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PREFACIO

Segundo dados do IPEA', nos Gltimos 35 anos, ocorreram cerca 1,5 milhdo de
assassinatos no Brasil, colocando o pais na condi¢do de campedo mundial em historico
de homicidios. O relatério anual de estatisticas (World Health Statistics 2016)" da
Organizacdo Mundial da Saude — OMS classificou 194 paises, entre eles o Brasil,
quanto a taxa de homicidios para 100.000 habitantes. Paises como Portugal, Argentina,
Angola, Paraguai e India permaneceram com taxas abaixo de 10 homicidios/100.000
habitantes, entretanto, o Brasil apresentou indice de 32,4 homicidios/100.000
habitantes, sendo classificado na 112 posi¢do entre os paises com a maior taxa mundial.
A sensagédo de violéncia conecta-se intimamente ao fendmeno do assassinato, o qual
corresponde a solidificacdo de inseguranca que se encontra disseminada por toda uma
sociedade. Conforme pesquisa do Sistema de Indicadores de Percepcdo Social — SIPS™
sobre Seguranga Publica, 70,4% dos entrevistados na regido centro-oeste brasileira, por
exemplo, declaram possuir muito medo de serem vitimas de assassinato.

A caréncia de recursos para a estrutura da Seguranca Publica brasileira,
principalmente a Pericia Criminal, é historica, 0 que compromete a atuacdo eficiente
desta instituicdo, também chamada de policia técnico-cientifica. Uma das implicacdes
deste critico cenario é que muitos processos penais de homicidio, 0s quais tramitam no
Poder Judiciario, acabam ndo sendo instruidos com os elementos necessarios para se
demonstrar autoria e materialidade de um crime. Nesse sentido, a aproximacgéo
cientifica entre as Universidades e as policias técnico-cientificas estaduais, através de
politicas publicas para formagdo e capacitacdo de recursos humanos, utilizacdo de
tecnologias e equipamentos de alta precisdo, pode representar uma importante rota de
reducdo da impunidade.

Este estudo é fruto da necessaria integracdo entre Pericia Criminal/Universidade
e visa contribuir com o0s métodos para levantamentos periciais de locais de crime,
através da utilizacdo da microscopia de forga atbmica e a analise de hemacias em

manchas de sangue.

I Violéncia e seguranga publica em 2023: cenarios exploratorios e planejamento prospectivo - IPEA, 2015. Disponivel em:
http://www.ipea.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=article&id=26752. Acesso em 04/03/2017.

i World Health Statistics (2016), disponivel em: http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2016/en/. Acesso em
04/03/2017

il SIPS (2012), disponivel em: http://www.ipea.gov.br/portal/images/stories/PDFs/SIPS/120705_sips_segurancapublica.pdf. Acesso
em 04/03/2017.
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RESUMO

Manchas de sangue estdo entre 0s vestigios mais recorrentes em cenas de crime.
Estabelecer o tempo desde a deposicdo (time since deposition - TSD) dessas manchas,
pode constituir o primeiro indicio dos investigadores forenses acerca do momento em
que um crime foi cometido. O sangue inicia o0 processo de envelhecimento a partir do
momento em que sai do corpo humano e entra em contato com o ambiente fisico. As
propriedades biofisicas (morfologia e elasticidade) das hemécias (RBCs) sofrem uma
série de mudangas, muitas das quais podem ser avaliadas utilizando técnicas
microscopicas como a microscopia de forca atdmica (MFA). O objetivo geral do estudo
foi avaliar por MFA e espectroscopia de forca o processo de envelhecimento associado
as possiveis modificacfes das caracteristicas das RBCs em manchas de sangue,
determinando se ha algum padrdo de transformag&o temporal. Os resultados qualitativos
demonstraram que nédo ha diferenca morfoldgica na estrutura da RBC, quando do exame
de imagens de MFA pela simples comparacao visual, durante o periodo de 28 dias de
analise aplicado no estudo. Entretanto, os resultados quantitativos, pelas analises micro-
e nanométricas de MFA, demonstraram a tendéncia de aumento linear das medidas
médias, tais como area da superficie e volume dessas células durante esse periodo,
quando a mancha de sangue foi depositada sobre superficie de vidro e mantida sob
condicdo ambiental ndo controlada. Observou-se também que a varia¢do da temperatura
e da umidade pode alterar a avaliacdo dessas medidas médias durante a estimativa do
TSD. O tipo de superficie para deposicdo de mancha de sangue deve ser levado em
consideracdo durante analises para o célculo temporal, e os resultados obtidos sobre 0s
suportes de vidro, metal e ceramica evidenciaram diferencas significativas nas medidas
das RBCs. A superficie de metal apresentou valores maiores, quando comparado com as
outras duas superficies. Para avaliar a possibilidade de aplicacdo dos dados obtidos,
pelo padrédo temporal das RBCs foram utilizados mapas auto-organizaveis de Kohonen
(Self-Organizing Maps — SOM). Apesar das observagdes aqui obtidas, a utilizacdo da
MFA, durante levantamentos periciais em locais de crime, ainda requer a ampliacéo e o
desenvolvimento de estudos cientificos para a determinacdo de um método capaz de
avaliar, com precisdo, o TSD de manchas de sangue.

Palavras-chave: hemécias, microscopia de forca atbmica, idade de manchas de sangue,
cenas de crime, tempo desde a deposicao, anélise criminal.



ABSTRACT

Bloodstains are among the most recurring traces in crime scenes. Establishing the time
since deposition (TSD) of these spots may be the first clue of forensic investigators as to
when a crime was committed. The blood starts the aging process from the moment it
leaves the human body and comes into contact with the physical environment. The
biophysical properties (morphology and elasticity) of red blood cells (RBCs) undergo a
series of changes, many of which can be evaluated using microscopic techniques such
as atomic force microscopy (AFM). The overall aim of the study was to evaluate by
AFM and force spectroscopy the aging process associated with possible modifications
of the characteristics of RBCs in blood spots, determining if there is any pattern of
temporal transformation. The qualitative results demonstrated that there is no
morphological difference in the structure of the RBC when examining AFM images by
simple visual comparison during the 28 day period of analysis applied in the study.
However, the quantitative results, by micro- and nanometric analyses of AFM,
demonstrated the linear increase trend of the average measurements, such as surface
area and volume of these cells during that period, when the blood stain was deposited
on glass surface and maintained under uncontrolled environmental conditions. It was
also observed that the variation of temperature and humidity may alter the evaluation of
these mean measurements during the estimation of TSD. The type of surface for blood
stain deposition should be taken into account during analyzes for the temporal
calculation, and the results obtained on glass, metal and ceramic supports showed
significant differences in RBC measurements. The metal surface presented higher
values when compared to the other two surfaces. Kohonen's self-organizing maps
(SOM) were used to assess the possibility of applying the data obtained by the temporal
pattern of RBCs. In spite of the observations obtained, the use of AFM in crime scenes
still requires the expansion and development of more scientific studies to determine the
method capable of evaluating the TSD in blood spots.

Keywords: red blood cells, atomic force microscopy, age of bloodstains, crime scenes,

time since deposition (TSD), criminal analysis.
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1. INTRODUCAO



1.1. Manchas de sangue e a andlise de vestigios criminais

Manchas de sangue estdo entre os vestigios, mais frequentemente, encontrados
em cenas de crimel*, Quando se considera os crimes contra a vida, que envolvem
disparo de arma de fogo, utilizacdo de arma branca ou qualquer outro meio aplicado
para causar lesdo corporal, a presenca de sangue nesses locais é quase uma constante a
ser considerada durante o processo investigativol?l.

A determinacdo dos padrdes de dispersédo das manchas de sangue, em cenas de
crime, pode fornecer elementos importantes para uma investigagéo forense, auxiliando
na analise da dindmica criminosal®l. Estabelecer o tempo desde a deposicéo (time since
deposition - TSD) dessas manchas pode ser o primeiro indicio dos investigadores
forenses acerca do momento em que um crime foi cometido. Isso é particularmente util
quando esses vestigios constituem a tnica peca de evidéncia disponivel em um crimel®l,

Vestigios de sangue em locais de crime representam provas de enorme valor
forense, permitindo desde a possibilidade de se determinar o perfil genético de um
suspeito, até mesmo a reconstrugdo do evento criminoso. Porém, até o presente
momento, o potencial para utilizacdo de manchas de sangue na determinacdo do
momento em que um crime foi cometido, ainda ndo foi estabelecido como um método
eficaz, apesar das diversas tentativas nesse sentidol®l. Assim, seria altamente desejéavel
gue o TSD de uma mancha de sangue pudesse ser determinado com precisdo, pois
poderia estabelecer uma conexao temporal acerca do momento de um assassinato, por
exemplo.

Basicamente, 0 sangue inicia o processo de envelhecimento a partir do momento
em que é removido do corpo humano e entra em contato com o ambiente fisico. Um
exemplo, é o fato de que as propriedades biofisicas (morfologia, rigidez e outras) das

hemécias (RBCs) sofrem uma série de mudangas assim que deixam o ambiente



fisiologicol®l. Para a interpretacio forense, o sangue geralmente é expelido do corpo
humano, durante a producdo de uma lesdo criminosa. Entdo, estimar o TSD de uma
mancha de sangue pode, por exemplo, definir termos de referéncia para um alibi,
restringir o alcance de um inquérito policial ou mesmo a extensdo de um processo
penall™.,

Uma prova criminal pode perder a sua relevancia juridica caso ndo seja
demonstrado que o seu tempo de producdo esta relacionado com 0 momento em que um
crime foi cometido!®, e essa indagacio esta entre as mais desafiadoras no campo das
ciéncias forenses!®l. A interpretacio imperfeita ou a falha na analise de um vestigio
observado em local de crime é um aspecto crucial, principalmente, se a data e hora de
um evento criminoso nao puderem ser estabelecidas por outros métodos investigativos
[191 Nesse sentido, o processamento de uma cena de crime é considerado como um dos
aspectos mais criticos de investigagdes criminais eficazes. Locais de crime analisados
inadequadamente podem resultar em provas juridicas de qualidade baixa, aumentando o
risco de investigacdes ineficazes e/ou condenagdes injustas™],

O “Principio da Troca” de Edmond Locard afirma que quando um crime €
cometido, h4 uma transferéncia cruzada de evidéncias entre a cena de crime e 0 seu
autor: “Todo contato deixa uma marca” [*2. Desse modo, os investigadores forenses se
esforcam para utilizar a ciéncia na busca dessas evidéncias, em uma tentativa de
desvendar seu significado!*®l. Porém, a busca por vestigios nem sempre é missdo de
facil execucdo, j& que em muitos casos tais elementos resultantes da acdo delituosa, quer
originarios dos autores de um crime, quer originarios das vitimas, somente podem ser
detectados por meio de anélises moleculares, microscopicas e mesmo em nanoescala,
sendo que, na maioria dos casos, requerendo equipamentos cientificos de altissima

acurécia e precisdol*4l,



As metodologias utilizadas em nanociéncia e a nanobiotecnologia podem
contribuir com as ciéncias forenses na andlise e deteccdo de provas criminais em
nanoescala. Vestigios que ndo eram recolhidos ou considerados anteriormente, devido
aos limites de detecgéo dos instrumentos, agora podem ser utilizados para subsidiar as
investigacOes. Alguns exemplos dessas aplicagfes em nanoescala podem ser observados
nas deteccgdes forenses de pequenas quantidades de residuos de pdlvora, metais pesados,
explosivos, drogas, sangue, em fingerprint de DNA ou em impressfes papiloscépicas
[15].

Algumas agéncias estrangeiras j& comecaram a financiar projetos de pesquisa
sobre as aplicagcdes de nanotecnologia em ciéncias forenses, para a area de seguranca.
Em 2000, a agéncia National Nanotechnology Initiative — NNI (www.nano.gov) foi
criada pelo governo dos Estados Unidos para coordenar os esforcos Federais e
promover a competitividade do pais em nanotecnologia. Em 2008, a NNI publicou o seu
primeiro plano estratégico envolvendo areas como meio ambiente, salde e seguranga. O
investimento NNI total acumulado desde o ano fiscal de 2001, incluindo a proposta para

2016, totalizam mais de US$ 22 bilhdes. Os investimentos acumulados em meio

ambiente, satide e seguranca, de 2006 a 2015, ja atingiram quase US$ 1 bilhdo".

Com o crescente investimento em nanotecnologias na area de seguranca, O
desenvolvimento de instrumentos de investigacdo em nanoescala contribui diretamente
com as analises de locais de crime, proporcionando a obtencdo, por investigadores
forenses, de micro- e nano- vestigios. Devido ao seu potencial para obtencdo de
informacGes em nanoescala, a microscopia de forca atbmica - MFA tornou-se uma

técnica muito versatil para medir as pequenas forcas envolvidas em sistemas

VDados coletados do NNI - Supplement to the President’s 2016 Budget, documento preparado pelo Subcommittee on
Nanoscale Science, Engineering, and Technology/National Science and Technology Council — U.S. Disponivel em:
http://www.nano.gov/sites/default/files/pub_resource/nni_fy16 budget supplement.pdf. Acesso em 10/11/2016.
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bioldgicos'® e as pesquisas sugerem que este método pode muitas vezes complementar

as técnicas mais tradicionais utilizadas nas investigacdes policiais®’.

1.2. Microscopia de Forca Atdomica (MFA) e a anélise de materiais bioldgicos

Desde a invencdo do microscopio de forca atdmica por Binnig et al. (1986)8],
um grande nuamero de pesquisas, dedicadas a aplicacdo em citologia e medicina, foram
realizadas, como, por exemplo, a anélise de células cancerigenas™™® - 23, Diversos
estudos j& demonstraram que esse tipo de microscopia permite visualizar materiais
bioldgicos em alta resolucio e medir suas caracteristicas biofisicas e morfologicast??.

A MFA apresenta a capacidade de obter imagens de alta resolucdo, por meio das
medidas das forcas de atracdo ou repulsdo entre a superficie de uma amostra (p.
exemplo, esfregaco de sangue) e uma ponteira (agulha) bem fina integrada a um
cantiléver, o qual percorre a superficie topografica da amostra. Esta varredura €
realizada por intermédio de um sistema piezoelétrico, com deslocamento, nas posi¢oes
X, y e z (Fig. 1). Desta forma, a deflexdo no cantiléver (integrado com a ponteira),
causada pela interacdo com a amostra, pode ser medida. Um sistema 6ptico, com feixe a
laser e um fotodetector, determinam o quanto o cantiléver deflete para cima ou para
baixo, devido a topografia da amostra. Com os dados da deflexdo da ponteira ao longo
dos eixos X, y e z, reconstroi-se a imagem por intermédio de software especifico. No
modo contato, a forca que o cantiléver exerce sobre a superficie da amostra, provocada
pelo deslocamento do eixo z do piezo, permite a quantificacdo das propriedades do
material que esta sendo analisado!®® (Fig. 1).

Antes do desenvolvimento da MFA, as Unicas ferramentas utilizadas para
investigar as caracteristicas morfoldgicas de globulos vermelhos eram microscépios de

luz e os microscépios eletrénicos de transmisséo e de varredura. A resolugdo obtida com



0 uso do microscépio de luz é limitada a, aproximadamente, metade do comprimento de
onda da luz; porém com a microscopia eletrénica, a resolucdo permite a visualizagao de
componentes estruturais em escala nanométrica, desde que as amostras sejam
devidamente processadas para investigagdo ultraestrutural. Contudo, em nenhuma
dessas técnicas ha a possibilidade de se obter medigdes precisas e estruturais ao longo

do eixo z (altura) de uma amostral?4l,

Laser

Fotodetector
Cantiléver
e agulha

—

Computador ¢
controlador da
realimentagio

Sistema piezoelétrico
tubular de varredura

Figura 1: llustracdo do principio de funcionamento do microscopio de forca atdmica.
Fonte: Herrmann, Paulo S. P. et al (1997) %31,

Com o uso da MFA, é possivel investigar estruturalmente e também
mecanicamente a superficie das RBCs, quando estes sdo dispersos em uma mancha de
sangue seca e exposta. Consequentemente, a MFA fornece informagbes qualitativas e
quantitativas da topografia de superficie de eritrdcitos, tais como o raio, volume, area de
superficie, perimetro e altura, bem como permite determinar as propriedades
nanomecanicas, tais como a dureza e viscoelasticidade[?®. No modo de mapeamento de
forca (curvas forgaxdistancia ou espectroscopia de forca), também, é possivel assinalar

pontos de interesse sobre um eritrocito e por meio de uma forca predefinida, a ponta



(sonda) do cantilever pode ser pressionada nesses pontos assinalados e, assim,
investigar diversos parametros nanomecanicos locais!?®l. Sumarizando, a MFA fornece
informagdes em micro- e nanoescala sobre as geometrias das células, bem como acerca
das propriedades mecanicas de sua superficiel?’],

Diversos estudos ja avaliaram a estrutura lipidica e proteica da membrana
plasmatica das RBCs!? 2°1, Para manter sua morfologia, conservando a forma biconcava
natural, tipica de mamiferos, a membrana das RBCs dispde de um citoesqueleto, que se
encontra sob a membrana plasmatica. Uma técnica bastante utilizada para analisar a
funcio do citoesqueleto tem sido a microscopia eletrénical®. No entanto, uma
desvantagem deste método, para estudos e analises forenses, é o fato de que apenas as
células submetidas a processamentos quimicos podem ser estudadas adequadamente, o
que dificulta a andlise de células secas em manchas de sangue depositadas em
superficies ou em um ambiente fisiolégico normal®. Assim, uma das vantagens da
MFA em relacdo a microscopia eletronica, na andlise de vestigios obtidos em locais de
crime, € a possibilidade de se obter imagens de estruturas em condi¢Ges ambientais. A
MFA n&o necessita da aplicacdo de vacuo e nem da modificacdo do vestigio, por meio
de revestimento condutor metalico (no caso da microscopia eletrénica de varredura) ou
da acdo de fixadores quimicos e processos de desidratacdo, inclusdo em resina e
seccionamento (no caso da microscopia eletrénica de transmisséo). Consequentemente,
essa microscopia pode ser considerada um método conservativo (ndo destrutivo)®H,
caracteristica fundamental dentro das analises forenses, principalmente em locais de

crime com poucos vestigios



1.3. Transformagdes morfoldgicas das hemécias quando fora do organismo
humano

No interior do corpo humano, o sangue é responsavel pelas trocas gasosas, pelo
transporte de hormonios e nutrientes, pela defesa contra patdgenos, coagulacéo,
homeostase e também pela regulacio da pressdo osmoétical®2l, Em sistemas sanguineos
humanos, as moléculas de hemoglobina estdo presentes, principalmente, em duas
formas: uma sem oxigénio - desoxihemoglobina (Hb) e outra saturada com oxigénio -
oxi-hemoglobina (HbO2). O nivel de saturagdo medio de sangue arterial &€ > 90% e de
sangue venoso > 70%. Apenas uma pequena parte, cerca de 1%, de HbO> € auto
oxidada em uma terceira forma, met-hemoglobina (met-Hb) (Fig. 2)E31. A hemoglobina,
quando esta ativa na circulacdo sanguinea, torna-se protegida contra a desnaturacao,
pois se encontra internalizada nos glébulos vermelhos do sangue e os ions de ferro do
grupamento heme s3o mantidos no estado ferroso (Fe**) por mecanismos, tanto
enzimaticos, quanto ndo enzimaticos, de modo que a formacdo de met-Hb, composto
que ndo possui afinidade pelo oxigénio, é dificultadal®.

Porém, em cenas de crime, quando ha uma leséo e a consequente exposicdo de
sangue sobre um substrato qualquer, ocorrerd uma série de processos de degradacédo
sobre 0 sangue exposto. A maioria das RBCs sofrera hemdlise e as moléculas bioldgicas
estardo envolvidas em reacdes de hidrélise e de oxirreducdo, ou entdo serdo deterioradas
a partir de enzimas de microrganismos que povoam o ambiente externol*. Neste caso,
ocorrera a degradacgédo da porcao polipeptidica da hemoglobina, e a oxidagédo espontanea
do fon Fe?* (ferroso) para fon Fe3* (férrico), uma vez que, nesta condicdo, o0s
mecanismos intracelulares de reducéo do ferro, no grupamento heme, ndo existem mais
(Fig. 3)%. O sangue satura-se totalmente & HbO2 assim que entra em contato com 0
oxigénio na atmosfera, e, devido a auséncia da enzima citocromo b5, necessaria para a

reducdo de met-Hb no interior do corpo, a transicdo de HbO, para met-Hb deixara de



ser revertida®3l. Uma vez que a hemoglobina é auto-oxidada para met-Hb, ocorrera sua
desnaturacdo para hemichromo (Hc), o qual é formado por meio de uma alteracdo na
conformacdo interna do grupo hemel®l. Assim, a coloragdo marrom-avermelhada,
observada nas manchas de sangue secas sobre um substrato, € uma consequéncia da
transformacio de Fe?* em Fe®, transformando hemoglobina em hemichromo (Hc)®],

conforme Figura 2.

‘ Dentro do corpo humano ‘ ‘ Em mancha de sangue ‘

1% auto oxidacdo

100% oxigenagdo

Hb HbO,

Hc met-Hb

[}
.
e
.4
-
=
o
[}
£
3
o
=®
-

100% desnaturagdo

Figura 2: Simplificacdo da transformacdo de reacdo da hemoglobina dentro do corpo (esquerda) e em
manchas de sangue (direita). Desoxihemoglobina (Hb), oxi-hemoglobina (HbO;), met-hemoglobina (met-
Hb) e hemichromo (Hc). Fonte: Strasser et al., 20071, modificado.
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Figura 3: Moléculas de ligagdo com o ferro no sangue. Estrutura molecular heme em oxihemoglobina
com o ferro em sua forma reduzida (Fe?*) coordenado pelo O, na sexta posicdo de coordenagdo
(deoxihemoglobinas ndo possuem ligantes nesta posicdo) (A); estrutura molecular com o ferro na forma
oxidada (Fe®**) e a ligagdo de um ion hidréxido (B). Fonte: Barni et al., 20071, com modificagGes.




1.4. Métodos descritos na literatura para analise do tempo desde a deposicao
(TSD) de manchas de sangue

Nos Gltimos anos, diversas técnicas para analise do TSD de manchas de sangue,
foram relatadas na literatura. Entretanto, conforme descrito no estudo de revisédo de
Bremmer et al. (2012)] o potencial para se utilizar manchas de sangue na
determinacdo do momento do crime, ainda ndo foi completamente explorado nas
analises de locais de crime, apesar das diversas tentativas nesse sentido. Dentre as
técnicas ja propostas, pode-se destacar: Espectroscopia de Reflectancia, Espectroscopia
no Ultravioleta Visivel — UV-Vis, Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética
Eletronica, Espectroscopia Raman, Polimerase Chain Reaction - PCR transcriptase
reversa/PCR em tempo real (RT - PCR/gPCR), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — CLAE (HPLC), MFA e métodos alternativos de custo baixo — como a

andlise utilizando Smartphones (dispositivos moveis) e imagens digitais.

1.4.1. - Espectroscopia de Reflectancia

Baseados na transformacdo da hemoglobina (Hb) presente nas hemacias em seus
derivados (HbO2, met-Hb e Hc), quando fora do corpo humano, Bremmer et al.
(2011)1 utilizaram espectroscopia de reflectancia difusa para analisar manchas de
sangue em ambiente controlado (laboratorial), durante 60 dias de analise. Um total
de 1412 espectros de refletancia foram medidos pelo grupo durante esse periodo. Os
resultados demonstraram a possibilidade de se utilizar essa técnica na analise do TSD
de manchas de sangue em ambiente controlado, porém outros estudos sao
necessarios para se utilizar a técnica em ambientes ndo-controlados, tais como locais

de crime.



10

1.4.2. - Espectroscopia no Ultravioleta Visivel - UV-Vis

Hanson & Ballantyne (2010)18, desenvolveram um método para a estimativa do
TSD de manchas de sangue secas, utilizando a andlise da espectroscopia no
ultravioleta visivel — UV-Vis da Hb, a qual se baseia em sua quimica de oxidacéao
caracteristica. Um estudo detalhado da banda de Hb Soret (Amax = 412 nm) em
manchas de sangue envelhecidas revelou uma alteracdo na banda azul (mudanca para
comprimento de onda mais curto) a medida que a idade da mancha de sangue
aumenta. A estimativa do TSD foi conduzida por um periodo de um ano (365 dias).
Os resultados de Hanson & Ballantyne (2010)8 demonstram que a banda azul de
Soret é potencialmente promissora para aplicacdo em casos forenses, pois, segundo
autores, apresenta boa resolugdo temporal (horas, dias e meses), sensibilidade e

portabilidade para cenas de crime.

1.4.3. - Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Fujita et al. (2005)1 observaram que a desnaturacio da Hb em manchas de
sangue secas é regulada por uma mudanca no estado de spin do ion de ferro presente
na molécula, a qual pode ser medida por EPR. O estudo demonstrou que manchas de
sangue humanas apresentam quatro sinais de EPR bem definidos, observados nas
regides da estrutura do centro eletrbnico paramagnético. Estes quatro sinais
representam o ion férrico de alta rotagdo (g6), o ion férrico ndo-heme, (g4), o ion
férrico de baixa rotacdo (H) e as espécies de radicais livres (R). Os pesquisadores
notaram que o TSD de uma mancha de sangue pode ser relacionado com a medida da
razdo (H/g4) do sinal EPR. Porém, fatores ambientais como diferencas de absorcao,

exposicdo a luz e alteracBes da temperatura ambiental afetaram as andlises dos
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compostos EPR-ativos, 0 que pode modificar os exames de TSD em locais nédo

controlados. O estudo foi conduzido por um periodo acima de 432 dias.

1.4.4. - Espectroscopia Raman

Analisando manchas de sangue por espectroscopia Raman, Boyd et al. (2010)“°!
observaram que as intensidades relativas dos picos de dispersdo detectados eram
dependentes da idade da mancha de sangue. Os autores notaram que a intensidade
relativa dos picos correspondentes a grupamentos quimicos da HbO2 diminuia apds
secagem da mancha de sangue. Ja o sangue fresco, extraido diretamente de um
doador, sem armazenamento prévio, exibiu também picos de dispersdo em 1155 e
1511 cm™?, os quais desapareciam apds secagem. Posteriormente, a espectroscopia
Raman também foi utilizada, por Doty et al. (2016)[“Y, para analisar o TSD de
manchas de sangue secas em intervalos de tempo entre 1 e 168 h (1 semana). No
estudo, os autores utilizaram espectroscopia Raman, juntamente com a
espectroscopia de correlagdo bidimensional e modelagem estatistica. Conforme
observado por Doty et al. (2016)"1, a abordagem de anélise de dados utilizada
durante o estudo demonstrou capacidade para estimar, com precisdo, 0 TSD de
manchas de sangue, em um periodo de até 1 semana. O estudo, porém, ndo explorou
0 potencial efeito das alteracGes de suportes para deposi¢cdo de manchas de sangue,

nem mesmo as mudancas na temperatura, umidade e exposicéo a luz solar.

1.4.5. - RT — PCR/QPCR (Analise de Acido Ribonucleico - RNA)
Em 2005, Anderson et al.*?l relataram um método para determinar o TSD de
manchas de sangue, por meio da avaliacdo de padrdes de degradacdo do RNA. Os

pesquisadores propuseram que diferentes tipos de RNA se degradam ex vivo, em
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taxas diferentes, e conseguiram encontrar uma correlacdo entre a idade de uma
mancha de sangue e a razdo de dois tipos diferentes de RNA: RNA mensageiro
(mMRNA) de B-actina e RNA ribossomal (rRNA) 18S. Eles atribuiram a alteragdo na
taxa de degradacdo desses RNAs a diferenga estrutural entre eles. O mRNA de -
actina ndo € combinado com qualquer complexo de proteina e ndo possui protecdo
ambiental, enquanto que o rRNA 18S esta protegido dentro da estrutura ribossomal
maior, tornando-o menos propenso a degradacgdo. Entretanto, em 2014, Alrowaithi et
al.” publicaram uma carta ao editor contestando essa razio, mRNA versus rRNA,
utilizada por Anderson et al.[*l em 2005. Na carta, os autores afirmaram que havia
uma discrepancia entre 0 metodo de analise dos dados e os resultados/conclusées
obtidos com o estudo. Esta discrepancia poderia impedir a repeticdo da técnica, por
meio da razdo (RNA) citada no documento, e por sua vez impedir a melhoria do
método para utilizagdo na prética forense. Em novo estudo, Anderson et al. (2011)14
analisaram trés pares de amplicons RNAs: 1°) -actina 301 bp versus 89 bp; 2°) 18S
501 bp versus 171 bp; e 3°) B-actina 169 bp versus 18S 171 bp) em manchas de
sangue ex vivo, visando determinar o TSD, por um periodo de 4 semanas. Os
resultados obtidos pelo grupo indicaram que as diferengas no tamanho dos amplicons
examinados podem ser explorados para estimar o TSD de uma mancha de sangue. O
estudo utilizou RT-PCR/gPCR multiplex, além da aplicacdo de estatistica

multivariada.

1.4.6. - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia— CLAE (HPLC)
Jan Andrasko (1997)%1 utilizando HPLC, descreveu um método para estimar o
TSD de manchas de sangue quando depositadas em roupas. Pela técnica, as proteinas

foram extraidas das manchas de sangue e eluidas em coluna cromatografica seguindo
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de deteccdo. No estudo, analisou-se a quantificagédo de produtos de degradagdo do
grupo heme das manchas de sangue, utilizado esses produtos como biomarcadores
para estimar a idade. Alguns anos antes, Inoue et al. (1992)1% observaram a presenca
de uma proteina desconhecida 'X' em manchas de sangue secas, verificando que a
area do pico dessa proteina tornava-se maior a medida que o TSD de manchas de
sangue aumentava. No estudo de Inoue et al.,, as manchas de sangue foram
armazenadas, durante 52 semanas, no escuro, a temperatura de 37,8°C. Durante 0
estudo conduzido por Andrasko (1997)% foram analisadas as proteinas envolvidas
no processo de envelhecimento de manchas de sangue, dentre elas a proteina “X”
(observada por Inoue et al. 81 em 1992), verificando e comparando os picos nos
cromatogramas de absorcdo, por um periodo de 14 dias. As amostras utilizadas no

estudo de Andrasko (1997) foram mantidas em ambiente controlado (laboratorio).

1.4.7. - Microscopia de Forga Atdmica — MFA

Strasser et al. (2007)% utilizou MFA para determinar a elasticidade de
heméacias em manchas de sangue, buscando um método para determinar o TSD. Na
metodologia aplicada no estudo, os pesquisadores depositaram uma mancha de
sangue fresca, sobre uma lamina de vidro, e analisaram, ap0s a secagem da gota. A
MFA foi utilizada para testar a elasticidade por meio do registro das curvas de
forcaxdistancia (com determinacdo do pardmetro moédulo de Young - Young’s
modulus). As medidas foram realizadas imediatamente ap6s secagem da gota de
sangue e nos seguintes tempos: 1,5 h, 30 h e 31 dias. Os pesquisadores notaram que a
elasticidade das hemacias aumenta quando fora do corpo (ex vivo). Observou-se um
aumento, na elasticidade dos glébulos vermelhos, quando se comparou 0s trés

tempos analisados: 300 kPa, para medida 1,5 horas ap6s formacdo da amostra; 600



14

kPa, ap6s 30 horas; e 2,5 GPa, apds 30 dias. O estudo observou, também, a
morfologia das RBCs, durante um periodo de 4 semanas. Nessa analise, 0s
pesquisadores geraram uma imagem de MFA para cada semana (4 imagens), porém,
pela simples observacdo visual das RBCs nessas imagens, ndo observaram alteragdes
morfoldgicas perceptiveis qualitativamente nas células. Nas anélises conduzidas pelo
grupo de Strasser et al. (2007)B3 utilizou-se amostra de sangue de apenas um
individuo (ndo ha relato do nimero de células analisadas), e a amostra permaneceu
armazenada a temperatura de 20°C e umidade de 30% (ambiente controlado).

Wu et al. (2009)[47 ytilizaram MFA para analisar o TSD de manchas de sangue
e sua potencial aplicacdo para investigacéo forense. No estudo, amostras de sangue
foram depositadas em superficies de vidro e de mica (silicato de aluminio), sendo
testadas em trés diferentes condigdes: (1) controlada (temperatura de 25°C e umidade
de 76%), (I1) ndo-controlada (temperatura entre 21,2 — 33,7°C e umidade entre 38,4 —
87,3%), (I11) controlada - baixa temperatura (temperatura de 4°C e umidade de 62%).
Os pesquisadores observaram mudangas na morfologia celular (volume celular) e
viscoelasticidade (forca adesiva superficial) das hemécias, ao longo de 60 dias de
andlise. Na conclusdo do estudo, os autores relataram que as alteracdes observadas
nas RBCs sdo dependentes do tipo de suporte onde estdo depositadas, do tempo em
que estdo depositadas e das condi¢cGes ambientais. As analises observadas por Wu et
al. (2009)1"1 foram realizadas em apenas 30 células (RBCs), e, apesar de ndo constar
explicitamente no texto publicado do estudo, as amostras foram obtidas,

aparentemente, de um individuo doador.
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1.4.8. - Métodos alternativos para analise do TSD

Smartphones (dispositivos mdveis) e imagens digitais — estudos recentes vém
demonstrando a aplicacdo cientifica de imagens digitais obtidas por Smartphones
devido a alta resolucdo e qualidade de cor observadas. Em 2013, Thanakiatkrai et
all*®l ytilizaram cameras de Smartphone acopladas em sistema de iluminagdo de
custo baixo como uma ferramenta para estimar a idade de manchas de sangue. No
estudo, manchas de sangue foram depositadas em varios suportes e fotografadas com
cameras de Smartphone. O método foi comparado entre trés dispositivos moveis
(Samsung Galaxy S Plus, Apple iPhone 4 e Apple iPad 2). Os valores de cor das
imagens digitais foram extraidos e correlacionados com o tempo desde a deposi¢éo
(TSD). A alteracéo de cor observada foi consistente com o processo de desnaturagéo
de Hb, quando fora do corpo humano. Para classificar as manchas, os pesquisadores
utilizaram uma técnica de classificacéo estatistica chamada Random Forests™, sendo
possivel prever, segundo relatado no estudo, a idade da mancha de sangue com
precisdo de até 42 dias, com uma taxa de erro de 12%.

Shin et al. (2017), também, demonstraram a utilizagio de um sistema de
deteccdo movel, denominado, pelos autores, de Smart Forensic Phone. O estudo,
segundo reivindicacdo dos autores, permitiu estimar, rapida e precisamente, a idade
de uma mancha de sangue. Nas andlises do estudo, manchas de sangue foram
depositadas em cinco suportes diferentes (papel de parede, tecido, vidro, madeira e
papel A4), sendo monitorados os valores de RGB (Vermelho, Verde e Azul) por
pixel das imagens de sangue, em intervalos de 6 h, por meio da utilizacdo de um
aplicativo para Smartphone e a camera de um celular Samsung Galaxy S3 LTE. Os
valores RGB foram convertidos para o valor V de HSV (tonalidade, saturacdo e

brilho). Observou-se um rapido declinio nos valores de RGB e V durante as
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primeiras 42 h de andlise e, posteriormente, manteve-se relativamente inalterado. A
idade da mancha de sangue pode ser calculada a partir da comparagdo de V versus
tempo. Na andlise dos autores, 0 método permitiu estimar o tempo desde a deposicao

de manchas de sangue com menos de 42 h de deposicéo.

1.5. Comparacéo entre os métodos para analise do TSD em manchas de sangue

Apesar das especificidades de cada um dos oito método de analise citados
anteriormente, pode-se compara-los pelos seguintes critérios: quanto aos alvos das
medidas em manchas de sangue (RBCs, Hb, grupo heme, RNA, glébulos brancos, etc),
quanto ao tempo de analise (TSD), quanto a aplicabilidade em locais de crime, quanto a
destrutividade das amostras (destrutivo ou ndo) e quanto a sensibilidade.

Na comparacéo entre os alvos de medidas em manchas de sangue, o método RT-
PCR/gPCR € o Unico que se baseia na analise da degradacao e quantificacdo de RNAs
de globulos brancos, enquanto os demais métodos analisam a degradacdo e a
quantificacdo das transformacdes sofridas pelas RBCs e suas proteinas, principalmente,
Hb. A andlise de aminoacidos e proteinas no plasma sanguineo também ja foi alvo de
pesquisas para 0 TSD de manchas de sangue em cenas de crime, nesse sentido, por meio
da medida da taxa de racemizacio do (D-L) acido aspartico’, da analise de
biomarcadores circadianos® ou da desnaturacdo natural da creatina quinase e da
alanina transaminase!®. Esses biomarcadores mostraram que também podem contribuir
com analises temporais. Porém, os estudos que envolvem moléculas do plasma
sanguineo ndo foram abordados no escopo do presente estudo.

Destaca-se, também, o TSD aplicado nas pesquisas para cada método, 0s quais
apresentaram grande variacdo, conforme observado na Figura 4. Desde a espectroscopia

Raman, por Doty et al. (2016)[*!, os quais relataram estudo de analise com TSD de 1
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semana (7 dias), até Fujita et al. (2005)1°, com anélises por EPR com analises do TSD

superiores a 432 dias.

60 dias J
[C] Espect. de Reflectancia
[l Espect. EPR
432 dias ]
- Espect. Raman
- []RT-PCR/gPCR
120 dias ] Ml HPLC
T MFA
=y B Smartphons
60 dias
! ! ! ! ! !
' 10 30 60 180 365 600

Tempo (dias)

Figura 4: Comparacdo dos métodos de analise, quanto ao tempo (TSD) utilizado pelos autores nos
estudos com manchas de sangue (fonte: prdprio autor).

Outra abordagem necessaria é a aplicabilidade dos métodos em locais de crime.
Algumas variaveis contribuem para modificar as medidas do TSD as quais podem ser
influenciadas pela variacdo dos fatores ambientais e pelos diversos tipos de suportes
para deposicdo de manchas de sangue. Nos trabalhos desenvolvidos com RT-
PCR/gPCR[*d HPLCII Smartphones®, MFA e com as espectroscopias de
reflectancial®, UV-Vist® e EPRI as principais variaveis levadas em consideracio
pelos autores foram os fatores ambientais, como temperatura, umidade e exposicédo a luz
solar. Para a espectroscopia Raman, além das variaveis ambientais, os autores“® 4!
destacaram que diferentes substratos para deposicdo de manchas de sangue podem
alterar as medidas do TSD. Dentre os trabalhos cientificos analisados, apenas
espectroscopia UV-VisP8l Ramanl* e MFAM arriscaram testar as técnicas em
ambientes ndo controlados. Em locais de crime, as condi¢Oes ambientais séo altamente

diversas, sendo necessaria a ampliacdo de estudos cientificos para aplicacdo dos
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métodos em ambientes com variagdo de temperatura, umidade e substratos para
deposicéo.

Dentro de uma abordagem criminal, devido a exiguidade de vestigios em locais
de crime, e a necessidade de aplicacdo de diversos diagndsticos ao longo de uma
investigacdo forense, métodos de anélise destrutivos para provas criminais sdo sempre
preteridos. Devido as caracteristicas peculiares dos equipamentos, espectroscopia
Raman, RT-PCR/qPCR e HPLC apresentam especialidades que os tornam métodos
efetivamente destrutivos. Essa caracteristica pode impedir que tais métodos de analise
sejam aplicados em um exame criminal, caso o vestigio seja completamente consumido
durante um diagnostico, impedindo futuras apreciacbes. Dentro dessa abordagem,
quanto mais sensivel for o método, maior sera a sua possibilidade de aplicacdo. A
sensibilidade é caracteristica imprescindivel, principalmente para locais de crime com
poucos vestigios. Dentro das pesquisas aplicadas para o calculo do TSD de manchas de
sangue, os autores que utilizaram os métodos das espectroscopias de reflectancial® e
EPRE? e de HPLCI! nio demonstraram a quantidade de sangue utilizado para
aplicacdo da metodologia, ndo sendo possivel, entdo, aborda-los quanto a sensibilidade.
Os métodos de espectroscopia no UV-VisB8l Ramant*, RT-PCR/qPCRI*2, MFAI*'] ¢
Smartphonel*! demonstraram-se bastante sensiveis, apresentando capacidade de medida
para quantidades infimas de manchas de sangue, dentro da escala de poucos microlitros
(uL). Especificamente para MFA, Wu et al. (2009)*" nfo citaram a quantidade de
sangue analisado no estudo, entretanto, foram especificos no que diz respeito a
informacdo de quantidade, relatando medidas de cerca de 30 RBCs em manchas de
sangue, 0 que demonstra, ainda mais, a alta sensibilidade do método, pois, mesmo com
tdo poucas células seria possivel a obtencdo de conclusdes acerca do TSD conforme

demonstrado no Quadro 1.
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Quadro 1: Comparacéo entre os diferentes métodos de anélise (TSD de manchas de sangue) (Fonte:
préprio autor)

Alvo do Destruicéo da Sensibilidade | Quantidade
método amostra do método de amostra
Reflectancia RBC N&o destrutivo *k *k
UV-Vis RBC Né&o destrutivo Alta 50 ulL
EPR RBC Né&o destrutivo *x *x
Raman RBC Destrutivo Alta 30 uL
PCR Leucaocitos Destrutivo Alta 10 uL
HPLC RBC Destrutivo ** **
MFA RBC N&o destrutivo Alta 30 celulas
Smartphones RBC N&o destrutivo Alta 50 ulL

** pardmetro ndo medido

1.6. Classificacdo e analise de padrées em manchas de sangue

A andlise de padres em manchas de sangue (bloodstain pattern analysis - BPA)
é uma subdisciplina cientifica da criminalistica, frequentemente, utilizada para auxiliar
na reconstrucdo de incidentes criminais. O principal objetivo dessa disciplina forense é
definir "o que gerou™ e “como foi gerada” uma determinada mancha de sangue, em
locais de crimel®. Dessa forma, a base cientifica que sustenta esse ramo das ciéncias
forenses determina que o sangue, como um fluido coloidal, reagira as forgas externas
(extracorporeas) de uma forma previsivel e padronizada. As forgas coesivas da tensdo
superficial e a viscosidade do sangue, bem como as vérias forgas externas ambientais
(resisténcia a gravidade e ao ar, por exemplo) atuardo em conjunto para produzir
resultados de dispersdo similares quando manchas de sangue forem produzidas em
cenas de crimel®. Esses padrdes de dispersdo das manchas de sangue sdo alvos da
interpretacdo da BPA, a qual possui suas terminologias reguladas pela International

Association of Bloodstain Pattern Analysts (IABPA). Essa associagdo, que é formada
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por mais de 750 membros de diversos paises, destina-se a uniformizacdo nos métodos
de anélise de padrdes de manchas de sangue em locais de crimel*l,

O formato dessas manchas pode ser utilizado para determinar a dire¢do de seu
movimento gerador, além de poder determinar a velocidade, altura, e o tipo de objeto
gerador de uma leso (projétil de arma de fogo, objetos perfurocortantes, etc)l,

Na literatura cientifica, ha algumas formas de classificacdo taxondmica dos
formatos de manchas de sangue em locais de crime. Velho et al. (2013)[], simplificaram
a classificacdo produzida por Bevel & Gardner (2008)4, os quais desenvolveram uma
complexa taxonomia baseada na geometria circular ou eliptica (spatter stains), e em
manchas sem um formato padrdo definido (non-spatter stains), denominadas
respectivamente de regulares e irregularest?. Na classificacdo simplificada de Velho et
al. (2013)!4, as manchas de sangue regulares foram divididas em: gotejadas, arterial,
espargimento (cast-off) e projetadas. Ja as manchas irregulares foram divididas em:
alteradas (contato-esfregaco, diluidas e sombra), acimulo (sangue sobre sangue, poga e

saturacdo) e escorrimento (Fig. 5).

Manchas de Sangue

I

Regulares Irregulares

I
I I I I I |

Gotejadas|| Arterial || Espargimento|(projetada Alteradas || Acimulo || Escorrimento

. Contato -i E Sobreposicio

| 1
! ]
[ ]
! -Esfregago i Poga i
.+ Diluida :
| 1
[

|

1. Saturagio

_________

Figura 5: Classificacdo taxondmica simplificada das manchas de sangue em locais de crime. Adaptado
de Velho et al. (2013)[,
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5
|

Figura 6: Exemplificacdo de imagens de sangue em locais de crime. Na imagem A, uma mancha de
sangue irregular gerada por contato - arrastamento/esfregaco. Na imagem B, uma sequéncia de manchas

regulares geradas por espargimento, com angulacdo caracteristica (seta em amarelo é o sentido do
movimento gerador). Fonte: Préprio autor

Nos estudos que envolvem andlises de RBCs por microscopias, € comum a
utilizacdo de amostras de esfregagos sanguineos para exames celulares. A utilizacdo da
MFA no diagnéstico dos parametros dimensionais das hemacias requer a observacao
individualizada da célula, sem sobreposicdo celular, o que é obtido, com maior
facilidade, em manchas de sangue irregulares geradas por contato — tipo esfregaco,
conforme ilustrado na Figura 6-A. Manchas de sangue regulares, devido a geometria
circular caracteristica, formam aglomerados de células, empilhadas entre si, o que
dificulta a medida por MFA dos parametros individuais.

Portanto, as RBCs presentes em manchas de sangue irregulares geradas por
contato — tipo esfregaco foram a analise principal do estudo, pois formam um filme
sanguineo, apresentando monocamada de células ndo coalescidas. Dentro desse
contexto, a hipotese principal desta pesquisa é a investigacdo das possiveis alteracdes
morfologicas das RBCs em manchas de sangue, atraves das analises por MFA,
determinando a existéncia ou ndao de um padrdo tempo-dependente, assim como a

influéncia do tipo de superficie e condi¢cbes ambientais de armazenamento.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Analisar o tempo desde a deposicdo (TSD) em manchas de sangue secas,

mediante andlises de possiveis alteracdes das hemacias (RBCs) humanas, em diferentes

intervalos de tempo, quando depositadas em diferentes superficies, aplicando a

microscopia de forca atbmica (MFA).

2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Avaliar o processo de modificacdo das RBCs em manchas de sangue,
determinando se h& algum padrdo de transformacdo temporal, e se esse
padrédo pode ser aplicado para vestigios de sangue em locais de crime;

Aplicar a tecnica de MFA para avaliacdo em alta resolugédo das caracteristicas
estruturais e mecanicas das RBCs presentes em manchas de sangue, buscando
verificar os possiveis padrées tempo-dependentes;

Investigar a possivel influéncia das alteracdes ambientais sobre o processo de
modificagdo em manchas de sangue, e se ha alguma influéncia no processo de
transformacéo temporal das RBCs;

Comparar diferentes superficies (vidro, metal e cerdmica) para a deposicao de
manchas de sangue, buscando avaliar se ha alguma variacdo nos processos
tempo-dependentes das RBCs em manchas de sangue entre as superficies;
Analisar a aplicacdo do método de MFA, visando determinar se a técnica do
TSD das RBCs em manchas de sangue é passivel de aplicacdo nas praticas

forenses de levantamentos em locais de crime.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Individuos

Os individuos humanos utilizados (4 masculinos e 4 femininos), com idades
entre 20 e 40 anos, foram selecionados aleatoriamente dentro de uma amostra de
conveniéncia. Para avaliar a possivel influéncia de diferentes varidveis, informagdes
sobre 0 género, tipo sanguineo, idade, medicacdo eventualmente utilizada, doencas
eventualmente existentes, qualidade do sono, consumo de cigarros e bebidas alcoodlicas
e a pratica regular de exercicios fisicos foram coletadas de todos os individuos, ap6s o
preenchimento de um questionario prévio — Anexo | (adaptacdo do teste Qualidade de
Vida e Satde - QVS-80 — Vilela Junior et al., 2007)[561,

Foi obtida autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina - Universidade de Brasilia — CEP/FM/UnB para a realizacdo do presente
estudo (CAAE n° 57964516.5.0000.5558), sendo aprovado, por unanimidade, pelo
parecer consubstanciado do CEP/FM/UnB n°: 1.755.017 (Anexo II), em concordéncia
com a Declaracdo de Helsinki (WMA, 2008)17] que regula a pesquisa com seres
humanos. A concordancia dos individuos da pesquisa formalizou-se a partir da
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE, conforme modelo

estabelecido pelo CEP/FM/UnB (Anexo III).

3.2. Produgéo e andlise das manchas de sangue

As manchas de sangue foram obtidas por puncdo capilar de dedo (Fig. 7-A),
sendo colhido cerca de 1 (um) pL (microlitro) de sangue periférico de cada doador. A
puncdo capilar foi gerada pela utilizacdo de lancetas e de um lancetador, modelo Accu-

Chek Active, lote: 06029618, marca Roche Diagnostics. A amostra de sangue foi
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coletada, utilizando-se micropipeta automética monocanal (P10), marca HTL, e
depositada sobre o suporte. Em seguida, foram geradas manchas de sangue por
esfregaco sobre a superficie dos suportes, utilizando-se uma lamina de vidro em um
angulo de aproximadamente 45°, conforme se observa na Figura 7-B.

As amostras de sangue, quando coletadas dos individuos doadores, foram
depositadas, imediatamente ap6s sua obtencdo, sobre um dos suportes analisados no
presente estudo (descritos em detalhes posteriormente), deixando-se secar ao ar livre por
10 minutos. Logo apos, a amostra foi levada para o microscopio de forca atbmica para

anélise no tempo TO.

A

Figura 7-A: Esquema da puncdo capilar de dedo e da aplicacdo do sangue sobre o suporte. B: Esquema
para producdo do esfregaco sobre o suporte, com o arraste da lamina de vidro em angulo de 45°.
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Para o processo de analise do TSD das manchas de sangue, nas diversas etapas
aplicadas no estudo, todas as amostras passaram por 06 (seis) analises temporais,
seguindo uma progressdo temporal iniciada no tempo TO (0 h) e finalizada no tempo T5

(28 dias), conforme tabela 1:

Tabela 1: Analise tempo-dependente das manchas de sangue

Analises Tempo Periodo de secagem
Analise 0 To 0 hora
Analise 1 T1 1 dia
Analise 2 T> 7 dias
Analise 3 T3 14 dias
Anélise 4 Ta 21 dias
Analise 5 Ts 28 dias

Durante as analises temporais, as manchas de sangue permaneceram sob duas
condi¢cdes ambientais distintas: né&o-controladas e controladas, dependendo da etapa
experimental a qual a amostra seria submetida. Na condi¢cdo ndo-controlada, visando
simular cenas de crime, as amostras permaneceram em processo tempo-dependente, em
ambiente indoor sob temperatura variando entre 20 e 30°C e umidade relativa do ar
variando entre 20 e 65% (ambos os pardmetros previstos para Brasilia/DF, em dados
observados do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET)®. Na condigéo
controlada, as amostras permaneceram em processo tempo-dependente, em ambiente

indoor sob temperatura fixa de 25°C e umidade relativa do ar de 80%.

3.3. Etapas dos experimentos de desenvolvimento da pesquisa

A pesquisa foi dividida em uma programagéo formada por quatro etapas (Fig. 8),

conforme descrito abaixo:
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12 etapa — Andlise do TSD das RBCs em manchas de sangue de diferentes
individuos doadores (4 masculinos e 4 femininos), sobre um tipo de suporte (vidro),
mediante condi¢Ges ambientais ndo-controladas, por meio da avaliagdo qualitativa e

quantitativa das RBCs presentes em imagens obtidas por MFA,

2% etapa - Andlise do TSD de hemé&cias em manchas de sangue de diferentes
individuos doadores (1 masculino e 1 feminino), sobre um tipo de suporte (vidro),
mediante condi¢cGes ambientais controladas, por meio da avaliacdo qualitativa e

quantitativa das RBCs presentes em imagens obtidas por MFA,;

32 etapa - Comparacdo da influéncia de diferentes tipos de suportes (vidro, metal e
cerdmica) nas analises do TSD das RBCs em manchas de sangue, mediante
condigdes nédo-controladas, por meio da avaliagdo qualitativa e quantitativa das

RBCs presentes em imagens obtidas por MFA;

42 etapa — Analise do TSD das RBCs em manchas de sangue de diferentes
individuos doadores (1 masculino e 1 feminino), sobre um tipo de suporte (vidro),
mediante condi¢fes ambientais ndo-controladas, por meio da avaliagdo das curvas

de forcaxdistancia obtidas a partir das RBCs presentes em imagens de MFA.

’ Etapas da Pesquisa
| ] ! ]

4

) ) . §
[Condiﬁo ambiental rﬁo—cﬂnu'dada] { Condigiio ambiental controlada J {Condicﬁo ambiental nao-oonh'oladaj [C"“"‘V”“;emc"x‘:'b_'“”“““"'“d“J

’M"M‘ . i o

Figura 8: Demonstracdo em representacdo esquematica das 4 etapas do estudo
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Nas 12 e 22 etapas foram avaliados o comportamento das RBCs, por meio da
analise de parametros celulares estruturais (morfométricos), os quais serdo descritos em
topico proprio. Esses pardmetros foram verificados pelo diagndstico da progressao
temporal (TO até T5), dentro de condi¢cGes ambientais ndo-controladas e de condicbes
ambientais controladas, respectivamente. O suporte utilizado nessas duas etapas foi o de
vidro — Tipo laminula de vidro circular (10 mm de diametro). Nessas etapas, as analises

para cada individuo doador seguiram o esquema apresentado na Figura 9.

____________

1
__________ ' | IMAGENS MFA |

1 1

ANALISE 0 . ' PARA CADA IMAGEM SAO 1

—* IMAGENS ! !
TO=0Hr : OBTIDAS MEDIDAS DOS :

1 1

1 1

1 1

1 1

! !

PARAMETROS DE CADA
ANALISE 1
— IMAGENS
T1 =1 Dia
AMOSTRA

| !
! -
' PADRAD | ANALISE 2
Lol S — ) IMAGENS
T2 =7 Dias
AMOSTRA DO 1w |

COLABORADOR SANGUE

et B ANSLEES > IMAGENS
1 1 - .
! VIDRO : T3 = 14 Dias
o]
ANALISE 4 > IMAGENS
T4 = 21 Dias

ANALISE 5
— : > IMAGENS
T5 = 28 Dias

HEMACIA.

Figura 9: Esquema explicativo da analise da amostra de cada individuo doador na 12 e 22 etapas

Na 32 etapa foi observado o comportamento das RBCs quando depositadas em
diferentes suportes (vidro, metal e cerdmica), analisando-se, também, os parametros
celulares estruturais. Esses parametros foram verificados pelo diagnéstico da progressédo
temporal (TO até T5), dentro de condi¢bes ambientais ndo-controladas. Os suportes
utilizados na presente etapa apresentavam as seguintes caracteristicas: Ceramica — Tipo
bold, com revestimento de coloracgdo branca; Metal — Tipo ld&mina de aco; Vidro — Tipo
laminula de vidro circular (10 mm de didmetro). Nessa etapa, as analises para o

individuo doador seguiram o esquema da Figura 10.
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1 1
| PARA CADA IMAGEM SAO 1

1
| OBTIDAS MEDIDAS DOS !
! PARAMETROS DE CADA :
| |
1 1

ANALISE 0
TO =0 Hr
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ANALISE 1 HEMACIA.

T1=1Dia

IMAGENS
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1
1
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.......... L - ». IMAGENS
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COLABORADOR SANGUE
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Figura 10: Esquema explicativo da analise da amostra do individuo doador para a 3% etapa

Na 42 etapa foi observado o comportamento das RBCs, mediante analises de
curvas de forcaxdistancia, por meio do exame da elasticidade celular, medida pelo
modulo de Young. Essas medidas foram verificadas pelo diagndstico da progressao
temporal (TO até T5), dentro de condi¢cdes ambientais ndo-controladas. O suporte
utilizado nessa etapa foi de Vidro — Tipo laminula de vidro circular (10 mm de
diametro). Dentro dessa etapa, as andlises para cada individuo doador seguiram o

esquema da Figura 11.

ANALISE 0 .
— CELULAS
T0=0Hr
ANALISE 1 > ”
CELULAS
_________ T1=1Dia
| AMOSTRA |
! -
! PADRAO | ANALISE 2
---------- e CELULAS [
= as
AMOSTRA DO ipt || ! ANALISE TEMPO-DEPENDENTE |
COLABORADOR SANGUE | DE CURVAS FORCA-DISTANCIA |
e = || ANAuSE3 p— e
! : T3 = 14 Dias >
! VIDRO |
e
ANALISE 4 > CELULAS
T4 = 21 Dias
ANALISE 5 » .
— . CELULAS
T5 = 28 Dias

Figura 11: Esquema explicativo da analise da amostra dos individuos doadores para a 4% etapa
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3.4. Aplicagdo da Microscopia de Forca Atomica — MFA

As amostras de manchas de sangue foram analisadas por meio da aplicacdo da
MFA, empregando um equipamento SPM-9600 (Shimadzu, Japé&o), como mostrado na
Figura 12, operando em modo contato e sempre considerando parametros especificos de
analise. Uma ponteira do tipo V-shape cantilever SizN4 (Asylum Research — Oxfort
Instruments, Santa Barbara, CA, EUA), modelo: TR800PSA, lote: 92251B, com flexdo
normal constante de K = 0,15 N/m e uma ponta de raio de aproximadamente 20 nm foi
utilizada no presente estudo.

Para cada andlise/tempo das 3 primeiras etapas, as amostras passaram,
primeiramente, por inspec¢éo visual em menor resolugédo, sendo, posteriormente, geradas
entre 5 a 10 imagens topogréficas em alta resolucéo, por MFA, das manchas de sangue e
obtidos um numero de células variando entre 100-300 para cada tempo e para cada
individuo. A inspecdo visual em menor resolucdo teve o objetivo de obter imagens de
diferentes posicdes sobre as amostras de sangue. Para analise/tempo da 4?2 etapa foram
obtidas uma curva de forcaxdistancia para cada RBC, sendo avaliadas 25 células/tempo
para cada individuo, escolhidas aleatoriamente sobre a mancha de sangue.

A formacdo das imagens obtidas por MFA é baseada em uma representacdo da
topografia da superficie de digitalizacdo raster (movimentos em zigue-zague -
traco/retraco) do cantiléver (ponteira) sobre a amostra. A constituicdo da imagem baseia-
se no principio fisico quantico de encapsulamento de elétrons entre a ponteira e a
amostra, as imagens de MFA sdo um resultado de uma multiplicidade de forcas que
interagem entre ponteira e a amostra como, por exemplo, forcas de Van der Waals e
forcas eletrostaticast®!

Todas as imagens utilizadas foram de traco e descida, com resolucdo de 512 x

512 linhas (pixels) e com varredura nos eixos x e y de 100 um e no eixo z de até um
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maximo de 7 um. Sobre cada imagem foram selecionadas entre 10 a 40 hemacias, sendo
que o numero de células era dependente da concentracdo do esfregaco. As condicbes de

varredura para obtencdo das imagens podem ser observadas no Quadro 2.

B 1%

Figura 12: Microscépio de Forga Atdmica utilizado no estudo.

Quadro 2: Condicbes para obtencdo das imagens no microscopio.

CondicOes para obtencdo das Imagens

Tamanho: 100 x 100 pm
Taxa de Varredura: 1 Hertz
Resolucéo: 512 x 512 pixels
Modo: Contato
Ponto de Operacdo:
(Operating point) 3 Volts
Ganho Proporcional: 0
(Proportional Gain)
Ganho Integral: 300

(Integral Gain)

Escaneamento:
(Scanning)

Forca Constante

Escéaner

X,y =125pum; z=7 pym
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Pelas andlises das imagens de MFA, sobre cada hemacia, o programa
computacional de analise de particulas que acompanha o instrumento permite obter
medidas de 29 parametros, conforme descrito no manual de instru¢cdes da Shimadzu
Corporationl®’, Entretanto, dentro desses parametros adquiridos foram destacados no
Quadro 3 apenas aqueles cujas medidas representassem informacdes quantificaveis para
as RBCs.

Esses parametros sdo determinados por meio de processamento e segmentacéo
de imagem a partir das aquisicbes da ponteira do microscopio sobre cada célula
individual. A andlise desses parametros, ao longo da progressdo temporal (TO até T5),
foi a base de comparacao utilizada para observar o0 comportamento tempo-dependente
das RBCs presentes nas amostras (manchas de sangue) analisadas nas 12, 22 e 3? etapas
do estudo.

A Ultima analise experimental realizada, ao longo da progressdo temporal (TO
até T5) foi a andlise das curvas de forcaxdistancia sobre RBCs observadas
aleatoriamente nas imagens de MFA obtidas. Essa medida foi utilizada, durante o
periodo temporal, para determinar o comportamento de elasticidade da membrana
celular das RBCs analisadas durante a 42 etapa. Nessa analise, convencionou-se obter
uma curva de forcaxdistancia para cada RBC, sempre na regido central dessas células
examinadas pela ponteira.

Os parametros determinados e utilizados podem ser divididos quanto a dimenséo
em: unidimensionais (1D) — Diametro Maximo, Largura Padrdo, Raio Médio, Perimetro
e Altura (Z); bidimensionais (2D) — Area; tridimensionais (3D) - Volume;
Adimensional (AD) — Grau de Circularidade, Rugosidade e parametros extraidos das

curvas de ForgaxDistancia.



Quadro 3: Parametros considerados relevantes para o presente estudo
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3.4.1. Parametros utilizados para analise no presente estudo

O manual de instrucBes do software de analises de particulas da Shimadzu

Corporationl® descreve cada um dos parametros determinados pelas analises no

microscopio de forca atbmica SPM-9600. No presente topico serdo descritos, de forma

sucinta, cada um dos parametros obtidos pelas medidas sobre as RBCs:

3.4.1.1. - Diametro Maximo (Maximum Diameter) - Obtém a distancia maxima

entre dois pontos ao longo da extensao de uma célula (Fig. 13);

3.4.1.2. - Largura Padrao (Pattern Width) - Obtém a distancia entre duas linhas

retas através de uma célula, essas duas linhas sdo paralelas a reta imaginaria que

conecta dois pontos que fazem o Diametro Maximo absoluto de uma célula (Fig.

13);




33

Figura 13: llustragdo do Diametro Maximo e da Largura Padréof®

3.4.1.3. - Raio Médio (Mean Radius) - Obtém a média das distancias do centro de

gravidade da célula, para o seu contorno;

3.4.1.4. - Perimetro (Perimeter) - Obtém o comprimento do exato contorno da

celula (Fig. 14);

3.4.15. - C Perimetro (C Perimeter) - Obtém o perimetro conectando

convexidades da célula (Fig. 14);

Perimetro C Perimetro j‘

Figura 14: llustracdo do Perimetro e do C Perimetrof®!

3.4.1.6. - Z Maximo (Maximum Z) - Obtém o valor do Z méaximo (altura méxima),

a partir dos pixels que constituem a imagem da célula analisada;

3.4.1.7. - Z Minimo (Minimum Z) - Obtém o valor do Z minimo (altura minima), a

partir dos pixels que constituem a imagem da célula analisada;
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3.4.1.8. - Média em Z (Average Z) - Obtém o valor médio dos dados Z (altura

média), a partir dos pixels que constituem a imagem da célula analisada;

3.4.1.9. - Area - Exclui Concavidade - AEC (Area - Exclude Hole) - Obtém uma
area a partir da seguinte equacdo (Fig. 15):

Area Exclui Concavidade = Area por pixel x Nimero de pixels da célula

3.4.1.10. - Area - Inclui Concavidade - AIC (Area - Include Hole) - Obtém uma
area a partir da seguinte equacdo (Fig. 15):
Area Inclui Concavidade = Area por pixel x (Numero de pixels da célula +

NUmero de pixels na concavidade da célula)

Area Area
Exclui Concavidade Inclui Concavidade

Figura 15: llustragdo da Area — Exclui e Inclui Concavidadel®

3.4.1.11. - Area de Superficie (Surface Area) - O célculo da area de superficie usa
grades imaginarias, onde pontos de rede sdo criados organizando espacialmente
valores Z dos pixels individuais que constituem a imagem da célula. Quadrangulos
formados com os pontos de rede sdo divididos em dois para criar triangulos. A
soma das areas desses triangulos é entdo calculada, fornecendo a Area da Superficie

(Fig. 16);

Figura 16: llustracio da Area da Superficiel®
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3.4.1.12. - Volume (Volume) - Obtém o volume a partir da seguinte equacao:

Volume = Area - Exclui Concavidade x Valor da média em Z (altura)

3.4.1.13. - Grau de Circularidade (Circular Degree): E calculado a partir da
seguinte equacgéo:

) ] pi (Didmetro Maximo Absoluto)?
Grau de Circularidade = N

Area Exclui Concavidade

Este valor € 1 quando uma particula é circular. Quanto maior este valor €

comparado com 1, menor sera o grau de circularidade;

3.4.1.14. - Rugosidade (Roughness) - E calculado a partir da seguinte equagao:

] 1 (Perimetro)?
Rugosidade = —;

4pi Area Exclui Concavidade

Este valor é 1 quando uma particula € circular. Quanto maior este valor é

comparado com 1, maior seré a rugosidade.

3.4.1.15. — Medicéo de curvas de ForcaxDistancia (Espectroscopia de forga) —
Uma curva de forcaxdistancia é calculada pelo registro do valor da forca e da
deflexdo vertical do cantilever (Fig. 17-B). Através dessa andlise, 0 pardmetro
utilizado para fins de comparacdo foi o modulo de Young (Young’s modulus),
medido em Pascal, o qual examina a deformacdo de uma superficie, quando
submetida a uma determinada pressdo, sendo que esse modulo calcula a rigidez
(elasticidade) de uma amostra. A superficie examinada e medida quanto a

elasticidade foi a membrana plasmatica da RBC.
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Curvas de ForcaxDistancia foram obtidas, nos tempos TO até T5, em um ponto
fixo sobre as células, o qual foi convencionado na porcéo central das RBCs. Essa
convencao foi estabelecida visando padronizar um método geral para obtencdo das
curvas sobre as celulas. Essas medidas das curvas ForgaxDistancia contém
informacgdes sobre interacdes de longo e curto intervalo (Fig. 17-A), representando

a base para a estimativa do Young’s modulus de uma amostral?°l.

Amostra Rigida Amostra Flexivel

Cantilever

Amplificacdo I

Amostra

Oscilador

Escaner

Figura 17-A: llustracdo da forma de obtencdo de uma curva de ForgaXDistancial®l. B: llustracdo do

processo de obtencdo de uma curva de For¢aXDistancia, bem como do mecanismo de registro da forga e
da deflexdo vertical do cantilevert®!

3.5. — Processamento das imagens e obtencéo dos dados quantitativos

Todas as imagens adquiridas foram processadas utilizando o software de andlise

de imagens SPM-9600 Off-line da Shimadzu Corporation!®tl, sempre antes da obtencio
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dos dados quantitativos (medidas) das hemécias. O processamento utilizado consistiu
em uma correcdo do plano de imagem, chamado de “flattening”, empregando a
ferramenta de correcdo plane fit (auto), dentro da opg¢do modify do software. Essa
correcdo foi necessédria para retificar possiveis distor¢cbes de plano de imagem
ocasionadas durante a aquisi¢do de imagem.

Apos correcdo do plano das imagens, para a determinagdo das medidas, utilizou-
se 0 software de analise de particulas da Shimadzu Corporation[®l, dentro da opgéo
particle. Por essa opcéo, o software de analise seleciona, dentro da imagem captada, as
particulas de interesse, por meio da ferramenta labeling particles. A segmentacdo das
particulas na imagem é realizada pelo software, utilizando o pardmetro de altura (Z
Range) e também como uma funcdo do tamanho das particulas (XY Threshold). O
controle do nivelamento, por meio da modulagdo das curvas de Gauss do Z Range
(start/end), e o estabelecimento do tamanho XY das particulas, dentro da caixa de
didlogo do labeling particle (Fig. 18), permite o exato refinamento da selecdo das
particulas observadas na imagem. Adicionalmente, foram excluidas manualmente as
particulas que eram interceptadas pelas bordas da imagem, assim como as segmentacgdes
gue visualmente continham mais do que uma Unica célula. As particulas selecionadas
representavam as RBCs presentes nas amostras de manchas de sangue.

Com as células ja segmentadas e selecionadas, o software de analise de particulas
possibilita calcular e listar as medidas de diversos parametros, conforme exemplificado
no Quadro 2, disponibilizando essas informagcfes em uma caixa de didlogo chamada
lista de particulas (particle list), de onde sdo exportadas para uma planilha do Microsoft
Excel®.

J4 a obtencdo de curvas de forcaxdistancia foi realizada no modo On-line do

microscopio, durante a aquisi¢do de imagens no modo contato. Enquanto o microscopio
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realiza a leitura da imagem, células podem ser selecionadas e pressionadas pela ponteira
do cantilever, gerando a aquisicdo dessas curvas.

Para analise das curvas obtidas, utilizou-se o software Scanning Probe Image
Processor — SPIP™, modelo 5.1.11, da empresa Image Metrology, o qual interpreta e

calcula parametros como 0 mddulo de Young e a energia dissipada pelo processo.

. Antes |

1.10

fum] -

1.10
[um]

i O

0.00

2000 um 100000 x 10000 wm S0 00 um 100, 00 x 100 00 wrm

I Range
 Absohite
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Start | 100 000 i‘ J
End 18 000 i‘ —_JI
XY Theeahodd

 Absolyte pm®

 Relaire %
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Target Shape lgmore Paints r_- ﬁ

= Paricke
" Huole

-
Cancel |

Figura 18: Caixa de dialogo do labeling particle, controle do Z range e do XY Threshold, selecdo
das células dentro da imagem[®!
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3.6. Analises estatisticas dos dados

3.6.1. Analise estatistica descritiva

Apo6s aquisicdo e processamento das imagens, os resultados qualitativos
adquiridos por MFA foram apresentados como imagens topograficas em 2D e 3D
(figuras a serem apresentadas em topico especifico) e as informacgdes quantitativas
foram determinadas e tabuladas para analises estatisticas (descritivas — médias e desvios
padrdo da média ou erros padrdo da média e de analise de variancia). O software
estatistico R e os programas Prism® 5 (Graphpad, EUA) e OriginPro 8 foram utilizados
para a aplicacdo dos testes estatisticos e para a representagdo grafica.

Os dados obtidos com as analises estatisticas dos pardmetros foram apresentados,
em estatistica descritiva, por meio de representacdo grafica, médias + erro padréo (EP)
ou média + desvio padrdo (DP) e de graficos boxplot, com medidas de 1° e 9° percentil,

mediana e 0 agrupamento dos dados no box central, distribuidos em 1° e 3° quartis.

3.6.2. Andlise de variancia

O teste t pareado Student foi aplicado para verificar a relagdo entre os géneros
masculino e feminino, e também a opcdo pela analise conjunta dos dados. Para testar a
normalidade, foram utilizados dois testes estatisticos: teste de Kolmogorov-Smirnov -
KS e o teste de D’Agostino & Pearson (omnibus K2) — D&P, sendo que em seguida foi
aplicado o teste one-way ANOVA (andlise da variancia), caso os dados fossem
paramétricos ou parcialmente paramétricos (aproximacdo gaussiana), ou o teste de
Kruskal-Wallis, caso os dados fossem ndo paramétricos.

Para verificar a correlagdo entre os parametros indicados no Quadro 2,

verificando a possibilidade de retirada daqueles com alta correlagdo ou avaliagcdo
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conjunta de algum deles, foram aplicados os testes de Pearson, quando os dados eram
paramétricos, ou o teste de Spearman, quando os dados eram nao paramétricos.

Para multiplas comparacGes (pos-teste) entre os dados obtidos nos diferentes
tempos (TO até T5), foi aplicado o teste de multiplas comparacfes de Bonferroni, com
nivel de significancia fixado em 5%. Para dados ndo paramétricos, utilizou-se o pds-teste

de multiplas comparacdes de Dunn’s, com nivel de significancia fixado em 5%.

3.6.3. Mapas auto organizaveis de Kohonen (Self-Organizing Map — SOM)

Para a aplicacdo dos dados obtidos na 12 Etapa, utilizou-se o software estatistico
R na verificacdo de clusters, pelo algoritimo K-means, e na producdo de um mapa auto
organizavel de Kohonen (Self-Organizing Map — SOM). Os mapas de Kohonen também
conhecidos por SOM ou ainda como Redes de Kohonen, sdo um método computacional
muito Gtil para visualizacdo de megadados (Big data)[®?. A rede SOM - self-organizing
map - € 0 modelo de redes neurais competitivas com maior aplicacdo na atualidade, e
tem apresentado diversas abordagens, incluindo agrupamento e visualizacdo de dados
multidimensionais!®l.

Na Figura 19 é apresentado um esquema conceitual, bastante simplificado, de
uma rede de Kohonen, e a ideia basica do funcionamento para treinamento/“calibracdo”
dessa rede. A rede SOM ¢ estruturada por uma camada de entrada de dados, contendo k
neurdnios (nodos), onde cada neurdnio de entrada representa uma determinada variavel
numérica descritora de um padrdo. No exemplo da Figura 19, k = 2, onde 0s neur6nios
11 e 12 representam duas varidveis de classificacdo: peso e altura de um individuo. A
camada de saida apresenta trés neurénios (N1, N2 e N3), os quais representam, em
ultima instancia, os trés clusters de classificacdo. O primeiro cluster, representado pelo

neurdnio N1, seria de pessoas com peso e altura de aproximadamente 83 kg e 1,73 m,
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pois séo estes os valores do vetor de pesos que conectam N1, com 0s neurbnios de

entrada 11 e 12. Raciocinio analogo é realizado para os neurdnios N2 e N3.

Camada de saida
(camada "Kohonen™)

Apresentar um padrio para a y Ba‘kg 1,(-::6 m
Rede de Kohonen pela -
camada de entrada... -~

[
... @ algoritmo calcula a qual neurénio

(N1, N2 ou N3) o padrio esta mais"proximo”...

Dpadrio-N1 =\{{53-93}2 +(166-173)2 = 20000122
Dpadréo-N2 =\/{53-5u}2 +(166-154)2 = 13,000553
Dpadrio-N3 =\/(63.65)% + (166 -168)2 = 2,000099

... 0 padrio esta mais proximo do neurénio (hodo) N3... ¢
algoritmo faz um ajuste nos pesos de N3 (que valem 65 e 1,68)
para torna-los mais "parecidos' com o padrio de entrada...

Figura 19: Esquema conceitual de um mapa de Kohonen e a ideia basica de treinamento/”calibragem” da

estrutura. Fonte: Prof. Dr. Luis A. M. Palhares de Melo, gentilmente cedida para ilustracdo no estudo.

No exemplo da Figura 19, para a formacdo da SOM, primeiramente, foi inserida

uma massa de dados com informac6es de peso e altura de um grupo de pessoas, dentro

de uma amostra referéncia. Entdo, com a rede ja calibrada, sdo oferecidos os valores de

entrada aos neurdnios 11 e 12. O neurdnio “vencedor” na camada de saida, que ira

acomodar o padrdo apresentado, sera aquele que exibir menor distancia euclidiana, em

relacdo aos valores oferecidos na camada de entrada. Para a Figura 19, o padrdo

apresentado de peso e altura foi de (63; 1,66) e 0 neurénio N3 é 0 que apresenta menor

distancia euclidiana = 2,000099.
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A ideia central, para a aplicacdo da rede SOM nesta pesquisa, € gerar um mapa
de Kohonen a partir dos dados obtidos pelas medidas (parametros) das RBCs na 12

Etapa, com a possibilidade de gerar um método de classificagdo temporal para obtengdo

do TSD.



4. RESULTADOS
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4.1. Informacdes sobre o questionario aplicado aos individuos

A pesquisa foi conduzida em quatro etapas de analise por meio do padrdo
temporal das RBCs em manchas de sangue de até oito individuos. Na 12 etapa foram
estudados o padrdo temporal conjunto dos individuos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, sobre
superficie de vidro, mediante condi¢cGes ambientais ndo-controladas. Na 22 etapa foram
comparados o padrdo temporal dos individuos 1 e 2, sobre superficie de vidro, em
condigbes ambientais controladas. Na 3? etapa comparou-se o padrdo temporal do
individuo 1, quando depositadas em superficie de vidro, metal e cerdmica, mediante
condigbes ambientais ndo-controladas. Na 42 etapa foram comparados o padréo
temporal dos individuos 1 e 6, sobre superficie de vidro, em condi¢cdes ambientais ndo-
controladas, pela analise das curvas de forgaxdistancia.

O Quadro 4 apresenta os dados obtidos pelo questionario QVS-80 (adaptado —
Vilela Junior et al., 2007)18, coletados dos oito individuos utilizados nesta pesquisa. A
amostra foi composta por 4 individuos do género masculino e por 4 individuos do
género feminino com idades entre 20 e 40 anos. Conforme declarado pelos sujeitos da
pesquisa, 3 individuos possuem tipo sanguineo “A” (positivo), 3 individuos possuem
tipo sanguineo “O” (positivo), 1 individuo possui tipo sanguineo “A” (negativo) e 1
individuo possui tipo sanguineo “B” (positivo).

Quanto a presenca ou ndo de doencas previamente diagnosticadas, 75% dos
individuos declararam ndo apresentarem doencas como: diabetes, colesterol alto,
asma/bronquite/rinite, pressdo alta, triglicerideos altos, alteracdo da tireoide, cancer,
doencas cardiacas/circulatérias, anemias, hematocitose, talassemia e ou gripe. Vinte e
cincos por cento declararam apresentar doengas como: asma/bronquite/rinite.

Em relagdo ao sono, 25% consideram ruim a qualidade do seu sono, enquanto

75% dos individuos consideram boa a qualidade do seu sono.
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Quanto ao uso de cigarro, 100% dos individuos se declaram ndo fumantes,
porém, em relagdo ao consumo de bebidas alcoodlicas, 50% dos individuos declararam o
consumo de 1 a 4 doses por semana. Os outros 50% declararam ndo consumirem
bebidas alcodlicas.

Em relacdo a préatica regular de exercicios fisicos, 50% dos individuos
declararam que praticam atividades fisicas frequentemente. J& os demais 50%
declararam que praticam atividade fisica muito raramente ou que nunca praticam
(sedentéarios).

Apesar da escolha aleatéria dos individuos, a amostra populacional seguiu um

padrdo homogéneo, conforme observado no Quadro 4.



Quadro 4: Dados coletados dos individuos doadores, pelo questionario QVS-80 (adaptado — Vilela Junior et al., 2007)]
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. Tipo - Qualidade . Bebidas Exercicios
Doador Idade Género sanguineo Doencas Doencas Familiares 40 S0N0 Cigarro alcoolicas fisicos
Alteracdo da tireoide
.. . A Colesterol alto Né&o x
Individuo 1 33 Masculino (Negativo) Nenhuma Pressiio alta Boa fumante N&o consome | Frequentemente
Cancer
Diabetes
Colesterol alto
e . A e Asma/Bronquite/Rinite . Néo < .
Individuo 2 29 Feminino (positivo) Asma/Bronquite/Rinite Pressiio alta Ruim fumante N&o consome | Muito raramente
Cancer
Cardiacas/circulatorias
. i B . Nao la4
Individuo 3 23 Feminino (positivo) Nenhuma Diabetes Boa fumante | doses/semana Frequentemente
Individuo 4 24 Masculino O Nenhuma Nenhuma Ruim Nao N&o consome | Muito raramente
(positivo) fumante
Colesterol alto <
Individuo 5 30 Feminino A Nenhuma Pressdo alta Boa Nao Lad Muito raramente
(positivo) . . - fumante | doses/semana
Cardiacas/circulatorias
., - @) P . . - Néo la4
Individuo 6 28 Feminino (positivo) Asma/Bronquite/Rinite | Cardiacas/circulatorias Boa fumante | doses/semana Frequentemente
. . A Néo x N .
Individuo 7 38 Masculino (positivo) Nenhuma Nenhuma Boa fumante Nao consome Né&o pratica
. . @) . . - Néo la4
Individuo 8 32 Masculino (positivo) Nenhuma Cardiacas/circulatorias Boa fumante | doses/semana Frequentemente
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4.2. Analise da correlacdo entre os parametros celulares

Apos verificagcdo dos resultados obtidos pelos pardmetros das RBCs na 12 Etapa,
observou-se que algumas dessas medidas expressavam informagdes correlacionadas, ou que a
associacdo matematica conjunta entre dois pardmetros, através da média, por exemplo,
resultava em um parametro cuja informacao também era aplicavel a estimativa do TSD. Tal
fato foi observado entre a (A) correlacdo dos pardmetros Perimetro e C Perimetros; (B) a
correlacdo da média (Z méximo e Z minimo) com o parametro média em Z (altura); e (C) a
correlacdo da média da Area - AEC e Area - AIC com o parametro Area da Superficie. Essas
comparagOes demonstraram um padrédo de correlagdo estatisticamente significante, pelo
método ndo paramétrico de Spearman, com coeficientes de correlagdo r, respectivamente, ra

=0,9479, rg = 0,9709, rc =0,9576, conforme observado na Figura 20.

C Perimetro (um)
@

20 25 30 38 0 0.00 025 0. 075 100 125 150 175
Perimetro (pm) Média(Zmax e Zmin) (um)

s s e

E

2

Média Area AEC/AIC [ pm?]
2

20 ﬂlﬂ S’ﬂ E‘D ‘“I)ﬂ 1&0
Area da Superficie (um?)

Figura 20: Em “A” correlagdo entre Perimetro x C Perimetro, em “B” correlagdo da média (Zmax e Zmin) x
Média em Z, em “C” correlacdo da média (Area — AEC/AIC) x Area da Superficie.
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Outras correlacOes testadas ndo demonstraram um padrdo estatisticamente significante,
conforme observado na Figura 14, onde os graficos de correlacdo do (D) Diametro Maximo com
a Largura Padrdo; correlacdo da (E) Rugosidade com o Grau de Circularidade; e correlacdo do
(F) Volume com a Area da Superficie, os quais todas apresentam dispersdo dos dados alta. As
correlagdes entre esses parametros foram avaliadas, também, pelo método ndo paramétrico de
Spearman, exibindo coeficientes de correlacdo r, respectivamente, rp = 0,5728, re = 0,7688, rg =

0,5883, conforme observado na Figura 21.

1.7%

Largura Padrdo (um)
Rugosidade
L

128

7 9 " 13 15 07s 1.00 128 1.50 175 200 225
Diametro Maximo (um) Grau de Circularidade

10

Volume (um?)

Area da Superficie (um?)

Figura 21: Em “D” grafico de correlagdo entre Diametro Maximo x Largura Padrdo, em “E” grafico de
correlagdo entre Rugosidade x Grau de Circularidade, em “F” grafico de correlagdo entre Volume x Area da
Superficie.

As andlises dos dados das correlagdes citadas acima foram obtidas pela comparagéo
entre as medidas celulares conjuntas de todos os oito individuos em todos os 6 tempos (TO até

T5), obtidos na analise da 12 Etapa.
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Essa comparagdo possibilitou a alteracdo de parametros com informacdes similares
(correlacionadas), onde a retirada ou a associacdo matematica em um novo parametro nao
implicaria em prejuizo para as demais analises. Assim, houve a associacdo entre os parametros
Diametro Maximo (DM) e Largura Padrdo (LP), por se tratarem de medidas lineares de uma
dimensdo (1D), sendo empregada a média entre os dois parametros, aqui denominada de Média
(DM/LP). Os pardmetros Z méaximo (1D), Z minimo (1D), Area - Exclui Concavidade — AEC
(2D), Area - Inclui Concavidade — AIC (2D) e C Perimetro (1D) foram deixados em segundo
plano, pois apresentaram correlacdo estatisticamente significante, quando comparado a
parametros similares. Z méaximo (1D) e Z minimo (1D) passaram a ser representados pelo
parametro Média em Z (1D); as Areas AEC e AIC (2D) passaram a ser representadas apenas
pela Area da Superficie (2D); e por dltimo, C Perimetro passou a ser representado pelo Perimetro
(1D).

Os parametros listados no Quadro 5 foram, entdo, utilizados em primeiro plano, durante

as analises das etapas empregadas por esta pesquisa.

Quadro 5: Parametros aplicados para analise do TSD das RBCs

N° Parametro Dimensdo | N° Parametro Dimensao
Média (DM/LP) | 1D-XY | 6 Volume 3D - Volume
(Volume)
Raio Médio Grau de Circularidade «
(Mean Radius) 1D-Xy | 7 (Circular Degree) AD - Proporgao
Perimetro Rugosidade x
(Perimeter) 1D - XY e (Roughness) AD - Proporgao
Média em Z Curvas de «
(Average 2) 1b-2z . ForcaxDistancia AD - Pressao
Area da Superficie )
(Surface Area) 2D - Area
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4.3. Descricdo dos resultados obtidos nas etapas da pesquisa

A andlise dos dados quantitativos para a descricdo dos resultados foi realizada de
forma agrupada, entre os individuos, para todas as etapas aqui descritas. A opcdo pela
associacdo dos dados foi direcionada, principalmente, pela resposta ao objetivo geral, que €
analisar o TSD em manchas de sangue, mediante analises de alteracbes das RBCs, em
diferentes intervalos de tempo. A resposta a esse objetivo visa observar tendéncias temporais
em manchas de sangue, ndo sendo abordadas peculiaridades individuais, ainda que algumas
tenham sido detectadas (dados ndo apresentados neste estudo).

Além da resposta a hipdtese principal, apds analise dos dados da 1® Etapa, a
comparacdo entre os géneros masculino e feminino, quando agregados todos os tempos e
todos os individuos para cada género, demonstrou ndo haver diferenca significativa pelo teste
t pareado Student, conforme exemplificado na tabela 2, pela comparacdo entre o Raio Médio,
Perimetro, Area da Superficie e Grau de Circularidade das células, bem como na Figura 22,
do gréfico do tipo boxplot da Area da Superficie e do Perimetro. Esses dados de pareamento

entre as amostras dos géneros reforcaram o progndstico de anlise agrupada dos dados.

Tabela 2: Comparagao entre 0s géneros masculino e feminino

Masculino Feminino
_ Desvio Erro - Desvio Erro
RIS Padrdo Padrao RIS Padrdo Padrao
Raio Médio 4,435 0,3353 0,0047 4,506 0,3386 0,0044
Perimetro 30,66 2,264 0,0321 30,42 2,049 0,0269

Area da Superficie 63,69 10,17 0,1444 63,81 9,201 0,1209
Grau de Circularidade | 1,223 0,1354  0,0019 1,237 0,1456 0,0019
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Figura 22: Gréfico do tipo boxplot da Area da Superficie e do Perimetro em comparagéo realizada entre os
géneros masculino e feminino. Representa a distribuicao de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada
quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+) indica a média.

4.3.1. - 12 Etapa

A presente etapa, teve por objetivo observar o TSD de manchas de sangue de
diferentes individuos doadores (Fig. 23), quando depositadas em suporte de vidro, mediante
condi¢gdes ambientais ndo-controladas. Dentro dessa perspectiva, seguindo a metodologia
estabelecida, foram obtidas amostras de sangue dos oito individuos doadores (Quadro 4). As
amostras foram analisadas conforme estabelecido na tabela 1, entre os tempos TO até T5 (28

dias).

Figura 23: Foto das amostras de sangue dos 8 individuos em laminulas de vidro sobre os porta-
amostras do microscdpio de forga atdmica.
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Pelas analises tabulares, obtidas por meio de MFA, foram avaliados os parametros de
1 até 8 — Quadro 5. Devido a quantidade de individuos analisados e ao tempo utilizado para
obtencdo das imagens de MFA, cerca de 9 minutos por imagem (512 x 512 pixels), as
analises de aquisicdo de imagens foram realizadas com dois individuos por ciclo, sendo
obtidas cerca de 10 imagens para cada individuo e para cada tempo, totalizando
aproximadamente 60 imagens de MFA por individuo, ao longo dos tempos TO até T5. A

quantidade de células analisadas por individuo/tempo pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3: Numero de células analisadas por individuo e por tempo — 12 etapa.

TO T1 T2 T3 T4 T5 Média
Individuo1 | 197 210 247 204 279 258 232,5
Individuo2 | 286 356 394 287 310 294 321,2
Individuo 3 | 227 267 177 252 239 188 225,0
Individuo4 | 192 160 185 238 256 271 217,0
Individuo5 | 219 194 151 130 158 146 166,3
Individuo6 | 233 321 175 258 254 272 252,2
Individuo7 | 220 167 170 202 110 134 167,2
Individuo 8 | 220 250 153 155 242 243 210,5

Total 1794 1925 1652 1726 1848 1806  Total = 10751

Das cerca de 60 imagens de MFA adquiridas para cada individuo foi selecionada uma
imagem representativa para cada tempo, e apresentada nos formatos 2D e 3D, conforme
ilustradas sequencialmente nas Figuras 24 - 31. Pela simples observacdo visual dessas
imagens, ndo é possivel identificar qualquer tipo de diferenca morfoldgica temporal entre as
RBCs, quando se compara as imagens entre os tempos TO até T5. Existem diferencas na
concavidade das RBCs de um mesmo individuo, porém, essas alteracbes ndo foram

relacionadas aos padrdes de transformacao temporal dessas células.
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Figura 24: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 1 em cada um
dos tempos TO até T5.



12 Etapa - Individuo 2
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Figura 25: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 2 em cada um

dos tempos TO até T5.
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12 Etapa - Individuo 3
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Figura 26: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 3 em cada um
dos tempos TO até T5.



12 Etapa - Individuo 4
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Figura 27: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 4 em cada um

dos tempos TO até T5.
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12 Etapa - Individuo 5
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Figura 28: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 5 em cada um
dos tempos TO até T5



12 Etapa - Individuo 6
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Figura 29: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 6 em cada um

dos tempos TO até T5
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12 Etapa - Individuo 7
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Figura 30: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 7 em cada um

dos tempos TO até T5
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12 Etapa - Individuo 8

Imagem 2D \ Imagem 3D
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Figura 31: Imagens obtidas por MFA em modo contato selecionadas para o individuo 8 em cada um
dos tempos TO até T5
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Os dados obtidos pelas andlises na 1% etapa foram avaliados de forma agrupada
(conjunto dos oito individuos) distribuidos nos tempos fixados na tabela 1. Essa analise
quantitativa visou demonstrar a possivel evolucao temporal das caracteristicas das RBCs e 0
comportamento temporal conjunto dos dados, conforme observado na tabela 4 e nos graficos

das Figuras 32 - 39.

Tabela 4: Parametros quantitativos de hemécias analisadas por tempo (8 individuos) e Média + Desvio Padrao
(DP) dos pardmetros

T0 T1 T2 T3 T4 T5

N° de Hemaécias 1794 1925 1651 1726 1846 1805

9,177 9,299 9,321 9,385 9,446 9,436

Média (DM/LP) (pm) +0,682 +0,647 +0668 +0656 +0,692 +0,681

4,402 4,451 4,453 4,501 4,518 4,507

Raio Medio (um) +0311 +0302 0319 +0303 +0326 =+0316

29,88 30,36 30,48 30,69 30,96 30,83

Perimetro (um) +209  +211  #212  +213 213 214

0,7361 0,7618 0,7834  0,7576  0,7782 0,7889

Media em Z (um) +0,145 0,132 0,168 0,144 0,168 +0,171

61,79 62,10 63,36 65,20 65,19 64,98

A ] 2
Area da Superficie (Lm?) +061 +938  +964  +909  +967  +988

Média +DP

44,20 46,10 48,27 48,09 49,14 49,59

3
Volume (i) £1028 +1024 +12,02 +1057 +1162 1184

1,220 1,253 1,234 1,207 1,234 1,234

G. Circularidade +0137 0,147 0144 0127 +0142 +0143

1,192 1,226 1,211 1,188 1,215 1,211
+0,115 0,132 #0,130 +0,114 +0,128 +0,131

Rugosidade

Esses parametros foram avaliados pelos testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov - KS e de D’Agostino & Pearson (omnibus K2) — D&P, demonstrando a prevaléncia
de dados com distribuicdo normal (gaussianos), utilizando-se alfa = 0,05, para os seguintes
parametros: Média DM/LP, Raio Médio, Perimetro e Area da Superficie. Os pardmetros
Média em Z (altura), Volume, Grau de Circularidade e Rugosidade permaneceram fora da
distribuicdo normal.

Para os parametros que seguiram a distribuicdo normal, foi utilizado o teste one-way

ANOVA, apresentando valor ANOVA P < 0,0001, para os quatro parametros, com diferenca
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significativa entre os tempos. Em seguida, utilizou-se o pos-teste de Bonferroni para as
multiplas comparacdes entre o tempo TO e os demais tempos investigados (TOvsT1, TOvsT2,
TOvsT3, TOvsT4, TOvsT5), com nivel de significancia fixado em 5%.

Os parametros Média em Z, Volume, Grau de Circularidade e Rugosidade foram
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando-se alfa = 0,05, apresentando valor P <
0,0001 para esses quatro parametros, oferecendo, também, diferenca estatistica significativa
entre os tempos (quando comparados ao T0). O pos-teste utilizado neste caso foi o Dunn’s,
com nivel de significancia fixado em 5%, para as multiplas comparagdes entre 0s tempos
investigados.

Para as medidas em uma dimensdo - 1D (Média DM/LP, Raio Médio, Perimetro e
Média em Z), os graficos de regressao linear mostraram desvio significativo de zero para 0s
trés primeiros parametros, Figuras 32-A, 33-C, 34-E, com valores P, respectivamente, P =
0,0154, P = 0,0207, P = 0,0253. Porem, para o parametro Média em Z (Altura), o grafico de
regressao linear (Fig. 35-G) mostrou um desvio ndo significativo, valor P = 0,1185, com nivel
de significAncia fixado em 5%. As andlises temporais dos parametros de 1D podem ser

observadas, também, nos graficos tipo boxplot Figuras 32-B, 33-D, 34-F e 35-H.
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Figura 32: Em “A”, Linha vermelha representa grafico da regressdo linear da Média (DM/LP), a qual mostrou
desvio significativo de zero (P = 0,0154). Linha preta representa grafico de regressao ndo linear. Os pontos
vermelhos e as barras representam a média e o erro padrdo da média. Em “B”, apresenta um grafico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.
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Figura 33: Em “C”, Linha vermelha representa grafico da regressdo linear do Raio Médio, o qual mostrou
desvio significativo de zero (P = 0,0207). Linha preta representa grafico de regressdo ndo linear. Os pontos
vermelhos e as barras representam a média e o erro padrdo da média. Em “D”, apresenta um grafico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentragdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.
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Figura 34: Em “E”, Linha vermelha representa grafico da regresséo linear do Perimetro, o qual mostrou desvio
significativo de zero (P = 0,0253). Linha preta representa grafico de regressdo ndo linear. Os pontos vermelhos e
as barras representam a média e o erro padrdo da média. Em “F”, apresenta um grafico boxplot com distribuicao
de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+) indica a
média.



63

0.775

0.750

Média em Z ( pm)

H
T
|

"

-
a

— L - LT T T

=
=~
L
|+
+

— Regressdo Linear
— Regressio Nio Linear

07251+

1] 5 1‘0 1’5 20 2‘5 3‘0 TO ™ T2 T3 T4 TS
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 35: Em “G”, Linha vermelha representa regressdo linear da Média em Z (altura). Linha preta representa
regressdo nao linear. Os pontos/barras representam a média/erro padrdo. Em “H”, gréfico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.

Para as medidas de duas e trés dimensdes - 2D e 3D (Area da Superficie e Volume), os
gréficos de regressdo linear demonstraram desvio significativo de zero para os dois
parametros, Figuras 36-1 e 37-K, com valores P, respectivamente, P = 0,0159, P = 0,0215,
com nivel de significancia fixado em 5%. As analises temporais dos parametros de 2D e 3D

podem ser observadas, também, nos gréaficos tipo boxplot Figuras 36-J e 37-L.
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Figura 36: Em “1”, Linha vermelha representa regressdo linear da Area da Superficie. Linha preta representa

regressdo nao linear. Os pontos/barras representam a média/erro padrdo. Em “J”, grafico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.
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Figura 37: Em “K”, Linha vermelha representa regressao linear do Volume. Linha preta representa regressao
ndo linear. Os pontos/barras representam a média/erro padrdo da média. Em “L”, grafico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.

Para as medidas Adimensionais - AD (Grau de Circularidade e Rugosidade), os

graficos de regressdo linear demonstraram desvio ndo significativo de zero para os dois

parametros, Figuras 38-M e 39-O, com valores P, respectivamente, P = 0,8310, P = 0,9092,

com nivel de significancia fixado em 5%. As analises temporais dos parametros AD podem

ser observadas, também, nos graficos tipo boxplot Figuras 38-N e 39-P.
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Figura 38: Em “M”, Linha vermelha representa regressdo linear do G. de Circularidade. Linha preta representa
regressdo ndo linear. Os pontos/barras representam a média/erro padrdo da média. Em “N”, grafico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.
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Figura 39: Em “O”, Linha vermelha representa regressdo linear da Rugosidade. Linha preta representa regressdo
ndo linear. Os pontos/barras representam a média/erro padrdo da média. Em “P”, grafico boxplot com
distribuicdo de 1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+)
indica a média.

Apesar das analises de regressdo linear (valor r?) demonstrarem alta significancia para
alguns parametros aqui analisados, as curvas de regressdo nédo linear apresentaram coeficiente
de determinacdo (valor R?) com porcentagem superior em todos os parametros, conforme
Tabela 5.

O valor r? (coeficiente de determinacéo) das retas de regressdo linear dos pardmetros
Média DM/LP, Raio Médio, Perimetro, Area da Superficie e Volume permaneceram acima de
75% (0,75), demonstrando uma regressdo linear positiva (aumento médio linear) dessas
medidas celulares ao longo dos 28 dias de analise. Ja o valor R? (coeficiente de determinagéo)
da curva de regressdo ndo linear do Volume demonstrou, além dessa tendéncia de aumento
médio linear, comportamento exponencial nos primeiros 7 dias e platd subsequente até o 28°
dia. Na interpretacéo desse coeficiente, quanto mais proximo de 1 forem os valores r? e R? da
reta/curva, mais homogénea e linear sera a distribuicdo das médias do parametro. Assim, o
modelo proposto, podera ser adequado para explicar o fenémeno. Porém, quanto mais

proximo de zero, menos linear e mais heterogéneo sera esta distribuicdo. Para os parametros

Média DM/LP, Raio Médio, Perimetro e Area da Superficie, curvas de funcdo polinomial
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quadrética se adequaram melhor aos dados, demonstrando valores R? acima de 85%. Para 0s
parametros Média em Z, Grau de Circularidade e Rugosidade, curvas de funcao polinomial de

quarta ordem demonstraram valores R? acima de 78%, conforme Tabela 5

Tabela 5: Dados das retas/curvas de regressao linear e ndo linear dos parametros — 12 etapa

Valor r? % Valor R? %
Média DM/LP 0,8041 80,41 0,8837 88,37
Raio Médio 0,7748 77,48 0,8874 88,74
Perimetro 0,7517 75,17 0,8720 87,20
Média em Z 0,4955 49,55 0,9928 99,28
Area da Superficie 0,8013 80,13 0,9815 98,15
Volume 0,7703 77,03 0,9342 93,42
Grau de Circularidade 0,0128 1,28 0,8239 82,39
Rugosidade 0,0037 0,37 0,7878 78,78

As andlises de multiplas comparacfes de Bonferroni e Dunn’s, na avaliacdo entre os
tempos TO até T5, considerando o tempo TO como o momento de producdo da amostra
(analogamente aquele que seria 0 momento do crime), demonstraram diferenca significativa
na comparagdo TOvsT1, TOvsT2, TOvsT3, TOvsT4 e TOvsT5 para os parametros Média
DM/LP, Raio Médio, Perimetro, Média em Z (altura), Area da Superficie e Volume (Quadro
6). Os resultados desses dois testes apenas confirmam os resultados ja observados nas analises
gréaficas, com a observagdo de aumento linear médio desses parametros celulares, ao longo
dos 28 dias de analise, quando em condi¢gdes ambientais ndo controladas e deposi¢do em

suporte de vidro.
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Quadro 6: Analise, pelos testes Bonferroni e Dunn’s, da diferenca estatistica significativa entre os tempos.

Ha diferenca significativa? T1 T2 T3 T4 T5
Média DM/LP Sim Sim Sim Sim Sim
Raio Médio Sim Sim Sim Sim Sim
Perimetro Sim Sim Sim Sim Sim
Médiaem Z Sim Sim Sim Sim Sim
Area da Superficie 10 N&o Sim Sim Sim Sim
Volume Sim Sim Sim Sim Sim

Grau de Circularidade Sim Né&o Né&o Sim Sim
Rugosidade Sim Sim Néo Sim Sim

4.3.2. - 22 Etapa

A 2% etapa teve por objetivo observar o TSD de manchas de sangue de diferentes
individuos doadores (Fig. 40) quando depositadas em suporte de vidro mediante condicdes
ambientais controladas (temperatura fixa de 25°C e umidade de 80%).

Seguindo a metodologia estabelecida, foram obtidas amostras de sangue de dois
individuos (Individuo 1 e Individuo 2 — Quadro 4). As amostras foram analisadas conforme
estabelecido na tabela 1, entre os tempos TO até T5 (28 dias). Pelas analises tabulares, obtidas
por meio de MFA, foram avaliados os pardmetros de 1 até 8 — Quadro 5. As amostras
permaneceram juntas dentro do mesmo ambiente climatico controlado. Os diagnosticos foram
realizados dentro do mesmo periodo com os dois individuos, sendo obtidas cinco imagens por
tempo para cada um deles, totalizando 30 imagens adquiridas utilizando MFA por individuo,
ao longo dos tempos TO até T5. O namero de células analisadas por individuo/tempo pode ser

observado na Tabela 6.
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Tabela 6: Numero de células analisadas por individuo e por tempo — 22 etapa.

TO T1 T2 T3 T4 T5 Média
Individuo 1 152 118 161 119 168 138 142,67
Individuo 2 90 124 131 121 127 116 118,17
Total 242 242 292 240 295 254 Total = 1565
N

|IIlIIIIII|IIIIIIIII|I
1

0]

Figura 40: Foto das amostras de sangue dos 2 individuos (1 e 2) depositadas em
laminulas de vidro sobre os porta-amostras do microscopio.

Das 30 imagens de MFA adquiridas para cada individuo, na presente etapa, foi
selecionada uma imagem para cada tempo, e apresentada nos formatos 2D e 3D, conforme
ilustradas nas figuras 41 e 42. Pela simples observacédo visual dessas imagens, ndo € possivel
identificar qualquer tipo de diferenca morfologica temporal entre as RBCs, quando se
compara as imagens entre os tempos TO até T5. Existem diferengas na concavidade das RBCs
de um mesmo individuo, porém, essas alteracGes ndo foram relacionadas aos padrbes de
transformacdo temporal dessas células. Também ndo foram identificadas alteracdes
morfologicas tempo-dependentes na comparacdo visual entre as imagens da condicao

controlada, com a condicao ndo controlada.
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Figura 41: Imagens selecionadas para o individuo 1 em cada um dos tempos TO até T5
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Figura 42: Imagens selecionadas para o individuo 2 em cada um dos tempos TO até T5
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Os dados obtidos pelas andlises na 2% etapa do presente estudo foram avaliados
conforme 12 etapa, de forma agrupada (conjunto dos dois individuos) distribuidos nos
tempos fixados na tabela 1. Essa analise quantitativa visa demonstrar a evolugdo temporal
das caracteristicas das hemacias e o comportamento temporal conjunto dos dados, conforme
observado na Tabela 7. Os resultados adquiridos com os dois individuos na presente etapa
(condicdo ambiental controlada), foram confrontados com os resultados obtidos, para os
mesmos dois individuos (1 e 2), na 12 etapa (condi¢cdo ambiental ndo controlada), sendo

plotados graficos de média + erro padréo, Figuras 43-50.

Tabela 7: Hemacias analisadas por tempo (2 individuos) e Média + Desvio Padrdo (DP) dos parametros

TO T1 T2 T3 T4 T5

N° de Heméacias 242 242 292 240 295 254

" 9340 9360 9288 9650 9692 9533
Media (DM/LP) (pm) +06920 +07118 +0,6768 +0,6474 +0,6634 +0.7140

4,466 4,482 4,437 4,593 4,621 4,557

Raio Médio (um) +0,2856 +03067 +0,3164 +02806 +0.3004 +0,3028

30,46 30,39 30,05 31,34 31,47 30,96

Perimetro (um) +2103 #2204 #2087 #2096 #2059  +2.125

0,7180 0,7955 0,7726  0,7416  0,7938  0,8134

Média em Z (um) +0,0885 +01492 +0,0540 +01082 +0,0919 +0,1142

61,74 63,84 57,72 64,88 64,80 62,64

n ’ - 2
Area da Superficie (um?) +0701 +1042 #9251 +9003 #9437  +9695

Média +DP

43,28 49,22 46,88 47,39 50,64 49,97

3
Volume (um) +8773 +1006 +9608 +8,.802 +9336  +1025

) : 1295 1246 1353 1284 1307 1318
G. Circularidade +01908 +0,1675 +0,1924 01709 +0,1527 +0.1692

1,244 1,191 1,286 1,234 1,248 1,258

Rugosidade +0,1452 +01289 +0,1633 +01364 +0.1188 +0,1395

Os paré@metros da presente etapa foram avaliados pelos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov - KS e de D’Agostino & Pearson (omnibus K2) — D&P, com
distribuicdo normal (gaussiana), utilizando-se alfa = 0,05, para as seguintes varidveis: Média
DM/LP, Raio Médio, Perimetro, Area da Superficie e Volume. Os parametros Média em Z
(altura), Grau de Circularidade e Rugosidade permaneceram fora da distribuicdo normal.

Aqueles que seguiram a distribuicdo normal foram avaliados pelo teste one-way

ANOVA apresentando valor ANOVA P < 0,0001, para os cinco parametros avaliados. Em



72

seguida, utilizou-se o pos-teste de Bonferroni para as multiplas comparacdes entre os tempos
investigados na 12 Etapa - Condicdo ndo Controlada com aqueles investigados na 22 Etapa —
Condicdo Controlada (TOvsTO, T1vsT1, T2vsT2, T3vsT3, T4vsT4, T5vsT5), com nivel de
significancia fixado em 5%.

Os parametros Media em Z (altura), Grau de Circularidade e Rugosidade foram
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, apresentando valor P < 0,0001 para as trés variaveis.
O pos-teste utilizado neste caso foi 0 Dunn’s, com nivel de significancia fixado em 5%, para
as multiplas comparac6es entre os tempos das duas etapas.

O grau de significancia entre os tempos das duas condicdes, gerado pelos testes de
multiplas comparacdes de Bonferroni ou de Dunn’s, foi plotado por asteriscos nos graficos a
seguir. Quanto maior for a quantidade de asteriscos, maior sera a diferenca significativa na
comparacdo entre os tempos das condi¢Oes analisadas. A auséncia de asteriscos demonstra

ndo haver diferenca significativa.

10.0

(= Condigao Controlada
=] Condigao nao Controlada

wRR

=" &

£S5

9.4

9.2 T
9.0 | - |

To

Média DM/LP ( um)

T2 T3 Ta TS
Tempo

Figura 43: O gréfico representa a comparagio da Média DM/LP entre as duas condicdes analisadas. E

formado por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenca

significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos das duas condi¢fes. (***) Extremamente

significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo —

Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.



73

5.0
@O Condic¢do Controlada
1 Condigdo Nio Controlada
E 48
.8
=
-2 L B
‘g 46 % % e e g
E e Fekd
o Fekk
‘© ‘I‘ ‘ \ ‘*‘
o 441
4.2 — | |
T0 ™

T2 T3
Tempo

Figura 44: O gréafico representa a comparagio do Raio Médio entre as duas condi¢des analisadas. E
formado por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenga
significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos das duas condi¢Bes. (***) Extremamente
significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo —
Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Néo significativo.
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Figura 45: O grafico representa a comparagéo do Perimetro entre as duas condi¢des analisadas. E formado
por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenca
significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos das duas condi¢cBes. (***) Extremamente
significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo —
Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 46: O gréafico representa a comparacdo da Média em Z (altura) entre as duas condi¢Ges analisadas.
E formado por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenca
significativa, pelo teste de Dunn’s, entre os tempos das duas condicfes. (***) Extremamente significativo —
Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo — Valor P entre
0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 47: O gréfico representa a comparacao da Area da Superficie entre as duas condigdes analisadas. E
formado por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenga
significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos das duas condi¢Bes. (***) Extremamente
significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo —
Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 48: O gréfico representa a comparagéo do Volume entre as duas condicdes analisadas. E formado
por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenca
significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos das duas condi¢Bes. (***) Extremamente
significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo —
Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Néo significativo.
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Figura 49: O grafico representa a comparacdo do Grau de Circularidade entre as duas condigdes
analisadas. E formado por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam
a diferenca significativa, pelo teste de Dunn’s, entre os tempos das duas condi¢cfes. (***) Extremamente
significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo —
Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 50: O grafico representa a comparacio da Rugosidade entre as duas condigbes analisadas. E
formado por barras da média, delimitada por barras de erro padrdo. Os asteriscos representam a diferenca
significativa, pelo teste de Dunn’s, entre os tempos das duas condi¢fes. (***) Extremamente significativo —
Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01; (*) Significativo — Valor P entre
0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.

Pelas analises estatisticas de mdaltiplas comparacdes entre tempo/tempo, foram
observadas algumas diferencas significativas entre a condi¢do controlada e a condi¢cdo nédo
controlada, em todos os parametros. Porém, os parametros Raio Medio, Volume e Grau de
Circularidade demonstraram as maiores diferencas significativas entre os tempos, na
comparacdo com os testes de Bonferroni e Dunn’s, conforme observado pela quantidade de
asteriscos para os trés parametros. Para observar o comportamento da media + erro padrédo
desses parametros, obteve-se os valores r? das retas da regressdo linear desses trés pardmetros
com maior diferenca significativa, sendo comparados na Figura 51.

O comportamento das retas de regressao linear dos parametros analisados na Figura
51, evidenciam que houve aumento das médias, para as duas condi¢fes, quando se compara a
evolugao entre os tempos de TO até T5. Os valores r? das retas demonstram que o aumento foi
mais linear, em média, para a condi¢do ndo controlada, quando comparado com a condicéo

controlada, conforme observado na Tabela 8.
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Figura 51: Os gréficos representam a comparacdo do comportamento das retas de regressao linear entre as duas
condi¢Bes analisadas, para os 3 parametros com maior diferenca significativa, mais a Area da Superficie. Em
vermelho a condicdo controlada, em azul a condic¢éo ndo controlada.

O comportamento das retas de regressao linear dos parametros analisados na Figura
51, evidenciam que houve regressdo linear positiva (aumento das medias) para as duas

condi¢cdes ambientais, quando se compara a evolucdo entre os tempos de TO até T5. Os
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valores r? das retas demonstram que o aumento foi mais linear para a condi¢do n&o
controlada, quando comparado com a condicdo controlada, conforme observado na Tabela 8,

com excec¢do do Raio Médio.

Tabela 8: Dados das retas de regressdo linear dos pardmetros — 22 etapa

Condicao Controlada Condicéo Nao Controlada

Valor P Valor r? % Valor P Valor r? %
Raio Médio 0,0882 05574 5574 01743  0,4050 40,50
Média em Z 02261 03381 3381 00015 09378 9378
AreadaSuperficie | 05564 00931 931 00194 07817 78,17
Volume 01370 04628 46,28  0,0002 09798 97,98
G.deCircularidade | 04922 01248 1248 00207 07745 77,45
Média Total 02999 03152 31,52 00432 07757 77,57

4.3.3. - 32 Etapa

A 32 etapa teve por objetivo avaliar o TSD de manchas de sangue quando depositadas
sobre diferentes suportes (vidro, metal e cerdmica) mediante condi¢cbes ambientais nao-
controladas (Fig. 52). As amostras foram analisadas conforme estabelecido na tabela 1, em
um periodo de 28 dias.

Seguindo a metodologia estabelecida foram obtidas amostras de sangue de um
individuo (Individuo 1 — Quadro 4), e depositadas sobre os seguintes suportes:
1. Vidro - Tipo laminula de vidro circular, com 10 mm de didmetro;
2. Metal — Tipo lamina flexivel de aco, com aproximadamente 10 mm de diametro;
3. Ceramica — Tipo bold, revestimento de coloracdo branca, com aproximadamente 10

mm de didmetro e 5 mm de altura.
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Figura 52: Foto das amostras sobre os trés diferentes suportes. 1 — Vidro, 2 — Metal, 3 - Ceramica.

Pelas analises tabulares obtidas por meio de MFA foram avaliados os parametros de 1
até 8 — Quadro 5. Os diagnosticos foram realizados dentro do mesmo periodo, e as amostras
permaneceram juntas dentro do mesmo ambiente climéatico. A amostra de sangue foi obtida
do individuo 1, sendo adquiridas 5 imagens por tempo para cada um dos trés suportes,
totalizando 30 imagens de MFA, ao longo dos tempos TO até T5. O nimero de células
avaliadas por suporte e por tempo de anélise pode ser observada na Tabela 9. A Figura 53

demonstra a analise direta do suporte ceramica no interior do microscopio de forca atdmica.

Figura 53: Analise da mancha de sangue sobre a ceramica dentro do microscépio de forga atdmica
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Tabela 9: Numero de células analisadas por suporte e por tempo — 32 etapa.

T0O T1 T2 T3 T4 T5 Média

Vidro 162 199 128 134 147 135 150,83

Metal 111 136 128 122 115 143 125,83

Ceramica 181 181 196 176 174 194 183,67
Total 454 516 452 432 436 472 Total = 2762

Das 30 imagens de MFA adquiridas para cada tipo de suporte na presente etapa foi
selecionada uma imagem para cada tempo, e apresentada nos formatos 2D e 3D, conforme
ilustradas nas Figuras 54 - 56.

Pela simples observacdo visual das imagens de manchas de sangue obtidas sobre os
suportes, ndo é possivel identificar qualquer tipo de diferenca morfologica temporal entre as
RBCs, quando se compara as imagens entre os tempos TO até T5. Existem diferencas naturais
na concavidade dessas células, porém, essas alteracdes ndao foram relacionadas aos padrdes de
transformacdo temporal. Também ndo foram identificadas alteracbes morfoldgicas tempo-
dependentes pela simples comparagdo visual entre as imagens dos trés tipos de suportes

analisados.



32 Etapa - Vidro
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Figura 54: Imagens representativas selecionadas para o suporte de vidro em cada um dos tempos TO até

T5
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32 Etapa - Metal
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Figura 55: Imagens representativas selecionadas para o suporte de metal em cada um dos tempos TO
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32 Etapa - Ceramica
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Figura 56: Imagens representativas selecionadas para o suporte de cerdmica em cada um dos tempos

TOaté TS5

82



83

Os dados obtidos na presente etapa foram avaliados pelos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov - KS e de D’Agostino & Pearson (omnibus K2) — D&P, demonstrando
distribuicdo normal (gaussiana), utilizando-se alfa = 0,05, para todos o0s parametros de
medidas 1D, 2D e 3D dos trés suportes: Média DM/LP, Raio Médio, Perimetro, Média em Z
(altura), Area da Superficie e Volume. Os pardmetros Adimensionais (AD) Grau de
Circularidade e Rugosidade permaneceram fora da distribuicdo normal.

Para os parametros que seguiram a distribuicdo normal utilizou-se o teste one-way
ANOVA, permanecendo com valor P abaixo de 0,05 para os trés suportes, exceto para 0s
parametros Média DM/LP, Raio Médio e Perimetro, para o suporte de vidro, 0s quais nao
apresentaram diferenca significativa entre os tempos.

Os parametros Grau de Circularidade e Rugosidade, nos suportes de vidro e ceramica,
foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, apresentando valor P < 0,0001 para ambos. A
excecdo foi o parametro Grau de Circularidade, para o suporte de metal, o qual nédo
apresentou diferenca significativa entre os tempos.

Os dados obtidos pelas analises na 32 etapa do presente estudo foram avaliados de
forma separada, para cada suporte, porém, confrontados nos graficos para cada parametro
especifico. Essa analise comparativa visa demonstrar a evolucdo temporal das RBCs quando
depositadas em diferentes suportes, conforme observado nas Figuras 54-61.

Para as analises dos testes de multiplas comparac¢Ges de Bonferroni e Dunn’s, na avaliacdo
entre os tempos iniciais dos diferentes suportes (VidroTO vs MetalTO, VidroTO vs
CeramicaT0, MetalTO vs CeramicaT0), observou-se diferenga estatistica significativa, na
comparacdo entre os parametros, logo no primeiro contato da mancha de sangue com o
suporte. A ponteira do microscopio de forca atdbmica foi capaz de medir essas diferencas,

considerando o tempo TO como o momento de producdo da amostra (analogamente seria o
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momento do crime). As diferencas sdo perceptiveis, também, na evolucdo do confronto com
o0s demais tempos, conforme observado nos graficos das Figuras 54 - 61.

O grau de significancia entre os tempos dos trés suportes, gerado pelos testes de
multiplas comparacdes de Bonferroni ou de Dunn’s, foi plotado por asteriscos nos graficos a
seguir. Quanto maior for a quantidade de asteriscos, maior sera a diferenca significativa na
comparacdo entre os tempos das condi¢Oes analisadas. A auséncia de asteriscos demonstra

ndo haver diferenca significativa.
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Figura 57: O grafico representa a comparacao da Média DM/LP entre os trés suportes analisados, Vidro (V),
Metal (M) e Ceramica (C). O gréafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdo. Os
asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;
(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 58: O grafico representa a comparacdo do Raio Médio entre os trés suportes analisados, Vidro (V),
Metal (M) e Ceramica (C). O gréafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdo. Os
asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;
(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; () N4o significativo.
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Figura 59: O grafico representa a comparacdo do Perimetro entre os trés suportes analisados, Vidro (V),
Metal (M) e Ceramica (C). O gréafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdo. Os
asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;
(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 60: O grafico representa a comparacao da Média em Z entre os trés suportes analisados, Vidro (V),
Metal (M) e Ceramica (C). O grafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdao. Os
asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Dunn’s, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;

(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; () N&o significativo.
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Figura 61: O gréfico representa a comparacio da Area da Superficie entre os trés suportes analisados, Vidro
(V), Metal (M) e Ceramica (C). O grafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdo. Os
asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;

(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; () N4o significativo.
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Figura 62: O grafico representa a comparacdo do Volume entre os trés suportes analisados, Vidro (V),

Metal (M) e Ceramica (C). O grafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdo. Os

asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Bonferroni, entre os tempos dos trés suportes.

(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;

(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; () N&o significativo.
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Figura 63: O grafico representa a comparagao do Grau de Circularidade entre os trés suportes analisados,
Vidro (V), Metal (M) e Ceramica (C). O gréafico é formado por barras da média e por barras de erro padrao.
Os asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Dunn’s, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;
(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; ( ) Nao significativo.
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Figura 64: O gréafico representa a comparacdo da Rugosidade entre os trés suportes analisados, Vidro (V),
Metal (M) e Cerdmica (C). O grafico é formado por barras da média e por barras de erro padrdo. Os
asteriscos representam a diferenca significativa, pelo teste de Dunn’s, entre os tempos dos trés suportes.
(***) Extremamente significativo — Valor P < 0,001; (**) Muito significativo — Valor P entre 0,001 e 0,01;
(*) Significativo — Valor P entre 0,01 e 0,05; () N4o significativo.

Para os testes realizados nesta etapa, a amostra de mancha de sangue depositada sobre
o0 vidro apresentou comportamento semelhante aos resultados observados para o conjunto dos
individuos da 1? etapa, demonstrando regressao linear positiva (tendéncia de aumento linear)
para as medidas de 1D, 2D e 3D, conforme observado no grafico de regressao linear do Raio
Médio, com valor r> = 0,6423 (Fig. 65-A) e no grafico de regressdo ndo linear (funcio
exponencial) do Volume, com valor R?> = 0,7584 (Fig. 65-B). Os suportes de metal e
ceramica, apresentaram comportamentos diferentes entre si e entre o suporte de vidro,
conforme observado para o grafico de regressdo néo linear (funcdo polinomial quadréatica) do
Raio Médio, com valor R? = 0,9051 (Fig. 65-C) e no grafico de regressdo nio linear (funcio
polinomial cubica) do Volume, com valor R? = 0,8983 (Fig. 65-D). J& o suporte de ceramica
exibiu grafico de regressdo ndo linear (fungdo polinomial quadratica) do Raio Médio, com
valor R? = 0,8128 (Fig. 65-E) e no gréfico de regressdo ndo linear (fungdo polinomial de

quarta ordem) do Volume, com valor R? = 0,7606 (Fig. 65-F).
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Figura 65: Comparacdo das retas/curvas de regressao linear e ndo linear observadas para os trés suportes. Os
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4.3.4. - 42 Etapa

A 42 etapa teve por objetivo observar, pela analise das curvas de ForgaxDistancia, o
TSD de manchas de sangue de diferentes individuos doadores (Fig. 66), quando depositadas
em suporte de vidro, mediante condi¢des ambientais ndo controladas.

Seguindo a metodologia estabelecida, foram obtidas amostras de sangue de dois
individuos (Individuo 1 e Individuo 6 — Quadro 4). As amostras foram analisadas conforme
estabelecido na tabela 1 entre os tempos TO até T5 (28 dias).

Pelas analises tempo-dependentes por meio das curvas de ForcaxDistancia —
parametro 9 do Quadro 5 foi avaliada a rigidez (elasticidade) da membrana da hemacia, pelo
maodulo de Young (Fig 69).

As amostras permaneceram juntas em mesmo ambiente climatico ndo controlado. Os
diagnosticos foram realizados dentro do mesmo periodo com os dois individuos, sendo
obtidas curvas de ForcaxDistancia de 25 células por tempo/individuo, ao longo dos tempos
TO até T5.

Das 150 curvas de ForgcaxDistancia adquiridas para cada individuo, na presente etapa,
foram selecionadas uma representativa para cada tempo e apresentadas juntamente com uma
imagem 2D de uma hemacia analisada, conforme ilustradas nas Figuras 67 e 68. Pela simples
observacao visual das imagens das células, ndo € possivel identificar qualquer tipo de
diferenca morfoldgica temporal entre as RBCs, quando se compara as imagens entre 0s
tempos TO ate T5. Existem diferencas naturais na concavidade dessas células, porém, essas
alteracdes ndo foram relacionadas aos padrbes de transformacdo temporal pelas analises de

curvas de ForcaxDistancia.
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Figura 66: Foto das amostras de sangue dos 2 individuos (1 e 6) depositadas em
laminulas de vidro sobre os porta-amostras do microscopio.

Pelas analises tabulares obtidas pela medida das curvas de ForgaxDistancia obteve-se
a média + erro padrdo (Fig. 70) do moddulo de Young (elasticidade) para cada

individuo/tempo, conforme Tabela 10.

Tabela 10: Hemécias analisadas por tempo (2 individuos) e Média + Desvio Padrdo (DP) do médulo de Young

51 50 51 51 52 52
30,39 27,32 23,03 20,33 17,22 25,56
+9,480 +8,634 +10,40 9911 +7,868 +10,86
28,68 22,13 21,86 18,09 17,55 22,01
+9,975 +6,986 +8,686 +9,498 46,170 9,383
29,55 24,73 22,46 19,23 17,38 23,79
9,666 48,208 9,520 49,680 7,002 +£10,21
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42 Etapa — Individuo 6

Curvas de ForcaxDistancia \ Imagem 2D

T T
| i i i
100 i h v
} | ! proximagéo |
g0 ! | | ) Retragao
| I I
B
| |
a0 | SN N N SR 887.90
| | [l
1 1 )
T0 IR
| i
0| ! -
|
| I
Bt —
| I |
a0 | T T
| i
| i i
60 t T t
51

|
i
i — :

0 00 750 1000 1250 1&00 1750 2000 [ — 0.00

Forga (nN)

0 2!
Distancia (nm} 5.00um 1250x12.50um
i I
| 7
i |
I TR (HNTRNS . NS | AP A
= i |
Zz M 775.46
[ I | [m]
T1 ; —
w i i
. L
- —| ,,,:,,,,L ,,,,,,,,
] |
| I
|
: ——
750 1000 1280 1800 1750 2000

0.00

Distancia (nm) 5.00 um

| |
— Aproximagao
Reliacio__|
‘

T2

|
|
204 i
i i
i i
4 e e s N e jsenie oo
| I
| i
-60 T T T T T T T
a 250 500 750 4000 4250 150D 175D 2000
Distancia (nm)
120

—— Aproximagda
— Retragéo

T3 LN B

. T t T T .
o 250 500 750 1000 1280 1500 1750 2000
Distancia (nm)

T4

IS S G -

I
i
I
T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Disténcia {nm)

T T T
100 I b —
] } """ “ T — Aproximagao
804 i i | ——Retagio |
i | ! ]
| | ] ]
e PR E i v P i ! P =
= | | | |
£ 404 | | i I
. | | i I
ST o, | PREDRS SRERS U SR SR U N
[ I 1 1
| | |
e s B o
| | |
204 | | |
| ) I I
_ap4 | 1 I L
I I i i
i | 1 1
T T T T T T T
o 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Distancia {nm) 5.00 um. 1250x12.50 un oo

Figura 68: Curvas de ForgaxDistancia e imagens 2D — Individuo 6, em cada um dos tempos TO até T5
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Os dados da presente etapa foram verificados pelos testes de normalidade de

Kolmogorov-Smirnov - KS e de D’Agostino & Pearson (omnibus K2) — D&P. Em seguida,

foram avaliados pelo teste one-way ANOVA, apresentando valor ANOVA P < 0,0001. Para

as andlises de multiplas comparagdes entre os tempos, considerando o tempo TO como o

momento de producdo da amostra (momento do crime), demonstraram diferenca estatistica

significativa na comparacdo TOvsT2, TOvsT3, TOvsT4 e TOvsT5, com nivel de significancia

fixado em 5%. O teste de Bonferroni ndo observou diferenca significativa na comparacgéo

TOvsT1.
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Figura 69: Gréafico boxplot do médulo de Young, agrupamento dos individuos 1 e 6, representa a distribuicdo de
1° e 9° percentil, concentracdo dos valores em cada quartil e a mediana ao centro. O simbolo (+) indica a média.

30

Regressio Linear

Regressdo Nao Linear ;

[%]
i=3

Maddulo de Young (MPa)
[ ]
o

¢

—
_—

T0T1 i T2
——rT7TT

0 5

10

T3!

Tempo (dias)

15 20

T4

————i
25 30

Figura 70: Linha vermelha representa grafico da regressdo linear do mddulo de Young, o qual mostrou desvio
ndo significativo de zero (P = 0,2257). Linha preta representa grafico de regressdo nao linear. Os pontos
vermelhos e as barras representam a média e o erro padrao da média.
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A analise de regressdo linear do modulo de Young (Fig. 70) apontou um aumento
médio nas medidas da elasticidade da membrana celular ao longo dos 28 dias de anélise,
porém, o modelo linear ndo foi suficiente para explicar o fendmeno, apresentando valor r? =
0,3386 (33,86%). A curva de regressdo ndo linear (funcdo polinomial quadratica) se adequou
ao fendbmeno, demonstrando uma retomada no aumento da rigidez da membrana celular entre

os tempos T3 e T4. A regressdo ndo linear apresentou valor R? = 0,8748 (87,48%).

4.4 - Aplicacdo dos dados obtidos na 1?2 etapa, através de mapas auto organizaveis de
Kohonen (Self-Organizing Map — SOM) — Modelagem Matematica

Para aplicacdo dos dados celulares adquiridos na 1% Etapa, a massa de dados
guantitativos obtidos, a partir das cerca de 10.700 RBCs analisadas (Tabela 3), foi empregada
em uma rede de Kohonen visando a obtencdo de um método capaz de determinar o TSD de
manchas de sangue. Utilizando-se o software estatistico R, para a construcdo desse mapa,
foram selecionados, pelas analises da 12 Etapa, os parametros que apresentaram diferencas
estatisticas significativas (valor r> > 0,75) para a analise de regresséo linear positiva (aumento
linear médio) das medidas celulares (Tabela 5), entre os tempos TO até T5, que foram: Média
DM/LP, Raio Médio, Perimetro, Area da Superficie e Volume.

A camada de saida dessa rede de Kohonen foi projetada para ser uma matrizde 5 x 4 =
20 neurdnios (clusters), considerando-se o resultado do algoritmo K-means, de que 20
clusters representam um namero razoavel para registrar os diversos padrdes observados para

as medidas das RBCs na 12 Etapa (Fig. 71).
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Camada de Entrada

Figura 71: Estrutura da Rede de Kohonen aplicada com os dados da 12 Etapa, utilizando na camada de entrada
o0s 5 parametros selecionados, e para a camada de saida os 20 Neurdnios (N) — clusters.

Geralmente, os mapas de Kohonen sdo implementados por meio da normalizagdo das
variaveis da camada de entrada. Por esta analise, a normalizacdo dos 5 parametros de entrada

foi realizada com base na formula apresentada na Figura 72.

X - Xmin
Xmax - Xmin

Var_Norm =

Figura 72: Férmula de normalizacéo utilizada para os 5 parametros aplicados no SOM.

Por exemplo, considerando-se o parametro VVolume, entre todos os dados das RBCs, o
maior valor de volume é Xmax = 102,70 um® e o menor valor de volume é Xmin = 16,15
um?®. Desta forma, uma RBC, cujo volume seja X = 52,35 um?® apresentara valor normalizado
Var_Norm = (52,35 - 16,15) / (102,70 - 16,15) = 0,4183. Esse processo foi aplicado para

todos os 5 parametros utilizados para a confec¢do do mapa de Kohonen.
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Na Figura 73 observam-se os valores dos vetores de pesos dos 20 neurénios (clusters)
da camada de saida do mapa de Kohonen apés a concluséo do algoritmo de treinamento da

rede. Note que todos os valores ja estdo normalizados.

I R Consale Q@@

2] A matriz de wvetores-peso (code vectors) do mapa de Hohonen
RAIC MELIO PERIMETRO AREL VOLUME MEDIA MLDPW
[1,] 0.12223386 0.5711758 0.6376277 0.3848477 0.6999322
[2,] O.104459545 0.5058085 0.47350587 0.25867634 0.6264895
[3,] D.08568296 0.4002754 0.3713887 0.1901034 0.4786346
[4,] DO.065245960 0.3056035 0.2560024 0.1609976 0.3550827
[5,] 0.03720131 0.1714753 0.2353283 0.1834428 0.1790148
[6,] D0.1052193% 0.45922584 0.5924635 0.3744212 0.5546036
[7,] D.05852741%9 0.3567944 0.4551454 0.37385991 0.4490970
[5,] D0.0944655% 0.4251155 0.5167046 0.25125904 0.5036373
[9,] 0.06330900 0.28Z6100 0.3634337 0.2287421 0.3212852
[10,] D0.046397780 0.2343926 0.3017852 0.3176233 0.24371z24
[11,] D.11892245 0.5464221 0.6327298 0.5302086 0.6402744
[1z,] D.09558569 0.4565378 0.52455583 0.44427591 0.5325060
[13,] D0.05574026 0.4197710 0.3837554 0.3410985 0.4755489
[14,] D.07828635 0.3506273 0.4399911 0.27z26646 0.4111425
[15,] D.06764217 0.3140706 0.3529564 0.3389411 0.354511%
[16,] D0.140241591 0.6531329 0.7555701 0.5409035 0.7796045
[17,] D.11556020 0.58242E25 0.6879761 0.73Z0030 0.6716424
[18,] DO.09355297 0.4777193 0.54580458 0.6057071 0.5216334
[19,] 0.05156531 0.4045107 0.4739566 0.5194049 0.4436526
[20,] DO.06454759 0.3365633 0.4045265 0.4667782 0.3513661

Figura 73: O vetor de pesos (code book vectors) dos 20 neurdnios (clusters) do mapa de Kohonen, apos a
concluséo do algoritmo de treinamento da rede.

Na Figura 74 observam-se 0s 20 neurdnios da camada de saida por meio do diagrama
de ventilador (fan diagram). Em cada neurdnio representa-se, por meio de setores circulares,
o valor do vetor de pesos para 0s 5 parametros das RBCs, semelhante a um gréfico circular de
setores (pizza). Por exemplo, no neurénio N1, o componente do vetor de pesos referente a
variavel RAIO_MEDIO vale 0,12223386, conforme se observa na Figura 73. J& no neurdnio
N20, este valor vale 0,06454759. Ou seja, 0 peso desta variavel em N1 é maior que em N20.
Fato observado pelo setor correspondente no neurénio N1, no diagrama de ventilador, o qual
€ maior que o do neurdnio N20. Deste modo, observando-se o neurénio N1, por exemplo,
podemos dizer que 0 mesmo esta treinado para reconhecer RBCs com consideravel valor de
RAIO_MEDIO, PERIMETRO, AREA e MEDIA_MDPW e um valor “modesto” de

VOLUME.
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Vetor de Pesos dos Neuronios
N16 N17 N18 N19 N20
N11 “ | N15

N1 N2 N3 N4 N5

B RAIO_MEDIO B AREA | MEDIA_MDPW
O PERIMETRO B VOLUME

Figura 74: A camada de saida da rede de Kohonen apresentando o diagrama de ventilador (fan diagram) que
enfatiza graficamente o valor dos pesos de cada variavel no neurdnio (N) especifico.

Na Figura 75 apresenta-se o resultado do clustering por SOM, de todos os dados das
RBCs obtidos pela 1% Etapa, alocados por neur6nio (N) da camada de saida, com base no
tempo (TO até T5) e a Figura 76 mostra a distribuicdo percentual dessas RBCs pelos 20

neurénios com base, também, nos tempos (TO até T5).
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Figura 75: RBCs alocadas por neurdnio da camada de saida com base no TSD.
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Figura 76: Frequéncia absoluta e relativa das hemacias alocadas por neurdnio da camada de saida com base no
tempo desde a deposicéo (TO até T5).

Os resultados observados para a classificagdo dos neurdnios dentro dos tempos (TO até

T5), utilizando mapas de Kohonen, ndo foram téo satisfatérios. Pois, supondo que os cinco

parametros fossem capazes de discriminar corretamente o tempo de deposi¢édo das RBCs,

seria de se esperar que cada neurdnio, de N1 até N20, tivesse alocado, majoritariamente,
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RBCs de um mesmo tempo. Por exemplo, poderiamos esperar que o neurdnio N1, em funcao
dos valores das cinco variaveis, fosse “especializado” em detectar RBCs de tempo T3, com
porcentagem acima de 80%, porém, esse tipo de propor¢cdo ndo foi observada entre os
neurdnios (clusters). Pode-se notar, nas Figuras 75 e 76, que no neurénio N1 foram alocadas
241 RBCs, sendo que, apenas 30 sdo do tempo T3, 0 que corresponde a 12,45% do total. No
neurdénio N1, observa-se que nenhum dos tempos apresenta um percentual majoritario,
superior a 50 %, por exemplo.

Uma abordagem interessante dentro da analise pericial seria a classificacdo quinzenal,
por meio das somas das porcentagens entre os tempos. Por exemplo, durante o levantamento
em um local de crime, poderiam ser coletadas manchas de sangue, as quais, ap6s analisadas
por MFA e inseridas na camada inicial do mapa de Kohonen, apresentariam o neurénio N5
como vencedor. Os investigadores forenses precisam responder se a mancha de sangue possuli
mais de 15 dias ou menos de 15 dias. Pela observacdo da frequéncia relativa (Fig. 76) dos
tempos do neurdnio N5, a possibilidade dessa mancha de sangue ter sido depositada dentro
dos 15 dias iniciais seria de 74,37% (TO+T1+T2+T3). Situacdo semelhante foi observada para
o0 neurbnio N9, com 74,51% das células classificadas até o tempo T3.

Apesar de ser uma abordagem pioneira e, ainda, sem precisdo pratica, a utilizagdo de
mapas auto-organizaveis de Kohonen (self-organizing map — SOM), para analise do TSD,
mostrou uma interessante aplicabilidade forense. Outros estudos sdo necessarios para
aprofundar e ampliar esse método, buscando o aumento da populagdo amostral, com a

possibilidade estatistica para ampla aplicacdo, bem como outros intervalos de tempo.



5. DISCUSSAO
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5.1. Consideragdes sobre o TSD das amostras de manchas de sangue analisadas nas
etapas do presente estudo

As alteracGes nos derivados da hemoglobina ocorrem dentro das primeiras horas, e as
mudancas na proteina e seus derivados tornam-se minimas ap6s cerca de dois meses[*l. Este
processo de modificacdo das proteinas internas as RBCs pode causar alteracdes estruturais
expressivas na morfologia dessas células.

Apesar dessas transformacdes celulares internas, estudos como os de Strasser et al.
(2007)1 e de Hortola (2005)%4 afirmam que a morfologia das RBCs ndo se altera apds a
exposicdo do sangue em ambiente ndo fisiologico, apresentando, em seus trabalhos
publicados, imagens de microscopia de forca atbmica (MFA) e de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), demonstrando uma forma intacta dessas células apds a deposicdo em
manchas de sangue. De fato, a observacdo visual ndo € capaz de perceber alteracdes
mensuraveis nas medidas dessas células, e as observacdes qualitativas das imagens 2D e 3D
de MFA para as etapas desta pesquisa, também, confirmam essa proposta.

Entretanto, as observacfes quantitativas seguiram uma rota complementar aquelas
tracadas pelos autores acima citados, com observagdes micrométricas quantificaveis nas
estruturas morfoldgicas das RBCs, apds observacdes de cerca de 10.700 RBCs entre 0s
tempos TO (0 h) e T5 (28 dias) da 12 Etapa. N&o era de se estranhar que esse processo de
colapso celular fosse, naturalmente, seguido por alteragdes celulares estruturais nas medidas
dessas células e, consequentemente, essa foi a principal hipdtese deste estudo. Pela utilizacdo
da MFA, as alteracdes estruturais das RBCs foram adquiridas por meio das medidas celulares
de 1D, 2D, 3D e AD conforme observado pela analise grafica das Etapas desta pesquisa.
Conforme estudo aplicado por Curley et al. (2011)[%, a aquisicio de imagens topogréficas de
MFA com resolugdo inferior (128x128 ou 256x256 pixels) poderia também apresentar

informacdes quantitativas similares na comparagdo com os resultados obtidos para resolugédo
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512x512 pixels, obtidos dentro deste trabalho, reduzindo consideravelmente o tempo gasto

para captacdo das imagens e aumentando o poder de analise dessa técnica.

5.1.1. Consideracdes sobre as alteracfes dos parametros celulares obtidos na 12 Etapa —

Deposic¢do das manchas de sangue sobre vidro e condi¢do ambiental ndo controlada

Os parametros Média DM/LP, Raio Médio e Perimetro obtidos nas analises das RBCs
presentes nas manchas de sangue da 12 Etapa, apresentaram aumento linear estatisticamente
significativo, apontado, pelas retas de regressao linear positiva. A comparacdo do tempo TO
com os demais tempos, pelos testes de Bonferroni e Dunn’s, evidenciou essas diferencas no
aumento linear dessas medidas, conforme Quadro 6.

Ja o parametro Média em Z (altura) das RBCs na 12 Etapa, apesar de demonstrar
aumento nas médias para todos os tempos, quando comparado com TO, ndo apresentou
crescimento linear estatisticamente significante, o que ficou evidenciado pelo confronto com a
andlise da curva de regressdo ndo linear, representando uma fungdo polinomial de quarta
ordem (Fig. 32), demonstrando picos e vales nessa funcao.

Para os parametros de 2D e 3D, obtidos das RBCs na 12 Etapa, a Area da Superficie
apresentou crescimento linear médio estatisticamente significante, com aumento linear medio
de 5,16%, na comparagio entre as Areas de TO e de T5 (Fig. 33). O Volume demonstrou
aumento exponencial de TO até T2, dentro dos primeiros sete dias, atingindo o plat6 entre os
tempos T2 e T5. A curva de crescimento exponencial foi suficiente para explicar o fendbmeno
observado para as médias + erro padrio do Volume, demonstrando valor R? = 0,9342 (93,42
%). Wu et al. (2009)*”] observaram tendéncia temporal distinta ao estudar o volume celular
das RBCs por um periodo de 35 dias. O grupo observou uma tendéncia nao linear das médias
temporais do volume, e o grafico plotado no artigo publicado apresentou caracteristica de uma

curva com funcdo polinomial de quarta ordem. O estudo de Wu et al. (2009)" utilizou
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amostra de apenas um individuo, depositada sobre vidro, ndo havendo informacdo sobre o
numero de células medidas para a analise do parametro volume. Na analise da 12 Etapa desta
pesquisa, foram medidas, em média, 1790 RBCs por tempo, utilizando medidas celulares de 8
individuos.

A analise dos padrdes adimensionais — AD, Grau de Circularidade e Rugosidade,
apresentaram padr@es bastante semelhantes entre si. Esses pardmetros ndo se comportaram de
forma linear, mas apresentaram curvas expressivas de regressdo ndo linear, funcdo polinomial
de quarta ordem, as quais se adequaram aos fenémenos dos dois parametros, demonstrando
pico em T1 e vale em T3, em ambos 0s parametros.

Esses resultados demonstram que os parametros de 1D (Média DM/LP, Raio Médio e
Perimetro) e 2D (Area da Superficie), devido &s suas tendéncias lineares de aumento temporal
médio (regressao linear positiva), podem ser utilizados como varidveis na aplicacdo de um
método para avaliacdo do TSD de manchas de sangue, utilizando MFA. O volume, devido sua
caracteristica de aumento exponencial observada para os primeiros sete dias, poderia ser
aplicado como variével na distingdo temporal, dentro dos dias iniciais, TO até T2.

Esses 5 parametros (Média DM/LP, Raio Médio, Perimetro, Area da Superficie e
Volume) foram testados pela aplicacdo de mapas auto-organizaveis de Kohonen, para a
determinacdo do TSD para manchas de sangue. Apesar desses mapas representarem o modelo
de redes neurais competitivas com maior aplicacio na atualidade[®®, a sua utilizacio para
analise do TSD de manchas de sangue ainda ndo foi reportada pela literatura forense. Mesmo
representando uma aplicacdo pioneira e ainda sem precisdo concreta, os dados da 12 Etapa,
qguando inseridos nessa rede, apresentaram possibilidade de classificacdo quinzenal do TSD
para 0 modelo proposto.

Ja os parametros Média em Z (altura), Grau de Circularidade e Rugosidade, por

apresentarem comportamento ndo linear ou ndo expressarem comportamento ascendente ou
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descendente de suas médias temporais, seriam maus indicadores para analises tempo-

dependentes.

5.1.2. Consideracdes sobre as alteracdes dos parametros celulares obtidos na 22 Etapa -

Deposic¢do das manchas de sangue sobre vidro e condicdo ambiental controlada

Pela comparacdo entre a condi¢do controlada (temperatura de 25°C e umidade de
80%) e a condicdo ndo controlada (temperatura de 20°C - 30°C e umidade 20% - 65%), foi
possivel observar diferencas estatisticas significativas na analise temporal dos pardmetros,
guando comparados por Bonferroni e Dunn’s.

As maiores diferengas foram observadas entre os tempos das duas condigdes
ambientais para os parametros Raio Médio, Volume e Grau de Circularidade. Para esses
parametros, o grau de linearidade foi maior nas retas de regressdo linear da condi¢cdo ndo
controlada (Fig. 48), onde os coeficientes de determinagdo apresentaram valores r> mais
significativos, conforme Tabela 8.

Locais de crime geralmente apresentam condi¢cGes ambientais ndo controladas e a
observacgdo de padrfes temporais lineares, tanto ascendentes como descendentes, tornam-se
importantes para a determinacdo de métodos tempo-dependentes para RBCs em manchas de
sangue. Para os parametros aqui analisados, tanto em condic¢des controladas como em néo
controladas, foram observadas tendéncias ascendentes (Fig. 48). A linearidade notada para os
parametros citados, dentro de condi¢cdes ndo controladas, pode auxiliar a comunidade
cientifica forense a compreender melhor o comportamento das hemécias em manchas de
sangue.

Para os trabalhos cientificos que estudam essas tendéncias temporais em manchas de
sangue, a literatura cientifica forense, geralmente, é negligente quanto a realizacdo de estudos

em condic¢Bes ndo controladas, o que acaba por dificultar a aplicacdo dos métodos para locais
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de crime. Entre os diversos estudos tempo-dependentes para manchas de sangue observados
na literatura e citados no tépico Introducdo do presente trabalho, apenas espectroscopia UV-

Vis?® Raman* e MFAI*"! gusaram testar suas técnicas em ambientes ndo controlados.

5.1.3. Consideracdes sobre as alteracdes dos parametros celulares obtidos na 32 Etapa -
Deposicdo das manchas de sangue sobre diferentes suportes e condicdo ambiental néo

controlada

O suporte ou a superficie onde a mancha de sangue sera depositada pode influenciar a
analise do TSD de manchas de sangue. Geralmente, os estudos cientificos que observam
tendéncias temporais em manchas de sangue nao levam em consideracdo outros tipos de
superficie, além dos suportes para laminas de vidro. No presente estudo, as comparagdes entre
os trés suportes (vidro, metal e ceramica) demonstraram diferencas, estatisticamente
significativas logo no primeiro contato das RBCs presentes nas manchas de sangue com o
suporte, observado pelas comparacdes entre os tempos TO, pelos testes de Bonferroni e
Dunn’s.

Nas medidas de 1D (Média DM/LP, Raio Médio e Perimetro), 2D (Area da
Superficie) e 3D (Volume), as RBCs depositadas sobre o suporte de metal, apresentaram
medidas médias maiores que aquelas observadas para as células depositas sobre os suportes
de vidro e ceramica. Esse fato pode estar relacionado com as cargas presentes na superficie de
metal, as quais interagem com as cargas presentes nas superficies das hemacias. Metais
apresentam alta capacidade de condutividade elétrica, caracteristica que pode ser explicada
pela presenca de elétrons livres em sua camada de valéncia. Outra hipotese a ser considerada,
é a interacdo entre a ponteira do cantilever e o suporte metélico, a qual pode, também,
influenciar no processo de obtencdo da imagem pelo microscopio de forca atdmica,

maximizando ou extrapolando as medidas dos parametros devido a interacdes secundarias.



106

O comportamento das RBCs, pelas analises de regresséo linear e ndo linear, também
demonstrou diferenca na comparacdo do Raio Médio e do Volume, entre os trés tipos de
suporte (Fig. 62). Para a superficie de vidro, o Raio médio demonstrou crescimento medio
linear das médias e o Volume apresentou curva de crescimento exponencial, conforme
observado para 12 Etapa, sendo que este fato ja era esperado, pois as analises foram realizadas
em condicGes semelhantes. Ja o suporte de metal demonstrou, para o Raio Médio, uma curva
de funcdo polinomial quadratica, com tendéncia descendente, na comparacao entre 0s tempos
TO e T5; enquanto o Volume apresentou curva de funcdo polinomial cubica, com diferencas
significativas entre as medidas médias de TO e de T5. O suporte de ceramica demonstrou
comportamento semelhante ao do metal, para a analise do Raio Meédio. Porém,
comportamento bastante distinto para a curva de regressao nao linear do volume, com funcgéo
polinomial de quarta ordem. Esses graficos podem ser observados na Figura 62.

Strasser et al. (2007)3 ndo compararam seus resultados, com outros tipos de suporte,
porém, Wu et al. (2009)1"] testaram a deposicdo de manchas de sangue em superficies de
vidro e mica, analisando as alteragdes temporais das RBCs por um periodo de 35 dias. Pelas
andlises do grupo, foram observadas diferencas entre as medidas de volume das RBCs para 0s
dois tipos de suporte, demonstrando também a influéncia das superficies para analises de TSD
por MFA.

Pelas anélises desta pesquisa, a opc¢do pelos trés suportes testados, levou em
consideracdo possiveis objetos presentes em cenas de crime, como, por exemplo, uma faca
metalica ou a superficie de revestimento em cerdmica de uma residéncia. No estudo de Wu et
al. (2009)*71" a escolha da mica como suporte para teste forense parece nio ter seguido
qualquer critério de escolha para anélise pericial. Esse tipo de situacdo, em que ndo se avalia
possiveis cenarios reais de cenas de crime, parece bem recorrente na literatura cientifica

forense atual.
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5.1.4. Consideracdes sobre as alteracfes dos parametros celulares obtidos na 42 Etapa —

Analise das Curvas de ForcaxDistancia, e condicdo ambiental ndo controlada

A MFA tem sido utilizada para investigar as propriedades elasticas ou mecanicas das
células bioldgicasi®®. A alternacdo nas propriedades biofisicas (por exemplo, morfologia e
elasticidade) das RBCs representa um dos marcadores para saude humana, diagnostico,
tratamento de doencas e outros. Porém, dentro das ciéncias forenses, a anélise de curvas de
ForcaxDistancia para RBCs em manchas de sangue caracteriza uma interessante abordagem
para investigacdes em cenas de crime!®3,

As curvas de ForgaxDistancia representam um gréafico da interacdo da Forga entre
duas superficies, sendo uma delas, a ponteira do cantilever e a outra, a superficie
examinadal®’l. Pelas anélises dessas curvas, sdo obtidas as medidas do médulo de Young, o
qual define o coeficiente bésico de elasticidade material®l, Nessa etapa, foi avaliada a
elasticidade da membrana da RBC ao longo dos tempos TO até T5.

Pela andlise da Figura 66, foi possivel observar que o modulo de Young médio,
determinado na porcdo central da RBC, sofreu reducdo de suas medidas, entre os tempos TO
até T4, o que foi caracterizado pelo aumento da elasticidade e a reducdo da rigidez. Pelos
dados obtidos da regressé@o nao linear (Fig. 67) desse parametro, por meio da curva polinomial
quadratica, foi possivel observar uma tendéncia de queda até o tempo T3, com retomada no
aumento do valor médio, dessa medida, para os tempos T4 e T5. Esse aumento da elasticidade
da membrana das RBCs até o periodo compreendido entre 14° - 21° dia fora do corpo humano
pode estar relacionado a alteracdo das proteinas das RBCs e principalmente as mudangas
estruturais de seu citoesqueleto. Diferencas na elasticidade das células humanas ja foram
avaliadas por Lekka et al. (1999)%°] em estudos envolvendo células da bexiga normais e

cancerosas, devido as transformacfes no citoesqueleto. Porém, o aumento da rigidez ap6s o
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periodo 14° - 21° dia pode ser explicado pela alteracdo da conformacéo lipidica da membrana
celular das RBCs. Nesse sentido, estudos bioquimicos, j& demonstraram que as alteracGes
quimicas na membrana das RBCs, especialmente na propor¢do entre os fosfolipideos e o
conteudo de colesterol, podem levar ao aumento da rigidez da membrana celular em pacientes
com diabetes mellitust™,

Strasser et al. (2007)3 determinaram o médulo de Young da membrana das RBCs em
um estudo conduzido em trés intervalos de tempo: 1,5 h, 30 h e 31 dias. Os resultados
encontrados na 42 Etapa do presente estudo corroboram aquilo que ja havia sido demonstrado
pelo grupo de Strasser et al. (2007)[% demonstrando que a elasticidade dessas células
sanguineas aumenta, quando se tornam extracorpéreas. Esses resultados confirmam ainda, as
analises obtidas também pelo grupo de Wu et al. (2009)[1' o que torna, a medida da
elasticidade das RBCs, um parametro que pode ser utilizado, como variavel na aplicacédo de
um método, para avaliacdo do TSD de manchas de sangue, principalmente por ser um método

muito mais rapido que a aquisicdo de imagens.

5.2. Consideracdes sobre a aplicacdo da MFA como um método capaz de determinar o

TSD em manchas de sangue e a sua aplicabilidade para locais de crime

Cientistas forenses, por mais de cem anos, buscam encontrar uma metodologia que
permita determinar o TSD de uma mancha de sangue depositada em uma superficiel®l. Louis
Tomellini, em 1907, tornou-se pioneiro ao utilizar tabela de cores para classificar padroes de
manchas de sanguel’™ . Desde entdo, varias abordagens foram propostas, visando solucionar
este importante quesito durante a investigacdo de uma cena de crime. Porém, até o0 momento,
nenhum dos métodos desenvolvidos e aplicados pOde ser totalmente estabelecido e

consolidado na prética forensel*l. Técnicas como aquelas citadas na Introducdo do presente
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estudo: Espectroscopia de Reflectancia, Espectroscopia no Ultravioleta Visivel — UV-Vis,
Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica, Espectroscopia Raman, RT -
PCR/gPCR (Anélise de RNA), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (HPLC),
Microscopia de Forca Atdmica — MFA, tém sido apenas recentemente exploradas, na tentativa
de suprir essa omissao. De fato, todas estas abordagens confirmam que as propriedades fisicas
e quimicas de manchas de sangue mudam ao longo do tempo. No entanto, precisam ser mais
exploradas e estudadas, visando aperfeicoar sua precisdo e sua reprodutibilidade para a
determinagdo do TSD de manchas de sangue na pratica forensel’?.

Pelo presente estudo, foi possivel demonstrar o grande poder de mensuracdo e
obtencdo de dados com aplicabilidade forense da MFA. Além disso, essa técnica apresenta
muitas vantagens bem conhecidas, tais como a sua operacdo ndo invasiva, o que o transforma
em um método nao destrutivo, além da sua facil preparacdo das amostras. Estas caracteristicas
sdo bastante desejaveis para analise de vestigios, pois, diante das diversas fases de um
processo penal, hd grande possibilidade de reanalise de uma evidéncia, pelos atores
envolvidos em litigios penais. Nos ultimos anos até mesmo microscopios de forga atémica
portateis vém sendo desenvolvidos, o que pode representar mais uma caracteristica desejavel
para analise de cenas de crime.

Além das analises morfoldgicas e biomecanicas, por meio de MFA, também é possivel
coletar informagdes, como eletromagnetismo e distribui¢do térmica de vestigios, por meio do
uso de diferentes modos de operacaol™!. A possibilidade de obtencéo de imagens topograficas
de materiais bioldgicos em 3D e a sua resolucdo em escala nanométrica representam, também,
importantes caracteristicas dessa técnica, as quais podem contribuir e aumentar o poder de

captacdo em locais de crime.
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A sensibilidade deste método foi bem evidenciada nas etapas deste trabalho, pois, para
a obtencdo dos dados analisados, foram utilizados apenas 1 pL (um microlitro) de sangue para
cada individuo. Quantidades, ainda, menores de sangue poderiam ser medidas por MFA.

Apesar das vantagens e caracteristicas da técnica, para sua utilizacdo nas praticas em
locais de crime, outros estudos sdo necessarios visando ao aprofundamento de sua
aplicabilidade e reprodutibilidade. Por outro lado, de fato, o desenvolvimento de microscopios
de forca atdbmica compactos e portateis ja € cada vez mais real, principalmente com o avango
dos investimentos em instrumentos nanotecnoldgicos. A portabilidade desses instrumentos
para locais de crime possivelmente representaria enorme avanco para analises periciais de

vestigios.



6. CONCLUSOES
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Os dados e analises obtidas no presente estudo permitem as seguintes conclusdes:

6.1. As analises do presente trabalho observaram transformaces estatisticamente
quantificaveis nas estruturas morfoldgicas das hemacias, sendo observado aumento
linear médio dos parametros celulares: Didametro Maximo, Largura Padrdo, Raio

Médio, Perimetro, Area da Superficie e Volume, ao longo dos 28 dias de analise.

6.2. A exposicdo das hemacias em manchas de sangue aos ambientes de condigdes
controladas e ndo controladas demonstrou diferencas significativas entre as medidas
celulares obtidas para as duas condicfes. Tal observacdo demonstra que temperatura
e umidade séo fatores relevantes na analise do tempo desde a deposi¢do de manchas

de sangue.

6.3. Diferencas significativas foram observadas, também, entre os tipos de suporte
(superficie) de deposicdo das manchas de sangue. Para os suportes testados no
presente estudo (vidro, metal e cerdmica), o metal apresentou medidas maiores para
0s parametros 1D, 2D e 3D em comparacdo com as demais superficies. Outra
diferenca observada foi o comportamento temporal linear e ndo linear dos parametros
observados para os trés suportes. Essas diferengas demonstram que o tipo de
superficie, para deposicdo de uma mancha de sangue, deve ser considerado como

fator relevante durante analises tempo-dependentes.

6.4. A utilizacdo da espectroscopia de forca na obtencdo das curvas de
ForcaxDistancia para abordagem em ciéncias forenses demonstra possuir

aplicabilidade pratica para o calculo do TSD de manchas de sangue, 0 aumento da
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elasticidade da membrana plasmatica das hemacias, seguido por um processo de
rigidez nos tempos T4 e T5, durante os 28 dias de andlise, representou um excelente
parametro, para avaliagdo temporal, principalmente por ser um método mais rapido,
quando comparado com a aquisicdo de imagens de MFA para obtencdo dos
parametros Didmetro Maximo, Largura Padrdo, Raio Médio, Perimetro, Area da

Superficie e Volume.

6.5. Quanto a utilizacdo dos mapas auto-organizaveis de Kohonen para os dados
obtidos na 12 Etapa, os resultados observados ndo foram tdo satisfatorios, uma vez
que as pequenas diferencas entre os tempos TO até T5 ndo foram tdo evidenciadas
dentro dos 20 neurénios (clusters) aplicados pela rede SOM. Entretanto, apesar de
ser uma aplicacdo pioneira para TSD de manchas de sangue e, ainda, sem precisao
pratica, essa abordagem mostrou uma interessante aplicabilidade forense. Outros
estudos sdo necessarios para aprofundar e ampliar esse método, buscando o aumento

da populacéo amostral, com a possibilidade estatistica para ampla aplicacao.



7. CONSIDERACOES FINAIS E LIMITACOES
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A andlise do local de crime ou do corpo de delito é o ponto de partida para uma
investigacdo criminal. Nestes locais, quando ocorre um crime contra a vida, € comum
observar a presenca de manchas de sangue, sendo constante a presenca desses vestigios nos
crimes que envolvem o emprego de armas de fogo, armas brancas ou outros meios utilizados
para causar lesgol*4!

Vestigios biologicos encontrados em cenas de crime representam pistas importantes na
identificacdo e posterior confirmacéo de possiveis suspeitos. Técnicas quimicas e bioquimicas
utilizadas para a analise de vestigios biologicos em cenas de crime sdo o principal apoio
cientifico das investigacBes criminais e processos judiciais subsequentes®l. A literatura
forense dedica grande atencdo para analises de manchas de sangue em locais de crime,
principalmente, devido aos mdltiplos diagndsticos que esses vestigios fornecem. Porém, a
analise do TSD de manchas de sangue ainda ndo se transformou em uma préatica corriqueira
em locais de crime. Isso se deve, pois, 0s oito métodos citados na introducdo desta pesquisa
possuem apenas estudos pioneiros, e em fase inicial de desenvolvimento. Apesar da potencial
capacidade de futura aplicacdo desses métodos em cenas de crime, outros estudos ainda
precisam ser desenvolvidos visando aperfeicoar as técnicas de aplicacdo desses métodos e a
sua utilizacdo, por peritos criminais, em locais de crime.

O objetivo principal do estudo foi avaliar o processo de modificagdo das RBCs em
manchas de sangue, determinando se ha algum padréo de transformagéo temporal. Ressalta-
se, que o padrdo encontrado nos resultados deste trabalho foi observado para o grupo
populacional do presente estudo. Entretanto, a possibilidade de se transpor os resultados
obtidos dessa amostra populacional, para apenas um individuo, fora desse grupo, ndo foi
investigado nas analises deste trabalho (validacdo).

A utilizacdo da MFA, durante as préticas corriqueiras de levantamentos periciais em

locais de crime, ainda requer a ampliagdo e o desenvolvimento de estudos cientificos para a
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determinacdo de um método robusto, capaz de avaliar, com precisdo, o0 TSD de manchas de
sangue. Uma das principais dificuldades do presente trabalho foi a de encontrar estudos que
abordassem de forma ampla e consistente a tematica central aqui delimitada. Apesar das
barreiras observadas, os resultados obtidos pelo presente trabalho apontam para a
possibilidade futura de aplicagdo da MFA na obtencéo de medidas celulares de 1D, 2D, 3D e
AD para a determinacdo do TSD em manchas de sangue, visando finalidades periciais.
Porém, considera-se importante a realizagdo de estudos comparativos para analises de
manchas de sangue, em funcdo do tempo, visando identificar os padrdes populacionais e 0s
principais interferentes, tais como doencas que afetam as propriedades morfologicas e
biomecanicas das células sanguineas. Também & importante determinar a extensdo das

variacdes entre as analises tempo-dependentes dos diferentes individuos.
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QUESTIONARIO SOBRE AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA
E DA SAUDE - QVS

(ADAPTACAO DO TESTE QVS-80)

Este é um questionario sobre sua qualidade de vida e saide. ATENCAO: vocé ndo precisa
escrever 0 seu nome neste questionario. As suas respostas sdo andnimas e serdo mantidas em
sigilo. Por favor, responda todas as questdes. Em caso de divida, pergunte ao instrutor,

O presente questionario pertence a pesquisa: “Avaliacdo de padrdes em escala
nanometrica para o envelhecimento de manchas de sangue: uma contribuicdo para as
praticas Forenses”, vinculada ao Programa de Pés-Graduacdo em Nanociéncia e
Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia — UnB.

COLABORADOR n°

INFORMACOES PESSOAIS

Idade (anos): Tipo sanguineo:
Peso (kg): Fator Rh (+ ou -):
Altura (m):

1. Sexo: ® Masculino @Feminino

2. Qual o seu Estado civil:
®Solteiro(a) @Casado(a)/Vivendo com parceiro  ®@Divorciado(a)/Separado(a) @Vilvo

3. Marque abaixo qual(is) doenca(s) vocé apresenta atualmente:
ONenhuma doenca ®@Diabetes ®@Colesterol alto @ Asma/Bronquite/Rinite ®Presséo alta

4. Além das doencas citadas acima vocé apresenta alguma dessas outras doencas:
ONenhuma doenca  @Triglicerideos altos ®da tireoide @Cancer ®cardiacas e circulatorias

5. Além das doencas citadas nas perguntas acima vocé apresenta alguma dessas outras doencas:
ONenhuma doenca  @Anemias ®Hematocitose @Talassemia ® Gripe

6. Seus familiares (pai, mée, irmaos, avds) apresentam ou faleceram por alguma das doencas
abaixo:

O®Nenhuma doenca ®@Diabetes @ Colesterol alto @ Asma/Bronquite/Rinite ®Presséo alta

7. Seus familiares (pai, mée, irmaos, avos) apresentam ou faleceram por alguma dessas outras
doengas listadas abaixo:

®Nenhuma doenca @Triglicerideos altos ®da tireoide @Cancer  ®cardiacas e circulatorias
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ESTILO DE VIDA E SAUDE

8. Como esta sua saude atualmente?
OExcelente  @Boa ®Regular @Ruim  ®Muito ruim

9. Como vocé considera a qualidade do seu sono?
OExcelente @Boa ®Regular  @Ruim  ®Muito ruim

10. Qual a duracdo média do seu sono?
OMaisde8hs @7a8hs ®6a7hs @5a6hs ®Menosdeb5hs

11. Em relacédo ao cigarro:

®Nunca fumei @Parei a mais de 2 anos ®Parei de 1 ano a menos de 2 anos @Parei ha menos de
1lano ®Sou fumante

14. Se vocé é fumante, quantos cigarros vocé fuma por dia?
ONao sou fumante ®@Menosde5 ®5al14 @15a20 ®Mais de 20 cigarros

15. Em uma semana normal, quantas “doses” de bebidas alcodlicas vocé bebe? (1 dose = ¥
garrafa de cerveja, 1 copo de vinho ou 1 dose de uisque/conhaque/cachaca):

®ON&dobebo @1addoses ®5a9doses @10al13doses ®14 ou mais doses

16. Vocé pratica exercicios fisicos regularmente?
@®Muito frequentemente  @frequentemente @ Asvezes @ Muito raramente ~ ®Nunca

17. Ha quanto tempo vocé pratica atividades fisicas regulares?
OMaisde2anos ®@dela2anos ®de3al2meses @Menosde3meses ®Nao pratico

Adaptado de: LEITE, N.; VILELA JUNIOR, G.; CIESLAK, F.; ALBUQUERQUE, A.; - Questionario de
Avaliacdo da Qualidade de Vida e da Salde — QVS-80. In: MENDES, R. e LEITE, N. — Ginastica Laboral:
Principios e Aplicacdes Praticas. Barueri (SP): Manole, 2008.
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UNB - FACULDADE DE Plataforma
MEDICINA %aﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de padrdes em escala nanométrica para o envelhecimento de manchas de
sangue: uma contribuigao para as praticas Forenses

Pesquisador: Douglas Rodrigues Cavalcanti

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 57964516.5.0000.5558

Instituicdo Proponente: Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.755.017

Apresentacao do Projeto:

O projeto de pesquisa apresenta a possibilidade da nanotecnologia auxiliar as ciéncias forenses na andlise
e na deteccdo de provas em nanoescala. Dessa forma, vestigios que ndo puderam ser recolhidos
anteriormente ou mesmo considerados, devido aos limites de detecgéo dos instrumentos empregados pelos
investigadores, poderiam por meio da nanotecnologia serem utilizados para subsidiar investiga¢des
criminais. O estabelecimento de uma idade estimada das manchas de sangue, por exemplo, pode ser a
primeira evidéncia para os investigadores forenses do momento que um crime foi cometido. Até o momento,
a microscopia optica e a eletrénica tém sido amplamente aplicadas em ciéncias

forenses. Recentemente, ha também disponiveis a microscopia de forga atdmica (AFM) bem como a
espectroscopia Raman, que podem ter maior sensibilidade e especificidade para analise do tempo de
deposigdo das manchas de sangue secas.

As amostras de sangue a serem utilizadas no projeto serao obtidas de 10 pessoas (individuos saudaveis),
sendo 05 do sexo masculino e 05 do feminino, ambos com mesma faixa etaria. Serdo também coletados
dados sobre a idade, a saude do individuo, o eventual consumo de remédios, 0 consumo de cigarros, a
pratica de esportes e o seu habito alimentar.

Serda necessério coletar de cada paciente 10 microlitros de sangue cuja obtengcao da amostra sera

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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realizada pela pungao capilar do dedo.

A partir das amostras de sangue humano, serdo geradas manchas de sangue por esfregaco ou gotejamento
em trés diferentes suportes de diferentes materiais, a saber:: ceramica, metal e vidro. Os suportes possuirao
o formato comum de laminas para andlises laboratoriais. A divisdo das amostras de sangue em diferentes
suportes & importante para aproximar os experimentos em laboratoério das praticas forenses de locais de
crime. As manchas de sangue serdo depositadas

sobre os suportes, imediatamente apés o seu recolhimento dos individuos doadores selecionados para as
analises.

As manchas de sangue, depois de depositadas sobre os diferentes suportes, permanecerdao em processo
de secagem, em temperatura média de 212C e umidade relativa média de 65% (ambos os parametros
previstos para Brasilia/DF, em dados observados do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET17).
De acordo com os autores, a execugdo do projeto contara principalmente com a infraestrutura e
equipamentos disponibilizados pelo Laboratério de Espectrometria de Massa — Sala de Nanobiotecnologia,
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, coordenado pelo professor/pesquisador orientador
Luciano Paulino da Silva. Os reagentes e outros materiais serao disponibilizados por parte da equipe na
qual a pesquisa sera realizada. A Superintendéncia de Policia Técnico-Cientifica de Goids — SPTC/GO
podera atuar, também, no fornecimento de equipamentos, materiais de coleta e reagentes para pesquisa
cientifica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Analisar os padrées nanomeétricos de envelhecimento em manchas de sangue secas, mediante analises de
transformacao das hemaécias, em um gradiente de tempo, quando depositadas em diferentes superficies,
aplicando a microscopia de forga atémica — MFA associada a espectroscopia Raman.

Objetivos Secundarios:

- Avaliar o processo de modificagdo das hemacias em manchas de sangue, determinando se ha algum
padréo de transformagédo temporal, e se esse padrdo pode ser aplicado em locais de crime;

- Testar se o processo de modificacdo das hemacias em manchas de sangue secas possui um processo de
transformagéo temporal convergente entre diferentes individuos humanos;

- Testar diferentes superficies (suportes) para a deposicdo de manchas de sangue, buscando avaliar se ha
alguma variagcao nos processos de envelhecimento de manchas de sangue;

- Aplicar a técnica da microscopia de forga atémica — MFA integrada a espectroscopia Raman para
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avaliagdo em alta resolu¢do das caracteristicas nanoestruturais, nanomecénicas e moleculares das
manchas de sangue depositadas em diferentes suportes, buscando verificar os possiveis padrdes de
envelhecimento dessas manchas, e se os suportes apresentam alguma influéncia sobre o padrédo de
envelhecimento;

- Analisar se o padrao de vida de um individuo pode influenciar no processo de envelhecimento de manchas
de sangue, comparando, mediante a aplicacdo de questionarios, o estilo de vida de individuos doadores
com as andlises de microscopia de forga atdmica — MFA integrada a espectroscopia Raman.

- Comparar e confrontar a aplicagdo da técnica de microscopia de forca atémica — MFA acoplado a
espectroscopia Raman com as praticas corriqueiras de levantamentos de locais de crime, visando
determinar se a técnica de analise da transformagao temporal de hemacias em manchas de sangue é
passivel de aplicagdo na pratica forense.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os autores garantem que néo ha riscos associados a condugdo do projeto de pesquisa. E como beneficios
destacam que a aplicacao da técnica para andlise de locais de crime podem auxiliar na confec¢éo de laudos
periciais, inquéritos policiais e na formacgao da convicgdo do magistrado.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é muito relevante. Embora a técnica de coleta de amostragem seja simples e a quantidade de
sangue seja bem pequena (10 microlitros) seria interessante descrever no projeto e no termo de
consentimento de que forma sera feito o procedimento (anti-sepsia local, agulha estéril e descartavel,
tamanho da agulha) e por quem (profissional capacitado).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os termos de apresentagéo obrigatéria estdo todos presentes. Porém, é necessario adequar a planilha
orcamentdria ao projeto de pesquisa. Foi utilizado um modelo de planilha apenas, mas nela deve constar,
por exemplo, a descrigdo dos reagentes que poderdo ser utilizados, com seu respectivo valor, e fonte de
recursos.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdées:

De acordo com a andlise do projeto de pesquisa, sugiro que seja melhor esclarecido a técnica de obtencio
das amostras de sangue e que seja apresentada uma planilha orgamentaria com os itens que seréo
utilizados ou necessarios para o desenvolvimento da pesquisa.

Consideragodes Finais a critério do CEP:
Projeto apreciado na Reunido Ordinaria do CEP-FM-UnB. Apés apresentagio do parecer do Relator
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(a, aberta a discusséo para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovado por unanimidade.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

moe

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 12/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 651759.pdf 15:29:43
Folha de Rosto 01_Folha_de_rosto2.pdf 12/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito
15:28:07 | Cavalcanti

TCLE /Termos de |05_TCLE_novo.pdf 11/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito

Assentimento / 17:03:31 Cavalcanti

Justificativa de

Auséncia

Outros Curriculo_Lattes_Luciano_P_Silva.pdf 11/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito
17:02:31 Cavalcanti

Outros Curriculo_Lattes_Douglas_Cavalcanti.pd| 11/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito

i 17:01:33 | Cavalcanti
Orcamento 07_Modelo_de_planilha_orcamentaria.p| 05/07/2016 | Douglas Rodrigues Aceito
df 12:55:03 | Cavalcanti

Outros 06_Questionario_Adaptado.pdf 05/07/2016 | Douglas Rodrigues Aceito
12:54:39 | Cavalcanti

Projeto Detalhado / |04_Projeto_Douglas_Comite.pdf 05/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito

Brochura 12:48:35 |Cavalcanti

Investigador

Outros 03_Carta_de_responsabilidade.pdf 05/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito
12:48:01 | Cavalcanti

Qutros 02_Carta_de_encaminhamento.pdf 05/07/2016 |Douglas Rodrigues Aceito
12:46:51 | Cavalcanti

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
BRASILIA, 30 de Setembro de 2016
Assinado por:
Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto
(Coordenador)
Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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1. Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa: Avaliacdo de padrdes em
escala nanométrica para o envelhecimento de manchas de sangue: uma contribuicdo para
as praticas Forenses;

2. Vocé foi selecionado e sua participacao nédo é obrigatoria;
3. A qualguer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento;

4. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a
instituicao;

5. Os objetivos deste estudo sdo: Analisar os padrbes nanométricos de envelhecimento
em manchas de sangue secas, mediante analises de transformacédo das hemaécias, em um
gradiente de tempo, quando depositadas em diferentes superficies, aplicando a
microscopia de forca atdbmica — MFA associada a espectroscopia Raman;

6. Sua participacdo nesta pesquisa consistira na doagdo de 10 ul (microlitros) de sangue
periférico através de puncdo capilar do dedo;

7. Os riscos relacionados com sua participagdo sdo: ndo ha riscos pessoais;
8. Os beneficios relacionados com a sua participacdo sdao: ndo ha beneficios pessoais;

9. As informagGes obtidas atraves dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacao;

10. Seus dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Seus dados
pessoais ndo serdo coletados, vocé ndo € obrigado(a) a informar seu nome ou qualquer
tipo de dado que possa te identificar pessoalmente;

11.Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do
pesquisador principal, podendo tirar suas davidas sobre o Projeto de Pesquisa de sua
participacdo, agora ou a qualquer momento.

a) DADOS DO PESQUISADOR:

Nome: Douglas Rodrigues Cavalcanti

Assinatura

Endereco:
Telefone:
Email:
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b) CONTATO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP-FM/UNB:

Telefone: (61) 3107-1918
Email: cepfm@unb.br

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participa¢do na pesquisa e
concordo em participar.

Brasilia, de de

Sujeito da pesquisa *

Pai / Méae ou Responsavel Legal
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