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Resumo. A aplicacdo do luminol se destaca como um dos testes presuntivos para sangue
mais importantes, sendo amplamente utilizado por investigadores forenses em locais de
crime. Ao ser pulverizado sobre uma mancha de sangue, o luminol reage emitindo luz
guimiluminescente, permitindo a avaliacdo ocasional dessas manchas, e possibilitando a
reconstrucdo dos eventos de um crime. Porém, existem diversas substancias que séo
capazes de afetar ou alterar a quimiluminescéncia do luminol induzida pelo sangue, entre
essas substancias estao alimentos e bebidas antioxidantes. Dentre os alimentos funcionais,
0 cha é uma bebida amplamente utilizada, perdendo apenas para a agua como a bebida mais
consumida no mundo. As propriedades antioxidantes das catequinas presentes nos chas
verde e preto estdo relacionadas com sua estrutura quimica. Produtos alimentares que
contém antioxidantes (como o cha verde e o cha preto) podem ser utilizados em atividades
criminosas para ocultar manchas de sangue e evitar resultados em exames de cenas de
crime, uma vez que atuam inibindo a reagdo quimiluminescente do luminol, gerando
resultados falso-negativos.
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Abstract. The application of luminol stands as one of the most important presumptive tests for

blood is widely used by forensic investigators at crime scenes. When sprayed to a bloodstain,
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luminol reacts by emitting chemiluminescent light, permitting the occasional assessment of
these spots, allowing the reconstruction of the events of a crime. However, there is a wide
range of substances that are able to affect or alter the chemiluminescence of luminol induced
blood, between these substances are antioxidants foods and drinks. Among the functional
foods, tea is a widely used drink, second only to water as the most consumed beverage in the
world. The antioxidant properties of catechin present in green and black teas are related to its
chemical structure. Food products that contain antioxidants (like green tea and black tea) may
be used in criminal activities to hide bloodstains and avoid results in crime scene
investigations, since they act by inhibiting the chemiluminescent reaction of luminol, producing
false-negative results.

Keywords: Luminol; Latent bloodstains; Antioxidant; Black tea; Green tea.

1. Introducéo

A analise do local de crime ou do corpo de delito é o ponto de partida para uma
investigagao criminal. Nestes locais, quando ocorre um crime contra a vida, € comum
observar a presenca de manchas de sangue, sendo constante a presenca desses
vestigios nos crimes que envolvem o emprego de armas de fogo, armas brancas ou
outros meios utilizados para causar lesdo!?. Quando esses objetos de impacto de alta
energia sao utilizados em crimes, podem dispersar grandes volumes de sangue, ao
longo de trajetérias relativamente planas®.

A determinacéo dos padrdes de dispersdo das manchas de sangue em uma
cena de crime pode fornecer importantes elementos para uma investigacao,
auxiliando a determinacéo da dinamica criminosa®. Porém, manchas de sangue nem
sempre estao explicitas, podendo estar secas pela acdo do tempo, disfarcadas em
tecidos ou materiais, ou terem sido limpas e escondidas propositalmente. Nesse
sentido, foram desenvolvidos no século XX diversos testes de fluorescéncia e
guimiluminescéncia que vém auxiliando a identificacdo de vestigios ocultos ou
inconspicuos, e a aplicagdo do luminol se destaca como um dos testes mais
importantes, sendo amplamente utilizado por investigadores forenses em locais de
crimel. A emissdo de luz, quando uma solucéo de luminol é pulverizada sobre uma
mancha de sangue, vem sendo utilizada pelos cientistas forenses em investigacdes
envolvendo crimes violentos durante mais de 40 anos®.

Diversas substancias sdo capazes de afetar ou alterar a quimiluminescéncia do
luminol induzida pelo sangue, e a interferéncia provocada por essas substancias pode

apresentar causas como acao catalitica, possuir propriedades antioxidantes,
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reatividade quimica com componentes do luminol ou com moléculas de ferro nas
manchas de sangue®.

Com o objetivo de ocultar vestigios e dificultar a aplicacdo do luminol em cenas
de crime, produtos alimentares que contém antioxidantes (como o ché verde e o cha
preto) podem atuar inibindo a deteccdo do sangue a partir da reacao
quimiluminescente do luminol, impedindo ou bloqueando a producédo das espécies
reativas de oxigénio no sangue, gerando resultados falso-negativos’. As bebidas
como os chas tém atraido muita atencdo nos ultimos anos devido a sua capacidade
antioxidante e a abundancia na dieta de milhares de pessoas emtodo o mundo, sendo
ricas em catequinas e flavonoides, que apresentam propriedades bioldgicas como
atividades antioxidantes e sequestradoras de radicais livres®,

Assim, o0 presente estudo tem por objetivo avaliar, por meio de revisao
bibliografica integrativa, a hipétese de que chas antioxidantes sobre as manchas de
sangue em locais de crime geram efeito falso-negativo, inibitério, para a reacéo de
qguimiluminescéncia do luminol. No critério estabelecido para analise dos trabalhos da
literatura, ndo foi utilizado limite temporal para inclusédo de artigos cientificos, porém,
guando conflitantes e/ou repercutidos, utilizou-se, como referéncia, de estudos com

analises e informagcdes mais recentes.

2. Caracterizacao do luminol e sua aplicacédo em locais de crime
No campo das praticas forenses, o luminol pode ser utilizado para detectar a presenca
de pequenas manchas de sangue, despercebidas ou ocultas, diluidas em uma razéo
de 1:10° (1 uL de sangue em 1 L de solugéo)®>’°. Esse reagente possui a capacidade
de revelar a distribuicdo de padrdes espaciais de manchas de sangue em um local de
crime, permitindo a avaliacdo ocasional de goticulas, possibilitando a reconstrucéo
dos eventos de um crime através da visualizagdo desses padrdes??. Alguns trabalhos
relatam que uma grande vantagem do teste de luminol é a auséncia de danos
significativos para o material genético (DNA), especialmente quando modernas
técnicas de PCR sao utilizadas para analisar os DNA-microssatélites (STR),
individualizando uma mancha de sangue'!*?, Entretanto, outros estudos afirmam que,
diante de exposi¢cfes prolongadas ao teste, podera ocorrer degradacédo das amostras
de DNA, comprometendo as analises dos STRs no perfil genético'®4,

O teste com luminol baseia-se em uma reacao de quimiluminescéncia (emissao

de luz por meio de uma reacao quimica), devido a quebra de uma ligagdo que contém
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energia armazenada®. A emisséo de luz para a oxidacdo do luminol € um complexo
processo multi-etapas, cuja etapa principal é a formacao da molécula intermediaria (3-
aminoftalato), que em um estado eletronicamente excitado (3-APA)*, adapta-se
perfeitamente ao espectro de quimiluminescéncia do luminol. Na presenca de um
oxidante forte (na maioria dos casos, o peroxido de hidrogénio — H>0), e de um
catalisador suave, como um metal i6nico (p.ex. Ferro da hemoglobina) ou de algum
tipo de enzima oxidorredutase, o estado excitado 3-aminoftalato dianion (3-APA?*)

retorna ao estado fundamental (3-APA), liberando energia luminosa® (Figura 1).
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Figura 1. Resumo da reacdo quimiluminescente do luminol, utilizando a molécula de ferro presente

na hemoglobina do sangue como um catalizador.

Varias preparacfes de luminol ja foram descritas e, nos ultimos anos, novas
preparacoes, utilizando modificagcbes patenteadas da molécula de luminol ou
potenciadores de quimiluminescéncia do sangue foram propostas, visando melhorar
a sensibilidade, a especificidade e a duracdo da emissdo de luz'®. No entanto, a
formulacédo de Grodsky'® e a formulacédo de Weber!’ continuam a ser os compostos
mais utilizados por peritos, devido ao seu bom desempenho, simplicidade de
preparacéo, baixo custo e pronta disponibilidade dos ingredientes®. A formulagéo de
Grodsk!® utiliza carbonato de sédio (Na.COs) como base e o perborato de sédio como
agente de oxidacdo, ao passo que a formulacdo Weber!’ utiliza hidréxido de sédio
(NaOH) como base e o peréxido de hidrogénio (H202) como agente oxidante?s.

Um reagente comercial, muito popular, analogo ao luminol é o Bluestar®

Forensic, podendo, dependendo da aplicacdo, ser mais sensivel e estavel quando

D. R. Cavalcanti & R. M. Barros



Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 6(1):47-60 (2016) 51

comparado as formulagbes de Iluminol?. Alguns trabalhos relatam que, as
propriedades do Bluestar® o tornam mais eficiente para a aplicagédo em investigacoes
forenses, quando comparado ao luminol, uma vez que produz luminescéncia mais
intensa e mais duradoura'®?°. Porém, estudo recente comparou a sensibilidade de
trés formulagbes (Hemascein®, Bluestar®, e o luminol) verificando que os trés
reagentes sao altamente sensiveis as manchas de sangue latentes, destacando que
os trés testes possuem sensibilidades especificas que sdo dependentes da superficie
onde a mancha de sangue é analisada??.

Esses estudos demonstram que ha discordancia entre os diversos autores no
gue diz respeito aos limites de sensibilidade do luminol, o qual pode variar
significativamente dependendo do tipo de substrato aplicado. A variacdo na
sensibilidade de deteccéo é provavelmente devida as diferencas nas concentracoes
dos reagentes, na preparacdo da amostra e no substrato sobre o qual a mancha de
sangue é depositada'®.

Recentemente, alguns estudos vém relatando a utilizagdo de nanomateriais
guantum dotz (QDs), combinado com a reacdo de luminol, na amplificacéo de sinal e
na deteccdo de proteinas e farmacos, como a crisoidina??, a hidroguinona®, a
trombina?*, e a fenacetina®. Esses estudos, utilizando nanomateriais, podem
futuramente impactar as analises de locais de crime e a deteccdo de vestigios
biologicos.

A estrutura fisica e quimica do luminol pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1: Estruturas fisica e quimica do Luminol?®.

Nome IUPAC: 5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dione
NH; O
Formula | Ry rqu
Estrutural: x” NH
O
Formula
Molecular: CortsO:
Massa Molecular: 177,16 g/mol

D. R. Cavalcanti & R. M. Barros



52 Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 6(1):47-60 (2016)

Enquanto a preparacdo e a aplicagdo do luminol sdo bastante simples, a
interpretac@o dos resultados é mais complexa, demandando certa experiéncia do
perito. A analise das caracteristicas de quimiluminescéncia do luminol e os padrdes
na cena do crime devem levar em consideracgéo a estrutura fisica do substrato sobre
o qual as manchas de sangue sdo encontradas, sua composi¢cao quimica e quaisquer

outras substancias interferentes presentes sobre o substrato®.

2.1 Acéo do luminol sobre as manchas de sangue

As principais células do sangue, os glébulos vermelhos, também chamados de
eritrocitos ou hemacias, possuem o citoplasma constituido principalmente por
hemoglobina, a qual participa no processo de troca gasosa gue ocorre no organismo?’.

A molécula de hemoglobina é formada por quatro subunidades, cada uma
contendo um grupo heme, ligado a um polipeptidio, consistindo, assim, de uma
protoporfirina IX-Fe?*. O grupo heme é um derivado porfirinico contendo Fe?*, sendo
este ligado no meio do anel da protoporfirina IX por quatro &tomos de pirrol?8. O atomo
de Fe?* do grupo heme isolado, quando exposto ao oxigénio, é oxidado de maneira
irreversivel a Fe®*, uma forma que ndo liga Oz A porcéo proteica da hemoglobina
constantemente utiliza mecanismos intracelulares que impedem essa oxidacédo e
torna possivel a ligacéo reversivel do O ao grupo heme?.

Quando ativa na circulacdo sanguinea, a hemoglobina torna-se protegida
contra a desnaturacdo, pois se encontra inserida nos glébulos vermelhos do sangue
e os fons de ferro do grupamento heme sdo mantidos no estado ferroso (Fe?*) por
diversos mecanismos intracelulares®.

Em uma cena de crime, quando ha uma lesdo e a consequente exposicao de
sangue sobre um substrato, ocorrera uma série de processos de degradacao sobre a
substancia hematdide exposta. A maioria dos eritrocitos sofrera hemodlise e as
moléculas biologicas estardo envolvidas em reacfes de hidrolise e/ou oxido-reducao,
principalmente catalisadas por suas préprias enzimas intracelulares, ou a partir de
enzimas de microrganismos que povoam o ambiente externo3!. Neste caso ocorrera
a degradacédo da porcao polipeptidica da hemoglobina, e a oxidacdo espontanea do
fon Fe?*, contido no anel tetrapirrélico do grupo prostético heme, a ion Fe3*, uma vez
gue, nesta condicdo, os mecanismos intracelulares de reducdo do ferro no

grupamento heme nao existem mais?®. As moléculas de hemoglobina em manchas de
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sangue fora do corpo humano transformam-se de oxi-hemoglobina para meta-
hemoglobina, e em seguida para hemicromo®2.

Assim, quando uma formulag&o de luminol é aplicada sobre uma mancha de
sangue em um local de crime, os grupos heme de ions férricos (Fe3*) em uma mancha
de sangue sao capazes de catalisar tanto as rea¢des de decomposi¢cdo do perdxido e

da oxidac&o do luminol, como outros substratos do peréxido, emitindo luz®

3. Acao antioxidante dos chas verde e preto

Dentre os alimentos funcionais, o cha é uma bebida bastante utilizada, possuindo
consumo mundial per capita de, aproximadamente, 120 mL/dia, perdendo apenas
para a agua como a bebida mais consumida no mundo33. Os chas verde e preto séo
derivados da mesma planta (Camellia sinensis), entretanto, a diferenca entre ambos
reside principalmente no processo de preparacdo®. Os métodos de fabricacdo
utilizados na producdo desses chas incluem fermentacdo (cha preto), né&o-
fermentacdo (cha verde) e semi-fermentacgédo (oolong)®.

Os polifendis sado provavelmente os mais importantes antioxidantes extraidos
do processo de fermentagdo do cha verde3®¢. Seus componentes polifendlicos incluem
flavanois, flavandiois, flavonoides e &cidos fendlicos, totalizando cerca de 30% do
peso seco de suas folhas. A maioria dos polifenéis do cha verde se apresenta como
flavandis, e dentre estes, predominam as catequinas. As quatro principais catequinas
do cha verde séo epicatequina (EC), galato de epicatequina (GEC), epigalocatequina
(EGC) e galato de epigalocatequina (GEGC).

A propriedade antioxidante das catequinas esta relacionada com sua estrutura
guimica, sendo potencializada pela presenca de radicais ligados aos anéis e a
presenca de grupos hidroxila em sua estrutura (Figura 2). As catequinas podem
capturar as espécies reativas de oxigénio, como o radical superéxido (O2), o perdxido
de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH")3®" (Figura 3), alterando a reacéo

guimica do luminol.
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(-) 3 - Galato de epicatequina (GEC)*° (-) 3 - Galato de epigalocatequina (GEGC)*

Figura 2. Catequinas do cha verde38 39 4041,

3.1 Acao antioxidante do cha verde/preto em resultados falso-negativos na
deteccado de manchas de sangue
Quickenden“?, e Creamer e colaboradores*® testaram cerca de 250 substancias, em
busca de interferentes falso-positivos que pudessem mimetizar e induzir a reacéo de
luminescéncia do luminol, quando na auséncia de sangue. Das substancias testadas,
os estudos apontaram algumas frutas e vegetais com caracteristicas potencialmente
interferentes, as quais poderiam imitar essa luminescéncia e confundir os peritos nas
analises de locais de crime. Porém, o estudo é omisso quanto aos chas e seus
possiveis resultados falso-negativos, onde agentes antioxidantes podem impedir ou
dificultar a acdo do luminol sobre manchas de sangue, escondendo e ocultando esses
vestigios nas cenas de crime.

Um antioxidante € definido como qualquer substancia que, presente em baixas
concentragfes, quando comparada a concentracdo do substrato oxidavel, atrasa ou

inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz*.
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Figura 3. Esquema da atuacdo das catequinas na captura das espécies reativas de oxigénio

(H202/0OH)), interferéncia na reac¢éo de luminol.

Na reacdo quimica envolvendo o luminol, a decomposicdo do peroxido de
hidrogénio (H202) € normalmente o primeiro passo da reacao quimiluminescente. Os
produtos dessa decomposicao — as espécies reativas de oxigénio — sdo capazes de
induzir a quimiluminescéncia. Porém, produtos alimentares que contém antioxidantes
(como o chéa verde e o cha preto) podem atuar inibindo a detec¢cdo do sangue a partir

da reacdo quimiluminescente do luminol 7 (Figura 3).

Dyke e colaboradores®* testaram o efeito antioxidante do cha verde e alguns
de seus constituintes contra a quimiluminescéncia luminol-dependente ativada por
peroxinitrito. Uma vez que o peroxinitrito oxida o luminol, gerando um intermediario (3-
aminoftalato) que produz luz, agentes antioxidantes (como chas) vao inibir a reacéo
guimica, por interferir com a oxidacdo do luminol. Na conclusdo dos autores, em

comparacao com outras catequinas, a epicatequina (EC) presente no extrato do cha
verde demonstrou o maior montante global de inibicdo da luz do peroxinitrito, seguida
pela galato de epicatequina (GEC), que é um éster galico de epicatequina. Ambos os
compostos flavinicos demonstraram-se ativos em diluicdes acima de 1:1.000 vezes,

com inibicdo da luz quimiluminescente em cerca de 50%.

Bancirova’ testou trés diferentes formulagdes quimiluminescentes — Bluestar®
Forensic, formulagdo de Grodsky'® e formulacdo de Weber!’ — quando manchas de
sangue estavam na presenca dos chas antioxidantes. O estudo concluiu que as
amostras de cha verde e preto demonstraram diminuir a emissao de luz
guimiluminescente produzida em todas as trés formulacbes quimiluminescentes

testadas. Porém, a capacidade de deteccéo utilizando Bluestar® Forensic foi a menos
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afetada pelos antioxidantes, demonstrando o melhor desempenho na deteccéo de
manchas de sangue ocultas. A capacidade dos chas verde e preto para diminuir a
intensidade da luz da reagdo de Iuminol apés a adicdo das formulacdes
quimiluminescentes — Grodsky'® e Weber!’ foi mais nitido com o cha verde, sendo
dependente do tempo para ambos os chas antioxidantes.

Ao testar os resultados falso-negativos na detec¢cdo de manchas de sangue, e
quantificar o decréscimo na emissao de luz da mistura quimiluminescente preparada
de acordo com a formulacdo de Weber?’, avaliando as capacidades antioxidantes dos
chés preto, verde e do vinho branco sobre as manchas de sangue, Bancirova® (2013)
concluiu que as amostras do cha verde e preto podem ocultar manchas de sangue em
locais de crime, sendo capazes de minimizar (mas ndo absolutamente extinguir) a
emissao de luz quimiluminescente durante a detecgéo dessas manchas. Observou-se
também que a eficiéncia para diminuicAo ou para 0 atraso da emissao
quimiluminescente do luminol foi claramente maior nas amostras de manchas de
sangue secas ao ar livre, cobertas por cha verde e preto, quando comparado ao vinho
branco (antioxidante considerado fraco). Essa analise demonstra que o vinho branco
também pode interferir nas analises com luminol, porém em menor intensidade que

os chas avaliados no estudo.

4. Consideracdes Finais
A importancia da localizacdo de manchas de sangue em locais de crime, através da
pulverizacdo do luminol € notdria. A sensibilidade e a simplicidade da aplicacdo do
teste permitiu, nos ultimos anos, um significativo aumento da utilizacao do luminol em
cenas de crime. O crescente interesse da midia, sobre técnicas e métodos aplicados
em investigacbes e procedimentos periciais, estimulou questionamento sobre
possiveis interferentes na acéo do luminol que camuflassem ou inibissem a deteccao
de manchas de sangue em locais de crime. Muitos autores desenvolveram pesquisas
na tentativa de elucidar os principais interferentes nos testes de luminol que
causassem resultados falso-positivos. Porém, a principal dificuldade do presente
trabalho foi a de encontrar estudos que abordassem de forma ampla os interferentes
gue podem causar resultados falso-negativos, ocultando manchas de sangue em
locais de crime.

Bebidas e alimentos, que sao fontes naturais de antioxidantes, quando

despejadas sobre manchas de sangue, podem atuar como interferentes, alterando a
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analise dos resultados com luminol. No caso dos chas antioxidantes, a totalidade dos

estudos encontrados na literatura concluiu que a alta capacidade antioxidante dos

chas verde e preto pode minimizar a emissao de luz quimiluminescente do luminol,

guando analisado sobre manchas de sangue, podendo gerar resultados falso-

negativos.

Portanto, conhecer tais substancia e o modo como atuam é fundamental para

uma correta analise e interpretacdo dos resultados provenientes dos testes de luminol

em locais de morte violenta, sendo essencial para se evitar falhas perante os 6rgaos

judiciais.
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