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1. INTRODUCAO

O intervalo po6s-morte (IPM) é o tempo entre 0 momento da morte até o mo-
mento em que o cadaver € encontrado e possui uma importancia fundamental no
ambito juridico (BUCHAN, 2001). Os métodos mais utilizados para estimar o IPM
sdo embasados na observacdo de fenbmenos cadavéricos que ocorrem apoés a
morte, entretanto, embora esses métodos sejam certificados e confiaveis, eles
ainda apresentam certas limitagcbes quanto a estimativa do IPM (MARHOFF-BE-
ARD; FORBES; GREEN, 2018).

A tanatoquimica ou bioquimica pos-morte (MADEA, 2005), € uma area que
tem por finalidade, investigar marcadores bioquimicos capazes de determinar o
momento aproximado do 6bito, minimizando a acdo externa e interna de interferen-
tes tais como: idade, género, estilo de vida, causa da morte, uso de medicamentos,
grau de autdlise, putrefacdo e temperatura (HENSSGE; MADEA, 2007; ZHOU,
BYARD, 2011). Desta forma, nos dltimos anos tem sido crescente o numero de
estudos na literatura avaliando parametros bioquimicos em diferentes tecidos e flu-
idos corporais com 0 objetivo encontrar marcadores que possam auxiliar no IPM
bem como na causa da morte (BELSEY; FLANAGAN, 2016; DA FONSECA et al.,
2019; GIRARD et al., 2017; HEIMER et al., 2022)

Neste contexto, o0 musculo esquelético tem se mostrado como modelo de
tecido forense, uma vez que esta presente em grandes quantidades no organismo
e encontra-se disponivel em estagios mais avancados de decomposi¢éo do corpo
(CHOI et al., 2019; DA FONSECA et al., 2019; EHRENFELLNER et al., 2017;
FODITSCH; SAENGER; MONTICELLI, 2020; PITTNER et al., 2016; ZISSLER et
al., 2020). A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima encontrada no musculo, cuja
funcdo esta associada a terminacao da transmisséo colinérgica na juncéo neuro-
muscular pela rapida hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (RANG, 2001). A
AChE tem sido amplamente avaliada em diversas condi¢gfes patologicas, porém
estudos relacionando essa enzima com IPM tem sido pouco relatado na literatura.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da AChE em
amostras de musculo gastrocnémio de ratos machos e fémeas (jovens e adultos)
em diferentes IPM.
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METODOLOGIA

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas de diferentes idades (30 e
90 dias). Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimen-
tacdo Animal da UFPel (CEUA 038617/2021-99).

Os animais foram submetidos a eutanéasia e divididos em cinco grupos (n =
6 animais / grupo) de acordo com o tempo decorrido desde a eutanasia: Grupo 1:
Oh; Grupo 2: 6h; Grupo 3: 12h; Grupo 4: 24h; Grupo 5: 48h. Durante todo o periodo
experimental os animais foram mantidos em temperatura controlada (22 £ 2° C) e
0 musculo esquelético (gastrocnémio) foi coletado de acordo com o IPM estimado
para cada grupo. Para o ensaio da AChE amostras de musculo foram homogenei-
zadas em uma solucao de Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 e centrifugados a 1800 rpm
durante 10 min a 4°C. O ensaio enzimatico da AChE foi determinado de acordo
com ELLMAN (1961) o qual baseia-se na formagé&o do anion amarelo, 4,4-ditio-bis-
acido-nitrobenzoéico medido em um espectrofotbmetro a 412 nm durante 2 minutos
com intervalo de 30 segundos a 27°C.Os resultados foram expressos em pmol
AcSCh/h/mg de proteina.

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism 9.3.0 (San
Diego, CA, U.S.A)), pelo teste de ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey.
Os dados foram expressos como média * erro padréo e foram considerados signi-
ficativos para P<0,05.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados ilustrados na figura 1A e 1C, houve uma diminui¢cao
significativa na atividade da AChE no musculo esquelético de ratos machos e fé-
meas jovens nos intervalos de 12, 24 e 48 horas pés-morte (HPM), quando com-
parado ao grupo controle (0 HPM). No entanto, em relacdo aos resultados ilustra-
dos na figura 1D, foi possivel observar uma diminui¢éo significativa na atividade da
AChE no musculo esquelético de ratos fémeas adultas apenas nos intervalos de 12
e 24 HPM, quando comparado ao grupo controle (0 HPM). Por outro lado, em rela-
cdo a atividade da AChE no musculo esquelético de ratos machos adultos, ndo
houve diferenga significativa em nenhum intervalo HPM, quando comparado ao
grupo controle (figura 1B).

Resultados referentes a atividade da AChE na literatura sdo controversos
guando relacionado ao IPM. Além disso, cabe ressaltar que a atividade da AChE
em relagéo ao IPM tem sido avaliada principalmente em amostras cerebrais. Desta
forma, um aumento na atividade da AChE em cérebro total de camundongos ma-
chos tém sido observado apds o tempo de 24 horas pds morte, ndo sendo obser-
vada alteracfes significativas no tempo de 6 e 48 horas quando comparado ao
tempo 0 (FONSECA et al., 2019). Nossos resultados demonstram que em relagéo
aos animais jovens, o perfil de atividade da enzima em diferentes IPM s&o similares
entre machos e fémeas em tecido muscular. Entretanto, o mesmo n&o é observado
em relacdo aos animais adultos, uma vez que somente as fémeas apresentam al-
teracOes na atividade da AChE muscular em diferentes IPM.
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Embora ainda néao seja possivel elucidar o exato mecanismo envolvido nes-
sas diferencas, dados da literatura tem demonstrado que a distribuicdo da AChE
no musculo esquelético pode apresentar diferencas em relacdo ao estagio de de-
senvolvimento e a espécie (DREWS; MENGIS, 1990; OETTLING et al., 1988; MAS-
SOULIE et al., 1993).
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Figura 1. Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em musculo esquelético de ratos
(A) machos jovens, (B) machos adultos (C) fémeas jovens e (D) fémeas adultas nos inter-
valos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas pdés morte (HPM). A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey. (*) P < 0,05, (**) P < 0,01, (***) P < 0,001

e (****) P < 0,0001 denotam niveis de significancia quando comparados com o grupo con-
trole.

4, CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados apresentados neste estudo, a AChE pode se
tornar um potencial biomarcador na estimativa do IPM, entretanto, mais estudos
Sa0 necessarios para compreender os parametros envolvidos na atividade da
AChE no tecido muscular esquelético em relacdo a idade e sexo. Ainda, cabe
ressaltar que o a determinagdo da atividade desta enzima consiste em um teste
simples, pratico e acessivel e assim poderia contribuir no arsenal de métodos
ultilizados para a estimativa do IPM.
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