Saco minigrip 30x22
Par luvas latex XU

Figura 18 - Pagina 3 da guideline de recolha.
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7 - Conclusoes e notas finais

O diagndstico forense de afogamento continua a ser um dos mais dificeis em medicina
legal para o qual foram propostos, desde o século XIX, numerosos testes bioldgicos com intuito

de confirmar a submersao vital.

A pesquisa de diatomdceas nos tecidos de vitimas suspeitas de morte por afogamento,
proposta no inicio do séc. XX por Ravenstorf “ para suportar tal diagnédstico foi largamente
aceite nos primordios da sua utilizacdo, antes de vdrios autores apresentarem relativamente a
possibilidade da existéncia falsos positivos, essencialmente pela detecao destas microalgas em
individuos cuja morte ndo estava relacionada com afogamento, comprometendo, portanto, a
fiabilidade do diagndstico. Os estudos que suportam a existéncia de diatomaceas em
individuos cuja morte ndo adveio de afogamento ou mesmo in-vivo, na sua maioria, ndo
descrevem as condi¢cdes em que foram executados sendo, por isso, impossivel reproduzi-los,
continuando a existir necessidade de estudos conclusivos sobre a existéncia de diatomaceas

ante-mortem.

A pesquisa e revisdo exaustiva realizada a literatura existente permite concluir que
relativamente a colheitas de amostras de tecidos, estas ndo se encontram bem definidas e
divergem de autor para autor, assim como quantidades a colher, as técnicas de extragdo e
purificacdo a usar, e ainda a forma de andlise de resultados que possibilitam concluir por uma
positividade do teste. Por outro lado, existem autores como Schellmann ™ que além das
etapas “classicas” adicionam passos a metodologia propondo uma filtracdo inicial com filtros
de nitrocelulose retendo as diatomaceas, sujeitando-as posteriormente a uma digestdo acida

seguida de observagdo ao microscopio.

1 .
(23] consideraram comparar

Além da detecdao em tecidos de afogados, Auer e Mottonen
os géneros de diatomaceas detetados em tecidos com géneros encontrados no liquido de
imersdo do suposto local de afogamento. A comparacgdo entre amostras do hipotético meio de
afogamento e tecidos nao é realizada num grande nimero de ensaios encontrados, ignorando
a informacdo que pode ser extraida desta andlise. As condi¢des de amostragem do meio de

afogamento, nos trabalhos em que é realizada, ndo se encontram rigorosamente descritas
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nem sdo uniformizadas, ndo sendo comparaveis entre estudos, a semelhanca do observado

nas colheitas em tecidos.

O pressuposto de se conhecer as comunidades de diatomaceas presentes esperadas
para determinado corpo de agua ndao é cumprido na literatura em apreco, ndo existindo
informacdo acerca de variagbes sazonais ou fatores de influéncia na ecologia de uma
populacdo de microalgas, obtida através de uma vigilancia regular e sistematica de um curso

de agua.

A possibilidade de adaptar dados colhidos em ambitos distintos da ciéncia forense,
mas que poderdo ser quantitativamente e qualitativamente informativos acerca das
diatomdceas presentes no meio, ndo sdo ferramenta de uso corrente na literatura consultada,
ainda que seja reconhecida a sua utilidade. Estes dados alternativos provém
fundamentalmente de estudos de avaliacdo da qualidade das dguas utilizando fitobéntos ou de

ecologia das populacdes.

A eventualidade de perda de diatomdaceas resultante da manipulagdo do cadaver
raramente é considerada nos estudos analisados, tendo em conta o nimero de procedimentos
que sdo levados a cabo desde a recuperagdo e remogao de um cadaver do meio liquido em

gue se apresenta até a sua colocacdo sobre a mesa da sala de autépsia.

A necessidade de especialista em diatomdceas para a identificacdo das espécies
presentes é subestimada na maioria dos trabalhos, ignorando a necessidade de uma
colaboracdo interdisciplinar nos campos da biologia aquatica e da medicina-legal de forma a

produzir conclusdes sdlidas.

A metodologia apresenta limitagdes, em fung¢ao da auséncia de diatomdaceas em
determinados meios de afogamento (e.g. banheiras e piscinas) e do mecanismo de morte em
certos afogamentos como a estimulacdo vagal ou a hidrocussdo, dada a auséncia de aspiracdo

de agua.

A contaminacdo através de diatomaceas exdgenas é considerada pela grande maioria
dos autores, proveniente de reagentes e material de vidro usado na metodologia. No entanto,

além de consideragGes genéricas sobre a necessidade de se prevenir a contaminag¢do, na
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maioria dos trabalhos analisados, ndo sdo estabelecidos procedimentos concretos que a

acautelem.

Tanto a contaminacdo com diatomdceas resultantes da exposi¢cdo a fontes ricas em
diatomdceas (e.g. extragdo mineira) como as contidas em reagentes e materiais sdo facilmente
distinguidas das existentes no meio de imersao, pois tratam-se usualmente de géneros fdsseis

claramente identificaveis por especialistas.

A maioria dos estudos analisados ndo é comparavel entre si levando a que os
resultados apresentados também ndo possam ser comparaveis. Ao longo dos ultimos 60 anos
0s principais autores que se debrucaram sobre a tematica foram apresentando trabalhos que
tanto validam e reconhecem a metodologia como concluem pelo seu afastamento como teste

forense para o afogamento (tabela 1).

A possivel, eventual uniformizacdo e padronizacao da metodologia contribuiria para a
auséncia das criticas que hoje se justificam em funcdo da variedade de procedimentos
adotados e anadlise pouco cuidada dos resultados, essencialmente por auséncia de

especialistas.

A estandardiza¢do do método permitiria a reprodutibilidade em qualquer situagdo de
investigacdo forense de morte por afogamento (excetuando as situagdes ja descritas em que o
método se revela limitado) ainda que apenas algumas provavelmente justifiquem o seu
emprego, nomeadamente casos de elevada putrefacdo e segmentacdo do cadaver, corpos
encontrados em terra com suspeita de afogamento, corpos encontrados em agua em local
distinto do qual se julga ser o local inicial de afogamento ou, qualquer situagdo em que se

revele necessario clarificar um diagndstico forense de afogamento.

Considera-se, no entanto, que a estandardizacdo do método é um processo que, em
funcdo da realidade médico-legal, ndo se vislumbra de facil concretizacdo, especialmente em
paises como Portugal que necessitam de conciliar a atividade pericial para entidades oficiais e
particulares com a investigacdo cientifica e a producdo de trabalhos académicos, onde
caberiam os esforcos de estandardizacdo do método. Instituicdes como o INMLCF I.P. mantém

necessariamente presente objetivos de produtividade, condicionadas pelas estruturas da
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Tabela 1- Quadro-resumo dos principais autores analisados e respetivos trabalhos desenvolvidos por ordem
cronoldgica.
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tutela, que se revelam muitas vezes incompativeis com a investiga¢cdo e produgdo cientifica.
No caso de Portugal, acrescem ainda a estas dificuldades, a especificidade do contexto em que
ocorrem estas mortes, de casuistica relativamente reduzida e essencialmente sazonal,
disponibilizando um limitado nimero de cadaveres. Estes casos, quando ocorrem, encontram-
se dispersos tanto por estruturas centrais (Delegacdes do INMLCF I.P.) como descentralizadas
(GMLF), exigindo uma coordenac¢do no sentido de se reunirem amostras suficientes para o
tratamento estatistico dos casos. Também a indisponibilidade de érgdos, quer pela sua
auséncia em casos particulares, quer pelo papel que desempenham noutros passos e exames
da autépsia, fazem com que a comparagcdo entre casos se torne ainda mais dificil,

comprometendo a base estatistica necessaria para efeito de estandardizacao.

No que se refere a utilizacdo atual do método pelo INMLCF I.P., do que foi possivel
apurar, ndo existe qualquer aplicacdo pratica corrente nos Servicos de Patologia Forense,
ainda que os principios da metodologia estejam presentes na formacdo base e pds-graduada
dos patologistas forenses da instituicdo. Numa perspetiva histdrica, o uso de diatomaceas terd
existido nos extintos Instituto De Medicina Legal de Coimbra, de Lisboa e do Porto, através de
procedimentos de pesquisa sumadria de diatomaceas realizada ao microscépio otico,
resultando a sua detecdo em indicio de suporte para um diagndstico forense de morte por

afogamento.

Atendendo a sua auséncia da realidade médico-legal do INMLCF I.P., ao potencial de
esclarecimento sobre situagdes dubias de afogamento em que poderd existir necessidade de
destringar uma etiologia suicida de uma homicida ou mesmo acidental, e ao custo
relativamente reduzido do método, reveste-se, na modesta opinido do autor, de grande
interesse para o INML I.P. que exista capacidade de aplicacdo do teste das diatomaceas, tanto
mais que tal implementacgdo pode ser facilitada pelo uso do “kit de recolha” anteriormente
descrito, acautelando as colheitas segundo o principio da auséncia de contaminacdo
preconizado na guideline apresentada. Considera-se ainda que esta implementacdo devera
considerar o estabelecimento de um protocolo de colaboracdo com instituicdo académica de

referéncia, com especialista em diatomaceas.
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Conclui-se que, da literatura revisada e das correntes de opinido acerca da tematica, o
chamado “teste das diatomdceas” representa um dos métodos mais véalidos para detecdo da
causa e local de afogamento, desde que realizado de forma metddica e padronizada, tanto no
terreno como no laboratério, com a mdxima exclusdo de possiveis fontes de erro. A fiabilidade
e validade do teste deverdao ter melhoramentos futuros essencialmente ao nivel das técnicas
de extracdo enzimaticas e tecnologias mais recentes como a microscopia eletrénica e

processamento digital de imagem.

Quer no presente, quer no futuro, o “teste das diatomaceas” pode e deve ser
considerado um método valido, ao alcance do patologista forense, auxiliando-o de forma a
concluir acerca de um diagndstico médico-legal de afogamento, facilitando o que

classicamente se tem demonstrado ser um desafio.
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