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RESUMO

A confirmacdo da presenca de sangue sobre algum tipo de suporte,
relacionada como possivel evidéncia criminal, pode representar importante
informagdo em uma pericia forense. Métodos quimicos ha muito séo utilizados
como testes presuntivos da existéncia de sangue. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar a sensibilidade do Teste da Fenolftaleina (Kastle Meyer) e do Teste da



Benzidina, na deteccdo de sangue humano. O sangue, sem diluicdo e em
diluigbes de 1:10, 1:50. 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000 e 1:10000, foi instilado
sobre cinco tipos de suportes, de materiais porosos e néo- porosos. Os
resultados positivos na terra, assim como em alguns suportes em elevadas
diluicdes do sangue, demonstraram que, em razdo da praticidade e baixo
custo, esses dois testes podem ainda estar presentes nos protocolos da rotina

pericial criminalistica.
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ABSTRACT

Confirming the presence of blood on a given substrate as possible criminal
evidence may present import information in forensic analysis. Chemical
methods have long been used as presumptive tests for the existence of blood.
The aim of this study was to evaluate the sensitivity of the phenolphthalein
(Kastle-Meyer) and benzidine tests for detection of human blood. Blood,
undiluted and in dilutions of 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000 and
1:10000, was instilled on five types of substrate, from porous and non-porous
materials. The positive results on soil, as well as some substrates at high
dilutions of blood, showed that, because of the convenience and low cost, these

two tests can still be present in the forensic expert routine protocols.
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INTRODUCAO

A identificacdo de sangue ha muito representa um importante objetivo
para a pericia criminalistica. Presente em locais de crime, pode ser encontrado
em armas, pisos, paredes, vestes, corpos de vitimas, ou outros tipos de
suporte, sendo mais comumente observado sob a forma de manchas (DOREA
et al; 2006).



Existem varias técnicas periciais para identificacdo de sangue, como o
Teste do Luminol, o Teste da Fenolftaleina (Kastle-Meyer) e o Teste da
Benzidina, todos descritos na literatura como testes presuntivos (HIGAKI et al;
1976; CULLIFORD et al; 1964), ou seja, indicam a possibilidade de que o
material examinado seja sangue (COX, 1990, 1991; VIRKLER et al; 2009).

O Teste da Fenolftaleina foi desenvolvido por volta de 1900 pelo Dr.
Kastle Meyer, que desenvolveu técnica para a hemoglobina utilizando esta
substancia como indicador de coloracdo. Aperfeicoada a técnica de
identificacdo de sangue por este reagente, ficou conhecido como Teste de
Kastle-Meyer (RUDIN et al; 2009).

O Teste da Benzidina foi desenvolvido em 1904, ndo sendo especifico
para sangue e sim para peroxidase. Em 1964, Culliford et al. publicaram um
artigo com a revisdo desse teste. Depois deles, em 1975, a Forensic Science
Foundation fez um estudo revelando que, 51% de 215 laboratérios forenses,
utilizavam Benzidina para identificagdo de sangue (GARNER et al.,, 1976).
Todos estes testes podem ser realizados em sangue liquido, sangue coagulado
em forma de “crosta”, ou até mesmo onde nédo haja a visualizacdo de sangue.
Com base na literatura revisada os Testes da Benzidina e da Fenolftaleina,
detectam a presenca de sangue através de oxidacdes pela peroxidase, que é
ativada pelo peroxido de hidrogénio. Esses testes vao agir na hemoglobina que
€ composta por quatro moléculas protéicas de estrutura terciaria e quatro
grupamentos heme que contém ions de ferro, que podem se ligar frouxamente
a atomos de oxigénio. A peroxidase libera o oxigénio e assim ocorre a
oxidacdo, se observando a mudanca de coloracao do reagente. Sendo utilizada
a Benzidina, a positividade sera indicado por uma coloracdo azul-esverdeado.
Com a utilizacdo de Fenolftaleina (Kastle-Meyer), a positividade sera indicada
pela coloracéo résea (COX, 1991).

A Fenolftaleina é muito utilizada como indicador de pH. Ao entrar em
contato com uma solucéo basica de pH entre 8,2 e 9,8 ocorre uma mudancga na
sua coloracdo, passando a apresentar a cor rosea (RODRIGUES, 2009;
ANTUNES, 2009).

A Benzidina é reconhecida como carcinogénica e mutagénica, sendo
muito utilizada em producgédo téxtil, industria de papel e na producgéo de tintas
(ARRUDA, 2008; WEBB et al; 2006).



Podem ocorrer alteracdes desses resultados, pela presenca de sais de
ferro, cobre e suco gastrico ou qualquer substancia capaz de decompor a
molécula de peroxido de hidrogénio (CHEMELLO, 2007).

O objetivo deste trabalho é avaliar a sensibilidade desses dois testes na
identificacdo da presenca de sangue em diferentes diluicbes, em materiais

pOrosos e nao porosos.

MATERIAIS E METODO
O presente trabalho foi realizado pelo Grupo de Estudo e Pesquisa em
Ciéncias Forenses, no Instituto Médico Legal de Guarulhos — Sdo Paulo. Foi
utilizado o sangue humano escoado das mesas de autOpsia. Esse sangue,
apos coletado, foi acondicionado em frascos plasticos normalmente utilizados
para este objetivo.

O reagente para o Teste da Fenolftaleina (Kastle Meyer) obedeceu a
seguinte formulagao:

v' Fenolftaleina 1g;

v Hidréxido de Potassio 25g;

v' Agua Destilada 100 ml

Depois, sob aquecimento, foi adicionado 20g de P6 de Zinco. Em seguida
acondicionado em frasco de vidro &mbar e identificado.

O reagente para o Teste da Benzidina, foi preparado em capela de fluxo
laminar, sendo utilizado agitador, espatula e balanca, obedecendo a seguinte
formulacao:

v' Benzidina 1g;
v Acido Acético Glacial 30 ml

O sangue coletado foi distribuido em béqueres de diferentes graduacdes. Foi
utilizada a pipeta de Pasteur de 3ml e a pipeta graduada de 0,5ml, para
completar as diluigcdes utilizando agua destilada.

Os materiais de suporte foram classificados entre porosos € nao porosos.
Segundo a definicdo de Ferreira (1999), um suporte € poroso quando possui
poros, ou seja, permite ocorrer penetragdo do liquido gotejado. J& 0 ndo poroso

€ aguele suporte que ndo contém poros, ou seja, o liquido acumula-se na sua



superficie. Foram utilizados cinco tipos de suporte: tecido de algodao, solo
(terra adubada), placa de madeira, plastico (“Tupperware”) e placa de vidro.

Foram instiladas duas gotas de sangue sem diluicdo, como referéncia de
positividade para as diluicbes crescentes, nos diversos suportes.

Instilado o sangue, os diversos suportes foram deixados para secagem a
temperatura ambiente. ApOs sete dias foi utilizada a técnica de esfregaco,
utilizando Swab umidificado com agua destilada, onde foram aplicados os
reagentes. Para leitura dos resultados foram utilizados como referéncia de
maxima positividade os seguintes critérios:

e Teste da Fenolftaleina (Kastle Meyer) — cor résea evidenciada na
amostra de sangue sem diluicdo (controle), como mostrado na Fig.
la.

e Teste da Benzidina - cor azul-esverdeado evidenciada na amostra de
sangue sem diluicdo (controle), como mostrado na Fig. 1b.

Para o resultado negativo foi considerada a auséncia de coloragéo.

Os resultados foram classificados quanto a intensidade da coloracdo
apresentada em:

v Fortemente Positivo: +++

v’ Positivo: ++

v Fracamente Positivo: +

Negativo: -

A afericdo dos resultados foi realizada de forma independente por dois

entre trés pesquisadores (D. P. S. D., K. B. M. e P.G. R.). Os casos duvidosos
foram definidos por um quarto pesquisador (L. A. S. P.).

RESULTADOS

Os resultados observados estédo apresentados nas Tabela 1 e 2.

Tabela 1 — Resultados do Teste da Benzidina

BENZIDINA
SUPORTES DILUICOES
POROSOS Controle 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1.000 1:5.000 1:10.000

TECIDO ++ + + - - - - - -



SOLO (TERRA) +++ ++ + - - - - -

MADEIRA ++ + ++ + + + - - - -
NAO POROSOS

PLASTICO ++ + +++ ++ + + + + + + + -
VIDRO + + + +++ +++ ++ + + + + + -

LEGENDA: FORTEMENTE POSITIVO: +++ // POSITIVO: ++ [/ FRACAMENTE POSITIVO:+ //[NEGATIVO: -.

Tabela 2 — Resultados do Teste da Fenolftaleina

FENOLFTALEINA

SUPORTES DILUICOES

POROSOS Controle 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1.000 1:5.000 1:10.000
TECIDO +++ + + - - - - - -
SOLO (TERRA) +++ ++ + - - - - -
MADEIRA ++ + +++ ++ + + - - - -
NAO POROSOS

PLASTlCO + + + +++ +++ +++ + + + + + +
VIDRO + + + +++ +++ +++ + + + - -

LEGENDA: FORTEMENTE POSITIVO: +++ // POSITIVO: ++ /| FRACAMENTE POSITIVO:+ //INEGATIVO: -.

DISCUSSAO

De acordo com Arbenz, (1988) o sangue sendo um fluido liquido quando
instilado em superficie porosa pode se infiltrar nos suportes dificultando sua
identificacao.

Segundo Cox (1990; 1991) a identificacdo do sangue no tecido depende
da composicéo de sua fibra, que o torna mais ou menos poroso variando assim
sua absorcdo. Em seu experimento ele encontrou resultado positivo até
1:10.000 com a Benzidina. Ja no presente trabalho em que foi utilizado o tecido
de algodao (100%), cuja porosidade é muito grande, a positividade observada
foi até 1:10 com ambos os reagentes, sendo que para a Benzidina o resultado
foi FRACAMENTE POSITIVO e para Fenolftaleina foi POSITIVO.

Castro et al; (2005) afirmam que no solo a porosidade varia de acordo
com sua estrutura, dependendo do arranjamento das particulas, formando os
poros que vao reter agua ou ar. A porosidade do solo interfere na sua
permeabilidade e absorcdo. Assim se explica o resultado do trabalho neste
suporte, em que foi encontrada positividade até 1:50 (Fig. 2), sendo o resultado
apresentando FRACAMENTE POSITIVO em ambos os testes.



Gloria et al; (2006) consideram a madeira um suporte poroso, pois
contém elementos crivados, que sao células lignificadas, constituindo os poros
da madeira, onde o sangue sera absorvido. A partir dos resultados presentes
nesse trabalho, segundo o critério utilizado, p6de-se observar a ocorréncia de
positividade na madeira, com ambos os reagentes, até a diluicdo 1:100. No
Teste da Fenolftaleina o resultado obtido foi POSITIVO e no Teste da
Benzidina, FRACAMENTE POSITIVO.

Em suportes ndo porosos (impermeaveis), 0 sangue permanecera na
superficie em forma de “crosta” aderido a mesma, como no plastico e no vidro.
Superficies sem porosidade facilitam uma maior quantidade de sangue retido
no esfregaco, facilitando sua identificagdo. Por isso o trabalho apresentou
maior sensibilidade nesses suportes, identificando a presenca de sangue em
elevadas diluicdes. No Teste da Fenolftaleina, o vidro apresentou resultado
FRACAMENTE POSITIVO até 1:1 000 e no plastico FRACAMENTE POSITIVO
até 1:10.000. J&4 no Teste da Benzidina, ambos os suportes mostraram
resultados fracamente positivo até 1:5 000.

Alguns trabalhos pesquisados utilizaram diversas técnicas, em variados
suportes obtendo resultados superiores aos encontrados no presente trabalho,
como no artigo descrito por Webb et al; (2006) e por Johnston et al; (2008),
observando sensibilidade na Fenolftaleina até 1:10.000.

Chemello (2007), descreve que a Fenolftaleina alcanca até 1:1.000.000
e a Benzidina até 1: 2.000.000. Virkler et al; (2009), citam que a Fenolftaleina
atinge até 1:10.000.

Em nossa pesquisa ndo foram encontrados artigos referentes a
identificacdo de sangue em suportes como terra e madeira, com a utilizacao

destes reagentes (Fenolftaleina e Benzidina).

CONCLUSOES

1 Ambos os reagentes mostraram forte positividade no teste de controle
(sangue sem diluicdo) em todos os materiais de suporte testados.

2_ Para os materiais ndo porosos, plastico e vidro, ambos o0s reagentes
apresentaram sensibilidade satisfatoria (fenolftaleina mostrou positividade no

plastico até a diluicdo 1:10.000).



3_ Ambos os reagentes mostraram razoavel sensibilidade na madeira.

4 Resultados menos expressivos se revelaram para o solo e tecido de
algodéo.

5 Considerando o baixo custo e a praticidade de ambos os Testes
(Fenolftaleina e Benzidina) consideramos que eles ainda tenham importante

aplicacao nos protocolos de rotina pericial forense.
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