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RESUMO

A Medicina Legal tem utilizado diferentes ferramentas capazes de
auxiliar na determinag&o do intervalo post mortem (IPM). No entanto, as
ferramentas utilizadas comumente pelos peritos, nem sempre sao
suficientes na determinagdo do IPM. Dessa forma, a utilizacdo da
Micologia Forense surge como uma alternativa complementar atrativa e
importante, dado que os fungos sdo organismos saprdfitos, estando
comumente associados a corpos em decomposicdo, oferecendo a
Medicina Legal, portanto, informacfes relevantes a respeito da
cronologia do processo cadavérico. Contudo, a escassa literatura
cientifica tem dificultado sua consolidagdo como ciéncia praticada no
meio pericial. Diante disso, este trabalho pretende subsidiar a utilizacéo
da Micologia Forense para esses fins, através do levantamento das
espécies flngicas presentes em cadaver de suino (Sus scrofa L.),
correlacionando-as com o IPM. Para tal, a carcaca de um suino de 20 kg
foi colocada para decompor em uma gaiola, no periodo de verdo, em um
fragmento de Mata Atlantica, na Unidade de Conservagdo Desterro,
situada em Floriandpolis, Santa Catarina. Durante os 57 dias de
acompanhamento da decomposi¢do foram realizadas 29 coletas na pele
e mucosas oral e anal do suino. Dados de temperatura ambiente, do solo,
do suino e umidade relativa do ar foram obtidos nas coletas. Foram
identificados cinco estagios de decomposicdo do suino. Um total de
treze espécies de fungos foi identificado até o menor taxon possivel ao
longo do IPM. Os fungos leveduriformes, representados pelos géneros
Arthrographis, Candida e Rhodotorula, foram mais diversos e
predominaram nos trés primeiros estagios da decomposicao, totalizando
cinco espécies no primeiro estagio, seis no segundo e cinco no terceiro.
Os filamentosos, Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Mucor e Scedosporium, foram mais diversos e predominantes no quarto
estagio de decomposic¢éo, totalizando cinco espécies. Um dos principais
resultados foi a presenca de certas espécies de fungos ocorrendo em
estagios Unicos de decomposicdo da carcaca suina, tais como a levedura
Candida zeylanoides e os fungos filamentos Acremonium, Aspergillus e
Cladosporium ocorrendo somente na pele durante o estagio
fermentativo. Outros como o género Curvularia foram encontrados
também somente na pele, mas durante a putrefacdo escura. Embora este
estudo tenha revelado importantes contribuicbes com a Micologia
Forense, como o padrdo de distribuicdo dos fungos durante os estagios,
bem como espécies que se mostraram potenciais marcadores do IPM, a
sucessdo fungica em cadaveres ainda ndo oferece funcdo efetiva de



marcador biolégico que permita, com seguranca, demonstrar a relacdo
fungo-intervalo post mortem.

Palavras-chave: Medicina Legal; Decomposi¢do; Cronologia de Morte;
Micologia Forense.



ABSTRACT

The Legal Medicine has used different tools that can help determine the
post mortem interval (PMI). However, the tools commonly used by the
experts are not always sufficient to determine the PMI. Thus, the use of
Forensic Mycology emerges as an attractive and important
complementary alternative, because fungi are saprophytic organisms and
is commonly associated with decomposing bodies, offering Forensic
Medicine, therefore, relevant information about the chronology of
cadaveric process. However, scant literature has hampered its
consolidation as science practiced in the forensic field. Thus, this paper
aims to support the use of Forensic Mycology for these purposes by the
lifting of the fungical species present in cadaver pig (Sus scrofa L.) and
their correlation with PMI. For such, the carcass of a pig 20 kg was left
to decompose inside a cage, in the summer, in a fragment of Atlantic
Forest, at Desterro Conservation Unit, located in Floriandpolis, Santa
Catarina. During the 57 days of monitoring the decomposition 29
collections on the skin and mucous membranes of the oral and anal pig
were performed. Temperature data from environment, soil, pig and
relative humidity were obtained from the collections. Five stages of
decomposition of the pig were identified. A total of thirteen species of
fungi were identified to the lowest possible taxon along the PMI. The
Yeasts, represented by the genera Arthrographis, Candida and
Rhodotorula, were more diverse and predominated in the first three
stages of decomposition, totaling five species in the first stage, six in the
second and five in the third. Filamentous, Acremonium, Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Mucor and Scedosporium were more diverse
and predominated in the fourth stage of decomposition, totaling five
species. A key finding was the presence of certain species of fungi
occurring in single stages of decomposition of swine carcass , such as
the yeast Candida zeylanoides and filaments fungi Acremonium,
Aspergillus and Cladosporium occurring only in the skin during the
fermentation stage. Others as Curvularia genera were also found only in
the skin, but during the dark putrefaction. Although this study revealed
important contributions to the Forensic Mycology, as the pattern of
distribution of fungi during stages, as well the species which showed
potential markers of PMI, the fungical succession on corpses still offers
no effective function biomarker that permits, safely, demonstrate the
relationship fungus-post mortem interval.



Keywords: Legal Medicine; Decomposition; Chronology of Death;
Forensic Mycology.
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1. INTRODUCAO
1.1. MEDICINA LEGAL

A Medicina Legal é uma ciéncia de caracteristica multifacetada,
pois faz uso de um conjunto amplo de diferentes ramos da Medicina a
servico das Ciéncias Juridicas e Sociais. No ramo da Medicina
relaciona-se com praticamente todas as especialidades, dentre elas a
Psiquiatria, a Patologia, a Traumatologia, a Neurologia, a Obstetricia e
Ginecologia, a Microbiologia, a Entomologia e a Toxicologia
(FRANCA, 1998). Por estar relacionada com uma extensa gama de
outras ciéncias e por percorrer vasto raio de atividades, a Medicinal
Legal torna-se de dificil precisdo quanto a sua conceituacdo. Gomes
(1998) cita em seu livro a visdo de um grande e conceituado médico
legista austriaco, chamado Hoffman, que explana seu entendimento a
respeito da Medicina Legal e a caracteriza como uma ciéncia que tem
por objeto o estudo das questdes no exercicio da jurisprudéncia civil e
criminal e cuja solucdo depende de certos conhecimentos médicos
prévios. Contudo, conhecer tais conceitos ndo € mais importante que
entender sua real e extraordinaria importancia. A Medicina Legal ndo
existe apenas para que os interesses da coletividade sejam cumpridos,
mas também para que através de sua aplica¢do a ordem publica e social
seja alcancada (FRANCA, 1998).

1.2. TANATOLOGIA

Dentro do contexto das muitas areas que se coadunam para
embasar a Medicina Legal, tais como Antropologia, Traumatologia,
Sexologia, Toxicologia, Asfixiologia, Psicologia, Psiquiatria,
Criminalistica, Criminologia, Infortunistica, Genética e Vitimologia esta
a Tanatologia Médico-Legal. Este campo é importantissimo e se ocupa
em analisar a morte e suas atribuicGes legais. A Tanatologia aborda os
mais diferentes conceitos sobre a morte, analisa os direitos sobre o
cadaver, o diagndstico de morte, o tempo aproximado da morte, a morte
stbita, a morte agbnica, a necropsia médico-legal, a exumacdo e o
embalsamento, enfim, a Tanatologia cuida tanto da morte, como do
morto (FRANCA, 1998).

A morte, como atualmente estabelece o Conselho Federal de
Medicina (Resolu¢do CFM, n° 1.480/97), pode ser definida quando ha
um quadro de parada total e irreversivel das atividades encefalicas, ou
seja, morte encefalica. Tradicionalmente definia-se a morte como a
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cessacdo total e permanente das funcdes vitais, ou seja, algo pontual,
momentaneo. Atualmente, defende-se a ideia de que a morte ndo €
apenas um momento, mas sim uma Ssérie de processos que Sao
desencadeados e que decorrem por um periodo de tempo (SANTOS,
2003). Assim, o processo de morte se inicia nos centros vitais cerebrais,
ou cardiacos, e se propaga progressivamente para todos os drgaos e
tecidos, dando lugar ao aparecimento de um conjunto de fendmenos
ditos cadavéricos, ou post mortem. Estes sdo comumente classificados
em dois grupos, os fenémenos de ordem fisica, ou abidticos, e os de
ordem quimica, ou transformativos. Os fendmenos fisicos compreendem
a desidratacdo, o resfriamento do corpo, os livores ou manchas
hipostaticas e a rigidez cadavérica. Os fenémenos de ordem quimica
podem ser subdivididos em dois grupos, os destrutivos, que
compreendem a autdlise e a putrefacdo, e 0s conservadores,
compreendidos pela mumificacdo, saponificagdo e corificacdo
(GOMES, 1998; SANTOS, 2003).

1.3. ESTAGIOS DE DECOMPOSICAO

A putrefacdo, fendbmeno transformativo de grande relevancia para
as analises periciais, € comumente dividida em estagios ou fases. A
nomenclatura, assim como a quantidade total de fases podem variar de
autor para autor, podendo ser classificada em quatro, cinco e até seis
estagios (CARTER et al., 2007). Bornemissza (1957) em seu estudo,
utilizando porco-da-india como modelo animal, observou e classificou
em cinco os estadgios de decomposicdo: inicial (fresco), putrefacdo,
putrefacdo escura, fermentagdo butirica e seco. No estdgio inicial, a
carcaca tem aspecto fresco externamente, mas apresenta decomposicéo
internamente pela atividade das bactérias, e provavelmente também por
protozodrios e nematddeos presentes no animal antes de sua morte. No
estagio de putrefacdo a carcaca se encontra inchada pelo acimulo de
gases produzidos internamente, por bactérias como Escherichia coli e
outras, que se multiplicam e atacam 0 sangue e 0s intestinos, afetando
depois outros 6rgdos do animal (HAGLUND; SORG, 1996). O odor de
decomposicdo é aparente. No estadgio de putrefagdo escura, o corpo
inchado se rompe, por conta do escape dos gases, havendo exposicdo de
tecidos escuros, de consisténcia cremosa, e 0 odor de putrefagdo torna-se
muito intenso. No estagio de fermentacdo butirica, a carcaca seca por
fora, apresentando ainda alguns tecidos remanescentes e um odor
caracteristico de queijo provocado pela presenca do &cido butirico. Na
superficie ventral se desenvolvem fungos, sugerindo a ocorréncia de
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processos fermentativos. No estagio seco, Ultima fase, a velocidade de
decomposicdo diminui, fazendo com que carcaca quase seca Seja
decomposta muito lentamente, até restarem apenas 0S 0SSOS.
(BORNEMISSZA, 1957).

Diversos sdo os fatores que agem em diferentes estagios de
putrefacdo, influenciando na marcha da decomposicdo cadavérica.
Alguns fatores sdo ditos intrinsecos, quando estdo relacionados ao
corpo, tais como idade, constituicdo e causa da morte. A decomposicao
ocorre mais rapidamente nos recém-nascidos e nas criangas do que nos
adultos (FRANCA, 1998). Individuos obesos decompdem de maneira
mais rapida devido a maior quantidade de liquidos nos tecidos, o que
facilita a maior propagacédo das bactérias. Vitimas de graves infec¢des e
grandes mutilagbes decompdem mais rapidamente, devido a maior
difusdo bacteriana (MARQUES, 2008). Os fatores ditos extrinsecos sao
aqueles que estdo relacionados ao ambiente externo, como a
temperatura, a aeracdo e a umidade do ar. Assim, ambientes com
temperaturas em torno de 25 e 35 °C sdo 6timos para o desenvolvimento
de bactérias, facilitando a decomposi¢do. Ambientes secos e de fortes
ventilagdes desidratam mais rapidamente os corpos, podendo levar a
mumificacdo. Ambientes muito Umidos retardam a decomposicao,
levando o cadaver a saponificagdo (MARQUES, 2008).

1.4. INTERVALO POST MORTEM

O conhecimento de todos os fenémenos cadavéricos € de grande
importancia para as analises periciais de uma investigacdo criminal,
principalmente quando se objetiva conhecer o intervalo post mortem
(IPM). O IPM, ou diagndstico cronoldgico da morte, também conhecido
como Cronotanatognose, busca estimar o espaco de tempo decorrido do
Obito até o achado pericial. Para tal, a Cronotanatognose incorpora
técnicas e analises provenientes de outros ramos de pesquisa, tais como
a Arqueologia, Quimica, Botanica, Ecologia, Entomologia e
Microbiologia de solos com o intuito de analisar com maior acuracia os
processos de degradacdo cadavérica (CARTER; TIBBETT, 2003).

Para que a pericia médico-legal chegue & solugdo de indagagdes
concernentes ao tempo de morte é necessario que sejam utilizadas o
maior numero de ferramentas possiveis, que corroborem suas
conclusdes, jd& que o esclarecimento de tais fatos é de extrema
importancia nos processos judiciais. Infelizmente, as técnicas utilizadas
mais comumente pelos peritos, baseadas nos fenémenos cadavéricos,
como rigidez, livores, resfriamento, putrefacdo, entre outros, podem ndo
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apresentar total eficacia devido a certos fatores, como os intrinsecos e
extrinsecos, abordados anteriormente, que acabam por influenciar tais
processos (OLIVEIRA-COSTA, 2008).

Uma ferramenta que tem sido bastante difundida, principalmente
em paises do hemisfério norte, é a que faz uso da Entomologia Forense
(OLIVEIRA-COSTA, 2008). Essa ciéncia aplica o conhecimento acerca
da biologia e comportamento de insetos, e outros artropodes, associados
aos processos de degradacdo cadavérica, com o propdsito de fornecer
informacOes as investigacfes criminais, inclusive aquelas relacionadas
ao IPM (BYRD; CASTNER, 2010). Contudo, a andlise da sucessdo de
insetos em cadaveres, em alguns casos, também pode apresentar
ineficiéncia, principalmente nas fases muito avancadas da
decomposicdo, em que o substrato organico é reduzido ou quando o
cadaver se encontra em um ambiente ndo propicio a colonizagdo de
insetos (HITOSUGI et al., 2006). Diante de cenarios assim € que se
percebe a necessidade de se utilizar outras técnicas que possibilitem a
caracterizacdo do IPM, ou que auxiliem as técnicas ja utilizadas,
reforcando suas conclusfes. Com base nesse exposto é que pesquisas
tém sido feitas com o intuito de fortalecer ciéncias importantes como a
Micologia Forense, para torna-la uma ferramenta utilitaria nas préaticas
periciais.

1.5. MICOLOGIA FORENSE

A Micologia Forense é um dos ramos que integram a
Microbiologia Forense e se ocupa em estudar as espécies flngicas que
estdo relacionadas aos processos de decomposicdo cadavérica, que
apresentam, portanto, relevancia para aplicacio da Medicina Legal. E
uma ciéncia considerada relativamente nova, tendo seu primeiro artigo
de revisdo publicado apenas em 2003 (CARTER; TIBBETT, 2003).

As aplicacbes dos fungos nas analises forenses sdo variadas e
ndo se restringem apenas a determinacdo do tempo de morte, incluem
papéis como: fornecer evidéncias residuais; determinar o tempo de
deposicdo; investigar causa de morte, alucinagdes ou envenenamentos;
localizar cadéaveres enterrados e guerra biolégica (HAWKSWORTH,;
WILTSHIRE, 2011).

Os primeiros pesquisadores que tiveram interesse em analisar se 0
crescimento fangico em cadaver tinha valor na determinacdo do tempo
de morte foram os belgas Voorde e van Dijck (VOORDE; VAN DIJCK,
1982). Naquele trabalho, os pesquisadores isolaram os fungos que
cresciam sobre as palpebras e na pele inguinal de uma baronesa que
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havia sido assassinada e encontrada morta em seu quarto, em uma antiga
mansdo na Bélgica, no ano de 1980. Os fungos isolados foram
incubados sob mesma temperatura em que o corpo foi encontrado, a
uma constante de 12 °C, como nos registros do termostato presente no
guarto. Através das medicdes diarias do crescimento das col6nias
fangicas, pode-se estimar a morte da baronesa em aproximadamente 18
dias antes de seu corpo ser encontrado, 0 que coincidiu exatamente com
a informacdo dada pelo assassino quando admitiu té-la matado.

Noutro trabalho, Hitosugi et al. (2006) também demonstraram a
importancia da utilizagdo dos fungos para determinacdo do IPM. Estes
pesquisadores isolaram e identificaram os fungos que colonizavam a
face de um homem encontrado morto, em posicao ajoelhada, com parte
do corpo imerso na agua, no fundo de um pogco. Com os dados da
colonizacdo fangica, juntamente com dados da aparéncia da superficie
do cadaver, do estado de decomposicdo de seus 6rgdos e informagdes
policiais que indicavam seu desaparecimento por volta de 12 dias, pode-
se estimar que a morte do homem ocorrera ha pelo menos 10 dias. Neste
caso a Entomologia Forense ndo pode auxiliar como ferramenta para
determinacdo do tempo de morte, pelo fato de ndo haver colonizagéo de
insetos no cadaver, por isso a Micologia Forense foi ferramenta
imprescindivel no auxilio da determinacéo do IPM.

Embora os fungos sejam organismos cosmopolitas e ubiquos, ou
seja, ocorrem em praticamente todo o globo e em quase todo tipo de
ambiente/substrato, a sua utilizacdo pela Ciéncia Forense tem sido
pouco relevante. Talvez esse senario seja um reflexo da falta de
levantamento de informacGes quanto a composicdo e diversidade
fangica em regides pouco exploradas como restinga, caatinga, desertos,
tropicos entre outros (SILVA; MINTER, 1995), ou ainda por falta de
mais estudos especificos na area de Micologia Forense. Hawksworth e
Wiltshire (2011) ressaltam que existem ainda poucos dados precisos
sobre o crescimento flngico em tecidos humanos em decomposicéo,
especialmente sob diferentes condicGes de temperatura e umidade.
Menezes (2007) complementa que pesquisas utilizando modelos que
substituam os exemplares humanos devem ser exploradas, para facilitar
a sua dindmica e assim poder fundamentar cada vez mais a utilizacdo do
conhecimento a respeito do crescimento flngico em cadaveres em
decomposicdo, como uma ferramenta forense.

Neste contexto, estudos tanatoldgicos tem procurado utilizar,
regularmente, animais como modelos analogos a humanos para estimar
0s processos de decomposi¢do que um cadaver sofreria em condicOes
ambientais especificas. Isso ocorre devido a pouca disponibilidade de
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cadaveres humanos para tais fins e ainda pelas implicacGes éticas e
culturais que estéo relacionadas a sua utilizacdo, gerando, portanto, certa
restricdo (STOKES et al., 2013). Dentre os mamiferos, o modelo animal
mais comumente utilizado em analises de decomposicéo cadavérica é o
suino, devido a sua semelhanca anatémica interna aos humanos, como
tamanho relativo dos 6rgdos e proporg¢éo da cavidade toracica, e também
a distribuicdo de gordura, a quantidade de pelos e a sua dieta onivora
(SCHOENLY et al., 2006; BYRD; CASTNER, 2010). Segundo
Campobasso et al. (2001) a microbiota intestinal e a pele dos suinos
também se assemelham muito as dos humanos e 0s processos de
putrefacdo ocorrem aproximadamente na mesma proporgdo que em um
corpo humano de mesmo peso, corroborando, portanto, o fato do seu
emprego como modelo em estudos que buscam analisar a decomposicéao
cadavérica associada ao IPM.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a comunidade flingica
em carcaca de suino (Sus scrofal.) para a determinacdo de
intervalo post mortem.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o ldentificar as espécies fungicas associadas a cadaver de suino
em ambiente de Mata Atlantica no estado de Santa Catarina;

e Fornecer uma lista de espécies fungicas associadas a cadaver de
suino em ambiente de Mata Atlantica;

e Verificar os diferentes estagios de decomposicdo, seu tempo de
duracdo, relacionando-os as espécies fungicas identificadas;

e Determinar a presenca de fungos em trés locais do corpo do
suino e aventar sobre sua relacdo com o IPM;

e Contribuir para o conhecimento da diversidade fungica
relacionada a decomposicao cadavérica e determinacéo de IPM,
incentivando o desenvolvimento de estudos em Micologia
Forense.
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3. METODOLOGIA
3.1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Unidade de Conservacdo Ambiental
Desterro (UCAD), situada na regido noroeste de Florianépolis, Santa
Catarina, Brasil (Figura 1), em uma area proxima a sede, sob as
coordenadas 27°31°51” S e 48°30°45” W, a uma altitude de 57 m.

Figura 1. Mapa da llha de Santa Catarina (A), destacando a Unidade de
Conservagao Desterro (B), a sede da unidade (C) e o local do experimento (D).

A UCAD ¢ um espaco natural protegido adquirido em 1996 pela
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) com o apoio do
governo do Estado e tem por objetivo promover projetos integrados de
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pesquisa que contemplem diferentes areas do conhecimento (CECCA,
1997). Possui uma &rea total de 491,5 ha, aproximadamente 1,1 % do
territdrio de Floriandpolis, e apresenta vegetagdo do tipo Floresta
Ombrdfila Densa em quatro diferentes estddios de regeneracao:
capoeirinha (cerca de seis anos de regeneragdo), capoeira
(aproximadamente vinte anos de regeneragdo), capoeirdo (em torno de
30 anos de regeneracao) e floresta secundaria (exploracédo seletiva, sem
cortes rasos da vegetacdo) (BONNET; QUEIROZ, 2006).

Segundo a classificacdo climatica de Koppen o clima da regido é
do tipo Cfa (mesotérmico Umido, com verBes quentes e chuvas
distribuidas durante o ano) com temperatura média anual de 21,15 °C,
média mensal no verao de 23,46 °C e 16,75 °C de média mensal para os
meses de inverno. A umidade relativa do ar € alta, em torno de 80 %,
com chuvas bem distribuidas durante o ano todo, ndo havendo estacéo
seca ou chuvosa (PORTO FILHO, 1993).

3.2. INSTALACAO DO EXPERIMENTO

Para o experimento foi utilizado um porco doméstico (Sus scrofa
L.) pesando 20 Kg, adquirido j& morto de um criadouro/abatedouro do
municipio de Paulo Lopes, na regido da Grande Floriandpolis, estado de
Santa Catarina. O animal foi abatido por golpe de martelo na face
frontal do créanio e levado ao local do experimento no mesmo dia, onde
foi posicionado dentro de uma gaiola, em contato direto com o solo. A
gaiola possuia dimensdes de 110 x 70 x 70 cm e foi revestida com tela
metélica (Figura 2), para permitir a passagem da entomofauna
cadavérica e impedir o acesso de animais necr6fagos de grande porte
gue pudessem comprometer 0 experimento. A gaiola possuia dobradicas
num dos lados da tampa superior, permitindo sua abertura e acesso total
ao animal para realizac&o das coletas.
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Figura 2. Gaiola, construida em madeira e tela metalica, utilizada para protegao
do suino depositado na Unidade de Conservacdo Desterro, Floriandpolis, Santa
Catarina.

3.3. COLETA DE DADOS

Para este trabalho foi realizado um total de 29 coletas. Até o 30°
dia de decomposicdo do suino, as coletas seguiram um regime
aproximadamente diario, que ocorreu no periodo de 23 de janeiro a 21
de fevereiro de 2013. Durante este intervalo ndo foram realizadas
coletas no 7°, 12°, 17°, 21° e 27° dia de decomposicdo. Do dia 21 de
fevereiro ao dia 20 de mar¢o foram realizadas mais quatro coletas, sendo
duas com intervalos de cinco dias, uma com seis e a ultima com onze
dias de intervalo entre uma coleta e outra.

As coletas foram realizadas no periodo da manhd, respeitando-se
sempre o0 horario pré-determinado entre as 9 e as 9h30min.

No local do experimento, em cada uma das 29 coletas de material
biolégico, com o auxilio de um termo-higrémetro, foram coletados
dados de temperatura do ambiente, do solo e das mucosas oral e anal,
bem como dados da umidade relativa do ar.

Dados meteoroldgicos de precipitacdo foram disponibilizados
pelo Centro de Informacdes de Recursos Ambientais e de
Hidrometeorologia de Santa Catarina (EPAGRI/CIRAM), tendo sido
coletados na estacdo meteorolégica mais proxima ao local do
experimento, localizada no bairro Itacorubi, sob as coordenadas
27°38°50” S ¢ 48°30” W, a uma altitude de 2 m.

3.4. COLETA DE AMOSTRAS

As coletas das amostras de material biolégico foram realizadas
com auxilio de swabs estéreis, através de movimentos de fricgdo nas
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regides de mucosa oral, anal e pele do animal. Esses trés sitios
anatdbmicos de coleta, comumente analisados em diagnosticos
micoldgicos laboratoriais, foram escolhidos por possuirem maior
probabilidade de se evidenciar crescimento flngico (MOREIRA
FILHO, 2008). Em cada uma das regibes foi realizada uma coleta com
um swab, sendo devidamente identificado e acondicionado em sua
prépria embalagem estéril, seguindo apds isto para realizacdo de
culturas no laboratorio.

3.5. PROCEDIMENTO LABORATORIAL

Todas as amostras foram conduzidas ao Laboratério de
Diversidade Microbiana, situado no Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias Bioldgicas
(CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As amostras
destinadas ao cultivo foram semeadas através de estrias de esgotamento,
em meio de cultura Agar Sabouraud 2 % de glicose, acrescido de
Cloranfenicol (100 mg ml™). Este meio de cultura basal é comumente
utilizado para isolamento primario de fungos, sendo a presenca de
antibiético de amplo espectro, como o Cloranfenicol, importante para
gue o crescimento bacteriano seja inibido, permitindo um melhor
crescimento dos fungos (SIDRIM; ROCHA, 2004). As culturas foram
incubadas em estufa a 25 °C por aproximadamente 10 dias.

3.5.1. Identificacdo dos fungos filamentosos

Para a identificacdo dos fungos filamentosos seguiu-se a
metodologia proposta por Pitt e Hocking (2009), que se baseia na
utilizacdo de um sistema de plagueamento seguido de analises do
desenvolvimento das coldnias crescidas ap6s o periodo de sete dias e
estas comparadas com as informacOes presentes nas chaves de
identificacdo disponibilizadas pelos autores.
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Figura 3. Esquema do regime de plagueamento utilizado para identificar
isolados de culturas fungicas, coletados de carcaga de suino depositada na
Unidade de Conservagao Desterro, Florianépolis, Santa Catarina.

25°C

37°C

25°C
25°C
. y

CYA - Agar Extrato de Levedura Czapek, 1 —Porgéo de exemplar fungico 1
MEA - Agar Extrato de Malte 2 — Porgéo de exemplar flngico 2
G25N - Agar Nitrato Glicerol 25 %

Para isto, os fungos foram cultivados em trés diferentes meios
de cultura: CYA (Agar Extrato de Levedura Czapek), MEA (Agar
Extrato de Malte) e G25N (Agar Nitrato Glicerol 25 %) a trés diferentes
temperaturas (5 °C, 25 °C e 37 °C). Esse sistema possibilita a
identificacdo simultanea de até dois exemplares fangicos, permitindo
maxima eficiéncia de tempo, espaco e material. As placas foram
inoculadas com pequenas porgdes de micélio distribuido em trés, ou
guatro pontos equidistantes sobre a superficie do meio de cultura,
conforme demonstrado na Figura 3. Apés a inoculacéo as placas foram
incubadas por sete dias em estufas com temperaturas de 25 °C ¢ 37 °C e
em refrigerador para a temperatura de 5 °C. No final dos sete dias as
placas foram analisadas quanto as informacfes macroscopicas do tipo,
tamanho e coloracdo das col6nias, coloracdo do reverso da placa, e
microscopicas como presenga, forma e coloracdo das estruturas
reprodutivas e ndo reprodutivas dos fungos (conforme exemplo da
Figura 4). Os resultados foram sempre comparados com as informacdes
disponiveis nas chaves de identificacdo propostas por Pitt e Hocking
(20009).
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Figura 4. Cultura de Curvularia sp. em meio de cultura MEA (A), isolada de
carcaca de suino instalada na Unidade de Conservacéo Desterro, Floriandpolis,
Santa Catarina, e sua micromorfologia a microscopia dptica em aumento de
40X (B).

3.5.2. Identificacdo das leveduras

A identificacdo das cepas de leveduras foi realizada pela
especialista Sara Leticia Kretzer, em parceria com o Laboratério
Didéatico de Micologia Clinica, sob responsabilidade do Prof. Dr. Jairo
Ivo dos Santos do Departamento de Analises Clinicas do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da UFSC.

Num primeiro momento foi realizado um exame direto das cepas
de leveduras isoladas das culturas basais. Para isso, foi retirada uma
pequena aliquota do material cultivado, montado em lamina-laminula
com adicdo de lactofenol azul de algoddo, para através da observacao
em microscépio Optico, confirmar se tratarem de colonias de leveduras.

Apos isto, fez-se cultivo das cepas em CHROMagar (Figura 5),
um meio de cultura cromogénico que tem como finalidade identificar
presuntivamente algumas espécies de levedura, principalmente do
género Candida, bem como de facilitar a deteccdo de culturas mistas,
através de reacdes enzimaticas espécie-especificas, produzindo
coloragdo nas colbnias (BARBEDO; SGARBI, 2010). Esse método
proporciona sensibilidade e especificidade que excede 99 % para
espécies como Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis
gue apresentam coldnias de coloracdo verde, rosa-palido e azul,
respectivamente (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 5. Culturas em meio CHROMagar de (A) de C. krusei e (B)
C.tropicalis, isoladas de carcaga de suino, instalada na Unidade Conservacéo
Desterro, Florianépolis, Santa Catarina.

N .

Fonte: Sara L. Kretzer (2013).

Para o estudo das caracteristicas micromorfolégicas foi utilizada
a técnica do microcultivo em meio de agar fuba acrescido de Tween 80.
Essa técnica permite que sejam identificados géneros, ou mesmo
espécies de leveduras através da analise da presenca e disposicdo de
estruturas como blastoconidios, artroconidios, pseudo-hifas e hifas
verdadeiras. As leveduras produzem essas estruturas devido ao estimulo
gerado pelo meio de cultura e pela baixa tensdo de oxigénio (SIDRIM,;
ROCHA, 2004).

As amostras das colénias de leveduras foram semeadas em placas
de Petri (70 mm de didmetro) contendo o meio agar fubd, esgotando-se
trés estrias paralelas e cobrindo-as, em sua porcdo central, com uma
laminula esterilizada. Esse método permite realizar até quatro
microcultivos de cepas diferentes em cada placa. As placas foram
incubadas a 30 °C, por um periodo de 48 a 96 horas. A leitura foi
realizada através da observacdo das estrias ao microscopio optico
(Figura 6).
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Figura 6. Micromorfologia de Candida tropicalis em &gar fubd — Tween 80,
isolada de carcaca de suino, instalada na Unidade Conservacdo Desterro,
Floriandpolis, Santa Catarina.

Fonte: Sara L. Kretzer (2013).

Para as cepas que ndo tiveram identificacdes conclusivas por
meio da utilizagdo dos métodos descritos anteriormente foi necessario
empregar-se o kit de identificacdo APl 20C AUX (BioMérieux), sistema
manual que identifica leveduras baseando-se em provas de assimilagédo
de carboidratos (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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4, RESULTADOS
4.1. ESTAGIOS DE DECOMPOSICAO

Foram observados cinco estagios de decomposi¢do no suino
utilizado no experimento (Figura 7): inicial, putrefacdo, putrefacdo
escura, fermentacdo butirica e seco. O intervalo de duracdo de cada
estagio estad apresentado na Tabela 1.

Figura 7. Cinco estagios de decomposicdo observados no suino, depositado na
Unidade de Conservacdo Desterro, Floriandpolis, Santa Catarina: (A) Inicial,
(B) Putrefacdo, (C) Putrefacdo escura, (D) Fermentacéo butirica, (E) Seco.




38

Tabela 1. Duragdo dos diferentes estagios de decomposicao observados no suino
depositado na Unidade de Conservagdo Desterro, Florianépolis, Santa Catarina.

deltzztsjt;?;gs%eéo Intervalo do estagio Duraz;;;)] (;?azitaglo
Inicial Dial 1
Putrefacdo Dia 2 1
Putrefacdo escura Dia3a7 5
Fermentacéo Dia8a45 38
Seco Dia 46 (analisado até o dia 57) _

4.2. COMPOSICAO FUNGICA

Do total de 98 culturas analisadas, obtidas das amostras coletadas
durante os 29 dias de coleta, foram identificados até o menor tdxon
possivel um total de 13 fungos. Destes, sete fazem parte do grupo de
fungos filamentosos e seis sdo fungos leveduriformes. Dentre todos 0s
fungos analisados as duas espécies que estiveram presentes em todos 0s
estagios de decomposicdo foram as leveduras Arthrographis sp. e
Candida lipolytica. A levedura Candida zeylanoides foi registrada
apenas na pele do suino em apenas um dos estagios de decomposicao:
fermentacdo butirica. O periodo e o sitio de coleta que apresentaram
maior quantidade de espécies foram estagio de fermentacdo, com 10
espécies, e a pele, com uma média de 4,4 espécies por estagio. A
maioria dos fungos filamentosos foi detectada também neste 4° estagio,
fermentacdo butirica, e na pele da carcaca. Os géneros Acremonium,
Aspergillus e Cladosporium ocorreram somente na pele durante o
estagio fermentativo, e o género Curvularia foi registrado também
apenas na pele, mas no estagio de putrefacdo escura. Ja as leveduras
foram mais diversas nos trés primeiros estidgios de decomposigdo,
apresentando um total de 5 espécies no primeiro estagio, 6 espécies no
segundo e 5 espécies no terceiro estagio.

Os fungos encontrados em cada um dos cinco estagios de
decomposicdo estdo listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Relagdo das espécies flngicas encontradas em cada um dos sitios de coleta nos cinco estagios de decomposigdo do
suino depositado na Unidade de Conservagdo Desterro, Floriandpolis, Santa Catarina.

Estagios
Inicial Putrefacdo Putrefacdo escura Fermentacéo Seco
Locais de coleta S ©« 5§ 8 o 8 @ @ S 8 9 85 8 o 5
B fEdd<g @ & & @ 8 & @8 <
Arthrographis sp. X X X X X X X X X X X X
é Candida guilliermondii = X X X
g :§ Candida krusei X X
g'g Candida lipolytica X X X X X X X X X X X X X
I-I-§ Candida tropicalis X X X X X X X X X
4 Candida zeylanoides X
Rhodotorula sp. X X X
Acremonium sp. X
§ Aspergillus sp. X
é E Cladosporium sp. X
L% % Curvularia sp. X
T Mucor sp. X X X
Scedosporium aurantiacum X X
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4.3. DADOS ABIOTICOS

Durante 0 experimento a temperatura ambiente mais alta
registrada no local foi de 30,2°C, no primeiro dia de amostragem (23 de
janeiro), e a mais baixa foi de 20,2°C no 13° dia (04 de fevereiro). A
variacdo da temperatura ambiente ao longo do periodo de amostragem
se mostrou relativamente baixa (Figura 8).

As temperaturas do solo, mucosa oral e anal se mostraram
bastante equiparadas entre si e seguiram 0 mesmo padrdo de variacdo
que a temperatura ambiental.

Figura 8. Grafico com dados de temperatura registrados no local do
experimento, no periodo de amostragem e numero de espécies flngicas
encontradas em cada dia de amostragem.
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Nos dois Gltimos dias de amostragem foi registrado o maior
valor de umidade relativa do ar, 78%. O menor valor registrado durante
o0 experimento foi de 28%, no 14° dia de amostragem (05 de fevereiro).
Para a precipitagdo a variagdo foi bastante expressiva. Até o 13° dia de
coleta os valores de chuvas foram infimos, ficando entre 0 e 1,0 mm. No
18° dia (09 de fevereiro) foi registrado o maior valor de precipitacdo
entre os dias coletados, 71,8 mm de chuva.
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Figura 9. Gréfico com dados de precipitagdo fornecidos por EPAGRI/CIRAM e
umidade relativa do ar registrada no local do experimento no periodo de
amostragem.
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Os valores totais de espécies flngicas registradas em cada um
dos dias de coleta estdo plotados nos graficos das Figuras 8 e 9. Quando
esses valores sdo relacionados aos fatores ambientais, como
temperatura, umidade e precipitagdo, o numero de espécies ndo
demostra seguir um padrdo resultante de uma correlagdo tdo coadunada.

Entretanto, ap6s a realizacdo de testes estatisticos utilizando-se
o Software SigmaPlot for Windows (SigmaPlot; Systat Software Inc)
versdo 12.5, para verificar a existéncia de correlacdo entre os diferentes
dados abidticos e os dados obtidos nas amostragens, notou-se que
apenas a correlacdo entre a temperatura ambiente local e 0 ndmero de
espécies flngicas encontradas na mucosa anal do suino obtiveram
valores estatisticos significativos segundo a Correlagdo de Pearson,
muito embora este indice seja considerado moderado a baixo. O gréafico
apresentado na Figura 10 demonstra essa relagéo.
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Figura 10. Andlise de correlagdo de Pearson entre o nimero de espécies
fangicas encontradas no anus do suino e a temperatura ambiente medida no
local do experimento. (*) Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.
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5. DISCUSSAO

Os cinco estagios de decomposicdo identificados na carcaca do
suino seguiram a classificacdo de Bornemissza (1957). Para tal, foram
utilizadas as fotos tiradas em cada um dos dias de coleta, juntamente
com informacBes levantadas das observacbGes feitas durante as
amostragens, para se comparar com as descri¢fes do autor e classificar
cada um dos estagios. A divisdo dos estagios ndo é uma tarefa facil,
tornando sua classificacdo por vezes subjetiva. Autores como Schoenly
et al. (2006) afirmam que a separacdo do processo em estagios ndo deve
possuir peso de orientacdo nas andlises, devendo ser considerada apenas
indicador de alteragfes fisico-quimicas sofridas pelo cadaver, visto que
0s estagios podem ser inconspicuos. Gunn (2006) ainda ressalta que
muitas vezes esses estagios se fundem entre si, tornando dificil sua
individualizag&o.

O periodo de decomposicdo da carcaca observado neste estudo
difere dos resultados obtidos em pesquisas anteriores feitas na regido Sul
do Brasil, provavelmente em funcéo da variacdo do tamanho da carcaga
e das condic¢Ges ambientais que sdo importantes e determinam a duracao
do processo. Ries (2013), em seu estudo realizado em Viamdo, regido
metropolitana de Porto Alegre, com um suino de 16 Kg, registrou uma
decomposicdo em 14 dias, ou seja, aproximadamente quatro vezes
menor do que o periodo observado neste experimento para a mesma
estacdo do ano. Neste caso o fator tamanho da carcaga ndo parece ter
influenciado muito no tempo de decomposicéo, visto que a diferenca de
peso entre 0s animais, nos dois estudos, foi de apenas 4 Kg. Embora a
classificacdo climtica seja a mesma para Floriandpolis e Viamdo, a
vegetacdo onde foram realizados os experimentos € diferente. Em
Viamao, a pesquisa foi realizada em area de vegetacdo herbacea, o que
permitiu maior exposicdo solar da carcaca, diferentemente deste
experimento, em que 0 suino permaneceu em &rea sombreada de
floresta. Esses resultados corroboram a suposicdo de que as variagdes
locais, que incluem diferencas na composicdo vegetal, e geograficas,
tem valor preponderante de interferéncia nas comunidades necrofagas,
que, por conseguinte, interferem no tempo de decomposicdo da carcaga
(CAMPOBASSO et al., 2001).

Um fator importante levantado por Carvalho e Linhares (2001),
que pode ser aplicado para este estudo, é que a decomposigdo parece
ocorrer mais lentamente em areas de floresta. Campobasso et al.(2001)
também salienta que ambientes onde a umidade é muito elevada e os
tecidos em decomposicdo ficam ensopados, ocorre uma desacelaragédo
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na marcha cadavérica, podendo em alguns casos convergir para o
processo de saponificacdo (FRANCA, 1998). Embora os valores de
precipitagdo e umidade do ar obtidos neste trabalho ndo tenham se
mostrado sempre elevados, seus picos em determinados dias, como a
precipitacdo ocorrida no 18° de amostragem, que foi de 78,0 mm de
chuva, podem ter possibilitado um microambiente favoravel a
estagnacgéo do processo de putrefagéo.

Os numeros totais de espécies encontradas neste estudo diferem
dos resultados encontrados por Goebel et al. (2013) num estudo
semelhante. Em relacdo ao numero de fungos filamentosos aquele
estudo registrou apenas dois representantes, Penicillium sp. e
Aspergillus flavus, enquanto que este experimento resultou num total de
seis fungos filamentosos. Um fator importante que pode ter contribuido
para o0 baixo niamero de achados desse grupo foi o tamanho reduzido de
sua amostragem, ja que seu numero de coletas totalizou apenas cinco,
enquanto que para o presente trabalho foram realizadas 29 coletas. No
que se refere aos achados de leveduras este estudo também apresentou
maior quantidade de espécies, totalizando sete, enquanto Goebel et al.
(2013), relataram apenas trés: Candida albicans, Candida spp. e uma
supostamente do género Trichosporon. O fato de o presente estudo
realizar as identificacfes até o nivel de menor tdxon possivel pode ter
colaborado para um resultado mais expressivo, em se tratando de
nimero de espécies apresentadas, visto que, de um total de sete
leveduras cinco pertenciam ao género Candida.

No que diz respeito aos resultados da sucessao fungica ocorrida
durante a decomposicdo do suino pode-se concluir que houve um
padrdo, embora discreto, de distribuicdo desses organismos ao decorrer
dos estdgios de putrefacdo. Esses resultados diferem dos encontrados
por Goebel et al. (2013), que ndo apresentaram distin¢do na distribuicdo
dos grupos de fungos durante a evolucio dos processos cadavéricos. Ja
Moreira Filho (2008) apresenta resultados semelhantes em suas
pesquisas realizadas em corpos humanos em decomposi¢do. Ele relata
que os fungos leveduriformes se destacaram mais nos primeiros estagios
da decomposicdo, conforme resultados apresentados neste estudo. No
que se refere aos fungos filamentosos seu trabalho se assemelha
parcialmente ao presente estudo, visto que ele relata grande prevaléncia
desse grupo tanto no periodo mais inicial, quanto no periodo final.
Divergindo, no entanto, nos estagios finais da decomposicao, ja que 0s
achados de fungos filamentosos foram mais representativos no
penultimo estagio de putrefacéo.
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Fungos filamentosos podem facilmente colonizar os restos
cadavéricos, onde ha pouco substrato disponivel, por serem organismos
menos fastidiosos do que as leveduras (MOREIRA FILHO, 2008).
Todos os seis géneros filamentosos encontrados neste trabalho podem
ser caracterizados como fungos anemofilos, pois sdo capazes de
desenvolver estruturas reprodutivas como esporos e conidios, 0s quais
sdo veiculados por correntes de ar, fazendo com que sejam dispersos
facilmente, com possibilidade de colonizar diferentes ambientes
(SOUZA et al., 2008), como por exemplo corpos em decomposi¢do
avancada. Além disso, outro fator que corrobora os achados desses
fungos no cadaver em decomposicdo é que alguns desses géneros sao
comumente encontrados no solo, como Acremonium, que também pode
ser encontrado em serapilheira (GHIZELINI et al., 2006), em associa¢ao
com gramineas, cipds, outros fungos (ascomicetos) (CLAY, 1993) e
insetos (entomopatogénicos) (AZEVEDO, 2000).

Fungos como aqueles do género Aspergillus representam um
grupo amplamente difundido que ocorre com grande frequéncia em
florestas tropicais (CHRISTENSEN; TUTHILL, 1985), comuns em uma
ampla variedade de substratos, como madeira, excremento de animais,
plumagens, cabelos e eventualmente podendo parasitar plantas e animais
(SHARMA, 1989).

Muitos fungos do género Cladosporium sdo considerados
saprofitos e sdo facilmente encontrados em plantas e em diversos tipos
de detritos, podendo ser isolados também do solo e do ar (CROUS et al.,
2007). Da mesma forma o género Curvularia é conhecido como
sapréfito em diferentes substratos e algumas espécies podem ser
fitopatogénicas em gramineas de regiGes tropicais e subtropicais
(SIVANESAN, 1987).

Fungos representantes do género Mucor também séo saprofitos
terrestres, podendo se desenvolver em um amplo espectro de substratos
como matéria organica em decomposicdo, esterco, detritos vegetais e
frutos macerados (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Espécies do género Scedosporium tém sido amplamente
estudadas, nos ultimos anos, devido a seu importante valor clinico, pois
costumam causar infec¢bes invasivas severas em humanos,
principalmente em pacientes imunossuprimidos (TAVARES, 2012). No
ambiente esses fungos estdo geralmente associados a solos ricos em
nutrientes (KALTSEIS et al., 2009). Todas essas caracteristicas
atribuidas aos grupos de fungos filamentosos identificados no
experimento ajudam a ratificar os resultados do presente estudo para tais
achados.
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E importante frisar que apesar dos fungos filamentosos terem se
mostrado presentes e relativamente diversos nos resultados deste
trabalho, ndo se pode fazer uma exata correlagdo desses achados com o
que se encontra na literatura especializada. Possivelmente isto ocorre
pelo fato dos artigos publicados apresentarem um esfor¢o amostral
reduzido, ja que sdo comumente descri¢bes de estudos de caso. Voorde
e Van Dijck (1982) na Bélgica, relataram a presenca do fungo
Cladosporium sp., dentre outros achados, na superficie da pele de um
cadaver feminino a 18 dias em decomposicéo.

No Japdo, Ishii et al. (2006) isolaram espécies de Aspergillus
como A. chevalieri (como Eurotium chevalieri), A. repens (como E.
repens), € A. rubrum (como E. rubrum) presentes em um corpo
mumificado, encontrado abandonado em uma casa e também em restos
de um esqueleto descobertos em uma floresta. Nestes casos, contudo, 0s
autores ndo focaram na determinacdo do IPM. No mesmo ano, Hitosugi
et al. (2006) apresentaram um caso em que os fungos Aspergillus
terrous e Penicillium sp., isolados da superficie da face de um cadaver
encontrado em um pocgo, foram utilizados como ferramenta chave na
determinacdo do IPM, posto que, ndo coube a Entomologia Forense
auxiliar no caso, uma vez que nao houve colonizacdo de insetos ou
outros artrépodes no corpo em putrefacdo (HITOSUGI et al., 2006).

Para achados do Brasil, Moreira Filho (2008), em seu estudo
com cadaveres humanos no estado do Ceara apresentou seis géneros de
fungos filamentosos, dos quais trés foram igualmente relatados no
presente trabalho: Acremonium, Aspergillus e Mucor. Cabe ressaltar que
as condicOes ambientais em cada caso divergem das encontradas em
ambiente de Mata Atlantica do sul do Brasil. Por conseguinte, destaca-se
a necessidade de estudos semelhantes nas distintas regides ao redor do
mundo, com diferentes condi¢cBes ambientais, para solidificar achados
como os do presente estudo.

No que tange ao predominio e a diversidade das leveduras
durante o inicio e metade do processo cadavérico pode-se fazer uma
relacio com os fatores quantidade de substrato e microbiota do
individuo. Sabe-se que com o cessar das funcdes vitais do individuo os
mecanismos de reparo e defesa imunoldgica também cessam, trazendo
condicdes favoraveis aos microrganismos participes na microbiota do
sistema gastrointestinal e mucosas a intensificarem sua divisdo,
causando sua proliferacdo (VANRELL, 2007). Com o avancar da
marcha cadavérica os tecidos sofrem degradacdo progressiva, ou seja, 0
substrato organico utilizado pelos fungos, bem como por bactérias e
fauna cadavérica, vai diminuindo gradativamente, dificultando a
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permanéncia de muitas espécies de leveduras nesse tipo de ambiente
€scasso.

A ocorréncia de algumas espécies de leveduras no decorrer de
todos os estdgios da decomposicdo assemelha-se ao encontrado por
Goebel et al. (2013), que também relatou o género Candida durante
todas as amostragens realizadas em carcaca de suino. Achados de
Candida também sdo reportados por Moreira Filho (2008) em
amostragens de periodo de esqueletizacéo.

A levedura C. lipolytica, espécie encontrada em todos o0s
estagios cadavéricos, é caracterizada por ser um organismo ubiquo,
deste modo, tem sido isolada de diversos tipos de substratos como
carnes refrigeradas, derivados de petréleo, materiais de agricultura,
plantas e solo (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Ja para os achados de Arthrographis ndo ha registros em
trabalhos semelhantes, mas é sabido que esta levedura é amplamente
distribuida no solo, no ar e em alguns casos raros € reportada como
patégeno oportunista (LIU, 2011), portanto, torna-se passivel o seu
desenvolvimento em material cadavérico exposto em ambiente de
floresta.

Moreira Filho (2008) relata C. guilliermondii em amostragens
de mucosas em cadaveres humanos em estagios mais iniciais do
processo de decomposi¢do.

Achados de C. tropicalis e C. krusei sdo citados como
participes da microbiota encontrada no sistema gastrointestinal de suinos
no trabalho de Van Uden et al. (1958), o que torna compreensivel sua
participacdo no processo decomposicao do porco utilizado neste estudo.

A espécie C. zeylanoides, pouco encontrada neste experimento,
¢ apontada como levedura de associacdo/infec¢do relativamente rara em
humanos e animais (KHOSRAVI et al, 2013), e alguns autores a tém
descrito como um patdgeno emergente, por ter sido reportada em
isolados de amostras de pele, unhas e sangue (HAZEN, 1995). Esta
espécie mostrou um grande potencial de marcador de intervalo post
mortem, posto que, seu registro foi evidenciado em apenas um dos
estagios, o de fermentacéo butirica, e em apenas um sitio de coleta. Este
resultado ressalta a importadncia que ha na realizacdo de estudos
semelhantes, para que a relacdo de fungos como C. zeylanoides com o
IPM sejam bem conhecidos, para que a Micologia Forense se torne cada
vez mais bem embasada e aplicavel.

O género Rhodotorula, presente nos trés primeiros estagios da
putrefacdo, possui espécies que sdo caracterizadas como saprofitas,
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portanto, estdo comumente associados a ambientes naturais como solo,
agua, filoplano, etc. (LI1U, 2011).

Na analise comparativa entre a quantidade de espécies
apresentada nos trés sitios de coleta avaliados, a pele se destacou como
sendo o local que apresentou 0 maior nimero de espécies flngicas, tanto
de fungos filamentosos quanto de leveduras. Para tais achados ndo
existe registro em trabalhos semelhantes para que se possa analisar
comparativamente. A decomposi¢do natural dos tecidos no decorrer do
processo de putrefacdo permite que haja uma maior comunicacdo entre
0s sitios internos e externos do cadaver (VANRELL, 2007), e esta
comunicacdo pode levar a microbiota interna a expandir seus sitios de
colonizacdo. Outro fator que deve ser levado em conta é que a pele,
comparativamente aos outros dois locais de coleta, encontra-se mais
suscetivel & colonizagdo de fungos exdgenos ao porco, devido a sua
grande area de exposicdo. Esses dois fatores juntos podem ter
contribuido para que a colonizacdo nas areas da pele apresentasse um
maior nimero de espécies do que as mucosas oral e nasal. Embora tenha
ocorrido esse padrdo na colonizagdo dos sitios, seriam necessarios mais
estudos semelhantes para embasar tais achados e relaciona-los ao IPM.

Sabe-se que dentre os fatores ambientais, aqueles que causam
maior interferéncia na dindmica dos fungos sdo temperatura e umidade.
Carroll e Wicklow (1992) salientam que esses fatores afetam tanto a
disponibilidade de substratos e a eficiéncia com a qual esses substratos
sdo utilizados pelos fungos, como agem na dinamica populacional
desses organismos saprofitos. Isso pode ser observado nos resultados
apresentados neste trabalho quando se fez a correlacdo entre o fator
temperatura e a quantidade de espécies presentes nos trés diferentes
sitios de coleta do porco. O Unico sitio que apresentou uma correlacéo
moderada entre esses fatores foi 0 da mucosa anal. E muito provavel que
isto tenha ocorrido devido a maior disponibilidade de substrato presente
na mucosa anal, comparado a mucosa oral, que rapidamente foi
consumida no processo de decomposicdo, e a pele, que apresentou um
ambiente mais seco. Portanto, a mucosa anal, por apresentar as melhores
condi¢des, como quantidade de substrato e umidade local, mediante a
influéncia do aumento da temperatura ambiente, possibilitou o
desenvolvimento de um maior nimero de espécies fingicas.

Convém lembrar que apesar da Micologia Forense ser
considerada uma ciéncia relativamente nova, néo é recente a observacao
por médicos legistas da presenca de fungos na superficie de cadaveres
humanos. Contudo, o0 isolamento desses microrganismos ndo vem sendo
realizado (ISHII et al., 2006). A obtencdo de dados dessa natureza
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ajudaria a descrever e caracterizar melhor a sucessdo flngica em
cadaveres e relaciona-la ao tempo de morte. Portanto, mais trabalhos no
isolamento e identificagdo dos fungos que colonizam corpos em
decomposicéo, realizados em diferentes regides e climas variados séo
essenciais para permitir a obtencdo de dados mais robustos capazes de
consolidar a Micologia Forense e torna-la uma ferramenta aplicavel nas
praticas periciais.

Neste contexto, a biologia molecular, embora ndo tenha sido
utilizada neste trabalho, tem se destacado como técnica importante em
analises de composicdo fungicas em diversas pesquisas. Sua utilizacéo
tem se tornado cada vez mais indispensavel nas praticas laboratoriais,
posto que, seus métodos sdo rapidos, simplificados, necessitam de
guantidades minimas de amostras (FUNGARO, 2000) e sua
sensibilidade é capaz de detectar a presenca de fungos que ndo possuem,
por exemplo, a capacidade de crescimento em meios de cultura
(O’BRIEN et al., 2005). Portanto, analises realizadas através de biologia
molecular sdo de extrema importancia para fortalecer e dar ainda mais
credibilidade a Micologia Forense.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo é possivel
concluir que:

- fungos leveduriformes foram mais diversos e predominaram os trés
primeiros estagios da decomposicao;

- fungos filamentosos foram mais diversos e predominantes no
penultimo estagio de decomposicéo;

- a temperatura ambiente e a quantidade de substrato parecem ter
influenciado a diversidade de espécies flngicas da mucosa anal do
suino, apesar da correlacdo ter se mostrado moderada a baixa entre
aquelas variaveis;

- a sucessdo fangica em cadaveres ainda ndo oferece funcdo de
marcador biolégico efetivo que permita, com seguranca, demonstrar a
relacdo fungo-intervalo post mortem.
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