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RESUMO

RESUMO

Este trabalho constituiu-se na determinacdo da concentracéo de
fons potassio no humor vitreo de coelhos apdés a morte procurando
correlaciona-la com a estimativa do tempo decorrido de morte. A coleta
de humor vitreo foi realizada nos olhos de 40 ( quarenta ) coelhos em
intervalos de 2/2h iniciando-se com 2 horas até 12 horas apés a morte.
O mecanismo de morte foi trauma cranio encefalico seguido de
decapitacéo de maneira idéntica em todos eles. Foi utilizada a técnica
de dosagem ions de potassio através de analisador de eletrélitos ion-
seletivo e os resultados foram analisados estatisticamente. Os
resultados demonstraram que ocorreu variacido estatisticamente
significativa na concentracdo de ions-potassio relacionada ao tempo
decorrido de morte. Estes resultados foram comparados com aqueles
obtidos com a técnica de fotometria de chama, levando-nos conclusdo
que os resultados pelo analisador ion-seletivo sao mais especificos e

tem mais acuracidade.
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ABSTRACT

ABSTRACT

This study was built up on the determination of the potassium ion
concentration at habbits humour vitreous after it's death trying to
correlate it with the death time estimation. The humour vitreous
collection of fourty habbits was made during an interval of two hours
starting with two hours until the first twelve hours after death. The death
mechanism was a cranial traumatism followed by a decaptation in the
same way for each of them. We perfomed the determination of
potassium concentration by ion - selective analyser and the results were
studied by statistical methods, demonstrating that it has occured a
statiscaly important variation in the potassium ion concentration related
with the death time. This results were compared with those ones taken
by the flame photometry technique, showing us that the results made by

the ion - selective analyser are more especific and have more accuracy.
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1. INTRODUCAQ

Seja qual for 0 seu mecanismo, morte natural (patolégica) ou
violenta, a morte €, em Ultima andlise, a cessacdo dos atos vitais ou
seja, a funcao cerebral, de respiracao e circulagdo. Como ponderava
¥ THOINOT, ela ndo € um momento, mas um verdadeiro processo e a
morte do todo, do conjunto, ndo coincide com a morte das partes.
(Y"ARBENS, 1988).

Cessada a respiracao e a atividade cardiaca, tém inicio a morte
dos tecidos e 6rgaos, num processo dinamico de fenémenos fisico e
quimicos, sendo a regra, a ordem de sensibilidade como segue: células
nervosas em primeiro lugar, epitélios glandulares , endotélios,

miocardio, musculo esquelético, pele, espermatozéides, epitélios

ciliados, leucécitos.
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Apébs a morte, a célula sofre um processo de dissolucao ( lise ),
sendo que os 6rgaos, tecidos e células ndo cessam suas atividades
simultdneamente ( dai ser possivel o seu aproveitamento em
transplantes) e sim de maneira gradativa, constituindo os chamados

fendmenos cadavéricos, que se dividem em abidticos ( avitais ou

vitais negativos ) e transformativos. Os abibticos, por sua vez, se
dividem em imediatos ( perda da consciéncia, perda da sensibilidade,
abolicdo da motilidade, parada da respiracao, parada da circulacéo ) e
consecutivos (resfriamento do corpo, rigidez, desidratacdo, manchas de
hipdstases ou livor cadavérico € mancha verde abdominal.

Os fendmenos transformativos podem ser de duas ordens: 0s

destrutivos ( autdlise, putrefacdo e maceracdo ) e conservadores
(mumificacao e saponificacéo). ( FRANCA, 1977 ).

A cronotanatognose, ou seja, o estudo dos fendbmenos
cadavericos correlacionando-os com o tempo de morte, € um dos mais

controversos e intrigantes assuntos, havendo a necessidade de
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realizar-se uma anélise completa de todos os sinais que a compoem
pela inexisténcia de método Unico que a determine com preciséo.
(¥SCHLEYER, 1963) .

O tempo de processo autolitico & determinado por varios fatores,
entre eles: fatores anatdbmicos locais ( globo ocular, eséfago,
estdbmago), peculiaridades especificas de células e tecidos, fatores
bioquimicos (principalmente glicblise ), fatores “ante” e “pds-mortem”,
especialmente temperatura e ph. ( ¥'COE,1980)

Durante o processo de morte, sdo constatados fenémenos vitais
ou biologicamente explicaveis, denominadas reacbes supravitais ou
atividade supravital conforme ¥ SCHLEYER, (1963) cuja duracao varia
consideralvemente em diferentes tecidos, localizacdes topograficas
distintas devido aos depdsitos energéticos e velocidade de glicdlise
diversos, segundo (¥"MADEA et al. , 1989).

Devido a isto, ao estudarmos os processos autoliticos,

correlacionando-os com o tempo decorrido de morte, devemos ter em

10
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mente estas consideracbes, pois sem a devida diferenciacdo das
estruturas estudadas, o local de coleta do tecido, fatores “ante” e “post-
mortem” (principalmente temperatura e ph ), a margem de erro do
processo autolitico estudado ira aumentar consideravelmente, quanto
maior for o intervalo “post-mortem”. ( ¥SCHEYER, 1963 e ¥ COE,
1980.)

Assim sendo, o humor vitreo, por suas caracteristicas peculiares
( topografia isolada e anatomicamente bem protegida com resisténcia a
contaminacao bacteriolégica por degradacdo bacteriana, ¥HARPER,
(1989) ; estrutura bioquimica peculiar, fluido coléide com poucas
células e vascularizacdo ausente, YWURSTER et al. (1985) ,
“BALAZS et al. (1984), ¥BERMAN et al. , (1970) pelo acesso
facil e técnica de coleta simples, torna-se um valioso meio para o
estudo da concentracdo de ions poés-mortem, além do que o

processamento € econdmicamente viavel.

11
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Entre os varios eletrdlitos existentes no vitreo, sdédio, potassio,
calcio e cloro, ¥ SIMON e ROYO (1985), o potassio sofre difusdo pos-
mortem da retina para o corpo vitreo, e, de maneira menos expressiva,
do cristalino para o vitreo, (¥BITO, 1970).

Em vida, ha diferencas de concentracdo entre os compartimentos
oculares com influxo de potassio através do corpo ciliar e cristalino por
transporte ativo celular e do vitreo para a retina por difuséo, pois a
concentracao no humor vitreo € maior do que no plasma.

No periodo “p6s-mortem” 0 processo se inverte pela parada
do transporte ativo do cristalino, e o gradiente de potassio na interface
vitreo-retiniana se inverte, havendo posteriormente equilibrio por
difusdo. (¥ BITO ,1977).

A correlagao entre 0 aumento da concentracao de ions no humor
vitreo e o tempo estimado de morte, tem sendo estudado por diversos

autores. (Y COE, 1989).

12
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Nosso trabalho basicamente procurou avaliar quantitativamente,
fons-potassio no humor vitreo de coelhos, no periodo “pés-mortem” e
comparativamente quanto a técnica empregada ( fotometria de chama
X analisador de elétrons - ion-seletivo ), mantendo-se as mesmas
condicdes quanto ao mecanismo e tempo decorrido de morte
(imediatamente posterior e até 10 horas da morte ), devido ao maior

interesse médico legal no estudo deste periodo.

13
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Entre os autores que estudaram o ion potassio no globo ocular de
coelhos , destacamos inicialmente os trabalhos de ¥ REDDY e
KINSEY (1960), que, através da fotometria de chama, obtiveram
valores de potassio no vitreo de coelhos albinos entre 37,0 e 74,5
mg%, constatando ser bem superiores as do humor aquoso e sangue e
também bastante superiores aos encontrados em humanos.

¥BOTING et al. ( 1963 ), estudando o transporte catidnico no
cristalino do coelho, vitela e gato, encontraram quantidades
significativas de sédio e potassio no epitélio do cristalino e, em menor
qguantidade na capsula e processos ciliares.

¥FOWLKS ( 1963 ), estudando a movimentacao idnica no globo
ocular, estabeleceu que substancias de baixo peso molecular
movimentam-se no sentido do corpo ciliar para o disco éptico ¥'BITO
e DAVSON ( 1964 ) encontraram valores médios de potassio de 22

mg% na camara posterior, 17 mg% na camara anterior, 20,5 mg% no

15
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vitreo anterior e 19 mg% no vitreo posterior em olhos de coelhos
albinos.

Atribuiram estas diferencas de valores a ag¢ado do cristalino como
sendo elemento que mantém o gradiente de concentragao entre o
humor aquoso e o0 humor vitreo.

¥ PRESTE e TRAVERSO (1966) , encontraram em coelhos
valores de potésio de 5,14 = 0,16 meg/l no vitreo imediatamente apos a
morte e também que a concentracao de potassio aumentou em um
periodo de 24 horas apds a morte e explicaram este fato como
consequéncia dos fenbmenos autoliticos.

¥ KOMURA e OSHIRO ( 1977 ), analisaram 30 amostras de
humor aquoso e vitreo de olhos de coelhos, em exames periddicos em
temperaturas de 2°C, 6°C, 23°C e 27°C e concluiram que nao houve
variacdo significativa para os valores de potassio com relacdo a

variacao de temperatura no humor aquoso € nem no vitreo.

16
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¥HONDA et al. ( 1983 ), estudando as concentracdes de ions
sodio, potassio, magnésio e caicio antes e depois da extracdo do
humor vitreo através de vitrectomia em coelhos, sugeriram que a
variacao de valores idnicos encontrados € decorrente de gradientes de
concentracdo entre o corpo vitreo e adjacentes, sendo a parede
posterior do globo ocular, a via principal. Demonstraram também que o
transporte ativo de ions pelo corpo ciliar, contribui significativamente
pelo equilibrio idnico.

¥GAIOTTO, P. ( 1997 ), estudando a concentracdo de ion
potassio no humor vitreo de 40 coelhos com IPM de 2 até 12 horas,
com mesmo mecanismo de morte ( trauma cranio encefalico ), com
padronizacdo de variaveis ( sexo, temperatura ambiente ) , com a
técnica de fotometria de chama encontrou variacdo na concentracao
de ions potassio em relacao ao tempo decorrido de morte, constatando

aumento nesta concentracao, porém este aumento respondeu por

17
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apenas 13% da variacdo de tempo, sendo que os outros 87% n&o
foram determinados pelo experimento, com um R? baixo (13,07).

Entre os autores que estudaram a concentracdo de ions potassio
no vitreo HUMANO e sua correlacado com o intervalo “pés-mortem”,
destacamos inicialmente o trabalho de ¥JAFFE ( 1962 ), que
analisando 36 amostras de vitreo de olhos de 31 cadaveres em
intervalos “poés-mortem” ( IPM ) de até 125 horas, cuja idade variou de
17 a 81 anos, concluiu que a concentracao de potassio aumenta em
propor¢ao aritmeética, com o aumento do decorrer do IPM.

Atribuiu a este fato a difusdo de potassio das células retinianas
para o interior do corpo vitreo. Verificou nao haver diferencas
estatisticamente significativas entre cadaveres mantidos refrigerados
ou em temperatura ambiente.

¥ ADELSON et al. ( 1963 ), analisando 349 amostras de humor

vitreo de 209 cadaveres, concluiram que existe uma relacéo estreita

18
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entre potassio vitreo e o intervalo “pdés-mortem” dentro das primeiras 24
horas apds a morte.

¥STURNER ( 1963 ), analisando 54 cadaveres em IPM supeior a
108 horas, concluiu haver proporcao aritmeética, inclusive chegando a
formula IPM = 7,14 . {K+} - 39,1, com coeficiente de correlacédo (r ) =
0,987, e intervalo de 95% de limite de confianca de mais ou menos 9,5
horas. |

¥YHUGHES ( 1965 ), estudando 135 cadaveres em IPM de mais
ou menos 20 horas, estabeleceu que o0 aumento de potassio nao pode
ser correlacionado com consisténcia suficiente com o IPM estudado.

¥'HANSSON et al. ( 1966 ), analisando 203 cadaveres com

IPM de 3 a 310 horas, estabelecendo um intervalo de confianca de
95% de mais ou menos 40 horas; e em 180 casos com IPM maior ou
igual a 120 horas, obtiveram aumento linear de potassio vitreo.
Concluiram também que ap6s 48 horas, houve grande dispersao nos

valores de potassio e que a idade, sexo e raga nao exerceram

19
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influéncia nos resultados, ao contrario da duragao do periodo agdnico,
que poderia influenciar os resultados.

YMARTCHENCO ( 1966 ), analisou 300 amostras de vitreo com
IPM entre 6 e 48 horas, concluindo que dependendo da causa e tipo da
morte, os valores podem ser diferentes e que ndo houve variagao
quanto ao sexo, idade e condicGes de conservacao de corpos.

Y¥LIE ( 1967 ), em 88 amostras de vitreo, com IPM de 2 a 95
horas, ndo encontrou diferencas significativas entre os dois olhos e a
temperatura do cadaver. Conclui como causas de erro na determinacao
de potassio vitreo: distribuicdo irregular de potassio no vitreo
(aspiracbes menores que 0,5 ml podem dar diferencas significativas);
aspiracdo forcada (levariam a sucgéo forcada de células da retina
aumentando a concentracido de potassio na amostra), mistura de
sangue ou aquoso ao vitreo, devido a sucgéo por agulha em local nao

apropriado.

20
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¥ LEAHY e FARBER ( 1967 ), analisando 52 cadaveres em IPM
de até 30 horas de pacientes que faleceram no momento da entrada
no hospital, determinaram que a concentracdo de potassio do vitreo
aumenta, porém de maneira dispersa, nao sendo estatisticamente
significativa.

¥COE ( 1969 ), analisou 160 amostras de pacientes
hospitalizados com mortes subitas ou violentas e sem antecedentes de
disturbios eletroliticos, com IPM de até 100 horas, observando aumento
de potassio com grande variacao individual, de padrao aritmético.

¥ KRAUSE et al. ( 1971 ), analisando 262 amostras com IPM de
até 230 horas, concluiram por aumento exponencial de potassio,
estabelecendo as equacdes {K+} = 2,96 + 1,65 . VH ou h = ({K}-2,96),
com coeficiente de correlagao (r) = 0,7 e sugeriram que 0 emprego de
varios métodos em conjunto levaria a uma estimativa mais precisa de

IPM.

21
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¥ADJUDANTIS E COUSTELINIS ( 1972 ), analisando 120
olhos, com IPM de até 120 horas, em intervalos de 3 em e horas,
detectaram um aumento linear de potassio neste estudo, porém nao se
revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os 2 olhos,
nem em fatores como causa de morte, idade e sexo.

¥ KOMURA e OSHIRO ( 1977 )em analise de 90 amostras com
IPM de 30 horas, estabeleceram correlacdo linear entre potassio e
vitreo e IPM, com a variacao sendo maior em temperaturas mais altas
(de 26° & 29°C ) do que em mais baixas ( de 13° a 17°C).

Y GREGORI et al. ( 1978 ), em amostra de 47 cadaveres,
utilizando o0 método de espectofotometria de absorcdo atbmica,
concluiram também haver correlacdo linear de aumento da
concentracéo de potassio vitreo e o IPM. Observaram que esta técnica
pode ser um método mais preciso para a estimativa do tempo de morte

do que a fotometria de chama.
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¥FOERCH et al. ( 1979 ), em analise de 50 amostras de vitreo,
estabeleceram correlacéo linear entre potassio vitreo e IPM, mesmo
resultado obtido por ¥Y'BLUMENFELD et al. ( 1929 ), com 129 amostras
de criancas entre 1 e 13 anos, com IPM de 11 horas a 17 horas,
¥ FORMAN e BUTTS, ( 1980 ) em 82 amostras de vitreo, ¥ FARMER
et al. (1980 ), em IPM de 24 horas a 120 horas.

¥YMADEA et al. ( 1989 ), em 405 amostras com IPM de 130
horas, divididos em 3 grupos: Grupo | = o total de amostras; Grupo |l =
com niveis de uréia no humor vitreo maior que 100mg% e episddio
terminal menor que 6 horas e Grupo lll = com uréia maior que 100
mg% no humor vitreo, concluiram que existem variacdes
estatisticamente significativas entre os dois olhos, bem como, os
indices de uréia menor que 100 mg% como sendo 0 mais preciso
padrao para analise de disturbio eletrolitico, prévio a morte que possa
interferir nos niveis de potassio vitreo “p6s-mortem”, melhorando os

limites de confianca de 95% na analise de potassio vitreo e sua
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correlacao com o IPM.

¥ SPARKS et al. ( 1989 ), analisando 91 amostras com o IPM
de 60 horas, juntamente com os niveis de methody - tyramine ( 3-mt)
do putamen cerebral , concluiram que a analise conjunta destes dois
fatores melhora a estimativa do tempo decorrido de morte.

¥MONTALO et al. ( 1989 ), analisando 289 amostras do IPM de
80 horas, estabeleceram intervalos de mais ou menos 8 & mais ou
menos 23 horas com 95% de intervalo de confianca nos varios
subgrupos estudados ( idade, sexo, tipo de morte, condicbes
climaticas).

¥GAMERO et al. ( 1990 ), em 60 amostras com IPM de 24
horas, determinaram que a melhor correlacio entre o potassio vitreo e
IPM, ocorre em casos de morte menor que 17 horas.

¥ROGNUM et al. ( 1991 ), em 87 amostras com IPM de 120
horas, realizaram coletas repetidas (duas vezes por olho), em

temperaturas diferentes ( 5°C, 10°C, 15°C e 23°C), concluindo que
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quanto maior a temperatura ambiente, maior sera a velocidade de

aumento dos niveis de potassio no humor vitreo.
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PROPOSICAO

O proposito deste trabalho constituiu-se em realizar um estudo
experimental em coelhos da variagao da concentracéo do ion potassio
no humor vitreo, procurando-se controlar ou reduzir as variaveis que
pudessem interferir no resultado como: idade, tipo de morte,
temperatura, sexo e confrontar os resultados obtidos dentro das
mesmas pré-condicbes pela técnica de fotometria de chama com a de
analisador de eletrélitos ion-seletivo, objetivando determinar-se a
importancia do ion potassio no humor vitreo como um determinante do
tempo decorrido de morte e da variabilidade de resultado obtida de
acordo com a técnica laboratorial empregada na determinacdo da

concentracdo deste ion no humor vitreo.
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MATERIAL E METODOS

A amostra utilizada em nosso experimento, constituiu-se de 40
coelhos albinos da raca 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
que foi traumatismo cranio encefalico por acdo vuinerante de
instrumento contundente, isto &, pela energia cinética promovida pelo
deslocamento acelerado de um “cépo” ( pedaco ) de madeira na méo
do executor em direcao a regiao occiptal do cranio do coelho.

Em seguida os animais foram submetidos a decapitacédo com um
instrumento cortante, isto €, pela acdo de uma faca, anotando-se o
exato momento da hora do Obito, constatado pela parada cardiaca

(figura 1).
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FIGURA 1 - Aspecto geral da cabe¢a do coelho no momento exato do ébito.

Foram constituidos 05 grupos, cada um com 08 animais, sendo
04 machos e 04 fémeas, sendo os mesmos devidamente identificados
com fitas adesivas, individuais, numeradas de um a quarenta,
anotando-se 0s respectivos grupos e sexo, sendo realizado no
momento do 6bito a coleta do humor vitreo do olho direito de todos os

quarenta animais e, a seguir, em intervalos de 02 horas (grupo I), 4
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horas (grupo 1l ), 6 horas ( grupo lll), 8 horas (grupo IV ) e 10 horas
(grupo V), “post-mortem”; foram também realizadas coletas do olho
esquerdo e os animais foram mantidos a temperatura ambiente de
26°C a 29°C até o horario da coleta sistematizada das amostras de
cada grupo.

A técnica da coleta do humor vitreo utilizada foi a descrita por
¥COE (1969 ), realizada através de puncao na esclera a 3 mm de
limbo esclerocorneano, com uma agulha de calibre 13X4,5 ( 26
Gauge ) acoplada em seringa descartavel de 3,0 ml, devidamente
esterilizada, com aspiracao lenta e gradual, de cerca de 0,3 a 0,5 ml de
humor vitreo, para se evitar “contaminacdo” de espécime com
fragmentos de retina ou outras particulas, tendo-se o cuidado de
introduzir a agulha integralmente no globo ocular, atingindo o bisel o
centro do mesmo, obtendo-se desta maneira apenas amostras

incolores de humor vitreo (figura2).
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FIGURA 2 - Aspecto geral do local da pun¢ao da agulha para a obtengao do
humor vitreo.

A coleta deste material foi sempre analisada a olho na, com o
auxilio de uma lupa, com o objetivo de se evitar a presenca de outras

substancias organicas no sangue.
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As amostras coletadas foram colocadas em tubos de ensaio,
centrifugadas e mantidas congeladas em - 70° C até o momento de
serem analisados.

As anadlises foram realizadas em aparelho analisador de ion-
seletivo, de maneira padronizada, onde os tubos de ensaio eram
colocados diretamente no “PROBE” do aparelho através da qual a
amostra é aspirada por bomba a vacuo.

As leituras foram realizadas automaticamente no analisador de
ELETROLITOS AVL 9180, ndo havendo assim qualquer contato
manual ou diluicao por parte do operador do aparelho, sendo os
resultados exibidos no visor do mesmo e anotados. Para transformar os
valores de mEg/l em mg%, utilizou-se a seguinte férmula, baseada no

padrao Tritsol 9976 Merck:

mg% =mEq/l : 0,25
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Os valores obtidos com o analisador de ion seletivo, estdo

expressos nas grades a seguir onde:

N° > numero da etiqueta adesiva que identifica o coelho

G - numero do grupo

F > fémea

M > macho

V > amostra do humor vitreo

0O.D. > olho direito

O.E. » olho esquerdo

K* > concentracédo de ions potassio obtida na amostra de humor

vitreo, em mg%

35



CONTRIBUIGAO A ESTIMATIVA DA CRONOTANATOGNOSE ATRAVES DA DOSAGEM DE IONS
POTASSIO POR ANALISADOR ION-SELETIVO NO HUMOR VITREO

RESULTADOS OBTIDOS

GRADE | - Dados obtidos da amostra apos 2 horas

D) [Hora(0E) ] K(OD)

E..
=

10n25min | 400

10h3emin | 3858,

/ | 08hd1min | | 10hd1min |

Valor médio = Inicial Apéds 2h
47,3 51,0
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GRADE |l - Dados obtidos da amostra apés 4 horas

1 11h3gmin

11h4imin | 440

] v | ornazmin JL 516 | 1tharmin | 516

Valor médio = Inicial Apés 4h
425 48,4
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GRADE lll - Dados obtidos da amostra apds 6 horas

p. 3 Potass:o mg%

| Héra(o E. )‘ ]

66,0

L s 14h19m|n]f 684

| “5§0f8h20miﬁ 1 6 .","v"f4h2i(53f;mﬁi§n | 720

[eerzzmn | o7 | Taann | 776

Valor médio = Inicial Apods 6h
436 73,0
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GRADE |V - Dados obtidos da amostra apés 8 horas

oo

G ""fP04 Potassxo mg%

K+(OD)

zo;.s =

1 5h59mm‘:;ft L

01min |

Valor médio = Inicial
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GRADE V - Dados obtidos da amostra apos 10 horas

RUPO 5 - Potsssio - j}‘mg%

580 ﬂ‘!?hSOmm

Valor médio = Inicial Apds 10h
43,0 77,6
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GRADE VI - Valores médios encontrados

__VALORESINICIAIS |  VALORESFINAIS
otom.Chama || A, lon Seletivo | Fotom, Chama || A. lon Seletivo

73 || 652
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mg%
90

80

;

74.5

154

INRRRARRRNRRRRNRRRARERRERRRARRNEEY

8H 10H
TEMPO DECORRIDO DE MORTE

O ESPECTOFOTOMETRIA DE CHAMA

EJANALISADOR DE IONS SELETIVOS

VALORES MEDIOS FINAIS DA FOTOMETRIA DE CHAMA

X

ANALISADOR DE ION-SELETIVO
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mg%
80 T

74.5

70

60

50 11473

425 27 [0 43

36.5

333

HIRERNRRRRRRNRANEREE

4H 6H 8H 10H
TEMPO DECORRIDO DE MORTE

B ESPECTOFOTOMETRIA DE CHAMA

O ANALISADOR DE iONS SELETIVOS

NALI R DE ION SELET]
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Os dados obtidos revelam que houve aumento no teor de
potassio com o decorrer do tempo, tendo em vista os valores médios
iniciais e apos 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas € 10 horas ( vide

grades LILIILIV e V expostas da pag. 36 & pag. 40 .

Verificamos também que os valores médios iniciais foram mais
elevados quando obtidos pelo analisador ion-seletivo do que pelo
fotbmetro de chama e que os valores médios finais tiveram variagao
pouco significativa (vide grade VI a pag. 41, grafico 1 a pag. 42 e

grafico 2 a pag. 43).
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ANALISES ESTATISTICAS EFETUADAS
(Vide Apéndice)

Apbs a compilacdo dos resultados obtidos, submetemos os
dados obtidos a analise de dados que constou das seguintes técnicas

estatisticas:

1. ESTATISTICAS DESCRITIVAS: objetivaram descrever o conjunto
de dados e subsidiar parametros para comparacao de resultados. Sao
elas: a média, desvio padrado, erro padrado da média, o intervalo de
confianca e o0s valores minimos e maximos da concentracdo de ion

potassio.

2.ANALISE DE VARIANCIA: objetivou determinar os fatores que
afetaram o aumento de potassio no vitreo; no caso, o tempo

decorrido de morte, foi o fator encontrado como explicacao.
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3. ESTUDO DE REGRESSAO LINEAR: Objetivou o desenvolvimento
de um método ( equacao ), para se estimar o0 tempo decorrido apds a

morte através dos teores de potassio no vitreo.
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O estudo de concentracao de ions-potassio no humor vitreo vem
sendo efetuado por diversos autores, tendo destaque os trabalhos
pioneiros de ¥ JAFFE ( 1962 ) e SHLEYER ( 1963 ) que enfatizaram as
vantagens de utilizacdo do humor vitreo, em relacdo aos demais fluidos
do organismo.

A relacao entre o tempo decorrido de morte e 0 aumento da
concentracdo de potassio no humor vitreo tem sido aritmética para
alguns autores, inexistente para outros, exponencial para outros, sendo
que para a maioria dos autores esta relacao € linear.

Ha necessidade de se considerar que principalmente apds longos
intervalos pés-mortem os resultados sao muito variaveis, portanto a
utilizacdo deste método tem muitas controvérsias e tem sido avaliado
com reservas.

Existe na verdade, grandes variacbes de resultados e considera-

se que o tipo de morte ( subita ou agbnica ) bem como a duracéo do
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episédio terminal, tém grande influéncia nestes resultados segundo
“ADELSON et al. (1963).

Assim sendo, varias situacbes podem ter influéncia sobre os
resultados finais, quais sejam:
1) duracéo do episddio terminal ( periodo entre o inicio do 6bito e seu
término ).
2) composicdo das amostras de em estudo ( mortes subitas,
patolégicas, etc...)
3) distarbios hidroeletroliticos prévios ( indicados pelos niveis de uréia
que é um indicador de disturbio hidroeletrelitico prévio ).
4) temperatura ambiente ( variacbes podem alterar resultados).
5) estudos realizados com IPM diferentes.
6) idade ( a concentracdo de potassio no vitreo aumenta mais
rapidamente em criancas do que em adultos, possivelmente pelo
menor didmetro do globo ocular da crianca ).

7) alcool : possivelmente teria influéncia no momento da morte.
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8) metodologia ( instrumentos ) para dosagem de ions potassio.

Este estudo, além de visar reduzir ou eliminar varios fatores que

pudessem interferir nos resultados, tipo:

1) estudo em animais da mesma espécie, raca, idade, sexo.

2) mesmo mecanismo de morte: trauma cranio-encefalico.

3) técnica de coleta de humor vitreo padronizada e com utilizagcdo de
materiais descartaveis e esterilizados.

4) padronizacao dos IPM analisados em 2, 4, 6, 8 e 10hs.

5) padronizacao de temperatura ambiente.

6) analise no mesmo aparelho - analisador ion seletivo e pelo mesmo
operador.

Além disso, analisamos o0s resultados obtidos com técnicas
diferentes: analisador ion-seletivo X fotometria de chama, dentro das
mesmas pré-condicbes estabelecidas acima, com o objetivo de se
avaliar possiveis resultados diferentes com relacado ao tipo utilizado

para a dosagem de potassio.
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Os dados obtidos mostram que ha aumento no teor de potassio com o
decorrer do tempo e este aumento é estatisticamente significativo,
sendo que os desvios padrao sao bastante préximos entre si.

A analise de variancia, que procura fornecer indicios da validade
da utilizacao de fator tempo na explicacdo da variacao de concentracao
de ion potassio, informou-nos que este fator foi estatisticamente
significativo para explicar as diferencas de concentracao R?=0,497524,
sendo que ficou demonstrado pelo valor de R®> que cerca de 50% da
variacao de potassio pode ser atribuida ao tempo, ao passo que 50%
da variacdo tem causa ndo identificada no modelo. E um valor
razoavel, desde que se leve em conta a natureza biolégica dos dados.

O estudo da regressao linear permitiu estabelecer uma equacao

para determinar o tempo decorrido de morte, sendo esta:

y = 0,1002 .x + 4.1155

y = tempo
X = concentracéo de potassio [ K 7]
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Para esta equacdo, o R® =0,3819 e o valor deste, nos da indicios
de que se trata de uma estimativa estatisticamente significativa.

Comparando-se os valores obtidos neste estudo, com os obtidos
pela fotometria de chama, em condi¢cées semelhantes por Gaiotto, P.
(1997), encontramos que os valores iniciais em todos os grupos ( 2, 4,
6, 8 e 10hs ), foram mais elevados quando obtidos no analisador ion
seletivo, sendo que o valor médio obtido pela fotometria de chama foi
38,14 mg% e pelo analisador ion-seletivo 42,58 mg%. Observamos
adicionalmente que os valores finais, tiveram variacdo pouco
signiﬁcétiva, sendo em termos médios 65,42 mg% na fotometria de
chama e 61,38 mg% no analisador ion-seletivo, que permite inferir que
a analise ion-seletiva € mais especifica € mais acurada tendo em vista
os valores iniciais e a andlise estatistica com valores de R? mais
elevados e que possivelmente fatores bioldégicos modificam os
resultados subseqientes, nao podendo no entanto serem mensuraveis

no modelo utilizado.
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A técnica utilizada neste estudo pode ser facilmente executada
pelo Médico-legista ou outro profissional na funcdo de perito.

O método usado para dosagem de potassio, analisador ion-
seletivo, vem sendo gradativamente utilizado em laboratérios de
Analises Clinicas, portanto de facil acesso e econbémicamente viavel.

O globo ocular por suas caracteristicas de resisténcia mais
prolongada a contaminagdo de microorgasnismos da degradacao
bacteriana tem grande validade nos casos de condi¢cdes adversas de
encontro de cadaveres, inclusive nos casos de encontro somente do
segmento cefalico, conforme demonstrado neste estudo.

A técnica de retirada do humor vitreo é estéticamente adequada,
nao promovendo mutilacdes ou deformacdes indesejaveis ao corpo a
ser velado.

Finalizando, acreditamos que a dosagem de ions no humor vitreo,
especialmente o ion potassio, aplicada a um conjunto de métodos e

técnicas, inclusive com outros ions e liquidos biolégicos sendo
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analisados, além de outros indicadores, contribuird significativamente

para uma estimativa mais precisa do tempo decorrido de morte.
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CONCLUSOES

Com o desenvolvimento deste estudo, obtivemos a conclusao
que a estimativa do tempo decorrido de morte através da determinacao
da concentragcao do ion potassio no humor vitreo de coelhos pelo
analisador ion seletivo propiciou uma técnica de estimativa objetiva, e
de utilidade junto as técnicas subjetivas de rotina, que é mais seletiva e
que tem mais acuracidade que a fotometria de chama ( R? mais
elevado ) e que podera eventualmente tornar-se mais precisa, como

técnica de Cronotanatognose.
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RELATORIO DE ANALISE DE DADOS

1.INTRODUCAO

O presente relatdrio objetiva apoiar a interpretacado de resultados
obtidos em um servico de processamento de dados oriundos de
pesquisa cientifica planejada e conduzida pelo pesquisador.

Nao se objetiva o desenvolvimento de um texto que deva, em
todo ou em parte, ser anexado ao trabalho cientifico, mas apenas
apoiar a interpretacéo do relatério emitido pelo pacote computacional
adotado no processamento de dados. Todos os célculos foram

efetuados através do sistema SAS.
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2.TECNICAS ESTATISTICAS ADOTADAS

Foram aplicadas as técnicas estatisticas solicitadas pelo

pesquisador as quais sao listadas e comentadas em seguida.

2.1 PREPARACAO DOS DADOS

O Uanico método para preparacdo dos dados para posterior
analise consistiu da subtragdo do valor observado no tempo 0 de cada
animal. Com isso, os valores trabalhados correspondem a variacao dos
valores ap6s a morte.

Aplicando-se esse método eliminou-se variacbes existentes nos
animais antes da morte dos mesmos, controlando-se mais essa

possivel variagéo do acaso.
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CALCULO DA DIFERENCA

Os valores usados na analise correspondem a diferenca entre os
dados observados nos diversos tempos e os valores observados no

momento da morte do animal.

Diferenca = K'i - K'op (i =2;4;6;8;10h)

2.2 ESTATISTICAS DESCRITIVAS

Um primeiro grupo de estatisticas aplicadas objetivam descrever
o conjunto de dados. A essas estatisticas da-se o nome de "estatisticas
descritivas". Sozinhas, elas ndo apoiam grandes conclusdes, entretanto
sao Uteis na caracterizacao do conjunto de dados.

Como estatisticas descritivas serdo listadas a média, o desvio

padrao, o erro padréo da média, o intervalo de confianca e os valores
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minimos € maximos da concentracdo do ion potassio [K'].

As estatisticas descritivas sdo particularmente Uteis quando se
necessita de um parametro para comparacao de resultados. O uso das
estatisticas descritivas garante um conjunto de medidas que permitem

avaliar a repetitibilidade do ensaio em outras situacdes.

2.3 ANALISE DE VARIANCIA

A analise de variancia objetiva fornecer indicios da validade da
utilizacdo de um fator (tempo) na explicagdo da variaggdo de uma
variavel dependente (Diferenca no teor de Potassio). Através da analise
de variancia busca-se quantificar a probabilidade de errar ao rejeitar

uma hipétese, a chamada hip6tese de nulidade (Ho):

Ho: [K']2 = [K'14=[K']6= [K']s=[K ]10

A hipdtese de nulidade foi formulada "a priori" com explicito

objetivo de ser rejeitada uma vez que sua aceitagdo ndo nos fornecem
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indicios que permitam concluir que ha diferenca entre as médias
verdadeiras de potassio nos diversos tempos avaliados o que é

matematicamente expresso através da hipotese alternativa:

H.: [K+]; = [K+]; (i =)

A rejeicao da hipotese de nulidade e conseqiliénte aceitagéo da
hipétese alternativa permite que se conclua que ha diferenca entre pelo
menos duas dentre as médias de potassio estudadas, entretanto,
através da andlise de variancia nao permite concluir quais s&o o0s
tempos nos quais as médias diferem entre si. Sendo assim, se houver
indicios para rejeicao de Hg sera efetuado um teste de Tukey para

comparac¢des multiplas de médias.

Antes, todavia, da analise de variancia sera efetuado um estudo
de suposicbdes no qual procura-se indicios da validade da aplicagcéo da

técnica no conjunto de dados.
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2.4 ESTUDO DE REGRESSAO LINEAR

O estudo de regresséo linear objetiva o desenvolvimento de um
método para se estimar o tempo decorrido apds a morte através dos
teores de potassio observado. A aplicacao do método resultara em uma
equacao na qual pode-se substituir o teor determinado e obter uma

estimativa do tempo pds-morte.

3. RESULTADOS

3.1 ESTATISTICAS DESCRITIVAS

A Tabela 1 reline as estatisticas descritivas selecionadas para a
andlise. Sao listadas as estatisticas gerais (com base em todos os
dados) e as estatisticas calculadas com os dados de cada um dos

tempos analisados (2h, 4h, 6h, 8h e 10 h).
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Tabela 1. Estatisticas descritivas calculadas com os teores de potassio

mo  Intervalode =
__ Confianga 95%

Temp‘co“ N"Obs Média 'IV\:’ad\réo ‘Padréo Inferior Superior Minimo Méx‘imo‘

Geral 40 18.800 17.660 2.792 13152 24.448 -17.600 65.200

3.750 16.001 5657 -9627 17.127 -17.600 24.400
5900 11.021 389% -3.313 15113 -13.600 20.800
29350 11.927 4217 19.379 39.321 13.600 48.800
20400 11208 3.963 11.030 29.770 0.000 33.200
34600 15090 6335 21985 47.215 13.200 65.200

-
OO hAN
@ 0 00 0

Na Tabela1 observa-se que hd um aumento no teor de
potassio de acordo com o passar do tempo, exceto quando se observa
a variacao do tempo 6 para o tempo 8 quando ha um decréscimo.

Os desvios padrao sao bastante préximos entre si. Observa-se
que nao ha uma diferenca nem de 2x entre o menor € 0 maior desvio
observados respectivamente no tempo de 4h e 2h.

Através dos limites do intervalo de confianca estima-se que as
médias verdadeiras ou populacionais estejam dentro desse limite com
95% de probabilidade.

Foram, também, incluidos os valores minimos e maximos de
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cada grupo.

3.2 ANALISE DE VARIANCIA

Preliminarmente a analise de variancia é efetuado um estudo de
suposicoes que objetiva determinar se os dados podem ser submetidos
a essa importante ferramenta de analise de dados. Objetiva-se verificar
se a variavel de resposta (concentracido de potassio) tem escala
adequada, se ha problemas de delineamento, se ha homogeneidade de
variancias, auséncia de "outliers" (valores discrepantes) e de valores
excessivamente influentes.

Através da analise pode-se antever ou até corrigir possiveis
problemas para a analise de variancia.

O quadro com o estudo de suposicbes € apresentado em

seguida:
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C.OSMAR
OBSERVATIONS (N=40): all
ANALYSIS: One-way ANOVA
RESPONSE: DIF
FACTORS: TEMPO
CLASSES: TEMPO
USER-EXCLUDED OBSERVATIONS: none
ASSUMPTIONS VIOLATED:
Response scaling

Observamos que ha indicios de que a escala da variavel de
resposta ndo € adequada. Essa suposi¢cdo pode ser corrigida através
de uma transformacéo de dados e a correcdo adequada pode ser
obtida simplesmente somando-se uma constante que transforme todos
os dados em valores positivos, entretanto, nao se recomenda tal
transformacao porque nao obter-se-a resultados compativeis com as
medidas observadas no ensaio.

O quadro de analise de variancia é listado na tabela 2.
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Tabela 2. Quadro de analise de variancia

Variagdo @ Quadrados  Médios S =

Tempo 4 6051.32000 1512.83000 8.66 0.0001
000 000

Residuo 35 6111.56000 174.616000
000 00

Total 39 12162.8800
Corrigido 0000
R-Quadrado: 0.497524 C.V.:70.28848

Através do quadro de analise de variancia concluimos que ha
fortes indicios para a rejeicdo da hipdtese de nulidade, ou seja, ha
fortes indicios de que ha diferenca entre as médias verdadeiras de teor
de potassio nos diferentes tempos.

O valor rotulado como Prob > F nos da indicios de que ha menos
de 1% de probabilidade de erro no caso de se optar pela rejeicao de
Ho.

O valor de R? nos informa que cerca de 50% da variagéo no teor
de K+ pode ser atribuido ao tempo ao passo que 50% da variacao tem

causa nao identificada no modelo. E um valor razoavel desde que se
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leve em conta a natureza biolégica dos dados.

O valor do coeficiente de variacdo (C.V.) igual a 70,28 informa
que ha uma grande variabilidade dos dados em torno da média o que
pode atrapalhar o procedimento de identificacdo de médias que diferem
entre si 0 que é feito, em seguida, através do teste de Tukey.

O resultado é listado na Tabela 3.

Tabela 3. Teste de Tukey
_ GruposdeTurkey ~ Méda ~  Tempo
A 29.350 6
B A 20.400 8
B 5.900 4
B 3.750 2

Média com a mesma letra nao s&o significativamente diferentes
entre si.

Alfa=0.05 GL=35 QMR = 174.616
Valor critico da Amplitude Estudentizada = 4.066
Diferenca minima significativa = 18.996
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Pelo teste de Tukey ha indicios de que as médias verdadeiras da
concentracdo de potassio observado as 2 e 4h apds a morte dos
animais sao diferentes das médias observadas 6 e 10 horas apds a
morte dos animais.

N&o ha indicios para se afirmar que existem diferencas entre as
médias observadas 2 e 4h ap6s a morte, nem entre as médias obtidas
6 e 10h apds a morte dos animais. A média observada 8h ap6s a morte

nao difere de nenhuma das outras médias.

3.3 REGRESSAOQ LINEAR

O estudo de regressdo objetiva estabelecer uma equacao
matematica, a qual pode ser usada na estimativa do tempo pés-morte
através dos teores de K*. Antes do estudo de regressdo € importante a

elaboracdo de um estudo de suposicdes que é listado em seguida:
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C.OSMAR

OBSERVATIONS (N=40): all

ANALYSIS: Simple linear regression
RESPONSE: TEMPO

FACTORS: DIF

MODEL: Linear

USER-EXCLUDED OBSERVATIONS: none
ASSUMPTIONS VIOLATED: none

E importante ressaltar que o estudo de suposicdes no revelou

qualquer violacao o que garante a adequacéo dos dados para o estudo

de regressao.

A Tabela 4 traz 0 quadro de andlise de varidncia do modelo de

regressao.

Tabela 4. Quadro de analise de variancia para 0 modelo de regressao

Causade =~ GL 2~ Somade Quadrados  ValorF  Prob>F
Modelo 1 122,2 122,2 23,48 0,0000
Residuo 38 197,8 5,205

Total 39 320,0
Corrigido
R-Quadrado: 0,3819 C.V.: 38,024

Essa analise € usada para detectar se o efeito do modelo no valor
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estimado do tempo é significativamente maior que o efeito do acaso.
No quadro ha indicios de que o teor de potassio afeta
significativamente a estimativa do valor do tempo p6s-morte.

O passo seguinte € o estudo dos parametros estimados para o

modelo de regressao linear adotado para esse estudo:

y=a+t+b.x

De acordo com o modelo adotado temos uma variavel aleatéria
continua dependente (y) que em nosso caso especifico € o tempo poés-
morte. Espera-se que o valor de tempo tem efeito de uma outra variavel
continua chamada de preditora (x) que nesse caso representa o teor de
K"

Temos entao, a seguinte equacéo:

tempo =a + b . concentracao de ion K+
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Os valores de a e b sdo chamados de parametros estimados e

sdo apresentados e testados na Tabela 5.

Tabela 5. Parémetros estimados e teste pertinente.

T ermo GL , Parametros Emo Padrar:: T  Prob>[T|
-  Bsades . . 0
INTERCEPT 1 4,115 0,530 7,759 0,0000
O (@)
[K'] (b) 1 0,100 0,0207 4,846 0,0000

Através do quadro anterior temos indicios de que os dois
parametros s&o significativamente diferentes de 0 e isso &€ uma

evidéncia de que o parametro afeta significativamente a variavel

dependente.

A equacao resultante do estudo € a seguinte:

tempo=4,1155+0,1002.concentracédo de ion

K+(R?: 38,19%)

A equagcédo pode ser observada na figura 1 apresentada em

seguida.
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Tabela 6

Regressao Linear

_ y=0,1002x + 4,1155 |
R’ = 0,3819

Tempo (h)

-20,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
[K+] (mg%)

Ha fortes indicios de que a concentracdo de potassio aumenta

apbs a morte e a estimativa pode ser feita através da equacao.
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