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RESUMEN: La quimioluminiscencia se ha establecido como una técnica analitica de alta
sensibilidad, basada en la emision de luz visible generada por reacciones quimicas
catalizadas. Su aplicacion ha revolucionado multiples campos, desde el médico, alimenticio
hasta el ambiental. En la investigacion forense, esta técnica se destaca por detectar trazas
de analitos de fluidos biolégicos y analizar su presencia en escenas del crimen, ofreciendo
resultados rdpidos, econdmicos con eficiencia y calidad, consolidandola como una
herramienta esencial en la labor investigativa forense. Razones por las cuales, resulta
importante recopilar informacion sobre los avances y las aplicaciones de Ila
quimioluminiscencia para determinar la presencia orientativa de manchas de fluidos en la
investigacion forense. La investigacion es de disefio documental con alcance exploratorio
descriptivo y retrospectivo, a partir de articulos cientificos relacionados con las aplicaciones
y avances de las pruebas de quimioluminiscencia para determinar la presencia orientativa
de manchas de fluidos en la investigacion forense. La investigacion permitio la
identificacion de las técnicas quimioluminiscentes y su destacado aporte en el analisis
orientativo efectivo de fluidos en el campo de la investigacion forense. Por tanto, La
quimioluminiscencia ofrece alta sensibilidad y bajo costo en la deteccidn in situ de fluidos
bioldgicos mediante la emision de luz catalizada, siendo fundamental en el rastreo forense.
Reactivos como Luminol y Bluestar revelan evidencias invisibles al ojo humano, aunque
pueden producir falsos positivos y requerir confirmacién con métodos adicionales.

Palabras clave: quimioluminiscencia, luminol, bluestar, hematologia forense, fluidos
bioldgicos, sangre

ABSTRACT: Chemiluminescence has established itself as a highly sensitive analytical
technique based on the emission of visible light generated by catalyzed chemical reactions.
Its application has revolutionized multiple fields, from medical, food to environmental. In
forensic investigation, this technique stands out for detecting traces of analytes from
biological fluids and analyzing their presence at crime scenes, offering fast, economical
results with efficiency and quality, consolidating it as an essential tool in forensic
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investigative work. For these reasons, it is important to gather information on the advances
and applications of chemiluminescence to determine the indicative presence of fluid stains
in forensic investigation. Reasons why it is important to gather information on the advances
and applications of chemiluminescence to determine the orientative presence of fluid
stains in forensic investigation. The research is of documentary design with a descriptive
and retrospective exploratory scope, based on scientific articles related to the applications
and advances of chemiluminescence tests to determine the orientative presence of fluid
stains in forensic investigation. The research allowed the identification of
chemiluminescent techniques and their outstanding contribution in the effective
orientative analysis of fluids in the field of forensic investigation. Therefore,
chemiluminescence offers high sensitivity and low cost in the in situ detection of biological
fluids through the emission of catalyzed light, being fundamental in forensic tracing.
Reagents such as Luminol and Bluestar reveal evidence invisible to the human eye,
although they may produce false positives and require confirmation by additional methods.

Keywords: chemiluminescence; Luminol; Bluestar; forensic hematology; biological fluids;
blood

INTRODUCCION

La luminiscencia consiste en la emisidén de fotones que se producen cuando los electrones de
una molécula o 4tomo, previamente excitados, cuando recobran al estado fundamental. Este
fendbmeno se debe a que, al recibir energia externa, independientemente del tipo, los
electrones adquieren energia y pasan a un estado excitado, lo que conlleva un cambio de
orbital. La molécula o el &tomo busca su estado mds estable, por lo que el electron vuelve al
estado fundamental emitiendo luz (1). Este fendmeno, ha sido estudiado ampliamente en los
ultimos afios, lo que ha permitido observar un aumento en el nimero de nuevas luciferasas,
luciferinas y herramientas relacionadas disponibles para la obtencion de imagenes de
bioluminiscencia (2). Muchas se desarrollaron utilizando métodos clasicos de disefio e
ingenieria de sondas dpticas. Los avances recientes mas destacados en el descubrimiento y
desarrollo de herramientas bioluminiscentes, incluyen aplicaciones en células, tejidos vy
organismos. Estas herramientas estdan mejorando las capacidades de obtencion de imagenes
in vivo e impulsando nuevas lineas de investigacidon (2). Las sondas bioluminiscentes vy
quimioluminiscentes se utilizan ampliamente en aplicaciones de imagenologia no invasiva
debido a su alta sensibilidad y la simplicidad del equipo necesario para realizar la medicidn 3).
En la actualidad, se disponen de sondas sintéticas andlogas a la luciferina con un rendimiento
de imagenologia in vivo superior al obtenido con la luciferina. Ademas, las sondas
bioluminogénicas basadas en luciferina enjaulada se han convertido en una herramienta
general para la visualizacidn de diferentes enzimas y analitos in vivo (3).

El fendmeno inicia en el instante en que un agente activador aporta energia y esta es
absorbida por la molécula o dtomo, lo que produce una transicién electrénica desde el estado
fundamental (So) a un estado excitado (S;), para luego sufrir una conversién interna rapida
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hacia el estado excitado mas bajo (S;). Por tanto, en funcién del orbital al que acceda el
electrdn, se dan estados excitados diferentes.

En la fluorescencia, el electron pasard desde el estado S; al So para disipar la energia,
emitiendo un fotdén con una longitud de onda mds larga y energia mds corta (4). En este
proceso, la absorcidn de la energia se produce a la vez que la emision de la luz. El tiempo de
duracién de la fluorescencia es de 10® segundos. Desde un punto de vista fisico, para que la
luminiscencia tenga lugar es necesario que el sélido en cuestidn (molécula o atomo) haya
absorbido energia (que no necesariamente ha de ser energia de radiacién) y que puede ser de
varios tipos (4) como se observa en la (Tablal).

Tabla 1. Tipos de fluorescencia producidos por moléculas o adtomos segun origen de la
energia absorbida

Tipo de fluorescencia Origen de la energia de activacion
Fotoluminiscencia Electromagnético
Electroluminiscencia Corrientes eléctrica.
Catodoluminiscencia Haz de electrones acelerados
Luminiscencia dpticamente estimulada Luz visible o infrarroja.
Radioluminiscencia Irradiacién conrayos a, B o y.
Triboluminiscencia Energia mecdnica
Sonoluminiscencia Ondas sonoras
Termoluminiscencia Temperaturainferior a la de incandescencia
lonoluminiscencia Impacto de iones en el material
Quimiluminiscencia Reacciones quimicas

Nota. Basado en (1).

La quimioluminiscencia consiste en la emisidn de luz visible resultante de reacciones quimicas,
donde los reactivos, son oxidados por agentes quimicos que producen fotones de luz. Sin
embargo, esta oxidacidn no es espontdnea pues requiere de la participacion de un
catalizador(5). A partir de finales de los afios setenta la quimioluminiscencia se ha
desarrollado como técnica analitica con innumerables ventajas, ya que es, una técnica de alta
sensibilidad de deteccién. Su aplicabilidad abarca el campo de la quimica y la biologia, y los
métodos derivados son consideradas potentes herramientas para la deteccién in vitro e in
vivo de una amplia gama de analitos (6).
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En las ultimas décadas se han desarrollado sistemas automatizados para realizar diferentes
determinaciones analiticas; con lo cual, basicamente se pretende abaratar costos, con eficiencia
y calidad de resultados (7). La quimioluminiscencia y los tipos de pruebas basadas en este
principio resultan cruciales para procesos que engloban diagndsticos médicos, control de
calidad de alimentos y aguas de consumo, control de contaminacién ambiental o técnicas de
investigacion forense (8). Con base en los antes mencionado, este estudio de revision
bibliografica tiene como objetivo establecer las aplicaciones de la quimioluminiscencia para
determinar la presencia orientativa de manchas de fluidos en la investigacién forense.

METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion es tipo documental, retrospectivo y descriptivo,
fundamentado metodoldgicamente en la busqueda de literatura en cinco (05) bases de datos en
linea: ResearchGate, PubMed, Scielo, Dialnet, Latindex segun los items propuestos por Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (9), que incluyen la
identificacion, seleccion e inclusidon de la literatura consultada con la finalidad de obtener datos
cientificos relevantes sobre aplicaciones de la quimioluminiscencia para determinar la presencia
orientativa de manchas de fluidos.

En el estudio se incluyd articulos y material en espafiol, inglés y portugués del periodo
comprendido entre 2015-2025 seleccionados mediante términos de busqueda o descriptores;
sin embargo, se incluyeron articulos y material bibliografico de afios previos por su aporte
tedrico fundamental para el desarrollo de la tematica en estudio. Los descriptores utilizados
fueron: luminiscencia, quimioluminiscencia, investigacion forense, quimioluminiscencia vy
investigacion forense, aplicacion de la quimioluminiscencia en investigacién forense,
compuestos quimicos luminiscentes en investigacion forense, compuestos quimicos
quimioluminiscentes en investigacion forense, quimioluminiscencia en la determinacién de
manchas de fluidos en investigacién forense, quimioluminiscencia en la determinaciéon de
sangre en investigacion forense.

Los articulos se seleccionaron teniendo bajo los siguientes criterios de inclusion: estudios sobre
la aplicacidon de técnicas de quimioluminiscencia para determinar la presencia orientativa de
manchas de fluidos de diversa naturaleza. En la revisién se identificaron un total de 46 articulos
cientificos los cuales se evaluaron por a través de la lectura de los titulos y resimenes. Luego se
procedid a descartar los articulos duplicados o que no cumplieran con los requerimientos
establecidos. Se seleccionaron 32 articulos los cuales fueron sometidos a revision de texto
completo. Basados en los criterios de inclusiéon y exclusién, se incluyeron finalmente los 24
articulos cientificos. Los resultados la revisién, analisis y sintesis se exponen en diferentes
secciones que incluyen: los avances y las aplicaciones de la quimioluminiscencia para
determinar la presencia orientativa de manchas de fluidos en la investigacién forense.
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Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA del proceso de seleccion

Fuente: (9).
RESULTADOS Y DISCUSION

Quimioluminiscencia

Aun cuando, se han publicado muchos reportes sobre la historia de la medicina legal o forense
no hay muchas evidencias sobre la evolucién del analisis de fluidos bioldgicos, especialmente la
sangre en un contexto forense y médico legal. Los primeros reportes que se tienen sobre el
andlisis de sangre se remontan a 1250 A.C. en el libro Hsi Yuan Lu o “Tratado para los forenses”,
el cual fue compilado en China. En este documento se menciona la posibilidad de detectar una
mancha de sangre vieja depositada sobre un cuchillo al calentar la mancha y tratarla con vinagre,
observandose una mancha marrén como resultado de la formacién de cristales de hematina por
la reaccién de la hemoglobina presente en la sangre con el 4cido acético del vinagre. Aunque
estos métodos no se considerarian confiables bajo los estdndares actuales, constituyen los
primeros antecedentes de pruebas para el estudio de fluidos biolégicos, especialmente la sangre,
y estan basados en los mismos fendmenos que se emplean en la actualidad en algunas pruebas

presuntivas o confirmatorias de sangre (10).

La quimioluminiscencia como método de lectura que se basa en el principio de emisién
luminosa a través de una reaccion (Enzima-Sustrato). Los laboratorios de investigacion que han
desarrollado los ensayos de quimioluminiscencia han permitido demostrar la excelente
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evaluacidon con los ensayos de referencia, como el radioinmunoandlisis, destacdndose la
precision, baja reactividad cruzada, gran sensibilidad analitica incluso con diez veces mas
sensibilidad que la mayoria de los ensayos disponibles (7).

Por otra parte, los ensayos de quimioluminiscencia, ademas de gran especificidad también se
caracteriza por su sensibilidad; ya que, se puede determinar una reaccién antigeno-anticuerpo
del orden de los picogramos y con un minimo de desnaturalizacién. Recientemente, se han
desarrollado sistemas automatizados para realizar diferentes determinaciones analiticas; con lo
cual, basicamente se pretende abaratar costos, con eficiencia y calidad de resultados.
Igualmente, el uso de Inmunoensayos basados en la emision de luz asociada con la energia
(Quimioluminiscencia), es una tecnologia con importantes ventajas, donde su ejecuciéon no
requiere del marcaje con isdtopos radioactivos (7).

La perspectiva es disponer de tecnologia de vanguardia, que utiliza determinaciones
inmunolégicas mds sencillas, con la ecuanimidad en la determinacidon y que admite realizar
diferentes determinaciones en casi todas las areas del Laboratorio Clinico tales como:
Endocrinologia, Inmunologia, Virologia, Epidemiologia, Hematologia, Bioquimica Clinica, etc., (7).

Igualmente, se han el desarrollo de sistemas de quimioluminiscencia y equipos analiticos
avanzados con alta resolucion como tubo fotomultiplicador y dispositivo de carga acoplada
(CCD), tecnologia de imdagenes de quimioluminiscencia se ha vuelto atractiva en aplicaciones in
vitro e in vivo. La alta sensibilidad y alta resolucidn de estos dispositivos hace que la aplicacidon
de imdagenes de quimioluminiscencia sea mas amplia. Es facil medir senfales de fotones en
microarreglos para lograr analisis simultaneos de sustancias multicomponentes, en el que las
cantidades de las muestras se reducen considerablemente (6).

Hasta ahora, la tecnologia de imagenes de quimioluminiscencia se ha aplicado para detectar
una amplia gama de analitos en el campo del andlisis bioquimico, incluyendo acidos nucleicos,
proteinas, enzimas, pequefias moléculas bioldgicas e incluso células (6). Recientemente, se han
llevado al desarrollo de sondas quimioluminiscentes de alta eficiencia y gran luminosidad en
condiciones fisioldgicas. La quimioluminiscencia estd a punto de alcanzar su potencial como una
valiosa herramienta para la imagenologia en sistemas vivos (3). Las reacciones quimicas que
emiten luz (quimioluminiscencia) y las reacciones bioldgicas tienen un diverso rango de
aplicaciones, pero muchas no han sido adoptadas para la rutina de los laboratorios clinicos (7).

Las ventajas de la quimioluminiscencia en los ensayos incluyen a parte de excelente sensibilidad
(limites de detecciéon de moles, nanogramos, picogramos), velocidad (sefial generada en unos
pocos segundos y en algunos casos estable por varias horas), sin residuos peligrosos, y
procedimientos simples. En estos casos, la mayoria de las aplicaciones son en inmunoensayos,
marcaje de proteinas, ensayos en moléculas de ADN. Las moléculas quimioluminiscentes
investigadas marcadas incluyen el luminol, isoluminol, ésteres de acridina, tioésteres y
sulfaminas, y ésteres de fenantreno (7).
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Quimioluminiscencia en Hematologia Forense

Entre los indicios biolégicos que pueden hallarse se encuentran distintos fluidos corporales
como la sangre, el semen, la saliva, la orina y el vémito, ademas de restos dseos como huesos,
dientes, osamentas, asi como otros materiales bioldgicos, incluyendo tejidos y dérganos. La
disciplina de la Ciencia Forense que se ocupa del andlisis de estos fluidos y componentes
bioldgicos es la Hematologia y la Serologia Forense. Esta drea permite abordar interrogantes
como: ¢Se trata de un fluido biolégico de interés forense?; ¢Es de origen humano?; ¢{Como se
deposito el fluido en el lugar de investigacion o escena del crimen?; todas ellas esenciales para
decidir si deben aplicarse métodos mds avanzados dirigidos a resolver la pregunta fundamental:

éA quién pertenece dicho fluido bioldgico? Cada uno de estos cuestionamientos puede
resolverse mediante diferentes pruebas y analisis, como las pruebas presuntivas, que permiten
estimar la probabilidad de que una muestra corresponda a un fluido bioldgico de interés forense,
y las pruebas confirmatorias, que verifican dicha correspondencia (10).

La hematologia forense se considera como aquella aplicacion de los conocimientos
hematoldgicos, bioldgicos, médicos y criminalisticos al campo forense, fundamentado en el
estudio de la morfologia, serologia y bioquimica de la sangre; asi como sus requisitos legales en
la colecta, preservacion y andlisis de las evidencias. Por lo cual, dentro del contexto forense sus
dos grandes lineas de investigacién son: 1) aspecto reconstructor segun la morfologia de las
manchas de naturaleza hematica y 2) aspecto identificador en el terreno policial, penal y civil;
en este ultimo campo con el apoyo de la genética resuelve problemas principalmente en los
casos de identificacion humana, filiacion y paternidad (11).

La hematologia de reconstruccion consiste en el estudio de las manchas hematicas, permiten
deducir la dindmica o violencia que haya presidido a su formaciéon o depdsito. Es decir, si las
manchas se formaron por mecanismos de proyeccion, escurrimiento, contacto, impregnacién o
limpieza. Por ejemplo, una mancha alargada significa que la sangre cayd en dngulo, indicando
mediante su cola la direccidon de formacién (ascendente, descendente, de izquierda a derecha o
viceversas). El estudio se puede realizar en el sitio del suceso, en la morgue sobre el cuerpo
humano sin vida o en el laboratorio criminalistico. Como resultado, se establecen como se han
producido los hechos: posible arma empleada, ubicacién de la victima y victimario, movimientos
realizados, volumen, patrones y morfologias, nimero y vinculo de las manchas con un sitio del
suceso, entre otros aspectos de interés criminalisticos (11).

Por otra parte, la hematologia de identificacién, se lleva a cabo en el laboratorio biolégico para
el andlisis mediante procedimientos metodolégicos efectivos de la inmunologia, bioquimica y
fisica, determinando la naturaleza de la mancha (humana o animal), a través de, métodos de
orientacién y certeza (10). En las ciencias forenses, el andlisis de patrones de manchas de sangre
puede contribuir de multiples maneras al esclarecimiento de estos casos. Igualmente, a través
de la hematologia forense, se puede detectar el sistema de clasificacion (ABO / Rh), realizar el
analisis genético, para la obtencion de un perfil de ADN de los sospechosos y las victimas,
ademas de, descifrar el sitio de origen, donde se ha cometido el crimen, la cantidad de fuerza
requerida en las punciones y el nimero de los mismos (12).
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La sangre es un componente del tejido conjuntivo y desempena diversas funciones esenciales
para la supervivencia, como el intercambio de gases, la proteccién frente a agentes infecciosos y
la distribucién de nutrientes en el organismo. Estd compuesta por una fase liquida, conocida
como plasma, y una fraccidon sélida integrada por los elementos formes: glébulos rojos o
eritrocitos, glébulos blancos y plaquetas o trombocitos. Dentro del ambito forense, una de las
moléculas mas significativas para la identificacion de sangre es el grupo hemo (figura 1), que
constituye el grupo prostético de la proteina hemoglobina, encargada del transporte de oxigeno
y didxido de carbono (10).

Estructuralmente, el grupo hemo estd compuesto por un dtomo de hierro y un anillo orgdnico
heterociclico de gran tamano denominado porfirina, es decir un tetrapirrol ciclico en el que los 4
anillos de pirrol estdn unidos por enlaces metileno (=CH-) y en el centro de este anillo se
encuentra el &tomo de hierro (I1), (13).

Figura 2. Estructura del grupo hemo, se puede observar cuatro anillos pirrdlicos y atomo de hierro ferroso al centro

Fuente: (13).
Quimioluminiscencia — Hematologia forense de identificacion
Pruebas de orientacion

El examen de los indicios recolectados constituye el fundamento de la investigacion forense, ya
que puede permitir la identificacion del presunto autor del delito, proporcionar elementos
probatorios sobre la ocurrencia del hecho vy facilitar la reconstruccion de los acontecimientos.
Todo ello con el objetivo de emplear el indicio como medio de prueba en audiencia, y asi
alcanzar una conclusidon objetiva y verificable respecto a los hechos que son objeto de
imputacién (10).

Las pruebas de orientacién o presuntivas permiten obtener una guia, que encamina la
investigacion en un mismo sentido, ya que solo presume y orienta la existencia probable de un
elemento o una sustancia. Aunque cuando, estas pruebas pueden llegar a ser muy sensibles,
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son poco especificas. En ocasiones, las muestras pueden estar muy diluidas, pero, aun asi, a
partir de ellas se pueden obtener resultados positivos, ya que, permiten su utilizacién en analisis
posteriores (11). Sin embargo, son pocos especificas porque ademas de la sangre hay otras
sustancias capaces de reaccionar con estos reactivos, dando como resultado un falso positivo.
Es decir, aquel resultado tedricamente confirmatorio de un proceso o suceso obtenido tras la
correcta aplicacién de una técnica de laboratorio, pero erréneo debido a contaminantes,
enmascaramiento o existencia de productos que despistan (11).

Las pruebas de orientaciéon o presuntivas se dividen en dos categorias principales: pruebas
luminosas (quimioluminiscentes y fluorescentes) y pruebas coloridas, segun el modo en que se
percibe o detecta el resultado positivo. Dentro de las coloridas se incluyen la prueba de Adler,
gue emplea Bencidina como indicador y agente donador de electrones, y la prueba de Kastle-
Mayer, basada en el uso de fenolftaleina. Desde hace unas tres décadas, el fendmeno de la
luminiscencia ha sido incorporado como una subdisciplina de la espectrometria aplicada en el
campo de la quimica analitica. La quimioluminiscencia se define como la emision de luz
resultante de la liberacion de energia por una sustancia que se encuentra en un estado
electrénicamente excitado. La hemoglobina, en su forma oxigenada (oxihemoglobina), presenta
bandas de absorcion en el espectro visible (575 y 540 nm), asociadas a los compuestos
porfirinicos, cercanas a la region del ultravioleta (UV), (10).

Para detectar vestigios de sangre, semen o saliva en estado liquido o seco, bien sea en el sitio,
como en cadaveres, vestimentas, incluso en personas asociadas con el hecho que se investiga,
los peritos realizan el rastreo de fluidos bioldgicos, con la técnica denominada busqueda con luz
forense. Esta técnica utiliza luz ultravioleta que permite detectar manchas fluorescentes y se
fundamenta en que algunos fluidos bioldgicos, como el semen y la sangre poseen fluorescencia
intrinseca. No obstante, la fluorescencia intrinseca depende de la antigliedad de la muestra, y
de la concentracién de la misma. Es por ello, que se emplean reactivos como el Luminol y el
Bluestar®, que al oxidarse, exhiben quimioluminiscencia, por lo que, son utilizados en las
pruebas luminosas (10).

La prueba de luminol es una de las técnicas bioquimicas forenses mads utilizadas en la
investigacion forense para detectar trazas de sangre en una escena del crimen (14). El Luminol
(Cs H7 N3 O3) es un derivado del acido ftalico, sélido a temperatura ambiente, de color amarillo
palido, soluble en la mayoria de solventes organicos y ligeramente soluble en agua. Es una
molécula sencilla sin centros asimétricos, que se prepara comercialmente a partir del acido 3-
nitroftalico mediante la condensacién de este acido con hidracina (N2Ha). La reduccién del grupo
nitro a la amina primaria correspondiente permite la sintesis del Luminol (figura 3), (15).
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Figura 2. Sintesis de Luminol a partir del dcido 3-nitroftdlico

Fuente: (15).

Inicialmente, el luminol no tenia uso en Medicina Forense, de hecho, la aplicacién directa de
este no produce la luminiscencia. Para que la luminiscencia ocurra, es necesario la excitacion del
Luminol y esto sucede cuando se prepara una solucién acuosa del luminol junto con un agente
oxidante, como el perdxido de hidrégeno (H.0;), y un hidréxido que proporcione un medio
basico. Cuando se encuentran presentes determinadas sustancias, la oxidacion del luminol se
produce de forma lenta a través de una serie de reacciones; sin embargo, este proceso se
acelera significativamente en presencia de hierro (Fe). En este contexto, el hierro contenido en
la sangre funciona como catalizador de la reaccién (16).

Durante la oxidacion, el luminol atraviesa un estado intermedio inestable con un nivel de
energia superior al luminol no excitado, lo que da lugar a la emisién de quimioluminiscencia en
forma de luz visible de tonalidad azul (17,18). En el caso especifico de la sangre, el hierro
presente en la molécula de hemoglobina acelera la reaccidn, lo que provoca que la emision
luminosa ocurra casi de manera instantanea al entrar en contacto con dicha sustancia (16).

NH, O
o (PASO 1) o (PASO 2) o
Luminol Dianién Ruptura
(PASO 3)l del
perdxido
NH, O *
ho NH, O
$\\~ V/// et © —-— o~
S o Des- _
//l \\ excitacién O
(o]
(o]

Estado basal

Estado excitado

Figura 4. Mecanismo propuesto para la quimioluminiscencia del luminol

Fuente: (15).
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La aplicacidon del reactivo (luminol) en el drea a examinar, no produce per se luminiscencia, para
gue esto ocurra es necesario oxidar al Luminol afiadiendo durante la preparacién del reactivo de
trabajo un agente oxidante, especificamente agua oxigenada (H.0:) en un medio basico. La
actividad peroxidasa del grupo hemo de la hemoglobina cataliza la oxidacién del Luminol
concomitante a la reduccion del H,0; a agua (10).

El Luminol presenta una serie de ventajas y desventajas ya que permite analizar pequeiias
trazas de sangre, incluso si estas no son faciles de visualizar. Si la sangre es seca y degradada, el
Luminol reacciona frente a esta en forma mas intensa y duradera que con la sangre fresca y se
ha demostrado que puede extraerse ADN de muestras tratadas con Luminol sin interferencias.
Finalmente, si la luminiscencia desaparece, puede volver a reproducirse anadiendo una nueva
disolucién de luminol-peréxido de hidrogeno (16).

El principal inconveniente del Luminol es su efecto destructivo sobre las muestras,
especialmente cuando se aplica acido clorhidrico al 2% para desnaturalizar la hemoglobina y
mejorar la reaccién, lo cual debe hacerse solo tras recoger otras evidencias. Requiere oscuridad
total para su observacidon y puede generar falsos positivos ante la presencia de cobre,
compuestos que lo contengan o blanqueadores como la lejia, provocando una luminiscencia
uniforme que puede ocultar restos reales de sangre (10,16).

Otro falso positivo puede producirse por productos alimenticios derivados del rabano o por
particulas de humos residuales (humo de tabaco). El Luminol puede detectar pequefas
cantidades de sangre encontradas en la orina, por lo que el resultado podria verse distorsionado.
También reacciona con la materia fecal, causando el mismo brillo que produce la sangre. A
pesar de que puede dar lugar a falsos positivos, es posible concluir que el Luminol tiene una
gran importancia en el drea criminalistica, ya que es una de las herramientas principales para la
resolucién de casos en los que aparecen sangre, ademds de ser un método de facil obtencién y
preparacion (16).

Sin embargo, una de las principales ventajas de las pruebas presuntivas luminosas radica en la
implementacion de instrumentacion bdsica y sencilla, esencialmente una ldmpara luz en la
region de ultravioleta. El procedimiento implica rociar el reactivo (Luminol o Bluestar®) sobre la
superficie que se desea evaluar y posteriormente se enfoca la [dmpara UV procurando que el
espacio se encuentre en total obscuridad para poder apreciar la luminiscencia (10). No obstante,
las ventajas y desventajas del Luminol como ensayo orientativo se realiza en el lugar del hecho,
para identificar la presencia de manchas hematicas; ya que solo se puede valorar un resultado
negativo como fehaciente; no asi, el resultado positivo (14).

En el afio 2000, Loic Blum, Ph.D., descubrié una nueva férmula a base de Luminol que
posteriormente fue llamado Bluestar Forensic. La sensibilidad de Bluestar Forensic, segln su es
de hasta 1:10,000; pero segun estudios en diferentes soportes inertes realizados por la misma
empresa demuestra una sensibilidad es de hasta 1: 1,000,000. No es toxico, gracias a la ausencia
del perborato de sodio. Bluestar tiene una luminiscencia mas fuerte y duradera que no requiere
oscuridad absoluta para ser visible y con un pH reaccién de 11,5 no altera el ADN y permite
analisis subsecuentes de ADN y serologia forense de rutina (19).
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La reaccion de quimioluminiscencia Bluestar ocurre cuando la urea (base nitrogenada) y una
sustancia fuertemente alcalina como el peréxido de hidrogeno, en presencia de agentes oxido
reductores como el hierro de la sangre, peroxidasas y/o catalasas, hacen que se libere oxigeno
del dlcali mas agua libera el nitrégeno de la urea, por ser estos muy inestables (N,) formando
fotones que se puede observar en la oscuridad mediante la emisién de luz azul brillante. Cuando
no existe agentes oxido reductores en esta reaccion, no se produce la emisién de luz azul
brillante. En otras palabras, una mezcla de Bluestar Forensic + un agente oxidante + un medio
alcalino en contacto con los agentes oxido reductores, peroxidasa y/o catalasas emiten luz azul
brillante (20).

Sin embargo, en el estudio realizado para la determinacion del efecto del sustrato sobre las
pruebas de orientacidn (Bluestar Forensic y Luminol) en la deteccidén de restos hematicos, en el
Laboratorio de Biologia Forense del Departamento De Criminalistica (DEPCRI);
utilizando como muestra sangre humana diluida con agua desionizada estéril en
concentraciones de (1/500,1/10.000, 1/25.000, 1/1.000 000, 1/500 000), la muestra se colocd
en soportes de madera barnizada, monedas de latén, monedas de alpaca, vidrio, loza cerdmica
y telas naturales de algodén para conocer su reaccidén y su comportamiento en los diferentes
sustratos (20).

Los resultados obtenidos en este estudio, referentes a la sensibilidad y especificidad, muestran
datos estadisticos basados en tablas de contingencia como herramienta de andlisis, estos
resultados se tabularon en las casillas: (a)positivos, (b) Falsos positivos, (c) Falsos negativos y (d)
negativos, datos con los cuales se calculd la sensibilidad, especificidad e indice de Kappa para las
dos pruebas; ademas, del tiempo de duracidon de la quimioluminiscencia producida desde el
momento de agregado los reactivos hasta la finalizacion de la misma(21).

La evaluacion de la intensidad se categorizo en; 4+ (alta), 3+ (mediano), 2+ (baja), 1+ (muy baja)
y - (negativo) segun fueron observadas. Con base a los resultados obtenidos se pudo concluir
que las técnicas de Bluestar Forensic y Luminol poseen diferencias altamente significativas
influenciadas por el tipo de sustrato y concentracion de la muestra, que interfieren con la
intensidad, sensibilidad, especificidad, asi como también, el tiempo de luminiscencia, siendo el
Luminol la prueba de orientacién mads sensible y con una luminiscencia mas prolongada que el
Bluestar (21).

Por otra parte, en el estudio realizado por Sarrini (2020), se plantea una interrogante clave: ¢un
resultado negativo en la prueba con Luminol puede considerarse verdaderamente concluyente?
Esta cuestidon pone en duda la fiabilidad absoluta de la técnica, sugiriendo la necesidad de una
interpretacion cuidadosa de los resultados obtenidos. Por lo cual, se procedié a estudiar si
existe algun tipo de pintura que pueda ocultar la presencia de sangre de la reaccién del Luminol,
independientemente de si la muestra ha sido o no limpiada. Para ello, se procedié a tomar
muestras de sangre y aplicarlas en una pared blanca. Se dividié la superficie en dos columnas
identificadas como A y B, y filas 1, 2, 3 y 4, reservando la fila 5 como muestra testigo. A
continuacioén, se procedioé a limpiar la columna A y dejar las muestras de la columna B con sus
manchas de sangre tipo proyeccién.
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Por ultimo, se aplicaron 4 (cuatro) tipos de pinturas diferentes en cada fila. Luego de un tiempo
de espera para el secado de la pintura, se realiza la prueba de luminol. Los resultados obtenidos,
permitieron afirmar la hipdtesis de investigacion planteada Sarrini (2020); es decir, hay pinturas
gue pueden alterar el resultado de la prueba del Luminol; produciendo un falso negativo (20).

Las caracteristicas fisicas y los resultados de diferentes técnicas aplicadas para identificar
manchas de sangre no autorizan responder con certeza si una mancha estd constituida por
sangre, ya que las reacciones quimicas son reacciones de posibilidad, probabilidad u orientacidn;
por esta razén se deben complementar los resultados con técnicas cristalograficas cuyas
especificidades complementan la sensibilidad de pruebas de orientacion obteniéndose
resultados de mayor confiabilidad. Ejemplos: La prueba Confirmativa de Takayama es una
técnica de cristalizacion basada en la existencia de cierto derivado de la hemoglobina que tiene
la tendencia de cristalizar en hemocromaégeno (21).

El reactivo de cristalizacién se compone de una base nitrogenada, generalmente la piridina, de
un agente hematinizante, el hidréxido de sodio y un agente reductor la glucosa que, al colocarse
en contacto con la mancha de sangre a analizar, presenta en el microscopio cristales de forma
arborescente como las hojas de un pino de color naranja. La decisién final sobre el resultado de
esta prueba se debe hacer por comparacién de la sustancia desconocida con una sustancia de
referencia o control bajo las mismas condiciones de temperatura, humedad y ambiente (21).

El analisis de identificacidon de sangre en manchas secas utilizando el método cristalografico de
Teichmann como soporte a las pruebas colorimétricas de orientacidn en la labor pericial de los
laboratorios de Biologia Forenses del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses;
debido a su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, limite
de deteccion, indice de concordancia e indice de Kappa segun las distintas condiciones de
temperatura, soporte y medio en el cual se encuentren(22).

Determinacion del grupo sanguineo A, B, AB, O, y su factor Rh (+ o -) certeza que es de origen
hematico, perteneciente a la especie humana [10]. Finalmente, la Genética Forense es el drea
del conocimiento que se ocupa de la utilizacién del conocimiento cientifico, técnicas de genética
y biologia molecular, para coadyuvar a la justicia en la resolucién de casos entre civiles y delitos
contra las personas. Actualmente, la identificacion humana a través del ADN forense es
aceptada en procesos legales alrededor del mundo, permitiendo localizar personas, vivas o
muertas, a partir de diversas muestras bioldgicas colectadas para investigaciones de laboratorio
(23,24).

CONCLUSIONES

El andlisis de indicios es esencial en la investigacién forense, ya que permite establecer la
verdad de los hechos y la responsabilidad penal mediante evidencias objetivas. En este dmbito,
la quimioluminiscencia se consolida como una herramienta altamente eficaz para la presencia
orientativa de manchas de fluidos por su sensibilidad, bajo costo y facilidad de uso en el lugar
del crimen. Su aplicacién, especialmente a través de reactivos como el Luminol y Bluestar®, ha
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revolucionado la deteccion de fluidos biolégicos, como la sangre, incluso en condiciones
desfavorables.

Aunque, la quimioluminiscencia presenta limitaciones como la posibilidad de falsos positivos y
la alteracién de muestras, su integracion con métodos confirmatorios asegura la fiabilidad del
proceso investigativo. Asi, que esta técnica fortalece tanto la reconstruccién de los hechos como
la preservacion de la cadena de custodia, consoliddndose como un recurso técnico y cientifico
de gran valor en la criminalistica moderna.
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