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Resumo

Os corantes benzazodlicos fluorescentes por ESIPT sdao conhecidos pela sua grande
estabilidade e variabilidade no comprimento de onda da sua emissdo de fluorescéncia.
Novos derivados, nomeados HBs, foram estudados como corantes para sangue por
possuirem grupos sulfénicos na sua estrutura molecular, o que é caracteristico dos corantes
proteicos utilizados para a analise de sangue.

Estudos sobre essa aplicacdo foram desenvolvidos nesse trabalho, visando estabelecer
vantagens e desvantagens em comparacdo aos reagentes mais utilizados. Os resultados
foram satisfatorios para essa utilizacdo, sendo tdo sensivel quanto o Amido Black e
permitindo a combinacdao de técnicas com diferentes reveladores, sendo eles: Amido Black,
Cianoacrilato e Luminol.

Este trabalho também estudou a sintese do Luminol reproduzindo metodologias
descritas na literatura, além da sintese do isbmero Isoluminol. A obtencdo de um produto
com alto grau de pureza é dificil. Como sd3o necessarias varias etapas, o rendimento do

produto ndo é alto.

Palavras chaves: Manchas de sangue, fluorescéncia, Luminol, corantes benzazdlicos,

AmidoBlack.
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Abstract

The benzazole fluorescent dyes by ESIPT are known for their high stability and
fluorescence emission wavelength variability. New derivatives, appointed HBs, were studied
as blood enhancement dyes once they have sulfonic groups in its molecular structure, which
is characteristic of protein dyes used for blood analysis.

Studies about this application were developed in this work, in order to establish its
advantages and disadvantages compared to commonly used reagents. The results were
satisfactory for the referred use, being as sensitive as Amido Black and allowing for
techniques combination with different developers: Amido Black, Cyanoacrylate and Luminol.

This work also studied the Luminol synthesis by reproducing methodologies
described in the literature, as well as the isomer Isoluminol synthesis. The obtaining of a
product with high purity is difficult. As several steps are required, the product yield is not

high.

Key words: Bloodstain, fluorescence, Luminol, benzazole dyes, Amido Black.
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1. INTRODUCAO

1.1. MOTIVACAO

O sangue é uma evidéncia fisica normalmente encontrada em cenas de crime,
principalmente os de maior poder ofensivo, envolvendo morte e violéncia, sendo
amplamente investigado pelos 6rgdos de seguranca publica. Além de conter o DNA existem
outras informacdes ocultas nessa evidéncia. E possivel analisar o padrdo das manchas de
sangue, o local da agressdo e as caracteristicas do agressor como altura, forca, posicdao dos
envolvidos, entre outros fatores. O suspeito também pode produzir evidéncias
contaminadas pelo sangue, como impressdes do tipo digitais, palmares e plantares, além do
solado de calcados. Mesmo quando propositalmente ocultado, o sangue pode ser
visualizado permitindo a determinacdo da alteracdo da cena de crime que pode qualificar a
conduta do criminoso. Seguindo esta sequéncia, podemos dividir a analise de sangue em 3
grupos principais: teste preliminar, definitivo e analise de impressdes.

Existem varios produtos quimicos para a deteccdo das manchas de sangue na cena de
crime. Na identificacdo preliminar sdo utilizados reagentes que sofrem um processo de
oxidacdo quimica na presenga de sangue a partir da modificacdao da sua estrutura, gerando
uma cor visivel. Esta reagao ocorre por ser catalisada pelo grupo heme das hemdcias devido
a sua propriedade oxidante semelhante as enzimas peroxidases. Dentro deste grupo
também estdo os reagentes utilizados para identificar sangue latente. Entre estes, dispde-se
do Luminol que é uma substancia quimioluminescente que reage por oxirreducdo na
presenca do ferro da hemoglobina e também da Fluoresceina que é uma substancia
fluorescente, porém nao tao sensivel quanto o Luminol.

Além disso, os especialistas em impressdes utilizam reagentes que possuem afinidade
com as substancias presentes no sangue, conferindo cor mais intensa as manchas, que
muitas vezes podem estar pouco visiveis e com reduzida nitidez para realizar a identificacao
dos detalhes necessarios. Esses corantes apresentam colora¢des variadas. Alguns possuem
fluorescéncia quando expostos a luz ultravioleta e outros apenas cor visivel quando expostos

a luz branca. Cada produto possui uma caracteristica especifica, sendo melhor aplicado em
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determinados tipos de superficie. Entre tantos, o que mais se destaca e que é amplamente
utilizado nesses casos é o Amido Black. O solvente utilizado na preparacdo da solucdo de uso
determina a superficie na qual ele pode ser aplicado (porosa ou ndo porosa). Este apresenta
coloracdo azul escura, desta forma ndo é recomendado o seu uso em superficies escuras
pela falta de contraste. O Unico limitante deste corante é sua aplicacdo em superficies
escuras, pois ndo ha contraste. Este motivo é fundamental para o desenvolvimento de

outros corantes.

1.2. OBJETIVO GERAL

Analisar a capacidade de deteccdo de manchas de sangue usando corantes.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Aplicar corantes do tipo benzazdlicos, fluorescentes por ESIPT, para tingir manchas
de sangue presentes em cenas de crime;

B) Testar a aplicacdo de novos corantes fluorescentes em manchas de sangue;

C) Estudar a seletividade e eficacia para sangue;

D) Comparar os resultados, a eficiéncia e limitagdes com o Amido Black;

E) Verificar possiveis combinacdes entre diferentes técnicas sem perder a evidéncia
criminal;

F) Comparar a eficiéncia da sintese dos reagentes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O SANGUE E SUAS PROPRIEDADES
O sangue consiste em células e fragmentos de células suspensos em um liquido chamado

de plasma. Este pode ser separado em 3 fases quando centrifugado: células vermelhas,

células brancas e plasma %3

As células vermelhas (hemadcias ou eritrdcitos) formam 55% do volume total e possuem
em sua constituicdo hemoglobinas e antigenos ABO. Sua funcdo principal é o transporte de
oxigénio e gdas carbbnico através das hemoglobinas presentes no citoplasma. As células
brancas, ou leucdcitos, e as plaquetas, possuem volume tdo pequeno que é considerado
nulo. A sua principal funcdo é proteger o organismo contra patégenos e sdo responsaveis
pela cicatrizacdo de ferimentos. O plasma constitui 45% do volume total do sangue e é
composto por 90% de agua e 10% de solutos como, sais, glicose, proteinas, lipidios, entre
outros * . 0 sangue possui pH em torno de 7,4 e corresponde em torno de 8 a 9% da massa

corporal ®) A média é de 60 a 66ml de sangue por quilograma do peso do individuo (.

As hemoglobinas sdo metaloproteinas que possuem 4 sub-unidades proteicas, de dois
tipos (o e B), sendo duas de cada tipo e todas possuem 1 grupo Heme na sua estrutura. A
por¢cdo heme é o centro que contem o atomo de ferro coordenado a 4 nitrogénios das
porfirinas, a proteina e ao oxigénio, sendo dessa forma hexacoordenado, como pode ser
visto na figura 1 Gl A presenca desse metal normalmente no estado de oxidagao 2+ gera a
cor vermelha ao sangue. A mudanc¢a no estado de oxidagao do ferro pode ser gerada no

contato com o ar, oxidando para 3+ &,

0 0 "() His HC3

/7
CH, CH,
Jv CH J
CH+—C C (Ii C—CH,4
C—N_ N-C
CH _Fo CH
c—N N=cC
CH—C_ J: }: C—CH,
CH, C CH C
(I'm J:u

Figura 1: Representagdo do grupo heme e da hemoglobina. A) atomo de ferro com as 4 ligagées com os nitrogénios no
plano. B) ligagdes perpendiculares do ferro com o grupo His da proteina e a ligagdo com o oxigénio. C) Hemoglobina. ©
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As proteinas presentes no sangue sao facilmente desnaturadas, ou seja, ocorre uma
modificacdo na estrutura da proteina fazendo com que ela fique insoltvel e precipite. Dessa
forma, as manchas de sangue podem ser fixadas a superficie aplicando um desnaturante:
calor, modificacdes de pH e solventes organicos podem ser aplicados com essa finalidade.
Essa etapa deve ser feita antes de realizar a andlise das marcas com os corantes, pois assim
ndo ocorre a deformacdo das mesmas @7 A Figura 2 mostra o efeito da desnaturacdo na
estrutura da proteina. Uma proteina no seu estado original possui a estrutura compactada
(A) devido as quatro estruturas (primarias, secundarias, tercidrias e quartenarias) e as
interacdes quimicas responsdveis para formar cada uma delas. A forca relativa ao
desnaturante (forte, moderado e fraco) é relacionado ao niumero de estruturas que ele é
capaz de clivar. Ao utilizar os moderados ocorre o rompimento das estruturas terciarias e
guartenarias (C e D), ja os fracos rompem apenas as quartenarias (B). Nestes dois casos a
estrutura ndo esta na forma compacta e globular, como algumas estruturas foram rompidas,
a proteina comeca a abrir de forma linear mantendo as interacGes que permaneceram
(representado em bolas pretas na Figura 2). Quando for utilizado um solvente forte, isto &,
capaz de romper as estruturas quartenarias, terciarias e secundarias, a estrutura da proteina

(normalmente na forma globular) abre formando uma cadeia linear e plana (E) ®)

L

5 i
. B
| BT

@A) ®) © D) . ®

"‘ig'ﬁ

e
&

Figura 2: Rompimento das estrutura quartendrias, tercidrias e secundarias da proteina devido aos desnaturantes. (A)
Proteina sem desnaturante, (B) proteina com desnaturante fraco, (C e D) proteina com desnaturante moderado e (E)
Proteina com desnaturante forte. ®

2.2. LOCAL DO CRIME

Local (ou cena) do crime é definido como qualquer instalacdo, local, veiculo,
pessoa, ou mesmo um item que tenha sido envolvido em um crime ou incidente. Contudo,
independente de qual sera o érgao responsavel pela analise criminal, um grupo de cientistas

é requerido para analisar as evidéncias ©) Essa investigacdo utiliza como base a Lei de
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Locard: “Todo contado deixa uma marca”. A ciéncia forense se baseia nessa Lei para revelar
e analisar vestigios do criminoso. Existem alguns profissionais que sdo responsaveis por
realizar a pericia criminal como o perito, papiloscipista e o médico legista (10}

Os peritos precisam reunir evidéncias que auxiliem na compreensdo do que e como
ocorreu o crime. Existem alguns roteiros que podem auxiliar o investigador a entender o que
ocorreu na cena do crime. A analise cientifica oferece o suporte da investigagao confirmando
ou excluindo suspeitos através das andlises das provas (material coletado no local do crime
gue possa estar ligado ao crime e que possua informac¢des importantes como material
genético e digital. Um exemplo de roteiro a ser seguido estd escrito abaixo ™*);

- Qual evento ocorreu?

- Onde ocorreu?

- Quando e em qual sequéncia?

- Quem estava no local durante o evento?

- Quem nao estava no local durante o evento?
- O gue nao ocorreu?

Cada busca por vestigios de um crime segue uma sequéncia para ndo ocorrer perdas
ou contaminacdo das evidéncias. As etapas realizadas na busca por manchas de sangue
seguem a seguinte ordem *):

1) Obter registros fotograficos de todo o local e dos materiais encontrados na cena.
Além de desenhos e registros escritos ou audiovisuais do local;

2) Examinar minuciosamente todo o local para encontrar evidéncias de sangue;

3) Na obtencdo de possiveis manchas de sangue: aplicar teste preliminar para a
identificacdo de sangue;

4) Em caso de cena limpa, mas com suspeita de agressdo: aplicar produtos para
identificacdo de sangue latente;

5) Coletar material suspeito com swab estéril para futura analise de material genético;

6) Realizar um teste especifico para sangue;

7) Determinar a origem bioldgica: animal ou humano;

8) Para manchas de sangue com pouca visibilidade: aplicar corantes para sangue;

9) Analise de DNA.

19



2.3. ANALISE DO PADRAO DAS MANCHAS DE SANGUE
Em uma cena de crime é possivel encontrar uma diversidade de evidéncias fisicas sendo

elas bioldgicas (sangue, sémen, cabelo, por exemplo) ou ndo. Entre essas provas, uma das
mais significantes e que é frequentemente encontrada em locais com morte e/ou violéncia é
o sangue %12

A andlise do sangue como tentativa de individualiza-lo iniciou em 1901 com o estudo do
sistema ABO. Este estudo foi utilizado por muitos anos, o que gerou alguns casos de erros
nas condenacdes de criminosos. Apenas no final dos anos 70 é que foi possivel realizar a
identificacdo do suspeito através da caracterizacdo das isoenzimas das células vermelhas e
dos marcadores genéticos (acido desoxirribonucleico - DNA), que sdo Unicos para cada
individuo. Dessa forma, manchas de sangue coletadas no local, nas roupas da vitima ou do
acusado contribuem para a reconstituicao, podendo relacionar uma pessoa a cena do crime
(1).

A identificacdo e individualizacdo do sangue humano faz parte da analise do padrdo das
manchas de sangue (bloodstain pattern analysis - BPA). Este estudo avalia o tamanho, a
forma e a distribuicdo das manchas provenientes de eventos com derramamento de sangue.
Dessa forma, pode-se determinar os tipos de atividades e mecanismos que os originaram.
Também sdo utilizados modelos matematicos e programas computacionais para elaboracao
da BPA 1112,

Em conjunto, os estudos de BPA, DNA e necropsia constitui a base da reconstrugao de
cenas de crime e permite-se esclarecer fatos como homicidio, suicidio, acidente ou morte
natural. Além disso, o estudo BPA possibilita a identificagao de fatos importantes como 1,11),
- Areas de convergéncia e origem de manchas de sangue;

- Tipo de material e diregao do impacto que produziu a mancha;

- Mecanismo pelo qual as manchas foram produzidas;

- Entender como o sangue foi depositado sobre os itens;

- Possivel movimentacao e direcdao da vitima, do agressor ou dos objetos apds ou durante o
crime;

- Suporte ou contradicao das declaragdes dadas por acusados e testemunhas;

- Critério adicional para estimar o intervalo pds morte;

- Correlagdo com outros resultados laboratoriais e patolégicos para confirmacao de alguma

suspeita.

20



2.4. TIPOS DE MANCHAS DE SANGUE

A BPA ajuda na reconstrucdo do crime dando pistas de qual tipo de objeto foi usado,
como e onde foi utilizado. O formato, a largura e o volume de sangue de uma macha
dependem da fonte e da forma com que ela foi originada. Por exemplo, um objeto
pontiagudo origina gotas de sangue menores do que as formadas por objetos contundentes
1 No exemplo do martelo, Figura 3, os dois lados originam padrdes de gotejamentos
diferentes. O lado estreito formara gotas pequenas, por ter menor volume de sangue, ja o

outro formard gotas maiores, com grande quantidade de sangue @

T

Figura 3: Diferenca do volume das gotas de sangue em materiais de diferentes tamanhos e formas.

A altura que a gota percorre até atingir o chdo modifica o diametro da mancha,
quanto maior o percurso, maior serd o diametro. Esta relagdo é descrita por uma curva
exponencial, entretanto, apdés uma determinada altura (2 metros) o didmetro ndo varia
significativamente ‘). Contudo, a andlise mais significativa é a da direcio dos respingos. Esta

analise evidencia o ponto de origem, ou seja, a posi¢cdo da vitima no momento do golpe (1,11}

O angulo de incidéncia da gota de sangue com a superficie faz com que a mancha
tenha uma distor¢do, formando uma elipse. Quanto menor o angulo de incidéncia maior
serd o comprimento da elipse. Esta relacdo pode ser observada na Figura 4. Além disso, um
dos lados da elipse fica com maior concentracdo de sangue indicando que é o lado terminal.
Por exemplo, se a dire¢do de incidéncia foi da esquerda para a direita, a mancha tera maior

acumulo de sangue no lado direito @
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Figura 4: Relagdo do angulo de incidéncia com o formato da mancha de sangue na superficie.

A forma de calcular o angulo de incidéncia consiste em medir os dois lados da elipse.
O menor lado é equivalente ao didmetro da gota. Realizando a projecao do percurso da gota
forma-se um tridngulo retdngulo em que o angulo de incidéncia pode ser calculado pelo
seno do tridngulo, em que o cateto adjacente é o maior lado da elipse (representado pela
letra X na Figura 5) e o cateto oposto é o didametro da gota (representado pela letra d na
Figura 5). O angulo de incidéncia da gota na superficie é representado pela letra o @,

Tracando a direcdo das gotas de sangue com a angula¢do calculada é possivel encontrar o

ponto de convergéncia que indica a posi¢do da vitima no momento do golpe @,

senfo)=d
X
— a1 o
—
A B X

Figura 5: Formato da mancha de sangue apés atingir a superficie em diferentes angulos (elipses A e B) e calculo do angulo
de incidéncia da gota de sangue na superficie.

As manchas de sangue podem ser classificadas de 3 formas: passivas, respingos ou

alteradas &1,

1. Passivas: Sdo aquelas que apenas apresentam caracteristicas fisicas de serem criadas
pela forca da gravidade e pela friccdo, sem a aplicagdo de uma forca externa
significante. S3o as mais comuns. Podem ser identificadas como gotas sozinhas,
multiplas ou em trilhas, pocgas de sangue ou piscina (manchas com grande volume de
sangue), fluxo de sangue ou transferidas por pancadas fortes @

2. Respingos: Sao manchas que apresentam direcionalidade, variam em tamanho e
estdo associadas a uma fonte de sangue que foi sujeita a uma forca externa, além da

gravidade e friccdo. Essas podem ser criadas de 3 formas:
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e Mecanismo secunddrio: sdo chamadas de respingos de satélite. Sao
respingos criados por gotas incidentes no mesmo local, criando um volume
de sangue que quando outra gota atinge ocorre a proje¢do de respingos
lateralmente (Figura 6).

e Mecanismos de impacto: formadas pelo uso de armas de fogo, por
espancamento, esfagueamento e outras ferramentas.

e Mecanismo de projecdo: originada de sangue arterial, expirado (projetado
pelo nariz e boca, por exemplo) e o langado. O tipo lancado sdo respingos
provocados por algum objeto em movimento no qual a forca centrifuga atua

projetando goticulas de sangue pelo trajeto do objeto @

Respingos de
satélite

Figura 6: Método de formagdo dos respingos de satélite.

3. Alteradas: A aparéncia dessa marca mostra que o sangue sofreu alteragdes fisicas ou
fisiolégicas. Essas alteracbes podem ser coagulagdo, diluicdo, difusdao, marcas
formadas por insetos, marcas formadas pela falta de sangue no meio da poca e por
sequéncia de manchas. Um exemplo da forma sequencial é uma camisa que foi suja
de sangue em algum golpe durante o crime e possui outra marca por cima por
encostar em algum lugar com sangue, formando duas manchas sequéncias no

mesmo lugar ),

2.5.TESTES PRELIMINARES DE SANGUE
Os testes preliminares de sangue sao utilizados como forma inicial da analise de sangue.

Serve para pré classificar as marcas encontradas em cenas de crime como possivel material

sanguineo. Os testes consistem em utilizar rea¢des colorimétricas ou luminescentes. Ambos
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os tipos dependem das propriedades cataliticas do sangue, através da atividade das

peroxidases e do ferro das hemoglobinas " 2.

2.5.1. Testes colorimétricos
Os testes cataliticos (colorimétricos) consistem na oxidagao quimica, catalisada pelo

2.3) Essa andlise é

sangue, da substancia cromogénica através de um agente oxidante
realizada coletando o material suspeito com swab, entdo sdo adicionadas gotas da solucdo
gue possui o cromogeno sobre a amostra coletada e em seguida o agente oxidante
(normalmente uma solugdo 3% de peréxido de hidrogénio) 3 o rapido aparecimento da
cor caracteristica do teste realizado indica um resultado potencialmente positivo para a
presenca de sangue. Em alguns métodos a formulacdo envolve a misturado corante com o
agente oxidante. Isso pode influenciar o resultado gerando falsos positivos, pois uma
substancia suspeita pode reagir com o cromdgeno sem necessitar do agente oxidante, ou
seja, ao aplicar o cromdgeno a cor ja apareceria, sem precisar da adicdo do oxidante, porém
guando os dois estdo em uma Unica solucdo ndo é possivel identificar essa diferenca. Isso

pode ocorrer em presenca de oxidantes quimicos como, por exemplo, didxido de manganés,

cobre Y,

Se a cor demorar muito tempo para aparecer, o teste pode ser considerado negativo,
pois o aparecimento lento da cor pode ser resultado de uma lenta oxidacdo do corante que
pode ocorrer na presenga do ar. Esses testes podem ser utilizados em manchas de sangue

expostas ha muito tempo ao ar sem perdas na qualidade da analise @,

2.5.1.1. Benzidina — Teste de Adler
Este teste foi desenvolvido por volta de 1900 B) esse foi um dos testes mais

utilizados, porém, por ser cancerigeno, ndo é mais empregado. Essa reacdo normalmente
ocorre em uma solucdo de etanol/acido acético @A Benzidina, Figura 7, na presenca do

peréxido de hidrogénio e das enzimas peroxidases, é oxidada formando um produto de cor

azul/azul escuro que pode eventualmente se tornar marrom @,

H,N NH, ——® HN = NH

Benzidina Oxidada
Figura 7: Reagdo de oxida¢do da Benzidina.
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2.5.1.2, o-Tolidina
O uso da o-Tolidina (Figura 8) foi proposto como otimizacdo do teste da Benzidina

visando diminuir a sua toxicidade. Contudo, foi reportado o seu efeito cancerigeno em ratos
apos 14 anos do seu desenvolvimento. Sendo assim, pelo mesmo motivo da Benzidina, ela
ndo é mais utilizada. Este teste é realizado em condi¢cbes acidas e gera um produto de

coloragdo azul escuro * 2.

HaC CHs HsC CH,
HoN NH, —> 4N — NH

O-tolidina oxidada

Figura 8: Reagao de oxidacao da o-Tolidina.
Em 1981 a o-Tolidina foi utilizada como reagente do teste Hemastix® que analisa a
presenca de sangue na urina. Este teste é apresentado na forma de fita de pH. Os testes
toxicoldgicos continuaram evoluindo e entdo esse reagente foi substituido pela

Tetrametilbenzidina (TMB) ),

2.5.1.3. Tetrametilbenzidina
A fim de aprimorar os o-Tolidina, foram realizados estudos sobre o efeito

cancerigeno das mesmas e foi descoberto que o metabdlito 3,3’-dihidroxibenzidina era mais
toxico. Para evitar a orto hidroxilagdo que ocorria em vivo originando esse composto, foi
necessario metilar as posi¢cdes orto do reagente (Benzidina), produzindo dessa forma o TMB
(Figura 9). Foi observado um efeito cancerigeno menor do que quando comparado ao uso da

Benzidina e o-Tolidina. Este teste também é realizado em meio acido, oxidando o TMB

gerando uma cor que varia do verde ao azul esverdeado (.2)
CHs HsC CHg HsC

H2N NH2 o N — N
CH; HsC CH; HsC

TMB Oxidada

Figura 9: Reagdo de oxidacdo da Tetrametilbenzidina.
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Assim, o Hemastix® (Figura 10) passou a utilizar o TMB como ingrediente ativo
impregnado nas fitas ?. Essa analise consiste em umedecer um swab, para coletar a amostra
suspeita, e colocar esse em contato com a fita Hemastix®. A mudanga da cor amarela
(padrao da fita) para a verde escuro indica resultado potencialmente positivo. Swabs pré
tratados com cosméticos podem contribuir para falso positivos @, Alguns frascos de
Hemastix® indicam o nivel de hemoglobina em determinada amostra relacionando a cor da
fita com uma escala de coloracdo que indica a concentracdo de hemoglobina, ou seja,

~ 1
concentracio de sangue ¥

Figura 10: Kit de 50 fitas de Hemastix® 3

2.5.1.4. Fenolftaleina — Teste Kastle-Meyer
O teste Kastle-Meyer é o mais utilizado. A Fenolftaleina, muito utilizada como

indicador acido/base, possui cor rosada quando em meio bdsico e incolor em meio acido.
Para a identificacdo do sangue, Kastle e Meyer desenvolveram essa técnica em 1903 @)
provocando a redug¢do da fenolftaleina para a forma leuco na presenga de zinco usando

1.2) pessa

solucdo de hidroxido de potdssio. Essa forma reduzida é incolor em meio basico
forma, adiciona-se a leuco Fenolftaleina em solucdo alcalina sobre a amostra suspeita,
espera-se alguns segundos e se adiciona o peréxido de hidrogénio (agente oxidante da
reacao). Se houver o aparecimento de uma cor rosa avermelhada significa que a forma
reduzida foi oxidada, possivelmente, pela presenca de sangue que catalisa essa reacdo
(Figura 11) (14 ¢ hecessério esperar alguns segundos para colocar o agente oxidante, pois

(14)

assim evita-se oxida¢cdo do reagente pela amostra suspeita '"". Alguns falsos positivos

conhecidos sdo as reagdes envolvendo vegetais, como batata e raiz forte, que possuem

oxidantes fortes o suficiente para realizar essa rea¢cdao sem a adi¢do do agente oxidante a4,
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HO l | OH HO 0
—_—
COOH COO”

Fenolftaleina em meio basico

Figura 11: Reacdo de oxidacdo da Fenolftaleina em meio basico.

2.5.1.5. Leuco Verde Malachita
O teste Leuco Verde Malachita foi desenvolvido em 1904 (3), como os outros, é

catalisado na presenca do sangue que oxida o grupo pré-croméforo para a obtencdo da cor
verde (Figura 12) (.14 Semelhante ao teste da Benzidina, a reacao também ocorre em meio

(1, 2)

acido e na presenca do perdxido de hidrogénio . O teste é potencialmente positivo se a

cor obtida for verde. A sensibilidade desse teste é 1:10.000. Esse teste é menos especifico

gue o da Fenolftaleina, mas possui maior sensibilidade (13),

AV eVeR
G
_—

Verde Malachita

Figura 12: Reagao de oxidagao do Leuco Verde Malachita

2.5.2. Testes luminescentes
Em alguns casos a cena do crime pode ter sido limpa para ocultar as evidéncias,

porém, normalmente ficam tragos de sangue ocultos. Nessa situacdo, é necessdria a
utilizacdo de reagentes mais sensiveis. Testes que emitem luminescéncia tendem a ter uma
maior sensibilidade que os colorimétricos. Existem muitos tipos de luminescéncia, sendo que

as mais utilizadas para a analise de sangue sdo a fluorescéncia e a quimioluminescéncia (s),
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Dois testes muito utilizados para identificar sangue latente, devido a sua alta sensibilidade,

s30 0 que emprega o Luminol e a Fluoresceina 2.

A técnica consiste em borrifar uma solucdo contendo o reagente sobre a area que se
suspeita estar contaminada com sangue. Esta analise deve ser realizada em locais com pouca
ou nenhuma luminosidade. O aparecimento da luminescéncia é registrado com cameras
fotograficas. Estudos mostram que essas substancias sao irritantes e devem ser utilizadas

com controle e equipamento de protecado individual (EPI) @,

O Luminol sofre um processo quimioluminescente, ou seja, durante a reacdo quimica
ocorre a formacdo de um estado de transicdo altamente energético que libera energia na

forma de luz fria . Esta reacdo pode ser representada da seguinte forma:
A+ B— > [I]* — Produtos + LUZ

Onde A e B sdo os reagentes e [I]* é a configuracdo de um intermediario de reacdo no
estado excitado . No caso do Luminol, essa luz (quimiluminescéncia) dura apenas alguns

(18) )4 a Fluoresceina é um

segundos, mas essa propriedade varia com cada formulacdo
reagente fluorescente que ao ser exposto a um comprimento de onda especifico passa para
um estado excitado e ao voltar ao estado fundamental libera energia na forma de luz. Essa
luminescéncia s6 dura enquanto a substdncia estd sob a fonte energética excitatoria @,
Esses tipos de luminescéncia podem ser explicados pelo diagrama de Jablonski (Figura 13).
Quando a molécula absorve energia ela muda do estado singleto de baixa energia (So) para o
estado singleto de maior energia (S, ou S;), entdo ocorre a conversao interna de energia do
S, para o estado singleto excitado S; se necessario. A energia liberada para retornar ao
estado Sp pode ser emitida sob forma de fluorescéncia ou quimioluminescéncia (depende da
forma que essa excitagdo ocorreu) ou simplesmente ser dissipada de forma interna, como
por vibragdes. Se houver a conversao interna do sistema passando do estado singleto S; para
o estado tripleto Ty, entdo a liberacdo da energia para retornar ao Sp serd na forma de

emiss3o de fosforescéncia 1% 17 1819,20)
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S

S1

| NS

Ty

Excitagdo por Luz

ou reacional Fluorescéncia

. . a Fosforescéncia
Quimioluminescéncia

Figura 13: Diagrama de Jablonski simplificado.

2.5.2.1. Luminol
O Luminol (3-aminoftalhidrazina), Figura 14, e a sua propriedade quimioluminescente

é conhecida ha muitos anos, porém apenas em 1937 foi aplicada na ciéncia forense para a

(12, 21)

identificacdo de sangue . Essa andlise é um teste preliminar com alta sensibilidade,

sendo utilizado na identificacdo de sangue latente, isto é, aquele imperceptivel a olho nu.

~ . . .. A . 22
Geralmente sdo locais que foram limpos com o objetivo de ocultar as evidéncias (22)

o}

NH, o)

Figura 14: Estrutura quimica do Luminol.

O Luminol é capaz de emitir quimioluminescéncia na cor azul claro apds ser oxidado em

(12)

meio acido ou alcalino, sem necessitar de uma fonte de luz . Em meio basico a reacao

23) 0 método de oxidagio do Luminol é

ocorre com a presen¢a de agentes oxidantes
complexo e a teoria que melhor explica é que esse reagente sofre uma reacdo de
oxirredugdo na presenca do ferro da hemoglobina e do peréxido de hidrogénio @ Durante a
reacao um intermediario (3-aminoftalato) absorve energia passando para um estado tripleto
excitado, entdo ocorre a interconversao de sistema para o estado singleto excitado,
liberando a energia em forma de luz para retornar ao estado singleto fundamental (12, 16,23,
Y0 mecanismo de oxidacdo do Luminol estd na Figura 16. Esse mecanismo ocorre porque
a hemoglobina catalisa essa reag¢ao por causa da presenca do ferro no grupo heme. Dentro
da corrente sanguinea o ferro esta no estado de oxidagao 2+ e quando exposto ao ar oxida
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para ferro 3+, essa mudanca do estado de oxidacdo modifica a cor do sangue de vermelho
para marrom 12 o perdoxido de hidrogénio consegue oxidar o ferro para o estado de
oxidagdo 4+, que é altamente oxidante. Dessa forma ocorre a reagdo de oxi-redugao: o
Luminol oxida emitindo luz enquanto o ferro reduz para 3+ (Figura 15). O ciclo pode ser

reproduzido aplicando uma nova solug¢do ao local @,

H.O,
Fe (I) ——3Fe(lll) 3 Fe(IV)

<

luz Lumitial

Figura 15: Mecanismo de oxiredugdo do Luminol e do Ferro na presenca do perdxido de hidrogénio.

NH, O P NH, o{
e
N” -OH S XN 0
| BT T — N
= 7 0
r‘J: N = T/ N J8
0 0
Luminol l
NH, O N, O |* NH, OO)
)\ ST A )Lo’ ?;)’“N
| _HAW N, -—— || - L |
F O = 0 SO N
b /.
0O 0O (O,
quimioluminescéncia & N’

3-aminoftalato —
Estado excitado

Figura 16: Mecanismo de oxidagao do Luminol.

Como o sangue permite a analise de DNA é importante que os reagentes nao
degradem o mesmo. O Luminol praticamente nao interfere na analise para determinacao de
origem, sistema ABO e DNA (1,14,12,25) 43 o hipoclorito de sddio, material de limpeza utilizado

para ocultar manchas de sangue em cena de crime, agride mais o DNA, mas mesmo assim é
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possivel fazer a identificacao 8 o grande problema que pode ocorrer para a analise de DNA
é utilizar muita solucdo de Luminol diluindo a amostra de sangue, o que dificulta a obtencao

da tipagem .

A alta sensibilidade dessa técnica é em média de 1:100.000 **. Este dado varia bastante
com a fonte pesquisada “*”). A intensidade da luminescéncia varia com a concentragio de
sangue, quanto mais diluido menor é a luminescéncia. Como alternativa, existe o reagente
comercial BlueStar® que é vendido para a identificacdo de sangue latente. A vantagem em
relacdo ao Luminol é a producdo da quimioluminescéncia que é mais intensa e com maior

tempo de duracdo 27,

As Figuras 17 e 18 mostram a quimioluminescéncia emitida pelo
Luminol e pelo Bluestar® quando eles foram aplicados sobre manchas de sangue latente
apresentando resultado positivo. Contudo, a combinacdo do Luminol com a Fluoresceina

(Luminescense), técnica relativamente nova, mostra ser melhor que o BlueStar® para alguns

(4,28)

casos, principalmente para sangue muito diluido

Figura 17: Aplicacdao do Luminol para identificagao de sangue latente em uma banheira (29

Figura 18: Aplicagdo do BlueStar® para revelagdo de sangue latente em uma pia @,

As principais limitacdes dessa técnica sdao que as analises devem ser realizadas em
locais escuros, a quimioluminescéncia dura em torno de 30 segundos e o registro fotografico
exige conhecimento e técnicas em fotografia para obter uma imagem de qualidade (22, 30),

Como o Luminol é uma andlise preliminar, pois ndo reage com o sangue, ao invés disso é
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catalisado por este, existe a possibilidade de outras substancias oxidarem esse reagente
gerando a quimioluminescéncia. Alguns exemplos dessas substancias sdo enzimas

(12,21, 23, 24,31) " falso positivo

peroxidases de plantas, hipoclorito de sédio e outros metais
gerado por alguns vegetais normalmente possui uma quimioluminescéncia mais fraca do
gue a obtida com sangue, com algumas excecdes. Algumas superficies também podem
oxidar o Luminol, portanto o mais indicado é realizar um teste em branco nos locais do crime

@Y Uma vantagem é que ele ndo reage com outros fluidos corporais como saliva, sémen e

urina @, 22).

A aplicacdo desse reagente pode ser feita em qualquer superficie. As superficies
horizontais e porosas permitem uma melhor andlise do padrdao das machas de sangue por
manter as marcas definidas, o que ndo acontece nas superficies verticais ou ndo porosas.
Uma forma de solucionar esse problema é realizar a fixacdo do sangue antes da aplicacdo do
Luminol . Quando o sangue é limpo em um local de crime o tipo de superficie influencia na
analise, pois uma superficie porosa ou rugosa dificulta a limpeza, deixando sempre algum

1, 22 , ;. ~ ~ . / .
| & 22) porém superficies ndo porosas sdo mais faceis de

vestigio mesmo que ndo seja visive
limpar completamente. O que dificultaria essa limpeza é a presenca de frestas, reboco ou
rejunte que absorvem o sangue. Como a limpeza costuma ser realizada rapidamente ficam
pequenos indicios de sangue, possibilitando a identificacdo pelo Luminol. Por exemplo, um
estudo foi realizado limpando um local com sangue utilizando hipoclorito de sddio e
medindo a intensidade da quimioluminescéncia a cada etapa. O resultado mostrou que com
as lavagens a intensidade decai, pois diminuiu a concentragao de sangue chegando um
momento em que estava tdao baixa que nao influenciava no resultado. Porém a quantidade
de hipoclorito no local aumenta e como esse produto também gera a oxida¢do do Luminol, a

intensidade da quimioluminescéncia tem um pequeno aumento (12, 32)

. Vale ressaltar que a
reacao do sangue com o Luminol gera uma quimioluminescéncia homogénea, com duragao
aproximada de 30 segundos, enquanto que a produzida com o hipoclorito é muito rapida
(tipo um flash) e decai em poucos segundos. Esse interferente pode ser resolvido de duas
formas: esperando o hipoclorito evaporar por aproximadamente 2 dias ou adicionando
glicina em pH 12. Isso faz com que a intensidade da quimioluminescéncia decaia
significantemente, pois a reacao da glicina com o hipoclorito é rapida, inibindo dessa forma a

reacdao com o Luminol (12,23)
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Apesar de ser uma técnica muito sensivel, ela ndo é adequada para exibir os
detalhes, como digitais, apenas marcas maiores onde o que interessa sao os formatos e nao

@2 Estudos com o uso do Luminol mostram a sua alta sensibilidade

as minucias
principalmente para manchas de sangue em superficies porosa. Como exemplo da grande
sensibilidade dessa técnica foi comprovado a possibilidade de identificar manchas de sangue
em camisetas apods alguns ciclos de lavagens realizados de formas diferentes obtendo
resultados positivos para todas as situacdes B3 o sangue também pode ser identificado em
paredes que foram pintadas, pois, ao colocar a tinta fresca, o sangue se mistura a ela ao
invés de formar uma pelicula protetora 4 Também é possivel identificar marcas de sangue

, o~ .. e . 4
em solo mesmo apés 6 anos de exposicio a intempéries climaticas 4.

Alguns exemplos de interferéncias realizadas na analise com Luminol é a utilizacdo de
antioxidantes na presenca de sangue, como extratos de chd, isso faz com que a

(33) Também, existe a

guimioluminescéncia do reagente decaia significativamente
possibilidade de queimar a cena do crime com o objetivo de destruir quaisquer evidencias.
Uma analise feita com Luminol e BlueStar® mostrou que apds queimar por 1 minuto o local,
o sangue fica praticamente imperceptivel para o Luminol, porém com o BlueStar® é possivel

36) Como os veiculos s3o

detectar a quimioluminescéncia mesmo apds 5 minutos de queima
normalmente utilizados para transportar corpos para desova, € comum procurar vestigios de
sangue dentro de carros com suspeita de terem sido utilizados para esses casos. As analises
mostram que poucos materiais do interior dos veiculos geram falsos positivos e além disso, a
limpeza nao é eficiente, sendo facilmente detectdvel tragos de sangue. Outro fator favoravel
para a busca de vestigios de sangue nos veiculos é que a temperatura interna dos carros, por
exemplo, costuma ser mais elevada quando expostos ao sol. Isso favorece a analise gerando
uma maior intensidade de quimioluminescéncia, pois favorece a conversdo do estado de

oxidacdo da hemoglobina para Fe** 67,

A utilizagdo do Luminol consiste em fazer a solugdo de uso momentos antes de ser
utilizada, pois o Luminol degrada, na presenca do agente oxidante, com o tempo M Existem
varias preparac¢des diferentes para a solucdo de uso e isso interfere na quimioluminescéncia.
Algumas permitem uma emissdo mais intensa e duradoura do que outras. As mais
conhecidas sao as propostas por Grodsky em 1951 e por Weber em 1966 .12) A5 formas de

| (16)

preparo estdo citadas na tabela . O aumento da concentracdo ou do tipo de agente
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oxidante interfere na intensidade da luminescéncia mais do que a variacdo da concentracao

do reagente 22 A melhor e mais utilizada forma para aplicar essa solucdo é com o uso de

um borrifador

Tabela I: Formulagdes para o preparo das solugoes de uso do Luminol segundo Grodsky e Weber

(14)

(1,16)

Grodsky

Weber

3,5 g de perborato de sédio
500 mL de agua destilada
Misturar e agitar até completa
dissolucdo

Adicionar 0,5 g de Luminol e 25 g de
carbonato de sodio

Agitar até completa dissolucao

Solugdo A: 8 g de hidréxido de sddio
dissolvidos em 500 mL de agua
destilada.
Solugdo B: 10 mL de perdxido de
hidrogénio 30% com 490 mL de agua
destilada

Solucdo C: 0,354 g de Luminol

e Colocar a mistura para o borrifador e dissolvidos em 62,5 mL da solugdo A

usar imediatamente. e completar com agua destilada até
500 mL

e Essas solucbes podem ser
armazenadas a 4°C e sem luz direta.

e Solucdo de uso: misturar 10 mL de
cada solugdo (A, B e C) e completar
com agua destilada até 100 mL.

e Colocar a mistura para o borrifador e

usar imediatamente.

Muitos artigos apresentam variagGes para a sintese do Luminol. A maioria retrata ser
uma sintese facil e acessivel. Apesar das modificacdes de tempo, temperatura e reagentes,
todas seguem as mesmas etapas. Partindo do primeiro percursor, o anidrido ftdlico, é
necessario nitrar o carbono 3, reagir o acido ftalico formado com hidrazina e, por fim,
reduzir o grupo nitro para amino. O esquema dessa reagao esta representado na Figura 19 “,

38,39, 40) - p pesquisa por derivados do Luminol é grande, pois o objetivo é criar novos
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reagentes que tenham a emissdo da quimioluminescéncia em um comprimento de onda

mais elevado ou por mais tempo e mais intenso “**).

COOH

0 — —_— —_—
MH NH

COOH

NO, NO, NH;

Figura 19: Etapas da rota sintética do Luminol.

2.5.2.2. Fluoresceina
’ s 7 sy 4 , oy
A Fluoresceina é um fluoréforo da familia das xantanas ) (molécula capaz de emitir

luz quando exposto a um comprimento de onda especifico) muito utilizada para fins

(44)

biolégicos, bioquimicos e medicinais ", assim como seus derivados, que sdo produzidos e

estudados para novas finalidades, possuindo diferentes comprimentos de onda para a

. ~ A . 1
emissdo de fluorescéncia (1 43 4> 46,47, 48)

A utilizacdo da Fluoresceina para analise de sangue foi descoberta em 1910. A
aplicacdo dessa técnica exige cuidados semelhantes a do Luminol no quesito seguranca e na

140 preparo desse reagente é

forma de aplicacdo da solugcdo sobre as superficies
semelhante ao da Fenolftaleina: a Fluoresceina é reduzida em meio alcalino com o uso de
zinco, entdo esse produto reduzido é utilizado na analise da presenca de sangue. A atividade
catalitica do sangue auxilia na oxidagdo junto com o perdxido de hidrogénio. O produto
oxidado é a Fluoresceina que emite fluorescéncia na cor verde amarelada quando submetida

(1, 12)

a excitagdo com um comprimento de onda especifico de 494nm . A Figura 20 mostra a

estrutura e o resultado positivo da Fluoresceina para a andlise de sangue latente.

Figura 20: Estrutura quimica da Fluoresceina e a sua aplicagdo na revelagao de sangue dentro de um veiculo “9)
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Diferente do Luminol, a Fluoresceina necessita de um espessante comercial para aderir
sobre a amostra de sangue. Por este motivo é indicado para superficies verticais, pois ndo
deforma as marcas como o Luminol. Essa substancia ndo gera falso positivo em contato com

(14)

hipoclorito de sddio Estudos comprovam que ndo hd degradacdo do DNA com a

utilizacdo desse reagente ),

2.6.TESTES DEFINITIVOS DE SANGUE
Existem alguns tipos de testes definitivos para sangue como: cristalograficos,

microscépicos, espectroscopicos, imunoldgicos e cromatograficos. Os testes cristalograficos
sdo os Unicos que reagem com a hemoglobina obtendo cristais especificos ) Diferentes dos
testes preliminares que sdo catalisados pelas propriedades oxidativas, esses reagem
diretamente com substancias presentes no sangue. N3do ha falso positivo para essas analises
@ Existem dois testes cristalograficos que foram muito utilizados (Teichmann e Takayama),
porém o mais moderno, que além de identificar sangue verifica se é de origem humana, é o
teste imunoldgico. Essa analise precipita as hemoglobinas do sangue humano através da

utilizacdo de uma anti-hemoglobina especifica @

2.6.1. Teste de Teichmann
Este teste foi desenvolvido em 1850 e consiste em aquecer sangue seco com acido

acético glacial na presenca de um halogénio (normalmente cloreto) para formar um
derivado do grupo Heme em forma de cristais rombicos e de cor marrom, como mostra a

123

Figura 2 . Este teste apresenta dificuldade no controle do aquecimento, podendo ser

maior ou menor que o necessario para formar os cristais e pode dar um resultado falso

negativo ),
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Figura 21: Cristais formados no resultado positivo do teste de Teichmann 50
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2.6.2. Teste Takayama
Essa analise, desenvolvida em 1912, realiza um aquecimento brando do sangue com

piridina em condic¢des alcalinas e na presenca de acglcar, como glicose 23) Assim a piridina
liga-se ao ferro do grupo Heme formando um cristal de aproximadamente 2mm, como
mostra a Figura 22. Este teste é considerado mais exato que o de Teichmann por ndo a etapa
de aquecimento que, se for realizada de forma inapropriada, pode resultar em um falso

negativo .

Figura 22: Cristais formados no teste de Takayama para sangue B,

2.7. REAGENTES UTILIZADOS PARA REALCAR IMPRESSOES COM SANGUE
Esses reagentes sdo corantes que se ligam a marcas de sangue muito fracas gerando uma

nova tonalidade ™. Isso permite uma melhor visualizacdo dessas manchas podendo obter
detalhes importantes de digitais ou outras impressbes como palmar, plantar, sola de
calcado, entre outros 12 13 dois tipos de corantes: os que se ligam as proteinas e os que
sdo catalisados pelo grupo Heme. Os proteicos tendem a ser mais sensiveis, isso porque

3.3 Essa técnica requer alguns

existem mais proteinas no sangue do que grupos Heme
cuidados como: coletar a amostra de sangue antes de aplicar o corante (ja que essas analises
podem degradar o DNA), utilizar uma solugdo fixadora para o sangue, saber qual é o melhor
corante para ser utilizado em determinada superficie (avaliar cor e porosidade) e aplicar

uma solucdo de lavagem para retirar excesso de corante da superficie (.5

A solucdo fixadora é utilizada para evitar que a marca de sangue se dissolva ou que seja
diluida ao aplicar a solugdo com o corante W A fixagcdo consiste em desnaturar as proteinas
presentes no sangue para que essas precipitem aderindo a superficie ®) Existem muitas
solugdes que sao aplicadas com essa finalidade, como por exemplo, solventes organicos. A
desnaturagdo pode ocorrer por aguecimento ou por agentes naturais e mudangas de pH. O
indicado é que se a solu¢gdao com corante for feita em dgua, etanol ou acido acético, o fixador

deve ser a solugao aquosa 2% de acido 5-sulfosalicilico. Porém se o corante é solubilizado
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em metanol, o fixador deve ser metanol. O problema da utilizacdo desse fixador é a sua

toxicidade e inflamabilidade

. O metanol pode danificar algumas superficies e interferir
na analise de DNA, mas apresenta a vantagem de gerar uma cor mais forte do que os
preparados em agua ®) A amostra de sangue muda de cor quando é fixada, variando do
vermelho para marrom escuro. A aplicacdo dessa solugcdo, como das outras, pode ser por

submersdo do objeto na solucdo ou borrifacdo sobre a superficie @,

A solucdo com o corante é preparada utilizando o solvente mais adequado. A maioria
utiliza dgua como solvente e as vezes faz uso de dlcoois e acidos. Os que utilizam metanol

;. s . ~ 1
tendem a ser melhores para superficies porosas, pela sua rapida evaporacao @,

As solucbes de lavagem também dependem dos corantes e solventes utilizados.
Normalmente a solucdo de lavagem é preparada com os solventes utilizados na solucdo do
corante. Algumas analises necessitam de mais de uma solucdo de lavagem @ Normalmente
apenas a agua é suficiente para retirar o excesso das solucdes corantes e fixadoras, a ndo ser

guando o metanol foi usado ),

Existem inUmeros corantes para esta técnica como: Amido Black, Vermelho da Hungria,
Leuco Violeta Cristal, Azul Brilhante de Coomassie, Dupla Coloracdo de Crowle, Suspensdo de
Diéxido de Titanio e Amarelo Acido 7 ™. A maioria desses reagentes sdao corantes de
proteinas. Essa ligacdao ocorre entre o grupo sulfénico que possuem e os grupos catidnicos

das proteinas que ocorre em condi¢cdes moderadamente acidas B3.5),

2.7.1. Amido Black
O Amido Black tinge as proteinas presentes no sangue originando uma cor azul

escura (Figura 23). Existem trés formas de preparar a solugdo com o corante: aquosa,

metandlica e 4gua/etanol & 3

. Quando se utiliza a agua é indicada a aplicacdo para
superficies ndo porosas, pois pode acontecer de danificar a mancha de sangue. Ja a solugao
metandlica é indicada para todas as superficies, pois como o metanol evapora rapidamente,
nao ocorre deformac¢dao das marcas. Porém esse solvente é tdxico e inflamavel, para evitar
estes problemas, foi sugerida uma mistura de etanol e 4gua como proposta de solvente. O
etanol ndo é téxico como o metanol e a inflamabilidade diminui pela presenca da agua,
sendo que os beneficios continuam, podendo ser aplicado em superficies porosas e nao

porosas (1).
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Figura 23: Estrutura quimica do Amido Black e sua aplica¢do na revelagao de uma impressdo digital com sangue.

A Unica limitacdo do Amido Black é a sua cor, que ndo permite destacar manchas de

;. 1
sangue em superf|C|es escuras (L 3)

. Dessa forma é possivel utilizar outros corantes que
consigam, como por exemplo, o Vermelho da Hungria ou o Amarelo Acido 7 que possuem

fluorescéncia . A Figura 24 mostra essa limitacdo do Amido Black.

LOGAL LIMPO SEET

Figura 24: Exemplo da dificuldade de visualizagdo da impressdo digital quando revelada com Amido Black em superficies
escuras.

Estudos mostraram que ao utilizar esse corante em manchas de sangue a tipagem do
DNA por PCR (reagdao em cadeia da polimerase — método de amplificacdo de DNA) é possivel,
porém ha uma diminui¢dao na quantidade do DNA apds tratar a mancha com os reagentes
por causa das lavagens. Isso gera dificuldade para a obten¢do de amostra suficiente para a
analise ®. A melhor solucdo para este caso é tratar uma das impressdes e colher o material
genético de outra que ndo foi tratada com produtos quimicos. Essa mesma situagao ocorre
para o uso do Leuco Violeta Cristal 52 A intensidade da cor do Amido Black varia de acordo
com trés fatores principais: quantidade de proteinas fixadas, o tempo de contato entre

amostra e reagente e o tipo de solu¢ao em que foi preparado ),

A Figura 25 mostra a interagdo existente entre esse corante e as proteinas. O meio
moderadamente basico faz com que o grupo sulfénico desprotone (quando estiver na forma
acida) originando uma carga negativa (SOs3). J& os grupos catidnicos, que podem ser

histidinas, lisinas, ou argininas, s3o protonados (R*), dessa forma ocorre a intera¢do i6nica
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entre esses grupos, sendo essa a explicacdo mais adequada para todos os reagentes

proteicos ©.

NO,

Figura 25: Interagdo do Amido Black com os grupos catiénicos da proteina (representados por R). R= histadina, lisina ou
L (5)
arginina "',

2.7.2. Vermelho da Hungria
Este corante é preparado em solugdo aquosa e interage com as proteinas presentes

no sangue gerando uma cor vermelha (Figura 26), além de ser fluorescente. Emite uma cor
amarela quando submetido a fonte de luz alternada (520-560nm) ou laser. Porém essa
A . Lo . .1 . .. ~ .
fluorescéncia s6 é visivel no molde de gelatina“, o que configura uma limitagcdao dessa técnica
(1, 13, 53, 54) . ~ ., A . . e L eps
. A combinagdo de cor visivel com a fluorescéncia permite a visibilidade tanto em
superficies claras quanto escuras W A solucdo fixadora indicada é a do 4cido 5-sulfosalicilico

e a solucio de lavagem pode ser tanto a solugio de 4cido acético quanto agua destilada ©2).

Figura 26: Estrutura quimica do vermelho da Hungria e sua aplicagdo na revelagdo de uma pegada com sangue. Na
. ~ a . . . . 7 55
superior a revelagdo com fluorescéncia e na inferior na luz visivel (55

1lecx N . . .
S3do moldes semelhantes a papeis adesivos que possuem a capacidade de obter um carimbo da marca que
. . 80
est4 sendo analisada ®°.
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2.7.3. Leuco Violeta Cristal
A primeira vez que foi utilizado o Leuco Violeta Cristal para destacar manchas de

sangue foi em 1993 no laboratério do FBI (Federal Bureau of Investigation) (¢} Esse corante
é um triarilmetano cationico que possui grande afinidade com materiais proteicos e
celulésicos. O reagente é a forma reduzida do Violeta Cristal e é incolor 58 Ao ser aplicado
em uma solucdo aquosa sobre o sangue, na presenca de perdxido de hidrogénio, ocorre a
oxidacdo do reagente gerando uma coloracdo azul purpura (Figura 27) ©) Essa oxidacao
ocorre na presenca de hemoglobinas M) Esse corante emite fluorescéncia em 695nm guando

iluminado com comprimentos de ondas entre 400 e 600nm ),

Figura 27: Estrutura quimica do Leuco Violeta Cristal e sua aplica¢do na revelagdo de uma pegada com sangue 57,

A vantagem dessa técnica € a sua aplicacdo em superficies porosas e ndo porosas
além da possibilidade de combina-la com outros corantes que se ligam diretamente a

proteina, como o Amido Black por exemplo '3 Esse corante é recomendado para madeiras

(58)

tratadas com poliuretano, vidros e azulejo ~'. A sensibilidade é baixa quando comparada

com a de corantes como o Amarelo Acido 7 e o Vermelho da Hungria, que possuem

sensibilidades muito préximas a do Luminol 54,

2.7.4. Coomassie Blue
O corante Comassie Blue, Figura 28, tinge as proteinas do sangue com uma cor azul-

violeta 3

. Ele pode ser preparado utilizando exclusivamente metanol ou combinado com
agua. A primeira gera um resultado melhor que o uso do Amido Black (em solucdo
metandlica) ao ser aplicado em porcelanas ou plasticos brilhantes. J& a segunda preparacao

gera melhores resultados em superficies pintadas ou envernizadas @,
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Figura 28: Estrutura quimica do Azul Brilhante de Coomassie e sua aplicagdo na revelagido de uma pegada com sangue 9

E o melhor reagente para ser utilizado em superficies porosas com manchas
moderadamente visiveis quando comparado com Amarelo Acido 7, Amido Black aquoso,
Leuco Violeta Cristal e a combinacdo dos dois ultimos em metanol 8 Este corante também
apresenta bons resultados em papel branco com manchas de sangue fracas. Apesar de ser
indicado como um reagente opcional pelo Guia do FBI (FBI’s Processing Guide for Developing

) (60)

Latent Prints para revelar marcas latentes, estudos mostram uma grande eficacia

guando utilizado em impressées digitais com pouco sangue em superficies porosas e nao

porosas, além de ser uma alternativa para revelar machas latentes em azulejos brancos 58),

2.7.5. Dupla Coloragao de Crowle
Esta técnica € uma mistura de dois corantes, Crocein Scarlet 7B e o Azul Brilhante de

Coomassie (Figura 29) que tingem a proteina do sangue de cor vermelha. E indicado apenas
para superficies ndo porosas. Ndao é muito utilizado pois apresenta a mesma cor do

Vermelho da Hungria sem a vantagem da fluorescéncia @,
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Azul Brilhante de Coomassie Crocein Scarlet 7B

Figura 29: Estrutura dos dois corantes usados na Dupla Coloragdo de Crowle e a sua aplicagdo na revelagdo de marcas
. 1
com sangue em um azulejo branco m,
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2.7.6. Suspencao de Didxido de Titanio
O Didxido de Titanio pode ser utilizado para destacar as manchas de sangue quando

) ou metandlica V. A interacdo

pequenas particulas sdo colocadas em suspensdo aquosa
ocorre pela afinidade desse dxido com os aminoacidos e proteinas presentes no sangue Gl A
deposicdo das particulas de Didxido de Titanio ocorre em torno das células vermelhas N g
uma solucdo indicada para superficies escuras, por apresentar cor branca, e ndo porosas,
como pode ser visto na Figura 30. Essa técnica pode ser combinada com corantes proteicos,

como por exemplo, o Amarelo Acido 7 o,

Figura 30: Utilizagdo da suspensdao de Didxido de Titdnio para revelar digitais com sangue em um disquete de
computador o),

2.7.7. Amarelo Acido 7

Este corante é utilizado em marcas latentes de pegadas e digitais pela sua capacidade

W) o comprimento de onda de excitagao

de ligar-se as proteinas presentes no sangue
maxima é em 460nm e seu pico de emissdao em 535nm. A excitacao entre 400 e 500nm
combinado com um filtro laranja permite a visibilidade da marca, como pode ser observado
na Figura 31 ®. E um bom corante para aplicar em superficies ndo porosas e escuras 7 >*.
Um problema que ocorre com substancias fluorescentes, é a reabsorcao de fluorescéncia,
gue ocorre em maios muito concentrados, dessa forma a energia que seria emitida acaba

sendo absorvida por outra molécula. Isso causa o desaparecimento da fluorescéncia 2
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Figura 31: Estrutura quimica do Amarelo Acido 7 e sua aplicagdo na revelagio de uma digital com sangue usando filtro
(inferior) e sem filtro (superior) 62}

2.8. IMPRESSOES DIGITAIS

As impressoes digitais (ID’s), seguindo a Lei de Locard, sdo originadas do contato das
cristas de friccdo, encontradas nos dedos, palma das mados e nos pés, com todas as
superficies. As ID’s sdo compostas por uma mistura de componentes quimicos que sdo

secretados pelas glandulas sudoriparas (écrinas e apdcrinas) e as glandulas sebaceas (10)

As cristas formam desenhos Unicos em cada individuo, tornando as ID’s um 6timo
meio de identificagcdo. Por este motivo, a busca por impressées latentes em locais de crime
tornou-se crucial, além de ser uma prova de crime de grande relevancia. Por consequéncia, a
ciéncia forense evolui a cada dia para produzir e aprimorar novas técnicas para revelar as

ID’s latentes 3.

Os desenhos, formados pelas cristas de friccdo, das impressdes digitais sdo
classificados em trés grupos principais, sendo eles, arco, verticilo e presilha. No Brasil segue-
se a classificagcdo de Vucetich que divide a presilha entre interna e externa, como mostra a
Figura 32. Essa classificagao considera o nimero de deltas encontrados em cada impressao e

a direcdo de entrada e saida das linhas (10),
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Figura 32: Classificagdo das impressées digitais pelo sistema de Vucetich e

Contudo, quatro classificacbes ndo sdo suficientes para uma identificacdo. Para isso é
necessaria a comparacdo das minucias dos desenhos. Essa técnica consiste em analisar
pontos especificos das linhas identificando bifurcagdes, ponta de linha, ilhotas e encerro,
como esta exemplificado na Figura 33. O confronto consiste em identificar esses pontos da
impressao questionada e comparar a um padrdo (obtido do individuo suspeito). Os pontos

devem ser os mesmos e devem estar na mesma distancia e posicdo para uma analise

confirmatéria ¢,
Bifurcation Ridge Ending (Fim de estria)
Rid
{Cﬂsﬁ)
Endings Enclosure
(Terminagio) (Encerro)

Ridge Island
{Ridige Dot)
(Ithota)

Bifurcation

(Bifuragio)

72N

Figura 33: Identificagdo das mintcias de uma impressao digita

| (63)

A ciéncia forense responsdvel por estudar a analise das ID’s é chamada de

Papiloscopia. Essa ciéncia se baseia em trés principios fundamentais: (63, 65)

1 — ImutabilidadeRelativa: Por muitos anos acreditava-se que os desenhos nao se alteravam
com o tempo. Mesmo em casos extremos como corte, queimadura ou doengas de pele, o
desenho se regenerava no mesmo formato, dependo do nivel da lesao 3 porém, estudos
(66)

recentes mostraram mudancas nas minucias das digitais com o passar dos anos
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2 — Variabilidade: Os desenhos sdo Unicos para cada pessoa, além disso, eles ndo se repetem
entre os dedos do mesmo individuo. Dessa forma, nem gémeos univitelinos possuem digitais

iguais (3.

3 - Perenidade: As cristas papilares se desenvolvem ainda no feto a partir do 62 més de
gestacdo e permanecem iguais até o final da vida. As ID’s apenas aumentam o tamanho,

acompanhando o crescimento, mas mantendo a proporcionalidade entre mindcias (63),

As ID’s latentes sdo aquelas deixadas pelo contato da pele com uma superficie e sdo
compostas por substancias excretadas pelas glandulas da epiderme. Contudo, quando sao
depositadas sobre uma superficie alteram rapidamente a sua composicdo. Entre centenas de
compostos, elas sdo formadas por 99% de agua e o restante contém principalmente
compostos organicos, na sua maioria gorduras, aminoacidos e proteinas. A Tabela Il mostra
a composicao do suor excretado por cada glandula. As principais técnicas para a revelacao
da digital utilizam esses componentes para conseguir a visualizacdo da impressdo latente.

Essas técnicas permitem a visualizacdo das minucias para um possivel confronto (65),

Tabela Il: Composicdo dos compostos expelidos pelas glandulas sudoriparas, sebaceas e apdcrinas. Principal composi¢do
das impressoes digitais latentes ©7)

Glandulas Compostos Inorganicos Compostos Organicos
Aminoacidos
Cloretos .
. . Ureia
lons metalicos . L.
) Améhia Acido latico
Sudoriparas Aclcares
Sulfatos ..
Creatinina
Fosfatos .
Acua Colina
& Acido Urico
Acidos graxos
Sebaceas — Glicerideos
Hidrocarbonetos
Alcoois
o Proteinas
Apocrinas Ferro Carboidratos
Colesterol

Além das técnicas quimicas, as impressoes digitais ficam visiveis ao utilizar algum tipo
de tinta sobre o dedo e pressionando o mesmo a alguma superficie, por exemplo, um papel.

Em casos de crime o sangue pode funcionar como essas “tintas”, isto é, as cristas de friccao
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ficam visiveis e desenhadas com a ajuda do sangue. Isso permite a sua analise pelo
profissional (papiloscopista) responsdvel. Existem muitas formas de melhorar essas
marcacles para conseguir a melhor identificacdo das mindcias, como a utilizacdo dos

corantes proteicos quando essas macas s3o impregnadas de sangue .

2.9.CORANTES BENZAZOLICOS
Os corantes benzazodlicos sao compostos formados por um anel azélico condensado a um

anel benzénico (Figura 34). O anel azdlico é caracterizado por ser um anel de cinco membros
contendo dois heteroatomos nas posi¢des 1,3, sendo que um deles é obrigatoriamente o

nitrogénio. O outro heterodtomo pode ser um oxigénio, enxofre ou nitrogénio .

| \ N\ _/R 1

//X\/

R

X=0,S,N
R ou R'=H, OH, NH,, Me, Et, Ph, entre outros.

Figura 34: Estrutura genérica de um corante benzazélico.

Essa estrutura permite a sintese de derivados com diversos substituintes nos anéis

benzdlicos, representados por R e R' na Figura 34.

Dentro dessa familia de corantes é possivel gerar compostos com o mecanismo de
transferéncia protonica intramolecular no estado excitado (ESIPT). Esse mecanismo ocorre
quando ha um grupo hidroxila na posi¢do orto do anel benzénico (R' = OH). Essa estrutura
permite a transferéncia do préton da hidroxila para o heterodtomo azélico gerando uma
tautomeria entre as configuracdes ceto-enol. Essas mudancgas estruturais possibilitam o
aumento de energia tendo a transferéncia protonica realizada no estado excitado. Essa

energia é dissipada na forma de fluorescéncia (Figura 35) (65),

Tanto na estrutura ceto (K) como a enol (E) é possivel ter as configuracdes cis e trans
(considerando o oxigénio da hidroxila e o nitrogénio azdlico). A configuracao trans-enol (E’) e
trans-ceto (K’) sdo mais energéticos e em consequéncia a forma trans nao propicia o ESIPT. A

estrutura mais estavel (E) ao absorver energia vai para o estado excitado (E*) onde ocorre
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rapidamente a transferéncia proténica gerando a forma ceto excitada (K*). Essa energia é

liberada pelo efeito da fluorescéncia. Assim, ocorre o equilibrio tautémero entre a forma

ceto (K) e enol até que ocorra nova absorc¢do de energia para repetir o ciclo (65),

H-O

M
@ y ESIFT
X H o
civ-enol (E*) EE— @N)@
X

A

cis-ceto (K*)

H
flucrescincia @N ;:::
absorgio —
X
©: M O
b trams=ceto (K°)
X :

H-0O
frans-enal {E*) n S
-0
H_
W Di ciz=celo (K
W
: X
L civ=tmol (E)

X= 0, benzoxazol
X= N, benzimidazol
X= 8, benzotiazol

Figura 35: Esquema da transferéncia protonica entre as estruturas ceto-enol por ESIPT 63),

A grande vantagem da ESIPT é o grande deslocamento de Stokes, que pode chegar a
200nm. Essa medida é a diferenca entre o maximo de absor¢dao e o maximo de emissao da
molécula. Além disso, esses compostos possuem elevada sensibilidade, estabilidade térmica

e fotofisica .

Existem muitas metodologias de sintese para esses corantes. Entre as térmicas, pode-se
citar as ciclizagBes por: acido polifosférico (PPA), éster polifosférico (PPE), pentdxido de
fosforo, cloreto de tionila. Também existem as cicliza¢gGes oxidativas de bases de Schiff e por
oxido de aluminio ativado. Entre essas a sintese com PPA tem se destacado pelo seu baixo

custo e facil aquisicao comercial (65),

2.9.1. Corantes HBs
Os HBs s3dao corantes benzazélicos com ESIPT que estdo protegidos pela patente

intitulada “Método de obtencdo de derivados benzazélicos fluorescentes e sua aplicagdo em
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ciéncia forense como reveladores de impressoes digitais latentes”, Brasil, registro niumero

BR 10 2014 030942-0, depositado em 10 de dezembro de 2014 ),

A sintese desses compostos foi realizada seguindo o método de Hein que utiliza o PPA. A
reacdo é uma condensacdo entre derivados de anilinas orto-substituidas com acido salicilico
substituido. As condi¢Ges de sintese variam para a formacdo de cada composto. A
temperatura variou de 130-300°C e o tempo de reacdo entre 1,5h e 6h para a sintese dos

HBs %),

Foram sintetizados diversos corantes benzazdlicos dos quais cinco, nominados: HB-6, HB-
7, HB-9, HB-11 e HB-13, mostraram ser os mais adequados. A estrutura genérica de alguns
desses corantes esta representada na Figura 36. Os corantes tanto na forma sélida como em
solucdo estdo representados nas Figuras 37 e 38 mostrando a aparéncia na luz visivel e na

luz ultravioleta (UV) (365nm) (65)

HO
R, N
A\
R, X

Rs

HB-7, X:S, Rl:H, R2:H, R3:SO3H
HB-9, X:O, Rl:H, R2:CH3, RSZSOSH
HB-11, X=0, R,=SO;H, R,=H, R;=NH,

Figura 36: Estrutura geral dos corantes HB-7, HB-9 e HB-11 s),

Figura 37: Corantes HBs no estado sdlido. A- sob luz visivel e B- sob luz UV (65),
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Figura 38: Corantes HBs em solug¢do aquosa. A- sob luz visivel e B- sob luz UV 5],

Estes corantes foram utilizados para a revelacdo de digitais latentes em superficies
adesivas tanto nas cores claras quanto nas escuras. Os HBs tingiram as digitais com sucesso
sem tingir a superficie (Figura 39). Os resultados mostraram grande sensibilidade e
durabilidade dos corantes, permitindo o armazenamento das superficies adesivas como
contra prova. Estudos iniciais apontaram a aplicagdao desses novos derivados como sondas

biolégicas com bons resultados .

Figura 39: Revelagdo de digital latente em superficie adesiva de fita isolante elétrica preta (Tectape®) (65)

Como esses corantes apresentam grupos sulfénicos em sua estrutura, assim como os
corantes proteicos, este trabalho estudou a aplicacdo do HB-7, HB-9 e HB-11 para a analise

de manchas de sangue em local de crime.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho o sangue utilizado foi obtido de embalagens de carnes comercializadas
em redes de supermercados e amostras de sangue de equinos doadas pelo Setor de
Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul que seriam descartadas. Essas
amostras foram armazenadas a 4 °C e continham EDTA como anticoagulante. Os corantes
benzazodlicos utilizados foram o HB-7, HB-9 e HB-11. Todos foram diluidos em dgua na
concentracdo de 0,1% (m/v). Para visualizar as manchas de sangue com estes corantes foi

utilizada luz negra (380-420nm — UV préximo), por ser a faixa de absorcdo desses corantes.

3.1. ESTUDO DA APLICAGAO DOS CORANTES BENZAZOLICOS EM MANCHAS DE SANGUE

3.1.1. Escolha da solugao fixadora
Como existem muitas formas de fixar o sangue, foram utilizadas solucdes descritas na

1)

literatura ) e novas foram propostas. As solucdes estudadas foram:

e Solugdo aquosa 2% de acido 5-sulfosalicilico (5-ASS);
e Solucdo metandlica 2% de 5-ASS;

e Solucdo etandlica 2% de 5-ASS;

e Metanol P.A;

e FEtanolP.A.,;

e Solugdo etanol:agua (40:60);

e Solugdo 2% de 5-ASS em etanol:agua (40:60).

Nesta analise sete laminas de vidro foram marcadas com sangue fixando cada uma
delas com uma das solugGes testes. A fixacao foi realizada por trés minutos e o excesso foi
retirado com uma lavagem de agua corrente. Em seguida a solu¢do com o corante de HB-7
foi aplicada sobre essas laminas de vidro por trés minutos e o excesso foi retirado com uma

lavagem de agua corrente. O resultado foi analisado sob luz negra.
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3.1.2. Analise da interferéncia do tempo de contato das amostras com a solugao
fixadora e com solugao corante
Superficies de vidro contendo sangue foram submergidas em trés solucdes fixadoras,

sendo elas: solucdo de 5-ASS a 2%, solucdo de 5-ASS a 5% e solucdo de 5-ASS a 2% em
etanol:dgua (40:60). O tempo de submersdo variou entre 1, 5 e 10 minutos para cada
solugdo. Apds fixar, foi realizada a lavagem das amostras em agua corrente e entao essas
foram submersas na solucdo corante por 1 min. O resultado demonstrou a qualidade da

revelacdo das manchas com a variacdo do tempo de contato com o fixador.

Também foi realizada a variacdo do tempo de contato das amostras com a solucdo
corante, variando em 1, 5 e 10min. O tempo de fixacdo foi mantido constante para todas as
amostras por um minuto. Esse tempo foi escolhido conforme o melhor resultado obtido na

analise anterior.

3.1.3. Formas de aplicar as solucdes sobre as manchas de sangue
A forma de aplicacdo das solucgdes sdo usando borrifadores, submergindo a amostra em

solucdo ou por lavagem da superficie com o auxilio de uma pipeta. Diferentes amostras
foram analisadas em cada uma das técnicas. Também foi avaliada a necessidade de realizar
as lavagens com 3agua entre cada solugdo. O uso de uma Unica solugdo para fixar e tingir a
mancha de sangue ao mesmo tempo também foi estudada. Essa solugdo foi preparada

misturando porgoes 2:1 da solucdo fixadora (etanol:agua: 5-ASS) com solucdo corante HB-7.

3.1.4. Utilizacao de diferentes corantes benzazdlicos para superficies diversas
Foram utilizados 3 corantes benzazdlicos nomeados HB-7, HB-9 e HB-11. Como o HB-7

era o corante em maior quantidade, a maioria dos testes foram realizados com ele. A
aplicacdo dos 3 corantes foi realizada em diferentes superficies (porosas, semi porosas e nao
porosas) para analisar se todos teriam o mesmo desempenho. As superficies escolhidas
foram: polietileno, poliestireno, polipropileno, politereftalato de etileno (PET), Aco INOX,
aluminio com e sem tinta®, granito, tapete, vidro, madeira crua, madeira MDF, ceramica,
papel, e tecido. Diferentes manchas de sangue foram depositadas sobre essas superficies
pressionando a polpa do dedo indicador primeiro sobre uma amostra de sangue e depois
sobre a superficie escolhida. Foi simulando um contato real sem manter o mesmo volume de

sangue na amostra e sem depositar sobre o material com a mesma pressao, varidveis que

2 ;. " . . . .
O aluminio utilizado foi de latas de refrigerantes que possuem a sua camada externa tingida com as
caracteristicas do produto e por dentro aluminio puro.
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afetam a concentracdo de sangue nas impressdes. Todas foram fixadas utilizando a solucao
etanol:dgua com 2% de 5-ASS que foi aplicada por submersdo ou com borrifadores
conforme a necessidade de cada superficie. As lavagens entre cada solucdo foram feitas com

agua.

3.1.5. Analise da diluicdo das manchas de sangue por contato
Foram realizados testes de manchas sequenciais para verificar a capacidade destes

corantes em tingir manchas com diferentes concentracées de sangue. Os resultados foram

comparados aos obtidos pelo Amido Black, corante mais utilizado para essa finalidade.

As marcas foram produzidas umedecendo o dedo com sangue e pressionando a polpa
digital sobre a superficie, lado a lado, consecutivamente até esgotar a amostra de sangue no
dedo. Os materiais utilizados para realizar a marca¢ao foram vidro, madeira crua e MDF. A
revelacdo das manchas foram realizadas com a fixacdo do sangue (utilizando etanol:agua
com 2% de 5-ASS) e a aplicacdo da solucdo com o corante HB-7, realizando as lavagens com

agua entre cada etapa.

3.1.6. Ligacdo dos corantes com o sangue
Para confirmar se esses corantes benzazdlicos sulfonados teriam a capacidade de

interagir com as proteinas ou com aminoacidos, foi realizada a analise fixando proteina
isolada do soro do leite (Whey protein) em uma ldmina e na outra, aminoacidos de cadeia
ramificadas (BCAA). Esses produtos foram escolhidos por serem facilmente encontrados em
redes de produtos para suplementacdo alimentar. As marcas utilizadas foram BCAA

NeoNutri 500mg e IsolateWhey NeoNutri sabor baunilha.

Neste teste foi aplicada a proteina (ou aminodcido) na lamina de vidro com excesso da
solugdo metandlica 2% de 5-ASS até total evaporagdo do metanol. Foi realizado a lavagem
com 3agua para aplicar a solucdo corante HB-7 (mantida por trés minutos) retirando o

€Xcesso com égua.

3.1.7. Estudo de falso-positivo e interferentes
Em uma cena de crime é possivel encontrar diversas manchas que podem ser

confundidas com sangue. O estudo dos falso-positivos e interferentes da metodologia a ser
aplicada ajuda a esclarecer sobre a prova encontrada. Este trabalho realizou o estudo de

alguns possiveis falsos positivos que podem ser confundidos com sangue por causa da sua
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cor. As substancias escolhidas foram: café, beterraba, ketchup, Coca-Cola, molho de pimenta
e massa de tomate. Além de produtos considerados interferentes da reacdo, que sdo

utilizados para limpeza, sendo eles o hipoclorito de sddio e detergente de louca.

Todas as amostras foram aplicadas sobre laminas de vidro e expostas ao ar ambiente
por uma semana para secar. Entdo foi aplicada a solucdo fixadora de metanol com 2% de 5-
ASS até evaporar completamente. Foi retirado o excesso da solucdo com dgua e aplicada a

solugdo corante por cinco minutos e retirando o excesso de corante com agua.

3.1.8. Estudo da combinagdo de diferentes técnicas para analise de digitais e/ou
sangue latente
As vezes é necessdrio utilizar mais de uma técnica para revelar marcas latentes. Esse

estudo verificou a possibilidade de combinar as principais técnicas de analise utilizando os
corantes benzazdlicos para saber qual a melhor sequéncia para aplicar os corantes sem
perder informacgbes importantes. As técnicas mais utilizadas por especialistas sdo: Amido

Black, Luminol e Cianoacrilato.

A solucdo fixadora utilizada foi etanol:agua (40:60) com 2% de 5-ASS. A solucdo corante
escolhida foi a 0,1% de HB-7. O Amido Black foi preparado na solugcéo 1% em
etanol:agua:acido acético (70:25:5). A solucdo de uso do Luminol foi preparada seguindo a
receita de Weber, descrita na Se¢do 2.5.2.1 utilizando o Luminol sintetizado nesse trabalho.
A revelagdo com Cianoacrilato foi realizada, utilizando o reagente Omega-Print
Cyanoacrylate Fuming Compound for Latent Print Development (Sirchie), simulando
exatamente como a Pericia do RS realiza. Para obter um controle da analise, duas laminas de
vidro foram colocadas na camara de revelagdo, uma contendo a mancha de sangue e a outra

uma digital latente (ndo contaminada).

Inicialmente foi analisada apenas a combinac¢ao do HB-7 com o Amido Black. O sangue
foi fixado em quatro superficies de aluminio. Essas foram analisadas utilizando o HB-7
seguido do Amido Black e invertendo a ordem da aplicacao dos corantes. As amostras foram
submetidas a luz negra depois da aplicacao de cada corante para verificar a continuidade da
fluorescéncia do HB-7 com o uso do Amido Black. O tempo de contato do HB-7 variou de

trés a trinta minutos e o do Amido Black foi mantido por dois minutos.
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Na segunda etapa dessa andlise, utilizando o Cianoacrilato, o Luminol e o HB-7, foi
realizado marcas em latas de refrigerantes com dedos impregnados de sangue. As latas
foram identificadas de A a H e reveladas com sequencias diferentes como mostra a Tabela
I1l. O Amido Black ndo foi utilizado pois ndo teria destaque da marca em consequéncia da cor

do corante e da superficie serem escuras.

Tabela lll: Ordem de aplicacdo das técnicas de revelagdo em cada lata.

Lata Sequencia das técnicas
A Luminol — Cianoacrilato — HB-7
B Luminol — HB-7 — Cianoacrilato
C Fixacdo - Luminol — HB-7 — Cianoacrilato
D Cianoacrilato — HB-7 - Luminol
E Fixacdo - Cianoacrilato — HB-7 - Luminol
F Cianoacrilato — Luminol — HB-7
G HB-7 — Luminol - Cianoacrilato
H HB-7 — Cianoacrilato - Luminol

Para verificar a aderéncia do Cianoacrilato sobre o sangue, foram limpas cinco laminas
com etanol. Em uma lamina foram feitas trés marca¢Ges do dedo polegar direito sem sangue
e as outras quatro, com trés marcagdes cada, do dedo polegar impregnado com sangue.
Essas foram colocadas na camara e submetidas aos vapores de Cianoacrilato, que apds
aquecimento, evapora e entra em contato com as superficies. Por haver uma variagdo de
tempo da técnica, levando em consideragdo principalmente a umidade e temperatura no
interior da camara, controla-se através de uma amostra padrdo e observacdo do

Especialista.

3.1.9. Estudo da sensibilidade
E importante definir o nivel de sensibilidade de cada técnica, para afirmar a

confiabilidade da técnica até determinada diluicdo. Sendo assim, foi realizada a analise de
oito solugdes de diferentes concentragdes de sangue diluido em agua destilada. Essa analise
utilizou o HB-7, o Amido Black e o Luminol, necessariamente aplicados nessa ordem. As

concentragdes das solugdes de sangue analisadas foram de 100% (sangue puro), 50%, 10%,
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1%, 0,1%, 0,01%, 0,001% e 0,0001% v/v. O método consistiu em colocar gotas de cada
solucdo sobre laminas de vidro, deixando em repouso por dois dias até o sangue secar
completamente. O sangue foi fixado por trinta minutos e revelado com o corante HB-7,
mantido em contato por quinze minutos. Apds foi aplicado o Amido Black por quinze
minutos e por ultimo foi aplicado o Luminol 97% da Sigma-Aldrich preparado pela formula
de Weber . A solucdo utilizada para fixar foi a 2% de acido 5-sulfosalicilico em etanol e
agua (40:60) e foram feitas lavagens com agua entre cada aplicacdo de solucdo para retirar o

excesso das mesmas.

3.2. SINTESE DO LUMINOL
Este trabalho realizou a sintese do Luminol partindo do Anidrido Ftalico em 3 etapas,

sendo elas: Nitracdo, reacdo com a hidrazina e reducdo do grupo nitro.

e 12 Etapa - Nitracao (68)

1* ETAPA
(¢] o
(0]
HNO OH OH
0 o, *
2 OH OH
OsN
© NO; o o)
Anidrido Ftalico Acido 3-nitroftalico Acido 4-nitroftalico

Figura 40: Reagdo de nitragdo do anidrido ftalico na sintese do Luminol.

Foi adicionado 5g (33,78 mmol) de anidrido ftalico em 8 mL (191 mmol) de acido nitrico
(HNO3) com agitacdo na temperatura ambiente. A adicdo dos 33 mL (619 mmol) de acido
sulfarico foi feita lentamente a essa mistura, em banho de gelo porque essa reagao é
extremamente exotérmica. O banho de gelo foi retirado e a reacao foi mantida em agitacao
e banho de agua fervente por 3h. A boca do baldo foi fechada para ndo evaporar os gases
formados nessa etapa. Terminando o tempo, o baldo foi destampado e vertido em gelo e
agua para ocorrer a precipitacdo do produto. O precipitado foi filtrado e recristalizado em 10
ml de dgua. O precipitado obtido foi cristais brancos, ou levemente amarelados. Rendimento

em torno de 30%.
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e 22 Etapa— Reac¢do com a Hidrazina.

Nesta etapa foram realizadas diferentes rotas sintéticas encontradas na literatura

literatura ¢ 70 7% 72)

, adaptadas em diferentes concentracdes dos reagentes, com o objetivo
de analisar através de qual delas é obtido o melhor produto, em termos de rendimento e

pureza.

2* ETAPA
fe) O
Rota 1
Rota 2
OH Rota 3 NH
—_—
OH NH
NO4 0 NO; 0
Acido 3-nitroftalico 3-nitroftalhidrazina

Figura 41: Reagdo com a hidrazina para formar o produto 3-nitroftalhidrazina.
Rota 1 - 1,3g (6 mmol) do acido 3-nitroftdlico foram adicionados em um baldo contendo
2 mL de hidrazina 10% (4 mmol) e 4 mL de dietilenoglicol (42 mmol). A mistura reacional foi
aquecida até 210°C por quarenta minutos sob agitacdo magnética. Deixou-se a reacdo esfriar
até 100°C e entdo foram adicionados 20 mL de agua fervendo. Apéds esfriar o precipitado foi

filtrado. Rendimento de 78%.

Rota 2 - 11g (52 mmol) do acido 3-nitroftalico foram solubilizados em 40 mL de 4gua
com 6g (107 mmol) de hidréxido de potassio (KOH) e colocados sob agitagdo magnética. Foi
adicionado 7,5g (57 mmol) de sulfato de hidrazina e 25 mL de dietilenoglicol (264 mmol). O
recipiente foi mantido aberto durante o aquecimento. A temperatura foi mantida a 160°C
por 4 horas com agitacdo magnética. Apds esfriar foi adicionado 50 mL de agua fria. O

precipitado foi filtrado. Rendimento de 88%.

Essa reagdo também foi realizada deixando a temperatura da reagdo atingir 210 °C.

Rendimento de 94%.
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Rota 3 - Em um baldo foi adicionado 3g (14 mmol) do acido 3-nitroftalico, 10 mL (171
mmol) de etanol e 1,5 mL (30 mmol) de hidrazina 99%. Esse sistema foi posto em refluxo por

5 horas. O precipitado foi filtrado. Rendimento 95%.
e 32 Etapa— Reducdo do grupo Nitro.

A terceira fase da sintese do Luminol consiste em reduzir o grupo nitro para amino.
Neste caso a reacdo foi feita com o redutor ditionito de sédio por sua acdo como redutor de
grupo nitro. Essa reacdo foi inspirada no artigo de Valentin Radipoiu et al. 73 As
guantidades de cada reagente variaram conforme cada rota sintética realizada na segunda

etapa.

32 ETAPA
'e) (@]
Rota 1
NH Rota 2 NH
Rota 3
NH NH
NO; o} NH; o
3-nitroftalhidrazina Luminol

Figura 42: Reagdo de reducdo do grupo nitro para a sintese do Luminol.

Rota 1: Em um erlenmeyer com 6,5mL de hidréxido de aménio 10% (16 mmol), foram
adicionados 1g (5 mmol) da 3-nitroftalhidrazina, 4g (23 mmol) de ditionito de sédio e 10mL
de agua. A reacdo foi submetida a agitacdo e aquecimento de 65°C por trinta minutos. Apds
esfriar foi adicionado acido acético glacial até pH 3-4. A mistura reacional foi armazenada a
4°C por 12 horas e posteriormente filtrada. Foi obtido um precipitado de cor amarelo

queimado com rendimento de 44%.

Rota 2: 11g (53 mmol) da 3-nitroftalhidrazina foram dissolvidos em 80 mL de hidréxido
de amodnio 4,5% (90 mmol) e foi adicionado 42g (241 mmol) de ditionito de sédio. A reacao

foi mantida em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 4 horas. Entdo foi
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adicionado 4cido acético glacial até pH 3-4. O precipitado obtido possuia cor amarelo vivo.

Rendimento >99%, por ser dificil secar completamente e purificar.

Para a reacdo que utilizou o produto da reacdo com a hidrazina sintetizado a 210 °C
(temperatura elevada), a reducdo foi realizada utilizando 4g (19 mmol) de 3-
nitroftalhidrazina, 6,5 mL de hidréxido de amoénia 4,5% (7 mmol) , 17g (98 mmol) de ditionito
de sédio em 50 mL de agua, sendo realizado nas mesmas condicGes: 4 horas de agitacdo a
temperatura ambiente e acidificado com acido acético até pH 3-4. Foi obtido um precipitado
amarelo claro. O rendimento foi >99% nos dois casos pela dificuldade em obter um produto

puro e completamente seco.

Rota 3: Em um erlenmeyer foi adicionado 3,5g (17 mmol)da 3-nitroftalhidrazina
dissolvidos em 20 mL de hidroxido de amonio 4,5% (23 mmol). Foi adicionado 14g (80
mmol) de ditionito de sddio. A reacdo foi mantida em agitacdo a temperatura ambiente por
4 horas. Foi adicionado acido acético glacial até pH 3-4. O precipitado filtrado apresentou cor

amarelo vivo com rendimento de 50%.

3.3. SINTESE DO ISOLUMINOL

Para sintetizar o Isoluminol (4-nitroftalhidrazina) optou-se por partir da 4-aminoftalimida
e posteriormente realizar a reagdo com a hidrazina. Esse processo foi inspirado no trabalho
do Yoshida et al. 7. A reacdo com a hidrazina foi testada de diferentes formas (4 rotas
sintéticas), conforme descrito na literatura ja citada para o caso do Luminol. A primeira e a

segunda etapa foram realizadas seguindo o estudo do Radipoiu et al. (73],

e 12 Etapa: Nitragdo da ftalimida.

1* ETAPA
O O O
NH —ooa NH + NH
H,SO,
03N
(0] NO, [e] (0]
Ftalimida 3-nitroftalimida 4-nitroftalimida

Figura 43: Nitragdo da ftalimida para a sintese do Isoluminol.
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Foi colocado 30g (204 mmol) de ftalimida em um erlenmeyer onde foi adicionado 43 mL
(0,65 mol) de HNO3 e 200 mL (3,9 mol) de H,SO,4 lentamente, seguindo esta ordem. Como
essa reagao é muito exotérmica, essa mistura foi realizada em banho de gelo. A reagao foi
mantida em agitacdo magnética em temperatura ambiente por 5 horas. A mistura reacional
foi vertida sobre gelo em um copo de Becker, entdo o precipitado branco foi filtrado e

recristalizado em etanol. Rendimento de 78%.

e 22 Etapa: Reducdo do grupo nitro.

2* ETAPA
O
Ditionito de S6dio
—»
NH NH,OH/ H,0 NH
O,N H,N
O
4-nitroftalimida 4-aminoftalimida

Figura 44: Reagdo de redugdo do grupo nitro para a sintese do Isoluminol.
Foi adicionado 6g (31 mmol) da 4-nitroftalimida em um erlenmeyer contendo 120 mL de
agua, 5 mL de NH4OH (35 mmol) e 25g (143 mmol) de ditionito de sddio. A reacdo foi
mantida em agitacdo por 4 horas na temperatura ambiente. O precipitado amarelo forte foi

filtrado. Rendimento >99% por dificuldades na purificagcdo e na secagem do produto.

e 32 Etapa: Reagdo com a Hidrazina.

3* ETAPA
(0]
O Rota 1
Rota 2
Rota 3 NH
Rota 4
NH ——————>
NH
H,N HN
o o)
4-aminoftalimida Isoluminol

Figura 45: rea¢do da 4-aminoftalimida com a hidrazina para a sintese do Isoluminol.
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Rota 1: Foi colocado em refluxo 3g (18,5 mmol) da 4-aminoftalimida com 2 mL de
hidrazina 99% (41 mmol) em 15 mL (257 mmol) de etanol por 5 horas. Foi obtido um

precipitado bege que foi suspenso em etanol e filtrado. Rendimento de 61%.

Rota 2: Foi adicionado 3g (18,5 mmol) da 4-aminoftalimida em um erlenmeyer contendo
40 mL de agua e 2g (36 mmol) de KOH. Foi adicionado 5 mL de hidrazina 30% (30 mmol) e 15
mL de dietilenoglicol (158 mmol). A reacdo foi aquecida até 160°C utilizando agitacao
magnética. A reagao foi mantida em repouso por uma noite, entdo foi adicionado 30 mL de

agua e o precipitado foi filtrado. Rendimento de 62%.

®) o complexo de

Rota 3: Esta reacdo seguiu o trabalho do Chattopadhyay
hidroquinona-hidrazina (H-HQ) foi sintetizado dissolvendo 4,3g (39 mmol) de hidroquinona
em 15 mL de hidrazina 20% (61 mmol). A reacdo foi aguecida mantendo a temperatura entre
80-90°C por 2 horas. Deixou-se esfriar lentamente para formar cristais brancos, apds foi

filtrado o precipitado.

0,12g (0,74 mmol) da 4-aminoftalimida foi adicionado com 0,5g (3,5 mmol) do complexo
H-HQ em um baldo mantendo a temperatura de 140-145°C por 10 minutos com agitacdo
magnética. A reacdo foi mantida em repouso até atingir a temperatura ambiente. Foi
adicionado agua em excesso para suspender o produto em solugdo e filtrar. Ndo foi obtido

precipitado para analise.

Rota 4: Essa reacdo foi realizada adicionando 4g (25 mmol) de 4-aminoftalimida, 6,5 mL
de hidréxido de amonia (46 mmol) e 17g (98 mmol) de ditionito de sédio com 50 mL de
agua. A reacgdo foi mantida por 4 horas em agitagdo a temperatura ambiente. No final foi
acidificada com acido acético até pH 3-4. Nao foi obtido precipitado para filtrar a solucdo e

seguir com a caracteriza¢ao do produto.

3.4. CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO LUMINOL E DO ISOLUMINOL
SINTETIZADOS
Os produtos finais foram analisados utilizando o Espectrofotometro de Infravermelho

com transformaDa de Fourier de refletancia total atenuada (FTIR-ATR) da Thermo Eléctron
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Corporation, modelo Nicolet 380. A leitura foi feita através de 20 scan, sendo a janela de

leitura 4000cm ™.

Foi realizada uma Cromatografia em Camada Delgada (CCD) das amostras sintetizadas e
do padrdo do Luminol. As amostras foram dissolvidas em etanol e o eluente utilizado foi

acetato de etila P.A.

A Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN-'H) e de *C (RMN-3C) foram realizados
no aparelho Bruker Avance — 400 operando a frequéncia de 400 MHz, para hidrogénio e de
75 MHz para carbono. Foi utilizado DMSO deuterado como solvente para essas analises e

TMS como referéncia.

3.5. PREPARACAO DA SOLUCAO DE USO DO LUMINOL

Existem muitos tipos de solucGes de uso para o Luminol. Este trabalho optou por utilizar
a mais referenciada delas. Essa solucdo de uso foi descrita por Weber em 1966 @ e consiste

na preparacao de 3 solugGes estoques, sendo elas:

a) 8g de hidréxido de sddio em 500 mL de agua destilada (solugdo 0,4M);

b) 10 mL de perdxido de hidrogénio 30% em 490 mL de 34gua destilada (solucdo
0,176M);

c¢) 0,354g de Luminol em 62,5 mL 0,4M de hidréxido de sédio. Completar com 3agua

destilada até 500 mL de solucdo.

Essas solugbes sdao armazenadas em geladeira. Para aplicar o Luminol na cena de crime é
preparada a solugao de uso que consiste em misturar 10 mL da solugdo A, 10 mL da solugao
B, 10 mL da solugdo C e completar o volume com agua destilada até 100 mL e utilizar

imediatamente.

3.6. APLICACAO DO CORANTE HB-7 EM UM CASO REAL

Durante o ano de 2015, dentre os materiais encaminhados para a Pericia Papiloscdpica,
uma faca utilizada em um crime possuia caracteristicas que a definiam como de dificil
revelacdo de impressdes papilares. Esta faca estava coberta de manchas de sangue e o cabo
era de cor preta. O reagente utilizado, nestes casos, € o Amido Black, porém como esse
corante apresenta cor azul escuro, a visualizacdo de impressGes nao apresenta nitidez ou é

nula (em superficies escuras), impossibilitando as préximas etapas da Papiloscopia.
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Em colaboracdo com o laboratério LNMO-QF foi utilizado o corante benzazdélico HB-7
para a revelacdao do sangue no cabo da faca. Também foi feito o uso do corante Amido Black.
Inicialmente o sangue foi fixado aplicando a solucdo de acido 5-sulfosalicilico a 2% em etanol
e agua (40:60) com o auxilio de uma pipeta. O excesso foi retirado com agua corrente. Foi
aplicada a solugdo corante HB-7 sobre a faca da mesma forma que a fixadora. Apds aplicar a

luz negra e registrar o resultado, aplicou-se o Amido Black com borrifador.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO DA APLICACGAO DOS CORANTES BENZAZOLICOS EM
MANCHAS DE SANGUE

4.1.1. Avaliacao da efetividade da escolha da solugao fixadora
Foram testadas as sete solucdes fixadoras propostas neste trabalho, mantendo o

mesmo tempo de fixacdo do sangue. O corante utilizado foi o HB-7 que também
permaneceu em contato pelo mesmo tempo. O resultado pode ser observado na Figura 46.
E possivel verificar que todas as solucdes fixaram o sangue, porém algumas se destacam por

conseguir que o corante HB-7 obtenha uma cor mais vibrante.

Figura 46: Resultado das diferentes solugdes fixadoras coradas com HB-7 e reveladas sob luz UV 254nm. Da esquerda
para a direita: A) solugdo aquosa 2% de acido 5-sulfosalicilico, B) solugdao metandlica 2% de acido 5-sulfosalicilico, C)
solugdo etandlica 2% de acido 5-sulfosalicilico, D) solugdo 2% de acido 5-sulfosalicilico em etanol:agua (40:60), solugdo E)
etanol:agua (40:60), F) metanol P.A., G) etanol P.A..

As melhores solugbes fixadoras foram: solugdo metandlica 2% de 4acido 5-
sulfosalicilico, solugdo etandlica 2% de d4cido 5-sulfosalicilico, solugdo 2% de 4cido 5-
sulfosalicilico em etanol:agua (40:60), as laminas B, C e D, respectivamente. Essa andlise
mostrou que apesar de todas as solu¢des fixarem o sangue, as que continham dlcool
geravam uma fluorescéncia mais intensa e que ficou ainda maior na presenca do acido 5-

sulfosalicilico.
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Como as proteinas possuem estruturas primadrias, secundarias, tercidrias e
guartenarias, essas podem ser rompidas com diferentes varidveis causando a sua
desnaturacdo e precipitacdo. A estrutura primdria, ligacdo peptidica entre os aminodcidos,
permanece intacta, porém as outras podem ser rompidas com variacbes de pH,
temperatura, utilizacdo de solventes organicos misciveis em 3agua, entre outros. Cada uma
dessas propriedades age de forma diferente sobre a proteina causando o rompimento das
estruturas em diferentes niveis. Isso gera o aumento da superficie de contato que facilita a
aderéncia do corante com a proteina pela interacdo i0nica entre os duas substancias. No
caso dos HBs é necessdrio utilizar solventes organicos (alcoois) e variar o pH (acido 5-
sulfosalicilico) para romper o maior numero de estruturas secundarias, tercidrias e
guartenarias para facilitar a interacdo do HB-7 com a proteina. Para evitar a toxicidade do
metanol, é preferivel trabalhar com o etanol e dilui-lo em agua para diminuir a
inflamabilidade. Desta forma, a melhor solucdo fixadora e a mais utilizada no decorrer das
andlises foi a solucdo etanol/agua (40:60) de 5-ASS a 2%. A solucdo metandlica de 5-ASS a

2% foi utilizada quando foi necessario um solvente que evaporasse rapidamente.

4.1.2. Analise da interferéncia do tempo de contato das amostras com a solugao
fixadora e a corante
Nesta anadlise foi utilizada a solugcdo aquosa do acido 5-sulfosalicilico em duas

concentracOes diferentes (2% e 5%) para verificar se essa variacdo melhoraria a
desnaturagdo da proteina gerando uma fluorescéncia mais intensa. O resultado, Tabela IV,
mostrou que o aumento da concentra¢do do 4cido e o aumento do tempo de contato nao
foram o suficiente para gerar o aumento da luminescéncia, ou seja, mais interagdes do
corante com a proteina. Isso refor¢ca que essa solu¢do fixadora ndo gera a desnaturacgao
necessdria para um resultado satisfatério. J& a variagdo do tempo para a solugdo
agua:metanol e acido 5-sulfosalicilico 2% ndao evidenciou influéncia significativa na
fluorescéncia final, sendo satisfatéria a partir de 1 minuto de contato. Isso indica que a

desnaturagdo ocorreu rapidamente para essas amostras de sangue.

Ja a andlise do tempo necessdrio para que o corante consiga se fixar ao sangue,
Tabela V, mostrou que é necessario mais de 1 min de contato para que ocorra a interagao
ibnica com uma fluorescéncia satisfatoria, utilizando a solugdao etanol:agua:2% acido 5-

sulfossalicilico ja que a aquosa ndo é um bom fixador para esses corantes. Isso ocorre
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porgue com pouco tempo de contato ocorre poucas interagdes, gerando uma luminescéncia
fraca, jd com 5 minutos ou mais, o brilho fica intenso e sem variacdo. Esse teste mostrou que
ndo é necessaria uma exposicao prolongada com o corante, pois ocorre a saturacdao dos

sitios catidnicos disponiveis para a interacdo entre corante e proteina.

Além do controle do tempo, a andlise visual pode ser utilizada, pois o sangue muda a
cor de vermelho para marrom avermelhado quando fixado. Jd a aplicacdo do corante pode
ser realizada sob uma luz negra para controle da luminescéncia. Caso o resultado com o

corante ndo tenha gerado a fluorescéncia desejada, pode ser reaplicado o corante.

Os resultados obtidos podem ser visualizados de forma resumida nas Tabelas IV e V.,

onde ruim significa baixa ou nenhuma fluorescéncia e bom indica fluorescéncia alta.

Tabela IV: Resultado obtido variando os tipos de solugdes fixadoras e o tempo de contato delas com o sangue. Todas
reveladas com HB-7 por 3 minutos de contato.

Tempo de aplicacdo da solucdo fixadora

Iminuto 5 minutos 10 minutos
Solu¢3o aquosa 2% de acido 5-sulfosalicilico ruim ruim ruim
Solucdo aquosa 5% de acido 5-sulfosalicilico rum rum rum
Solucdo etanol/agua 2% de acido 5-sulfosalicilico bom bom bom

Tabela V: Resultado obtido variando o tempo de aplicagdao do corante utilizando diferentes solugées fixadoras. A fixacao
foi realizada por 1 min.

Tempo de aplicacdo da solugao corante

Iminuto 5 minutos 10 minutos
Solucdo aquosa 2% de acido 5-sulfosalicilico ruim ruim ruim
Solug3o aquosa 5% de &cido 5-sulfosalicilico ruim ruim ruim
Solugdo etanol/agua 2% de acido 5-sulfosalicilico ruim bom bom
4.1.3. Avaliacdao das formas de aplicacdo das solugbes sobre as manchas de

sangue
A forma de aplicar a solug¢ao corante depende muito do tipo da superficie. Para areas

muito grandes é indicado o uso de borrifadores. A qualidade do borrifador influencia para

identificar as minucias quando necessario. O melhor borrifador é o que possui um “jato” em
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forma de nuvem, com goticulas bem pequenas. Objetos pequenos podem ser submersos na
solucdo. Esse método garante melhor detalhamento das manchas. Uma alternativa a esse
método é utilizar lavagens com o auxilio de uma pipeta. Ja a solucdo fixadora ndo apresenta
grandes complicacdes, podendo ser aplicada de qualquer maneira com obtencdo de bons

resultados. Exemplos dos diferentes tipos de aplicacdo podem ser visualizados nas Figuras

47, 48 e 49 onde foi utilizado borrifador, submersao e lavagem, respectivamente.

Figura 48: Revelacdo de machas de sangue feitas com dedos revelado com HB-7 por submersio

Figura 49: Imagem do cabo de uma faca manchado com sangue revelado com HB-7 por lavagens utilizando uma pipeta
pasteur.

4.1.4. Utilizacao de diferentes corantes benzazdlicos para superficies diversas
Nesta etapa foram aplicadas manchas de sangue em diferentes superficies, sendo

elas porosas, semi porosas e nao porosas. O HB-7 foi testado em todas as superficies e os

corantes HB-9 e HB-11 foram testados em 5 superficies (madeira crua, madeira MDF, vidro,
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polietileno e aluminio). As figuras a seguir mostram o sangue revelado nas diferentes

superficies estudadas.

Figura 50: Revelagdo de manchas de sangue em poliestireno com HB-7.

Figura 52: Revelagdo de manchas de sangue em ceramica (piso) com HB-7.
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Figura 53: Revelacdo de manchas de sangue em polipropileno com HB-7.

Figura 55: Revelagao de manchas de sangue em garrafa PET com HB-7.

Figura 56: Revelacao de manchas de sangue em vidro de cor preta com HB-7.
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As Figuras 57, 58, 59, 60 e 61 mostram os trés corantes sendo aplicados nas outras
superficies. Em geral o HB-9 e HB-11 funcionam para as mesmas superficies que o HB-7. As
diferencas entre os corantes mostra que o HB-11 possui uma luminosidade mais intensa,
porém o fundo de superficies semi porosas também ficam com mais fluorescéncia, o que
gera uma menor distincdo entre a mancha de sangue e o material, como pode ser visto na
Figura 57. J4 o HB-9 possui fluorescéncia azulada e obteve resultados satisfatorios quando
aplicado por mais tempo que os outros corantes. Isso porque a interagdo entre o corante e
as proteinas deve ser mais fraca, precisando de mais tempo de contato para ocorrer. O Unico
material que ndo obteve bons resultados com o HB-9 e HB-11 foi o polietileno, Figura 55.
Isto pode ser relacionado com a tinta da superficie que foi dissolvida com a aplicacdo dos
corantes, sendo mais agredida pelo HB-11, o que causou um menor tempo de contato dos

corantes com ao sangue.

Figura 58: Aplicagdo dos corantes HB-7, HB-9 e HB-11, respectivamente, em vidro.
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Figura 59: Aplicagdo dos corantes HB-7, HB-11 e HB-9, respectivamente, em madeira MDF.

Figura 60: Aplicagdo dos corantes HB-7, HB-9 e HB-11, respectivamente, em polietileno.

HB-7 HB-9 HB-11

Figura 61: Aplicagdo dos corantes HB-7, HB-9 e HB-11, respectivamente, em aluminio.
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As Unicas superficies que os corantes HBs ndo tingiram a mancha de sangue foram as
mais porosas: tecido, papel e tapete. As solugdes foram absorvidas por toda a a superficie e
ndo criaram distincgdo entre a mancha de sangue (que em geral ndo apresentou
fluorescéncia) e o fundo da superficie. Além disso, em matérias de cor branca a presenca dos
branqueadores, que emitem fluorescéncia azul, interferiu na visualizacdo da fluorescéncia
dos corantes. Mesmo utilizando o filtro laranja, usualmente utilizado nessas superficies para
eliminar interferéncia dos branqueadores épticos, ndo foi possivel visualizar a fluorescéncia

dos corantes estudados.

4.1.5. Andlise da diluicao das manchas de sangue por contato
As primeiras manchas, feitas com o dedo indicador, mostram apenas uma marca de

sangue sem nenhuma minucia de impressao digital para a analise. Conforme as manchas vao
sendo depositadas, o volume de sangue diminui. Quanto menor o volume de sangue, melhor
fica a impressdo digital para a andlise dos pontos caracteristicos. A Figura 62 mostra a
sequéncia de dezesseis marcas feitas sobre uma madeira crua. Apds utilizar o revelador
todas as marcas ficam visiveis, diferente da analise visual na luz branca que mostra apenas
seis manchas sem nenhum detalhamento da impressdao digital. Apesar de visualizar as
dezesseis marcas, nem todas sao adequadas para a analise papiloscdpica, pois com muito
sangue a impressdo digital € apenas uma mancha uniforme (sem mindcias) e com nenhuma
ou pouca fluorescéncia devido a reabsorcdo da emissdao da fluorescéncia que ocorre em
altas concentragdes. Quando as manchas estdo com pouco sangue a impressao digital fica
interrompida e com pouca intensidade. O melhor resultado é encontrado em um nivel
intermedidrio como mostra a Figura 62 e 63. Nesta Ultima imagem estdo ampliadas a 72 e 82

deposicao.

B
L4

Figura 62: Deposi¢ao sequencial de manchas de sangue em madeira crua. Revelada com HB-7.
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Figura 63: Zoom das digitas sequenciais 72 e 82 da Figura 62.

A qualidade da impressao digital também depende da forma como foi depositada na
superficie. Isso é, se pressionar o dedo contra a superficie, mais sangue serd depositado, se

esfregar, a digital ficara borrada impossibilitando a verificacdo dos pontos de coincidéncia.

A analise sequencial também foi realizada com o Amido Black em compara¢do com o
HB-7. As manchas de sangue foram colocadas em vidro e em madeira MDF. As figuras abaixo

apresentam os resultados dessa andlise.
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Figura 64: Manchas de sangue depositadas vinte e duas vezes seguidas, em vidro, antes de revelar com o HB-7.

Figura 65: Manchas de sangue depositadas vinte e duas vezes seguidas, em vidro, apods revelagao com o HB-7.

Com base nas Figuras 65 e 67 pode-se concluir que a revelagdo é eficiente até a 112
marcacao (final da 12 linha da Figura 65), pois a partir da 122 sé é possivel visualizar tragos

da digital. Nessa andlise nado foi aplicada muita pressao para marcar as digitais e nem muito
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volume de sangue. Isso pode ser observado pela fluorescéncia completa que apresenta a 12

marcagao.
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Figura 67: Manchas de sangue depositadas vinte e duas vezes seguidas, em vidro, depois de revelar com o Amido Black.

De forma diferente, outras marcas (Figura 66) foram produzidas com um volume
maior de sangue, caracterizado pelas falhas nas primeiras manchas. A concentragdo estava
tao elevada que a marca se desgrudou da superficie como uma pelicula durante as lavagens.
Sao identificadas marcas até a 112 marcagdo apods revelar com o Amido Black, Figura 67.
Esses resultados mostram que os dois corantes possuem sensibilidade muito semelhante. A
marcacgao sequencial feita em madeira esta na Figura 68 e os resultados nas Figuras 69, 70 e
71. A Figura 69 mostra a revelagao de uma das fileiras (inferior) revelada com o Amido Black.
Observar as digitais nessa superficie ndo é muito facil pois a cor escura da madeira e do
corante geram pouco contraste entre si. Porém é possivel visualizar tracos da digital,

dependendo do angulo de incidéncia da luz branca, até a ultima marcacao.

Figura 68: Imagem de marcas sequenciais de sangue em madeira.
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Figura 69: Imagem das marcas sequenciais de sangue em madeira. Revelagdo das marcagoes da fileira inferior com

Amido Black.

Figura 70: Revelagdo das manchas de sangue da fileira superior com HB-7.

Figura 71: Comparagdo das ultimas marcagoes das duas fileiras, uma revelada com HB-7 (esquerda) e outra com Amido
Black (direita).

A Figura 70 mostra a revelagao das digitais (fileira superior) com o HB-7 tendo grande
destaque entre a cor do corante e da superficie, facilitando a analise. A Figura 66 mostra as
ultimas marcagdes para os dois corantes. Apesar dos dois corantes funcionarem e
mostrarem tragos dessas digitais, a técnica com o HB-7 facilita a visualizagdo das marcas,
pois como é observado, obter um registro fotografico de qualidade com diferenca de

contraste entre superficie e digital € complicado.

4.1.6. Ligacao dos corantes com o sangue

Como foi apresentado nesse trabalho, o sangue possui muitas substancias como
proteinas, aminoacidos, sais minerais, entre outros. Existem basicamente dois tipos de
reagentes para sangue, aqueles que interagem com as proteinas e os que sdo oxidados na

presenca de enzimas. Os corantes proteicos possuem grupo sulfénico como caracteristica
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comum na sua estrutura. Esse grupo é o responsavel por realizar a interacdo i6nica com os
grupos catidnicos das proteinas. Os corantes HB’s também apresentam esse grupo quimico.

Com isso podemos sugerir que eles atuam da mesma forma.

Para verificar com qual substdncia ocorre a ligacdo, proteinas e aminoacidos foram
fixados em laminas de vidro. As proteinas aderiram a superficie pela sua caracteristica de
desnaturacdo. Contudo, os aminodcidos ndo foram fixados, nem sobre superficie adesiva. Ao
aplicar o corante HB-7 as proteinas foram tingidas. Isso intensifica a sugestdo de interacao
entre proteina e corante. Como os aminoacidos nao foram fixados, nao foi possivel verificar

a interacdo com essa substancia.

A Figura 72 apresenta a lamina com proteinas fixadas do lado esquerdo e tingida com HB-7 e
revelada sob luz negra do lado direito. A fluorescéncia ficou bem intensa devido a grande

guantidade de proteinas fixadas.

Figura 72: Imagem das proteinas fixadas na lamina de vidro (esquerda) e tingidas com HB-7 (direita).

4.1.7. Estudo de falso-positivo e interferentes

Em uma cena de crime podem ser encontradas diversas manchas em tons
avermelhados que podem ser confundidas com sangue. Por esse motivo é importante
verificar os falsos positivos. Nessa analise foram escolhidos produtos faceis de serem
encontrados em residéncias e que podem provocar marcas semelhantes a sangue. A Figura
73 mostra as laminas com os falsos positivos e também com dois possiveis adulterantes que
sdo muito utilizados (detergente e hipoclorito de sédio). Esses produtos sao utilizados para

limpar o local do crime e existe a possibilidade deles reagirem com sangue.
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Figura 73: Manchas dos falsos positivos sendo revelada com a solugdo de HB-7 sob luz negra. Da esquerda para a direita:

hipoclorito de sddio, detergente, ketchup, coca cola, beterraba, café, massa de tomate e molho de pimenta.

Figura 74: Manchas dos falsos positivos apds serem reveladas com a solugdo de HB-7 sob luz branca. Da esquerda para a
direita: hipoclorito de sédio, detergente, Coca Cola, ketchup, beterraba, café, molho de pimenta e massa de tomate.
Como é possivel verificar na Figura 74, apds realizar toda a analise a maioria das
laminas ficaram sem vestigios, ou seja, essas substancias nao ficam aderidas a superficie
qguando fixadas. Ao analisar sob luz negra, apenas a massa de tomate e o molho de pimenta
foram tingidos. Ndo na mesma intensidade que o sangue. Como sdo substancias vegetais

possuem proteinas em sua constituicdo é possivel gerar falso positivo.

Nenhum dos adulterantes reagiu com o corante e poucas substancias foram capazes
de gerar duvidas na analise, porém testes especificos para sangue podem ser realizados para
definir ou confirmar os resultados. A Figura 75 mostra os dois resultados positivos para essa

andlise.

A B

Figura 75: A) Falso positivo para molho de pimenta. B) Falso positivo para massa de tomate.
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4.1.8. Estudo da combinacdo de diferentes técnicas para analises de digitais

e/ou sangue latente
A primeira combinagao realizada foi a combina¢dao do HB-7 e do Amido Black. O
primeiro teste foi realizado aplicando o HB-7 e apds visualizar o resultado, foi aplicado o
Amido Black. A figura 76 apresenta o esquema da revelacdo esperado deste teste, aplicando

primeiro o HB-7 e depois o Amido Black.

Figura 76: 1) mancha de sangue, 2) revelagdo com HB-7, 3) revelagdo com Amido Black.
O resultado mostrou que o segundo reagente inibe a fluorescéncia do primeiro. Ja se
a analise for realizada na ordem inversa o HB-7 ndo consegue se ligar as proteinas. Mesmo
mantendo esse reagente em contato com a amostra por 30 minutos o resultado ndo é
eficiente, pois apenas algumas partes sao tingidas. As Figuras 77 e 78 apresentam esses
resultados. A imagem A mostra que o Amido Black inibiu a fluorescéncia do HB-7, pois essa
nao é visualizada no final do processo. J& a imagem B mostra que o HB-7 interagiu

fracamente com as proteinas quando aplicado apds o Amido Black.

A B

Figura 77: Digitais reveladas com Amido Black e HB-7 visualizadas em luz branca. Na digital da esquerda (A) foi aplicado
primeiro o HB-7 e depois o Amido Black. Na B foi aplicado o Amido Black e depois o HB-7.
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Figura 78: Digitais reveladas com Amido Black e HB-7 visualizadas na luz negra. Na digital da esquerda (A) foi aplicado
primeiro o HB-7 e depois o Amido Black. Na B foi aplicado o Amido Black e depois o HB-7.

Se os dois corantes competem pelos mesmos sitios da proteina, o Amido Black
provavelmente possui maior forca de interacdo, pois ele tinge rapidamente sobre o HB-7,
mas o contrario ndo ocorre de forma eficiente. Esse resultado é bom, pois permite a
combinacdo das duas técnicas que podem ser aplicadas e registradas a cada etapa sem

perda de qualidade.

Na analise sequencial utilizando Cianoacrilato, Luminol e HB-7, o Amido Black ndo foi

utilizado, porém ele poderia ser aplicado apds o HB-7 sem prejudicar a analise.

As latas A, B e C foram analisadas utilizando primeiro o Luminol. Na lata C o sangue foi fixado
antes de aplicar as técnicas. O resultado obtido nao foi bom, visto que o Luminol gera a sua
guimioluminescéncia em todas elas, mas em consequéncia o sangue é lavado da superficie.
Sendo assim, ndo foi possivel visualizar as manchas aplicando as outras técnicas. Na lata C,
pelo sangue ter sido fixado, as marcas ficaram mais resistentes e permaneceram tragos,
parcialmente destruidos, sem conseguir visualizar as minucias das digitais com o HB-7. A
Figura 79 mostra as digitais com o Luminol, j4 com o HB-7 apareceram apenas pontos

fluorescentes. O Cianoacrilato ndo marcou nenhuma das digitais.
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Figura 79: Sequencia de revelagdo da lata C. Luminol (a), HB-7 (b) e Cianoacrilato (c).

As latas D, E e F foram reveladas utilizando o Cianoacrilato primeiramente. Contudo,
nenhuma das marcas de sangue ficou visivel (branca) pela deposicdo de Cianoacrilato. A lata
F utilizou Luminol antes do HB-7, o que ja foi visto nas outras latas (A, B e C) que ndo é uma
boa sequencia. Novamente o Luminol funcionou, mas o HB-7 ndo. Entre as latas D e E a
diferenca foi fixar o sangue na E antes de utilizar o Cianoacrilato. As duas conseguiram
mostrar resultados satisfatérios, sendo que a fixada mostrou uma fluorescéncia melhor com
o HB- 7 (Figura 80). A figura 81 mostra o resultado da lata D, onde é possivel ver a revelacdo

falhada.

LataE-a LataE-b LataE-c

Figura 80: Revelacdo sequencial da lata E. Cianoacrilato (a), HB-7 (b) e Luminol (c).
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LataD-a LataD-b LataD-c¢c

Figura 81: Revelagdo em sequéncia da lata D. Cianoacrilato (a), HB-7 (b) e Luminol (c).

Nas ultimas latas (G e H) foi aplicado primeiro o HB-7 apresentando um bom
resultado. O Cianoacrilato ndo depositou sobre nenhuma marca de sangue independente da

ordem de aplicacdo. O Luminol apresentou quimioluminescéncia para as duas amostras.

Como o Cianoacrilato ndo marcou nenhuma lata foi realizado um teste para verificar
a aderéncia dele sobre sangue. Laminas de vidro foram preparadas colocando o dedo
polegar sem sangue em uma delas e com sangue na outra. Ao utilizar o Cianoacrilato, apenas
a digital sem sangue obteve o resultado esperado por essa técnica (aparecimento de uma
cobertura branca), comprovando que as digitais com sangue nao podem ser reveladas com o
Cianoacrilato. A utilizagdao dele ndo interfere nas outras analises, mas as outras técnicas
podem interferir na analise do Cianoacrilato para digitais latentes. As lavagens e a utilizagao
dos outros reagentes podem retirar ou danificar as digitais latentes. Por esse motivo o
Cianoacrilato deve ser o primeiro reagente a ser utilizado, seguido do HB-7, Amido Black e
Luminol, como foi concluido nesse estudo. A Figura 82 mostra claramente o resultado

positivo do Cianoacrilato para digitais latentes (esquerda) e o resultado negativo para as

marcas com sangue (direita).

Figura 82: Resultado da andlise da aderéncia do Cianoacrilato sobre digitais puras (direita) e com sangue (esquerda).
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Figura 83: Ampliagdo do resultado da analise da aderéncia do Cianoacrilato sobre digitais puras (direita) e com sangue
(esquerda).

4.1.9. Estudo da sensibilidade
A comparacdo entre a sensibilidade do HB-7, Amido Black e Luminol foi realizada

aplicando esses corantes na melhor sequéncia ja definida nesse trabalho. A Figura 85
apresenta os resultados obtidos com o HB-7. E possivel observar a fluorescéncia até a

concentracdo 0,001% (v/v).

Figura 84: Manchas de sangue diluido em diferentes concentragées aplicadas sobre laminas de vidro. Da esquerda para a
direita: 100% sangue, 50%, 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001% e 0,0001%.

Figura 85: Manchas de sangue de diferentes concentragdes reveladas com HB-7.

A aplicagdo do Amido Black (Figura 86) e do Luminol (figura 87) mostram que a
sensibilidade com o Amido Black equivale a do HB-7. Essa sensibilidade fica entre 1:10.000 e
1:100.000. Ja o Luminol apresentou uma sensibilidade mais baixa, em torno de 1:1.000. A
luminosidade foi diminuindo com o aumento a diluicdo, o que ja era esperado. Porém a

sensibilidade pode ter sido mais baixa em funcdo das vdrias etapas de lavagens que
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ocorreram durante a aplicacdo dos outros dois corantes. Essas lavagens podem levar a uma

maior dilui¢gao, diminuindo a sensibilidade da técnica.

‘
061@

Qo | D20 Dwon || @ v [Oan | @ aor Ka)m" 3@

Figura 86: Resultado do teste de sensibilidade para o Amido Black em diferentes concentragées de sangue.

100% 50% 10% 1% 0,1% 0.01% | 0.001% | 0.0001%

Figura 87: Resultado do teste de sensibilidade para o Luminol em diferentes concentragées de sangue.

4.2. SINTESE DO LUMINOL
A primeira etapa da sintese do Luminol foi a nitracdo do anidrido ftalico. Essa reagdo é

realizada com a mistura de acido sulfurico e acido nitrico que formam o eletréfilo didxido de
nitrogénio. O anel aromatico reage com o eletrofilo resultando na mistura dos isomeros,
como mostra a Figura 88. O produto acido 3-nitroftdlico (produto A) é o minoritario e menos
solivel em agua do que o isdbmero (Produto B). A separagao dos isobmeros é realizada com a
adicdo da dgua no meio reacional devido a diferenca de solubilidade dos produtos, porém

essa separacao ndo é satisfatoria, mantendo uma mistura reacional que resulta em um

produto |mpuro . Uma alternativa para obter o produto acido 3-nitroftdlico é nitrando o
naftaleno 9.
O
COOH COOH
H,S0,
0 +HNO, T’ +
COOH  O,N COOH
o) NO,
PRODUTO A PRODUTO B

Figura 88: Reagao de nitragao do anidrido ftalico.
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A segunda etapa da sintese é a formacao do 3-nitroftalhidrazina a partir da reacdo do
acido 3-nitroftalico com a hidrazina. Para essa etapa foram testadas 4 rotas sintéticas em
qgue foi utilizado hidrazina 10%, 99% e sulfato de hidrazina. Nas rotas 1 e 2 o sistema é
aberto para que a d4gua evapore e a reacao ocorre em dietilenoglicol (alto ponto de ebulicdo)
em funcdo da alta temperatura necessdria para essa reacdo. Porém se for colocado em
excesso ndo é possivel filtrar o produto, mesmo com a adicdo, que tem como finalidade
solubilizar o dietilenoglicol e o excesso de hidrazina. A reacdo com o sulfato de hidrazina
(Rota 2) é a preferencial por utilizar o reagente em uma versdao menos toxico que a hidrazina
pura. O hidréxido de potdssio forma o sal 3-nitroftalato de Potassio que reage com o sulfato
de hidrazina formando Sulfato de Potdssio, que ¢é solubilizado em &gua, e o 3-
nitroftalhidrazina, como mostra a Figura 89. O aumento da temperatura para 210 °C

favorece essa reacao.

0]
COOH K+
o COOK - K,S0, NH
+2KOH ——» + H,NNH;* HSO, ————% |
Dietilenoglicol 'HZO NH
COOH COOK" Dietilenoglicol
NO, NO, NO, O

Figura 89: Esquema da reagdo do acido 3-nitroftalico com o sulfato de hidrazina.

A Rota 3 tem como inconveniente a utilizagdo de um reagente extremamente téxico
como a hidrazina 99%, além do baixo rendimento quando comparado com a reagdao que
utiliza o sulfato de hidrazina e a baixa temperatura, em fun¢ao do solvente (etanol), que ndo

favorece o ataque da hidrazina as carbonilas do acido 3-nitroftalico.

A Ultima etapa consiste em reduzir o grupo nitro para amino. Para isso foi utilizado o
ditionito de sdédio como agente redutor em agua e meio bdsico. O hidréxido provoca a
desprotonacdao de um dos nitrogénios do anel gerando um composto solivel no meio
reacional. No final da reagdo, foi adicionado o acido acético para acidificar o meio
provocando a protonac¢do do nitrogénio que causa a precipitacao do produto final, Luminol,
gue é insoluvel em 3agua, como pode ser visto na Figura 90. Se for adicionada pouca

guantidade de solvente, os produtos ja tendem a precipitar durante a reagdo. Todas as
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recristalizacdes foram feitas em etanol e as reacdes foram acompanhadas com CCD em

acetato de etila.

o o)
_ - NH
NH NH,OH N™ Na,S,0 N H
LS | 22304, | —> 'LH
NH NH NH
NO, O NO, O NH, O NH; O
Luminol
Insoluvel Soluvel Insolavel

Figura 90: Reagao de redugdo do grupo nitro.

4.3.  SINTESE DO ISOLUMINOL

A sintese desse produto foi realizada com o objetivo de sintetizar derivados a partir do
Isoluminol "* 78 7 Devido a dificuldades na sintese, optou-se por dar continuidade aos

derivados em um trabalho futuro.

Diferente do Luminol, essa sintese parte da ftalimida. Essa modificacdo nos reagentes
permite a facil obtencdo do produto 4-nitrofatalimida, sem constar a presenca do isbmero 3-
nitrofatalimida . Neste caso, ao realizar a precipitacdo com gelo, o composto precipitado é

o0 majoritario (4-nitroftalimida).

A segunda etapa dessa sintese é a redu¢do do grupo nitro para amino. A redugao foi
feita seguindo o método que utiliza o ditionito de sédio, apesar de ter outras opgdes de

) E realizada em meio bésico para garantir a solubilidade do reagente e a

redugdo (
insolubilidade do produto. Nesta etapa ha a formagdao de um precipitado amarelo forte e o
rendimento depende da quantidade de agua adicionada no meio reacional. Em excesso, a

agua diminui o rendimento por solubilizar o produto.

Na dltima etapa, igualmente ao Luminol, existem varias descricGes para a reagao com
a hidrazina. A Rota 1 tem como inconveniente a baixa temperatura, em funcao do solvente
utilizado, e da toxicidade do reagente. A Rota 2 apresenta dificuldade na quantidade de
dietilenoglicol a ser utilizada, ja que o excesso impossibilita a separa¢dao do produto. Ja a rota
3 ( com o sulfato de hidrazina) ndo funcionou, pois o sulfato ficou insolivel em uma segunda

fase sem reagir com a 4-aminoftalimida. A sintese em fase sdlida, Rota 3, com o complexo H-
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HQ também ndo ocorreu da forma esperada. Ao adicionar a dgua tudo foi solubilizado, o

produto nado ficou precipitado como era esperado.

4.4, CARACTERIZAGCAO ESPECTROSCOPICA DO LUMINOL E ISOLUMINOL
SINTETIZADOS

A andlise de CCD (Figura 91) foi realizada utilizando o Luminol comercial da Sigma-Adrich
como padrdo. Os produtos sintetizados pela Rota 2 e 3 mostram que foi sintetizado o
Luminol como esperado, pois apresentaram duas manchas, quando visualizada a placa no
comprimento de onda de 365nm (Figura 92): uma azul e a outra fraca e levemente amarela
esverdeada (com maior tempo de retencdo). Essa Ultima deve ser devido a impurezas, pois
se assemelha com a analise obtida da 4-aminoftalimida. O produto da Rota 3 praticamente
ndo se assemelha ao Luminol padrdo, ndo obtendo as mesmas manchas nos mesmos

tempos de retencdo (Rf).

—————0 —— —a— * - < —— - =l m—
w n Tp L T p To T T P Mo WO
L2b L2bp IL2 IL1 L3 L2a L2ap

LP = Luminol padrio; Amino = 4-aminoftalimida; Nitro = 4=nitroftalimida.

Figura 91: Imagem da CCD em luz visivel. LP = Luminol padrdo; L2b = Luminol da Rota sintética 2 (alta temperatura) ; L2bp
= Luminol da Rota sintética 2 (alta temperatura) purificado em etanol;L2a = Luminol da rota sintética 2 (baixa
temperatura) ; L2ap = Luminol da rota sintética 2 (baixa temperatura) purificado em etanol; IL1 = Isoluminol da rota
sintética 1; IL2 = Isoluminol da Rota sintética 2; Amino = 4-aminoftalimida e nitro= 4-nitroftalimida.
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L2 IL1

Figura 92: CCD revelada em 365nm (superior) e 254nm (inferior). LP = Luminol padrdo; L2b = Luminol da Rota sintética 2
(alta temperatura) ; L2bp = Luminol da Rota sintética 2 (alta temperatura) purificado em etanol;L2a = Luminol da rota
sintética 2 (baixa temperatura) ; L2ap = Luminol da rota sintética 2 (baixa temperatura) purificado em etanol; IL1 =
Isoluminol da rota sintética 1; IL2 = Isoluminol da Rota sintética 2; Amino = 4-aminoftalimida e nitro= 4-nitroftalimida.

Através da CCD também é possivel verificar que o Isoluminol produzido tanto pela rota 1
quanto pela rota 2, se assemelham entre si. A sintese do Isoluminol, combinado com a
anadlise de Infravermelho, mostrou que a ftalimida foi nitrada e reduzida, como pode ser
observado na CCD em que o produto Nitro (4-nitroftalmida) é todo convertido no Amino (4-
aminoftalimida, pela mudanga do Rf. A mancha com maior Rf do Amino (de cor azulada) é a
mesma que aparece como contaminante das amostras do Luminol padrdo. O Luminol
sintetizado também apresenta esse contaminante, devido a dificuldade de separagdo dos

isdmeros na sintese do acido nitroftalico.

Pela analise de infravermelho (IV) o produto sintetizado pela rota 2 em temperaturas
elevadas (Figura 94 e 95) é o que melhor se assemelha ao espectro do Luminol padrao
(Figura 93), principalmente depois de purificar por recristalizacdo em etanol. O Luminol
produzido pela rota 2 com baixa temperatura possui uma pureza menor do que o produzido
pela mesma rota mas com temperatura elevada (Figura 96). Jd4 os produtos que foram
produzidos pelas rotas 1 e 3 (Figura 97) ndo possuem um espectro de qualidade por possuir

uma pureza muito baixa, mesmo recristalizando em etanol. Isso indica que o aquecimento
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brando nao favorece a reagao com a hidrazina, resultando uma reagao incompleta e com

muitas impurezas.
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Figura 93: Espectro de infravermelho do Luminol padrdo.
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Figura 94: Espectro de infravermelho do Luminol bruto sintetizado via Rota 2 com temperatura elevada.
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Figura 95: Espectro de infravermelho do Luminol Purificado sintetizado via Rota 2 com temperatura elevada.
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Figura 96: Espectro de infravermelho do Luminol purificado sintetizado via Rota 2 com baixa temperatura.

89



% Transmittance

400 =0 a0 0 ‘2500 ‘=000 0 Caso0 0 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Figura 97: Espectro de infravermelho do Luminol bruto sintetizado via rota 3.

As bandas principais do espectro do infravermelho sdo as geradas pelos grupos NH,
NH,, C=0, NO,. Porém os estiramentos tanto da carbonila de amida aromatica quanto o
estiramento do grupo nitro aromatico ficam na mesma regido do espectro sendo elas
1500cm™ e 1300cm™ ®. J4 as bandas caracteristicas do estiramento axial das aminas
primarias (2 bandas) e secundarias (1 banda) sdo mostradas na regido entre 3300 — 3500cm”
!, Os espectros do Luminol padrdo, Luminol (via rota 2 em altas temperaturas) purificado
mostram as bandas dos estiramentos das aminas. Além das bandas do estiramento
assimétrico (1500cm™) e simétrico da carbonila (1300cm™). J4 os espectros Luminol via rota
2 de baixa temperatura e rota 3 ndao mostram bandas claras dos grupos aminas na regiao de
3400cm™, pois ha a presenca de uma banda larga em toda essa regido. Apesar desses
espectros serem semelhantes entre si, as bandas da carbonila aparecem muito pequenas.
Esses dois produtos nao tiveram a sua reagcdo completa. Por essa andlise a melhor sintese
para produzir o Luminol é a reagdao com sulfato de hidrazina a altas temperaturas (rota 2) e
mantendo um maior tempo reacional. Uma etapa crucial também é conseguir separar os

isomeros do acido nitroftalico.

Os espectros do Isoluminol sintetizados via rota 1 (Figura 99) e via rota 2 (Figura 98) se
aproximam muito um do outro. Os espectros mostram que o produto via rota 2 parece mais

puro que o via rota 1 por apresentar picos mais definidos, como os carateristicos do
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estiramento axial do grupo amino em 3250 —3400 cm™ . O espectro do Isoluminol via rota 2

também n3do apresenta o pico do grupo nitro que o sintetizado pela rota 1 possui em

1550cm™. Pela andlise desses espectros a reacdo em refluxo n3o foi suficiente para reagir a

4-aminoftalimida com a hidrazina.
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Figura 98: Espectro de infravermelho do produto Isoluminol via rota 2.
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Figura 99: Espectro de infravermelho do produto Isoluminol via rota 1.

91



Foi realizada a anélise de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN - 3C) e
hidrogénio (RMN — 'H) do Luminol padrdo e do produto obtido pela rota 2 com elevada
temperatura que demonstrou estar mais puro. Contudo, o RMN mostrou que hd uma
mistura de produtos, possivelmente dos isOmeros 3- e 4-aminoftalhidrazina, pois hd mais
carbonos e hidrogénios que o esperado para a estrutura do produto. O RMN-"3C mostrou o
dobro de carbonos esperados, mas a proximidade indica estrutura muito semelhante, como
jd era previsto. A mudanca na posicdo do substituinte é suficiente para modificar o
deslocamento dos picos de cada carbono. Uma andlise delicada do RMN-'H do Luminol

sintetizado mostrou o sistema de substituicdo aromdatica com substituinte no carbono de

posicao 3, ou seja, foi produzido Luminol, mas ndo foi possivel purificar.

A Figura 100 e 101 mostram o espectro de RMN-C e RMN-lH, respectivamente, do Luminol
padrdo. As Figuras 102 a 105 mostram os espectros de RMN do Luminol sintetizado,

provando a mistura de produtos mesmo apos a purificacdo com o Etanol.
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Figura 100: RMN- 3¢ do Luminol padrao ampliado. Analise em DMSO deuterado e 75MHz.
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Figura 101: RMN-"H do Luminol padrdo. Andlise em DMSO deuterado e 400MHz.
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Figura 102:RMN-"H do Luminol sintetizado via rota 2 com altas temperaturas. Analise em DMSO deuterado e 400MHz.
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Figura 103: RMN-"H ampliado do Luminol sintetizado via rota 2 com altas temperaturas. Analise em DMSO deuterado e
400MHz.
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Figura 104: RMN-"3C do Luminol sintetizado via rota 2 com altas temperaturas. Analise em DMSO deuterado e 75MHz.
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Figura 105: RMN-"C ampliado Luminol sintetizado via rota 2 com altas temperaturas. Andlise em DMSO deuterado e
75MHz.

4.5. PREPARACAO DA SOLUGAO DE USO DO LUMINOL

Esse procedimento descrito por Weber para a solugdo de uso do Luminol é a mais
utilizada e conhecida. A solugdo de uso sé pode ser utilizada no momento da aplicagao, pois
se o Luminol ficar em contato com o peréxido de hidrogénio ocorre a sua oxidagao e perda
da quimioluminescéncia. Contudo uma solugao pronta para o uso foi congelada por uma
semana, descongelada e aplicada, o resultado foi igual ao de uma solugao preparada na
hora. A baixa temperatura desacelerou a reacdo de oxidagdo. O peréxido de carbamida é um
agente oxidante mais forte que o perdxido de hidrogénio, ele poderia ser utilizado na

substituicdo dos peréxidos na solugao de uso do Luminol.

4.6. APLICACAO DO CORANTE HB-7 EM UM CASO REAL

O Amido Black é o corante mais utilizado por ter o potencial de ser aplicado sobre
superficies lisas e porosas dependendo do seu preparo. Porem a Unica limitacdo é a sua

aplicacdo sobre superficies escuras, ja que é um corante azul escuro sem nenhum tipo de
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luminescéncia. Para resolver este problema novos corantes sdo produzidos e estudados de
forma a serem tdo eficientes quanto, mas que possam ser visualizados em superficies
escuras. Os corantes benzazélicos HBs foram estudados com esse objetivo e devido aos
resultados obtidos ao longo do trabalho, foi possivel aplicar os reagentes em um material
encaminhado a Pericia Papiloscdpica do Rio Grande do Sul. A faca apreendida na cena do
crime (Figura 106) apresentava sangue no cabo escuro e na lamina. Primeiramente, o sangue
foi fixado e depois foi aplicado o HB-7 (Figura 107). O corante demonstrou um o6timo
resultado, podendo ver as marcas de digitais no cabo com grande definicdo (Figura 108).
Apés foi aplicado o Amido Black para certificar que tudo tenha sido identificado e para
facilitar a andlise da lamina de metal (Figura 109). Neste caso, as impressdes reveladas ndao

possuiam elementos suficientes para proceder ao confronto papiloscépico.

Figura 106: Imagem do cabo da faca, sem nenhum tratamento quimico, identificando o local de possiveis digitais.

Figura 107: Foto da esquerda aplicando o corante. Foto da direita: visualizagdo da faca apds aplicar o corante HB-7, sob
luz negra.
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Figura 108: Marcagdo das digitais tingidas pelo HB-7.
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Figura 109: Foto da faca revelada com Amido Black.
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5. CONCLUSAO

Os novos corantes benzazdlicos (HB-7, HB-9 e HB-11) apresentaram bons resultados na
identificacdo de manchas de sangue latente. Para a andlise é necessario utilizar a solucao
fixadora com &cido 5-sulfossalicilico com etanol e dgua para garantir a melhor intensidade
de fluorescéncia dos corantes pelo aumento da superficie de contato gerada na
desnaturacdo das proteinas. Apesar de terem vantagens em relacdo ao Amido Black, como a
possibilidade de aplicar sobre superficies escuras, a sua limitacdo foi a sua utilizacdo para
superficies porosas como papel e tecido. Porém a sua sensibilidade equivale a do Amido

Black e essas superaram a aplicagdo com o Luminol quando aplicadas em sequéncia.

A possibilidade de combinar esse corante com outras técnicas sem perder as amostras
amplia a possibilidades de investigacdo das provas de um crime. O Luminol ndo pode ser
aplicado antes desses reagentes pois, apesar de ndo destruir o DNA, ele solubiliza as
manchas de sangue. Por outro lado o Cianoacrilato ndo adere sobre superficies impregnadas
com sangue e ndo prejudica as analises com os corantes, sendo indicado aplica-lo em
primeiro lugar. Fazendo a sequéncia de revelacdo dessas técnicas utilizando cianoacrilato,

HBS, Amido Black e Luminol, nesta ordem.

Uma grande vantagem de se utilizar esses novos corantes é a sua baixa toxicidade, seu
baixo custo de produgdo e a grande estabilidade que os HBs possuem. Amostras reveladas a
mais de 1 ano ainda possuem fluorescéncia e mantiveram o formato das manchas intacto, o

que garante uma contra prova.

A sintese do Luminol possui etapas que necessitam de grande controle reacional, além
de ter um processo de purificacdo insatisfatério. A sintese e purificagdo do acido 3-
nitroftalico é uma das etapas mais criticas, pois a obtencdo desse produto possui baixo
rendimento e a separa¢ao dos isoméros ndo é eficaz. A melhor maneira rota sintética para a
reacdao com a hidrazina é a Rota 2, pois utiliza-se sulfato de hidrazina (baixa toxicidade) e
deve ser realizado em superficies altas (210 °C) para o sistema ter energia suficiente para
favorecer a sintese. As outras reacdes realizadas em temperaturas brandas mostraram um
rendimento muito baixo e maior mistura de produtos. A produg¢do do Isolumino demonstrou

ser mais eficiente com a hidrazina 30% sob agitagao e aquecimento elevado, rota 2. Nos dois
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casos deve-se controlar a quantidade de dietilenoglicol utilizado, pois em excesso ele
impossibilita a obtencdo do precipitado. As analises de infravermelho e CCD comprovaram a
sintese do Luminol e do Isoluminol, porém o RMN mostrou que nao foi possivel purificar
estes produtos. A andlise de cromatografia gasosa ndo foi utilizada, pois o elevado ponto de

ebulicdo desses produtos ndo possibilita essa andlise.
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