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RESUMO

FORMIGA, Mikaella Lucia Felix. Micologia Forense: uma revisao sistematica e uma nova
proposta de metodologia de isolamento e identificagdo de fungos associados a estimativa
de intervalo post-mortem (IPM). 2024. 106 f. Dissertacdo (Mestrado profissional em Salde,
Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024,

Os fungos sdo, majoritariamente, decompositores, estando presentes durante todo o
processo de putrefacdo, e apresentam esporos aerovagantes, que permitem, a esses organismos,
acesso aos mais diversos e extremos ambientes. Além disso, o crescimento das coldnias
fangicas ocorrem de maneira radial e centrifuga, permitindo presumir o tempo necessario do
seu desenvolvimento, o que pode ser utilizado na estimativa do intervalo post-mortem (IPM).
Neste sentido, a micologia forense, com todo o seu potencial metodoldgico, surge como uma
possivel ferramenta para a area forense. No entanto, devido a um grande desconhecimento em
relacdo a biologia fungica em um ambiente forense, os fatores que podem acelerar ou retardar
o desenvolvimento fungico e suas possiveis aplicacdes para auxiliar nas resolucdes juridicas,
mesmo que sejam comumente encontrados em cenas de crime, ndo raramente, sdo descartados
como possiveis evidéncias, pois os profissionais da area forense ndo sabem como aproveita-la.
Assim, pelo exposto, o presente trabalho foi dividido em 2 partes. A primeira levou a proposicéo
de sistematizar as evidéncias cientificas relacionadas ao uso da micologia no &mbito criminal.
Para isso, realizou-se uma revisdo sistematica, buscando as bases de dados PUBMED,
EMBASE, Web of Science, LILACs e OpenGrey, utilizando MeSH e termos livres com base
na estratégia PICO (P: populagdo; I: Intervencdo; C: comparacdo; e O: desfecho), para artigos
publicados até fevereiro de 2024 sobre a aplicacdo forense de fungos encontrados em cadaveres
humanos. Os resultados nas bases de dados recuperaram 106 artigos, que, por meio do
gerenciador Rayyan QCRI, 13 artigos foram selecionados. Apo6s a leitura na integra e a
avaliacdo da qualidade metodoldgica pelo protocolo do Instituto Joanna Briggs (JBI), 6 artigos
foram incluidos na revisdo. Os resultados indicam que a micologia é uma ferramenta auxiliar
que pode ser aproveitada nos estudos forenses desde que os profissionais tenham um
conhecimento minimo sobre a biologia fungica e as técnicas microbioldgicas que devem ser
aplicadas. E a segunda parte do trabalho foi avaliar o crescimento fungico em diferentes
substratos a fim de desenvolver um protocolo para a confeccdo de meios de cultura mais
adequada para a area forense, visto que por ser uma area recente, € necessario otimizar e
padronizar os métodos de analise da micobiota e determinar fatores que podem influenciar os
resultados. Para isso, inoculou-se fungos ubiquitarios em meios ja estabelecidos na micologia
médica e em meios elaborados para mimetizar o substrato cadavérico a partir do figado de
frango. A andlise do crescimento fungico foi realizada por meio de leituras visuais, medicdes
com paquimetro e analise no ImageJ, procedidas durante 14 dias ap0s a inoculacdo desses
fungos. Inicialmente, observou-se que houve diferencas na velocidade do crescimento fungico,
havendo esporulacdo mais rapida nos meios constituidos por extrato vegetal que nos
constituidos de proteina animal, sugerindo que o meio de cultura € um interferente que precisa
ser considerado na analise do IPM.

Palavras-chaves: Crime. Micologia. Ciéncias forenses. Cadaver. Coldnias fungicas. Meios

micoldgicos



ABSTRACT

FORMIGA, Mikaella Lucia Felix. Forensic mycology: a systematic review and a new
proposal for a methodology for the isolation and identification of fungi associated with the
estimation of post-mortem interval (PMI). 2024. 106 f. Dissertacdo (Mestrado profissional em
Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Fungi are mostly decomposers, being present throughout the putrefaction process, and
have aerovagant spores, which allow these organisms access to the most diverse and extreme
environments. In addition, fungal colonies grow radially and centrifugally, allowing us to
assume the time required for their development, which can be used to estimate the post-mortem
interval (IPM). In this sense, forensic mycology, with all its methodological potential, emerges
as a possible tool for the forensic area. However, due to a great lack of knowledge regarding
fungal biology in a forensic environment, the factors that can accelerate or delay fungal
development and their possible applications to assist in legal resolutions, even though they are
commonly found at crime scenes, are often discarded as possible evidence, since forensic
professionals do not know how to take advantage of them. Therefore, based on the above, this
work was divided into 2 parts. The first led to the proposal to systematize the scientific evidence
related to the use of mycology in the criminal context. To this end, a systematic review was
carried out, searching the PUBMED, EMBASE, Web of Science, LILACs and OpenGrey
databases, using MeSH and free terms based on the PICO strategy (P: population; I:
intervention; C: comparison; and O: outcome), for articles published until February 2024 on
the forensic application of fungi found in human cadavers. The results in the databases retrieved
106 articles, of which, through the Rayyan QCRI manager, 13 articles were selected. After
reading in full and assessing the methodological quality using the Joanna Briggs Institute (JBI)
protocol, 6 articles were included in the review. The results indicate that mycology is an
auxiliary tool that can be used in forensic studies as long as professionals have a minimum
knowledge of fungal biology and the microbiological techniques that should be applied. The
second part of the study was to evaluate fungal growth on different substrates in order to
develop a protocol for the production of culture media that is more suitable for forensic science.
Since this is a recent field, it is necessary to optimize and standardize mycobiota analysis
methods and determine factors that may influence the results. To this end, ubiquitous fungi
were inoculated into media already established in medical mycology and into media designed
to mimic cadaveric substrates from chicken liver. Fungal growth was analyzed by means of
visual readings, caliper measurements, and ImageJ analysis, carried out for 14 days after
inoculation of these fungi. Initially, it was observed that there were differences in the speed of
fungal growth, with faster sporulation in media containing plant extract than in those containing
animal protein, suggesting that the culture medium is an interfering factor that needs to be
considered in the IPM analysis.

Keywords: Crime, mycology, forensic sciences, cadaver, fungal colonies, mycological media.
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INTRODUCAO

O impacto dos fungos na economia humana

Os fungos tém uma importancia profunda e multifacetada na economia humana,
desempenhando papéis essenciais em areas como agricultura, biotecnologia, inddstria
alimenticia e farmacéutica e saude publica. Sua versatilidade e diversidade bioldgica e
funcional e capacidade de interagir com outros organismos e substratos de maneira Unica, 0s
tornam indispensaveis para a producdo de bens e servigos, bem como para a resolucdo de
desafios ambientais e sustentabilidade. Além disso, as micoses humanas e animais e a
micologia forense destacam a relevancia dos fungos no contexto social e juridico, ampliando
sua influéncia na economia e na ciéncia (1).

Na agricultura, os fungos tém um impacto duplo. Por um lado, fungos micorrizicos,
como Glomus spp., formam associa¢des simbioticas com raizes de plantas, promovendo a
absorcdo de nutrientes e aumentando a resisténcia a estresses ambientais. Esses fungos sao
utilizados em biofertilizantes, contribuindo para a agricultura sustentavel. Por outro lado,
fungos fitopatogénicos, como Fusarium e Aspergillus, causam grandes perdas econémicas em
culturas agricolas importantes, além de produzirem micotoxinas que contaminam alimentos e
ameacam a saude humana e animal. A gestdo eficaz desses organismos € essencial para garantir
a seguranca alimentar e mitigar prejuizos econémicos (2,3).

Os fungos também tém um impacto significativo na biotecnologia e no manejo
ambiental. Eles produzem enzimas que sao amplamente utilizadas na inddstria, como celulases
e ligninases, essenciais para o processamento de alimentos, producdo de biocombustiveis e
reciclagem de materiais. Além disso, os fungos sdo agentes-chave em processos de
biorremediacdo, capazes de degradar compostos tdxicos, como pesticidas e hidrocarbonetos,
contribuindo para a recuperacdo de ecossistemas contaminados. Essa capacidade Unica destaca
os fungos como aliados estratégicos na busca por solugBes sustentaveis para desafios globais
(2,3).

Na industria alimenticia, os fungos sdo fundamentais para a producdo de uma ampla
variedade de alimentos e bebidas. Leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, desempenham
um papel central na fermentacdo de pdo, cerveja e vinho, processos que transformam

carboidratos em etanol e didxido de carbono, gerando produtos de alto valor comercial. Alem
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disso, fungos filamentosos, como Penicillium camemberti e Penicillium roqueforti, sdo
responsaveis pela maturacdo e desenvolvimento de queijos especiais, enquanto Aspergillus
oryzae é amplamente utilizado na fermentacdo de alimentos asiaticos, como molho de soja.
Esses exemplos ndo apenas demonstram a importancia dos fungos na economia global, mas
também destacam sua capacidade de agregar valor cultural e comercial aos produtos
alimenticios (2,3).

A industria farmacéutica também se beneficia amplamente dos fungos, especialmente
pela sua capacidade de produzir compostos bioativos. A penicilina, descoberta a partir de
Penicillium notatum, revolucionou a medicina ao inaugurar a era dos antibioticos, salvando
milhdes de vidas. Outros compostos, como as estatinas produzidas por Aspergillus terreus, sao
essenciais para o controle do colesterol, enquanto a ciclosporina, derivada de Tolypocladium
inflatum, é indispensavel na prevencdo da rejeicdo de 6rgdos transplantados. A pesquisa em
micologia continua a revelar novos compostos antifingicos, imunossupressores e antitumorais,
reforcando a importancia econémica e social dos fungos na medicina moderna (1).

No contexto da salde, as micoses humanas e animais representam um desafio
significativo, tanto do ponto de vista médico quanto econémico. Infec¢cdes flngicas
superficiais, como dermatofitoses causadas por Trichophyton e Microsporum, sdo comuns €
frequentemente associadas a custos elevados de tratamento e controle. Micoses sistémicas,
como aspergilose e criptococose, sao mais graves e podem ser fatais, especialmente em
pacientes imunocomprometidos. O aumento de infec¢Bes flngicas resistentes a medicamentos,
como candidiase causada por Candida auris, representa uma preocupacao emergente para
sistemas de saude em todo o mundo. Em animais, infecc@es flngicas em espécies domésticas
e de criagdo, como mastite fangica em bovinos, geram prejuizos econémicos diretos e indiretos,
afetando a producéo e a qualidade dos produtos de origem animal (1,4).

Por fim, os fungos também desempenham papéis significativos na micologia forense,
uma disciplina emergente que utiliza a biologia dos fungos para resolver casos criminais e
civeis. Fungos encontrados em cadaveres ou cenas de crime podem fornecer informacfes
cruciais sobre o intervalo post-morten (IPM), condi¢cdes ambientais e possiveis locais de
origem. Espécies de fungos, como Aspergillus e Cladosporium, frequentemente presentes em
cadaveres em decomposicdo, podem ser usadas como indicadores temporais e geograficos,
ajudando a reconstruir cenarios criminais. Além disso, fungos encontrados em solos, roupas ou
objetos podem conectar vitimas ou suspeitos a locais especificos, oferecendo evidéncias

robustas em investigagdes judiciais. A micologia forense destaca ndo apenas a relevancia
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cientifica dos fungos, mas também seu impacto no sistema de justica e na economia das

investigacdes criminais (1,4).

Evolucéo dos organismos fungicos

A historia da vida na Terra esta associada a transformacdes quimicas e bioldgicas que
moldaram o planeta ao longo de bilhGes de anos. Estima-se que acerca de 3,8 bilhdes de anos,
0s primeiros organismos unicelulares surgiram nos oceanos primordiais, impulsionados pela
combinacdo de moléculas organicas, fontes de energia geotérmica e uma atmosfera
inicialmente rica em diéxido de carbono, metano e nitrogénio (5). Esses organismos,
provavelmente procariontes anaerobicos, sobreviveram em um ambiente sem oxigénio livre,
utilizando processos metabdlicos simples para extrair energia de compostos disponiveis (6).
Esses primeiros organismos formaram a base para a evolugdo de formas de vida mais
complexas, incluindo os ancestrais dos fungos.

Um marco importante na histéria da vida Terra foi a “Grande Oxidagdo” ou “Grande
Oxigena¢do”, ocorrida ha aproximadamente 2,5 bilhdes de anos, quando organismos
fotossintetizantes, como cianobactérias, comecaram a liberar oxigénio molecular na atmosfera
(7). Esse evento transformou drasticamente a composi¢cdo atmosférica e quimica da Terra,
permitindo o surgimento de organismos aerobios (8). No entanto, também trouxe desafios para
muitas espécies anaerodbicas, que foram extintas ou forcadas a se adaptar (9). Foi nesse
ambiente em transformacao que os ancestrais dos fungos comecaram a evoluir. O aumento do
oxigénio favoreceu o metabolismo aerdbio, que é mais eficiente na producdo de energia,
possibilitando a evolugdo de formas eucarioticas mais complexas (10).

A transicdo de organismos unicelulares para pluricelulares foi um processo evolutivo
lento. Essa mudanca ocorreu por meio de interacfes cooperativas entre células que passaram a
se especializar e formar estruturas multicelulares (11). Dentro dessa narrativa, 0os fungos
emergiram como eucariontes Unicos no supergrupo Opisthokonta, que inclui também os
animais e seus parentes protistas (12). Evidéncias moleculares e fésseis indicam que os fungos
divergiram dos animais ha cerca de 1 a 1,5 bilhdes de anos, quando organismos multicelulares
comegaram a surgir em novos nichos ecoldgicos (13).

Efetivamente, os registros fdésseis tém ajudado a ciéncia a compreender melhor a

complexa evolucdo fangica e seu intrincado papel como decompositores nos diferentes
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ecossistemas da Terra. Os fosseis mais antigos atribuidos a fungos datam de cerca de 1 bilhdo
de anos e foram encontrados em rochas sedimentares do Canada (14). Esses fosseis, como
Ourasphaira giraldae, incluem hifas e esporos, indicando que os fungos primitivos ja possuiam
organizacdo filamentosa e mecanismos de reproducdo que favoreciam sua dispersdo e
sobrevivéncia (15). Durante o Pré-Cambriano, os fungos desempenharam papeéis cruciais na
decomposicdo de matéria organica nos oceanos primitivos, ajudando a reciclar nutrientes em
ecossistemas anaerobicos e aerobicos emergentes (16).

Com a transigdo para ecossistemas terrestres, os fungos consolidaram sua fungdo como
0s principais decompositores da matéria organica. Durante o Siluriano, cerca de 420 milhdes
de anos atras, os fungos estabeleceram associacdes simbidticas com as primeiras plantas
terrestres, formando micorrizas (17). Essas interagcbes permitiram que plantas primitivas
colonizassem solos pobres em nutrientes, enquanto os fungos recebiam compostos de carbono
sintetizados pela fotossintese (17). Fdsseis de micorrizas arbusculares encontrados em raizes
fossilizadas dessa época confirmam a importancia dessas relacfes para a evolucdo das plantas
e a complexificagdo dos ecossistemas terrestres (16).

No Devoniano, os fungos continuaram a diversificar-se e desempenharam papéis
fundamentais em ecossistemas terrestres. Um exemplo notavel é o Prototaxites, um fdssil
gigante que se acredita ser um fungo e que dominava a paisagem terrestre ha cerca de 400
milhdes de anos (16). Esses organismos macroscopicos, com até 8 metros de altura,
exemplificam como os fungos eram essenciais na reciclagem de nutrientes em ambientes ainda
em desenvolvimento (15). Estudos isotopicos indicam que o Prototaxites era heterotrofico,
reforcando sua funcdo como decompositor (16).

Os fungos saprobios, em particular, sdo essenciais para os ecossistemas devido a sua
capacidade de decompor matéria organica, incluindo compostos altamente resistentes como
lignina e celulose, encontrados em plantas lenhosas (12). Durante o Carbonifero (359-299
milhdes de anos atras), a evolucdo de enzimas ligninoliticas pelos fungos basidiomicetos
permitiu que eles desempenhassem um papel essencial na degradacdo de plantas vasculares,
reciclando carbono e outros nutrientes de volta para o solo e a atmosfera (13). A auséncia de
atividade ligninolitica em larga escala durante partes do Carbonifero é considerada uma das
razBes para a formagdo massiva de depdsitos de carvdo, enquanto os fungos evoluiram para
superar essas barreiras quimicas no final desse periodo (16).

No Permiano-Triassico, durante a maior extingdo em massa da historia da Terra, 0s
fungos prosperaram como decompositores em ecossistemas colapsados, reciclando matéria

organica acumulada em grande escala. Camadas sedimentares desse periodo apresentam
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abundancia de esporos fosseis, indicando que os fungos saprobios tiveram um papel
proeminente na recuperacdo dos ecossistemas (16). A medida que os ecossistemas se
recuperaram e novos organismos emergiram, os fungos continuaram a diversificar suas
estratégias de decomposicao e adaptacao, formando novas interacfes simbioticas e parasiticas
(15).

Os fdsseis preservados em ambar do Cretaceo e do Eoceno, bem como biomarcadores
moleculares encontrados em sedimentos, fornecem uma viséo detalhada sobre a diversidade de
fungos ao longo do tempo (16). Ambar contendo hifas e esporos demonstra interacdes
ecologicas complexas entre fungos e insetos, plantas e outros organismos (15). Essas
descobertas reforcam o papel continuo dos fungos como recicladores de nutrientes e
catalisadores da complexidade ecoldgica.

Os fungos, como heter6trofos obrigatorios, dependem de matéria organica externa para
obter carbono e energia. Essa caracteristica 0s coloca no centro da dindmica dos ecossistemas,
especialmente no ciclo do carbono. Ao longo de bilhGes de anos, os fungos tém desempenhado
um papel essencial na manutencdo do equilibrio biogeoquimico da Terra, conectando passado
e presente através de sua funcdo como os principais decompositores da biosfera (16).

O papel dos fungos nos ciclos biogeoquimicos

Os fungos s@o os principais decompositores no ecossistema terrestre, desempenhando
um papel essencial nos ciclos biogeoquimicos, particularmente nos ciclos do carbono,
nitrogénio e fosforo. Sua habilidade de decompor matéria organica, combinada com sua
capacidade enzimaética excepcional, faz deles os catalisadores mais importantes para a
reciclagem de nutrientes essenciais para a vida (18). O impacto dessa decomposi¢do vai além
da liberacdo de nutrientes; ele regula o sequestro e a liberacdo de carbono, contribui para a
disponibilidade de nitrogénio e fosforo para outros organismos e molda a dindmica ecologica
global (19).

No ciclo do carbono, os fungos sdo criticos para a transformacao de matéria organica
complexa em CO- e compostos mais simples, que podem ser reutilizados por plantas e outros
organismos fotossintetizantes. Os fungos, especialmente os saprobios, secretam um arsenal de
enzimas extracelulares, como celulases, hemicelulases e ligninases, que permitem a

degradacdo de compostos como celulose, hemicelulose e lignina, encontrados nas paredes
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celulares das plantas (20). A lignina, em particular, € um dos compostos organicos mais
resistentes a degradacdo. Apenas fungos especificos, como os basidiomicetos e alguns
ascomicetos, possuem a capacidade de degradar lignina eficientemente por meio de enzimas
oxidativas, como peroxidases e laccases (21). Este processo ndo apenas recicla carbono, mas
também influencia a quantidade de carbono que permanece no solo ou é liberada na atmosfera,
regulando o equilibrio climatico global (22).

Além disso, os fungos desempenham papéis cruciais no ciclo do nitrogénio. Eles
decompdem proteinas e outros compostos nitrogenados em formas inorganicas, como NHs,
atraves de enzimas proteoliticas, como proteases e peptidases (23). Este nitrogénio inorganico
pode entdo ser assimilado por plantas ou convertido em outras formas por microrganismos do
solo, como nitratos e nitritos, disponiveis para o uso em redes troficas.

A capacidade dos fungos de armazenar nitrogénio em forma de aminoacidos ou quitina
em suas paredes celulares também ajuda a regular a disponibilidade deste elemento nos
ecossistemas (24). Essa interacdo complexa entre fungos e microrganismos procariontes, como
as bactérias fixadoras de nitrogénio, é fundamental para o ciclo de nutrientes em ecossistemas
terrestres e aquaticos (25).

No ciclo do fosforo, os fungos micorrizicos desempenham um papel especialmente
importante. Através de associa¢fes simbidticas com raizes de plantas, eles aumentam a
absorcao de fésforo do solo, frequentemente na forma de fosfatos insoltveis (26). Os fungos
liberam &cidos organicos, como acido oxalico, e enzimas fosfatases, que solubilizam o fésforo
mineral, tornando-o acessivel para as plantas (27). Essas interacGes simbioticas permitem que
as plantas prosperem em solos pobres em nutrientes, contribuindo significativamente para a
produtividade primaria em diversos ecossistemas terrestres (12).

A eficiéncia dos fungos na decomposicdo também se deve a sua notavel plasticidade
metabdlica e adaptabilidade. Eles possuem mecanismos altamente eficientes para produzir e
modular enzimas extracelulares em resposta as caracteristicas do substrato disponivel. Por
exemplo, em madeira em decomposicdo, os fungos secretam enzimas especificas para degradar
celulose e lignina, enquanto, em restos de matéria organica nitrogenada, aumentam a producao
de proteases (28). A regulacdo da atividade enzimatica é mediada por sinais moleculares e
ambientais, como a disponibilidade de oxigénio, a presenca de substratos especificos e a
competicdo com outros organismos decompositores (29).

A importéncia dos fungos no equilibrio ecologico também é evidente em sua interacdo
com o solo. Ao reciclar nutrientes, eles promovem a formagédo de matéria orgénica estavel,

conhecida como humus, que é fundamental para a retencéo de agua e nutrientes no solo (23).
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Além disso, os fungos liberam dioxido de carbono como subproduto de sua respiragéo,
contribuindo para o ciclo de carbono atmosférico. Esse CO: ¢ reciclado por organismos
fotossintetizantes, fechando o ciclo e mantendo o fluxo continuo de energia e matéria no
ecossistema (29).

Os impactos da atividade decompositora dos fungos sdo profundos em um contexto
global. Estima-se que os fungos sejam responsaveis por decompor até 70% da biomassa vegetal
em muitos ecossistemas florestais, liberando carbono, nitrogénio e fosforo essenciais para a
sustentacdo de redes alimentares complexas (12). Durante eventos de mudancas climaticas,
como aumento das temperaturas globais, a atividade fungica pode ser acelerada, levando a
maior liberacdo de carbono armazenado no solo para a atmosfera, intensificando o efeito estufa
(22). Por outro lado, sua capacidade de formar associa¢Oes simbidticas com plantas pode ajudar
a mitigar impactos, aumentando a eficiéncia de absorcdo de nutrientes pelas plantas em

condicdes de estresse ambiental (27).

Taxonomia e nomenclatura dos fungos

A taxonomia e a nomenclatura dos fungos sdo campos dindmicos, moldados por
avancos cientificos que vao desde observacdes morfologicas até analises moleculares de alta
precisdo. Historicamente, a classificacdo dos fungos baseou-se em caracteristicas morfologicas
e modos de reproducdo, agrupando-os de acordo com estruturas como ascOsSporos,
basidiosporos ou zigésporos. No entanto, essa abordagem frequentemente gerava
classificacbes artificiais, ja que caracteristicas fenotipicas muitas vezes ndo refletiam a
verdadeira historia evolutiva dos grupos. Com o desenvolvimento da filogenética molecular,
foi possivel revisar essas classificacOes, estabelecendo um sistema que reflete mais
acuradamente as relagOes evolutivas entre os fungos (30).

Uma proposta influente foi apresentada por Hibbett et al. (30), que introduziu uma
classificacdo filogenética baseada em genes ribossomais. Este sistema consolidou sete filos
principais: Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota e Mucoromycota. Os Ascomycota incluem
fungos que produzem esporos em estruturas chamadas ascos, abrangendo desde leveduras
como Saccharomyces cerevisiae até fungos filamentosos como Aspergillus. Os Basidiomycota,

conhecidos por produzir esporos sobre basidias, englobam fungos macroscopicos como
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Agaricus bisporus e fungos medicinais como Ganoderma lucidum. Ja os Glomeromycota
compreendem fungos micorrizicos arbusculares, como Rhizophagus irregularis, que formam
associacOes simbitticas com raizes de plantas, essenciais para a absorcdo de nutrientes.
Chytridiomycota e Blastocladiomycota incluem fungos aquéaticos ou de ambientes imidos,
muitos dos quais possuem esporos flagelados, como Batrachochytrium dendrobatidis, um
conhecido patogeno de anfibios. Neocallimastigomycota sdo fungos anaerébicos encontrados
no trato digestivo de herbivoros, responsaveis pela digestdo de celulose, enquanto 0s
Mucoromycota incluem fungos de hifas asseptadas, como Rhizopus stolonifer, importantes na
decomposicdo de matéria organica.

A proposta de Spatafora et al. (31) complementou essa classificacdo, refinando a
posicdo dos antigos Zygomycota, que tradicionalmente eram considerados um unico filo. A
andlise gendmica revelou que esse grupo era polifilético, levando a sua divisao em dois filos:
Mucoromycota, que manteve o foco em fungos decompositores e simbiontes, e
Zoopagomycota, que inclui principalmente fungos parasitas e predadores de outros
microrganismos. Essa reclassificagdo destacou a necessidade de uma abordagem multifatorial,
combinando morfologia, ecologia e genética para resolver complexidades taxonémicas.

Outra contribuicdo importante veio de Tedersoo et al. (32), que realizou uma analise
global da diversidade fangica usando sequéncias ITS (Espaciador Transcrito Interno, do inglés
Internal Transcribed Spacer) como marcadores moleculares. Essa abordagem revelou lacunas
significativas na amostragem de taxons, especialmente em regifes tropicais e em habitats
especializados. O estudo também confirmou que os filos Ascomycota e Basidiomycota juntos
representam mais de 90% da diversidade fungica conhecida, mas destacou a importancia de
outros grupos menos estudados, como Glomeromycota e Chytridiomycota, em ecossistemas
especificos.

Licking et al. (33) introduziram uma abordagem inovadora com a SBN (Nomenclatura
Baseada em Sequenciamento, do inglés Sequence-Based Nomenclature), que visa associar
nomes taxondmicos diretamente a sequéncias de DNA (Acido desoxirribonucleico, do inglés
Deoxyribonucleic acid). Essa proposta responde a desafios praticos na identificacdo de fungos,
especialmente em grupos criptogamicos ou de dificil cultivo. Além disso, 0 uso de sequéncias
como "codigos de barras" genéticos, particularmente a regido ITS, facilita a padronizagéo e
amplia a acessibilidade para micologistas e ecologistas. Essa abordagem tambem é compativel
com a regra "um fungo, um nome", implementada em 2013, que eliminou ambiguidades

associadas a nomenclatura dualista entre anamorfos e teleomorfos.
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Anteriormente a essas propostas, Cavalier-Smith (34), durante sua revisdo dos grandes
grupos de eucariotos em um sistema de seis reinos, sugeriu uma classificacdo ampla,
introduzindo o conceito de "super-reino" Opisthokonta, que engloba fungos, animais e alguns
protistas. Essa classificacdo baseia-se em caracteristicas compartilhadas, como a presenca de
um flagelo posterior em células moveis e evidéncias moleculares que suportam uma origem
comum. Dentro dos Opisthokonta, os fungos sdo agrupados no reino Fungi, enquanto 0s
animais pertencem ao reino Animalia. Essa proposta destaca a proximidade evolutiva entre
fungos e animais, sugerindo que ambos compartilham um ancestral comum mais recente entre
si do que com plantas ou outros eucariotos.

Cavalier-Smith (34) propés ainda o clado Dikarya, agrupando os filos Ascomycota e
Basidiomycota sob esse clado, devido a presenca de um estagio dicariético prolongado em seu
ciclo de vida, onde dois nucleos haploides coexistem na mesma célula sem fuséo imediata. O
reconhecimento do Dikarya como um clado monofilético foi posteriormente corroborado por
estudos moleculares e filogenéticos que usaram marcadores genéticos conservados, como
genes ribossomais e proteinas nucleares. Essa proposta foi integrada em classifica¢cbes mais
recentes, como as de Hibbett et al. (30) e Spatafora et al. (31), que reforcaram a robustez do
clado Dikarya com base em evidéncias genémicas. A inclusdo dos Dikarya dentro do reino
Fungi destaca sua importancia evolutiva e ecologica, dado que esses dois filos representam a
maior parte da diversidade fangica conhecida, com papéis cruciais na decomposi¢do, simbiose

e patogenicidade.

Morfologia e biologia dos fungos

Os fungos constituem um reino diverso com caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas
Unicas, fundamentais para sua classificacdo e compreensdo. A morfologia flngica varia entre
formas vegetativas filamentosas e leveduriformes e estruturas reprodutivas especializadas
associadas a fases assexuadas e sexuadas. Esses aspectos morfoldgicos desempenham papéis
criticos na sobrevivéncia, absor¢do de nutrientes, dispersdo e propagacdo, crescimento e
interacdo com o meio ambiente e hospedeiros (29,35).

Esses organismos possuem estruturas vegetativas que constituem a base de sua
organizacéo bioldgica e funcional, sendo as hifas seus elementos mais representativos. As hifas

sdo filamentos tubulares que, em conjunto, compdem o micélio, caracterizado por uma trama



24

ou rede filamentosa a partir da qual as estruturas reprodutivas se desenvolvem. Essas estruturas
ampliam significativamente a superficie de absorcdo de nutrientes e sdo particularmente
importantes para a colonizagdo de multiplos e variados substratos. A plasticidade morfoldgica
das hifas é crucial para a sobrevivéncia fangica em ambientes dindmicos, conforme descrito
por Gow e Gadd (36).

Em termos morfologicos, as hifas incluem dois tipos principais, baseados na presenca
ou auséncia de septos, podendo ser, por isso, classificadas em septadas (apociticas) e asseptadas
(cenociticas). Esses septos sdo projecdes transversais da parede celular fangica em direcéo a
luz da estrutura filamentosa, segmentando ou delimitando de espaco em espaco
compartimentos celulares distintos. Os septos, no entanto, apresentam um poro septal central
que permite a passagem do material citoplasmatico, nuclear e nutricional por todo o
comprimento do micélio. Aquelas hifas que ndo apresentam septos, o contetido hifélico circula
livremente dentro da estrutura. Efetivamente, essa morfologia asseptada permite um fluxo
irrestrito de organelas e nutrientes ao longo do filamento, o que facilita o eficiente e rapido
crescimento em ambientes ricos em matéria organica (37,38).

Além das septacdes, as hifas podem ser também divididas de acordo com a presenca ou
auséncia de deposicdo de pigmentos melanoides na parede celular. Hifas sem melanina
apresentam uma aparéncia translicida e sdo denominadas de hialinas. Ja as hifas com melanina
exibem uma coloragdo escura e sdo denominadas de deméaceas. Com relacdo a coloracéo, as
hifas septadas podem ser hialinas ou deméaceas enquanto as hifas asseptadas sdo sempre
hialinas. Fungos dos filos Ascomycota e Basidiomycota sdao sempre de hifas septadas. Os
géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium apresentam hifas septadas hialinas e aqueles dos
géneros Alternaria, Cladosporium e Curvularia exibem hifas septadas demaceas.
Especificamente, as hifas asseptadas sdo encontradas em fungos do filo Mucoromycota, como
0 Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum. Importa mencionar ainda que a melanina das hifas
demaceas tem sido amplamente estudada pela protecdo que confere aos fungos contra a
radiacdo UV e estresses oxidativos, bem como por seu papel na evasdo fungica do sistema
imunoldgico do hospedeiro (39,40).

O outro grupo de fungos de importancia sdo os leveduriformes. Esses organismos tém
como estruturas vegetativas células de leveduras que apresentam um aspecto morfoldgico
globoso, ovoide ou cilindrico. Caracteristicamente, alguns fungos leveduriformes produzem
estruturas chamadas de pseudohifas. As pseudohifas representam uma forma intermediaria

entre células de leveduras e hifas verdadeiras. Elas consistem em cadeias de células
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leveduriformes alongadas conectadas, mas incompletamente separadas e com constrigdes
detectaveis em suas juncoes (41,42).

As pseudohifas séo caracteristicas de fungos como Candida albicans, que alterna sua
morfologia dinamicamente entre formas leveduriformes, pseudohifas e hifas verdadeiras em
resposta a condi¢cBes ambientais e sinais do hospedeiro. Essa plasticidade morfologica é
regulada por fatores como temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes, sendo essencial
para a patogenicidade de Candida spp. As pseudohifas sdo criticas para a invasao de tecidos
hospedeiros, proporcionando maior mobilidade e adaptacdo quando comparadas com as células
leveduriformes. Durante as infec¢fes, Candida albicans utiliza essas estruturas para se adaptar
a diferentes nichos do hospedeiro, evadindo respostas imunologicas e colonizando tecidos com
maior eficiéncia (41,43).

Apesar de ndo ser considerado como um outro tipo morfolégico, mas sim como uma
caracteristica biologica, dentro do grupo dos fungos, existem espécies capazes de modificar a
sua morfologia em funcéo das condicGes de cultivo, exibindo uma fase filamentosa (saprobia)
e leveduriforme ou de esférula (parasitéaria). Esses fungos sdo denominados de dimorficos,
tendo em vista apresentarem uma morfologia filamentosa, quando se desenvolvem no meio
ambiente como decompositores ou in vitro a temperatura de 25-30 °C, ou leveduriforme,
quando produzem infeccdo ou crescem in vitro a temperatura de 35-37 °C. Como tipicamente
dimérficos, podem ser mencionados o Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum
e Sporothrix schenckii. Essas variacOes estruturais vegetativas (e reprodutivas) demonstram a
complexidade adaptativa dos fungos, permitindo que eles prosperem em condi¢Ges ambientais
e imunologicas diversas. Essas adaptacdes estruturais ndo apenas garantem a sobrevivéncia,
mas também tornam os fungos organismos mais eficientes na exploracao de nichos ecoldgicos
e na interagdo com hospedeiros (44,45).

Os fungos também possuem uma variedade de estruturas reprodutivas assexuadas e
sexuadas. A reproducdo assexuada € um mecanismo fundamental para a sobrevivéncia e
dispersdo dos fungos, permitindo uma rapida proliferacdo nos ambientes e a colonizacdo de
novos substratos. Este processo ndo envolve recombinacdo genetica e ocorre por simples
diferenciacdo do sistema vegetativo onde é empregada diferentes estratégias, que variam
conforme o grupo taxondmico e as condigdes ambientais. Entre 0s mecanismos mais comuns
estdo a formacao de esporos (conidios e esporangidsporos), fragmentacédo de hifas (artrosporos
e clamiddsporos) e brotamento (blastésporos). Cada um desses processos contribui para a

adaptabilidade e sucesso evolutivo dos fungos em uma ampla gama de ecossistemas (35,46).
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A formacéo de conidios é um dos principais modos de reproducao assexuada nos fungos
filamentosos, especialmente nos filos Ascomycota e Basidiomycota. Os conidios sdo esporos
assexuados exdgenos produzidos sobre células especializadas chamadas células
conidiogénicas, que geralmente se encontram no pice de estruturas denominadas conidioforos,
que emergem das hifas septadas como uma haste. Esses esporos podem ser unicelulares ou
multicelulares, e sua liberacdo facilita a dispersé@o pelo vento, agua ou vetores biologicos. Em
fungos como Aspergillus spp. e Curvularia spp., os conidios desempenham papel essencial na
proliferacdo em ambientes ricos em nutrientes, além de serem relevantes em contextos de
patogenicidade, ja que, por serem estruturas com aerodinamica e ficarem em suspensdo no ar
(aerovagantes), podem entrar em contato com o parénquima pulmonar, quando inalados pelos
hospedeiros (38,46,47).

Um tipo especifico de conidio, os artrésporos, é formado pela fragmentagédo das hifas
vegetativas em segmentos que atuam como propagulos. Esse mecanismo é particularmente
importante em fungos patogénicos, como os dermatofitos (Microsporum spp., Trichophyton
spp. e Epidermophyton sp.) e o Coccidioides immitis, onde os artrésporos representam a
principal forma parasitéria e infectante, respectivamente. Ja os clamiddsporos séo estruturas
especializadas de resisténcia, formadas por células vegetativas (hifas ou leveduras), que tornam
suas paredes espessas e rigidas, permitindo a sobrevivéncia em condi¢Ges ambientais adversas.
Fungos como Candida albicans utilizam clamiddsporos para persistir em periodos de estresse
ambiental ou escassez de nutrientes (41,46).

Nos fungos do filo Mucoromycota, a reproducdo assexuada ocorre por meio da
formacdo de esporangios, que sao sustentados por esporangiéforos que, como os conidiéforos,
emergem como hastes das hifas asseptadas. Os esporéngios contém numerosos
esporangidsporos, que sao esporos enddgenos liberados ap6s a ruptura da parede do esporangio
(membrana peridial). Essa estratégia é altamente eficiente em termos de producao e dispersao
de esporos, sendo observada em géneros como Mucor spp. e Rhizopus spp. Estudos mostram
que essa forma de reproducdo é adaptada para ambientes ricos em matéria organica, onde a
rapida colonizacéo € essencial para competir com outros microrganismos (47,48).

A reproducdo assexuada também pode ocorrer por meio de brotamento ou gemulacéo,
um processo comum em fungos leveduriformes, como Candida spp. Menos frequentes,
contudo, mas também um mecanismo utilizado por leveduras, € a reproducdo por cissiparidade
ou divisdo binéria, tipicamente observada em Saccharomyces spp. No brotamento, uma célula-
parental gera uma célula-filha menor, denominada de blastésporo (broto ou gémula), que

eventualmente se separa da célula original. Em alguns casos, como em Candida albicans, o
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brotamento pode resultar na formacdo de pseudohifas (como mencionado anteriormente),
quando as células-filhas permanecem conectadas as células-parentais e a outras células-filhas
por constrigdes nos pontos de ligagdo. A cissiparidade, por sua vez, ocorre por alongamento
dos polos da célula de levedura com formag&o de um septo central, separando a célula-parental
da célula-filha, que ttm o mesmo tamanho (41,42,49).

Os diferentes mecanismos de reproducdo assexuada garantem aos fungos alta
plasticidade e capacidade adaptativa. A rapida producéo de esporos permite sua dispersdo em
ampla escala, enquanto estratégias de resisténcia, como clamiddsporos, asseguram a
sobrevivéncia em condicdes adversas ou extremas. A capacidade de alternar entre formas de
reproducédo assexuada e sexuada € outra caracteristica que contribui para o sucesso ecoldgico
dos fungos, conferindo-lhes resiliéncia frente a desafios ambientais e seletivos (35,38,46).

A reproducdo sexuada € também outro processo essencial para muitos fungos,
permitindo a recombinacdo genética e a geracdo de diversidade, fatores criticos para a
adaptacdo e evolucdo nos diferentes ambientes e condi¢des. Esse mecanismo envolve a uniao
de citoplasmas de células ou estruturas especializadas (plasmogamia), a fusdo de nucleos
haploides (cariogamia) e a ocorréncia de meiose, que resulta na formacéo de esporos sexuados.
A complexidade e diversidade desse processo variam amplamente entre os principais filos de
fungos (Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycota), refletindo adaptacdes evolutivas
especificas (35,39,50).

Nos fungos do filo Ascomycota, a reproducgdo sexuada é caracterizada pela formacéao
de estruturas especializadas chamadas de ascos, de aspecto saculiforme, e que contém esporos
sexuados enddgenos, denominados de ascdsporos. O processo inicia-se com a plasmogamia
entre hifas compativeis, seguida pela formagdo de células dicaridticas, onde dois nucleos
haploides coexistem sem fusdo imediata. Posteriormente, ocorre a cariogamia, que forma um
nucleo diploide temporario, seguido pela meiose e, em alguns casos, mitoses adicionais que
resultam na producdo de ascosporos dentro dos ascos. Esses ascos sdo eventualmente
encontrados ainda dentro de outros em corpos de frutificagdo conhecidos como gimnotécio ou
cleistotécio (globosos e fechados), peritécio (em forma de frasco) ou apotécios (em forma de
taca) (39,51).

O filo Basidiomycota é outro grupo que apresenta reproducdo sexuada distinta. Nesse
caso, a plasmogamia ocorre entre células ou estruturas especializadas, resultando na formacao
de hifas dicarioticas. Essas hifas se desenvolvem em corpos de frutificagdo macro ou
macroscopicos (cogumelos), € no apice das hifas especializadas, denominadas de basidias,

ocorre a cariogamia, seguida de meiose. Essa sequéncia culmina na producdo de esporos
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sexuados exogenos chamados de basididsporos, que séo liberados e dispersos pelo vento ou
outros agentes ambientais (35,39,52).

No filo Mucoromycota, a reproducdo sexuada é caracterizada pela formacdo de
zigésporos, esporos sexuados resultantes da fusdo de gametdngios compativeis. Esses
gametangios, geralmente localizados na extremidade de hifas, se fundem para formar um
zigosporo diploide resistente. Essa estrutura € frequentemente recoberta por uma parede
espessa, tornando-o altamente adaptado a condi¢des ambientais adversas. Quando as condicbes
se tornam favoraveis, o zigésporo germina, dando origem a um esporangiéforo que produz
esporangios contendo esporos sexuados enddgenos (47,53).

A reproducdo sexuada também € observada em grupos menos conhecidos, como 0s
Chytridiomycota, que produzem gametas moveis flagelados em seu ciclo de vida. Esses
gametas se fundem em meio aquético, resultando na formacdo de um zigoto. No caso dos
fungos leveduriformes, esses organismos também podem apresentar reproducdo sexuada com
formacédo de ascos e ascdsporos ou basidias e basididsporos (20,52).

Apesar dos fungos obterem variabilidade genética através da reproducdo sexuada, um
mecanismo especifico ndo associado a reproducdo, denominado de ciclo parassexuado, permite
gue esses organismos também obtenham algum grau de variabilidade. O ciclo parassexuado é
um processo de recombinacdo genética que ocorre em algumas espécies de fungos ambientais,
caracterizando-se pela auséncia de um ciclo sexual tipico com cariogamia e meiose. Esse
mecanismo é exclusivo de certos fungos, como os do género Aspergillus, e desempenha um
papel essencial na geracdo de variabilidade genética, especialmente em espécies que nao
apresentam reproducdo sexuada ou cuja reproducao sexuada € rara. Descoberto por Pontecorvo
et al. (51) em Aspergillus nidulans, o ciclo parassexuado é uma alternativa eficiente para
promover diversidade genética em condi¢Ges ambientais desafiadoras (51,54,55).

No ciclo parassexuado, 0 processo inicia-se com a fusdo de hifas ou células haploides
geneticamente distintas, resultando na formacdo de uma célula heterocaridtica, onde ndcleos
geneticamente diferentes coexistem no mesmo citoplasma. Essa fuséo de hifas, chamada de
anastomose, é um evento semelhante a plasmogamia observada na reproducdo sexuada, mas
ndo é seguido por um processo ordenado de cariogamia e meiose. Em vez disso, 0s nicleos na
célula heterocariotica podem ocasionalmente se fundir, formando nucleos diploides (49,54).

Uma caracteristica unica do ciclo parassexuado é a instabilidade dos nucleos diploides,
que frequentemente passam por perda cromossomica mitotica, levando a formacéao de nucleos
aneuploides. A aneuploidia, embora geralmente considerada desvantajosa em muitos

organismos, nos fungos pode conferir vantagens adaptativas, como tolerdncia a estresses
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ambientais ou resisténcia a antifungicos. Esses nucleos aneuploides podem eventualmente
retornar ao estado haploide através de uma série de divisdes mitdticas irregulares, restaurando
a ploidia original, mas com nova composi¢do genética, gerada pela recombinacdo entre os
cromossomos parentais (49,55).

O ciclo parassexuado tem implicacGes significativas para a biologia e ecologia dos
fungos. Ele oferece uma alternativa eficiente para gerar variabilidade genética em populacdes
de fungos que vivem em ambientes heterogéneos ou sob pressdo seletiva intensa, cComo 0 uso
de antifangicos em infecges humanas ou a competicao por recursos em ecossistemas naturais.
Essa plasticidade genética € uma das razdes pelas quais 0s fungos sdo bem-sucedidos em um

amplo espectro de habitats (31,49).

Micologia forense

A micologia forense € uma &area emergente das ciéncias forenses que se dedica a
aplicacdo do estudo dos fungos em investigacbes criminais. Os fungos, organismos
amplamente distribuidos no meio ambiente e com uma enorme diversidade de formas e
funcdes, desempenham papéis centrais no processo de decomposi¢cdo de matéria organica,
incluindo corpos humanos, e oferecem informacdes valiosas em cenérios de crime. Essa area
de estudo busca explorar caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas dos fungos para ajudar a
responder questdes criticas, como a estimativa do IPM, a identificacdo de locais de crime e a
andlise de vestigios ambientais. Embora ainda esteja em desenvolvimento, a micologia forense
ja apresenta potencial para complementar disciplinas tradicionais como a entomologia € a
botanica forenses, tornando-se uma ferramenta indispensavel em contextos em que métodos
convencionais enfrentam limitacoes (56).

Os fungos decompositores desempenham um papel crucial na andlise forense de
cadaveres. Durante o processo de decomposicao, espécies como Aspergillus, Penicillium e
Rhizopus colonizam o corpo de maneira ordenada, seguindo padrdes de sucessao ecoldgica que
variam conforme o estagio da decomposicdo. Esses padrdes, influenciados por fatores
ambientais como temperatura, umidade e composi¢do do substrato, permitem correlacionar a
presenca de determinadas espécies com o tempo decorrido desde a morte. Estudos demonstram,
por exemplo, que Rhizopus stolonifer é frequentemente encontrado nos estagios iniciais da

decomposi¢do, enquanto espécies como Aspergillus niger e Penicillium chrysogenum
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predominam em fases mais avancadas. Esses fungos, ao degradarem os tecidos, refletem as
condicdes locais e temporais em que o corpo foi exposto, fornecendo informacdes criticas para
a estimativa do IPM (56,57).

A estimativa do IPM é uma das principais contribuicdes da micologia forense para
investigacBes criminais. A taxa de crescimento de fungos é relativamente constante sob
condicdes ambientais controladas, permitindo que os investigadores utilizem essa caracteristica
como uma linha do tempo bioldgica. A analise do crescimento micelial em tecidos, por
exemplo, pode complementar métodos tradicionais, como a entomologia forense,
especialmente em ambientes onde insetos ndo estdo presentes, como locais urbanos, frios ou
fechados. Hawksworth (54) destacou que a medicdo precisa do crescimento de fungos em
experimentos laboratoriais, ajustados para reproduzir condi¢cGes ambientais especificas, pode
resultar em estimativas mais confiaveis do tempo decorrido desde a morte até a descoberta do
corpo. Além disso, 0 uso de marcadores moleculares, como o ITS, permite identificar espécies
de fungos mesmo em amostras degradadas, aumentando a precisdo das analises (58).

Os fungos também sdo valiosos como vestigios forenses em investigacGes criminais,
uma vez que suas estruturas microscopicas, como esporos e fragmentos de hifas, sdo
extremamente resistentes e facilmente transportadas. Esses vestigios podem ser encontrados
em roupas, calcados, veiculos ou superficies, funcionando como evidéncias que conectam
individuos ou objetos a locais especificos. Por exemplo, esporos de fungos micorrizicos, que
estdo associados a solos florestais ou agricolas, podem indicar que uma pessoa esteve em um
determinado habitat. Esses esporos, por sua especificidade ecoldgica, tém sido usados para
corroborar ou refutar alibis de suspeitos em investigacdes complexas. Wiltshire e Hawksworth
(56) relataram casos em que vestigios fungicos encontrados em calgados ajudaram a vincular
suspeitos a cenas de crime, demonstrando a utilidade dos fungos como indicadores ambientais.

Outro campo significativo dentro da micologia forense é a andlise de mortes
relacionadas a exposicdo a fungos toxicos ou psicoativos. Espécies como Amanita phalloides
produzem toxinas letais que podem causar envenenamento fatal, enquanto fungos como
Psilocybe geram compostos psicoativos associados a mortes acidentais ou intencionais.
Hawksworth (54) enfatizou a importancia de identificar essas espécies em casos de intoxicacao,
uma vez que sua presenca pode fornecer evidéncias cruciais sobre a causa da morte. A andlise
de fungos toxicos em alimentos, bebidas ou medicamentos pode ajudar a reconstruir os eventos
que levaram a um ¢bito, adicionando uma dimens&o importante as investigagdes forenses.

Apesar de seu potencial, a micologia forense enfrenta desafios significativos. A

identificacdo precisa de fungos requer técnicas avancadas e conhecimento especializado, dado
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o alto nivel de diversidade entre as espécies e sua capacidade de adaptacdo a diferentes
ambientes. Métodos tradicionais de identificacdo, como observacdo morfoldgica, sdo
frequentemente insuficientes para discriminar espécies proximas, especialmente em amostras
degradadas. Nesse sentido, o sequenciamento de DNA, utilizando marcadores como 0 ITS, tem
se mostrado revolucionario, permitindo a identificacdo de fungos com precisao e agilidade. No
entanto, o custo e a necessidade de infraestrutura especializada ainda limitam sua aplicacdo em
muitos contextos forenses (57). Além disso, fatores ambientais, como temperatura e umidade,
podem alterar a dindmica da colonizacdo fungica, introduzindo varidveis que dificultam a
padronizacdo de modelos de decomposicéo.

Mesmo apresentando limitagdes, o futuro da micologia forense é promissor. Com 0s
avancos nas tecnologias de NGS (Sequenciamento de Préxima Geragdo, do inglés Next
Generation Sequencing) e a crescente integracdo interdisciplinar com areas como entomologia,
botéanica e toxicologia forenses, a aplicacdo dos fungos em investigacdes criminais tende a se
expandir. Estudos recentes combinando dados de sucessao fangica com perfis quimicos de
decomposi¢do, como compostos volateis emitidos por cadaveres, tém demonstrado grande
potencial para melhorar a precisdo na estimativa do IPM. Além disso, o desenvolvimento de
bancos de dados abrangentes e a padronizacédo de metodologias sdo passos fundamentais para
consolidar a micologia forense como uma ciéncia amplamente reconhecida e aplicada (SINGH,
2018).

Laboratdrio e analise em micologia forense

O laboratério de micologia forense é um espaco especializado, dedicado a anélise de
fungos em um contexto investigativo e judicial, onde a ciéncia se encontra com a resolucéo de
crimes. Nesse ambiente, elementos fungicos desempenham papéis cruciais como indicadores
de tempo, local ou circunstancias de um evento investigado. A micologia forense utiliza os
fungos ndo apenas como evidéncias passivas, mas como atores dinamicos gue interagem com
0 ambiente e os organismos envolvidos, proporcionando informagdes fundamentais para
reconstruir cenarios criminais.

Os fungos, devido a sua ubiquidade e diversidade, apresentam caracteristicas biologicas
que permitem sua utilizagdo como ferramentas analiticas em diferentes contextos, ja que séo

capazes de colonizar qualquer substrato, incluindo corpos humanos, solos, roupas e utensilios.
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Eles desempenham papéis importantes no meio ambiente como saprébios e exibem adaptacdes
especificas que os tornam marcadores Unicos em investigagdes criminais. Em casos de
cadaveres encontrados em fase avangada de decomposicdo, por exemplo, certas espécies
fangicas aparecem colonizando de forma sequencial e previsivel em estagios que variam de
acordo com fatores condicionantes, como composicdo quimica do substrato, temperatura, pH
e umidade. Esse padrao sucessional relacionado a ordem cronologica de desenvolvimento dos
diferentes organismos fangicos € um fendmeno bem documentado na ecologia forense e pode
ser usado para estimar o IPM, fornecendo, dessa forma, informag6es temporais precisas sobre

a morte de uma vitima (1) (Figura 1).

Figura 1 - Crescimento caracteristico das col6nias fungicas.

Hifas jovens, estruturas
vegetativas em
desenvolvimento

Micélio senescente, presenca
de estruturas reprodutivas ja
desenvolvidas

I Hifas heterogéneas

Micélio aéreo

1‘ Micélio vegetativo

Legenda: Representacdo esquematica e foto de uma col6nia fungica e placa de Petri, destacando as diferentes
regides e caracteristicas do micélio.
Fonte: Autoria propria

Como exemplo dessa sucessao fungica, géneros como Aspergillus, Penicillium e Mucor
sdo frequentemente encontrados nos estagios iniciais de decomposicdo, enquanto fungos como
Cladosporium e Alternaria podem dominar em fases mais avancadas. Além disso, a presenca
de fungos termotolerantes ou xerofilos em cadaveres pode fornecer pistas sobre as condigdes
ambientais em que o corpo foi mantido, contribuindo para a reconstituicdo do cenario do crime

).



33

Além do papel temporal, elementos fangicos presentes em ambientes especificos
podem também ser analisados como vestigios para estabelecer conexdes entre os envolvidos
em um crime. Os fungos sdo bioindicadores geograficos e esporos de fungos encontrados em
solos ou poeiras podem ser avaliados para determinar a origem geografica de uma amostra. A
composicao micologica do solo é altamente especifica de cada local, funcionando como uma
assinatura ambiental Unica. Essa abordagem tem sido utilizada para relacionar suspeitos e
vitimas a cenas de crime ou para rastrear movimentos de vitimas antes de sua morte (2).

A coleta de material micolégico em uma cena de crime exige elevado rigor técnico e
conceitual. O processo requer precisao e cuidado para evitar contaminagdes que comprometam
a validade da evidéncia. Esta etapa envolve a coleta de amostras diretamente de substratos
relevantes, como tecidos corporais, unhas, cabelos e fluidos corporais da vitima. Também s&o
coletados materiais presentes no ambiente, como solos, poeiras e ar. A coleta de amostras de
solo, por exemplo, requer técnicas que preservem as camadas estratigraficas, pois a
profundidade de coleta pode influenciar a composicao fungica encontrada. No caso de esporos
no ar, impactadores ou membranas filtrantes sdo utilizados para capturar particulas em
suspensdo, permitindo analises quantitativas e qualitativas detalhadas (4). Roupas, objetos
pessoais e utensilios sdo igualmente examinados, pois os fungos podem aderir a superficies por
contato direto ou contaminacdo ambiental.

Apos a coleta, as amostras devem ser transportadas ao laboratorio sob condigdes
controladas. Em geral, amostras biolégicas sdo armazenadas em recipientes estéreis e mantidas
a temperaturas que retardem o crescimento fungico (4-8°C), preservando o estado original da
evidéncia. A cadeia de custddia é outro aspecto fundamental para garantir a integridade e a
rastreabilidade das evidéncias durante todas as etapas, incluindo transporte, armazenamento e
andlise laboratorial até sua apresentacdo no tribunal. O registro e a documentagdo meticulosa
de cada etapa, incluindo a identificacdo dos responsaveis pelo manuseio da amostra bioldgica,
é essencial para preservar a admissibilidade legal da evidéncia em processos judiciais (3,4).

Ao dar entrada no laboratorio, as amostras passam por uma andlise detalhada que
combina métodos tradicionais e avancados. Inicialmente, faz-se 0 exame microscopico direto
da amostra coletada, 0 que permite, eventualmente, a visualizacdo de estruturas fangicas
vegetativas e/ou de reproducdo. A andlise morfolégica é uma etapa fundamental na
identificacdo de fungos em investigacdes forenses, oferecendo um diagndstico inicial sobre a
identidade taxondmica e o possivel papel ecologico desses organismos. Com o auxilio de um

microscopio 6ptico, lamina e laminula e corantes, como 0 KOH, o lactofenol de Aman e/ou o
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azul de algoddo, podem ser visualizadas hifas, corpos de frutificacdo e esporos de diferentes
grupos fangicos (4)

Uma andlise preliminar da morfologia macroscopica pode ser feita ainda na cena do
crime ao se avaliar as caracteristicas morfologicas das coldnias (cor, textura, margem,
tamanho) antes da coleta da amostra ou ja no laboratério de micologia forense, quando, por
exemplo, roupas, sapatos, tapetes ou utensilios enviados pela policia técnica contém
crescimento fungico. Nessas condi¢Bes, antes da avaliagdo microscopica das amostras,
procede-se ao estudo macromorfoldgico.

Consecutivamente, as amostras micologicas sdo inoculadas em meios de cultura para
isolamento e melhor caracterizacdo. No campo da micologia forense, a cultura de fungos
desempenha um papel central na anélise laboratorial, fornecendo informacGes detalhadas sobre
as propriedades bioldgicas, ecoldgicas e taxondmicas das espécies envolvidas em investigacoes
criminais (1). Os fungos sdo organismos plasticos que respondem dinamicamente ao ambiente.
Por isso, a cultura em laboratério ndo apenas permite o isolamento de colénias puras, mas
também pode simular condicdes especificas, recriando temperaturas e microambientes em que
os fungos se encontravam, refletindo o comportamento e a fisiologia desses microrganismos
na cena do crime.

A temperatura € um fator critico na cultura fungica. Fungos patogénicos ou
termotolerantes, como Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis, crescem bem
a 37°C, o que é relevante em casos envolvendo infeccGes humanas ou corpos expostos a
ambientes em que esses fungos sdo endémicos. Por outro lado, fungos saprébios, como
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, encontrados em solos ou tecidos em decomposicéo,
geralmente apresentam crescimento 6timo a 25°C. Essa distingdo térmica pode fornecer pistas
sobre a origem e o papel do fungo em contextos forenses (1).

Diferentes meios de cultura podem ser empregados em micologia forense. De maneira
geral, os meios de cultura utilizados para o isolamento fungico de cenas de crime sdo 0s
mesmos usados na rotina dos laboratérios de micologia médica. Dentre esses, 0 SDA (Agar
Sabouraud Dextrosado, do inglés Sabouraud Dextrose Agar) e o PDA (Agar Batata
Dextrosado, do inglés Potato Dextrose Agar) sdo os mais difundidos. O exame macroscépico
da cultura in vitro revela informagdes sobre o padréo de crescimento dos fungos, que pode ser
interpretado ecologicamente. A taxa de crescimento e o desenvolvimento radial da colbnia
dependem da composicdo do meio de cultura e das condigdes de incubacdo, contribuindo
também para a caracterizagdo das espécies. O tempo necessario para o crescimento pode ser,

inclusive, um indicador do IPM (1).
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A caracterizacdo posterior dos isolados utiliza dados morfologicos culturais,
bioquimicos e/ ou genéticos para construir um perfil robusto que contextualiza a relacdo do
fungo com o caso investigado. ApGs 0 exame macroscopico, as culturas sdo submetidas a
andlise microscépica, onde as estruturas vegetativas e, principalmente, reprodutivas dos fungos
sdo avaliadas taxonomicamente. Essa etapa € sensivel para a identificacdo dos fungos, pois
estima-se que no ecossistema da Terra existam cerca de 13 milhdes de espécies fungicas, o que
torna a avaliacdo da micromorfologia dos isolados uma tarefa complexa. Nesse sentido, a
formacéo do perito é um ponto critico para a avaliagdo morfoldgica, pois a multiplicidade de
estruturas de reproducdo tanto sexuada quanto assexuada, bem como de estruturas vegetativas
e de suporte, exige um grande repertorio de conhecimentos micoldgicos (4).

Embora o estudo morfoldgico seja a principal ferramenta para a identificacdo dos
isolados fungicos, técnicas complementares tém sido empregadas de forma cada vez mais
frequente. O uso de provas moleculares tem sido introduzido em micologia forense para
identificar inequivocamente espécies cuja identificacdo se mostra inconclusiva ou mesmo para
analises de epidemiologia molecular. O sequenciamento de regiGes conservadas, como ITS,
LSU (Subunidade Grande, do inglés Large subunit) e SSU (Pequena subunidade, do inglés
Small subunit), é considerado o padrdo-ouro para a identificacdo de fungos. Essas regides
gendmicas sdo suficientemente variaveis entre as espécies para permitir discriminacao precisa,
mesmo em amostras deterioradas ou com baixo nimero de esporos (4). Além disso, a
espectrometria de massa MALDI-TOF (Laser de Dessor¢do Assistida por Matriz lonizagéo-
Tempo de Voo, do inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) tem
sido aplicada para identificar fungos com base em seus perfis proteicos unicos, oferecendo
rapidez e confiabilidade na identificacdo, principalmente de fungos leveduriformes. Por fim, a
MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) também tem sido usada para estudar estruturas
fangicas em alta resolucdo, permitindo caracterizar detalhes ultraestruturais que ndo sdo
visiveis por métodos convencionais. Essa técnica é particularmente util na analise de fungos
associados a materiais sintéticos, como pléasticos e tecidos, onde os padrbes de colonizacao

podem fornecer pistas sobre o tempo de exposi¢do ou o ambiente de origem (4).

REVISAO DA LITERTURA
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A micologia forense é uma subdisciplina emergente das ciéncias forenses, aderida &
microbiologia forense, que se dedica ao estudo de fungos em investigagdes criminais. A
identificacdo, andlise e interpretacdo de fungos encontrados em cenas de crime, corpos e
diversos materiais forenses fazem parte disso. Esta &rea de estudo pode oferecer insights
valiosos para auxiliar nas decisfes judiciais, especialmente quando outras formas de prova
bioldgica sdo limitadas ou ausentes (59).

Os fungos, por suas caracteristicas bioldgicas Unicas, desempenham um papel
importante na decomposicdo de matéria organica. A capacidade de produzir esporos que se
dispersam facilmente pelo ar permitem que eles colonizem uma ampla variedade de ambientes,
incluindo aqueles que podem estar inacessiveis a outros organismos, como artropodes, assim,
impedindo a aplicagdo da entomologia forense como ferramenta (56,60). Como resultado,
podem ser valiosas para auxiliar na determinacao do tempo de post-mortem e na reconstrucao
de cenarios de crime. Por exemplo, diferentes espécies de fungos colonizam corpos em
distintos estagios de decomposicéo, fornecendo assim informacdes importantes que podem ser
cruciais para determinar o IPM (61-63).

Os fungos podem contribuir também para outros ramos de investigacdo forense,
incluindo casos de envenenamento por substancias psicoativas e toxinas, fornecer evidéncias
residuais que podem ser utilizados para ligar suspeitos a cenas de crime, localizar corpos em
cemitérios clandestinos, isto é, funcionando como sinalizadores, e indicar o tempo de
deposicao, por exemplo, a analise de fungos em solos pode contribuir para determinar se um
corpo foi movido ou se um objeto foi transportado de um lugar para outro (60).

Apesar de suas promissoras aplicacfes, a micologia forense enfrenta uma série de
desafios que tém dificultado sua integracdo ampla e consistente nas investigaces criminais.
Um dos principais problemas é o desconhecimento entre os investigadores de cena de crime e
agentes de investigacdo sobre o significativo potencial dos fungos. Em diversas situacdes em
que essa abordagem foi utilizada como evidéncia, a capacidade dos agentes de identificar a
presenca de fungos teve um impacto positivo no andamento da investigacdo (56,64). Ainda ha
uma lacuna significativa no treinamento e na disseminacdo de conhecimento especializado
entre os profissionais da &rea, e a falta de padroniza¢do nos métodos de coleta, armazenamento
e analise de amostras fangicas que também pode se apresentar como um respectivo problema.
Essa variabilidade pode resultar em inconsisténcias nos resultados, dificultando a validacéo e
a replicacdo dos estudos (65).

A identificacdo precisa de espécies fungicas também representa um desafio

significativo. Embora os avancos em técnicas de microbiologia e genética tenham melhorado
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a capacidade de identificar fungos com maior precisdo, essas técnicas nem sempre estao
disponiveis ou sdo economicamente viaveis para todos os laboratdrios forenses (66). Além
disso, essas técnicas precisam ser realizadas por profissionais especialistas em micologia, uma
vez que a interpretacdo dos dados pode ser complexa devido a grande diversidade de espécies
de fungos e a sua sensibilidade a variacdes ambientais. Fatores como temperatura, umidade e
a presenca de outros microrganismos podem influenciar a composicdo das comunidades
fangicas, complicando a anélise e a interpretacdo das evidéncias (56,61,67).

Neste contexto, esta revisao sistematica busca fornecer uma avalia¢do objetiva de como
a micologia pode auxiliar a investigacdo criminal por meio da pergunta-chave: “Em cadaveres
humanos, como o uso de fungos pode auxiliar a pratica da ciéncia forense por meio da anélise
das aplica¢fes micoldgicas utilizadas no ambito criminal como uma ferramenta Gtil para
resolucdo de casos judiciais?”.

Nesse sentido, a busca por outros métodos biologicos que possam ser empregados como
alternativa ou adjuvante para a determinacéo do IPM é fundamental para um trabalho assertivo
da pericia criminal. Assim, num contexto de busca por novas ferramentas, aparecem, como
possibilidade de uso, os organismos fungicos (64,65,68). Como no processo de degradacao,
insetos e fungos iniciam a decomposicdo da matéria organica de forma conjunta, estando, por
isso, ambos 0s grupos presentes no material cadavérico, o crescimento fungico sobre a
superficie dos corpos pode ser também utilizado como ferramenta para estimar o IPM. Além
disso, por apresentarem dimensfes microscdpicas e possuirem esporos aerovagantes, os fungos
tém acesso a ambientes cujos artropodes, em decorréncia de suas proprias caracteristicas
bioldgicas, podem ndo ter. Dessa forma, a micologia forense, com todo o seu potencial
metodoldgico, surge em perspectiva (59,69,70).

O uso de evidéncias fangicas em investigacfes criminais € considerado relativamente
recente e ainda apresenta pequena quantidade de dados publicados na literatura, pois ha poucos
profissionais da esfera judicial que possuem conhecimentos na area da micologia forense.
Inicialmente, o envolvimento dos fungos em investigacdes criminais era restrito a casos de
intoxicacOes por espécies venenosas e psicotropicas, no entanto, com a evolucgéo e difusdo da
prépria micologia como ciéncia, foram sendo incorporados e aprimorados 0os métodos de
estudo de vestigios e estimativa do tempo de morte, através do emprego desses organismos,
ganhando a micologia forense, por isso, maior interesse, até mesmo por conta dos resultados
preliminares satisfatérios e promissores que tém sido observados com essa nova ferramenta
(60,64,65,71).
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Na literatura, tem sido, de forma eventual, reportado que coldnias fungicas em
cadaveres humanos ou associadas a eles podem fornecer indicacBGes sobre a hora da morte,
quando sdo avaliados e isolados em cultura de laboratorio. Para tanto, compara-se o diametro
de uma colbnia fungica eventualmente encontrada no local da pericia com aquele obtido do
isolado in vitro, anotando-se o tempo decorrido para que ambas as colénias tenham a mesma
dimensdo e mimetizadas no laboratério as condi¢cdes de temperatura e umidade aferidas no
corpo e local do crime, as colbnias fungicas recuperadas podem fornecer indicagcbes mais

precisas sobre o periodo post-mortem (Figura 2).

Figura 2: Estimativa do intervalo post-mortem.

Legenda: Paquimetro para medir coldnias fungicas em estudos forenses. Compara-se o didmetro de uma coldnia
do local do crime com uma cultivada em laboratorio sob condig¢Ges similares, como temperatura e
umidade, para estimar com precisdo o periodo post-mortem.

Fonte: Autoria propria

No entanto, para a confiabilidade da estimativa do IPM, as culturas devem ser
procedidas em condic¢des adequadas e que simulem o mais fidedignamente aquelas prevalentes
no ambiente onde o corpo foi encontrado. Nesse sentido, informacdes basicas como a forma e
as circunstancias de como o corpo foi depositado ou armazenado na cena do crime, a
temperatura e a umidade corporal e local, as vias e elementos de contaminacéo fungica externa
ou ambiental, o tamanho e a localizagdo das col6nias fangicas no corpo e no entorno, incluindo
solo, mobiliario, fomites e utensilios e vestuarios, sdo fundamentais em micologia legal.
Contudo, importa mencionar que, apesar da coleta de dados em cenas de crimes, ha, de fato,
pouca informacdo sobre as caracteristicas fingicas e as taxas de crescimento de suas colonias
em tecidos humanos mortos (72—-74). Além disso, a omissao da literatura agrava ainda mais o

desconhecimento sobre a biologia dos fungos em ambiente forense.
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Como ndo se tem informacdes consistentes sobre se os fatores ambientais podem
acelerar ou retardar, e 0 quanto, o processo de deterioracdo da matéria organica, interferindo
nas caracteristicas e na velocidade de crescimento fangico, prejudicando a estimativa do IPM,
abre-se, por conseguinte, um vasto campo de pesquisa académica. Pontualmente, nesse
contexto de desconhecimentos, ndo se tem avaliados os efeitos dos meios de cultura
tradicionais, utilizados para o isolamento em laboratério dos fungos encontrados sobre
cadaveres, principalmente sobre a velocidade de crescimento desses organismos. Uma vez que
0s meios micoldgicos de rotina sdo constituidos por extratos vegetais, que estimulam a rapida
esporulacdo fungica, os isolados nesses substratos podem néo apresentar a mesma velocidade
de crescimento da cena do crime, o que pode levar a analises e conclusdes equivocadas ou
distorcidas acerca do tempo decorrido.

Pelo exposto, o presente trabalho pretende produzir e avaliar meios de cultura a base de
extrato animal constituido por pecas de acougue analogas ao 6rgdo do cadaver de onde o fungo
foi isolado, a fim de fornecer ao microrganismo o mesmo substrato, além das condicGes de
temperatura e umidade semelhantes as da cena do crime, para que se diminua, a0 maximo, 0s
interferentes ambientais sobre as caracteristicas bioldgicas de fungos empregados como
evidéncia. Como outro objetivo da pesquisa em tela, tenciona-se elaborar uma revisdo
sistemética sobre o papel da micologia forense no ambito criminal a fim de analisar a

importancia dessa ferramenta na area criminalistica.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Sistematizar as evidéncias cientificas relacionadas ao uso dos fungos no ambito
criminal e elaborar um protocolo de confeccéo de meios de cultura para o isolamento de fungos

encontrados como evidéncia em cenas de crime.

1.2. Objetivos especificos

a) Realizar uma revisdo sistematica da literatura cientifica referente a utilidade da
micologia no ambito criminal;

b) Desenvolver protocolos padronizados para a confeccdo de meios de cultura com base
animal, empregando pecas de agougue como constituintes;

c) Avaliar e comparar as taxas de crescimento fungico dos novos meios a base de extrato
animal com os meios tradicionalmente empregados na rotina do laboratorio de

micologia médica e forense.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Pergunta chave

“Em cadaveres humanos, como o uso de fungos pode auxiliar a pratica da ciéncia
forense por meio da andlise das aplicagcBes micoldgicas utilizadas no &mbito criminal como

uma ferramenta Util para resolucdo de casos judiciais?”

2.2. Estratégia de busca

A metodologia desenvolvida esta de acordo com o protocolo para revisdes sistematicas
proposto pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Metanalysis (PRISMA)
e incluiu as etapas: formulacdo da estratégia de busca na literatura, selecdo de artigos utilizando
critérios de inclusdo e exclusdo, avaliacdo da qualidade metodoldgica e risco de vieses dos
estudos selecionados, seguido da extracao e tabulacdo de dados (75).

A busca da literatura foi realizada de maneira independente por trés pesquisadores, que
estabeleceram previamente os critérios de busca, de maneira a selecionar artigos publicados
até fevereiro de 2024, nos idiomas inglés, espanhol e portugués.

Inicialmente foi realizada a estratégia PICO (76) da seguinte maneira:

P (Populacdo): Cadaveres humanos ou amostras de corpos humanos apés a morte.

| (intervencdo): Analise dos fungos presentes em cadaveres ou cenas de crime.

C (Comparacdo): As aplicacdes micoldgicas utilizadas no ambito criminal.

O (Outcome/desfecho): Determinar que o uso dos fungos pode auxiliar na deciséo de casos
judiciais.

Utilizando a estratégia PICO foram definidos os temas que foram combinados pelo
operador booleano “AND”. Cada tema foi criado pela utilizagdo do operador “OR” e foram
pesquisados em palavras do titulo, resumo e palavras-chaves na indexacdo “MeSH terms”.

O primeiro tema foi criado para incluir as diferentes formas de mencionar a populacao

(P) de interesse da pergunta central da revisdo, e incluiram as seguintes palavras-chaves:
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“cadaver” OR “body remains”; o segundo para representar a intervengao (I), ou seja, o método
de analise, incluindo “mitosporic fungi” OR “fungi” OR “yeasts” OR “fungi unclassified”; o
terceiro tema para representar as diferentes aplicacdes de uso, comparagao (C): “forensic
microbiology” OR “ forensic science” OR forensic toxicology” OR “ forensic genetics” OR
“post-mortem changes” OR “biorerrorism”. E o quarto tema, as finalidades (O), incluindo:
“decision making shared” or “forensic medicine” or “jurisprudence” or “evidence gaps”.

Apos o registro do protocolo no Prospero (CRD 42024506547), essas sintaxes foram
utilizadas para efetuar a busca por artigos originais nas bases de dados: PUBMED, EMBASE,
Web of Science, LILACS e OpenGrey, tendo sido adaptada para cada uma das bases (Tabela
1).
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Tabela 1 - Sintaxe utilizada em cada uma das bases eletronicas para realizacao das buscas por artigos.

Medline —(((Cadaver[MeSH] OR cadaver [tiab] OR corpse [tiab]) OR (Corpse dismemberment[MeSH] OR Corpse dismemberment [tiab] OR

PUBMED cadaver dismemberment [tiab]) OR (Body Remains [MeSH] OR Body Remains [tiab] OR human remains [tiab] OR Skeletal Remains
[tiab])) AND ((Mitosporic Fungi [MeSH] OR Deuteromyc* [tiab] OR Fungi imperfecti [tiab] OR Fungi Mitosporic [tiab] OR
Hyphomycetes [tiab]) OR (Fungi [MeSH] OR fungi [tiab] OR Molds [tiab]) OR (Yeasts [MeSH] OR yeast* [tiab]) OR (Fungi
Unclassified [MeSH] OR Fungi incertae sedis [tiab])) AND ((Forensic Microbiology [tiab] OR Microbial Forensic Science [tiab] OR
Microbial Forensics [tiab] OR Postmortem Microbiology [tiab]) (Mycology [MeSH] OR Mycology [tiab]) OR (Forensic Sciences
[MeSH] OR Forensic Sciences [tiab]) OR (Forensic Toxicology [MeSH] OR Forensic Toxicology [tiab]) OR (Forensic Genetics
[MeSH] OR Forensic Genetics [tiab]) OR (Phytopathology [tiab] OR Plant Mycology [tiab]) OR (Aflatoxin Poisoning [MeSH] OR
Aflatoxin Poisoning [tiab] OR Aflatoxicosis [tiab] OR Aflatoxin Toxicity [tiab]) OR (Mycotoxicosis [MeSH] OR Mycotoxicosis [tiab]
OR Poisoning Fungus [tiab]) OR (Microbiological Techniques [MeSH] OR Microbiologic* Techni* [tiab]) OR (Mushroom Poisoning
[MeSH] OR Mushroom Poisoning [tiab]) OR (Postmortem Changes [MeSH] OR Postmortem Changes [tiab]) OR (Autopsy [MeSH]
OR Autops* [tiab] OR Post-Mortem Examination [tiab] OR Post-Mortem Examination [tiab]) OR (Biological Warfare Agents [MeSH]
OR Biological Warfare Agents [tiab] OR Biological Select Agents [tiab] OR Biological Weapons [tiab] OR Bioterrorism Agents [tiab]
OR Biowarfare Agents [tiab]) OR (Bioterrorism [MeSH] OR Bioterrorism [tiab] OR Biocrime [tiab] OR Biological Terrorism [tiab]))
AND ((Decision Making Shared [MeSH] OR Decision Making Shared [tiab]) OR (Decision Making [MeSH] OR Decision Making
[tiab]) OR (Legal Case* [tiab] OR Legal Brief [tiab]) OR (Forensic Medicine [MeSH] OR Forensic Medicine [tiab] OR Legal
Medicine [tiab] OR Medicine Forensic [tiab] OR Medicine Legal [tiab]) OR (Jurisprudence [MeSH] OR Jurisprudence [tiab] OR
Medical Jurisprudence [tiab] OR State Interest [tiab]) OR (Decision Support Techniques [MeSH] OR Decision Support Techniques
[tiab] OR Analysis Decision [tiab] OR Decision Aids [tiab] OR Decision Analysis [tiab] OR Decision Modeling [tiab]) OR (Evidence
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Gaps [MeSH] OR Evidence Gaps [tiab] OR Evidence Practice Gaps [tiab] OR Insufficient Evidence [tiab] OR Research Gaps [tiab])
OR (War Crimes [MeSH] OR crime war [tiab] OR war crime [tiab]) OR (Crime [MeSH] OR crim* [tiab] OR kidnapping* [tiab])))

EMBASE

(‘cadaver'/exp OR 'cadaver' OR 'corpse’ OR 'corpse dismemberment'/exp OR 'corpse  dismemberment’ OR 'cadaver dismemberment’
OR 'body remains/exp OR 'body remains’ OR ‘human remains’ OR ‘skeletal remains’) AND (‘deuteromycetes/exp OR
‘deuteromycetes’ OR 'mitosporic fungi' OR ‘fungi imperfecti’ OR 'hyphomycetes'/exp OR "hyphomycetes' OR 'arthrodermataceae'’/exp
OR ‘arthrodermataceae’ OR 'arthroderma’/exp OR ‘arthroderma’ OR 'ctenomyces'/exp OR 'ctenomyces' OR 'dermatophyte’/exp OR
‘dermatophyte’ OR 'dermatophytes’ OR ‘airborne fungus'/exp OR 'airbone fungus' OR 'lower plant'/exp OR 'lower  plant' OR ‘fungal
allergy'/exp OR 'fungal allergy’ OR 'keratinomyces'/exp OR 'keratinomyces' OR 'nannizzia'/exp OR 'nannizzia' OR 'fungus'/exp
OR 'fungus' OR 'fungi' OR 'fungi  unclassified' OR 'medicinal mold'/exp OR 'medicinal mold' OR 'molds’ OR 'yeast'/exp OR 'yeast'
OR 'yeasts' OR 'mycology'/exp OR 'mycology' OR 'dermatomycosis’/exp OR 'dermatomycoses’ OR 'mycosis'/exp OR 'mycosis' OR
'mycoses’ OR 'fungus diseases’) AND (‘forensic ~ microbiology'/exp OR 'forensic microbiology' OR 'microbial forensic science' OR
'microbial  forensics' OR 'postmortem microbiology'/exp OR ‘postmortem microbiology' OR 'microbiological ~ examination'/exp
OR 'microbiological examination' OR 'mycological typing techniques' OR ‘fungal typing techniques' OR
'microbiological techniques’ OR ‘'forensic sciences'/exp OR ‘'forensic sciences’ OR ‘forensic pathology'/exp OR ‘forensic
toxicology'/exp OR ‘forensic  toxicology' OR 'forensic genetics'/exp OR ‘forensic genetics' OR ‘forensic botany'/exp OR ‘forensic
botany' OR 'forensic phytopathology' OR ‘aflotoxicosis' OR ‘aflatoxin poisoning’ OR 'microbiology'/exp OR 'microbiology’ OR
air microbiology’ OR ‘'water microbiology’ OR ‘environmental microbiology'/exp OR ‘environmental microbiology' OR
'microbiology, environmental' OR 'mycotoxicosis/exp OR 'mycotoxicosis’ OR 'mushroom poisoning’/exp OR 'mushroom
poisoning' OR "poisoning fungus' OR ‘food control'/exp OR 'food control’ OR ‘food ~ microbiology' OR 'microbiological phenomena
and functions'/exp OR 'microbiological phenomena and functions' OR 'microbiological phenomena’ OR 'microbiological

process' OR 'microbiological processes' OR 'phenomena microbiologic' OR 'postmortem change'/exp OR 'postmortem change' OR
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‘postmortem changes' OR 'adipocere’/exp OR "adipocere’ OR ‘livor mortis'/exp OR 'livor mortis' OR 'rigor mortis'/exp OR 'rigor
mortis’ OR 'algor mortis' OR 'autopsy'/exp OR 'autopsy' OR 'post-mortem examination' OR 'biological warfare agent'/exp OR
'biological warfare agent' OR 'biological warfare agents’ OR 'bioterrorism'/exp OR ‘bioterrorism' OR 'biological terrorism’) AND
(‘shared decision making'/exp OR 'shared decision making' OR 'decision making shared' OR 'decision making'/exp OR 'decision
making' OR ‘forensic medicine'/exp OR ‘forensic medicine' OR 'legal medicine’ OR 'medicine legal' OR ‘jurisprudence’/exp OR
jurisprudence’ OR 'decision support system'/exp OR 'decision support system' OR 'decision support  techniques' OR 'multicriteria
decision  analysis'/exp OR 'multicriteria decision  analysis' OR 'decision analysis' OR 'evidence  gap'/exp OR 'evidence gap'
OR ‘evidence gaps' OR ‘insufficient evidence' OR ‘war crime'/exp OR ‘war crime' OR 'war crimes' OR ‘crime'/exp OR ‘crime’ OR

'kidnapping'/exp OR 'kidnapping’)

Web
Science

of(((ALL=(cadaver OR corpse OR “corpse dismemberment” OR “cadaver dismemberment” OR “Body Remains” OR “human remains”

OR “Skeletal Remains’’)) AND ALL=(“Mitosporic Fungi” OR Deuteromycetes OR deutoromycota OR “Fungi imperfecti”” OR “Fungi
Mitosporic” OR Hyphomycetes OR Fungi OR Molds OR Yeasts OR yeast OR “Fungi Unclassified” OR “Fungi incertae sedis”))
AND ALL=(“Forensic Microbiology” OR “Microbial Forensic Science” OR “Microbial Forensics” OR “Postmortem Microbiology”
OR Mycology OR “Forensic Sciences” OR “Forensic Toxicology” OR “Forensic Genetics” OR Phytopathology OR “Plant Mycology”
OR “Aflatoxin Poisoning” OR Aflatoxicosis OR “Aflatoxin Toxicity” OR Microbiology OR Mycotoxicosis OR “Poisoning Fungus”
OR “Microbiologic* Techni*” OR “Mushroom Poisoning” OR “Postmortem Changes” OR Autops* OR “Post-Mortem Examination”
OR “Biological Warfare Agents” OR “Biological Select Agents” OR “Biological Weapons” OR “Bioterrorism Agents” OR
“Biowarfare Agents” OR Bioterrorism OR Biocrime OR “Biological Terrorism”)) AND ALL=(“Decision Making Shared” OR
“Decision Making” OR “Legal Case*” OR “Legal Brief” OR “Forensic Medicine” OR “Legal Medicine” OR “Medicine Forensic”
OR “Medicine Legal” OR Jurisprudence OR “Legal Aspects” OR “Legal Obligations” OR “Legal Status” OR “Medical
Jurisprudence” OR “State Interest” OR “Decision Support Techniques” OR “Decision Analysis” OR “Decision Modeling” OR
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“Evidence Gaps” OR “Evidence Practice Gaps” OR “Insufficient Evidence” OR “Research Gaps” OR “crime war” OR Crime OR
Poaching OR kidnapping)

LILACS

(“cadaver” OR “corpse” OR “corpse dismemberment” OR “cadaver dismemberment” OR “body remains” OR “human remains” OR

via portal“skeletal remains”) AND (“fungi” OR “deuteromycetes” OR “deuteromycota” OR “fungi imperfecti” OR “fungi mitosporic” OR

regional da“hyphomycetes” OR “molds” OR “yeasts”) AND (“forensic” OR “microbiology” OR “mycology” OR “pathology” OR

BVS

“phytopathology” OR “mycotoxicosis” OR “mushroom poisoning” OR “post-mortem” OR “autopsy” OR “bioterrorism” ) AND
(“decision making shared” OR “decision making” OR “legal case*” OR “legal brief” OR “forensic medicine”” OR “legal medicine”
OR “medicine forensic” OR “medicine legal” OR jurisprudence OR “legal aspects” OR “legal obligations” OR “legal status” OR
“medical jurisprudence” OR “state interest” OR “decision support techniques” OR “decision analysis” OR “decision modeling” OR
“evidence gaps” OR “evidence practice gaps” OR “insufficient evidence” OR “research gaps” OR “crime war” OR crime OR

kidnapping) AND (db:("LILACS"))

(cadaver OR corpse OR “corpse dismemberment” OR “cadaver dismemberment” OR “body remains” OR “human remains” OR
“skeletal remains”) AND (fungi OR deuteromycetes OR deuteromycota OR “fungi imperfecti” OR “fungi mitosporic” OR
hyphomycetes OR molds OR yeasts ) AND (forensic OR microbiology OR mycology OR pathology OR phytopathology OR

OpenGrey mycotoxicosis OR “mushroom poisoning” OR post-mortem OR autopsy OR bioterrorism) AND (“decision making shared” OR

via DANS “decision making” OR “legal case” OR “legal brief” OR “forensic medicine” OR “legal medicine” OR “medicine forensic” OR

“medicine legal” OR jurisprudence OR “legal aspects” OR “legal obligations” OR “legal status” OR “medical jurisprudence” OR
“state interest” OR “decision support techniques” OR “decision analysis” OR “decision modeling” OR “evidence gaps” OR “evidence

practice gaps” OR “insufficient evidence” OR “research gaps” OR “crime war” OR crime OR kidnapping)
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2.3. Critérios de incluséo

No critério de elegibilidade, foram incluidos os estudos completos em inglés, portugués
e espanhol que utilizaram fungos crescendo em cadaveres humanos como ferramenta para

resolucdo de casos judiciais.

2.4. Critérios de exclusao

Foram excluidos os artigos que correspondiam a revisdes da literatura, revisoes
narrativas, revisdes sistematicas, meta-analises, resumos de congresso, editorial, estudos com

outras técnicas ndo microbioldgicas, resumo de simposios, consenso, diretrizes.

2.5. Selecéo de artigos

A selecdo dos artigos foi feita de forma progressiva, iniciando pela leitura do titulo,
depois do resumo e, por fim, pela leitura do artigo completo. A avaliacdo de elegibilidade de
cada artigo foi feita de forma independente pelos trés autores e as divergéncias foram resolvidas
por consenso, excluindo todos aqueles que ndo atendiam aos critérios de inclusdo
estabelecidos. Foram considerados 0s seguintes parametros: autor, titulo, ano do artigo, tipo de
participantes, objetivo principal do estudo, grupo fangico avaliado, método de anélise

micologica e principais achados.

2.6. Estratégia para analise de dados
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Esta revisao sisteméatica acompanhara todas as etapas do PRISMA. Para a anélise de
dados foi utilizado o gerenciador Rayyan QCRI, um aplicativo da web que auxilia em pesquisas
do tipo revisdo sistematica e metanalise, e os dados extraidos de cada estudo foi organizado em
uma tabela, incluindo titulo, autores e ano de publicacdo. A sintese dos dados seré realizada de
forma qualitativa e a extracdo dos dados ocorrerd a fim de analisar com maior precisao as
informacdes e resultados dos artigos analisados. Por meio da analise destes resultados sera
avaliado o real potencial da micologia forense no &mbito criminal. Nenhuma analise estatistica

sera realizada durante esta revisao sistematica.

2.7. Avaliacao do risco de viés

Para andlise de risco de viés nos estudos individuais, seguiu-se o protocolo do Instituto
Joanna Briggs (JBI) -Faculdade de Saude e Ciéncias Médicas da Universidade de Adelaide
(77). Essa analise foi realizada pelos autores separadamente, e os artigos foram classificados
quanto ao risco de viés ser “ndo”, “sim” ou “ndo aplicavel” para cada questdo presente no
protocolo, em todos os artigos incluidos. Para cada sim, foi atribuido um ponto, e os artigos
com pontuacdo igual ou superior a 06 foram selecionados para esta revisao. Houve algumas
limitacOes deste estudo, nomeadamente no que diz respeito a realizagcdo de uma metanalise. Na
verdade, como os 6 estudos selecionados tinham objetivos e diferentes aplicacdes, este tipo de

abordagem estatistica ndo foi uma opcéo.



49

3. RESULTADOS

Foram identificados 106 registros de todas as bases de dados selecionadas até a fase da
leitura na integra, que por meio da ferramenta Rayyan QCRI, foram importados para remogéo
das duplicadas e literatura por titulo e abstract. Apos esta fase 13 estudos foram selecionados
inicialmente e, em seguida, ap0s ter acesso aos estudos em formato completo e leitura na
integra dos mesmos, permaneceu o total de 08 artigos. Desses artigos, 6 apresentavam baixo
risco de viés de analise e, portanto, foram incluidos na revisao (Figura 3, Tabela 2). Apds essa
etapa, os dados dos estudos foram extraidos para montagem da tabela de sintese de dados
(Tabela 3).



Figura 3 - Diagrama de fluxo PRISMA

Referéncias identificadas em
base de dados (n = 106)

Duplicatas removidas (n = 21)

l

Referéncias avaliadas por titulo
e resumo (n = 87)

l

Referéncias excluidas (n = 72)
Artigo de fundo (n = 30)

Artigo de revisdo (n = 16)
Outro idioma (n = 15)
Populacéo errada (n = 11)

Referéncias incluidas para
avaliagao por texto completo

(n = 13)

Referéncias cujo texto completo
nao foi identificado (n = 0)

Referéncia avaliada por texto
completo (n = 13)

Referéncias excluidas (n = 7)
Artigo de fundo (n = 1)
Populacédo errada (n = 1)
Fungo ndo utilizado como
ferramenta forense (n = 3)
Alto risco de viés (n=2)

Estudo incluidos na reviséo (n = 6)

Legenda: Fluxograma das etapas desenvolvidas para a sele¢do de estudos priméarios que correspondem a
pergunta foco da revisao sistemaética.
Fonte: Adaptado e traduzido de PRISMA 2020 (78).
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Tabela 2 - Anélise de risco de viés.

1. Os critérios .. 4. Foram 6. Foram 7.0s 8. Foi
2. Os sujeitos do

de incluséo 3. A exposicao utilizados critérios 5. Foram declaradas resultados utilizada
estudo e 0 i . - . - - o x
na amostra . foi medida de objetivose  identificados estratégias foram anélise  Avaliacédo
ambiente foram o . . . .
foram descritos forma vélida e padronizados para fatores de para lidar com medidos de estatistica  geral
claramente confiavel? medicéo da confusdo?  fatores de forma valida adequada?
S detalhadamente? « .
definidos? condicdo? confusdo? e confiavel?
Voorde and « . « . o N . . Né&o .
Dijck (79) Néo Sim Néo Sim Néo Né&o aplicavel Sim aplicével Excluido
Kato etal., Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nap Incluido
(67) aplicavel
Filho etal., Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nap Incluido
(80) aplicavel
Sidrim et Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nap Incluido
al., (61) aplicavel
Becktell et Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nap Incluido
al., (81) aplicavel
Hitosugi et Sim Sim Sim Né&o Sim Sim Né&o Nap Excluido
al., (71) aplicavel
Martinez-
Ramirez et Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Incluido
al., (62)
Plazza et Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Incluido
al., (82)

Nota: Os artigos foram classificados quanto ao risco de viés ser “ndo”, “sim” ou “néo aplicavel” para cada questdo presente no protocolo, em todos 0s artigos incluidos.
Para cada sim, foi atribuido um ponto, e os artigos com pontuacao igual ou superior a seis foram incluidos nesta revis&o.



Tabela 3 - Sintese da informacéo obtida nos artigos em anélise.
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Objetivo Principais Meétodo de
Artigo Ano  Populagdo Local principal do géneros avaliagéo Principais descobertas
estudo encontrados fingica
Dentro de Discutir a T O ambiente influencia diretamente
s Penicillium sp., Cultura, . -
umcarrona  possibilidade . e em quais fungos irdo se
- Cladosporium identificacdo .
florestaeem  daanalise de P desenvolver no cadaver.
Kato et . . sp., bioquimica e A
2023 2 Cadaveres uma fungos isolados . - Além disso, conhecendo a
al., (67) . Epicoccum sp., analise da o .
montanha de cadaveres X dindmica do desenvolvimento do
Mucor sp., regido ITS o . .
(500m de em casos . fungo identificado, é possivel
. Pestalotiopsis sp. do rRNA. . L
altitude) forenses. estimar, minimamente, um IPM.
Investigar o A perfuracdo do fio foi positiva em
teste de .
. todos os cadaveres, sendo detectada
12 perfuragdo in o o i 2
, ) - o entre 0 12° e 0 14° dia apo6s a
cadaveres; vitro utilizando - o
. . . Culturae exposi¢do ao fungo, indicando um
. 12 adultos; 4  Universidade  Trichophyton . ~ .
Filho et . . « . teste de potencial correlacdo com o periodo
2010 criancas pré- doestado do mentagrophytes Né&o aplicado ~ -
al., (80) . . perfuracdo gasoso de decomposi¢édo do
puberes Ceara em cabelos de . ) ) .
; . do fio cadaver. Sugerindo o possivel uso
loiras. cadaveres
do T. mentagrophytes como um
adultos no

periodo post
mortem

marcador do intervalo de morte em

investigacoes.
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Objetivo FUNQOS Meétodo de
Artigo  Ano Populagéo Local principal do g avaliagéo Principais descobertas
encontrados B
estudo fangica
O exame micoldgico direto da
amostra possui valor
insignificante para
identificacdo fungica. Fatores
ambientais e individuais dos
34 caddveres Investigar a Asperg_lllus sp., cadav_eres podt/em gfetar 0
. _ Candida sp., crescimento fangico. Os
(inchago); 6 presenca de , :
. - Trichosporon sp., ) fungos filamentosos foram
_ cadaveres Necrotério fungos durante Exame direto !
Sidrim <\ o L Mucor sp., mais presentes na fase de
(putrefacdo); e trés estagios de . da amostra, . R
etal., 2010 . o . Geotrichum sp., inchago e esqueletizagdo, ja as
20 cadaveres  cemitérios decomposicgao . cultura e testes x
(61) . . s Acremonium sp., L leveduras, na de putrefacao.
(esqueletizag (Ceara) humana: inchago, o bioquimicos NP .
« ~ Penicillium sp., Colonias de Aspergillus spp. e
o) putrefacédo e . .
S Fusarium sp. e Penicillium spp. podem ser
esqueletizacéo . Lo « .
Trichoderma sp. responsaveis por nao ter sido
isolado fungos deméaceos nas
analises. Regibes do corpo
externas foram mais propicias
para o crescimento flngico que
as internas.
Analisar a Os fungos estdo envolvidos na
presenca de decomposi¢do humana a longo
fungos em - Culturae prazo em ambientes aridos.
x f Aureobasidium . «
Estacédo de cadaveres . sequenciamento A presenca destes fungos tao
Becktell X spp., Alternaria " )
, Pesquisa de dessecados e . das regides tardiamente nos processos de
etal., 2022 2 cadaveres o o spp. (Ulocladium . X
Investigaca verificar se podem . LSU,SSUe  decomposicdo sugere que eles
(81) i~ spp.), Didymella s
o0 Forense ser utilizados ITS podem ser Uteis para prever

como indicadores
do intervalo post-
mortem.

SPp.

intervalos post-mortem de
longo prazo.
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Objetivo FUNQOS Meétodo de
Artigo Ano  Populagéo Local principal do g avaliagéo Principais descobertas
encontrados B
estudo fingica
A diversidade fungica foi maior
Candida spp., em amostras coletadas
Mucor spp., imediatamente apds a autopsia. O
Isolar e : o :
identificar Asperglll_us spp., ar,mazenamento a -,20 _C red_u,2|u_ 0
i Botrytis sp., numero de cepas fungicas viaveis.
Martinez- o fungos que ) Culturae
. 105 Autdpsia ~ Chaetomium sp., X . A presenca de fungos comuns na
Ramirez 2013 . compde a . biologia ;
cadaveres  (Alemanha) . . Circinella sp., microflora humana normal, bem
etal., (62) microbiota N molecular . i
Coroliopsis sp., como de fungos ubiquos, foi
post-mortem
. Enterocarpus sp., observada em amostras post-
de cadaveres . . .
Fusarium sp. e mortem, sugerindo a possivel
Trichoderma sp. influéncia na concentragéo ou
padrdo metabdlico de drogas.
Analisar a Monitoramento
colonizacao da area da
fungica colonia usando
. corporal dos  Penicillium sp. e ImageJ por 6  CondicBes ambientas post-mortem
Di Piazza . - y . . ) .
2018 2 cadaveres  Necrotério cadaveres Cladosporium sp. semanas. e perimortem podem interferir no
etal., (82) L ; L
durante 6 Avaliacdo desenvolvimento fangico.
semanas no cromatica das
necrotério. colonias.

Cultura.
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O estudo de Kato et al., (67) enfatiza a importancia de identificar fungos em cadaveres
para estudos forenses, sugerindo seu papel em fornecer evidéncias vestigiais, estimar o tempo
desde a morte e auxiliar nas investigac6es da cena do crime. Para isso, o crescimento de col6nias
fangicas foi observado nos corpos de dois cadaveres encontrados ao ar livre, com fungos
especificos como Penicillium commune, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum,
Mucor sp. e Pestalotiopsis sp.. A identificacdo desses fungos ajudou a estimar o tempo desde a
morte, determinar os intervalos post-mortem e compreender as condi¢cdes ambientais que
cercam 0s corpos, destacando o potencial do uso de fungos como ferramenta forense. Além
disso, a consisténcia entre os tipos de fungos encontrados nos cadaveres e as condicGes
ambientais em que os corpos foram descobertos sugere a relevancia da analise fingica nas
investigacOes forenses, fornecendo informacdes valiosas sobre as circunstancias da morte e
auxiliando na reconstrucdo da cena do crime.

O estudo de Sidrim et al., (61) ressalta a importancia de novas pesquisas para estabelecer
a anélise da microbiota fungica como uma ferramenta de rotina na ciéncia forense, semelhante
ao papel estabelecido da entomologia em tais investigacdes. Para isso, utiliza procedimentos
micoldgicos convencionais, incluindo exame direto e andlises macro/micromorfolégicas e
bioquimicas, para analisar amostras de cadaveres humanos decompostos. A coleta de amostras
é feita em varios locais do corpo, como boca, reto, vagina, sob o prepdcio, pele, cabelo, pulmd&es
e restos esqueléticos, usando técnicas estéreis para exame direto e cultura. Em relacdo a
caracterizacdo do ambiente do ambiente do cadaver na fase de esqueletizacdo, coletou-se
amostras de roupas, fragmentos de caixdes e solo de sepultura para analise no laboratério. Com
isso, o trabalho investiga a presenca de fungos em cadaveres humanos decompostos,
identificando, principalmente, os géneros de Aspergillus, Penicillium e Candida em diferentes
estagios de decomposicéo.

O estudo de Martinez-Ramirez et al., (62) teve como objetivo identificar fungos em
material post-mortem usando sequenciamento de DNA. Para isso, o fungo foi isolado e
identificado por meio da morfologia e da analise molecular usando técnicas de PCR (Reacéo
em cadeia da polimerase, do inglés Polymerase chain reaction) e sequenciamento. O resultado
foi um total de 156 cepas de fungos de 28 espécies e 15 géneros isoladas de amostras post-
mortem, sendo os géneros Candida, Penicillium e Rhodotorula mais comuns. Sendo as cepas
fangicas mais prevalentes em amostras de pulmdo e rim, indicando uma conexdo com 0 meio
ambiente, em relacdo as amostras de sangue, figado e coracdo. Além disso, a diversidade de
fungos isolados aumentou com o estagio de decomposi¢do, sugerindo que alguns fungos

entraram no corpo apds a morte.
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No estudo de Becktell et al., (81) o objetivo foi analisar a presenca de fungos em
cadaveres dessecados e verificar se poderiam ser utilizados como indicadores de intervalo post-
mortem em estagio avancado de decomposi¢do. Para isso, o trabalho analisou crescimento
fangico em cadaveres presentes ha mais de 3 anos, na Estacdo de Pesquisa de Investigacdo
Forense (FIRS) em Whitewater, Colorado, por meio de observa¢Ges morfoldgicas, dados de
sequéncia de rDNA nuclear e analises filogenéticas. O estudo identificou trés fungos deméceos,
Aureobasidium melanogenum, Didymella glomerata e Alternaria spp., nos restos humanos
desidratados em um ambiente de alto deserto, contribuindo para a compreensdo da
decomposi¢do em estagio avancado e dos intervalos post-mortem de longo prazo.

O estudo de Filho et al., (80) explorou o uso de Trichophyton mentagrophytes para um
teste de perfuracdo capilar em cadaveres adultos, sugerindo seu potencial como marcador
forense para estimar o intervalo post-mortem. Para isso, conduziu-se um teste in vitro de
perfuracdo capilar usando T. mentagrophytes em amostras de cabelo de cadaveres adultos
durante o periodo post-mortem, comparando os resultados com controles positivos (cabelos de
criancas pré-puberes) e negativos (cabelos adultos saudaveis). A andlise microscopica foi
realizada para avaliar a presenca de areas perfuradas nas amostras de cabelo, particularmente
com foco na medula capilar e no cortex. O estudo também utilizou Trichophyton rubrum como
controle negativo para validar a especificidade de T. mentagrophytes para perfuragédo capilar
nas amostras testadas. Os resultados foram perfuracfes positivas de T. mentagrophytes
observadas em amostras de cabelo de cadaveres e criancas, enfatizando que as amostras de
cabelo de cadaveres e criancas expostas a T. mentagrophytes mostraram perfuracdes entre 12-
14 dias para criangas e 13-14 para cadaveres, enquanto cabelos adultos saudaveis e cabelos
inoculados com T. rubrum nédo exibiram perfuragcdes, indicando a utilidade potencial de T.
mentagrophytes na ciéncia forense para determinar a hora da morte.

O estudo de Di Piazza et al., (82) analisa a colonizacdo fungica em cadaveres ao longo
de 6 semanas, mostrando diferencas significativas nos padrGes de colonizacdo devido as
condigdes perimortem, sugerindo o uso do desenvolvimento de colonias de fungos para estimar
0 intervalo post-mortem e destaca o impacto das configuragcbes perimortem. Para isso, a
colonizagdo fungica foi monitorada em cadaveres durante 6 semanas em condigdes controladas
e a identificacdo dos fungos foi feito por exame microscopico direto das estruturas fungicas no
cadaver, com col6nias monitoradas semanalmente. Ao observar o desenvolvimento e a
maturacgdo de fungos em cadaveres em condigdes controladas, o estudo destaca o potencial das
coldnias de fungos como indicadores de condi¢Ges post-mortem e perimortem, auxiliando na

estimativa do intervalo post-mortem. Além disso, cadaveres em decomposicéo séo colonizados
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por Varios organismos, como insetos, bactérias e fungos, compreender o conjunto de
organismos e seus padrbes de colonizacdo por meio de estagios de decomposicdo é essencial

para uma estimativa precisa do intervalo post-mortem.

3.1. Fungos estdo presentes nos cadaveres humanos

No geral, todos os estudos selecionados demonstram que a micologia tem potencial para
ser utilizada em uma investigacdo forense, uma vez que, os fungos estdo comumente presentes
nas fases de putrefacéo do cadaver, sendo pelo fato de pertencer a microbiota humana ou mesmo
por ser um organismo presente nos mais diversos e extremos tipos de ambientes (80,82).

No entanto, por ser uma area recente e ainda pouco difundida, falta-se compreender
melhor os diversos fatores que interferem na analise dos fungos, bem como estipular uma
padronizacdo no processamento fungico em relacdo a area forense. Principalmente em relacéo
a descricdo dos estagios de decomposicao dos cadaveres que os estudos analisam e as condi¢es
ambientais e climaticas que os fungos estavam antes de serem coletados e transportados para o
laboratdrio. Por exemplo, o trabalho de Sidrim et al., (61) descreve o estado de decomposicéao
dos cadaveres pela terminologia utilizada na area forense, enquanto o trabalho de Martinez-
Ramirez et al., (62) descreve os dois grupos de cadaveres encontrados como “moderadamente
decompostos’” e ‘’severamente decompostos’’. Esta diferenca na padronizacdo dos termos
empregados, prejudica o entendimento da analise da sucessao fangica em relacdo as 4 etapas
da putrefacdo: cromatica, gasosa, coliquativa e esqueletizacdo (83). Sendo um problema visto
que cadaveres em diferentes estagios de decomposicdo podem ter uma microbiota flngica
diferente (84).

3.2. Nao héa padronizagéo nas coletas e processamentos laboratoriais

Outra problematica ¢ a falta de padronizagdo no local da coleta, visto que em Sidrim et

al., (61), isola-se poucas coldnias de Candida spp. em amostras de pele, cabelos, pulmonares,
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sendo mais presentes em amostras de mucosas. Ja em Martinez-Ramirez et al., (62), foram
oitenta e nove Candida spp em diferentes amostras de sangue, pulmdo, figado e sangue.
Considerando que as Candida spp. sdo fungos comumente encontrados na micobiota dos
individuos e, em pacientes imunocomprometidos, apresentam capacidade de transmigrar para
0S vasos sanguineos e atingir outras regiGes do corpo (85,86). Sugere-se que essa levedura
consiga realizar o mesmo processo durante o processo de decomposicao, devido a auséncia dos
mecanismos de defesa do hospedeiro.

Além disso, outra diferenca dos trabalhos de Sidrim et al., (61) e Martinez-Ramirez et
al., (62) é a presenca de fungos do género Aspergillus, enquanto no primeiro isola-se 80 cepas,
no segundo foram apenas 4. Considerando que em ambos os trabalhos ndo se buscou inibir o
crescimento desse género no semeio da cultura, chama a atencéo essa diferenca numeérica. Uma
hipdtese levantada neste trabalho é que o sitio da coleta influenciou diretamente nesse achado,
pois enquanto o trabalho de Sidrim et al., (61) isola os fungos de amostras de pele, cabelo,
mucosas e pulmao, o grupo Martinez-Ramirez et al., (62) isola de sangue, pulmao, rins e figado.
Essa diferenca se coaduna com a fato desse fungo filamentoso ser um contaminante anemofilo,
cujo esporo, inicialmente, deposita-se em uma superficie exposta a microbiota aer6fila, como
pele, para poder se fixar, colonizar e iniciar a decomposi¢éo do substrato e, no decorrer do
desenvolvimento da colénia fungica, dissemina-se para os 6rgaos internos. Essa explicacdo
pode ser aplicada também para a diferenca observada nos nimeros de isolados de Penicillium
spp., uma vez que em Sidrim et al., (61) teve-se 32 isolados, em Martinez-Ramirez et al., (62)
foram 17. Além disso, é importante considerar que essa diferenca pode ter influéncia no fato
dos fungos relatados em ambos os trabalhos, serem de cadaveres reportados em estagios de
decomposicéo diferente.

3.3. Fungos hialinos séo os mais encontrados em cadaveres humanos

Dos 6 trabalhos selecionados, foram relatados um total de 341 cepas fungicas. Sendo 0s
géneros Aspergillus, Candida, Penicillium e Mucor os fungos mais encontrados nos trabalhos
que analisaram micobiota post-mortem (61,62,67,82) (Grafico 1). Um resultado esperado e

compativel com outras revisdes literarias, visto que os fungos filamentosos Aspergillus spp.,
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Penicillium spp. e Mucor spp. s&o ubiquitarios e as leveduras do género Candida, s&o fungos

colonizadores da microbiota de pele e mucosas (60).
Gréfico 1 - Total de fungos identificados nos artigos.
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Legenda: Gréfico de barras mostrando a frequencia de géneros fingicos identificados nos artigos analisados.

Fonte: GraphPad Prism 5.

Agrupando essas cepas fungicas de acordo com suas estruturas somaticas, ou seja,
separando-as em 4 grupos, a prevaléncia foi respectivamente de fungos de hifas septadas
hialinas (47,80%), leveduriformes (42,81%), de hifas cenociticas (6,45 %) e, por ultimo, de
hifas septadas deméceas (2,93%) (Grafico 2A). No entanto, em relacdo a diversidade dos
géneros isolados (no total, 22 géneros), os fungos de hifa septada deméacea sdo o segundo grupo
mais prevalente (7 géneros), sendo o primeiro mais prevalente, os de hifa septada hialina (11
géneros) e, por ultimo, empatados, os de hifa cenocitica (2 géneros) e os leveduriformes (2
géneros) (Gréafico 2B).

Gréfico 2 - estruturas somaticas das cepas fungicas relatadas.

A B
= Hifa septada Hialina =3 Hifa septada hialina
mm Hifa septada demacea mm Hifa septadada demacea
=3 Hifa cenocitica 3 Leveduriforme
O Leveduriforme =3 Hifa cenocitica

Total=341 Total=22
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Legenda: A - estruturas somaticas das cepas fungicas relatadas; B - estruturas somaticas dos géneros flngicos
relatados.
Fonte: GraphPad Prism 5.

Com relagdo a quantidade de fungos de hifa cenociticas (6,45%), esse achado corrobora
com o que é descrito na literatura, que coloca esses fungos aparecendo geralmente em estagios
mais avancados da decomposicdo. Sugerindo que se houvesse mais trabalhos focados em
estagios mais avangados de decomposicao, provavelmente essa prevaléncia de fungos de hifas
cenociticas seria maior.

Ja em relacdo aos fungos leveduriformes, apesar de serem bastante prevalentes
totalizando 146 cepas isoladas, apenas 2 géneros foram relatados, Candida spp.
(principalmente, a espécie C.albicans) e Rhodutorula spp.. O interessante dessa informacéo é
que essas leveduras, comumente, pertencem a micobiota, colonizando a pele e mucosas

humanas (87). Sugerindo que esses fungos estavam presentes na fase antemortem e perimortem.

3.4. O impacto do ambiente e o estado de decomposicdo interferem na microbiota post-
mortem

A gquantidade de fungos demaceos isolados foi maior quando comparado com fungos
hialinos e leveduriformes em apenas um artigo, que, de forma intrigante, também foi o Unico a
analisar colonias fungicas em cadaveres expostos a ambiente arido e longo periodo de
decomposicdo (81). Nesse trabalho, todos os fungos encontrados foram demaéceos,
Aureobasidium melanogenum, Didymella glomerata e Alternaria spp., sugerindo que os fungos
que apresentam pigmentacao de melanina na parede celular estejam mais presentes em estagios
mais avancados de decomposi¢do. O real motivo para isso ocorrer ainda é desconhecido, mas
no trabalho Sidrim et al., (61) uma hipdtese levantada é que devido ao fato dos fungos
melanizados apresentarem, comumente, um desenvolvimento mais lento, os fungos hialinos
conseguem se estabelecer com mais facilidade nas primeiras etapas da decomposicao. E, apos
as coldnias se estabelecerem e atingirem a fase de declinio do crescimento, é que os fungos
deméceos conseguiriam se fixar e desenvolver no cadaver. Outra explicacdo possivel é o fato
dos fungos melanizados serem mais aptos a ambientes aridos, pois, geralmente, apresentam

maior resisténcia a ambientes ndo favoraveis, tais como altas temperaturas, diferentes pHs,
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radiacdo, ambientes poluidos e, no caso dos fungos de importancia médica, a capacidade de
evadir da resposta do hospedeiro (88).

Além de Becktell et al., (81), o trabalho de Kato et al., (67) indica que o ambiente é um
fator que pode interferir diretamente nos fungos que irdo se desenvolver no cadaver. Uma vez
que nesses trabalhos, condi¢cdes ambientais, como a temperatura e a umidade, contribuiram para
0 desenvolvimento dos fungos que foram isolados dos corpos em decomposicéo. Esse achado
corrobora com o que € visto na literatura, refor¢ando a necessidade de se haver um detalhamento
na descricao das condicdes em que o cadaver e a cena do crime foram encontrados, incluindo

temperatura e umidade do local (60).

3.5. Fungos patogénicos ndo foram encontrados em cadaveres humanos

Em nenhum dos trabalhos selecionados relatou fungos patogénicos, ou seja, fungos que
causam infec¢do primaria em pacientes imunocompetentes (89), sendo recuperados de uma
amostra cadavérica (61,62,67,81,82). Incluindo o trabalho de Filho et al., (80), pois apesar de
usar o Trichophyton mentagrophytes, que é um fungo patogénico, como modelo experimental,
esse fungo foi retirado de uma colegéo de cultura e ndo isolado de uma amostra forense. Esse
fato é interessante, pois corrobora com outros trabalhos na literatura em relagdo a micologia
forense, em que os fungos mais isolados sdo os considerados oportunistas, isto €, fungos
ambientais que conseguem  estabelecer infec¢cbes secundarias em  pacientes
imunocomprometidos (47).

Uma explicagdo para essa ocorréncia pode ser o fato de que fungos patogénicos,
principalmente os termodimdrficos, serem normalmente de regides endémicas especificas. Por
exemplo, Coccidioides spp., que habita o solo da regido desértica dos EUA (87) e Sporothrix
complexo schenckii, que se encontra no solo e em materiais vegetais de regides da América
Latina, como o Rio de Janeiro (90). Dificultando o acesso desses fungos ao local que os
cadaveres se encontravam e reduzindo a chance de serem isolados. Outra hipotese que poderia
explicar essa auséncia de fungos patogénicos no isolamento, o seu lento desenvolvimento em
relacdo aos fungos oportunistas. Visto que fungos como Aspergillus spp. normalmente
apresentam col6nias maturas dentro de 3 a 5 dias, o Histoplasma spp. pode demorar até 120

dias para ser recuperado de uma amostra clinica (91). Com isso, mesmo que estejam presentes
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no cadaver, podem ter seu crescimento prejudicado quando precisam competir espaco e

nutriente com fungos oportunistas que apresentam uma rapida maturacao.

3.6. A micologia forense utiliza técnicas recicladas da micologia médica

Importante mencionar que em todos os trabalhos, apesar do foco ter sido em micologia
forense, as técnicas de isolamento e identificacdo fangica foram semelhantes as da micologia
médica (Quadro 1) (47,89).

Quadro 1 - Técnicas utilizadas em cada artigo.

Autores Técnicas
Cultura Teft?s Biologia Exame direto da
fenotipicos molecular amostra
Sidrim et al., (38) + + + +
Filho et al., (57) +

Martinez-Ramirez et al., (39) + +

Di Piazza et al., (59) + + +
Becktell et al., (58) + +
Kato et al., (44) + + +

Nota: +: técnica utilizada no artigo.

Fonte: Autoria propria.

Todos os artigos selecionados utilizaram como técnica de identificagdo fungica a analise
microscopica do fungo a partir do isolamento em cultura. Além disso, apenas com excecdo de
Filho et al., (80), também realizaram andlise a partir de biologia molecular. Testes fenotipicos,
como provas bioquimicas, foram realizados, principalmente em fungos leveduriformes, pois
ndo € possivel, na maioria das vezes, identificar esses fungos apenas pela analise morfologica
(47,92,93). Apenas Filho et al., (80) utilizou o teste de perfuracdo do fio de cabelo para anélise,
porém era a técnica mais adequada para atingir o objetivo do trabalho.

Dos 6 trabalhos selecionados, apenas 3 mencionaram realizar exame direto da amostra
(61,80,82). No entanto, nos 3 trabalhos a analise desse teste foi diferente, em Di Piazza et al.,

(82), o exame direto da amostra era para confirmar que ndo houve contaminacdo durante o
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periodo que o fungos se desenvolveu no cadaver; em Filho et al., (80) foi para analisar a
profundidade da perfuracéo causada pelo fungo no fio de cabelo para se chegar a uma estimativa
de intervalo post-mortem; e em Sidrim et al., (61) o objetivo era analisar se as estruturas
fangicas eram visualizadas na amostra, mesmo que ndo fosse possivel visualizar a olho nu as
coldnias fungicas crescidas no cadaver. No entanto, diferente da micologia médica cujo
processamento é considerado padrdo-ouro, na micologia forense é considerado um exame
pouco proveitoso. Isso porque a microbiota bacteriana influenciou diretamente na qualidade do
exame ndo sendo possivel uma boa visualizacéo de estruturas vegetativas do fungo nas amostras
cadavéricas.

Cinco dos seis artigos selecionados utilizaram a analise da cultura fungica para isolar os
fungos e, para confirmar os fungos a nivel de espécie, foi realizado biologia molecular
(62,67,81,82). Testes fenotipicos, como provas bioquimicas, foram mais empregadas para
identificacdo de fungos leveduriformes (61,67), uma vez que as leveduras apresentam poucas
estruturas morfoldgicas, diferente dos fungos filamentosos que apresentam alta diversidade de
estruturas reprodutivas que permitem que sejam caracterizem a nivel de género (89). Apesar
disso, em Filho et al., (80) a técnica principal aplicada foi a perfuracdo do fio, que é um teste
fenotipico, no entanto, a proposta do artigo ndo era identificar o fungo, mas sim determinar se
era possivel estimar o intervalo post-mortem a parti do tamanho da perfuracdo cénica
encontrada no fio do cabelo.

Em relacdo a cultura, na maioria dos trabalhos foi empregado SDA com acréscimo de
inibidores bacterianos, como cloranfenicol, vancomicina e Polimixina B, porém ndo foi
relatado o uso de meios com inibidores para fungos ambientais. Por um lado, inibindo as
bactérias, permitiu-se que houvesse isolamento de uma maior variedade de fungos ambientais
na amostra cadaveérica. No entanto, a falta de inibidores para esses tipos de fungos limita a
interpretacdo ao fato de que em nenhum artigo ter sido isolado fungos dimorficos e
dermatdfitos. Isso porque fungos ambientais, no geral, desenvolvem-se mais rapido e, muitas
das vezes, confluem no meio, impedindo que fungos de crescimento mais tardio consigam se

desenvolver.

3.7. O congelamento das amostras fangicas interfere na diversidade fungica presente
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O trabalho Martinez-Ramirez et al., (62) expde um achado relevante, no trabalho os
autores coletam diferentes amostras de 105 cadaveres, uma parte dessas amostras seguiam
diretamente para a analise micoldgica e outras eram congeladas. As que foram congeladas e
depois passavam por analises toxicoldgicas e por fim micoldgicas. Notou-se que as amostras
congeladas quando passavam pelas metodologias micoldgicas, isolava-se menos fungos quando
comparadas com o grupo de amostras que foi diretamente para a analise micoldgica. Sugere-se
entdo que se coletada uma amostra com fim, exclusivamente micoldgico, tente-se ndo congelar
e proceder com a analise o mais rapido for possivel, a fim de perder o minimo possivel da

diversidade fungica que esteja na amostra.

3.8. As condic¢des perimortem podem influenciar na microbiota post-mortem

Um achado relevante da revisao foi a concluséo do trabalho de Di Piazza et al., (82), em
que as condigbes perimortem também podem influenciar o intervalo post-mortem. Isso porque
o cadaver que faleceu em casa, ambiente ndo controlado, apresentou uma colonizacdo em toda
a regido da face depois do tempo estipulado, ja o cadaver que veio a 6bito em um ambiente
hospitalar, que estava em um ambiente minimante controlado e, provavelmente, utilizando
antimicrobianos, no mesmo periodo que o primeiro cadaver, apresentou apenas uma colénia na
regido do palato e apds 6 semanas mais uma na parte direita interna da boca. Esses resultados
mostram que o ambiente perimortem possui uma importancia sobre como ir4 ocorrer o
crescimento fungico no cadaver. Sugere-se entdo que se deve levar em consideracdo o ambiente

onde a pessoa morreu, na hora de se analisar e avaliar o crescimento fngico no cadaver.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo realizou uma revisao sistematica para analisar como o uso de fungos
presentes em cadaveres humanos pode auxiliar como ferramenta (til para resolucéo de casos
judiciais, tendo selecionado 06 artigos, a maioria deles com aplicagdo experimental.

Em geral, quando se tem avaliado a micologia forense como uma possivel ferramenta
em casos criminais, a maioria dos autores que suportam esta hipotese se vale de estudos
baseados em préticas analisadas na entomologia e palinologia forense, pois a micologia forense
ainda é uma area recente e pouco conhecida (59,60,94). Para se ter uma ideia de como esta a
producdo cientifica sobre este tema, este trabalho revisou as evidéncias cientificas ja publicadas
sob a area.

Esta revisao visava a inclusdo de artigos a partir de 1980, mas somente foram obtidos
artigos a partir do ano de 2010 em diante, o que demostra que a analise do crescimento flngico
em cadaveres humanos é um tema cientifico recente, o que explica a inexisténcia de revisées
sistematicas sobre o tema até 0 momento. No entanto, para a realizacdo de uma revisao
sistematica, é necessaria a producdo prévia de um corpo de evidéncia suficiente para a sintese
dos resultados. No momento, com 6 artigos selecionados, foi possivel realizar uma primeira
revisdo exploratéria da questao.

Houve viés no trabalho, causado pela excluséo de 15 artigos publicados em idiomas que
ndo eram o inglés, espanhol ou portugués. No entanto, esta € revisdo sistematica exploratoria,
cujos resultados produziram um levantamento inicial descritivo sobre o uso da micologia
forense em cadaveres humanos.

Os artigos apresentaram uma proporcdo consideravel de lacunas de informacdo. Por
exemplo, em termos de técnicas laboratoriais, observa-se que ndo ha padronizacdo da
metodologia empregada para o isolamento dos fungos a partir da amostra cadavérica. Uma vez
que os autores utilizaram meios de cultura acrescidos de antibidticos, como Vancomicina e
Polimixina B, para inibir o crescimento bacteriano. Todavia, com excecédo de Sidrim et al., (61),
que utilizou meios com cicloheximida, ndo utilizaram meios com inibidores de fungos
ambientais, como Aspergillus spp.. Além disso, apesar de Kato et al., (67) e Sidrim et al., (61)
mencionaram a necessidade de incubar as culturas em temperaturas mais altas para dificultar o
crescimento de fungos do género Penicillium, favorecendo o desenvolvimento de fungos de

crescimento mais lento, nenhum trabalho mencionou realizar essa técnica.



66

Dado que a producdo cientifica sobre o tema é relativamente recente, observa-se que a
maioria dos artigos até o momento adotou delineamentos descritivos, ndo sendo aplicavel
realizar métodos estatisticos. Portanto, nota-se uma necessidade de aplicacdo do escopo de
evidéncias disponiveis sobre o tem, que ainda requer estudos originais sobre o tema. Nota-se a
necessidade de inclusdo de evidéncias com melhor qualidade metodoldgica, visto que, 2 artigos
em 8 apresentavam qualidade metodoldgica baixa ou pobre.

E interessante o fato de que o tema ganhou destaque a partir do ano de 2010, porém
ainda ha poucos trabalhos dedicados a area. Sendo considerado, pela maioria dos autores, como
uma das maiores problematicas, o desconhecimento das técnicas que podem ser aproveitadas a
partir da analise do desenvolvimento fungico e sua biologia, levando os profissionais a
descartarem os fungos como evidéncias a serem analisadas. E mesmo quando separados para
analise, fatores que influenciam na qualidade da amostra ndo sdo amplamente comentados,

como o crescimento de fungos contaminantes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Amostras fungicas

As cepas fangicas de Aspergillus fumigatus, Rhizopus spp., Curvularia spp. e Candida
albicans foram utilizadas neste estudo. Para confirmar a identidade dessas cepas, usou-se como
critério a analise morfoldgica das culturas por meio da observacdo das colénias nas placas de
Petri e na visualizacdo microscépica das estruturas vegetativas e reprodutivas de fungos
filamentosos em microscopio Optico apds o microcultivo em lamina, empregando lamina e
laminula e liquidos de montagens comerciais como o lactofenol com azul de algoddo para
fungos filamentosos hialinos e leveduriformes e o lactofenol de Aman para fungos filamentosos
deméceos. Além disso, uso de chromagar Candida (Kasvi, Parand, Brasil), teste do tubo
germinativo e producdo de clamidosporos em agar milho + tween 80 para confirmacdo da

levedura.

5.2. Meios de cultura usuais em laboratérios de micologia

Os meios de cultura utilizados foram o SDA, PDA e agar infusdo cérebro-coracao
(BHIA) (Kasvi, Parand, Brasil). O preparo desses meios seguiu as informagdes contidas nas
instrucGes técnicas ou bulas, em que consiste que determinada quantidade do meio em po seja
suspendida em agua destilada, homogeneizada e dissolvida por aquecimento e frequente
agitacdo, em seguida seja distribuida em recipientes apropriados e esterilizada em autoclave a
121° C por 15 min.

5.3. Meios de cultura a base de figado de frango
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Os meios de cultura foram confeccionados a partir de pegas de agougue de frango
congeladas, adquiridas no comercio varejista. Essas pegas de agougue foram descongeladas,
fatiadas, pesadas assepticamente em balanca de precisdo e acondicionadas, em pequenas
porcdes, em frascos estéreis do tipo Erlenmeyer, fechados com rolha de borracha, e
armazenados a temperatura de -20° C, em freezer (Figura 4A). Para o preparo desses utilizou-
se agar-agar comercial (Kasvi, Paran, Brasil). Dois tipos de meios foram confeccionados, um
agar-infusdo de pecas de acougue e um agar homogenato de pecas de acougue.

A composicdo do meio agar infusdo de figado (AIF) preconizada foi de 300g de figado
de frango e 159 de &gar-agar para 1000 mL de agua destilada e 0 modo de preparo seguiu a
seguinte processamento: As porcOes armazenadas em frascos do tipo Erlenmeyer foram
descongeladas, pesadas e transferidas para um Becker, onde se acrescentou dgua destilada até
imergir todas as aliquotas das pecas e, em seguida, realizou-se a coc¢ao dessa mistura a 100° C
até levantar fervura (aproximadamente, 10 min.). Apds esse processo, a infusdo foi tamizada
em gaze dobrada 4 vezes para um frasco do tipo Erlemeyer e o agar-agar foi dissolvido de
acordo com a orientacdo do fabricante. Em seguida, o meio foi transferido para uma proveta a
fim de completar a mistura com a quantidade de agua destilada desejada e distribuido em
garrafas para a esterilizagéo (Figura 4B).

Em relagdo ao meio agar homogenato de frango (AHF), a composicdo preconizada foi
de 159 de figado de frango e 15g de agar-agar para 1000 mL de &gua destilada e 0 modo de
preparo foi semelhante, a Unica diferenca foi que as por¢fes armazenadas em frascos do tipo
Erlenmeyer foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas com &gua destilada em um
liquidificador por 1 min. antes de ser tamizado em gaze dobrada 4 vezes para um frasco do tipo
Erlemeyer (Figura 4C).
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Figura 4 - Preparo dos meios a base de peca de agcougue.

Legenda: A - Preparo e acondicionamento das aliquotas de figado de frango; B - Preparo do meio AlF; C —
Preparo do meio AHF.
Fonte: Autoria propria

5.4. Esterilizacdo dos meios de cultura a base de figado de frango

Os dois meios, apds serem distribuidos em garrafas, foram divididos em 3 grupos, nos
quais cada grupo sofreu um processo de esterilizacdo diferente dos outros.

Grupo 1 [A] foi autoclavado a 121° C por 15 min. e depois dividido em placas de Petri
autoclavadas, sendo encubadas a 37°C por 24h e, em seguida, armazenadas sob refrigeracdo a
4° C (Figura 5). Grupo 2 [T1] sofreu tindalizacdo com 3 ciclos de 80°C por 10 min., 30°C por
30 min., 95°C por 20 min., sendo incubado por 24h a 37°C, e, no ultimo ciclo, foi dividido em
placas de Petri autoclavadas, sendo encubadas a 37°C por 24h e, em seguida, armazenadas sob
refrigeracdo a 4° C (Figura 5). Grupo 3 [T2] sofreu tindalizacdo com 3 ciclos de 100°C por 30
min., sendo incubado por 24h a 37°C, e, no ultimo ciclo, foi dividido em placas de Petri
autoclavadas, sendo encubadas a 37°C por 24h e, em seguida, armazenadas sob refrigeracdo a
4° C. Antes de verter os meios em placas de Petri, os meios foram filtrados com gaze

autoclavada dobrada em 4 partes (Figura 5) (95-97).
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Figura 5 - Esterilizagdo dos meios a base de extrato proteico.

15min
"121°C

10min 20min 30min 24h
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Legenda: AIF e AHF foram submetidos a 3 tipos de esterilizagdo: autoclavacdo [A] (1 ciclo de 121°C/1atm por
15min), tindalizag&o 1 [T1] (3 ciclos de 80°C por 10min, 30°C por 20min, 95°C por 30min e 37°C por
24h) e tindalizagdo 2 [T2] (3 ciclos de 100°C por 30min e 37°C por 24h); e no final do processo, todos
os meios foram filtrados, vertidos em placas de Petri, colocados na estufa a 37°C por 24h e depois
armazenados na geladeira a 4°C até o dia do indculo.

Fonte: Autoria propria

5.5. Indculo fangico

O indculo foi padronizado de acordo com o protocolo M51A do CLSI (98).
Resumidamente, a cultura fangica foi diluida em solucdo salina para corresponder a
concentragdo 0,5 da escala McFarland e, em seguida, inoculada 10 pL da suspen¢do no centro
da placa com meio de cultura sélido. Ap6s a inoculacao, as placas foram incubadas em estufa

a temperatura de 35 °C (Figura 6).
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Figura 6 - Inéculo e medicdo do diametro das col6nias fungicas.

-D5 DO DI D14
I

Legenda: Os fungos foram semeados separadamente em PDA por 5 dias. Apds esse periodo, cada fungo foi
ressuspendido em agua destilada estéril até atingir a escala 0,5 McFarland e, em seguida, foi inoculado
10 pL dessa suspensdo nos centros das placas de Petri de diferentes meios de cultura. Esses meios
foram SDA, PDA, BHIA, AHF e AIF. A analise do crescimento fangico foi por meio de leituras
visuais e medi¢Bes com paquimetro ou régua, procedidas durante 14 dias ap6s a inoculagéo dos
fungos. Todo o processo foi fotografado.

Fonte: Autoria propria

5.6. Medicdo do didmetro e &rea das coldnias fangicas

A medicdo do diametro das col6nias fungicas foi realizada uma vez por dia durante um
intervalo de 14 dias, iniciando-se no dia do inéculo fangico, por meio de leituras visuais com o
uso de um paquimetro digital (Figura 6) e, antes de serem colocadas novamente na estufa, todas
as coldnias foram fotografadas. Para quantificar a area das col6nias, foi realizada analise dessas

colobnias fotografadas por meio do software ImageJ (https://imagej.net/ij/) e agrupadas numa

tabela do Excel (Figura 7). No software Image) as fotos foram carregadas e analisadas
individualmente. Primeiramente, foi carregada a imagem com o formato JPG e processada de
maneira a aumentar o contraste para facilitar a marcacdo da area, por meio da sequéncia de
instru¢des do ImagelJ: “File” > “Open” > “Arquivo salvo na pasta” > “Process” > “Enhance
contrast” > “Saturated pixed: 0,35%” > “OK” (Figura 6A). Em seguida, para confirmar que a
area sera analisada, ¢ necessario realizar os seguintes comandos: “Analyze” > “Set
Menasurements” > clicar em “Area” (Figura 7A). Todas as fotos analisadas foram tiradas com
uma régua proximo as placas de Petri, pois no ImageJ € preciso fazer a conversao de pixels para
milimetros. Por meio do comando “shaight” que gerou uma reta que foi colocada na escala
determinada na foto. Em seguida, clicou em “Analize” > “Set Scale” > “Known distance: 10” >
“Unit of lenght: mm” > “OK” (figura 7B). Para confirmar que a quantidade de pixels

correspondia a medida em milimetros, realizou-se o seguinte comando: “Analyse” > “Mensure”


https://imagej.net/ij/
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ou “Ctrl + M” que gerou uma tabela com o comprimento da reta gerada pelo comando “shaight”
(Figura 6B). Ap0s essas etapas, realizou-se a andlise das coldnias fingicas, para o didmetro foi
feito os comandos: “shaight” > “Analyse” > “Mensure” ou “Ctrl + M”, gerando uma tabela com
0 comprimento do didmetro, e, para analisar a area, utilizou-se o comando: “Oval” > “Oval
selections” > “Analyse” > “Mensuare” ou “Ctrl +M”, gerando uma tabela com a area da figura
selecionada (figura 6C). No caso de colbnias irregulares, além do “oval selections”, utilizou-se
o “Selection brush tool”. Ao final das analises, os resultados foram exportados para o software

Excel Microsoft 365 para a confeccdo das tabelas e dos graficos (figura 7C) (82,99,100).



Figura 7 - Analise das fotografias com o ImageJ.
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Legenda: A - A andlise do crescimento flingico por meio da analise de diametro e area da col6nia por meio do
ImageJ, procedidas durante 14 dias apés a inoculacdo dos fungos. Tratamento da imagem para
melhorar o contraste e especificar o que serd medido; B - Processo para converter de pixel para
milimetro; C - Medicao do didmetro e area das imagens e exportar os resultados para o Excel.

Fonte: https://imagej.net/ij/
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6. RESULTADO

A escolha das espécies fungicas deste trabalho foi baseada no que tem sido reportado
na literatura com relacdo a possibilidade de uso como indicadores de IPM e tempos de
deposicdo de cadaveres. Os principais fungos recuperados em situagfes criminais sao
normalmente saprobios, queratinoliticos e/ ou leveduriformes oriundos de contaminagéo
ambiental ou microbiota (60,70,101). Com o cuidado de ter fungos leveduriformes, de hifas
asseptadas (ou cenociticas) e de hifas septadas (ou apociticas) hialinas e demaceas,
respectivamente representados por Candida albicans, Rhizopus sp., Aspergillus fumigatus e
Curvularia sp. (89,93).

Importa mencionar que os fungos, principalmente os filamentosos, sdo analisados em
relacdo ao exame macroscopico da cultura, que é a observacdo direta das col6nias crescidas na
placa de Petri, e a0 exame microscopico da cultura, que é a observacdo das estruturas
vegetativas e reprodutivas no microscopio (47,89). Apesar da microscopia ser fundamental para
identificar os fungos a nivel de género, a macroscopia € uma analise simples que traz bastantes
informacBes em relacdo as coldnias presentes na placa de Petri, uma vez que as col6nias
fangicas podem ser analisadas inicialmente pela observacdo do anverso e reverso da placa de
Petri (45,102).

A placa de Petri pode ser dividida de acordo com a presencga de meio de cultura em duas
areas: reverso, onde ha meio de cultura, e anverso, em que nao ha meio de cultura. Ambos
trazem informacdes relevantes em relacdo a cultura porque no reverso, devido a trama formada
pelo &gar do meio de cultura, dificilmente produz estruturas reprodutivas, estando presente
apenas as estruturas vegetativas do fungo, que podem sinalizar se esse fungo apresenta melanina
ou ndo na parede celular de suas células ou mesmo se esse fungo é produtor de determinados
pigmentos (87,89). J& o anverso, como € uma regido da placa com bastante espaco para o
desenvolvimento de estruturas reprodutivas, pode-se analisar a influéncia direta dessas
estruturas, sendo possivel observar a textura, topografia, forma, margem e até mesmo a
coloracéo, pois os esporos fungicos apresentam coloragGes muito diferentes entre géneros e até
mesmo entre espécies. Essas analises corroboram para indicar as principais caracteristicas da
colbnia fangica e, principalmente, para observar a presenca de colbnias puras ou mistas
(45,47,89). Devido a isso, para garantir que ndo houve contaminacdo antes e ap0s 0S
experimentos e eram coldnias puras, as cepas fungicas foram submetidas a analises do exame

macroscépico da cultura (Figura 8A,B,C,D).
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Figura 8 - Confirmac&o das cepas fungicas a partir da macroscopia das culturas.

Legenda: A - Anverso (esquerda) e reverso (direita) da cultura de Aspergillus fumigattus ; B - Anverso
(esquerda) e reverso (direita) da cultura de Curvularia spp.; C - Anverso (esquerda) e reverso
(direita) da cultura de Rhizopus spp.; D - Anverso (esquerda) e reverso (direita) da cultura de
Candida albicans.

Fonte: Autoria propria

Em relagdo ao exame microscépico da cultura, esse é fundamental para a identificacéo
da maioria dos fungos filamentosos, quando a biologia molecular ndo é possivel, sendo esse
processo apoiado nas diferengas morfologias das estruturas reprodutivas e no modo pelo qual
0s esporos sdo produzidos (ontogenia). Sendo duas técnicas as mais empregadas: 0 exame
microscopico direto, em que um fragmento da cultura é retirado e colocado entre lamina e
laminula com um liquido de montagem apropriado, e o cultivo em lamina (ou microcultivo),
em que o fungo se desenvolve diretamente na laminula que sera colocada entre lamina com um
liguido de montagem apropriado. Ambas as técnicas sdo utilizadas para observar no
microscopio as estruturas vegetativas e reprodutivas com fungo com maior qualidade, porém
como a técnica de microcultiva preserva melhor as estrutras fungicas, tende a ser a mais
utilizada para identificacdo dos fungos filamentosos (45,47,89,103). Com isso, a
micromorfologia das cepas de fungos filamentosos utilizadas nos experimentos (Figura 9

A,B,C) foram analisas por meio da técnica do microcultivo (Figura 9D).
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Figura 9 - Confirmacdo das cepas fungicas a partir da micromorfologia dos fungos
filamentosos por meio da técnica de microcultivo.

Legenda: A - Imagem (esquerda) e esquema (direita) da micromorfologia de um Aspergillus fumigatus; B —
Imagem (esquerda) e esquema (direita) da micromorfologia de uma Curvularia sp.; C- ). Imagem
(esquerda) e esquema (direita) da micromorfologia de um Rhizopus spp.; D - Imagem de um
microcultivo logo ap6s ser montado (esquerda) e 7 dias apés a montagem (direita).

Fonte: Esquemas adaptados de (89); Foto D cedida pelo Dr. Paulo Nelfeud; Fotos A, B e C de autoria propria.

Ja para fungos leveduriformes, além da analise da macroscopia e microscopia das
culturas, € preciso realizar técnicas complementares para identificar esses fungos. No caso,
como no trabalho foi utilizado Candida albicans, foram utilizadas técnicas complementares
para confirma a pureza da coldnia e a identidade desse fungo (89,93,102). A primeira foi semea-
lo em Chromagar Candida, pois uma caracteristica desse meio cromogénico é que as colbnias
de C.albicans crescem esverdeadas (Figura 10A) (87). Em seguida, foi realizado a prova do
tubo germinativo, que consistiu em inocular o fungo em soro humano e incubar a 37°C por 2-
3 h para observar, entre lamina e laminula, se nessa suspensdo houve formacdo de tubo
germinativo, isso porque a cepa de C.albicans utilizada no projeto era tubo germinativo positivo
(Figura 10B) (47). Por ultimo, foi feito a prova da producdo de clamiddsporos (ou
clamidoconidios), pois a cepa era produtora de clamidédsporos quando semeada em agar milho
acrescido com Tween 80 (Figura 10C) (89).
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Figura 10 - Confirmagcdo da cepa fungica leveduriforme Candida albicans

Legenda: A — Colbnias verdes no Chromagar Candida; Imagem (esquerda) e esquema (direita) da prova do tubo
germinativo positiva; C - Imagem (esquerda) e esquema (direita) da prova de producéo de
clamiddsporos positiva.

Fonte: Esquemas adaptados de (89); Fotos de autoria propria.

6.1. AHF e AIF precisam ser filtrados antes de serem vertidos nas placas de Petri

Inicialmente o protocolo de preparo dos meios AHF e AlF foi baseado em protocolos ja
utilizados em laboratérios de microbiologia (102). Por isso, 0 meio AHF néo sofreria nenhum
processo de filtracdo e 0 meio AIF teria apenas uma filtracdo para separar a infuséo que seria
homogeneizada com a agua e o agar-agar. No entanto, seguindo essa ideia, o resultado dos
meios de cultura ndo foi satisfatorio, uma vez que, independentemente da técnica de
esterilizacdo utilizada, formou-se muitos grumos nas placas de Petri. Essa questdo além de
prejudicar a estética do meio de cultura, dificultou a analise das col6nias fungicas crescidas nos
meios por ndo conseguir visualizar com clareza a margem da coldnia ou distinguir o fungo dos
grumos presentes (FIGURA 11A, B,C,D).
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Figura 11 - Crescimento fangico nas placas dos meios de cultura que néo foram filtrados antes
de verter nas placas de Petri.

A

Legenda: A — Crescimento fungico de Aspergillus fumigatus em um dos meios que sofreu processo de
autoclavacao; B - Crescimento fungico de Curvularia sp. em um dos meios que sofreu processo de
autoclavacao; C - Crescimento fungico de Candida albicans em um dos meios que sofreu processo de
tindalizagdo; D - Crescimento flngico de Rhizopus sp. em um dos meios que sofreu processo de
tindalizacdo.

Fonte: Fotos de autoria propria.

Com isso, uma opc¢ao foi manter as etapas do preparo dos meios AHF e AIF, mas ap6s
0s processos de esterilizagdo do meio, foi adicionado uma etapa de filtragcdo antes de verter o
meio na placa de Petri. Essa filtracdo foi realizada dentro do fluxo laminar e com gaze e funil
autoclavados para ndo comprometer a esterilidade dos meios de culturas. Com essa etapa a
mais, 0s meios deixaram de formar grumos, facilitando a analise do crescimento fungico nas
placas de Petri (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resultado visual dos meios de cultura a base de extrato proteico.

MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES TECNICAS DE ESTERILIZACAO
AHF [A] AHF [T1] AHF [T2] AIF [A] AIF [T1] AIF [T2]

Seeeo.
009 v

PREPARO SEM
FILTRAR ANTES DE
VERTER NA PLACA

PREPARO FILTRANDO
ANTES DE VERTER
NAPLACA

Fonte: Autoria propria

6.2. Diferentes processos de esterilizacdo ndo interferem significativamente o crescimento
fangico nos meios de cultura

Considerando que o processo de autoclavacdo [A] pode afetar a presenca de alguns
micronutrientes e interferir de forma indireta no crescimento da coldnia fingica, optou-se por
realizar outras duas técnicas de tindaliza¢do (104,105) nomeadas de [T1] e [T2] para analisar
se haveria interferéncia no crescimento dos fungos nas placas de Petri.

Os resultados indicaram que ndo houve muita diferenca visual entre os meios
autoclavados e tindalizados, independente do fungo cultivado. Com isso 0s demais
experimentos foram feitos apenas com os meios AIF e AHF autoclavados, pois € uma técnica
mais rapida, simples e economia que as técnicas de tindalizacdo, que além de terem etapas mais
complexas, precisavam de no minimo 3 dias para estarem prontas (Tabela 5, 6, 7, 8) (96,104).

No entanto, notou-se que o crescimento fangico apresentou diferencas em relagédo aos
meios que AlF e AHF, indicando que a forma como o figado foi processado para produzir o

meio, homogenato ou infusdo, poderia interferir no crescimento fungico.
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Tabela 5 - Resultado visual do crescimento colonial de Aspergillus fumigatus em meios com
diferentes processos de esterilizagéo.
MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES TECNICAS DE ESTERILIZACAO

AHF [A] AHF [T1] AHF [T2] AIF [A] AIF [T1] ATF [T2]

Fonte: Autoria propria

ANVERSO DA
PLACA DE PETRI

REVERSO DA
PLACA DE PETRI

Tabela 6 - Resultado visual do crescimento colonial de Curvularia sp. em meios com diferentes
processos de esterilizagéo.
MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES TECNICAS DE ESTERILIZACAO

AHF [A] AHF [T1] AHF [T2] AIF [A] AIF [T1] AIF [T2]

ANVERSO DA
PLACA DE PETRI
REVERSO DA
PLACA DE PETRI

Fonte: Autoria propria
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Tabela 7 - Resultado visual do crescimento colonial de Rhizopus sp. em meios com diferentes
processos de esterilizagéo.

MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES TECNICAS DE ESTERILIZACAO

AHF [A] AHF [T1] AHF [T2] AIF [A] AIF [T1] AIF [T2]

ANVERSO DA
PLACA DE PETRI

REVERSO DA
PLACA DE PETRI

Fonte: Autoria propria

Tabela 8 - Resultado visual do crescimento colonial de Candida albicans em meios com
diferentes processos de esterilizacao.
MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES TECNICAS DE ESTERILIZACAO

AHF [A] AHF [T1] AHF [T2] AIF [A] ATF [T1] ATF [T2]

ANVERSO DA
PLACA DE PETRI

Fonte: Autoria propria

REVERSO DA
PLACA DE PETRI

6.3. A diferenca de meios de cultura interfere no crescimento de Aspergillus fumigatus

Inicialmente foi realizado um experimento para observar a diferenca visual entre a
coldnia fangica em diferentes meios de cultura utilizados na rotina de um laboratério de
micologia clinica (PDA, SDA e BHIA) (Tabela 9), pois apesar do SDA ser bastante utilizado
na pratica forense, ndo ha padronizagdo de meios de cultura nessa area (59,60,65,66).
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Tabela 9 - Anélise da macromorfologia e micromorfologia de Aspergillus fumigatus em
diferentes meios de cultura.

MEIOS DE CULTURA
PDA SDA BHIA
> / B { 3

MACRO-
MORFOLOGIA
€
100x ' ,&’./, &
MICRO- e e %
MORFOLOGIA - ) oy )
L 3 of

Fonte: Autoria prépria

Observou-se que a macromorfologia e micromorfologia do crescimento flngico de
Aspergillus fumigatus foram diretamente impactadas pela diferenga do meio em que foi
semeado. Isso porque as colbnias resultantes dos conidios inoculados no meio PDA
apresentaram caracteristicas diferentes quando comparada com as colbnias que se
desenvolveram no meio BHIA. Analisando a macroscopia e microscopia da cultura, € nitido
que nos meios PDA e SDA favorecem a producdo de estruturas reprodutivas diferente do que
acontece no meio BHIA. Isso porque nas placas com PDA e SDA é possivel avaliar que as
culturas apresentam o reverso hialino e o0 anverso apresentam colénias que nos primeiros dias
apresentaram coloracdo branca e, posteriormente, azul esverdeada a verde acinzentada, que é a
cor caracteristica dos esporos dessa espécie, indicando a maturidade da col6nia (89). Ja na placa
com BHIA, o anverso da colonia permanece branco mesmo apds 7 dias de incubacdo, indicando

que a colbnia ainda ndo atingiu 0 mesmo nivel de maturacdo das outras placas.
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Isso é confirmado na analise da microscopia dessas coldnias, pois 0 microcultivo gerado
das coldnias crescidas em cada meio, demonstra que nos meios PDA e SDA hé& presenca de
muitas estruturas reprodutivas, principalmente esporos por todos os campos das laminas. No
entanto, no microcultivo das coldnias crescidas no meio BHIA, quase ndo ha presenca de
estruturas reprodutivas, incluindo esporos, mas é possivel observar que as estruturas vegetativas
sdo mais presentes quando comparadas nos outros meios.

Além disso, a andlise do desenvolvimento fungico nos meios de cultura PDA, SDA,
BHIA, AIF e AHF, demonstram que os meios PDA e SDA apresentam maiores diametros,
indicando que séo os favoraveis ao crescimento de A.fumigatus; o meio AHF apresenta um
crescimento significativo, préximo ao dos meios anteriores; e 0s meios BHIA e AIF possuem
0s menores valores de diametro, indicando serem 0s meios que induzem menor taxa de

crescimento do A.fumigatus (gréafico 3)

Gréfico 3 - Crescimento fungico medido em didmetro do Aspergillus fumigatos ao longo de 14
dias.
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Fonte: Autoria propria.

Analisando o gréafico, observa-se que nos primeiros 4 dias, o crescimento é similar em
todos 0s meios, indicando um periodo inicial de adaptacdo. No entanto, apds esse periodo, 0s
meios PDA, SDA e AHF apresentam um crescimento mais rapido, que comeca a se estabilizar
por volta do 10° ao 14° dia, indicando que o fungo atingiu a capacidade maxima permitida pelo
meio. J& os meios BHIA e AIF crescem mais lentamente e ndo chegam a capacidade maxima
permitida pelo meio mesmo no 14° dia (Gréfico 3).

Devido ao fato do A.fumigatus apresentar maltiplos pontos de esporulacdo na placa,
principalmente nas placas com meios PDA e SDA, foi analisado a area total formada nas placas
durante os 14 dias ap6s o inoculo do fungo (grafico 4), que corroborou com os resultados

anteriores (Grafico 3), em que 0 crescimento segue um padrdo exponencial inicial que
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desacelera nos altimos dias. Sendo o meio AIF o que apresenta o crescimento flngico mais
lento, enquanto nos meios PDA e AHF o crescimento fungico chegou a capacidade maxima da
placa.

Gréfico 4 - Crescimento fangico medido em area do Aspergillus fumigatos ao longo de 14 dias.
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Fonte: Autoria propria.

Apesar de no meio AHF o crescimento fungico ser proximo dos fungos nos meios PDA
e SDA (Graficos 3 e 4), uma analise da macroscopia das placas no 14° dia, principalmente uma
analise no microscépio estereoscopio do centro e da borda das colbnias, demonstra que as

caracteristicas colonias diferem muito entre os meios (Tabela 10).
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Tabela 10 - Macroscopia das culturas de Aspergillus fumigatus.

MACROSCOPIA ESTEREOSCOPIO
ANVERSO DA REVERSO DA CENTRO DA BORDA DA
PLACA DE PETRI PLACA DE PETRI COLONIA COLONIA
o ‘
o ‘
o ‘
. ‘
N Q

Fonte: Fotos de autoria propria.

As colbnias crescidas nos meios PDA e SDA apresentam macromorfologias bastante
parecidas, inclusive em relacdo a andlise no microscopio estereoscopio do centro e da borda
que se apresentam bem uniformes, pois a cultura ja confluiu na placa. Ja os meios BHIA e AlF,
compartilham mais caracteristicas em comum quando comparadas com os meios PDA e SDA.
Principalmente na analise no microscopio estereoscdpio, onde no centro das coldnias ha grande
presenca das estruturas fungicas, diferente do que se é visualizado nas bordas das col6nias.
Corroborando com as caracteristicas de um crescimento micelial ainda em desenvolvimento,
em que o centro da coldnia consiste na presenca dos fungos mais senescentes, ou seja, onde
haver& maior presenca de estruturas maturas ou pés-maturas, e as bordas com mais presenca de
estruturas mais jovens, ou seja, presenca de mais estrutura vegetativa que estruturas
reprodutivas formadas (47,89). E, por fim, ao analisar o crescimento fingico no meio AHF,



86

apesar de nos grafico 3 e 4 indicarem que chegou a confluir o crescimento na placa de Petri, ao
observar a colbnia crescida no 14° dia apds a inoculagdo (Tabela 10), percebe-se que 0
crescimento é principalmente micelial, com pouca producdo de estruturas reprodutivas no
centro da col6nia.

6.4. A diferenca de meios de cultura interfere no crescimento de Curvularia spp.

Diferente do A.fumigatus, os fungos do género Curvularia apresentam uma taxa de
desenvolvimento mais lento e ndo esporula com tanta facilidade, um padréo visto na literatura
em boa parte dos fungos deméceos (20,89,106).

A analise do desenvolvimento fingico nos meios de cultura PDA, SDA, BHIA, AlF e
AHF, demonstram que o didmetro das coldnias aumenta com o tempo, seguindo um padrédo
quase linear apds os primeiros dias e desacelera por volta do 13° dia (Grafico 5). Um fato
interessante é que as curvas do crescimento fangico em cada meio apresentaram menor variacdo
guando comparado com os do A.fumigatus (Grafico 3). No entanto, em relacdo a Curvularia
sp., 0 meio BHIA possui claramente o menor crescimento flngico, enquanto os maiores

crescimentos sdo visualizados nos meios AHF e SDA (Gréfico 5).

Gréfico 5 - Crescimento fungico medido em diametro do Curvularia sp. ao longo de 14 dias
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Fonte: Autoria prépria.
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Observa-se que nos primeiros 4 dias, o crescimento é similar em todos os meios (Grafico
5), indicando um periodo inicial de adaptacdo, o que € visto também em relacdo ao A.fumigatus
(Grafico 3). No entanto, ap0s esse periodo, o meio AHF, seguido dos meios SDA, PDA e AlF,
apresentam um crescimento mais rapido em relacdo ao meio BHIA, mas nenhum dos meios
chega a capacidade de méxima crescimento da placa de Petri (Gréfico 5).

Realizou-se a anélise da a area total formada nas placas durante os 14 dias apds o indculo
do fungo (Gréfico 6), que corrobora com os resultados presentes no grafico 5. Reforcando que
nenhum meio chegou a capacidade maxima da placa de Petri, mas evidenciou que 0s meios
com melhores desenvolvimento foram o AHF e o meio SDA, sendo BHIA o que menos se
desenvolveu (Grafico 6). No entanto, diferente do A.fumigatus (Grafico 4), a Curvularia sp.

apresentou um menor rendimento no meio PDA (Gréfico 6).

Gréfico 6 - Crescimento fangico medido em area do Curvularia sp. ao longo de 14 dias
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Fonte: Autoria propria.

O fungo no meio AHF indica ter um melhor desenvolvimento (Gréfico 5 e 6), mas uma
analise da macroscopia das placas no 14° dia, principalmente no microscépio estereoscopio do
centro e da borda das colénias, indica que o crescimento € principalmente micelial, com pouca
producdo de estruturas reprodutivas no centro da colénia. Além disso, demonstra que as

caracteristicas coldnias diferem muito entre os meios (Tabela 11).
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Tabela 11 - Macroscopia das culturas de Curvularia spp..

MACROSCOPIA ESTEREOSCOPIO
ANVERSO DA REVERSO DA CENTRO DA BORDA DA
PLACA DE PETRI PLACA DE PETRI COLONIA COLONIA
s
PDA
o ‘
o ‘
o ‘
AIF ‘

Fonte: Autoria propria.

As coldnias em PDA e SDA apresentam macromorfologias bastante parecidas, inclusive
sendo bem uniformes na analise no microscopio estereoscépio do centro e da borda (Tabela
11). Apesar do crescimento em BHIA ser menor em relagdo ao crescimento em AIF (Grafico 5
e 6), as coldnias compartilham mais caracteristicas em comum quando comparadas com 0s
meios PDA, SDA e AHF (Tabela 11). Isso porque no centro das colnias ha grande presenca

das estruturas fangicas, diferente do que se é visualizado nas bordas das coldnias.

6.5. A diferenca de meios de cultura interfere no crescimento de Rhizopus spp.

O Rhizopus sp. € um fungo da cenocitico que apresenta como caracteristica um rapido
desenvolvimento colonial, chegando a maturacéo até 72 dias (45,47).
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Em relacdo ao desenvolvimento fungico nos meios de cultura PDA, SDA, BHIA, AlF
e AHF, diferente do que foi analisado em A.fumigatus (Gréficos 3 e 4) e Curvularia sp.
(Graficos 4 e 5), desde o primeiro dia houve um crescimento exponencial das col6nias em todos
0s meios, que desacelerou ja no 5° dia apos o indculo dos fungos, onde nos meios PDA e SDA

chegou a capacidade méaxima de crescimento da placa no 6° dia (grafico 5).

Grafico 7 - Crescimento fangico medido em didmetro do Rhizopus sp. ao longo de 14 dias.
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Fonte: Autoria propria.

Observa-se que apesar do crescimento mais intenso comparado aos outros fungos
analisados, o meio BHIA ainda é o que apresenta menor desenvolvimento quando comparado
com os demais meios. Importante mencionar que os meios PDA e SDA apresentam
caracteristicas de desenvolvimento semelhantes, seguido do meio AHF que chega a capacidade
maxima no 7° dia apds o inéculo (Gréfico 7).

Em relacéo a analise da area total formada nas placas durante os 14 dias ap6s o indculo
do fungo (Gréfico 8), ndo houve discordancia com o grafico anterior, apenas refor¢ou que 0s

meios PDA e SDA apresentaram desenvolvimento similares e que o BHIA teve um pior
rendimento.
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Grafico 8 - Crescimento fangico medido em area do Rhizopus sp. ao longo de 14 dias.
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Fonte: Autoria propria.

Diferente dos fungos anteriores, observou-se que o Rhizopus sp. em todos 0s meios que
foi cultivado, quando analisado o reverso da placa, o micélio quase confluiu em todas as placas
(Tabela 12). No entanto, ao analisar o anverso da placa, foi possivel verificar que nos meios
PDA e SDA houve confluéncia de toda da placa, diferente do crescimento nos meios BHIA,
AIF e AHF. Sendo o meio AHF o que menos apresentou formacdo micelial, o que foi

confirmado ao observar-se no microscépio estereoscopio a presenca de poucas estruturas
reprodutivas (Tabela 12).
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Tabela 12 - Macroscopia das culturas de Rhizopus spp..

MACROSCOPIA ESTEREOSCOPIO
ANVERSO DA REVERSO DA CENTRO DA BORDA DA
PLACADE PETRI PLACA DE PETRI COLONIA COLONIA
PDA
SDA
BHIA
AHF
AIF

Fonte: Autoria propria.

6.6. A diferenca de meios de cultura interfere no crescimento de Candida albicans

A Candida albicans é um fungo leveduriforme que em determinadas situacGes pode
apresentar pseudohifas e hifas verdadeiras (89,93), que apresentou resultados contraditorios
quando comparados com os fungos filamentosos A.fumigatus, Curvularia sp. e Rhizopus sp..
Uma vez que se observou que os fungos que mais se desenvolveram foram os cultivados nos
meios AIF e BHIA, com os meios PDA e SDA apresentando os piores rendimentos (Graficos
9e 10).
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Gréfico 9 - Crescimento fungico medido em didmetro do Candida albicans ao longo de 14 dias.
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Fonte: Autoria propria.

Gréfico 10 - Crescimento fungico medido em area do Candida albicans ao longo de 14 dias.
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Fonte: Autoria propria.

Uma observacdo importante é que mesmo havendo uma inversao dos meios em relacéo
ao crescimento fungico, observa-se que os meios PDA e SDA apresentam padres de
crescimento semelhantes. E, nesse caso, apesar do meio AHF ndo apresentar o melhor
crescimento, ele esta mais préximo do AlIF e BHIA quando comparado com 0s meios PDA e
SDA (Grafico 10). Outra grande diferenca em relacdo aos fungos filamentosos, é o fato de que
em todos 0s meios de cultura houve um crescimento abrupto das colonias no primeiro dia apds
0 indculo e depois se manteve mais estavel (Grafico 9). Embora, ao analisar a area total,
observa-se que a partir do sexto dia apds o inoculo, as colénias nos meios AlIF, BHIA e AHF
comecgam se desenvolver mais comparado com os meios PDA e SDA, mas nenhuma col6nia

atinge a capacidade maxima da placa de Petri (Gréafico 10).
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Um fato interessante é que ao analisar as colénias crescidas em SDA e PDA, além do
crescimento fangico ser semelhantes (Gréafico 10), as caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas e microscopicas também se assemelham, sendo visualizado no microscopio

leveduras e blastoconidios na borda da colonia (Tabela 13).

Tabela 13 - Macroscopia e microscopia das culturas de Candida albicans.

MACROSCOPIA ESTEREOSCOPIO MICROSCOPIA
ANVERSO DA REVERSO DA BORDA DA ANALISE DA LEVEDURA
PLACA DE PETRI PLACA DE PETRI COLONIA NO MEIO DE CULTURA

4

PDA

SDA

BHIA

AHF

AIF

Fonte: Autoria propria.

Diferente do que se observa nas colonias presentes nos meios BHIA, AIF e AHF, que
no microscopio estereoscopio indicam apresentar processos de filamentacdo, que é confirmada
ao analisar a microscopia da borda da coldnia direto do meio de cultura, em que se observa
estruturas de leveduras, blastoconideos e pseudohifas (Tabela 13). Um fato interessante € que
em todos os experimentos analisados, as bordas das col6nias crescidas em BHIA apresentam
pseudohifas, porém muitas leveduras e blastoconideos. Ja as crescidas em AlIF e AHF, mesmo
havendo leveduras presentes, ha uma grande quantidade de filamentacdo (pesudohifas e hifas
verdadeiras) (Tabela 13). Indicando que o meio realmente interfere nas caracteristicas

morfolégicas das colbnias fungicas.
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7. DISCUSSAO

O primeiro trabalho publicado que destacou o uso do crescimento fungico na
determinacdo do IPM, realizado por van de Voorde e Van Dijck (79), considerou que a
temperatura é um fator de interferéncia para o IPM. Sendo necessario para o desenvolvimento
fangico no laboratério, mimetizar a mesma temperatura aferida no local do crime a fim de
conseguir estimar um IPM mais preciso.

Desde entdo trabalhos relataram a presenca de outros fatores que podem influenciar na
andlise do IPM, como umidade e até mesmo condicGes perimortem (65,67,82). No entanto, ndo
h& pesquisas abordando a questdo de os meios de culturas utilizados no laboratério, para
mimetizar o desenvolvimento fangico encontrado no cadaver humano, serem considerados
provavelmente um interferente. Uma problematica que deveria ser abordada, visto que muitos
trabalhos simplesmente ndo relatam quais meios foram utilizados na anélise ou identificacdo
dos fungos ou quando relatam, utilizam geralmente meios de rotina na micologia médica, como
0 SDA e 0 PDA (59,60,64,66).

A questdo € que em outras areas da micologia, € de conhecimento geral que
determinados meios de cultura podem influenciar acelerando ou néo o crescimento fingico. Por
exemplo, na micologia médica é comum utilizar o meio PDA na técnica de microcultivo, pois,
por ser um meio pobre e a base de extrato vegetal, estimula a rapida esporulacdo fangica,
agilizando a identificacdo por meio da andlise das estruturas reprodutivas dos fungos
filamentosos (47). No entanto, na micologia forense a ideia é mimetizar as condi¢des
encontradas no cadaver, que fazendo uma analogia a um meio de cultura, seria um meio rico e
a base proteica, diferente dos meios PDA e SDA que sdo os mais utilizados. Com isso, 0s
isolados fangicos crescidos no laboratdrio nesses meios podem ndo representar a mesma
velocidade e padrdo de crescimento dos fungos coletados no cadaver, o que pode levar a
analises e conclusdes equivocadas ou distorcidas acerca do tempo decorrido.

Comparando com os resultados deste trabalho, o0 meio de cultura poderia realmente
influenciar na velocidade e padrdo de crescimento fungico, interferindo nas analises de
estimativa de IPM. Isso porque, no geral, os meios SDA e PDA comportaram-se de maneira
semelhante, tanto na velocidade do crescimento quando nas caracteristicas morfologicas das
coldnias fungicas, apresentando uma melhor amplificagdo das estruturas reprodutivas nos

fungos filamentos e um pior desempenho no desenvolvimento do fungo leveduriforme. No
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entanto, os meios AlF, BHIA e AHF, que sdo a base de extratos proteicos, sendo na teoria 0s
mais proximos do tecido cadavérico, mostraram resultados diferentes em relacdo aos meios
PDA e SDA. Uma vez que nos meios AIF e BHIA o comportamento das colonias fungicas
foram semelhantes, pois nestes meios o crescimento das estruturas reprodutivas foi retardado
nos fungos filamentosos e um melhor desempenho dos fungos leveduriformes. Além disso,
observou-se no meio a presencga de filamentacdo na borda das col6nias leveduriformes nos
meios BHIA, AHF e AIF, sendo a presenca das pseudohifas mais intensas nos meios AHF e
AlF, fato que ndo foi visualizado na borda das col6nias isoladas nos meios PDA e SDA.
Outro fato que merece consideracao é que os fungos filamentosos cultivados no meio
AHF apresentaram um bom desempenho em relacdo ao crescimento micelial, chegando a
capacidade maxima da area em todas as placas. No entanto, ao analisar as estruturas fangicas
presentes, nesse meio AHF, o desenvolvimento das estruturas reprodutivas é ainda mais lento
quando comparado aos fungos crescidos no meio BHIA. Esses achados corroboram com a
hipo6tese de que, na micologia forense, para uma analise mais precisa da estimativa do IPM do
fungo coletado no cadaver, € preciso mimetizar as caracteristicas do crescimento fingico no
laboratdrio, considerando como interferentes a temperatura, a umidade e o meio de cultura.
Sendo o ideal utilizar meios micoldgicos com substratos analogos aos encontrados no tecido
cadavérico, como os meios AHF e AIF produzidos neste trabalho. No entanto, é importante
considerar que colbnias fangicas sdo encontradas ndo apenas nos cadaveres, mas em outros
locais na cena do crime, como solo e plantas (56,59,64,70,107), e, nessa situa¢do, 0s meios
PDA e SDA seriam a melhor alternativa. Com isso, sugere-se como uma proposta inicial, que
nos laboratérios voltados a micologia forense, a analise de estimativa de IPM por meio do
crescimento das coldnias fungicas, seja realizada utilizando minimamente os meios PDA, SDA
e BHIA, que ja sdo comercializados, e, se possivel, formular meios a partir de pecas de acougue

gue sejam analogos ao 6rgao que o fungo cresceu.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo contribui para o campo da tecnologia forense demostrando o panorama atual
da aplicacao de fungos no ambito criminal e constata a necessidade nacional e internacional de
um modelo eficaz e atuante para analisar os vestigios fungicos presentes em cenas de crime.
Diante deste cenario, € preciso que mais pesquisas em relagdo ao comportamento flngico na
area forense sejam incentivadas, visto que, na préatica, Sao organismos sempre muito presentes
em situacdes judiciais.

E de grande relevéncia a elaboragio de um protocolo padrio para os procedimentos
micoldgicos aplicados na area forense. Visto que a literatura cientifica tem apontado que é uma
area com grande potencial, porém mesmo que o profissional conheca minimamente sobre o
tema, na préatica acaba recorrendo a procedimentos ndo padronizados, que podem levar a
existéncia de varios fatores que contribuem para erros de anélise.

Em relacdo aos meios de cultura, os fungos apresentaram velocidade de crescimento
distintos nos diferentes meios utilizados, sendo visivel um melhor crescimento micelial dos
fungos nos meios de base proteica, enquanto o crescimento reprodutivo desenvolveu-se melhor
nos meios de base vegetal. Com isso, um meio de cultura analogo ao tecido cadavérico podera
corroborar melhor com o real tempo de intervalo post-mortem, fortalecendo essa evidéncia
forense. No entanto, 0os meios de base vegetal devem ser utilizados quando o fungo for coletado
em outros locais na cena do crime, sendo necessario utilizar mais de um meio na anélise da
estimativa do IPM.

Assim, este estudo recomenda uma atencdo especializada a elaboracdo de
procedimentos laboratoriais em micologia forense. Com cada técnica sendo considerada a sua
especificidade, principalmente os fatores de interferéncia que prejudicam a analise final do
procedimento. Assim, espera-se aprimorar a qualidade das técnicas laboratoriais em relacdo a
area forense, com foco em minimizar os erros e tendo como horizonte procedimentos

laboratoriais que podem ser utilizados para a resolucéo de casos criminais.
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ANEXO A - JBI CRITICAL APPRAISAL CHECKLIST FOR SYSTEMATIC
REVIEWS AND RESEARCH SYNTHESES ORIGINAL

Not
Yes .
applicable
1. Were the inclusion criteria appropriate for the
review question? = = =
2. Were the study subjects and the setting described
in detail? = = o
3. Was the exposure measured in a valid and reliable
way? O O O
4. Were objective, standard criteria used for
measurement of the condition? = = o
5. Were confounding factors identified? O O O
6. Were strategies to deal with confounding factors
stated? = = =
7. Were the outcomes measured in a valid and
reliable way? = = =
8. Was appropriate statistical analysis used? O O o
Overall appraisal: Include m Exclude m Seek further info O

Comments (Including reason for exclusion): Articles were classified as to whether the risk of
bias is "no", "yes" or "unclear" for each question present in the protocol, in all included articles.

For each yes, a point was given, and articles scoring six or over were included in this review.
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ANEXO B — LISTA DE VERIFICAGAO DE AVALIAGAO CRITICA DO JOANNA
BRIGGS INSTITUTE (JBI) PARA REVISOES SISTEMATICAS E SINTESES DE
PESQUISAS ADAPTADO.

: . Né&o
Sim  Nao "
aplicavel

1. Os critérios de inclusdo na amostra foram

claramente definidos? = = o
2. Os sujeitos do estudo e 0 ambiente foram

descritos detalhadamente? = = o
3. A exposicdo foi medida de forma valida e

confiavel? = = o
4. Foram utilizados critérios objetivos e

padronizados para medicdo da condig&o? = = o
5. Foram identificados fatores de confuséo? O O o
6. Foram declaradas estratégias para lidar com

fatores de confusdo? - - o
7. Os resultados foram medidos de forma valida e 5 5 O

confiavel?
8. Foi utilizada andlise estatistica adequada? O O m

Avaliacéo geral: Incluidoo  Excluidoo  Buscar mais informagfes o

Comentarios (Incluido motivo de exclusdo): Os artigos foram classificados quanto ao risco de
viés ser “ndo”, “sim” ou “ndo claro” para cada questdo presente no protocolo, em todos os
artigos incluidos. Para cada sim, foi atribuido um ponto, e os artigos com pontuacao igual ou

superior a seis foram incluidos nesta revisao.



