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RESUMO

Este estudo constituiu-se na determinacdo da
concentragao de ions potassio no humor vitreo de coelhos, e
sua correlacdo na estimativa do tempo decorrido de morte.

Procedemos a coleta sistematizada de humor vitreo de
40 coelhos, submetidos ao mesmo mecanismo de morte
(traumatismo cranio - encefalico seguido de decapitagao), e
retirada do humor vitreo em intervalos de 2/2 horas até 12
horas “post-mortem’.

Realizamos a dosagem de ions potassio atravées da
técnica de fotometria de chama, sendo submetido os
resultados a andlise estatistica.

Concluimos que existiu variagdo de ions
potassio em relacéo ao tempo decorrido de morte, sendo esta

estatisticamente significativa.
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Porém, este aumento dos niveis de ions potassio no
humor vitreo responderam por apenas 13% da variacédo de
tempo, sendo que 0s outros 87% néo foram determinados por
este experimento.

Entretanto, a determinacao de ions potassio no humor
vitreo, associado a outros fatores, pode ser um elemento
objetivo importante na estimativa do tempo decorrido de

morte.
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INTRODUCAQ

O fendmeno morte e sua importancia forense,
demostrada através da Tanatologia, € objeto de analise
cotidiana na atividade Medico-Legal e Odontologia-Legal.

NZo obstante ser dificil o proprio diagnostico da morte,
motivado pela falta de conceitos e definicbes satisfatorias, e
sendo esta um processo dindmico, com participacdo de
fendmenos fiéica—qufmicos responsaveis por sua progressio,
havendo portanto a necessidade de se realizar uma analise
completa de todos os sinais que a compbem, a determinagéo
de sua cronologia (denominada cronotanatognose) é matéria
controversa e intrigante, pela inexisténcia de método Unico

que a determine com precisdo, SCHELEYER®, 1963.
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No periodo imediatamente posterior 8 morte, com a
cessacdo do metabolismo energético celular, inicia-se o
processo denominado autélise, responsavel esta pela
dissolucdo da integridade quimica, fisica e morfolégica do
corpo. A faléncia energética é responsavel pela cessacéo do
transporte ativo da membrana celular e perda da
permeabilidade seletiva desta, iniciando-se a difusdo de ions
de acordo com 0s seus gradientes de concentracdo nos
diferentes tecidos corpéreos.

O tempo de processo autolitico € determinado por
varios fatores, entre eles: fatores anatdmicos locais (globo
ocular, eséfago, estdmago), peculiaridades especificas de
células e tecidos, fatores bioquimicos (sobretudo glicélise),
fatores “ante” e “post-mortem’”, influenciando 0 meio corporeo,

especialmente temperatura e pH, COE'?, 1980.
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A atividade supravital, reacfes supravitais, conforme
preconiza SCHLEYER®, 1963, é denominada como
fendmenos vitais ou biologicamente explicaveis, que sao
constatados durante o processo de morte. A duragdo da
atividade supravital varia consideravelmente em diferentes
tecidos idénticos, em localizacbes topograficas distintas,
devido acs depdsitos energéticos e velocidade de glicolise
diversos. Como resultado, o ponto de partida do processo
autolitico, bem como, a velocidade deste, variam
consideravelmente entre diferentes tecidos, tecidos idénticos
em diferentes topografias e inter-individualmente, MADEA et
al.*, 1989.

Portanto, estas conclusbes devem ser consideradas em
processos autoliticos dependentes do tempo decorrido de
morte. Sem estrita diferenciacéo das estruturas investigadas,

0 local de coleta do tecido, e fatores “ante”e
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‘post-mortem” (sobretudo temperatura e pH), a margem de
erro  do parametro  autolitico investigado aumentara
consideravelmente, quanto maior for o intervalo “post-
mortem”, SCHLEYER™ 1963 e COE™ 1980.

O humor vitreo se revela como um meio importante
para o estudo de concentragdo de ions “post-mortem”, por
diversos motivos, entre eles: topografia isolada e
anatomicamente bem protegida, no interior do globo ocular,
sobretudo se compararmos com © sangue e liquido
~cefalorraquideano, como por exemplo, resisténcia prolongada
a contaminagdo microbioldgica por degradacio bacteriana,
HARPER?* 1989; estrutura bioquimica peculiar, sendo um
fluido intra-ocular coléide, com poucas células, e auséncia de
vascularizacdo, WURSTER et al*,1985, BALAZS ef
al? 1984, BERMAN et al.*1970; facilidade de obtengéo de
amostras e contra-provas, com processamento laboratorial

economicamente acessivel e de metodologia simples.
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O mais importante parametro estudado é o potassio,
havendo difusdo “post-mortem” da retina e, de maneira menos
expressiva, do cristalino, para o corpo vitreo, BITO®, 1970.
Experimentos em animais tém demostrado que 0 metabolismo
supravital pode ser mantido por até 15 minutos, a 37°C.
Durante a vida, existem graus de concentracio entre o0s
diversos compartimentos intra-oculares, com um influxo de
potéassio através do corpo ciliar e cristalino por transporte ativo
celular, e vitreo para a retina por difusdo, pois a concentracao
de pota’ssio do humor vitreo é maior do que a do plasma. No
periodo “post-mortem”, o gradiente de potassio na interface
vitreo-retineana se inverte, pela parada do transporte ativo do
cristalino, havendo posteriormente equilibrio por difuséo,
BITO®, 1977.

Neste estudo pretendeu-se realizar a analise

quantitativa de potassio em humor vitreo de coelhos,



CONTRIBUIGAQ AC ESTUDO DA ESTIMATIVA DO TEMPO DECORRIDO DE MORTE ATRAVES DA DOSAGEM 12
DE iONS POTASSIO NO HUMOR VITREQ.
INTRODUCAD

objetivando determinar a real importancia destes ions na
estimativa do tempo decorrido de morte.

Concentramos nosso estudo ao periodo imediatamente
posterior 8 morte e até 10 horas apés esta, devido ac maior
interesse Médico-Legal deste intervalo, e controvérsias de

outros estudos a respeito deste periodo.
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Primeiramente, relacionaremos 0s principais autores
gue se preocuparam com o0s estudos de ions potassio nos
compartimentos intra-oculares de coelhos e, em seguida,
aqueles que dedicaram os estudos na concentragcao de ions
potassio no humor vitreo humano e sua correlagcdo com 0
intervalo “post-mortem”.,

O potassio nos compartimentos intra-oculares de coelhos

REDDY e KINSEY® (1960), através da fotometria de
chama, obtiveram valores de potassio no corpo vitreo de
coelhos albinos entre 37,0 e 74,5mg%, sendo bem superiores
as do humor aquoso e sangue, valores estes bem superiores
aos encontrados em humanos, € nao conseguiram

estabelecer concentracdo do potassio no humor vitreo.
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CASTREN e LAAMANEN"' (1996), obtiveram valores
médios de 27,8mg%, e PRESTE e TRAVERSO® (1966)
relataram média de 20mg%, através da fotometria de chama.

BOTING et al.” (1963), estudando o transporte catiénico
no cristalino de coelho, vitela e gato, encontraram quantidades
significativas, no epitélio do cristalino, € em menor quantidade
na capsula e processos ciliares, de sodio e potassio, ativados
pela ATPase.

FOWLKS? (1963), estabeleceu que substancias de
 peso molecular baixo movimentam-se no sentido do corpo
ciliar para o disco éptico.

BITO e DAVSON’ (1964) encontraram valores médios
para coelhos albinos de 22mg% de potassio na camara
posterior, 17mg% na camara anterior, 20,5mg% no vitreo
anterior e 19mg% no vitreo posterior, determinando estas

diferencas pela agdo do  cristalino, como  mantenedor de
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gradiente de concentragdo entre 0 humor aquoso e o humor
vitreo,

PRESTE e TRAVERSO™ (1966), através do estudo de
coelhos albinos encontraram valores de potéassio de 5,14 +

0,16 mEg/t no humor vitreo imediatamente apés a morte, e

que a concentracao de potassio aumentou em um periodo
de 24 horas ap6s a morte, e expiicaram este fato pela
participacéo de fendmenos autoliticos.

KOMURA e OSHIRO® (1977), analisaram 30 amostras
de humor aquoso, e vitreo de coelhos, através de exames
periédicos mantendo-0s em temperaturas de 2° C, 6°C, 23°C e
27°C e demostraram que ndo houve variagbes significativas
enire diferentes temperaturas, para o0s valores de potassio no
humor aquoso € vitreo.

HONDA et al. *° (1983), através da analise em coelhos

albinos, determinaram as concentragées de sddio, potassio,
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magnesio e calcio, antes e depois da extracdo de humor vitreo
através da técnica de vitrectomia posterior, e sugerem que a
variagao dos valores idnicos € decorrente de gradientes de
concentragdo entre 0 corpo vitreo e tecidos adjacentes, sendo
a parede posterior do globo ocular a via principal.
Demostraram que o transporte ativo de ions, pelo corpo ciliar,

contribui para o equilibrio iénico.

Concentragdo de ions potassio no humor vitreo humano e
sua co.rrelagéo com o intervalo “post-mortem”

A correlagdo entre 0 aumento da concentrac@io de ions
potassio no humor vitreo e o tempo estimado de morte tem
sido estudado por diversos autores (COE™, 1989).

JAFFE? (1962), através da anélise de humor vitreo (36
amostras) de 31 cadaveres ( excluindo-se casos de uremia e

distlrbios eletroliticos), em intervalos “post-mortem” de até
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125 horas, com idades entre 17 e 81 anos, determinou que a
concentracao de ions potassio apresenta relacido aritmética,
de aumento com o decorrer do intervalo “post-mortem”, e
atribui este fato a difusdo do potassio das celulas retinianas
para o interior do corpo vitreo. Verificou nao haver diferengas
estatisticamente significativas entre cadaveres mantidos
refrigerados ou em temperatura ambiente.

ADELSON et al.’(1963), determinaram a existéncia de
uma relacdo estreita entre o potassio vitreo e o intervalo
"post-mortem”, dentro das primeiras 24 horas apés a morte,
analisando 349 amostras de humor vitreo de 209 cadaveres.

STURNER* (1963), através da andlise de 54
cadaveres em IPM superior a 108 horas, excluindo casos em
que o fluido intra-ocular apresentou-se manchado, turvo ou
contendo particulas, e encontrou relagao aritmeética, chegando

a formula IPM=7,14.{K+}-391,  com coeficiente de
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correlacdo (r) = 0,987, e intervalo de 95% de limite de

confianca de + 9.5 horas.

HUGHES® (1965), através da andlise de 135
cadaveres em IPM de 2+ 20 horas, estabeleceu que o
aumento de potassio nao pode ser correlecionado com
consisténcia suficiente com o IPM.

HANSSON et al.”® (1966), analisando 203 cadaveres
com IPM de 3-310 horas, estabeleceu um intervalo de
confianca de 95% de + 40 horas; e em 180 casos com IPM
superior a 120 hpm, houve aumento linear do potassio vitreo;
e que apods 48 horas da morte, houve grande dispersao nos
valores de potassio; e que idade, sexo e raga ndo exerceram
influéncia nos resultados, ao contrario da duragao do periodo
agdnico, que poderia influenciar 0s resultados.

MARTCHENCO® (1966), através da andlise de 300

amostras vitreas “post-mortem”, com IPM entre 6 e 48 horas,
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encontrou valores diferentes, dependendo da causa e tipo de
morte, e nao apresentou variagdo quanto ao sexo, idade e
condigbes de conservagio dos corpos.

LIE*" (1967), em 88 amostras com IPM entre 2 e 95
horas, n&o observou diferengas significativas entre os dois
olhos, refrigeracdo do cadaver, e relata as principais causas
de erro na determinagdo da concentragao de potassio vitreo:
aspiragao de humor vitreo menor que 0,5 ml (devido a
distribuigdo irregular do potassio no corpo vitreo), aspiracio
forcada (que levaria asucgdo decélulas retinianas,
aumentando os niveis de potassio da amostra) e a possivel
mistura de sangue ou humor aquoso ao humor vitreo, devido a
succdo por agulha em local ndo apropriado.

LEAHY e FARBER® (1967), pela andlise de 52
cadavers em IPM de até 30 horas, de pacientes hospitalizados

que faleceram no momento de entrada no hospital,
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determinaram que a concentragdo de potassio vitreo aumenta
de maneira dispersa, ndo apresentando significancia
estatistica.

COE™ (1969), analisou 160 amostras de pacientes
hospitalizados, com mortes sdbitas ou violentas e sem
antecedentes de disturbios eletroliticos, com I1PM até 100
hpm, e observou grande variacdo individual, de padréo
aritmeético.

KRAUSE et al® ( 1971), através da analise de 262
amostrasl em [PM de até 230 horas, estabeleceram um
aumento exponencial de potassio, determinando as equagbes
{K+}= 296 + 1,65. VH ou h= ({K+}-2,06)2, com coeficiente de
correlacdo (r ) = 0,7, e sugeriram que o emprego de varios
métodos levaria & uma estimativa mais precisa do IPM.

ADJUDANTIS e COUTSELINIS? (1972), em analise de

120 olhos, com IPM de até 120 horas, dividido em intervalos
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de 3 horas, através de avaliagdo dos dois olhos, néo
revelaram diferengas estatisticamente significativas, bem
como, em fatores como causa de morte, idade e sexo,
detectando em aumento linear da concentracdo de ions
potassio neste IPM de 120 horas.

KOMURA e OSHIRO® (1977), em andlise de 90
amostras com IPM de 30 horas, estabeleceram correlacéo
linear entre potassio vitreo e IPM, com a variagido, sendo
maior em temperaturas de 26-29° C do que em 13-17° C,

GREGORI et al.22 (1978), em amostra de 47 cadaveres,
utiizando o método de espectrofotometrié de absorgcao
atdmica, determinaram que este pode ser um método mais
precioso para estimativa do tempo de morle do que a
espectofotometria de chama, estabelecendo também uma
correlacdo linear de aumento da concentragdo do potassio

vitreo e o IPM.



CONTRIBUIGAO AO ESTUDO DA ESTIMATIVA DO TEMPO DECORRIDO DE MORTE ATRAVES DA DOSAGEM  » 3
DE IONS POTASSIC NO HUMOR VITREQ,
REVISTA DA LITERATURA

FOERCH et al.'® (1979), em analise de 50 amostras de
humor vitreo, estabeleceram correlagao linear entre potassio
vitreo e IPM, mesmo resultado obtido por BLUMENFELD et
al.® 1979, na analise de 127 amostras de criangas entre 1 ano
e 13 anos, com IPM de 11-17 horas, ¢ FORMAN e BUTTS®
1980, na analise de 82 amostras de humor vitreo.

FARMER et al.'” (1985), analisando concentracdes de
calcio, sbdio, potassio e magnesio em IPM 24-120 horas,
referiram correlacdo (r = 0,98) entre o0s ions K+ e IPM, e
destacam que influéncias externas e variacfes biol6gicas
individuais trazem limitagbes ao método.

MADEA et al.** (1989), em 405 amostras com IPM de
130 horas, divididas em 03 grupos, sendo o grupo | o total de
amostras, o grupo Il com niveis de uréia no humor vitreo
>100mg% e episddio terminal menor que 6 horas e grupo Il

com uréia >100mg% no humor vitreo, e concluiram que existe
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variagbes estatisticamente significativas entre os dois olhos,
bem como, os indices de uréia <100mg% como sendo 0 mais
preciso padrdo para analise de disturbio eletrolitico, prévio a
morte que possa interferir nos niveis de potassio vitreo “post-
mortem”, methorando o limite de confianga de 95% na analise
do potassio vitreo e sua conelacdo com |PM.

SPARKS et al®® (1989), em analise de 91 amostras
com IPM de 60 horas, juntamente com o0s niveis de 3
methoxy-tyramine (3-mt) do putamen cerebral, determinaram
que as analises conjuntas destes 2 fatores melhora a
estimativa de tempo decorrido de morte.

MONTALO et al.** (1989), em analise de 289 amostas
com PMI de 80 horas, estabeleceram intervalos de + 8 a + 23
horas com 95% de confianga, de acordo com 0s varios sub-
grupos estudados (idade, sexo, tipo de morte, condigbes

climaticas).
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GAMERO et al.?' (1990), em 60 amostras com IPM de
24 horas, determinaram a melhor correlagdo entre o potassio
e IPM em casos de morte menor que 17 horas.

ROGNUM et al.*” (1991) em 87 amostras com IPM de
120 horas, realizando retiradas repetidas (duas vezes por
olho) em temperaturas diversas ( 5°C,10°C, 15°C, e 23°C),
determinaram que guanto maior a temperatura ambiente,
maior serd a velocidade de aumento dos niveis de potassio

vitreo.
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A despeito dos inumeros estudos descritos na
literatura sobre o tema, a nossa pretensio constitui-se
em realizar um estudo experimental em coelhos,
controlando-se ou reduzindo-se as variaveis que
pudessem interferir, como por exemplo idade, tipo de
morte, eventos “ante-mortem”, temperatura, sexo, para
se determinar a real importancia dos ions potassio no
humor vitreo, como determinante de estimativa do

tempo decorrido de morte.
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A amostra utilizada em nosso experimento
constituiu-se de 40 coelhos albinos da raga NORFOLK,
linhagem Botucatu, com idade de 40 dias, sendo 20
fémeas e 20 machos, peso entre 900g e 1150g, recém-
desmamados, fornecidos pelo Biotério do Campus de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista.

Os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento de morte, sendo traumatismo cranio-
encefdlico, por instrumento contundente, isto €, um
pedaco de madeira na regido occiptal, seguido de
decapitacdo com um instrumento cortante, uma faca,

anotando-se o exato momento da hora do ébito. (figura

1)



CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA ESTIMATIVA DO TEMPO DECORRIDO DE MORTE ATRAVES DA 30
DOSAGEM DE IONS POTASSIO NO HUMOR VITREO.

MATERIAL E METODOS

Figura 1 - Aspecto geral da cabecga do coelho.

Constituiram-se, entdo, 05 grupos, cada um com
oito animais, sendo 04 machos e 04 fémeas, sendo 0s
coelhos devidamente identificados através de fita
adesiva, individual numeradas de um a quarenta,

anotando-se, os respectivos grupos e sexo, realizando-
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se, no momento do Obito, a coleta de humor
vitreo, do olho direito de todos os 40 animais e, a seguir,
em intervalos de 2 horas (grupo I), 4 horas
(grupo 11), 6 horas (grupo lll), 8 horas (grupo IV) e 10
horas (grupo V), “‘post-mortem”, foram realizadas as
coletas de humor vitreo do olho esquerdo; mantendo-se
0os mesmos a temperatura ambiente (26-29 °C), até a
hora da coleta das amostras de cada grupo.

A técnica de coleta de humor vitreo utilizada,
descrita por COE'™, em 1969, foi realizada através de
puncdo a 3mm do limbo esclero-corneano, com uma
agulha de calibre 13x4,5 (26 2 Gauge) acoplada a uma
seringa de 3,0 ml, devidamente esterilizados, com
aspiracdo lenta e gradual, de cerca de 0,3 a 0,5 ml de
humor vitreo, para se evitar contaminagao do espécime

com fragmentos de retina ou outras particulas, sendo a
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agulha introduzida integralmente no globo ocular,
atingindo, o bisel, o centro do mesmo, obtendo-se desta
maneira apenas amostras incolores de humor vitreo
(Figura 2). A coleta deste material foi sempre analisada,
a olho nu, com auxilio de lupa, para se evitar a
presenca de outras substancias organicas ou até

mesmo sangue.

Figura 2 - Aspecto geral do local de pungao da agulha,
para coleta do humor vitreo.
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As amostras foram mantidas em tubos de
ensaio, centrifugadas e congeladas em -70 °C até o
momento de serem analisadas.

A analise foi feita através da metodologia
padronizada por BURINI e CAMPANA™ (1970), a qual
consiste em diluir 1,00 ml de humor vitreo em balao
volumétrico de 10 mi, completando-o, até a marca, com
agua deionizada, sendo as amostras previamente
centrifugadas a 1.500 rp.m., por 05 minutos em
Centrifuga Ciclo C 1l da marca REVAN.

As leituras foram realizadas em fotdmetro de
chama, tipo CORNING 400, com o filtro seletor na
posicdo de K, atomizando-se a solugdo padrao Tritisol
Merck (9976), e a solugdo diluente com agua
deionizada para ajuste das escalas do fotbmetro, e, em
sequida, atomizou-se a escala e multiplicou-se pela

diluicdo para se obter o resuitado em mEg/e.
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Devido a solucdo padrado Tritisol 9976 da Merck
apresentar o valor da amostra em mg% utilizou-se da
seguinte férmula para se obter o valor da amostra em

mg%:

mg% = mEg/l = 0,25 (K)
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Os valores obtidos estdo expressos nas grades a
seguir, onde:
N° numero da etiqueta adesiva responsavel pela

identificacdo do coetho.

G numero do grupo.
F fémea
M macho

amostra do humor vitreo
oD olho direito
Ok olho esquerdo
K+ concentracdo de ions potassio obtida na

amostra de humor vitreo, em mg%.



CONTRIBUIGAO AC ESTUDO DA ESTIMATIVA DO TEMPO DECORRIDO DE MORTE ATRAVES DA DOSAGEM 37
DE JONS POTAS510 NO HUMOR VITREO,

RESULTADOS OBTIDOS

Grade | - Dados obtidos da amostra apés 2 horas
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Grade Il - Dados obtidos da amostra ap6s 4 horas
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Grade Hll - Dados obtidos da amostra apés 6 horas
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Grade IV - Dados obtidos da amostra ap6s 8 horas
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Grade V - Dados obtidos da amostra apds 10 horas
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1.ANALISE ESTATISTICAS EFETUADAS (VIDE APENDICE).

1.1 Analises preliminares: para se aplicar medidas que vieram,
a meihorar os resultados obtidos, para a analise de varifncia e
estudo de regressao.

1.2 Andlise de Varidncia: pretendeu-se determinar quais os
fatores que afetaram o aclmule de ions potassio no humor
vitreo, sendo detectado um Gnico fator, sendo este o tempo
decorrido de morte.

1.3 Estudo de Regresséao: visou explicar o comportamento da
variac&o do teor de potassio de acordo com o tempo decorrido
de morte, e a montagem de uma equagdo para determinagao
do tempo decorrido de morte, quantificando deste modo a

quantidade de variacéo (IX%), referente ao ions potassio.

{
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A utilizacdo do humor vitreo, através do estudo da
concentracao de ions potassio, na estimativa do tempo
decorrido de morte, vem sendo analisada desde os trabaihos
pioneiros de JAFFE*" (1962) e SCHLEYER® (1963), relatando
estes, as vantagens deste, em relacdo aos demais fluidos
COrporeocs.

A correlacao entre o aumento da concentracado de
fons potassio e o tempo decorrido de morte tém sido
estabelecida por diversos autores, sendo, para aiguns,
aritmetico; para outros, exponencial; inexistindo qualquer tipo
de aumento, para outros; e, para a maioria, sendo linear.

Existe consenso de que o método deve ser utilizado
com reservas, devido & grande dispersdao dos valores

encontrados, sobretudo em intervalos longos “post-mortem” .
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Os resuitados mais expressivos foram os alcangados
por STURNER““Iem 1963, em um estudo controlado de 54
cadaveres em |PM superior a 100 horas, com limites de
confianga de 95%, na concentracdo de potassio de = 95
horas; sendo o aumento linear, e descrito pela regressao:

Kl=5476:014n] ou

Entretanto, investigacdes posteriores nao confirmaram
este intervalo de confianga de 95%, e sim, uma variagio muito
~ ampia, com diferengas entre mortes sibitas e agodnicas, tendo
a duracdo do episodio terminal grande influéncia para
ADELSON et al.' em 1963. Portanto, este & o principal
obstaculo para a utilizacdo da concentracao de ions potassio
no humor vitreo, como estimativa do tempo decorrido de
morte.

Diversos motivos para os diferentes parametros de

regressio tém sido identificados:
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1) A duracdo do episédio terminal ( periodo entre o
inicio do ébito e 0 seu término);

2) A composicao das amostras em estudo, de acordo
com o tipo de Obito (mortes subitas, casos patolégicos, etc.);

3) Velocidades diferentes de aumenio da
concentracao de ions potdssio no humor vitreo, de acordo
com 0s nhiveis de uréia (indicador de disturbios eletroliticos
prévios ao 6bito);

4) Temperatura ambiente;

5) Possivel influéncia do alcool no momento da morte;

6) Estudos com diferentes |PM;

7) Instrumentos utilizados para medir a concentragao
de ions potassio;

8) ldade (a concentragdo de ions potassio no humor
vitreo, “post-mortem”, aumenta mais rapidamente em criangas
do que em adultos, provavelmente pelo menor didmetro do

globo ocular infantil).
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Nosso modelode  estudo  experimental visou
glimiminar o maior numero possivel destes fatores que
pudessem influenciar na analise de regressdo, através de:

1) Andlise em animais de mesma espécie, raca,
idade, sem diferencas estatisticamente significativas com
relagdo ao sexo, olho estudado e, ao tipo de ébito;

2) Padronizacao da técnica de coleta de humor vitreo,
sendo efetuada pelo mesmo individuo, com utilizagao de
materiais descartaveis e esterilizados;

3) Padronizagao precisa dos IPM, sendo cada amostra
retirada em intervalos estritos, em relacdo ao oiho do lado
oposto.

4) Padronizagdo da técnica de determinagao da
concentracdo de ions potassio, com utilizagdo dos mesmos

intrumentos utilizados, e realizados pela mesma pessoa.
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Manutencdo dos corpos no mesmo local, e a mesma
temperatura ambiente.

Através destes parametros, com diminuicdo das
possiveis varidveis, objetivamos demostrar se a concentragao
de ions potassio no humor vitreo alterava de maneira
estatisticamente significativa, e quantificar, através do valor de
R?, o real papel do actimulo de ions potassio na estimativa do
tempo decorrido de morte.

Na anadlise de variancia, pretendia-se determinar quais
eram os fatores que afetavam o acumulo de ions potassio no
humor vitreo; foi detectado um unico fator cujo efeito pbéde ser
estudado, sendo este, o tempo decorrido apés a morte, e
apresentando este, variagdo estatisticamente significativa
(P< 0,01%), com valor de R® de 0.591325, mostrando que 0
fator tempo foi responsavel por 60% da variacdo do teor de

potassio, sendo os restantes 40%, néo explicados, portanto,
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atribuidos ao acaso. O coeficiente de variacio de 19.39024 foi
um pouco alto para um experimento em laboratorio, mas que
pbde ser justificado pela influéncia de fatores bioldgicos que
nao foram efetivamente controlados.

O primeiro estudo de regressdo, para explicar o
comportamento da variagdo do teor de potassio de acordo
com o tempo, pelas analises através do sistema SAS,
recomendou a regressao linear, mostrando que esta é
significativa ao nivel pré-estabelecido de 5% (Prob>F =
0,0219), o que permitiu montagem de equagdo e a
determinacido do tempo decorrido apés a morte, a partir dos
valores de [K'] no humor vitreo, sendo esta:

Tempo = 2,511195 + 0,213317 [K"]

Esta equacdo, apesar de  estatisticamente

significativa, e permitir a estimativa dos valores de tempo

decorridos de morte obtido em funcéo dos teores de potasssio
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encontrados, mostrou um R? muito baixo (13,07), significando
que apenas 13% da variagdo observada nos dados pode ser
atribuida ao teor de potassio no humor vitreo, e que, portanto,
grande parte da variagdo permaneceu sem causa
contemplada pelo modelo.

Infelizmente, por ser este um estudo conduzido em
modelo experimental, inédito sob este ponto de vista na
literatura, ndo pudemos comparar 0s resultados obtidos, visto
0os demais serem realizados em seres humanos, e sem o
controle de varidveis, as quais foram ¢ objetivo deste.

Finalmente, acreditamos que para se realizar uma
estimativa mais precisa do tempo decorrido de morte, sera
possivel somente com um conjunto de métodos e tecnicas,
aplicadas aos diversos liquidos biolégicos e entre estes, 0
humor vitreo,

Sem davida, a analise completa dos ions

correlacionados ao potassio intra-ocular durante o processo
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de autdlise, entre eles o sédio, fosfato inorganico, cloro,

calcio, magnésio, bem como, de outras substincias
(hormbnios, enzimas, produtos do metabolismo proteico e
carboidratos), contribuirdo sobremaneira na melhoria dos
indices de R® demonstrados neste estudo, diminuindo desta
forma, os intervalos de confianca de 95% atraves de multiplas
analises de regressdo linear, tornando mais precisa a
estimativa do tempo decorrido de morte, através de analise de
constituintes do humor vitreo.

A técnica de coleta de amostra de humor vitreo,
preconizada no presente trabalho, pode ser executada
facilmente pelo Médico-legista ou qualquer outro elemento
investido na fungéo pericial;

O método empregado para a analise dos constituintes
do humor vitreo, fotometria de chama, constituiu-se de uma
técnica simples, acessivel a qualquer laboratoério de analises

clinicas, sendo economicamente viavel, podendo fornecer
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amostra suficiente para contraprova, mesmo algum tempo

apos, se devidamente armazenado;

Pelas caracteristicas anatdmicas do globo ocular,
pode ser aplicado nas diversas condicdes em que se
encontram o0s cadaveres, com resisténcia prolongada a
contaminacao microbiolégica por degradacdo bacteriana,
podendo inclusive ser utilizado como método de estimativa do
tempo decorrido de morte em casos de encontro somente de
segmento cefalico, conforme demonstrado por este
experimento,

A presente técnica permitiu a retirada de amostra de
tecidos corpdreos, neste experimento do humor vitreo, sem
danos estéticos ao globo ocular e face, minimizando, deste
modo, as seqielas e traumatismos indesejaveis ao corpo que
sera velado, bem como, a possiveis outros exames, como por
exemplo, exumacgdo cadavérica, eventualmente realizados

posteriormente.
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Com o desenvolvimento do presente trabalho,
obtivemos a sequinte conclusao:

- A estimativa do tempo decorrido de morte pela
determinag¢ao da concentracdo de ions potdssio no humor
vitreo de coelhos, apesar de um nivel de correlacéo baixo
(R?* = 13,07), propiciou uma técnica de estimativa objetiva,
portantc de utilidade junto as subjetivas (resfriamento
corpéreo, rigidez cadavérica, hipostases, entre outras), € que,
se analisado aos 0s demais constituintes do humor vitreo e
fluidos bicldgicos, podera eventuaimente tornar-se muito mais
precisa, como técnica de estimativa do tempo decorrido de

morte.
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1. Anédlises Efetuadas

De acordo com o0s objetivos determinados, optou-se
pela execucdo de irés tipos de analise, as quais sio

explicadas a seguir.

1.1. Analise preliminar

A aplicagédo da analise de variancia e do estudo de
regressdo s6 pode ser feita em dados que atendam certas
caracteristicas. Por vezes, pressupde-se o0 atendimento
dessas caracteristicas e chega-se a resultados equivocados ja
que, nem sempre elas sao razoaveis em um conjunto de

dados.

Para se evitar essa possibilidade, foi feito um estudo

inicial visando determinar se as pressuposi¢coes

necessarias para a aplicacdo dessas teécnicas que foram

atendidas. Quando as pressuposi¢des ndo forem atendidas,
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pode-se optar pela aplicacdo de técnicas que corrijam os

dados e possibiliterm o andamento das analises.

1.2. Analise de variancia

Através da analise de variancia, pretendeu-se
determinar quais sdo os fatores que afetam o acumulo de ions
potassio no globo ocular. Para essa analise, foi detectado um
unico fator cujo efeito pode ser estudado, que é o tempo

decorrido apos a morte.

1.3. Estudo de Regressao

Por fim, foi tentado um estudo visando-se encontrar
uma equacio que permita determinar o tempo decorrido apés
a morte, através dos teores de fons potassio observados no

olho.
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2. Estudo preliminar

Preliminarmente, diversas caracteristicas dos dados
foram analisadas, com o objetivo de se aplicar medidas que
viessem a melhorar os resultados obtidos na analise de

variancia e no estudo de regressao.

2.1. Obtencao da variavel de analise

O estudo objetivou correlacionar o teor de ions
potassio no olho, com ¢ tempo decorrido apos a morte do
animal.

Para se alcancar esse objetivo, foram analisados os
teores de ion no momento da morte do animal em um olho e,
decorrido um tempo varidvel entre 2 ¢ 10 horas, foi feita a

determinacio dos teores de potassio em outro olho.
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A fim de se eliminar as diferencas observadas entre
0s animais, j@ no momentc da morte (tempo 0), optou-se por

trabalhar com  uma unica variavel, calculada a partir da

subtracéo dos teores observados, desde o momento da morte
do animal, até os teores obtidos nos diferentes tempos apds a

morie.

O célculo seguiu a seguinte férmula:

Diferenca = K+i - K+0

K+i -, Teor de potassio observado no tempo i (i=2,4,6,8,10),
K+0 - Teor de potassio observado no momento da morte do
animal.

Procedeu-se dessa maneira, trabalhando-se

exclusivamente com o0 acimulo do fon apés a morte dos

animais.
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Os estudos seguintes foram efetuados sobre essa

nova variave! denominada de “DIF”.

2.2. Adequacéo da escala da variavel

A utilizagdo de certas ferramentas estatisticas s6
foram possiveis em dados que apresentassem caracteristicas

favoraveis.

Nesse caso, especificamente, a utilizacao de certas
ferramentas exigiu que os dados ndo apresentassem vaiores

iguais ou menores que zero.

Embora fosse esperado um acumulo de ion potassio,
o que foi observado na maior parte dos dados, em algumas
observagfes, os teores do ion se mantiveram, ou até, se
reduziram com o tempo, resultando em diferencas 0 ou

menores gue esse numero.
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Para que se aplicassem técnicas adequadas,
solucionou-se o problema através adicdo da constante dois (2)

aos dados, conforme a seguinte equacao:

Diferenc;a 2 = Diferenga + 2

Apds essa simples operacdo, todos os valores 0 ou
menores foram transformados em valores positivos, gerando-
se com i$s0, a variavel "DIF2°. Apéds essa transformacéio dos

dados, pbde-se prosseguir com 0s estudos preliminares.

2.3. Estudos de pressuposicoes

Em um primeiro estudo, efetuou-se uma analise
visando a deteccdo de pressuposicées necessarias para uma

analise de variancia.
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Atraves desse estudo, notou-se que foram violadas

duas pressuposicdes:
+ Homogeneidade de varidncias;
» Escala de respostas.

A homogeneidade de variancias (homocedasticidade)
foi observada quando os erros estimados nos grupos
formados pelos fatores s@o “parecidos”. Nesse estudo, os
erros tenderam a ser maiores conforme aumentou o tempo
decorrido apdés a morte dos animais, ou seja, a variacado foi
maior nos tempos maiores.

Uma possivel forma de solucionar esses problemas
seria através da transformacao de dados. Procedeu-se a um
estudo de maxima verossimilhanca o qual determinou que a
transformacdo dos dados para as respectivas raizes
guadradas seria adequada para melhorar a modelagem dos

dados.
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Efetuou-se essa transformacdo, de acordo com a

seguinte férmula:

SORTIDIF2 =~ DIF2

3. Analise de variancia

Considerou-se, para a anglise de variancia, a
existéncia de um fator ou causas de variagdo controlada, o
chamado fator TEMPO.

O estudo permitiu concluir se 0 TEMPO afetava
significativamente o acumulo de potassio, ou, em outras
palavras, se o teor médio de potassio diferia nos tempos.

Considerou-se que esse experimento foi casualizado

em blocos, j4 que houve uma restricdo & casualizagdo de

animais de sexos diferentes.
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O delineamento disse respeito a forma de atribuicéo
dos tratamentos aos animais. O sorteio do tempo que
demoraria para que 0s animais fossem analisados ocorreu

dentro de cada sexo.

3.1. Quadro de analise de varidncia

Através do teste F, mostrado no quadro de analise de
variancia, obteu-se um indicativo da probabilidade de erro que
seria cometida no caso da rejeicdo da hipdtese de nulidade

(Ho) enunciada a seguir:

Ho: Tempo 2 = Tempo 4 = Tempo 6 = Tempo 8 = Tempo 10

A rejeicdo da hipétese de nulidade se verifica, quando
o erro envolvido nessa decisdo é suficientemente pequeno.
Entende-se como pequeno, na maioria das pesquisas

cientificas, uma probabilidade de erro de até 5%.
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A rejeicdo da hipdtese de nulidade implica na

aceitagdo de uma hipotese alternativa:

Ha: Tempo; = Tempo; (i # j)

Correspondendo a um indicativo de que peio menos 2

entre 0s niveis testados diferem estatisticamente entre si.

O quadro de analise de variancia € mostrado na

Tabela 1.
Tahela 1. Quadro de analise de varidncia
Caysa de GL Soma de Quadrados  Quadrados Médios valor E Pr>§F
Varacio
WModeio 5 15130831749 3.02616636 0.0001
Blocos 1 1.49991532
Tempo 4 13.63091646 340772812 11.08 0.0001™
Rasiduo 34 1045717617 0.30756401

Total Corrigido 39 25.58800796
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Na linha que apresenta o Tempo como causa de
variagao, avaliou-se o efeito desse fator sobre o teor de K+ no

globo ocular dos animais previamente sacrificados. Na coluna

rotulada como Pr > F, o valor 0,0001 indicou que a
probabilidade de erro na rejeicdo da hipdtese de nulidade (Ho)
enunciada anteriormente é de 0,01 %. Como ¢ valor foi menor
que 0s 5% previamente_ estabelecidos, optou-se por rejeitar a

hipétese de nulidade e aceitar a hipétese alternativa (Ha).

Essa rejeicdo da hipdtese de nulidade nos deu fortes
evidéncias de que havia diferenca nas variagdes dos teores de
potassio entre, pelo menos, dois dos tempos estudados.

Antes de prosseguirmos com a analise, a Tabela 2
apresenta os valores de R? e do coeficiente de variagio, os
quais podem nos dar indicativos da adequacio do modelo

adotado.
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Tabela 2. Valores de R” e coeficiente de variacio para o modelo adotado.

R2: 0.591325
C.V.: 1635024

Através dessas estatisticas, conclui-se que o0 modeio
estava adequadc mas que poderia estar havendo a
concorréncia de alguma outra causa de variagao. O valor de
R? de um bom modelo deveria ser superior a 80 %, indicando
que as causas de variagdo usadas explicam 80%, no minimo,

da variacao que ocorre nos dados.

O modelo atual mostrou ser capaz de explicar
aproximadamente 60% da variagdo observada nos dados,
sendo os demais 40% n&o explicados, sendo atribuidos ao

acaso.

O coeficiente de variacdo (C.V.) também foi um pouco
alto para um experimento em laboratério mas que pode ser
justificado pela influéncia de fatores biolégicos que nao foram

tdo efetivamente controlados.
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3.2. Teste de Tukey

Uma vez rejeitada a hipdtese de nulidade, partiu-se
para um teste de comparac¢des multiplas que visa detectar

quais 830 as médias que diferiam entre si.

A tabela 3 mostra o resultado do teste de Tukey.

Tahela 3. Teste «da amplitude studentizada de Tukey para as ralzes quadradas das
diferencas{SQRTDIF2),

Alffa= 0.058 Gl= 34 QMR= 0.307564
Valor critico da amplitude studentizada = 4.072
Diferenca minima significativa = {, 7985

Tukey Grouping Mean N TEMPO

A 35710 8 10
A

] A 3,.3243 8 6

B A

a8 A 2.918 8 2

B

B (o] 2.5695 8 8
c
c 1.9142 8 4

Médias com as mesmas lefras ndo s@o significativamente diferentes entre si com nivel de
significancia de 5%
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A andlise do teste de Tukey revelou fortes indicios de
que as medias de [K+] nos Tempos 10, 6 e 2 foram maiores
gue a do tempo 4. Adicionaimente, conclui-se que a média de
[K+] no tempo 10 foi significativamente maior que a do

tempo 8.

Conclui-se, dessa forma, que existiu uma variacdo no

teor de potassio nos animais apds a morte.

3. Estudo de regressio

O passo seguinte foi um estudo objetivando-se o
ajuste de uma funcdo matematica que explicasse o
comportamento das variaveis estudadas. Esse estudo foi
dividido em duas partes:

» Um primeiro estudo de regresséo buscou explicar o
comportamento da variagdo do teor de potassio de acordo

com o tempo;
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o No outro estudo foi ajustada uma fungao, buscando-
se determinar 0 tempo decorrido apds a morte a partir dos

teores de potassio encontrados no globo ocular do animal.

3.1. Estudo do comportamento dos teores de K+ apés

a morte do animali.

Nesse primeiro estudo foi feita uma regressdo
buscando-se uma explicacdo da variagdo do teor de potassio
encontrado no olho dos animais apos a morte.

Para o estudo, optou-se pelo desmembramento doé 4
graus de liberdade pertencentes ao tempo nos quatro graus
de regressao possiveis.

O quadro de analise de varidncia da regressdc e

listado a seguir na Tabela 4.
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Tabela 4. Quadro de analise de varidncia dos modelos de regressio estudados.
Causa de Variacdo GL  Soma de Quadrados Quadrados Médios Valor F Br>fF

Modeio 5 15.13083179 3.02816636 9.84 0.0001
Blocos 1 149891832

Tempo 4 13.63091646 3,40772012 11.08 0.0001*
Reg. Linear 1 305443773 3.05493773 8.93 0.0034™
Reg. Quadr. 1 1.86196585 1.96196585 8.38 0.01764~
Reg. Cubic. 1 0.34996492 0.34996492 1.14 0.2836
Reg. 40. 1 8.26404796 8.26404796 26,87 0.0001*
Residuo 34 10.45717817 0.30756401

Totat Corrigido 3% 2558800796

Dos resultados observados na tabela 4, conclui-se que
os efeitos linear, quadratico e de 4° grau foram significativos.
Apenas a regressao cubica nao foi significativa.

Com a existéncia de trés modelos significativos,
pudemos calcular as trés funcbes que poderiam ser usadas na
explicacdo do comportamento da variavel. As trés equagoes

séo listadas a seguir na Tabela 5.
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Tabeia 5. Quadro de andlise de varidncia dos modelos de regressdo estudados.

Grau Equagdo de regressao

Linear: Variag8o de K+ = 22738796847 + 0,0877 x Tempo
{~ R*= 0.2241)
Quadratica: Variagio de K+ =3.200356879-
299354555xTempo+0.033088473xTempo’
(* R*= 0.3681)
Guaro grau: Variagdo de K+ =15.43 - 15,3?xT??3pé: g 4(,)5%3(7';&21;1;:02 Q.5 Tempo3+0,02xTempo*

“* Indica equacgies significativas com nivel de significancia de 1%
* indica equaches significativas com nivel de significancia de 5%

Na tabela 5, observa-se as diversas equacdes atraves

das quais pode-se explicar 0 comportamento da variagao do

teor de potassio em fung&o do tempo decorrido apés a morte.

Entre parénteses s&o colocados os asteriscos indicando o
nivel de rejeicdo da hipétese de que todos os coeficientes sao
estatisticamente iguais a zero e o valor da estatistica R? que

explica a quantidade de variagdo do tempo que pode ser

explicado atraves da fungio.



CONTRIBUIGAC AQ ESTUDO DA ESTIMATIVA DO TEMPO DECORRIDO DE MORTE ATRAVES DA DOSAGEM
DE iONS POTASSIO NO HUMOR VITRED,

APENDICE

Um primeiro critério usado para selecionar a equacéo
€ o nivel de significancia. Por esse critério as trés equagdes
atendem o requisito ja que todas s&o significativas, a equag¢ao

de 3° grau foi descartada em funcgéo de ser ndo significativa.

Um segundo critério para selecionar entre as
diferentes equacdes é o valor da estatistica R® Por esse
critério, a equagdo mais adequada é a de 4° grau ja que ela
explica 87,72% da variacdo observada nos dados que é
causada pelo tempo.

Um terceiro critério que deve ser considerado séo as
implicagdes tedricas envolvidas na ado¢do de um ou de outro

modelo.

Em vista do valor de R? sugeriu-se utilizar o modelo de
4° grau ja que o valor de R? era muito superior, entretanto,
coube ao pesquisador a selecdo do modelo mais adequado,

de acordo com as caracteristicas esperadas para a variavel.
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A seguir, em complemento ao estudo anterior,
procurou-se obter o ajuste de uma curva que permitisse a
estimativa do tempo decorrido apdés a morte, através da

determinacéo dos teores de ions K",

4. Analises efetuadas

Foi efetuado um estudo de regressio através do
sistema SAS. Um estudo de pressuposi¢des foi efetuado
através do médulo LAB do SAS o qual permitiu a  verificagao
de escala de resposta, inexisténcia de efeito de graus
superiores aos testados, homogeneidade de variancias e

dados muito influentes.

Através dos testes, verificou-se que todas as
pressuposicdes eram razoaveis. Adicionalmente, um teste de
maxima verossimilhanga indicou que os dados poderiam ser

mais facilmente modelados se houvesse a elevagao dos
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dados a 0,85; detectou-se todavia, que essa poténcia nio

melhoraria significativamente o ajuste.

5. Estudo de reqressio

Posteriormente ao estudo de pressuposicdes, utilizou-
se o procedimento REG do SAS para efetuar a regressio
linear previamente recomendada pelas analises preliminares.

Os resultados saoc mostrados na tabela 6.

Tahela 8. Resuitado da analise de variancia para o estudo de regressao linear.

Varidve! dependente: TEMPO  Tempo decorrido
Analise de Variancia

C. De Var. GL Soma de Quadrado Valor F Prob>F

Quadrados Médio

Modelo 1 41.81019 41.81019 5711 0.0219
Residuo 38 278.18981 7.32078

C. Total 39 320.00000
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A analise de variancia da regressdo mostrou que o
modelo foi significativo ao nivel  pré-estabelecido de
5% (Prob>F = 0,0219) o que nos forneceu evidéncias de que ©
tempo dependia linearmente do teor de potassio e que o
estudo poderia prosseguir.

A tabela 7 traz informacdes a respeito dos parametros
estimados e que permitem a estimativa dos valores de tempo

obtido em funcao dos teores de K+.

Tabela 7. Parametros estimados segundo modelo linear.

Varidvel GL Parametros Erro Padrdo. - Tfor HO:  Probs| T
Estimados Parameter =
| s
INTERCEP 1 2511165  1.52126325 1.651 0.1070
KT 1 0213317 0.08926143 2.390 0.219

Os dados da tabela 7 permitiram a montagem da
equacdo que permitiu a determinacdo do tempo decorrido
apbés a morte a partir dos valores de K+, a qual é expressa a

segquir;
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TEMPO = 2,511195 + 0,213317*KT (* R*=13,07)

A equacdo, apesar de significativa, apresentou um
valor de R? muito baixo (13,07) o que mostrou que apenas
13%  da variacdo observada nos dados pdde ser atribuida
ao teor de K' e que grande parte da variagdo permaneceu

sem causa de variagdo contemplada pelo modeio.

Os graficos a seguir mostram a linha de regresséao

interpolada pela regressao linear.
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Srafico 1. Linha regressao interpolada pela
regressao linear.
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Gréfico 2. Linha de regressao interpolada pela regressao

linear.
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SUMMARY

SUMARY

This study was based on the estimation of the time since death
by correlation of vitreous potassium and “post-mortem” period.

We obtained vitreous humour of 40 habbits, that died by the
same way, violent death, and we performed timed removal of vitreous
humour at an interval of 2 hours until the first 12 hours after death.

We performed determination of potassium concentration by
flame photometry, and the resuits were studied by statistical methods.

The conclusion was that vitreous potassium rises over the

“post-mortem” interval on a statistically significant level.
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