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Resumo

No laboratério de biologia forense, o teste para deteccdo de hemoglobina humana é realizado através do ensaio
imunocromatografico, sendo que, este teste fora, a principio, desenvolvido para pesquisa de sangue oculto em analises clinicas com o
intuito de constatar a presenca de hemoglobina em amostras de fezes. Em virtude disso, devido a caréncia de informagdes em relacéo
ao uso desta técnica, o objetivo do presente estudo é demonstrar as diferencas e similaridades sobre a aplicabilidade do teste
imunocromatografico na rotina de laboratérios clinicos e forenses, bem como, seus principios, sensibilidade, especificidade,
interferentes e como esta metodologia foi validada e adaptada pelos laboratdrios forenses. Para isto, foi realizado uma revisao de
literatura baseada em artigos cientificos e trabalhos disponiveis em base de dados do Google Académico, PubMed, SciELO e Revista
Brasileira de Criminalistica, além de livros disponiveis na biblioteca fisica e sites especializados com produgdes relacionadas ao
tema. Estudos e pesquisas comprovaram que esta técnica pode, de fato, ser aplicada na pericia criminal, mesmo que apresente alguns
interferentes, sdo testes de facil execucao, rapida interpretacdo, sensiveis e especificos em ambas as areas.

Palavras-Chave: Pericia criminal; hemoglobina humana; sangue oculto; teste rapido; exames forenses.

Abstract

In the laboratory of forensic biology, the test for the detection of human hemoglobin is executed through an immunochromatographic
assay, which was initially developed for the investigation of occult blood in clinical analyzes in order to verify the presence of
hemoglobin in stool samples. Therefore, due to the lack of information about the use of this technique, the objective of the present
study is to demonstrate the differences and similarities on the applicability of the immunochromatographic test in the routine of
clinical and forensic laboratories, as well as its principles, sensitivity, specificity, interferences and how this methodology was
validated and adapted by forensic laboratories. For this purpose, a literature review was done based on scientific articles and works
available in the Google Scholar database, PubMed, SciELO and Revista Brasileira de Criminalistica, in addition to books available in
the physical library and specialized websites with productions related to the theme. Studies and research have proven that this
technique can, in fact, be applied in criminal investigations, even causing some interferences, they are tests of easy execution, quick
interpretation, sensitive and specific in both areas.

Keywords: Criminal expertise; human hemoglobin; occult blood; rapid test; forensic examinations.

1. INTRODUCAO

Em uma cena de crime, o sangue é o principal
vestigio bioldgico a ser encontrado e pode se apresentar
de diversas formas, estando em sua forma liquida ou seco
nas vestes da vitima, por exemplo [1]. A anélise de
sangue fornece informac8es importantes para resolugdo

de casos periciais, dando o entendimento da dindmica do
crime, ou, a partir dos dados genéticos da vitima e de um
possivel suspeito, vinculando estes a um local de crime
[2].

O objetivo da andlise de vestigios de sangue em
biologia forense é confirmar se tais amostras realmente
contém hemoglobina humana para que entdo, sejam
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acondicionadas para futuro confronto genético. O teste
confirmatério de deteccdo de hemoglobina humana é
realizado através do ensaio imunocromatografico, sendo
que, a principio, fora desenvolvido para pesquisa de
sangue oculto com o intuito de constatar a presenca de
hemoglobina em amostras de fezes para o diagnostico de
cancer colorretal, tornando-se amplamente utilizado em
laboratdrios clinicos [3, 4].

Tal metodologia empregada nos laboratérios clinicos
para identificacdo qualitativa de sangue humano foi
adaptado para as analises periciais através de estudos e
pesquisas, no qual comprovaram que esta técnica pode ser
aplicada para a deteccdo da hemoglobina em amostras
forenses. Dessa forma, os testes imunocromatograficos
passaram a ser implementados na pericia criminal no ano
de 1999 [1]. Inicialmente, o teste foi introduzido em
alguns laboratorios forenses da Alemanha e da Suica,
provando ser util na confirmacdo da existéncia de
hemoglobina nas amostras periciais [5].

Devido a rapidez do resultado e facilidade de
aplicacdo, o ensaio imunocromatogréafico tornou-se um
método de extrema importancia para a elucidagdo de
crimes envolvendo fluidos corpéreos. Deste modo, é
primordial que o0s testes sejam constantemente
aprimorados para a finalidade proposta e realizados por
peritos com capacidade técnica adequada [2].

No entanto, quando a amostra estiver em contato com
algumas superficies ou materiais, podem ocasionar
resultados falso-positivos ou falso-negativos, devido estes
testes serem fabricados propriamente para outra finalidade
[1]. Um dos interferentes que influencia na analise de
sangue é o cobre, no qual reage com a azida de sodio
(NaN3) presente na salina tamponada que compGe os Kits
dos testes, gerando um resultado falso-positivo para
presenca de sangue humano [6]. Além da interferéncia
quimica do cobre, existe uma divergéncia na literatura
tratando-se sobre a interferéncia que o reagente luminol
causa nesses testes. O luminol é um exame presuntivo que
emite quimiluminescéncia ao entrar em contato com o
sangue e este ser exposto a luz ultravioleta, sendo
amplamente utilizado quando ndo é possivel visualizar as
manchas de sangue a olho nu [7].

Portanto, por motivo de caréncia de informagbes em
relagilo ao uso dos testes imunocromatograficos
fabricados para identificar a presenca de sangue oculto em
fezes, no qual, também s&o utilizados na pericia criminal,
0 presente estudo tem como objetivo demonstrar as
diferencas e similaridades sobre a aplicabilidade desta
técnica na rotina de laboratdrios clinicos e forenses, bem
como seus principios, sensibilidade, especificidade,
interferentes e como esta metodologia foi validada e
adaptada pelos laboratérios forenses. O estudo foi
constituido através de uma revisdo da literatura existente,
fornecendo alto embasamento te6rico sobre o assunto
proposto.

2. METODOLOGIA
2.1. Tipo de estudo e base de dados

O presente estudo é uma revisdo bibliografica
descritiva e foi elaborado a partir de uma pesquisa
baseada em artigos cientificos e trabalhos disponiveis em
bases de dados como Google Académico, SciELO,
PubMed e Revista Brasileira de Criminalistica. Além
disso, também foram utilizados livros disponiveis na
biblioteca fisica e sites especializados que possuem
producdes relacionados ao tema.

2.2. Critérios de inclusdo e exclusdo

Foram incluidos livros, artigos, dissertacfes e teses
escritos em lingua portuguesa e inglesa, publicados dentre
0 periodo de 1999-2019, tendo como descritores: “pericia

CLINTS

criminal”; “biologia forense”; “sangue oculto nas fezes”;
“testes imunocromatograficos”; “sangue humano”; entre
outros.

Como critério de exclusdo ficou estabelecido as
publicacdes fora do periodo de abrangéncia e que nédo
possuem relevancia cientifica ou ndo condizem com a

proposta central apresentada.
2.3. Aspectos éticos

Para este tipo de estudo ndo ha necessidade de analise
por Comité de Etica em Pesquisa (CEP), segundo o art.
1°, paragrafo dnico, incisos V e VI do regulamento
estabelecido na Resolugdo CNS-MS n° 510 de 2016.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Teste de sangue oculto nas fezes

O teste de sangue oculto nas fezes tem como objetivo
auxiliar no diagnéstico laboratorial de cancer de colén e
de reto. O cancer de uma forma geral, é caracterizado
como problema de saide publica no Brasil, vindo a ser a
segunda maior causa de mortes no pais. Dentre o0s tipos
mais comuns de cancer, destaca-se o Céancer Colorretal
(CCR), que atinge ambos os sexos de maneira silenciosa e
agressiva quando descoberto tardiamente. De acordo com
Harb-Gama, em 2017, o estadio em que a doenca €
diagnosticada torna o tratamento mais eficaz, aumentando
assim as chances de cura. Isso refor¢a a preocupagdo com
0 rastreamento e a pesquisa preventiva na populacdo mais
suscetivel, desta maneira, este exame ndo deve ser um
método invasivo, garantindo a facilidade na execucéo e
simplicidade para o paciente a ser analisado [8].

Com a finalidade de evidenciar possiveis lesdes
provenientes de processos oncogénicos, 0 teste
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imunocromatografico de pesquisa de sangue oculto nas
fezes foi desenvolvido. Este procedimento é recomendado
para investigar a presenca de hemoglobina nas fezes,
sendo este o quadro clinico caracteristico de lesdes no
colon e reto, além de sinais de Ulceras, colite e outros
tipos de lesBes no intestino grosso. Ao utilizar anticorpos
especificos que atuam contra a hemoglobina presente nas
amostras de fezes, é possivel detectar a presenga ou ndo
de sangue [9].

Freitas explica que o teste imunocromatografico tem a
capacidade de detectar até 0,006 miligramas de
hemoglobina humana por grama de fezes, tornando-o
muito mais sensivel quando comparado a outras
metodologias de analise como o teste de guaiaco e a
reacdo de benzidina [9]. A reacdo de guaiaco é um teste
colorimétrico baseado na atividade da pseudoperoxidase
que a porcdo da hemoglobina exerce, isso reage de forma
a causar oxidacdo em um composto fendlico chamado de
4cido alfa guaicOnico através da reacdo do perdxido de
hidrogénio, formando assim, uma estrutura quinona, que
sdo compostos quimicos caracterizados pela presenca de
anéis quinondidicos, encontrados na flora intestinal. Se
houver presenga de sangue nas fezes, é visivel uma
coloracdo azulada ou azul esverdeada [4, 10]. Nesta
metodologia, ha necessidade de uma dieta rigorosa a fim
de evitar falso-positivos, pois alimentos como carne
vermelha, legumes e verduras como rabanete, tomate,
couve-flor, brécolis e nabo podem conter peroxidase e
tornar o teste positivo. Sua capacidade de determinar
hemoglobina nas fezes é de 0,3 miligramas de
hemoglobina por grama [4].

A reacdo de benzidina, também conhecido como
Adler-Ascarelli, tem 0 mesmo principio que o teste de
guaiaco, assim como a necessidade de uma dieta
alimentar. Nesta técnica, as fezes sdo espalhadas sob um
papel de filtro, adiciona-se duas gotas de &gua oxigenada
sobre o esfregaco e duas gotas de benzidina, caso for
observado a coloracdo azulada, confirma-se a presenca de
sangue. Ademais, outra técnica muito utilizada pelos
laboratérios clinicos no Brasil e que também possui o0
mesmo principio que a reagdo de guaiaco, € 0 reagente
Kastle-Meyer [10]. A diferenca é que quando a
hemoglobina entra em contato com a agua oxigenada,
manifesta uma coloracdo avermelhada, resultando na
positividade da reacdo. Tendo em vista as técnicas
colorimétricas apresentadas quando comparadas ao teste
imunocromatogréafico, percebe-se maior eficiéncia na
imunocromatografia, visto que, ndo exige dieta e o teste
apresenta valores de deteccdo mais sensiveis em
concentragdes mais baixas [4, 10].

Resultados positivos nos testes imunocromatograficos
requerem confirmagdo através de exames mais invasivos
como a colonoscopia, que tem como desvantagem a dor e
0 desconforto testemunhado pelos pacientes. Tal
procedimento exige sedacdo, analgesia, jejum e preparo

do intestinal. Sendo assim, Borges comprovou a eficacia
dos testes laboratoriais de sangue oculto no rastreamento
de cancer colorretal em pacientes pré-dispostos ou com
maior taxa de incidéncia, permitindo que estes pacientes
que estdo em fase de investigacdo, ainda ndo confirmada,
ndo precisem se submeter a um exame tdo agressivo [11].
Além disso, a colonoscopia é associada ao risco de
perfuracdo, embora as chances sejam de apenas cerca de
0,9%, e a dificuldade na visualizacdo de todo o colon,
tornando o exame insuficiente ou incompleto por
obstrucéo intestinal em 5% a 15% dos casos [12].

Em contrapartida, alguns estudiosos diferem suas
abordagens clinicas no que se refere a investigacdo do
CCR. Acreditando ser a colonoscopia a Unica forma de se
detectar e diagnosticar o problema em questdo, Dias e
colaboradores exemplificam que, 0 teste
imunocromatografico é indeterminante, uma vez que,
possiveis lesdes causadas por hemorroidas ou leves
sangramentos simples, induzem ao erro nos pacientes
mais jovens, sendo crucial e de extrema importancia, o
diagndstico precoce para um melhor resultado na
abordagem terapéutica [13].

O Feca Cult One Step Test®, da INLAB Diagndstica, é
frequentemente utilizado na rotina clinica para
constatacdo de sangue oculto em fezes, seu dispositivo é
composto por uma membrana, contendo anticorpos anti-
hemoglobina humana na area de linha teste (T) e
anticorpo de cabra anti-camundongo na &rea de controle
(C). Um revestimento almofadado com anticorpo anti-
hemoglobina humana conjugado de ouro coloidal é
colocado no final da membrana. A amostra é entdo diluida
em uma solucdo salina tamponada fornecida pelo Kkit.
Através da acdo de capilaridade, a solucdo € depositada
no pogo e a amostra comega a percorrer pelo dispositivo.
Ao migrar, uma linha se tornara visivel, indicando que
houve reacdo com o complexo de anticorpos e a
hemoglobina humana presente na amostra. Caso
contrario, o teste é considerado negativo. Para que haja
confiabilidade, o teste devera, obrigatoriamente,
apresentar a linha controle visivel, certificando que o teste
esta apto [14].

O kit Imuno-Réapido Sangue Oculto Fecal® da WAMA
Diagnostica, combina anticorpos monoclonais com anti-
hemoglobina humana, por conta disso, apresenta dtima
sensibilidade e especificidade. Baseando-se no mesmo
principio e metodologia, os Kkits mencionados séo
empregados na rotina laboratorial, divergindo apenas na
questdo de preco e fabricante [15].

Para a realizacdo do teste, a coleta deve ser feita em
frasco proprio, seco e limpo, além disso, recomenda-se
que, seja realizada trés dias apos, o periodo menstrual e
caso 0 paciente se queixar de problemas relacionados a
hemorroidas sangrentas ou sangue via uretral ao urinar.
Estas precaucdes servem para evitar falso-positivos que
induzem a uma conduta errbnea, assim como, alguns
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medicamentos também devem ser evitados, por causarem
irritacdes e sangramentos internos [14].

Ao executar o exame, deve-se utilizar a haste
descartavel oferecida pelo préprio kit para recolher uma
porcdo da amostra, apos isso, agitar vigorosamente a fim
de homogeneizar as fezes com a salina tamponada.
Despejar de 4 a 6 gotas da suspensdo no poco indicado no
dispositivo e aguardar 5 minutos. Deve ser descartado
imediatamente apds o uso e em local apropriado [14].

O desempenho do teste Feca Cult® da INLAB
Diagnéstica mostra-se  sensivel e especifico para
hemoglobina humana, uma vez que, seus testes
desempenharam resultados confidveis ao analisar
amostras ja conhecidas mantendo a coeréncia tanto para
0S negativos, quanto para os positivos, onde 55 amostras
foram positivas e 210 amostras negativas, a endoscopia
digestiva baixa confirmou, posteriormente, a doenga
colorretal para os casos positivos, além de 2 casos
negativos, sendo estes classificados como falso-negativos.
Em relacdo ao teste de guaiaco, o imunocromatografico
teve resultados melhores [14].

Dessa forma, o exame de sangue oculto nas fezes
abrange metodologias diversificadas e se mostra eficiente
em sua grande maioria no ambito laboratorial clinico. Por
esse motivo, estes testes vém sendo aplicados na pericia
criminal para identificar a presenca de sangue humano e
estudos minuciosos estdo realizados para comprovar seu
grau de aproveitamento.

3.2. Detecgdo de sangue humano nas andlises forenses

As amostras de sangue mais comumente encontradas
em investigacdes periciais estdo envolvidas em locais de
crimes violentos. A partir da morfologia (como estas se
apresentam) e sua distribuicdo naquele ambiente, é
possivel caracterizar o padrdo das manchas, permitindo
que, tais padrbes sejam ferramentas para reconstruir 0s
eventos fisicos que as originou, fornecendo valiosos
informes sobre a ocorréncia e preservacdo do local.
Ademais, através de exames genéticos das manchas de
sangue, consegue-se identificar o autor do delito [16].

Quando sdo encontradas manchas de sangue em um
local de crime, seja em algum objeto ou em superficies, 0s
quesitos primarios a serem respondidos pelo perito oficial
criminal s3o: “o material apresenta vestigio de sangue?”,
“E sangue humano?”, dessa forma, a identificacdo de
sangue é o primeiro passo para a elucidacdo de um crime.
Esta identificacdo é realizada de duas formas: a partir dos
testes de orientagdo ou presuntivos, 0s quais apontam a
probabilidade do material ou do local conter sangue e
pelos testes de certeza ou confirmatdrios, que confirmam
a presenga de sangue humano. Tanto nos exames
presuntivos quanto nos confirmatdrios, as reacles
ocorrem em torno da hemoglobina presente nos eritrgcitos
[17].

Os exames presuntivos geralmente sdo aplicados
quando ndo é permitido a visualizagdo dos vestigios
sanguineos a olho nu. Sendo assim, sdo utilizados como
esta metodologia o luminol e a benzidina (reagente de
Adler-Ascarelli, também utilizado na detec¢do de sangue
oculto em analises clinicas). Ambos os testes baseiam-se
na reacdo de uma substéncia indicadora por um agente
oxidante, catalisada na presenca de sangue, tendo como
produto final a emissdo de luminescéncia ou a geracdo de
um composto corado [18].

No inicio das técnicas laboratoriais forenses, a
confirmacdo da presenca de sangue era realizada
mediante a formacdo de cristais de derivados do grupo
heme da hemoglobina insollveis em agua. Estes testes de
cristais foram descritos e validados por Teichmann em
1853 e por Takayama em 1912, os quais reconheciam 0s
cristais de hemina e de hemocromogénio, respectivamente
[17].

Atualmente, o teste de certeza mais utilizado pelos
peritos oficiais criminais para a identificacdo de
hemoglobina humana em amostras forenses é o
imunocromatografico [6]. Primordialmente, é um exame
para a indicacdo qualitativa de sangue oculto em amostras
de fezes, com o intuito de auxiliar no diagndstico de
cancer colorretal, tornando-o extremamente importante
para os laboratérios clinicos [10]. Em virtude de ser de
facil execucdo, répida interpretagcdo e eficaz, os ensaios
imunocromatograficos passaram a possuir uma ampla
aplicacdo na pericia criminal [19].

Assim como nos exames de sangue oculto em analises
clinicas, quando a amostra é colocada na zona de
aplicacdo e aparece uma faixa na linha T, significa que o
resultado é positivo, ou seja, confirma que a amostra
questionada contém sangue humano, sempre devendo ser
visualizado uma faixa na linha C, pois é a linha de
controle da validagdo teste [19]. Os testes
imunocromatograficos possuem alta especificidade e a
sensibilidade deles pode alcancar 1:1.000.000 [20].

Conforme estudos e pesquisas, comprovou-se que a
imunocromatografia pode ser empregada para detectar a
hemoglobina humana em amostras obtidas a partir de
vestes, armas de fogo, armas brancas, pedacos de madeira
e outros objetos de interesse criminal e superficies que
fazem parte do local de crime [1, 19]. A confirmacdo da
presenca de hemoglobina humana, auxilia o perito
criminal a esclarecer uma investigacdo e permite a
identificacdo da vitima quando desconhecida e do
possivel suspeito através das técnicas de biologia
molecular [2]. Lembrando que, as amostras sanguineas
recolhidas devem ser cautelosamente identificadas e
separadas  corretamente para que nao ocorra
contaminagdo. O armazenamento adequado impede que a
amostra se degrade rapidamente, devendo ser
encaminhado ao laboratdrio de maneira imediata. Além
disso, os testes imunocromatograficos utilizados pelos
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laboratérios  forenses,

validados [21].

precisam ser  propriamente

3.3. Validacdo dos testes imunocromatograficos para
aplicacéo na pericia criminal

A aplicacéo do teste imunocromatogréafico na pericia
criminal, sé foi possivel ap6s a adaptacdo por
pesquisadores, pois, comprovaram, que este pode ser
utilizado para identificar a presenca de sangue humano
em amostras de interesse criminal, mesmo que estejam
envelhecidas, contaminadas ou em estado de putrefacdo
[2].

Dentre os diversos testes rapidos existentes para a
identificacho da hemoglobina humana, a primeira
validacdo que se tem registro na literatura foi executada
por Hochmeister et al, em 1999, no qual utilizaram o teste
Hexagon OBTI® para a validagdo forense. Durante o
procedimento, foram usadas amostras de sangue total de
10 individuos e varias amostras de primatas. Também
foram testadas, outras secre¢Bes humanas e manchas de
sangue presentes em vestes de casos periciais de
diferentes idades de conservacéo [5].

Assim, Hochmeister et al demonstraram que o teste
Hexagon OBTI® é uma ferramenta eficiente como teste
confirmatério para identificacdo de hemoglobina humana,
além de ser de facil execucdo e interpretacdo, rapido e
robusto, podendo ser implementado pelos laborat6rios
forenses. Apesar de ter se mostrado especifico para a
hemoglobina de primatas, outros fluidos corpdreos além
do sangue, podem conter vestigios de hemoglobina,
resultando na positividade do teste, porém, isso nao é um
impedimento nas analises [5].

A partir de entdo, foram realizadas novas pesquisas
comparando alguns Kits de ensaios
imunocromatogréaficos, com o intuito de observar qual
possui melhor sensibilidade e especificidade para a
detec¢do de sangue em amostras forenses. Dessa forma,
Andrade et al, em 2014, desempenharam um estudo
comparativo entre o kit Hexagon OBTI® e o kit FBO
One-Step Bioeasy® em amostras com sangue diluido e
concluiram que ambos os testes sdo faceis de serem
executados, porém, o kit Hexagon OBTI® é mais sensivel
que o kit FBO One-Step Bioeasy®. Ressaltando ainda, que
a sensibilidade do teste diminui quando as amostras sdo
envelhecidas, sendo ideal o armazenamento em baixas
temperaturas [3].

Em outro estudo, Longo e colaboradores, em 2011,
analisaram se ha concordancia entre os resultados
alcancados pelos exames presuntivos e especificos para
sangue humano, com 0 ensaio imunocromatografico em
amostras forenses. Diante disso, avaliaram o0s testes
Kastle-Mayer (teste presuntivo), Coombs (soroldgico ou
Teste da Antiglobulina Humana) e o Feca Cult One Step
Test® (imunocromatografico) [19].

De acordo com Longo e colaboradores, o ensaio
imunocromatografico Feca Cult® é vinte vezes mais
sensivel para a identificacdo de hemoglobina humana que
0 Coombs. Ademais, ambos o0s testes apresentam
concordancia nos resultados a equivalente 95,4%, sendo
4,6% de resultados divergentes. Tais divergéncias foram
percebidas em amostras que possuiam  vestigios
sanguineos em baixas concentragdes, no qual sdo
facilmente detectados pelo teste imunocromatografico,
devido a sua maior sensibilidade [19].

Apesar de inicialmente 0S ensaios
imunocromatograficos serem criados com finalidades
clinicas, ja& estdo sendo desenvolvidos imunoensaios
especificos para amostras de interesse pericial. Um desses
kits ¢ o SERATEC HemDirect®, que diferente dos testes
convencionais, possui dois anticorpos monoclonais anti-
hemoglobina humana como principio ativo, o que
aumenta a confiabilidade do teste. Além do mais, o teste
consegue detectar no minimo 20 ng/mL de hemoglobina
humana nas amostras forenses e ndo apresenta reacdo
cruzada com outras proteinas presentes no sangue [22,
23].

Portanto, mesmo que 0 SERATEC HemDirect® e os
kits semelhantes a ele sejam os mais indicados para as
analises periciais, no Brasil 0S testes
imunocromatogréaficos para a constatacdo de sangue
oculto nas fezes sdo os mais disponibilizados para o0s
laboratérios forenses. Salienta-se que s8o exames
precisos, sensiveis e especificos, necessitando uma
interpretacdo minuciosa dos peritos criminais. Todavia, é
fundamental que o material a ser periciado seja
armazenado de maneira adequada e que 0S peritos se
atentem a possiveis interferentes [2].

3.4. Interferentes na deteccdo de sangue humano nas
analises forenses

Visto que, o0s testes imunocromatograficos para
pesquisa de sangue oculto em fezes ndo foram
propriamente fabricados para as amostras forenses,
havendo o0 uso dos testes presuntivos, principalmente o
luminol, ndo se pode descartar a interferéncia causada nos
resultados. Neste sentido, isto tém sido bastante estudado
e existem diversos apontamentos na literatura, por
exemplo, Barbaro e colaboradores certificaram que o
luminol altera o pH da amostra e que isso pode interferir
no teste imunocromatografico OC-Hemocard® (Alfa
Wassermann), ressaltam entdo, que é fundamental ajustar
0 pH para valores em torno de 7, a fim de obter um bom
funcionamento do teste [24].

Hochmeister et al relataram que resultados falso-
negativos podem acontecer quando a amostra € exposta a
alguns detergentes e alvejantes, ou entra em contato com
reagentes oxidativos, assim como o luminol. Além disso,
o hidréxido de s6dio, componente presente na preparagao
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do luminol, interfere no teste imunocromatografico para
pesquisa de hemoglobina humana apés 72 horas em
contato com o reagente [5]. Por conseguinte, Vaz e
Kobachuck também constataram que a interferéncia
causada pelo luminol no teste imunocromatografico
WAMA® parece ter maior influéncia em casos de
amostras mais diluidas e que permaneceram mais tempo
expostas ao reagente. Apesar disso, teve sua sensibilidade
comprovada para utilizagdo em analises forenses, pois,
apresentou capacidade de identificacdo de sangue em
outros materiais, como o algoddo, e ndo interferiu no teste
quando realizado imediatamente ap6s a pulverizagdo do
luminol e em amostras concentradas [7].

Destarte, existem divergéncias na literatura em relacdo
ao luminol causar degradagdo do DNA, o0 que,
posteriormente, interferird na PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase), impedindo a identificagdo do perfil genético.
Nilsson relata que h& risco de degradacdo quando a
exposicdo da amostra ao reagente é prolongada e De
Almeida et al confirmam que, 30 dias apds aplicacdo do
luminol h& degradacdo do DNA [25, 26]. Ainda que,
Manna e Montpetit e Passi et al, descrevem que ndo ha
degradacdo do DNA, logo, ndo interfere na PCR. N&o se
pode descartar essa possibilidade, principalmente, ap6s
um grande periodo de exposicéo [27, 28].

Ademais, existe o chamado “efeito hook” que também
pode resultar um falso-negativo, o qual, se da quando a
amostra estd em altas concentracdes, desse modo, ndo ha
formacdo de uma linha visivel em T, pois a hemoglobina
excedente faz uma ligagho com o0s anticorpos
estacionarios do dispositivo e por conta disso, impede que
fique evidente a hemoglobina marcada com o corante
[20].

Em relacdo a comparacdo realizada por Longo et al,
entre o reagente Kastle-Mayer com o Feca Cult®, apenas
uma amostra obteve resultado negativo quando submetida
ao método Kastle-Mayer. Esta ocorréncia pode ser
explicada em virtude de a faca utilizada no experimento
estar em estado avancado de oxidacdo, porém, resultou
positivo no teste imunocromatografico [19]. Deste modo,
€ necessario aumentar a atengdo em objetos periciais que
exibem oxidacdo ou enferrujamento, visto que, foi
sugerido que podem gerar resultados falso-negativos por
conta da caréncia de aderéncia do sangue no material
neste tipo de condi¢do [1, 6].

Segundo os fabricantes, o kit do Feca Cult® da INLAB
Diagnostica possui salina tamponada que contém azida de
sodio (NaNs) e pode reagir com encanamentos de chumbo
ou cobre no momento do descarte [14]. Em virtude disso,
Yoshitake et al pesquisaram se esta reacdo quimica pode
gerar uma interferéncia no resultado, para isso, utilizaram
moedas, por possuirem ligas metalicas e outros materiais
em sua composicdo, incluindo o cobre, e advertiram que o
teste realmente pode emitir resultados falso-positivos em
amostras que estiveram em contato com o cobre. Além

disso, também identificaram uma resolucdo para essa
interferéncia, evitando que laudos periciais sejam
emitidos erroneamente, constataram entdo, que o reagente
Adler-Ascarelli (benzidina) pode ser empregado como um
controle negativo, pois ele reage com 0 sangue mas nao
reage com sais de cobre. Portanto, amostras que
porventura estiveram em contato com superficies ou
objetos que contém cobre, devem ser testadas pela
benzidina para obter um resultado confiavel. Isto posto,
um resultado positivo para sangue humano e ndo reagente
para benzidina, indica auséncia de sangue, denotando a
interferéncia do cobre [6].

Existe ainda, uma pequena probabilidade de um falso-
positivo caso a sequéncia de aminoacidos-alvo for comum
entre a hemoglobina humana e de outras espécies. Ja
foram relatados falso-positivos com sangue de Pongo
pygmaeus (orangotango) e na literatura consta que com
sangue de Mustela putorius furo (furbes) também [29].

3.5. Diferencas e similaridades na aplicagdo dos testes
imunocromatograficos nas analises clinicas e forenses

Por se tratar de um teste laboratorial adaptado para o
uso na pericia, algumas diferencas e similaridades podem
ser observadas e devem ser comparadas, a fim de
preservar a qualidade da sensibilidade e da especificidade.
Sendo assim, a principal diferenca esta no tipo de amostra
que serd avaliada. Os materiais periciais a serem
analisados sdo muito diversificados, além de serem
oriundos de uma cena de crime. Dentre eles, podemos
citar; facas, canivetes, enxadas, madeira, dinheiro, roupas,
pedacos de tecido, terra, areia, metal, asfalto e qualquer
outro objeto que sirva como prova de crime disponivel no
local. Enquanto no laboratério clinico, por sua vez, a
Unica amostra a ser analisada sdo as fezes [1].

No que se refere a coleta do material a ser estudado, a
técnica a ser aplicada também difere. No laboratério de
andlises clinicas, as fezes sdo coletadas de forma bem
simples, separando uma pequena por¢do com a espatula
disponivel pelo préprio kit, que é inserida no tubo coletor
e em seguida homogeneizada. Ap6s obter a amostra
diluida, ela é aplicada no dispositivo para posterior
leitura. Em contrapartida, na andlise forense trés
procedimentos diferentes podem ser utilizados, variando
de acordo com o tipo de amostra encontrada. Segundo
Longo e colaboradores, em amostras com maior volume
de concentracdo sanguinea, a técnica consiste em esfregar
a haste do aplicador no local, em seguida, introduzir no
tubo coletor e homogeneizar vigorosamente. Para
amostras em vestes, o ideal é aliquotar uma pequena
parcela e introduzir diretamente no tubo coletor para que
a amostra seja obtida com a solugdo ou o pedago deve ser
depositado em um tubo de ensaio, adicionar a solugédo do
tubo coletor e homogeneizar vigorosamente. Com a
amostra diluida corretamente, 3 gotas da solucéo final sdo
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aplicadas no dispositivo e o resultado € lido em 5 minutos
[19].

Quando comparado o teste imunocromatografico em
laborat6rios clinicos e forenses, observa-se que a
metodologia empregada € bastante similar, por se tratar de
um teste que identifica a presenga de hemoglobina
humana tanto em fezes quanto em amostras diversas, de
forma qualitativa, através da leitura da tira reagente no
dispositivo. Essas técnicas facilitam a rotina de ambos os
laboratérios, por serem de facil execucdo, praticidade e
resultados quase que imediatos [1].

Os principais diluentes utilizados na pesquisa de
hemoglobina humana sdo a agua destilada, solucdo
fisiologica e solucdo salina tamponada disponivel nos
kits. E importante salientar que a prova do crime
normalmente encontra-se em situacdes que ndo mantém
sua integridade, sendo elas expostas ao tempo, a
oxidacdo, a putrefacdo, ou sendo ainda adulteradas
criminalmente com detergentes e produtos quimicos
alvejantes, a fim de mascarar os indicios. A técnica de
coleta a ser utilizada e a conservacdo dos materiais
influencia diretamente em falso-negativos ou falso-
positivos os resultados esperados. Portanto, a preservacao
da amostra deve ser assegurada corretamente [1].

4. CONCLUSOES

Tendo em vista os estudos apresentados durante o
processo de validagcdo, o teste imunocromatogréfico
utilizado nas analises clinicas para pesquisa de sangue
oculto em fezes, pode, de fato, ser aplicado na biologia
forense. Ainda que apresente alguns interferentes, séo
testes de facil execucdo, rapida interpretacdo, sensiveis e
especificos, por conta disso, mesmo sendo testes mais
caros, possuem maior custo-beneficio, visto que se
mostraram mais vantajosos em comparagdo aos testes
presuntivos, pois identificam, especificamente, sangue
humano. Entretanto, os peritos devem ficar atentos para
tomar as devidas providéncias se, porventura,
presenciarem situacfes que podem causar interferéncia no
teste. Além disso, os testes ja sdo amplamente utilizados
pelos laboratorios forenses, apesar de ja existirem testes
imunocromatograficos propriamente fabricados para as
analises periciais.
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