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1. INTRODUGAO

A estimativa do intervalo pés-morte (IPM) é crucial para a reconstrugéao de
eventos e a validacdo de evidéncias criminais, no entanto € um dos maiores desafios
da medicina legal. Os métodos classicos, como o algor mortis, rigor mortis e livor
mortis, possuem aplicabilidade limitada devido a sua alta sensibilidade a variaveis
ambientais e fisioldgicas (NAIA, 2014) .Para superar essa limitagao, a ciéncia forense
tem focado na busca por biomarcadores mais objetivos e menos suscetiveis a fatores
externos. Uma abordagem promissora explora a cascata previsivel de degradagao
celularque seinicia apds a morte, quando a falénciado metabolismo energético e dos
sistemas de regulagao ibnica causa o comprometimento estrutural das células
(DONALDSON; LAMONT, 2014).

Nesse contexto, as enzimas Ca**-ATPase e a Na*K*-ATPase destacam-se
como possiveis biomarcadores, uma vez que sao essenciais para a manutengaoda
homeostase idnica e da integridade celular. A progressiva perda da atividade dessas
enzimas apos a cessacao do suprimento de ATP pode contribuir para a estimativa do
tempo de morte(CAMPOS, 2014). No entanto, a aplicacao pratica desses marcadores
requer a consideragao de fatores bioldgicos individuais, como idade e sexo, que
podem influenciar o ritmo fisioldgico da degradacao enzimatica e, consequentemente,
a precisao do método.

Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade da
Ca?"-ATPase e Na*K"-ATPase em tecido cerebral de ratos machos e fémeas em
diferentes IPM. Espera-se que os resultados contribuam para o desenvolvimento de

um modelo mais preciso e robusto, fortalecendo a base cientifica da pericia forense.
2. METODOLOGIA
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Neste estudo, foram utilizados 60 ratos (30 machos e 30 fémeas) distribuidos
igualmente em dois grupos etarios (1 e 3 meses), conforme protocolo aprovado pelo
comité de ética em experimentacdo animal (CEUA 038617/2021-99). Apds a
eutanasia, os animais foram mantidos a 22 + 2°C e divididos em cinco grupos
temporais (n=5 animais/grupo) de acordo com o IPM: Oh (controle), 6h, 12h, 24h e
48h. Apds esses periodos o cortex cerebral foi coletado e armazenado a -80°C para
as analises da atividade da Ca*'-ATPase e Na*K*-ATPase conforme descrito por
Chan et al. (1986) e Wyse et al. (2004). Os resultados foram expressos em nmol Pi
liberado por min por mg de proteina. Os dados foram expressos como média + erro
padrao e analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey,

com p<0,05 considerado estatisticamente significativo.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade enzimatica da Ca?'- ATPase e da Na*/K*- ATPase no cértex
cerebral de ratos apresentou variagdes significativas em funcao do sexo, da idade e
do IPM. No caso da Ca*"-ATPase, observou-se que,em fémeas com 1 més de idade,
ocorreu um aumento significativo apenas com IPM de 24 horas quando comparado
ao grupo controle (0 IPM). Por outro lado, nas fémeas com 3 meses, esse aumento
foi observado no IPM de 12, 24 e 48 horas quando comparado ao grupo controle
(Tabela 1). Em machos com 1 més de idade a atividade da Ca?*"-ATPase foi
aumentadano IPMde 6 e 12 horas seguido porum declinio significativo no IPM de 24
e 4 horas. Nos animais machos com 3 meses ocorreu uma diminuigdo significativa na
atividade desta enzima no IPM de 12, 24 e 48 horas (Tabela 1).

Tabela 1 — Atividade enzimatica da Ca?*-ATPase em cortex cerebral de ratos machos e
fémeas de diferentes idades.

Sexo Idade Intervalo post-mortem (IPM)

0IPM 6 IPM 12 IPM 24 IPM 48 IPM
Feméas 1 més 22,61 10,54 23,01+1,22 29,67+3,23 41,88+9,27**** 26,25+4,52
3 meses 14,25+2,80 20,06+3,40 22,27+1,10**  25,28+3,94*** 20,90+3 41~
1 més 27,14+2 53  37,92+2,02**** 38,89+2,80**** 15,69+1,42**** 13,15+2,99****
Machos

3 meses 49,26+2,06 52,9349,60 32,55+3,82** 36,58+6,15* 38,24+6,49*

Valores expressos em média + desvio-padréo * P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001 denotam diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle (hpm)

A atividade da Na*/K*-ATPase no coértex cerebral de fémeas com 1 més de
idade apresentou aumento apenas no IPM de 48 horas, enquanto em fémeas com 3
meses esse aumento foi observado no IPM de 6, 24 e 48 horas. Nos machos de 1

més de idade observou - se um aumento significativo apenas no IPM de 24 horas, ja
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nos animais de 3 meses 0 aumento na atividade desta enzima ocorreu no IPM de 6,
12 e 24hpm. Esses resultados evidenciam padrdes distintos e complexos de resposta
enzimatica, que sao especificos para cada enzima e variam significativamente entre

0s grupos experimentais (Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade enzimatica da Na*/K*-ATPase em cortex cerebral de ratos machos
e femeas de diferentes idades

Intervalo post-mortem (IPM)

Sexo Idade
0 IPM 6 IPM 12 IPM 24 IPM 48 IPM
s Tmés  493+058 481£1,03 5792066 435:033 63724045
eMEaS 3 meses 1264046 4,05+0,34* 269+067 6224148 105641 37
1 més 4580,75 5022092 5672063  787:102" 517065
Machos

3 meses 9,82+0,36 15,09+£1,96**** 16,62+0,56****  13,39+1,84** 9,21+£1,38

Valores expressos em média + desvio-padrdo * P<0,05, ** P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001 denotam diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle (hpm)

O tecido cerebral tem se mostrado um material de grande relevancia para a
investigacao forense, uma vez que concentra neurotransmissores, enzimas e outras
moléculas biologicamente ativas capazes de refletir o estado fisioldgico do individuo
no momento da morte, fornecendo pistas valiosas sobre o IPM (NUSAIR et al., 2022).
Além disso, a relativa protegado conferida pelo cranio e a menor suscetibilidade do
cérebro a autdlise, quando comparado a outros 6rgaos, contribuem para a
preservagao de biomarcadores cruciais (ROHRIG; HICKS, 2015).

Nossos resultados demonstraram alteragdes na atividade das enzimas Ca?*-
ATPase e a Na*/K*-ATPase no cortex cerebral de ratos em diferentes IPM. Estes
achados estdo em consonancia com o modelo de morte celular necrética, que
descreve uma cascata de eventos iniciada pela deplegédo de ATP(DA FONSECA et
al., 2019). Estudos prévios relatam que a primeira etapa da necrose é a falha
bioenergética (KRAMER; MYERS, 2013). A Na*/K*-ATPase, essencial para a
manutengéo do equilibrioidnico, perde suafuncionalidade com o tempo, ocasionando
influxo de sodio e agua para o interior celular promovendo edema(TRUMP et al.,
1997). Em paralelo, a Ca**-ATPase, responsavel por remover o calcio citosélico,
também sofre comprometimento. Embora haja um aumento inicial da atividade dessa
enzima como mecanismo compensatorio, a continua sobrecarga de calcio ultrapassa
suacapacidade de regulacao. O excesso de calciointracelular, por suavez, atua como
“segundo mensageiro da morte”, ativando enzimas que aceleram a degradagao
celular(KRASSNER et al., 2023).

Nossos resultados indicam que a inativagao progressiva da Na*/K*-ATPase e a

consequente perda do controle da homeostase do calcio no IPM configuram eventos
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iniciais da cascata necrética. Nesse contexto, o cérebro se mostra um tecido
estratégico para a estimativa do IPM, dado seu potencial em preservar informagoes

metabdlicas pés-morte e sua aplicabilidade em cenarios forenses complexos.
4. CONCLUSOES

O IPM altera a atividade das enzimas Ca?*-ATPase e Na*/K*-ATPase em cortex

cerebral. Os resultados ressaltam ainda que idade e sexo bioldgico sdo variaveis
cruciais que devem ser consideradas na avaliagdo de biomarcadores para a
estimativa do IPM. A Ca?"-ATPase parece atuar como ummarcador de resposta inicial
a morte celular e a faléncia energética, enquanto a Na*/K*-ATPase pode indicar
processos de degradacdo mais tardios. A combinagdo da analise de ambas as
enzimas, levando em conta as particularidades de cada grupo (idade e sexo), pode
fornecer uma ferramenta mais precisa e robusta para a ciénciaforense, com poten cial

para refinar a precisao da estimativa do IPM e auxiliar em investigagdes criminais.
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