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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo selecionar um método para identificagédo de animais, fornecendo subsidios
indispensaveis para a caracteriza¢&o ou descaracterizagdo de crime, tanto na matanca de animais silvestres como torturas
de animais domésticos, ambos protegidos por lei, bem como verificar a cristalizagdo da hemoglobina, mais precisamente
da oxihemoglobina, em sangue “in natura”, com anticoagulante e coagulado de capivaras. Foram utilizadas preparacdes
modificadas de Costa (1929) que possui baixo custo de implantacéo, rapidez na obtengéo dos resultados, por ser de facil
preparagdo e manejo. Apds a compilagdo e analise dos dados verificou-se que a quantidade, o tamanho, a cor, o local e
o contorno do cristal ndo estéo associados ao sexo do animal e que a quantidade de cristal depende da técnica empregada,
sendo a técnica 2 (o sangue fresco oxalatado é centrifugado, o sedimento é laqueado pela saponina; adiciona-se sulfato
de sodio, agita-se energicamente e em seguida centrifuga-se durante 10 minutos na velocidade 4) a que produz mais
cristais, maiores, com coloragdo mais intensa (rosa intenso) e com distribui¢cdo regular na lamina.
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Introducéo

estudo do sangue é realizado pela

O hematologia forense, sendo de grande
importancia para o Direito Penal e Civil, sendo este
constituido de uma parte liquida e uma parte sélida.
Nesta Ultima, encontram-se os elementos figurados.
Sabe-se que, em dado volume de sangue, ha
aproximadamente 40 a 45% de hemécias.

Nas capivaras verifica-se para os machos
4.670.000 hemacias e para as fémeas 4.800.700
(Jiménez, 1995). Esta tem grande destaque devido
apresenca de hemoglobina em seu protoplasma®*.

A molécula da hemoglobina dos mamiferos é um
tetrAmero cujas dimensfes séo 64x55x50 Angstron,
formada por quatro subunidades, contendo um
grupo heme ligado a um polipeptideo. Deve-se ao
heme a propriedade que a hemoglobina tem de se
combinar com moléculas de oxigénio, possibilitando-
Ihes transporta-lo ou armazena-lo.

Cada molécula de hemoglobina pode carregar
guatro moléculas de oxigénio, apenas por causa da
avidez do oxigénio pelo ferro contido na
hemoglobina. Esta avidez quimica, depende muito
da pressao, ou seja quando o oxigénio é empurrado
com forca contra a hemoglobina, a combinagéo
ocorre em nimero muito maior de moléculas.

A molécula de hemoglobina por conter ferro pode
ser facilmente cristalizavel e esta se cristaliza em

sistemas diferentes, conforme o sangue de sua
proveniéncia (venosa ou arterial) e conforme a
técnica empregada’.

Quando se depara com uma mancha de sangue,
utiliza-se a diagnose sanguinea especifica, para a
verificagdo desta mancha. Para este fim, utiliza-se
as “provas de certeza”, estas fornecem, ao perito,
elementos de grande valia para o éxito das
investigaces,

Dentre as provas de certeza, ha a reacéo
cristalogréfica. Esta nos fornece sistemas diferentes
de cristalizacéo, permitindo com isso a identificagcdo
da espécie de onde proveio tal sangue’4$,
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A cristalizacdo da hemoglobina permite a
diagnose especifica do sangue’.

E indispensavel o estudo das qualidades Opticas
dos cristais, as suas caracteristicas cristalograficas
€ 0 seu arranjo nas preparacdes, com o objetivo de
individualizar a amostra 0 mais preciso possivel*®4,

Intmeras pesquisas e trabalhos ja foram
elaborados sobre estaimportante “prova de certeza”,
demonstrando a grande valia desta para a solugéo
de crimes hediondos e furtos, entre outros, tendo
em vista que, em muitos crimes, as manchas de
sangue estdo presentes?s,

Por se tratar de um trabalho minucioso, muito
ainda ha por se fazer, para se viabilizar a sua
utilizacdo em todo o territério nacional.

O presente trabalho objetivou selecionar um
método para identificacdo de animais cujos
resultados sejam rapidos, seguros, de baixo custo
e de facil manejo associado ao fato de dispensar
pessoal, drogas, maquinas e equipamentos
sofisticados e de custo elevado.

Atualmente pode-se contar com duas outras
provas de certeza para a identificacdo do sangue
de animais, trata-se do teste de soro-precipitagdo
ou “UHLENHUTH" e do teste de “DNA”. Ambos
produzem resultados seguros, mas ambos
demandam pessoal especializado, maquinario e
equipamentos de custo relativamente alto e séo
meétodos cujos resultados ndo sao obtidos de
imediato. Por outro lado, embora a técnica de
‘UHLENHUTH’ (soro precipitacdo) seja bastante
utilizada, no campo Médico-Forense, existem muitas
dificuldades na praticidade da aplicacdo desta
técnica, uma vez que os laboratdrios periciais
necessitam de soros especificos de determinados
animais com titulacdo elevada para testarem as
amostras que se pretendem ampliar identificando a
gue tipo de animal pertencem a mesma. Além disso,
embora o “DNA” represente a impresséo digital
genética de uma determinada pessoa ou de um
determinado animal, a de se ressaltar que a
individualidade de suas caracteristicas nos permitem
apenas estabelecer uma analise comparativa com



FRANCESQUINI Jr, L. et al. Cristais de hemoglobina em sangue de capivaras (Hydrochaeris hidrochaeris).

padrdes pré-existentes. No Brasil ndo existe ainda
um padrdo de “DNA” para a espécie estudada.
Devido a estes fatos, estes testes tornam-se
invidveis e em muitos casos impraticaveis.

Levando-se em conta também as desigualdades
existentes entre as varias regifes, principalmente a
desigualdade econémica de muitas delas, esta
impraticabilidade torna-se mais acentuada,
chegando ao ponto de muitos afirmarem serem
impossiveis as identificaces de animais pelo
sangue. Este fator € de grande relevancia pois estes
testes sdo partes integrantes e muitas vezes séao
fatores incriminatdrios, sem os quais os delitos ou
barbaries praticados, deixam de existir por falta de
provas, ficando o Juiz ou autoridade competente
impossibilitado de cumprir a Lei.

O teste para obtencéo de cristais de hemoglobina
se justifica, pelo fato de nele serem empregados
apenas quatro drogas, de facil obtencéo, facil
manipulacéo e baixo custo, além de um microscépio
optico simples, uma centrifuga e algumas laminas.

Uma vez obtida a lamina do sangue encontrado
no local do crime, pode-se através do padrao éptico
do arranjo estrutural dos cristais de hemoglobina,
gue segundo varios autores®*"1¢ sdo especificos
para cada espécie animal, estabelecer-se por
comparacao de qual animal proveio tal sangue
caracterizando ou descaracterizando um possivel
crime.

Desta forma, os profissionais da area da salde,
ao receberem, ou ao serem chamados para o local
do crime, a fim de remover sangue para exame,
guer “in natura”, em manchas ou sob a forma de
crostas, suspeito de pertencerem a um determinado
animal silvestre, bem como, a um animal doméstico
submetido a morte ou tortura, podera satisfazer as
autoridades competentes, ao utilizar este teste,
fornecendo subsidios indispensaveis para a
caracterizacdo ou descaracteriza¢éo do crime. Tanto
o0s animais domésticos (nos casos de torturas), como
os silvestres (nos casos de matanca) sdo protegidos
pela Lei, através do artigo 225 inciso VIl e paragrafo
3¢ da Constituicdo da Republica Federativa do
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Brasil*, sendo também garantida esta protecéo pelos
artigos 193 em seu inciso X e artigo 195 da
Constituicdo do Estado de S&o PauloY, e pela Lei
de protegdo a fauna n°® 5197 de 03 de janeiro de
1967 em seus artigos 1°, 3°, 10°, 27°, no caput e
paragrafos 1°, 5°, deste mesmo artigo, além dos
artigos 31 e 345, Estes Ultimos, estabelecem, como
penalidade, dependendo da forma como foi
praticado o ato (caca, transportes, etc.), recluséo
de 1 a 3 anos e de 2 a 5 anos, independentemente
de queixa; por serem estes crimes caracterizados
como inafiangaveis e séo referendados pela Lei n®
9.605 de 13 de fevereiro de 1998“. A verificacdo das
espécies através dos cristais de hemoglobina, pelo
fato de ser esta de facil manipulacéo, baixo custo,
de resultados de rapida obtencao podera viabilizar
a aplicacdo da Lei na sua integralidade e aumentar
a esperanca na perpetuacdo e aumento dos animais
ameacados de extincdo e que sdo cacados
indiscriminadamente pela sua pele, pena ou carne.

Segundo os autores, que se dedicaram ao estudo
da cristalografia, esta é a mais delicada prova das
diferencas de constituicdo quimica, pois se
acompanha da diferenca de estrutura fisica”34,

O presente trabalho pretende verificar a
cristalizacéo da hemoglobina do sangue de capivara,
utilizando-se as preparacdes propostas por Costa’
e preparacdes com modificacbes desenvolvidas
nessa pesquisa, apontando dentre estas qual ou
quais as melhores técnicas, para identificacdo da
espécie animal estudada, fornecendo subsidios
indispensaveis para a caracterizacdo ou
descaracterizacdo de crime.

Material e métodos

Para a andlise dos cristais de hemoglobina,
primeiramente padronizou-se a forma associada da
hemoglobina a ser estudada como sendo a
oxihemoglobina, por ser a mais estavel. Esta anélise
foi efetuada em sangue de capivaras provenientes
do setor de Zootecnia da ESALQ/USP.
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Para verificar a formacé&o ou ndo dos cristais de
hemoglobina, utilizou-se as trés preparacdes
propostas e idealizadas por Costa’ e as modificadas
neste trabalho.

Na primeira, o sangue fresco foi tratado com
oxalato de amdnio triturado, na propor¢do minima
de 5%; juntou-se saponina e agitou-se 0 sangue com
bastdo de vidro. As preparacbes foram feitas e
conservadas a temperatura ambiente.

Na segunda, o sangue fresco oxalatado foi
centrifugado, o sedimento foi laqueado pela
saponina; juntou-se sulfato de sédio, agitou-se
energicamente e em seguida centrifugou-se (10
minutos velocidade 4), fazendo-se as preparacdes
gue foram conservadas em temperatura baixa.

Na terceira preparacdo, ao coagulo junta-se
saponina e oxalato. Tritura-se, cuidadosamente num
gral, durante o tempo necessario a transformacao
do coagulo em liquido, o qual deve ser tratado por
sulfato de sédio e em seguida centrifugado durante
dez minutos na velocidade 4 da Centrifuga Excelsa
Baby 1, modelo 206 Fanem. As preparacdes foram
conservadas em temperatura baixa.

Na Quarta preparacdo o sangue oxalatado foi
preparado como na Segunda técnica, substituindo-
se apenas a droga ao invés de saponina, utilizou-se
o éter.

Uma vez estabelecidos as formas de
preparacdes a serem utilizadas, tornou-se
necessario estabelecer qual animal seria
pesquisado. O critério para esta selecao foi o de se
estudar animais silvestres que podem ser utilizados
como alimentacdo, e/ou animais cuja, pele, etc.,
possuam algum valor comercial, sempre levando em
consideracéo a disponibilidade de tais animais, bem
como o seu perfeito manejo, pois nado se justificaria
o sacrificio de um animal silvestre, para se obter
somente alguns milimetros de sangue, ndo estando
desta forma, lutando por sua preservacdo. Todos
os procedimentos de coleta do sangue destes
animais foram realizados pelos Técnicos ou
Veterinarios responséaveis pelos mesmos, lotados
no Setor de Zootecnia da ESALQ/USP.
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Com vista nestes critérios elegeu-se a capivara
(macho e fémea) como o animal a ser analisado,
sendo analisado 18 laminas de sangue de machos
e fémeas, sendo utilizado as trés preparacdes
propostas por Costa’ sendo uma amostra lutada com
luto de Look e a outra ndo, num total de 36 (trinta e
seis) amostras.

Uma vez obtida as laminas, estas foram
observada nos intervalos de doze, vinte e quatro,
qguarenta e oito horas, utilizando-se de fichas de
coleta confeccionadas para tal objetivo. Esta
observacao foi necessaria para se verificar o tempo
para a formacéo (cor, definicdo de contorno,
tamanho, quantidade, localizacdo) e completa
dissolucdo ou desintegracdo do cristal. Neste
intervalo de tempo, quando houve cristaliza¢c&o esta
foi devidamente registrada por fotomicrografias
obtidas da observacdo de um determinado
guadrante da [Amina. Inicialmente em um pequeno
aumento (6,3), para se observar o padrdo de
distribuicdo dos cristais na lamina, numa segunda
tomada utilizou-se aumentos maiores (10, 16, 40 e
100), com ou sem imerséo, objetivando visualizar o
arranjo cristalografico assumido pelo cristal, uma
terceira tomada em imers@o com aumento de 40 e
100 objetivando observar a forma assumida nas
terminacdes de cada cristal isoladamente.

Figura 1 - Cristais obtidos do sangue de capivara,
utilizando-se a técnica 2, com luto, aumento 6.3, optovar
1.6, duplo filtro azul, sem imerséo.

Uma vez finalizado os trabalhos verificou-se por
microfotografias se houve um padréo de distribuicdo
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ou de formacdo estrutural constante. Destas
cristalizacbes, devidamente registradas em
microfotografias, foram obtidos esbocos do cristal.
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Figura 2 - Cristais obtidos do sangue de capivara,
utilizando-se a técnica 2, com luto, aumento 16, optovar
1.6, duplo filtro azul, com imers&o.

Figura 3 - Cristais obtidos do sangue de capivara,
utilizando-se a técnica 2, sem luto, aumento 100, optovar

1.25, filtro azul, com imerséo.

Para realizar microfotografia é necessario uma
magquina fotografica com regulagem de exposi¢éo
automatica e um tubo adaptador para liga-lo ao
microscopio que amplie a imagem entre 40 a 150
vezes. O conceito de microfotografia s6 pode ser
aplicado quando se registram imagens que foram
ampliadas no minimo, 40 vezes. Quanto maior a
ampliacdo, maior a necessidade de luz para
distinguir cores e formas.

A anadlise dos resultados foi realizada com o
intuito de se averiguar qual das trés técnicas
empregadas nos exames fornece um resultado
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cristalografico (cor, tamanho, localizacao, definicao
de contorno) mais indicado para cada uma das
condi¢cdes do sangue examinado, observou-se,
também, em quais casos o resultado é mais seguro
(formou ou néo cristais).

Tendo em vista os resultados obtidos do sangue
dos animais, verificou-se se o padrao cristalografico
permanecia constante, bem como estabeleceu-se
0 tempo necessario para obtencédo dos mesmos, e
verificou-se se havia diferencas cristalograficas
guanto ao sexo.

Resultados e discussao

Apo6s a realizacdo da coleta do sangue,
manipulacdo e obtencdo das laminas, os resultados
foram submetidos a andlise estatistica pelo teste
Exato de Fisher (a = 0,05), e as fotografias séo
listadas no apéndice.

Observou-se pelo teste exato de Fisher que a
guantidade, o tamanho a cor, o local e o0 contorno
do cristal néo estdo associados ao sexo do animal
(P > 0,05). Mas a quantidade de cristal depende da
técnica empregada. Assim, nas primeiras 12 horas,
na técnica 1, em 58% dos casos haviam muitos
cristais e em 42% dos casos haviam poucos, na
técnica 2 haviam muitos cristais em todas as
repeticées, ja na técnica 3, ndo havia nenhum cristal.
Na técnica 4, em 92% dos casos haviam poucos
cristais e em 8% n&o haviam cristais.

Com 24 e 48 horas, haviam muitos cristais em
todas as repeticoes das técnicas 1 e 2, poucos
cristais em todas as repeticdes da técnica 4 e
nenhum cristal na técnica 3.

A técnica utilizada influenciou no tamanho do
cristal (P < 0,05), tanto as 12 horas, como as 24 e
48 horas, 100% dos cristais da técnica 1 tinham
tamanho médio, 100% dos cristais da técnica 2
tinham tamanho grande. Na técnica 4, 91% tinham
tamanho pequeno e 9% tamanho médio.

A técnica influenciou, também a cor do cristal
(P <0,05). Com 12 horas, 75% dos cristais da técnica
1 tinham cor rosa médio e 25% rosa fraco. Na técnica

Salde, Etica & Justica, 5/7(1-2):17-23, 2000-2002.
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2, 100% dos cristais tinham cor rosa intenso e na
técnica 4, 64% tinham coloracao rosa fraco e 36%
rosa médio.

O local do cristal na lamina também tem
associacdo com a técnica empregada (P < 0,05).
Assim, com 12 horas, 58% dos cristais da técnica 1
se encontravam de maneira regular e 42% irregular.
Na técnica 2, 100% se encontravam de forma regular
e na técnica 4, 100% de forma irregular.

As técnicas empregadas nao influenciaram o
contorno do cristal (P > 0,05).

A quantidade, o tamanho e o local do cristal ndo
estdo associados a utilizacdo ou ndo do luto
(P >0,05).

Ja a coloracgdo do cristal foi influenciada pelo luto
somente apds 48 horas. Nesse intervalo de tempo,
67% dos cristais que receberam luto tinham
coloracao rosa intenso e 33% rosa médio, ja os
cristais que nao receberam luto, 67% tinham
coloracdo rosa médio e 33% rosa fraco.

Também sé houve diferenca no contorno em
funcdo do luto, no tempo de 48 horas (P < 0,05).
Nesse tempo, 100% dos cristais que receberam luto
tinham contorno regular e 100% dos que néao o
receberam tinham contorno irregular.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que

7

a técnica de Costa’ é de grande valia, de facil
execucdo, mas depende de drogas de boa
procedéncia e da manutencdo das condicbes
externas (temperatura, luminosidade, umidade,
contaminacéo) quando do preparo e guarda das
laminas. Pois o excesso de umidade, provoca o
aparecimento de fungos, ja a temperatura e a
umidade danificam o cristal ja obtido, bem como
retardam o seu aparecimento.

Concorda-se também com Dukes??, pois este
afirma que em seus experimentos estes variavam
amplamente quanto a cristalizacdo, a forma e
tamanho dos cristais.

A escolha dos métodos desenvolvidos por
Costa’, concorda com as escolhas de Ferreira'4,
Favero®®, Arbenz®.

O método para identificacdo de animais permite
a obtencéao de resultados rapidos, seguros, de baixo
custo e de facil manejo associado ao fato de
dispensar pessoal, drogas, maquinas e
equipamentos sofisticados e de custo elevado; a
guantidade, o tamanho, a cor, o local e o contorno
do cristal n&o estdo associados ao sexo do animal
e a gquantidade de cristal depende da técnica
empregada; a técnica 2 é a que produz mais
cristais.

FRANCESQUINI Jr, L.; FRANCESQUINI, M.A.; AMBROSANO, G.M.B.; BARBOSA, C.M.R.; CORRENTE, J.E.; DARUGE,
E.; SATURNINO, A.R.; CALDAS, J.C.F.G. Crystal of hemoglobin in capybaras (Hydrochaeris hidrochaeris) blood and its
skillful importance. Saude, Etica & Justica, 5/7(1-2):17-23, 2000-2002.

Abstract: The aim of this work was to select a method for animal identification, supplying important subsidies to characterize
or not of crime as much as slaughter of wild animals as tortures of domestic ones, both protected by law, as well as verify
the crystallization of the hemoglobin, precisely oxihemoglobin, in blood ‘in nature’ with anticoagulant and coagulate in
capybaras. Preparations modified by Costa were used in this work. This technique has a low cost of implementation, it is
fast to obtain results and it is easy to prepare and handle. After the compilation and data analysis, it was verified the
amount, size, color, site and the contour of the crystal are not associated with the sex of animal; also, the amount of the
crystal depends on the applied technique, where the technique 2 (fresh blood oxalate is spinet, the sediment is lacqued
with saporin; sulfate of sodium is added and mix it up energetically during 10 minutes at speed 4) the one that yelled more
crystals, bigger crystals intense coloration (pink intense) and regularly distributed in the blade.

Keywords: Rodentia. Hemoglobins. Forensic anthropology. Chrystalography/methods. Animal identification systems.
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