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1. INTRODUCAO

A determinacédo da estimativa do Intervalo Post Mortem (IPM) é crucial nas
investigacOes de Obitos suspeitos e na identificacdo de vitimas, mas sua precisao
pode ser afetada devido a diversos fatores, como idade, sexo e localizagao do
corpo (PEYRON et al., 2021; SANGWAN et al., 2021). Os métodos convencionais
baseiam-se em dados cadavéricos imediatos, como algor mortis, livor mortis, rigor
mortis e putrefacdo, apresentando uma margem de erro especifica (NAIA, 2014;
TARONE; SANFORD, 2017).

Diante disso, os pesquisadores tém se dedicado a aprimorar a estimativa do
IPM, com diferentes marcadores bioquimicos, como metabdlitos, lipideos, ions,
proteinas e enzimas, sendo avaliados em diversos tecidos e fluidos corporais,
demonstrando resultados promissores em relacdo a essa area forense (DA
FONSECA et al., 2019; HEIMER et al., 2022; PITTNER et al., 2022). Dentro dessa
perspectiva, uma possibilidade de estudo interessante € a investigacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e das enzimas antioxidantes, tais como a
superoxido dismutase (SOD).

As EROs desempenham papéis importantes nas funcdes celulares, como
sinalizacdo e defesa imunoldgica, originando-se de processos metabdlicos
normais. Contudo, quando presentes em excesso, as EROs podem ocasionar
danos oxidativos em carboidratos, DNA e proteinas (DE MELLO et al., 2023; DOS
SANTOS et al., 2023). Em um organismo saudavel, as EROs podem ser
neutralizadas por acdo de compostos antioxidantes de origem enzimatica ou ndo
enzimatica. A SOD € uma enzima antioxidante que tem a func¢éo de converter o
anion superéxidoemperéxido de hidrogénio e oxigénio (BJELAKOVIC etal., 2007).

O tecido cerebral tem sido considerado uma amostra importante para
avalicado de aspectos toxicologicos nos post mortem. Além disso, estudos prévios
jA relataram que este tecido contém moléculas que podem ser promissores
biomarcadores para diferentes estagios do IPM (DA FONSECA et al., 2019).
Entretanto, existem poucos dados na literatura avaliando parametros de estresse
oxidativo cerebral no IPM, bem como, diferencas relacionadas ao sexo e a idade
guanto ao uso deste tecido em analises forenses.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de espécies
reativas e a atividade da SOD em diferentes IPM em cértex cerebral de ratas
jovens, adultas e velhas.
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2. METODOLOGIA

Neste protocolo, foram utilizadas 90 ratas Wistar de diferentes idades: 30
animaiscom 01 més, 30 animaiscom 03 meses e 30 animaiscom 10 meses. Todos
os procedimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFPel (CEUA 038617/2021-99).

Os animais foram submetidos a eutanésia e divididos em cinco grupos (n =
6 animais/grupo) de acordo com o tempo decorrido desde a eutanésia: 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
cortex cerebral foi coletado e homogeneizado em tampao fosfato de sédio 20 mM
(pH 7,4) contendo KCI 140 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 3500 rpm por
10 mina 4°C. O pelletfoi descartado e o sobrenadante foi utilizado paraas analises.

Os niveis de EROs foi determinado de acordo com o método de Ali et al.
(1992) e expressos em umol diclorofluoresceina (DCF)/mg de proteina. A atividade
da SOD foi medida usando o método descrito por Misra e Fridovich (1972) e foi
expressa como unidades/mg de proteina.

Os dados foram analisados atravées 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 padrdo e considerados significativos
para P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que os niveis de EROs em cortex cerebral
variam de acordo com a idade e o tempo ap6s a morte. A figura 1A demonstra um
aumento significativo nos niveis de EROs em fémeas jovens no intervalo de 48
horas post mortem (HPM), quando comparado ao grupo controle (0 HPM). No
entanto, nos resultados ilustrados na figura 1B e 1C, é possivel observar uma
diminuicao significativa nos niveis de EROs em fémeas adultas e velhas nos
intervalos de 6,12, 24 e 48 HPM, quando comparado ao grupo controle (0 HPM).

Em relacédo a atividade da SOD, nas fémeas jovens (figura 2D) houve um
aumento significativo na atividade desta enzima nos intervalos de 12,24 e 48 HPM.
Nas fémeas adultas e velhas ndo houve diferencasignificativaemnenhumdos IPM
avaliados quando comparado ao grupo controle (figura 2E e 2F).

A cadeia respiratdria mitocondrial € umas das principais fontes de producéo
de espécies reativas no organismo. Barksdale et al. (2010) demonstrou que
mitocondrias isoladas de tecido cerebral de camundongos sdo capazes de
continuar sintetizando ATP, mas essa producao de energia diminui em IPM mais
longos, sendo o complexo | 0 mais afetado. Ainda, tem sido demonstrado que a
mitocondria de cérebro humano post mortem permanece ativa por pelo menos 8,5
horas ap6s a morte do individuo (BARKSDALE et al., 2010). Desta forma, essas
questdes envolvendo a mitocondria poderiam estar associadas ao aumento nos
niveis de EROS observado no cortex de fémeas jovens. Ja 0 aumento da SOD em
animais jovens pode estar relacionado a tentativa de combater o aumento dos
niveis de EROS, uma vez que a SOD € uma enzima antioxidante. Ainda, é
importante destacar que a idade influencia o status redox o que poderia explicar as
diferencas observadas entre fémeas jovens, adultas e velhas (KOWALSKA;
MILENEROWICZ, 2016).
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Figura 1. Niveis de especies reativas de oxigenio (EROs) em cOrtex cerebral de ratas (A) jovens,
(B) adultas e (C) velhas e a atividdade da enzima da superoxido dismutase (SOD)em (A) jovens (B)
adultas e (C) velhas nos intervalos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas post mortem (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 controle.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados pode-se concluirque EROS e SOD apresentam
alteracOes de acordo com IPM e com a idade. Estes dados sugerem que estes
parametros, especialmente EROS, podem ser promissores no auxilioda estimativa
do IPM, juntamente com outros métodos j& existentes. Entretanto, mais estudos
sdo ainda necessarios para elucidar como estes marcadores poderdo ser usados

no ambito forense.
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