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Resumo

O sangue humano é comumente encontrado em locais de crime e sua constatacdo é feita geralmente através de exames
imunocromatogréficos, concebidos para determinagdo qualitativa de hemoglobina humana em fezes, porém amplamente utilizados
nos Institutos de Criminalistica para amostras forenses. A salina tamponada usada para extragdo de supostas manchas de sangue
contém azida de sodio e esta pode reagir com cobre. Com objetivo de testar a possivel interferéncia do cobre nos testes
imunocromatograficos de sangue humano, foram utilizadas moedas de R$0,05 (M1); R$0,10 (M2); R$0,25 (M3); R$0,50 (M4) e
R$1,00 (M5), pelo fato de possuirem ligas metalicas conhecidas e com diferentes composi¢Bes. As moedas foram previamente
lavadas e deixadas secar, a seguir utilizaram-se swabs umedecidos com solugdo extratora e esfregados em cada uma delas para
obtencdo de amostras para serem submetidas a pesquisa de sangue humano. Posteriormente, as cinco moedas foram imersas na
solucdo extratora e deixadas em repouso, gerando amostras para serem testadas ap6s 1, 2, 4 e 42 horas. As amostras obtidas com
swab apresentaram resultado negativo para sangue humano. No entanto, a partir de uma hora de imersdo na solucdo extratora,
resultados falso-positivos foram observados em M3; duas horas de extragdo em M2 e M3; quatro horas de extragdo em M2, M3 e M5
e 42 horas de extracdo em M1, M2, M3 e M5. Desta forma, advertimos sobre a existéncia do risco de resultados falso-positivos para
sangue humano em laudos periciais dos Laboratdrios Forenses que utilizam testes imunocromatograficos em amostras que
porventura contenham cobre em sua composicao.

Palavras-Chave: Falso-positivo; Sangue humano; Interferéncia quimica; Cobre; Teste imunocromatografico.

Abstract

Human blood is commonly found in crime scenes and its characterization is usually done through immunochromatographic assays
conceived for qualitative determination of human haemoglobin in feces, although widely used in Forensic Institutes for forensic
samples. Buffered saline, used as extraction solution of supposed bloodstains, contains sodium azide which can react with copper.
Aiming to test possible cross reaction of copper in immunochromatographic assays for human blood detection, we used R$0,05
(M1); R$0,10 (M2); R$0,25 (M3); R$0,50 (M4) and R$1,00 (M5), since it has known metallic alloys with different compositions.
The coins were previously washed and left to dry, afterwards we used swabs moistened with extraction solution and rubbed each one
for sample collection in order to proceed the assay for human blood detection. Afterwards the five coins were immersed in extraction
solution and left to rest, generating samples that were tested after 1, 2, 4 and 42 hours. The samples obtained with a swab showed a
negative result for human blood. However, after 1 hour of immersion in extraction solution, false-positive results were observed for
M3; 2 hour extraction in M2 and M3; 4 hour extraction in M2, M3, M5 and 42 hour extraction in M1, M2, M3 and M5. Therefore,
we advert about the possibility of false-positive results for human blood in laboratory reports of Forensic Laboratories that utilize
immunochromatographic tests in samples that end up having copper in its compositions.

Keywords: False positive; Human blood; Chemical interference; Copper; Immunochromatographic test.
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1. INTRODUCAO

O sangue constitui cerca de 8% do peso corporal total
[1], sendo um dos vestigios biol6gicos mais encontrados
em fatos criminosos que envolvem homicidios, estupros e
agressoes fisicas [2].

Dentre os componentes presentes no sangue destacam-
se 0s glébulos vermelhos, também conhecidos como
hemdcias, dentro dos quais se encontra a hemoglobina,
uma proteina conjugada que confere a cor vermelha ao
sangue e é responsavel pelo transporte de oxigénio.

A pesquisa por sangue em amostras forenses pode ser
feita através de testes de orientacdo que indicam a
possibilidade de o material conter sangue (testes de cor e
testes de luminescéncia), e testes de certeza que
confirmam a presenga de sangue genérico (cristais de
Teichmann e de Takayama) ou de sangue humano
(imunocromatogréafico) nas amostras [2].

A benzidina ou reagente de Adler-Ascarelli é um teste
de orientagdo (teste de cor) que foi utilizado durante a
maior parte do século XX, para a detec¢do de sangue em
cenas de crime, devido a sua alta sensibilidade [3]. A
reagdo da benzidina baseia-se na catalise da decomposicao
do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, pela
hemoglobina presente no sangue. O oxigénio formado
oxida a benzidina, alterando a estrutura, perceptivel por
meio do aparecimento de uma colora¢do azulada [3]. No
entanto pode reagir com sais de ferro 1l e 111 e oxidases de
cereais [4], por outro lado uma rea¢do negativa indica
auséncia ou quantidades ndo detectdveis do grupo
prostético heme [2].

O teste de certeza mais comumente utilizado para a
identificacdo de sangue humano em amostras forenses € o
imunocromatografico e este geralmente utiliza anticorpos
monoclonais (AbM) mdveis conjugados a ouro coloidal na
regido de aplicacdo da amostra (regido absorvente),
anticorpos policlonais (AbP) imobilizados na regio teste e
anticorpos  anti-imunoglobulina  (anti-lg) na regido
controle, sendo os dois primeiros, especificos para o
antigeno de interesse e o Ultimo especifico para
imunoglobulinas, conforme Fig. 1.

Caso seja dispensada, amostra contendo sangue
humano na regido de aplicagdo (regido absorvente), a
hemoglobina humana se liga ao anticorpo monoclonal
anti-hemoglobina humana conjugada a ouro coloidal. No
decorrer da corrida da amostra, o complexo hemoglobina
humana-anticorpo monoclonal-ouro coloidal, migra pela
regido teste, devido afinidade com o anticorpo policlonal
anti-hemoglobina humana, formando assim uma faixa de
coloracdo avermelhada, propria do ouro coloidal.
Anticorpos monoclonais conjugados a ouro coloidal, mas
ndo complexados com hemoglobina humana, continuam a
corrida até atingir a regido controle, formando assim, outra
banda de coloracdo avermelhada.

Faixa Faixa Regio de
controle teste aplicagdo da
/ amostra
)’) ° oV '»"%}b@ AViIN—™
'09’1»@&’1»&@,\». 09&'./' xom — | |
Anticorpo anti- Anticorpo Anticorpo
imunoglobulina policlonal monoclonal
anti-Hb anti-Hb
humana humana

Ouro coloidal

Figura 1. Esquema do teste imunocromatografico de sangue humano.

Este método permite detectar sangue humano, mesmo
em amostras antigas, contaminadas ou em estado de
putrefacdo [5], apresentando sensibilidade dez mil vezes
maior que os testes de cristais de Teichmann e de
Takayama [2].

O FECA-CULT ONE STEP TESTE é um exame
imunocromatografico rdpido para a determinagdo
qualitativa de hemoglobina humana em fezes, a fim de
detectar distrbios gastrintestinais inferiores, como cancer
colo retal e adenomas, por meio da interpretacéo visual do
desenvolvimento de cor no teste, sendo positivo (duas
faixas) e negativo (uma faixa) [6]. Diante da sensibilidade
e especificidade, os testes imunocromatograficos séo
amplamente utilizados nos Institutos de Criminalistica
para detecgdo de sangue humano em amostras forenses.

A salina tamponada, que compBe o Kit
imunocromatografico, contém azida de sodio (NaNs), que
conforme instrucdes do fabricante [6], pode reagir com
encanamentos de chumbo ou cobre no momento do
descarte.

Dentre a variedade de materiais encaminhados ao
Laboratério de Exames Biologicos da Diretoria
Metropolitana de Laboratério Forense da POLITEC/MT
para pesquisa de sangue humano, alguns apresentam
cobre em sua composi¢do, como projéteis de arma de
fogo (PAF) com camisas de latdo (liga metalica de cobre
e zinco), moedas, utensilios, cadeados, bijuterias, entre
outros. Desta forma, o presente estudo tem o objetivo de
testar se o produto da reacdo quimica da azida de sédio
com o0 cobre pode causar uma possivel interferéncia nos
testes imunocromatograficos para sangue humano,
resultando em falso-positivos (duas faixas) em amostras
sabidamente sem sangue humano.

2. MATERIAL E METODO
A possivel interferéncia do cobre nos testes foi

avaliada com a utilizagdo de moedas de R$0,05 (cinco
centavos de Real), nomeada como M1; R$0,10 (M2);
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R$0,25 (M3); R$0,50 (M4) e R$1,00 (M5), pelo fato de
possuirem ligas metélicas conhecidas e com diferentes
composicdes.

A Tabela 1 fornece as ligas metalicas de cada moeda
de Real e esta disponivel no sitio do Banco Central do
Brasil [7].

Tabela 1. Composigao quimica das ligas metalicas de moedas de Real (22
familia).

Moeda Material Observacao
R$0,05 | Aco " revestido com cobre -
R$0,10 | Aco " revestido com bronze ™ -
R$0,25 | Aco " revestido com bronze ™ -

R$ 0,50 | Cobree niquel (1998 a 2001)
S (2002 em
R$ 0,50 | Aco inoxidavel diante)
Cobre e niquel (ntcleo) e
R$ 1,00  hiquel (ndcleo) (1998 a 2001)
Alpaca  (anel)
Aco inoxidavel (nicleo) e Aco | (2002 em
R$ 1,00 . *x .
revestido de bronze  (anel) diante)

* Aco: liga de ferro e carbono
** Bronze: liga de cobre e estanho
*** Alpaca: liga de cobre, niquel, estanho e prata

As moedas foram previamente lavadas com detergente
neutro para eliminacdo de possivel impregnacdo de
sangue e deixadas para secar. A seguir utilizaram-se
swabs estéreis umedecidos com solucdo extratora para
coleta de amostras por meio de movimentos rotatérios
(esfregacos), por dez segundos nas duas faces, em cada
moeda de 5, 10, 25 e 50 centavos de Real. J& a moeda de
1 Real, por apresentar ligas diferentes na borda e no
centro, gerou duas amostras.

Posteriormente, as cinco moedas foram imersas
separadamente na solucdo extratora e deixadas em
repouso, gerando amostras para serem testadas apds 1, 2,
4 e 42 horas.

As amostras dos swabs e dos liquidos de imersédo (LI)
foram submetidos ao exame imunocromatografico FECA-
CULT ONE STEP TESTE (marca INLAB Confianca)
para pesquisa de sangue humano.

Realizaram-se dois testes adicionais, sendo o primeiro
(TAL) para verificar se materiais contendo metal cobre,
imersos em meio aquoso ndo favoravel a ocorréncia de
reagdo quimica, gerariam resultados falso-positivos para
sangue humano nos testes imunocromatograficos. Neste
teste, utilizaram-se duas moedas M2, sendo uma imersa
em &gua ultrapura e a outra moeda M2 envolta em papel
aluminio (metal de sacrificio) e imersa na solugdo
extratora com azida de sodio.

Em contrapartida, o segundo teste adicional (TA2) foi
elaborado para testar se os ions de cobre respondem pela
interferéncia quimica, resultando em falso-positivos. Este
teste gerou seis amostras, utilizando dois diluentes (agua
ultrapura e solucdo extratora) e trés sais de cobre, sendo:
sulfato de cobre 11, cloreto de cobre | e cloreto de cobre |1,
ou seja, sais constituidos pelo cation cobre nos dois
estados de oxidagdo: Cu* e Cu*3, porém com anions
diferentes (sulfato e cloreto). Dissolveram-se 3,0 mg (trés
miligramas) de cada um dos sais separadamente em 2,0
ml (dois mililitros) de cada diluente. As amostras foram
agitadas e testadas ap6s dez minutos.

Por fim, utilizou-se o reagente de Adler-Ascarelli
(benzidina), pelo fato deste reagir com sangue, mas nao
reagir com sais de cobre [4]. Neste sentido verificou-se a
possivel eficacia da benzidina como controle negativo, ou
seja, um resultado positivo para sangue humano no teste
imunocromatogréfico e ndo reagente para benzidina
descartaria a presencga de sangue, apontando para possivel
interferéncia do cobre. Para tanto, o liquido de imersdo da
moeda M2 foi coletado com swab estéril e deixado secar
por 24 horas, sendo testado a seguir com benzidina.

No intuito de entender o mecanismo de ac¢do do cobre
nos testes imunocromatograficos, resultando em falso-
positivos, foram realizados ensaios envolvendo seccdo de
diferentes regides do teste imunocromatogréfico: S1)
subtracdo da regido absorvente; S2) subtracdo da regido
teste; S3) subtracdo da regido absorvente e da regido teste.
O ensaio S1 foi testado com LI de M1 e sangue humano,
ja S2 e S3 apenas com LI de M1. Como a bula do teste
utilizado no presente estudo ndo apresenta informagoes
especificas quanto aos tipos de anticorpos utilizados
(monoclonal e/ou policlonal), considerou-se a presenca de
anticorpos  monoclonais  anti-hemoglobina  humana
conjugados a ouro coloidal na regido de aplicacdo da
amostra, anticorpos policlonais anti-hemoglobina humana
na regido teste e anticorpos anti-imunoglobulina na regido
controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras das moedas M1, M2, M3, M4 e M5
obtidas com swab apresentaram resultado negativo para
sangue humano no teste imunocromatografico.

Observou-se que materiais contendo o metal cobre,
imersos na solucdo extratora contendo azida de sédio,
sofreram reagdo quimica, conferindo ao liquido de
imersdo (LI), coloragdo de tonalidade azul, cuja
intensidade aumentava em funcéo do tempo.

A partir de uma hora de imersdo na solugéo extratora,
resultados falso-positivos no teste imunocromatografico
para sangue humano foram observados nos LI, conforme
Tab. 2. Verificou-se que uma hora de extracdo de M3;
duas horas de extracdo de M2 e M3; quatro horas de
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extracdo de M2, M3 e M5 e 42 horas de extracdo de M1,
M2, M3 e M5 apresentaram resultados falso-positivos.
Estes resultados variaram conforme o tipo de moeda
(liga metélica) e o tempo de exposicdo a azida de sodio.
Apenas a moeda M4 (50 centavos), confeccionada em acgo
inoxidavel e livre de cobre (fabricada em 2003), nédo
adquiriu coloracdo azul e apresentou resultado negativo.

Tabela 2. Resultado dos testes imunocromatogréficos para sangue
humano em moedas.

Amostras utilizadas Moedas

para os testes ML | M2 | M3 | M4 | M5
Swab - - - - -[-
LI -1 hora - - + - -
LI - 2 horas - + + - -
LI - 4 horas - + + - +
LI - 42 horas + + + - +

A Figura 2 evidencia as mudancgas de intensidade de
cor dos LI das moedas M1, M2, M3 e M5 em funcdo do
tempo.

2h

4h

24h B & & i
iil\/ll M2 M3 M4 M5

Figura 2. Mudanca de intensidade da coloragdo azul dos liquidos de
imersdo das moedas M1, M2, M3 e M5 em fungéo do tempo.

A Figura 3 apresenta 0s resultados dos testes
imunocromatograficos, realizados em amostra de sangue
e amostras dos liquidos de imersdo de moedas M1, M2,
M3, M4 e M5.

O TAL apresentou resultado negativo para sangue
humano mesmo apds 30 horas de imersdo das moedas,
conforme Tab.3, bem como cor inalterada (solucdo
transparente), sugerindo a ndo ocorréncia de reacdo
quimica entre a moeda M2 e a agua ultrapura e entre a
moeda M2 envolta em papel aluminio e a solugdo
extratora com azida de sodio. Tal procedimento fora
adotado para que o aluminio pudesse atuar como metal de

sacrificio (maior potencial de oxidacdo que o cobre),
evitando assim, a reacdo quimica do metal cobre.

O TAL1 permite inferir que a ndo ocorréncia da reacao
quimica do cobre nos meios aquosos impede resultados
falso-positivos.

Sangue 2% xvn— |

i XVIN —
ML |0 XV —
M2 | @S xvn— |
w3 | 5% | xvii —
Ma | &g | Xvin— |
M5 |5 bobola g

Figura 3. Resultado positivo (sangue humano) e falso-positivos pela
interferéncia do cobre nos testes imunocromatograficos para sangue
humano em M1, M2, M3 e M5 e negativo para M4.

Tabela 3. Resultado dos testes imunocromatogréficos para sangue
humano em moeda M2 imersa em agua ultrapura e outra envolta em
papel aluminio e imersa em solucéo extratora.

Teste empregado

Tempo de imersdo | M2 + Agua M2 + Al +
ultra-pura NaNs
4 horas - -
30 horas - -

Em contrapartida, o TA2 resultou em falso-positivos
para sangue humano nas seis dilui¢cbes dos sais de cobre,
tanto na agua ultrapura quanto na solugdo extratora com
azida de sddio, conforme Tab.4.

Tabela 4. Resultado dos testes imunocromatogréficos para sangue
humano em dilui¢des de sais de cobre com agua ultrapura e solucao
extratora.

. Agua Solugdo extratora com
Sais . -
ultrapura azida de sddio
CuSOq4 + +
CuCl + +
CuCl, + +

Isto demonstra que apesar de ndo ter havido reacdo
quimica entre os sais de cobre e os diluentes, sua forma
ibnica, consequéncia da dissociagdo dos sais em meio
aquoso, foi suficiente para que ocorresse interferéncia
quimica no teste imunocromatogréfico, resultando em
falso-positivos (Fig. 4).
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Conforme esperado, o liquido de imersdo da moeda
M2 nédo reagiu com a benzidina, ou seja, ndo adquiriu a
coloracdo  azulada  caracteristica do  reagente,
evidenciando a auséncia de grupo prostético heme. Desta
forma, sua utilizagdo como controle negativo pode
denunciar resultados falso-positivos para sangue humano
pela interferéncia do cobre.

CUSO, | oonereesmvoresr 1 1 3@= 1
CucCl IO IS S E k| | Xy |

T RIS & AV
CuCl, O ss | | xvi—

Figura 4. Resultados falso-positivos pela interferéncia do cobre nos
testes imunocromatograficos para sangue humano.

Com o intuito de se entender ainda que de forma
exploratéria, a acdo do cobre nos testes
imunocromatograficos, seccionou-se as tiras de teste em
trés porcBes especificas. A primeira nomeada S1,
apresentou subtracdo da regido absorvente, a segunda
nomeada S2, sofreu subtracdo da regido teste, ja a terceira
nomeada S3, teve a regido absorvente e a teste subtraidas.

O grupo S1 foi exposto ao LI da moeda M1 e a sangue
humano. Ao se aplicar a amostra do LI diretamente na
porcéo anterior a regido teste, observou-se o aparecimento
de uma coloragéo levemente alaranjada, o que sugere uma
possivel interacdo do cobre com o AbP visto que a banda
visualizada encontra-se na mesma posicdo de um
resultado positivo. Ressalta-se ainda que essa coloracdo
observada (alaranjada) se deve exclusivamente a a¢do do
cobre sem a participagdo do AbM conjugado ao ouro
coloidal uma vez que a regido absorvente que contém tais
anticorpos fora suprimida. No entanto, ao se analisar a
regido controle, ndo foi observada qualquer coloragédo
aparente, uma vez que 0 anticorpo imobilizado nesta
regido é especifico para imunoglobulinas, as quais foram
suprimidas neste protocolo experimental (Figura 5).

O mesmo protocolo de subtragdo da regido absorvente
foi adotado para amostras contendo sangue humano, no
entanto ndo foi constatada a formacdo de bandas
caracteristicas nem na regido teste e nem na regido
controle. De fato, em decorréncia da especificidade
antigeno-anticorpo, infere-se que a hemoglobina
depositada se ligou ao AbP, no entanto, ndo foi possivel
visualizar a formag8o da faixa avermelhada na regido
teste devido a auséncia do AbM conjugado. Do mesmo
modo, a supressdo da regido absorvente inviabilizou a
visualizagdo de banda caracteristica na regido controle
devido a auséncia da interacdo AbM-Anti-lIg (Figura 5).

No segundo protocolo experimental, S2, a regido teste
foi suprimida, e posteriormente a regido absorvente e a
controle foram aproximadas, a fim de possibilitar a

migracdo da amostra diretamente da regido absorvente até
a controle. Ao aplicarmos o LI da moeda M1 na regido
absorvente, observou-se uma banda caracteristica de
coloracdo avermelhada na regido controle, devido
provavelmente a interacdo do AbM conjugado ao ouro
colidal com o anticorpo anti-lg imobilizado nessa regido
(Figura 5).

A fim de verificar a possivel interagdo do cobre com o
anticorpo anti-1g realizou-se o terceiro protocolo, S3, que
consiste na subtracdo da regido absorvente e da regido
teste. Ao aplicarmos o LI da moeda M1 na regido
imediatamente anterior a regido controle, observou-se
uma banda de coloracdo levemente azulada na regido
correspondente a regido controle (Figura 5).

Teste int 7 % O
este integro ap»_ ] ] xyw_’ I ‘,
Sz GOTY I xvw—
S1-LM1 S

RS

S1-sangue humano N A
»

S3-LIM1 o

Figura 5. Ensaios envolvendo subtragdo de diferentes regides do teste
imunocromatogréafico.

Por fim, com base nos resultados obtidos com o0s
testes imunocromatograficos integros e seccionados nas
diferentes regides, pode-se inferir que o cobre de alguma
forma interage com os anticorpos monoclonais anti-
hemoglobina humana conjugados com ouro coloidal,
anticorpos policlonais anti-hemoglobina humana e
anticorpos anti-imunoglobulina, culminando assim, com
os resultados falso-positivos observados.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Devido a interferéncia do cobre nos testes
imunocromatograficos para pesquisa de sangue humano,
recomendamos que as amostras sejam coletadas com
swab. Caso seja necessario manter em imersdo materiais
contendo cobre, fazé-lo preferencialmente com 4agua
ultrapura ou antes que a reagdo quimica ocorra, caso
utilize solucdo extratora a base de azida de sodio. Nos
casos de suspeita de resultados falso-positivos devido a
interferéncia do cobre, é importante a utilizagdo de um
controle negativo como a benzidina. Sendo assim,
advertimos sobre a existéncia do risco de resultados falso-
positivos para sangue humano em laudos periciais dos
Laboratorios Forenses que utilizam testes
imunocromatograficos em amostras que porventura
contenham cobre em sua composic&o.
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