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RESUMO

A determinacdo de especificidade humana pode indicar a presenga de sangue humano, mesmo em amostras antigas provindas
de investigacdes criminais, contaminadas ou em estado de putrefacdo. O presente estudo visa analisar se ha concordancia entre
os resultados obtidos pelos testes de orientagdo e especifico para sangue humano utilizados rotineiramente na analise forense
em comparagdo com o teste imunocromatografico para detecgdo da hemoglobina humana. O resultado alcangado por meio do
anticorpo anti-hemoglobina humana mostrou-se eficiente na detecgo qualitativa de hemoglobina humana em amostras de sangue
depositadas em pegas e locais de crime.

Palavras-chave: identificagdo de sangue; teste imunocromatografico; amostras biologicas; identificagdes criminais; biologia
forense.

ABSTRACT

The determination of human specificity may indicate the presence of human blood, even in ancient samples originated from
criminal investigations, contaminated or in a state of putrefaction. This study aims to examine whether there is consistency
between the results obtained by guidance and specific human blood tests used routinely in forensic analysis in comparison with
the immuno-chromatographic test for human hemoglobin detection. The diagnosis using antibody anti-human hemoglobin has
been shown to be effective in the qualitative detection of human hemoglobin in blood stains in crime related objects and at crime

scenes.

Keywords: blood identification; immuno-chromatographic test; biological samples; criminal investigations; forensic biology.

1. INTRODUCAO

A identificagdo de sangue e de sua origem humana
em amostras provindas de investigagdes criminais no
Estado de Sao Paulo tem sido realizada nos laboratérios
do Nucleo de Biologia e Bioquimica (NBB) do Instituto
de Criminalistica (IC) através dos métodos baseados
no reagente Kastle-Meyer (para ensaios presuntivos)
e no teste indireto de Coombs (para determinacdo de
especificidade humana).

Alguns laboratérios policiais da Alemanha e
da Suiga utilizam o teste imunocromatografico para
identifica¢ao de sangue humano. Esses testes se utilizam
de anticorpo anti-hemoglobina humana que aplicados em
amostras de material biologico obtidas em investigagao
criminal podem indicar a presenca de sangue humano,
mesmo em amostras antigas, contaminadas ou em estado
de putrefacdo [1]. Assim, esses testes t€ém se mostrado
eficazes e robustos, com grande aplicagdo a pericia
criminal.
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Baseado no diagnostico por meio do anticorpo
anti-hemoglobina humana, o Feca-Cult One Step Teste
[2] ¢ um teste imunocromatografico em forma de tira
ou dispositivo (Fig.(1)), originalmente desenvolvido
para a deteccdo de hemoglobina humana em fezes. A
interpretacdo do resultado é rapida, por meio da presenga
de cor em regides especificas da tira. Sua utilizacdo
forense foi posteriormente adaptada por Hochmeister et
al. [1].

O presente estudo visa analisar se hd concordancia
entre os resultados obtidos pelos testes Kastle-Meyer,
Coombs e o Feca-Cult para constatacdo da presenca
de sangue humano em pegas criminais. Busca também
comparar a sensibilidade da determinagdo de sangue
humano em amostras diluidas empregando-se os
testes Coombs e Feca-Cult; ¢ avaliar se ha influéncia
da oxidagdo de materiais que constituem as pecas de
exames sobre o resultado destes testes.
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Figura 1. A esquerda, formas de apresentagdo do Kit Feca-Cult, tira
(superior) ou dispositivo (inferior). A direita, tubo coletor contendo
suspensao de proteina e conservantes.

2. MATERIAL E METODO
2.1. Material

Os testes foram realizados com o kit Feca-Cult
One Step Teste, na forma de tira, produzido por Alamar
Tecno Cientifica Ltda. O kit fornecido (Fig.(1)) contém
tiras de teste com reagentes imobilizados em uma
membrana em uma proteina matriz com azida sddica e
tubos coletores contendo uma suspensao de proteina e
conservantes [2].

2.2. Principio do teste imunocromatografico

A tira do teste contém uma membrana pré-
impregnada com anticorpo monoclonal anti-hemoglobina
humana, na area da linha teste, ¢ anticorpo de cabra anti-
camundongo, na area da linha controle. Uma almofada
com anticorpo policlonal anti-hemoglobina humana-
conjugado de ouro coloidal é colocado no final da
membrana, na area de aplicacdo da amostra. Quando
a hemoglobina humana estiver presente na amostra
dissolvida na suspensdo de proteinas e conservantes, a
mistura do conjugado ouro coloidal e a amostra extraida
movem-se ao longo da membrana cromatograficamente
por acdo de capilaridade. Esta mistura, entdo, migra para
a area da linha teste ¢ forma uma linha visivel com o
complexo de anticorpos com a hemoglobina humana. Na
auséncia da hemoglobina humana na amostra extraida,
nao ha formagao de nenhuma faixa de cor visivel na area
da linha teste. Portanto, a presenca de uma faixa de cor
na area da linha teste indica um resultado positivo (Fig.
(2)). Uma faixa colorida devera sempre aparecer na arca
da linha controle para validagdo do teste [2], [3].

Duas faixas Uma faixa Sem faixas
Positivo Negativo Invalido

Cc C C

T T T

Figura 2. Interpretagdo do teste. A presenca da linha controle (C)
indica a validade do teste; a rea¢do colorimétrica na linha teste (T)
revela resultado positivo para sangue humano.

2.3. Procedimento de coleta de amostras

As amostras para teste com o Feca-Cult foram
obtidas utilizando-se trés procedimentos, denominados
A, B e C, de acordo com os parametros estabelecidos,
concentrag@o ¢ quantidade da amostra. O procedimento
“A” foi utilizado com amostras mais concentradas e
em maior quantidade e consistiu em esfregar a parte
estriada da haste do aplicador (Fig.(3)) sobre a mancha
(Fig.(4)) e introduzir no tubo coletor, agitando o tubo
vigorosamente, de maneira a assegurar uma boa difusao
e homogeneizacdo da solug@o. Os procedimentos “B” e
“C” foram utilizados com amostras menos concentradas
e em menor quantidade. “B” consistiu em recortar um
fragmento da amostra e introduzir no orificio do tubo
coletor para a extragdo do material com a solugdo (Fig.
(5)). Em “C”, um pedago da amostra é colocado em um
tubo de ensaio junto com o contetido de solugdo de 1 tubo
coletor (Fig.(6)). O tubo ¢ agitado e deixa-se extraindo
por alguns segundos.

Tampa de rosca do tubo

~ __—coletor anexada a haste

Parte estriada da
haste aplicadora

Suspensdo de proteinas
e conservantes

Figura 3. Ilustra¢do do tubo coletor do Feca-Cult, contendo uma haste
aplicadora imersa em suspensdo de proteinas e conservantes [2].

Apoés a extragdo das amostras em “A” ¢ “B”,
a extremidade do tubo coletor foi rompida e foram
dispensadas 3 gotas na extremidade absorvente da tira
(Fig.(7)). No procedimento “C”, a solugdo da amostra
extraida no tubo de ensaio foi gotejada 3 vezes sobre a
extremidade absorvente da tira com o auxilio de uma
pipeta. O resultado foi lido em 5 minutos.

Figura 4. Procedimento “A”: esfrega-se a parte estriada da haste do
aplicador sobre a mancha
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Figura 5. Procedimento “B”: introduz-se um fragmento da amostra
pelo orificio do tubo coletor

Figura 6. Procedimento “C”: um pedago da amostra ¢ colocado em
um tubo de ensaio junto com o contetido de solucdo de 1 tubo coletor.

Figura 7. Apos macerada a amostra nos procedimentos, dispensam-se
3 gotas na extremidade absorvente da tira.

2.4. Testes de identificacdo de sangue e de especificidade
humana

A hemoglobina ¢ uma proteina conjugada que
esta presente nos globulos vermelhos do sangue e tem
papel fundamental nesses testes. E constituida pela
proteina globina e pelo grupo heme [3].

O reagente de Kastle-Meyer funciona como
indicador apods a adigdo de peroxido de hidrogénio a
amostra em solugdo fisiologica. O teste ¢ baseado na
atividade catalitica do heme da hemoglobina que atua
sobre o perdxido e libera oxigénio que oxida o indicador
do reagente, fenolftaleina, dando coloracdo rosa a
solug@o. O teste pode fornecer resultados falso-positivos
com outras substancias, mas reacdes negativas sdo prova
da auséncia ou de quantidades ndo detectaveis de heme
[3]. Os trabalhos consultados apresentaram diferentes
sensibilidades para o reagente: 1:1.000 ¢ 1:1.000.000 [3],
[4]. No presente trabalho, apenas as amostras positivas
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com o teste de Kastle-Meyer, foram também analisadas
pelo teste de Coombs [3].

O teste soroloégico de Coombs ou Teste da
Antiglobulina Humana identifica a presenca de uma
proteina presente no soro do sangue humano na superficie
dos globulos vermelhos, a globulina. Esse teste detecta
anticorpos incompletos de grupos sanguineos no soro
(teste indireto da antiglobulina). Anticorpos incompletos
sdo aqueles que falham em aglutinar glébulos vermelhos
suspensos em salina. Nareagdo da antiglobulina, globulos
vermelhos envolvidos com anticorpos incompletos,
como anti-Rh IgG, sdo aglutinados por anti-IgG, o qual
liga as moléculas de IgG através de pontes aos globulos
vermelhos vizinhos. O fundamento do método ¢ que a
globulina humana inibe a atividade do soro antiglobulina
humano, o qual perde a capacidade de aglutinar globulos
vermelhos sensibilizados por anticorpos incompletos.
Se uma mancha de sangue contém globulinas do soro
humano e ¢ incubada com anti-soro globulina humano,
essas globulinas neutralizam o anti-soro ¢ quando sdao
adicionadas células ‘O’ Rho(D) (fornecidas no kit
do teste sorologico de Coombs) sensibilizadas com
anticorpos incompletos, nenhuma aglutinagdo ocorre,
sendo a mancha de sangue, portanto, de origem humana.
A formagdo de aglutinagdo significa que a mancha de
sangue ndo contém globulina humana e que o anti-
soro globulina humano ficou livre para formar pontes,
aglutinando os globulos vermelhos sensibilizados. A
sensibilidade do teste ¢ da ordem de 1:50.000 [3].

2.5 Avalia¢do da sensibilidade dos testes para detec¢do
de sangue humano

2.5.1 Coleta do material para determinag@o de sensibi-
lidade dos testes

Foram coletados 5 mL de sangue humano por
puncdo venosa para serem empregados nas dilui¢des,
com especial atencdo para a medicdo dos volumes
empregados nos procedimentos antes da coagulagio

2.5.2 Diluentes empregados

As seqiiéncias de diluicdo foram efetuadas
distintamente com agua destilada, solugdo fisiologica
(NaCl 0,9 %) e solugdo salina tamponada do tubo coletor
do Feca-Cult.

2.5.3 Método empregado

Foi transferido 1 mL de sangue humano in natura
para cada um dos trés recipientes contendo os diluentes
especificados a temperatura ambiente, a partir dos quais
foram efetuadas as dilui¢des de 1:1.000, 1:2.000, 1:3.000,
1:4.000, 1:5.000, 1:6.000, 1:7.000, 1:14.000, 1:28.000,
1:56.000, 1:112.000, 1:224.000, 1:448.000, 1:500.000,
1:896.000 ¢ 1:1.000.000. O teste de Coombs foi aplicado
para as dilui¢des de 1:1.000 a 1:7.000, enquanto o Feca-
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Cult foi aplicado em todas as dilui¢Ges.
2.6 Avalia¢do da influéncia de oxidagdo de pecas sobre o
resultado dos testes de Coombs e Feca-Cult

Foram analisadas laminas de aco oxidadas e
ndo oxidadas encaminhadas ao Nucleo de Pericias
Criminalisticas (NPC) de Araraquara para pesquisa de
sangue humano, comparando-se os resultados dos testes
de Coombs e Feca-Cult.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Procedimento de coleta de amostras

Um total de 130 amostras foram analisadas
através dos procedimentos A, B e C. O procedimento “A”
mostrou-se pratico, porém bastante limitado. Pode ser
usado quando houve manchas hematoides concentradas
em objetos rigidos, tais como faca, de modo que a
substancia hematica se aderia facilmente as estrias da
haste do tubo coletor. Foi utilizado em 12 amostras
(9,23%) dos testes. Ja& o procedimento “B” se mostrou
pouco pratico, devido ao orificio do tubo coletor possuir
diametro de cerca de 2 mm, o que dificulta a inser¢do
de um fragmento de amostra maior; sendo utilizado em
apenas 15 amostras (11,54%) dos testes. O procedimento
“C” apresentou-se relativamente pratico e serviu para
qualquer concentrag@o de amostra. Foi o mais utilizado,
sendo empregado em 103 amostras (79,23%).

3.2. Comparacgdo entre os testes de Kastle-Meyer, de
Coombs e Feca-Cult

A Tabela (1) expressa os resultados dos testes
de Coombs e Feca-Cult. Os resultados para Coombs/
Feca-Cult +/+, NR/- ¢ -/-, que equivalem a 95,4% dos
resultados, indicaram concordancia entre os testes.

Tabela 1. Resultado dos testes de Kastle-Meyer, de Coombs ¢ Feca-
Cult das amostras analisadas (n=130).

Kastle-Meyer Coombs Feca-Cult N° de amostra
+ + + 86 (66,2%)
- NR - 30 (32,1%)
- - 8 (6,2%)
+ - + 5(3,8%)
- - + 1 (0,8%)

(+) positivo; (-) negativo; (NR) nao realizado
* realizado na tentativa de se esclarecer o resultado divergente.

Apenas 6 (4,6%) amostras indicaram divergéncia
entre Coombs e o Feca-Cult. Testes imunocromatograficos
para especificidade humana, como o Feca-Cult,
apresentam resultado positivo para sangue total diluido
até 1:1.000.000. No teste de Coombs, resultados positivos
sd0 obtidos com sangue total diluido até 1:50.000 [3].
Logo, o Feca-Cult ¢é vinte vezes mais sensivel que o teste
de Coombs na identificagdo de sangue humano. Todas

as amostras que tiveram resultados divergentes entre
o Feca-Cult e o Coombs foram obtidas de pecas com
substancia hematoide em baixa quantidade, o que pode
ter sido detectado pelos testes de Kastle-Meyer e Feca-
Cult, mas ndo pelo teste de Coombs, devido a sua menor
sensibilidade.

O resultado negativo para o método de Kastle-
Meyer foi obtido em apenas uma amostra de uma
faca que particularmente se encontrava em estado
avangado de oxidagdo. O resultado positivo para o
Feca-Cult indicou presenga de hemoglobina humana
[2]. No entanto, o método de Kastle-Meyer, que resulta
positivo quando da presenga de hemoglobina [4], ndo
constatou a presenca de sangue. Essa divergéncia pode
ser explicada pela sensibilidade variavel do reagente de
Kastle-Meyer. Diferentes sensibilidades para o método
foram citadas por diferentes autores, diferindo em até
mil vezes [3], [4]. Assim, o reagente de Kastle-Meyer
pode ter sensibilidade inferior aquela atribuida ao Feca-
Cult. Outra possibilidade seria de que o elevado grau
de oxidagdo da pega pode ter suprimido a capacidade
da hemoglobina de reduzir o peréxido de hidrogénio
no método de Kastle-Meyer. O teste de Coombs foi
excepcionalmente realizado nessa amostra negativa
para sangue genérico, mas resultou negativo, o que
era esperado devido sua menor sensibilidade quando
comparado ao Kastle-Meyer.

3.3. Comparacao da sensibilidade dos testes de detec¢do
de sangue humano

Os resultados obtidos, conforme cada
concentragdo ¢ os diluentes empregados encontram-se
nas Tab.(2) e (3).

Os resultados expostos na Tab.(2), ilustrados
da Fig.(8), apontaram a detec¢do de sangue humano
nas solugdes de concentragao até 1/4.000 empregando-
se o teste de Coombs, tendo-se como solvente a
solucdo fisiologica e a solugdo salina tamponada. Para
as concentragdes de sangue de 1/5.000 a 1/7.000,
os resultados foram negativos, observando-se no
microscopio optico as aglutinagdes caracteristicas destes
resultados negativos.

Para as amostras diluidas em agua destilada, todos
os tubos apresentaram aglutina¢des, caracterizando
os resultados negativos para o método sorologico
empregado. Assim, para as concentra¢des diluidas de
sangue humano, a hemolise das hemacias, ocasionada
pela agua destilada, impossibilitou sua aglutinagdo,
gerando resultados falso-negativos em concentragdes
que deveriam ser detectadas pelo método soroldgico.
Portanto, para que haja a preservagdo do sangue, a coleta
das amostras em locais de crime deve ser efetuada com
solugdo fisioldgica ou salina tamponada.

O teste Feca-Cult apontou resultados positivos
nas concentragdes de 1/5.000 a 1/7.000, ndo detectadas
pelo método sorologico, evidenciando sua maior
sensibilidade (Fig.(8)).
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Tabela 2. Resultados da detec¢ao de sangue humano empregando-se como diluente agua destilada, solugdo fisiologica e salina tamponada,
comparando-se os testes de Coombs e Feca-Cult.

Agua destilada Solugio Fisiolégica Salina Tamponada
Concentracio
Coombs Feca- Cult Coombs Feca- Cult Coombs Feca- Cult
1/1000 - + + + + +
1/2000 - + + + + +
1/3000 - + + + + +
1/4000 - + + + + +
1/5000 - + - + - +
1/6000 - + - + - +
1/7000 - + + - +

(+) positivo; (-) negativo.

Figura 8. Ilustracdo dos resultados positivos apontados na Tab.(2)
obtidos pelo método de membrana reativa Feca-Cult. Da esquerda
para a direita, os resultados referem-se as concentracdes de 1/1.000
a 1/7.000.

Na Tabela (3), foram apontados os resultados
provenientes do método Feca-Cult para concentragdes
acima de 7.000 vezes de diluigdo. Os resultados
obtidos apontaram para a detec¢do de sangue humano
em concentragdes extremamente reduzidas quando
comparados aos resultados obtidos pelo método
sorolégico atualmente empregado pelos Nucleos de
Pericias Criminalisticas.

Tabela 3. Resultados da detec¢@o de sangue humano em diferentes
diluentes e concentragdes: agua destilada, solucao fisiologica e salina
tamponada, empregando-se o Feca-Cult.

Feca- Cult

Concent. . . Solucio Salina
Agua destilada .

fisiologica tamponada
1/14.000 + + +
1/28.000 + + +
1/56.000 + + +
1/112.000 + + +
1/224.000 + + +
1/448.000 + + +
1/500.000 + + +
1/896.000 + - -

1/1.000.000 + -

(+) positivo; (-) negativo.
As amostras que continham o sangue humano

diluido em solugdo fisiologica revelaram resultados
positivos até a concentracdo de 1/500.000. Estes
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resultados também foram observados nas amostras
diluidas com solugdo salina tamponada fornecida com
o kit. Ressalta-se que a faixa positiva da membrana
revelou-se mais intensa na diluicdo empregando-se a
salina em comparag@o a solugdo fisiologica (Fig.(9)).

Figura 9. Membranas reativas Feca-Cult resultantes da analise
de solugdes de sangue humano com concentragdo de 1/500.000,
diluidas em agua destilada (1), solugéo fisiologica (2) e solugdo salina
tamponada (3).

Os melhores resultados foram obtidos nas leituras
das membranas reativas efetuadas com as amostras
diluidas em agua destilada, onde se obteve resultado
positivo para sangue humano na concentragdo de
1/1.000.000.

A lise das hemacias pela agua destilada pode
ter auxiliado na deteccdo de sangue humano em
concentragdes abaixo de 1:500.000, disponibilizando
mais hemoglobina na solu¢do devido a ruptura dos
eritrocitos, quando comparada com as solugdes contendo
hemoglobinas integras das diluigdes efetuadas com as
outras duas solugdes testadas.

Conforme Fig.(10), nota-se que a intensidade
das coloragdes da fita teste ¢ muito semelhante para
todos os solventes utilizados na diluicdo, ainda que
a concentracdo da solugcdo com agua destilada seja a
metade (1/1.000.000) das demais (1:500.000).

3.4 Avaliacdo da influéncia de oxidagdo de pecas sobre o
resultado dos testes de Coombs e Feca-Cult

Os resultados dos testes de Coombs e Feca-Cult
da analise de influéncia de oxidagao sobre o resultado
destes testes estdo expressos na Tab.(4).
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Tabela 4. Resultados da detec¢do de sangue humano em amostras
oxidadas e ndo oxidadas

Peca Coombs Feca-Cult
Lamina de ago oxidada 1 + +
Lamina de ago oxidada 2 + +
Lamina de ago oxidada 3 - +
Lamina de ago oxidada 4 + +
Lamina de ago oxidada 5 - -
Lamina de a¢o ndo oxidada 1 + +
Lamina de ago ndo oxidada 2 + +
Lamina de ago ndo oxidada 3 - -
Lamina de ago ndo oxidada 4 - -

(+) positivo; (-) negativo.

Observa-se concordancia de 88,9% (n=9) entre os
testes de Coombs e Feca-Cult. A excecdo se da na lamina
oxidada 3, cujo resultado do Feca-Cult se revelou em trés
minutos, mesmo tempo de revelagdo das amostras de
sangue humano diluido entre 1:500.000 e 1:1.000.000.
Isso pode explicar o resultado negativo do teste de
Coombs para esta lamina, considerando a diferenca de
sensibilidade deste método quando comparado com
o Feca-Cult: ¢ provavel que a concentragdo de sangue
fosse inferior a detectavel por Coombs, mas acima do
limite de deteccao pelo Feca-Cult.

4. CONCLUSOES

O Feca-Cult apresentou concordancia de 95,4%
com os resultados obtidos com a método para detecgao
de sangue utilizado rotineiramente em andlises forenses.
Pode-se ainda sugerir que foi mais eficaz, identificando
aparentemente sangue humano em concentracdes ndo
detectaveis pelos outros métodos.

Deve-se analisar a concentracdo da substincia
hematica para se estabelecer qual o solvente mais
adequado para cada situacdo. Em concentracdes ¢

quantidades muito baixas de substancia, o uso da agua
destilada fornece resultados mais sensiveis com o uso
do Kit Feca-Cult, apesar de apresentar resultado falso-
negativo no exame soroldgico através do método de
Coombs. Ja a solugdo fisiologica e a salina tamponada
podem ser utilizadas para as demais concentracdes em
ambos os testes.

O ac¢o oxidado parece ndo afetar o resultado do
Feca-Cult, o que nos sugere que o resultado negativo
para Kastle-Meyer e positivo para Feca-Cult observado
na comparagdo entre os trés testes deve ser explicado
pela hipotese mais parcimoniosa levantada, baseada na
possivel diferenca de sensibilidade existente entre estes
testes.

Deste modo, a andlise em amostras suspeitas
de sangue depositadas em pegas criminais por meio do
anticorpo anti-hemoglobina humana mostrou-se eficiente
na detecgdo qualitativa de hemoglobina humana. Vale
apontar como vantagem em relagdo aos demais testes
especificos para sangue humano a rapidez do resultado e
a facilidade de aplicagdo do teste imunocromatografico.
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