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RESUMO

Diante das limitacbes dos métodos classicos para estimar o Intervalo Pés-Morte
(IPM), a microbiologia forense oferece uma abordagem inovadora através da
tanatomicrobiologia: o estudo do necrobioma. Este trabalho objetiva fornecer
uma base tedrica robusta sobre o tema, utilizando como metodologia uma
revisdo narrativa da literatura. A analise abrange a definicdo do microbioma e
sua transformagdao no necrobioma apds a morte, detalhando o papel dos
microrganismos no processo de decomposi¢cdo cadavérica. Sao apresentadas
as principais metodologias de analise, com énfase nas técnicas de biologia
molecular, como o Sequenciamento de Nova Geragao (NGS), e nas abordagens
de bioinformatica para o tratamento dos dados. Adicionalmente, sdo discutidos
os principais desafios da area, como a influéncia de variaveis ambientais e a
necessidade de padronizacdo. Conclui-se que o entendimento aprofundado
destes conceitos e técnicas é um alicerce indispensavel para a correta
interpretacdo e futuro avanco da aplicagdo do necrobioma em investigagdes
periciais.

Palavras-chave: Microbiologia Forense. Necrobioma. Tanatomicrobiologia.
Intervalo Pés-Morte.



BENTO, Lucas Emanuel Ryan Fagundes. NECROBIOME: THE APPLICATION
OF FORENSIC MICROBIOLOGY. 44 p. Course Completion Work (Article).
Bachelor's Degree in Biomedicine. Faculty of Apucarana - FAP. Apucarana-PR.
2025.

ABSTRACT

Given the limitations of classical methods for estimating the Post-Mortem Interval
(PMI), forensic microbiology offers an innovative approach through
thanatomicrobiology: the study of the necrobiome. This work aims to provide a
robust theoretical foundation on the subject, using a narrative literature review as
its methodology. The analysis covers the definition of the microbiome and its
transformation into the necrobiome after death, detailing the role of
microorganisms in the cadaveric decomposition process. The main analysis
methodologies are presented, with an emphasis on molecular biology
techniques, such as Next-Generation Sequencing (NGS), and on bioinformatics
approaches for data processing. Additionally, the main challenges in the field are
discussed, such as the influence of environmental variables and the need for
standardization. It is concluded that a deep understanding of these concepts and
techniques is an indispensable foundation for the correct interpretation and future
advancement of the application of the necrobiome in forensic investigations.

Keywords: Forensic Microbiology. Necrobiome. Thanatomicrobiology. Post-
Mortem Interval.



1 FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1 Introdugao

A estimativa do Intervalo Pés-Morte (IPM) é um dos desafios centrais da
ciéncia forense, fornecendo informagdes cruciais para a reconstrucao de eventos
e a elucidagéo de crimes. Os métodos tanatoldgicos classicos, como a analise
da rigidez cadavérica (rigor mortis) e da temperatura corporal (algor mortis),
embora fundamentais, possuem uma janela de utilidade restrita e perdem
precisdo em cenarios de grande variagdo ambiental ou em estagios avangados
de decomposigéo (Pechal et al., 2014).

Neste cenario de busca por novos marcadores, a microbiologia forense
surge como uma fronteira promissora. O corpo humano abriga uma vasta e
complexa comunidade de microrganismos, o microbioma, que desempenha
funcdes vitais durante a vida e continua a mediar processos bioquimicos apos a
morte do hospedeiro (Javan et al., 2016).

Com a cessagao da homeostase, essa comunidade microbiana se
transforma no necrobioma, dando origem a uma subdisciplina emergente e de
grande potencial: a tanatomicrobiologia, focada no estudo dos microrganismos
envolvidos na decomposicao cadavérica (Metcalf et al., 2016).

A relevancia da tanatomicrobiologia reside no seu potencial de funcionar
como um "relégio microbiano". Pesquisas recentes demonstram que a
composicao do necrobioma muda de maneira padronizada e temporalmente
previsivel, seguindo uma sucessao ecoldgica que pode ser monitorada e
quantificada. Essa previsibilidade oferece a base para desenvolver métodos
mais consistentes de estimativa de IPM, especialmente em casos complexos
onde os métodos tradicionais falham. (Metcalf et al., 2016).

Contudo, a aplicagao pratica desta abordagem nao é frequente. A area
enfrenta desafios significativos, como a influéncia de variaveis ambientais, a
imensa diversidade microbiana entre individuos e a necessidade de
padronizacdo das metodologias de amostragem e andlise. A transicdo de

estudos em modelos animais para a aplicagédo em casos forenses reais exige,



portanto, um profundo entendimento dos seus fundamentos tedricos e
metodoldgicos (Pechal et al., 2014; Javan et al., 2016).

Diante da relevancia e complexidade do tema, a presente
fundamentagéo tedrica tem como objetivo fornecer uma revisdo abrangente e
estruturada sobre a aplicagdo da microbiologia forense, com énfase no
necrobioma como ferramenta para a estimativa do IPM. Por meio de uma revisao
narrativa da literatura, este capitulo ira delinear os conceitos essenciais que
sustentam a area. Primeiramente, sera introduzido o conceito de microbioma e
seu papel fundamental na decomposi¢do. Em seguida, aprofundaremos
na tanatomicrobiologia, detalhando a dinamica do necrobioma ao longo das
fases da decomposicdo cadavérica. Por fim, serdo discutidas as
principais metodologias de analise, desde as técnicas de biologia molecular até
a bioinformatica, abordando também seus desafios e limitagdes. Esta base
conceitual fornecera o alicerce tedrico necessario para a compreensao do artigo

apresentado subsequentemente.

1.2 Introdugdo ao microbioma e sua importancia na ciéncia forense

1.2.1 Definicdo e composicao do microbioma

O termo microbioma refere-se ao conjunto completo do material genético
de todos os microrganismos (bactérias, virus, fungos, arqueias e protozoarios)
que habitam um determinado ambiente, além de englobar suas interagdes
metabdlicas e ecoldgicas com o hospedeiro (Marchesi; Ravel, 2015). Em
contrapartida, o termo microbiota designa apenas a comunidade de
microrganismos vivos que colonizam um ambiente especifico, como o intestino,
a pele ou a cavidade oral (Berg et al., 2020).

Embora muitas vezes utilizados como sinbnimos, microbiota e microbioma
possuem significados distintos: a microbiota corresponde aos microrganismos
propriamente ditos, enquanto o microbioma compreende esses organismos
juntamente com seus genomas, produtos metabdlicos e relagdes ecoldgicas
(Ursell et al., 2012).

O microbioma humano é composto por uma ampla diversidade de

microrganismos que colonizam diferentes regides do corpo, como pele, cavidade
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oral, trato gastrointestinal, trato urogenital e sistema respiratério (Human
Microbiome Project Consortium, 2012). Os principais grupos microbianos que
integram esse ecossistema sao as bactérias, fungos, virus, arqueias e
protozoarios, os quais coexistem em complexas redes de interagcdo com o
hospedeiro (Damann et al., 2015).

As bactérias representam o grupo mais numeroso e bem caracterizado
do microbioma humano, desempenhando papéis fundamentais na digestao de
nutrientes, modulagdo do sistema imunoldgico, sintese de vitaminas e protecao
contra patégenos (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Entre os filos
bacterianos predominantes no intestino humano destacam-se Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria (Qin et al., 2010).

Os fungos, também denominados microbiota, embora em menor
abundancia, possuem relevancia clinica e imunologica. Géneros como Candida,
Malassezia e Saccharomyces sao frequentemente encontrados em diversas
mucosas e na pele, podendo atuar como comensais ou oportunistas
dependendo do equilibrio da microbiota e do estado imunolégico do hospedeiro
(Underhill; lliev, 2014).

Os virus que habitam o corpo humano, coletivamente chamados de
viroma, incluem principalmente bacteriéfagos (virus que infectam bactérias),
além de virus que infectam células humanas. Os bacteriéfagos regulam a
composi¢cdo bacteriana e podem influenciar processos inflamatérios e
imunomodulatérios (Norman et al., 2015).

As arqueias, embora menos estudadas, tém sido identificadas
principalmente no intestino humano, sendo Methanobrevibacter smithii a espécie
arqueana mais comum. Elas participam do metabolismo de hidrogénio e metano
e influenciam a digestao e o balango energético do hospedeiro (Samuel et al.,
2007).

Por fim, os protozoarios comensais, como Blastocystis hominis., também
fazem parte do microbioma intestinal e sua presenca pode estar associada tanto
a saude quanto a disbiose, dependendo do contexto ecoldégico e imunolégico
(Scanlan; Marchesi, 2008).

A diversidade e a variabilidade do microbioma humano sao caracteristicas
fundamentais para a compreensao de sua dinamica ecoldgica e impacto na

salude. Essa variabilidade ocorre tanto entre diferentes individuos
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(interindividual) quanto entre diferentes nichos anatémicos de um mesmo
hospedeiro (intraindividual), sendo influenciada por multiplos fatores ambientais,
genéticos e comportamentais (Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Cada regido do corpo humano possui condigbes fisico-quimicas
especificas como pH, oxigenacédo, umidade e disponibilidade de nutrientes que
moldam nichos microbianos distintos (Costello et al., 2009).

Por exemplo, a microbiota da pele € dominada por bactérias dos géneros
Staphylococcus.spp e Corynebacterium.spp, enquanto o intestino €
predominantemente colonizado por membros dos filos Firmicutes e
Bacteroidetes (Huttenhower et al., 2012).

Além da variabilidade anatdbmica, o microbioma humano é altamente
individualizado, sendo moldado por fatores como modo de parto, alimentacao
(particularmente na infancia), uso de antibidticos, idade, sexo, estado
imunoldgico, ambiente e estilo de vida. A composicdo microbiana de cada
pessoa tende a ser relativamente estavel ao longo do tempo, embora possa
sofrer alteracdes transitorias ou permanentes diante de mudangas ambientais ou
disfungdes fisiologicas (Yatsunenko et al., 2012).

Estudos metagenémicos demonstram que, embora individuos saudaveis
compartiihem uma estrutura funcional conservada (conjunto de fungdes
metabdlicas basicas), ha grande variagdo taxonOmica entre os microbiomas
individuais, o que reforga o conceito de "funcionalidade redundante" dentro da

ecologia microbiana humana (Turnbaugh et al., 2009).

1.2.2 O Papel do microbioma na decomposi¢ao humana

O microbioma humano exerce fungdes vitais para a manutencao da
homeostase e da saude do hospedeiro. Longe de ser apenas uma comunidade
passiva de microrganismos, ele atua como um 6rgao metabdlico e imunoldgico
funcional, interagindo ativamente com sistemas fisiolégicos, como o digestivo, o
imune, o enddcrino e até mesmo o sistema nervoso central (Belkaid; Hand,
2014).

No trato gastrointestinal, o microbioma participa da digestdo de
polissacarideos complexos, da sintese de vitaminas (como vitamina K, B12,

acido félico e biotina) e da produgao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),



12

como butirato, acetato e propionato, que fornecem energia ao epitélio intestinal
e regulam inflamacgdes locais e sistémicas (Flint et al., 2012).

Além disso, o microbioma desempenha um papel fundamental na
modulagdo do sistema imunoldgico, promovendo a maturagdo das células
imunes e a tolerancia imunoldgica a antigenos ndo patogénicos. Ele atua como
uma barreira contra microrganismos patogénicos, competindo por nutrientes e
sitios de adesao nas mucosas, além de produzir substancias antimicrobianas,
como bacteriocinas e acidos organicos (Round; Mazmanian, 2009).

Estudos também revelam que o microbioma influencia o
desenvolvimento neurolégico e comportamental, por meio do chamado eixo
microbiota-intestino-cérebro, uma via bidirecional que envolve sinalizagao
neuroimune, hormonal e neuronal (Cryan; Dinan, 2012).

A disbiose, ou seja, o desequilibrio na composicdo e fungdo do
microbioma tem sido associada a diversas condi¢gdes clinicas, incluindo
obesidade, diabetes tipo 2, doencgas inflamatdrias intestinais, asma, depresséo,
entre outras. Isso evidencia que a composigao e estabilidade do microbioma séo
essenciais para a saude humana (Lynch; Pedersen, 2016).

O processo de decomposicdo cadavérica envolve transformacoes
fisicas, quimicas e bioldgicas que ocorrem apdés a morte, e cada um de seus
estagios € acompanhado por alteragdes distintas na composicéo e atividade do
microbioma, conhecido nesse contexto como necrobioma (Metcalf et al., 2013).

A dindmica microbiana pds-morte segue padrbes sucessivos
relativamente previsiveis, o que tem despertado interesse crescente na sua
aplicagao forense, especialmente na estimativa do intervalo post-mortem (IPM)
(Metcalf et al., 2016).

No estagio fresco (0 a 3 dias apds a morte), a composi¢ao microbiana
ainda se assemelha ao microbioma do individuo em vida, sendo dominada por
microrganismos endogenos, especialmente o0s habitantes do trato
gastrointestinal. Com o colapso das barreiras imunoldgicas e anatdmicas, ha
uma translocagao microbiana a partir do intestino para os tecidos estéreis,
iniciando a colonizagao de 6rgaos internos como figado, bagco e coracao,
predominantemente por bactérias anaerobias do género Clostridium.spp (Javan
et al., 2016).
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A medida que a decomposicdo avanga para o estagio de putrefacéo (2
a 10 dias post-mortem), intensifica-se a atividade de microrganismos anaerébios,
que degradam compostos organicos como proteinas e carboidratos, gerando
gases (metano, H,S, aménia) e compostos organicos volateis. Nesse estagio
ocorre o aumento de bactérias fermentativas, como Clostridium.spp,
Bacteroides.spp e Fusobacterium.spp, além do surgimento de viroses
associadas a atividade de bacteriéfagos (Hyde et al., 2013).

No estagio de decomposigao ativa (10 a 20 dias), ha intensa degradacéao
dos tecidos moles e liberacdo de fluidos organicos, favorecendo uma alta
proliferagcédo e diversidade bacteriana (Pechal et al., 2014).

A comunidade microbiana passa a incorporar microrganismos exogenos
provenientes do solo e de vetores necrofagos. Bactérias dos géneros
Proteus.spp, Pseudomonas.spp e Enterococcus.spp tornam-se predominantes,
refletindo um ambiente cada vez mais andxico e rico em nutrientes de origem
cadavérica (Pechal et al., 2014).

Com o avango para o estagio de decomposi¢cao avangada (apos 3 a 4
semanas), grande parte dos tecidos moles ja foi consumida, e o necrobioma
apresenta reducdo na diversidade, sendo dominado por microrganismos
ambientais. Fungos sapréfitas e actinobactérias, como Streptomyces.spp,
passam a atuar na degradagao de materiais mais resistentes, como colageno e
queratina. Nessa fase, as fungdes metabdlicas bacterianas mudam de um perfil
putrefativo para saprofitico (Metcalf et al., 2016).

Finalmente, no estagio de esqueletizagédo, que pode durar semanas ou
meses, 0 necrobioma € composto quase exclusivamente por microrganismos do
ambiente, com pouca ou nenhuma influéncia do microbioma original do
hospedeiro. Bactérias do solo como Bacillus.spp e fungos decompositores
predominam, e a atividade microbiana passa a refletir majoritariamente as
condi¢cdes ecoldgicas locais do ambiente de decomposi¢ao (Damann et al.,
2015).

Essas alteragbes sucessivas no microbioma cadavérico ndo apenas
desempenham papel essencial na degradagdo da matéria organica, mas
também representam uma ferramenta emergente na ciéncia forense, com
potencial para estimar o tempo de morte com maior precisdo por meio da analise

metagendmica das comunidades microbianas (Strete, et al., 2025).
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1.3 Tanatomicrobiologia: a ciéncia do necrobioma

1.3.1. Processos de decomposigao cadavérica

A decomposigdo cadavérica € um processo biolégico dinamico,
influenciado por fatores intrinsecos (como idade, causa da morte e microbioma)
e extrinsecos (como temperatura, umidade, oxigenacgao e presenga de insetos)
(Goff, 2009). Esse processo € comumente dividido em estagios sucessivos, cada
um caracterizado por eventos fisico-quimicos e microbiolégicos distintos. As
principais fases incluem: autdlise, putrefacao, fermentacao butirica, mumificacéo
e esqueletizagao (Goff, 2009).

A autodlise, ou autodigestdo, representa o primeiro estagio da
decomposicéo e ocorre imediatamente apds a morte. Trata-se da degradacéo
das células por enzimas lisossémicas que escapam de suas organelas devido a
faléncia das barreiras celulares (Madea, 2016). A auséncia de oxigénio (hipoxia)
leva ao acumulo de acido latico, alterando o pH intracelular e promovendo a
desnaturacdo de proteinas e degradacdo de organelas (Madea, 2016). Esse
estagio é estéril e ndo envolve agéo bacteriana externa, sendo o ponto de partida
para os eventos subsequentes (Metcalf et al., 2013).

A putrefacdo é o estagio mais evidente e ativo da decomposicao,
caracterizado pela agao de bactérias anaerdbias e facultativas, majoritariamente
provenientes do intestino, como Clostridium spp., Bacteroides spp. € Escherichia
coli . Esses microrganismos degradam proteinas e carboidratos, liberando gases
(como H,S, metano e aménia), acidos organicos e pigmentos como a
sulfemoglobina, que causa a coloracao verde da pele (Metcalf et al., 2013).

E neste estagio que se observa distensdo abdominal, formagdo de
bolhas, coloragdo escura da pele e odor fétido, sendo fortemente influenciado
pela temperatura ambiental (Carter et al., 2007).

Nesta fase, ha predominio de bactérias do género Clostridium butyricum,
que fermentam restos organicos resistentes. Os tecidos tornam-se secos,
esponjosos e emitem um odor rangoso tipico de acido butirico. Esse estagio
pode ocorrer em condigdes de baixo oxigénio e umidade moderada, e representa
uma transi¢cao entre a decomposigao ativa e a mumificacdo ou esqueletizagao
(Goff, 2009).
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A mumificagdo ocorre quando o corpo perde agua rapidamente, inibindo
a proliferagdo microbiana. Isso acontece em ambientes quentes, secos e
ventilados, levando a desidratagcdo dos tecidos moles, que adquirem aspecto
coriaceo e coloragao marrom-escura. O corpo pode manter-se preservado por
anos, com pouca ou nenhuma atividade microbiana ativa (Madea, 2016).

A esqueletizacdo marca o estagio final da decomposicao, caracterizado
pela remogdo completa dos tecidos moles. Pode ser resultado da acao
combinada de microrganismos, insetos necrofagos, vertebrados carniceiros e
fatores ambientais. A taxa de esqueletizagdo varia amplamente, podendo levar
de semanas a anos, dependendo das condigbes climaticas e da exposi¢cao do
corpo (Pechal et al., 2014).

1.3.2 A dindmica do necrobioma na decomposicao

As mudangas na composi¢ao e na abundancia dos microrganismos que
compdem o necrobioma ao longo do tempo sdo determinadas por fatores como
a fase de decomposicao, a origem anatébmica das comunidades microbianas, o
ambiente em que o corpo se encontra, e o tempo decorrido desde a morte
(Metcalf et al., 2013).

A sucessao microbiana pds-morte € um processo dinamico e
relativamente previsivel, sendo alvo de crescente interesse na microbiologia
forense, sobretudo para estimativas do intervalo post-mortem (IPM) e para a
compreensao das interagdes entre hospedeiro e ambiente apds a morte (Metcalf
et al., 2013; Pechal et al., 2014).

Nas primeiras horas apds o Obito, predominam microrganismos
endogenos, principalmente aqueles que colonizam o intestino e as mucosas,
como membros das familias Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae e
Clostridiaceae. Com a faléncia do sistema imunolégico e a auséncia de barreiras
epiteliais funcionais, esses microrganismos translocam-se para tecidos estéreis,
como figado, pulmdes e coracéo, iniciando a colonizagao cadavérica interna.
Esse processo marca o inicio da transicdo do microbioma do hospedeiro vivo
para o necrobioma (Hyde et al., 2013).

A medida que a autdlise e a putrefacdo avangam, ocorre um aumento da

atividade de bactérias anaerdbias e fermentativas, como Clostridium spp., que
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se tornam dominantes durante os estagios de putrefagao ativa. Essas bactérias
promovem a degradagao de proteinas, lipidios e carboidratos, resultando na
liberagao de gases e compostos volateis, como aminas, acidos graxos, e enxofre
reduzido, que alteram significativamente o microambiente cadavérico (Carter et
al., 2007).

Durante esse estagio, observa-se uma diminuigdo da diversidade
microbiana global, com predominancia de grupos adaptados a ambientes
anoxicos e ricos em matéria organica em decomposigao (Carter et al., 2007).

Com a progressdao para os estagios avangados de decomposi¢cao
(putrefagao tardia e esqueletizagdo), ocorre uma nova reorganizagdo da
comunidade microbiana. O necrobioma passa a incluir microrganismos
exdgenos provenientes do solo, insetos necréfagos e do ambiente externo
(Cobaugh et al., 2015).

Nessa fase, bactérias ambientais como Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter e Actinobacteria tornam-se mais frequentes, enquanto a
dominancia de anaerdbios intestinais diminui. Além disso, a abundancia relativa
de leveduras e fungos, como Candida e Aspergillus., pode aumentar,
especialmente em condi¢gdes de umidade, contribuindo para a degradacgao
residual de tecidos e ossos (Cobaugh et al., 2015).

Estudos recentes com sequenciamento de nova geragdo (NGS) tém
revelado que a sucessao microbiana segue um padrao temporal relativamente
constante, com mudancas previsiveis na estrutura da comunidade microbiana
em funcao do tempo desde a morte (Metcalf et al., 2013).

Esse fendmeno é conhecido como "relégio microbiano" (microbial clock)
e tem demonstrado correlagdes significativas entre perfis microbianos e o tempo
post-mortem em modelos experimentais (Metcalf et al., 2013; Hauther et al.,
2015). Essa caracteristica reforga o potencial do necrobioma como ferramenta
complementar na estimativa do IPM em investigagbes forenses (Metcalf et al.,
2013).

Em suma, as alteragcbes na composicdo e na abundancia dos
microrganismos do necrobioma ao longo do tempo refletem uma sucesséao
ecologica complexa, influenciada por fatores fisiolégicos e ambientais, que

transformam gradualmente o microbioma vivo em uma comunidade
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necrobiolégica diversa, adaptada a decomposi¢do cadavérica (Round;
Mazmanian, 2009).

1.4 Metodologias de analise do necrobioma

1.4.1. Técnicas de biologia molecular

A analise do necrobioma - o conjunto de microrganismos que colonizam
um cadaver apds a morte - depende diretamente da extracao eficiente de acidos
nucleicos, principalmente DNA e RNA, a partir de amostras ambientais ou
biolégicas altamente degradadas (Lauber et al., 2010). A qualidade e a
integridade do material genético extraido sao fatores determinantes para o
sucesso das analises moleculares subsequentes, como o sequenciamento de
nova geracao (NGS), PCR em tempo real e metatranscriptdmica (Metcalf et al.,
2016).

Para a extracdo de DNA do necrobioma, técnicas baseadas em Kkits
comerciais sao amplamente utilizadas devido a sua padronizagao,
reprodutibilidade e capacidade de remover inibidores comuns em amostras
cadavéricas (Metcalf et al., 2016).

Os kits baseados na extragao por colunas de silica, como o DNeasy
PowerSoil Kit (QIAGEN) ou ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research),
sao especialmente eficazes para amostras provenientes de solo, fezes, biofilmes
e tecidos em decomposicao (Metcalf et al., 2016). Essas metodologias envolvem
uma etapa inicial de lise mecéanica, geralmente realizada por bead-beating,
seguida por lise quimica com detergentes e reagentes de desnaturagédo, e
posterior purificagao por ligagéo seletiva do DNA a coluna de silica (Lauber et
al., 2010).

Ja para a extracido de RNA, utilizada principalmente em estudos de
metatranscriptdbmica para avaliar a atividade metabdlica microbiana em
diferentes estagios da decomposigao, € necessario um cuidado adicional para
evitar a degradacdo do RNA por RNases. Kits como o0 RNeasy PowerMicrobiome
Kit (QIAGEN) ou ZymoBIOMICS RNA Miniprep Kit sdo recomendados (Javan et
al., 2019).
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O protocolo envolve a estabilizacdo imediata das amostras
(frequentemente com agentes como RNAIlater), lise celular sob condicbes que
inativam RNases, e purificacdo em condicbes de baixa temperatura. A
integridade do RNA extraido é avaliada por eletroforese em gel ou por
bioanalizadores como o Agilent Bioanalyzer, que fornecem o RNA Integrity
Number (RIN) (Flint et al., 2012).

Em muitos casos, protocolos combinados de extragdo de DNA/RNA séo
adotados  para  permitir analises integradas (metagenbmica e
metatranscriptdbmica) a partir de uma mesma amostra, o que amplia a
compreensao sobre a composigao e a fungdo das comunidades microbianas ao
longo do processo de decomposicao (Javan et al., 2019).

Além disso, a extracdo eficiente de DNA e RNA a partir de diferentes
substratos como solo, tecidos moles, ossos e fluidos corporais requer
adaptagdes metodologicas especificas para cada tipo de amostra,
especialmente na etapa de pré-processamento e remogao de inibidores
(Lauber et al., 2010).

A padronizagao dos protocolos de extracdo de acidos nucleicos tem sido
apontada como um passo fundamental para o avango da microbiologia forense,
uma vez que variagcbes na eficiéncia da extracdo podem impactar
significativamente os perfis microbianos obtidos e, consequentemente, as
interpretacbes forenses, como a estimativa do intervalo post-mortem (IPM)
(Metcalf et al., 2016).

A Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR Polymerase Chain Reaction)
€ uma técnica de biologia molecular desenvolvida por Kary Mullis em 1983, cuja
principal fungéo é a amplificagdo exponencial de fragmentos especificos de DNA
in vitro. Esse método revolucionou as ciéncias biomédicas e forenses por permitir
a deteccao e identificacdo de microrganismos a partir de quantidades minimas
de material genético, com alta sensibilidade e especificidade (Mullis; Faloona,
1987).

A PCR baseia-se na utilizagdo de trés etapas ciclicas principais:
desnaturagao, anelamento e extensdo. Na etapa de desnaturagdo, a amostra é
aquecida (geralmente a 94--95 °C) para separar as duas fitas da molécula de

DNA. Em seguida, na etapa de anelamento (50--65 °C), s&o adicionados primers
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oligonucleotideos especificos que se ligam as extremidades do fragmento-alvo
(Saiki et al., 1988).

Por fim, na etapa de extensao (geralmente a 72 °C), a DNA polimerase
(geralmente a Taqg polimerase, termoestavel) sintetiza uma nova fita
complementar de DNA. Esses ciclos sao repetidos por 25 a 40 vezes, resultando
na amplificagdo exponencial do fragmento de interesse (Saiki et al., 1988).

Na identificacdo de microrganismos, a PCR pode ser aplicada de forma
qualitativa ou quantitativa. No contexto da microbiologia forense e da analise do
necrobioma, a PCR convencional permite a detec¢gdo de genes especificos de
bactérias, fungos ou virus que compdéem a comunidade microbiana presente em
amostras cadavéricas ou ambientais (Tomas et al., 2023).

Ja a PCR em tempo real (QPCR) utiliza sondas fluorescentes para
quantificar, em tempo real, a abundancia relativa ou absoluta desses
microrganismos, sendo essencial para o monitoramento da sucessdo microbiana
durante a decomposicao (Tomas et al., 2023).

Além disso, a PCR pode ser acoplada a técnicas de sequenciamento de
nova geracéo (NGS), como a amplificacéo do gene do RNA ribossomal 16S (em
bactérias) ou 18S/ITS (em fungos), permitindo a analise metagendbmica do
microbioma e necrobioma. Isso é fundamental para a caracterizagao taxonémica
e funcional das comunidades microbianas em diferentes estagios da
decomposi¢cdo ou em amostras forenses (Metcalf et al., 2016).

A PCR também tem aplicacbes importantes na identificacdo de
patdogenos em casos de crimes sexuais, bioterrorismo, biocrimes, e na estimativa
do intervalo post-mortem, sendo uma ferramenta central no arsenal da
microbiologia forense moderna (Javan et al., 2019).

As técnicas de sequenciamento de DNA transformaram profundamente
a andlise do microbioma, permitindo a identificacdo precisa, sensivel e
abrangente de microrganismos presentes em diferentes habitats, inclusive no
corpo humano e em cadaveres em decomposigao (Schloss; Handelsman, 2005).

Essas tecnologias eliminam a dependéncia do cultivo microbiolégico,
possibilitando a caracterizacdo de uma ampla diversidade de espécies, incluindo
aquelas de dificil ou impossivel cultivo in vitro (Schloss; Handelsman, 2005). No

contexto microbiolégico, existem diferentes abordagens de sequenciamento,
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sendo duas das mais utilizadas o sequenciamento baseado em amplicons e o
metagendémico do tipo shotgun (Quince et al., 2017).

O sequenciamento baseado em amplicons utiliza regides conservadas
do DNA, como o gene do RNA ribossomal 16S em bactérias e arqueias, ou as
regides ITS (internal transcribed spacer) e o gene 18S em fungos, para amplificar
fragmentos especificos do genoma por PCR (Johnson et al., 2019).

A partir disso, € possivel identificar os microrganismos presentes até o
nivel de género ou espécie, dependendo da resolugcédo taxonémica da regido-
alvo e da base de dados de referéncia utilizada. Essa técnica € amplamente
empregada em estudos de diversidade microbiana e em investigacdes
comparativas de microbiomas de diferentes individuos, regides anatdmicas ou
condigdes fisiologicas, incluindo a decomposi¢cao cadavérica (Johnson et al.,
2019).

Por sua vez, o sequenciamento metagenémico do tipo shotgun, uma
abordagem mais abrangente, consiste na fragmentagcdo e subsequente
sequenciacao de todo o DNA presente na amostra, sem etapas de amplificacéo
direcionada (Quince et al., 2017).

Essa técnica permite tanto a identificacdo taxondmica quanto a
caracterizagdo funcional das comunidades microbianas, revelando genes
relacionados ao metabolismo, viruléncia, resisténcia antimicrobiana e adaptacao
ambiental. Além disso, ela oferece maior resolugdo para a deteccdo de
organismos raros ou de baixa abundancia (Quince et al., 2017).

Outra técnica complementar e cada vez mais Uutilizada é o
sequenciamento de RNA total, conhecido como metatranscriptdmica, que revela
quais microrganismos estao metabolicamente ativos em determinado momento.
Essa abordagem é essencial para compreender ndo apenas a composi¢ao, mas
também a funcionalidade do microbioma em condi¢gdes dindmicas, como nos
diferentes estagios da decomposi¢ao humana (Javan et al., 2019).

A aplicagdo do sequenciamento de DNA na analise do microbioma traz
inumeras vantagens. Sua alta sensibilidade permite a detecgdo de
microrganismos em concentragdes extremamente baixas. A especificidade
molecular garante a identificag&o precisa das espécies presentes nas amostras.
A capacidade de detectar organismos nao cultivaveis amplia significativamente

o espectro de microrganismos estudaveis (Gilbert et al., 2014).
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Além disso, a abordagem metagenémica oferece a possibilidade de
analises funcionais, indo além da simples identificacao e permitindo a inferéncia
de processos biolégicos em curso (Gilbert et al., 2014).

Em contextos forenses, essas técnicas tém se mostrado particularmente
uteis na estimativa do intervalo post-mortem (IPM), na determinagdo de
possiveis locais de morte ou transporte de cadaveres por meio de assinaturas
microbianas ambientais (geolocalizacdo), e até mesmo na identificacdo de
individuos, uma vez que cada ser humano possui um perfil microbiano unico e
relativamente estavel em determinadas regides corporais (Metcalf et al., 2016).

Portanto, as tecnologias de sequenciamento de DNA representam uma
ferramenta poderosa e indispensavel na microbiologia moderna e forense,
possibilitando a compreensao mais profunda da diversidade, fungao e sucessao
temporal dos microrganismos associados ao corpo humano vivo e em

decomposicéao (Gilbert et al., 2014).

1.4.2. Analise de dados e bioinformatica

A analise dos dados gerados pelas técnicas de sequenciamento de DNA
em estudos do microbioma requer o uso de ferramentas de bioinformatica
altamente especializadas (Samuel et al., 2007).

Essas ferramentas permitem o processamento, a filiragem de qualidade,
a classificagdo taxondbmica, a analise funcional e a visualizagdo das
comunidades microbianas presentes em uma amostra. Devido a grande
quantidade de dados gerados por abordagens como o sequenciamento do gene
16S rRNA e o metagendmico shotgun, a bioinformatica tornou-se um
componente indispensavel da microbiologia moderna, incluindo suas aplicagdes
forenses (Samuel et al., 2007).

Inicialmente, o pipeline bioinformatico envolve etapas de pré-
processamento, como a filtragem de leituras de baixa qualidade, remocao de
adaptadores e eliminagdo de contaminantes. Softwares como FastQC e
Trimmomatic sdo amplamente utilizados nessa fase para avaliar e refinar a
qualidade dos dados brutos (Bolger et al., 2014).

Na analise de sequéncias 16S rRNA, ferramentas como QIIME 2

(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) e Mothur s&o amplamente
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empregadas para agrupar sequéncias em unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) ou amplicon sequence variants (ASVs), realizar alinhamentos e
classificar os microrganismos com base em bancos de dados como SILVA,
Greengenes ou RDP (Bolyen et al., 2019; Schloss et al., 2009).

Esses softwares também oferecem funcionalidades para a analise de
alfa e beta diversidade, permitindo avaliar a riqueza, equitabilidade e
dissimilaridade das comunidades microbianas entre diferentes amostras ou
condicdes (Bolyen et al., 2019).

Para dados metagenémicos do tipo shotgun, ferramentas como
Kraken2, MetaPhlAn, MEGAN e HUMANN sao comumente utilizadas (Wood et
al., 2019; Beghini et al., 2021).

O Kraken2, por exemplo, realiza uma classificagdo taxonémica
ultrarrapida baseada em k-mers, enquanto o MetaPhlAn permite a identificacao
de microrganismos com base em marcadores especificos, oferecendo
resultados de alta resolugéo e baixo ruido de fundo (Wood et al., 2019). Ja o
HUMANN (The HMP Unified Metabolic Analysis Network) permite a inferéncia de
fungdes metabdlicas a partir dos dados metagendmicos, proporcionando insights
sobre a capacidade funcional do microbioma (Beghini et al., 2021).

Além da taxonomia e fungao, as ferramentas de bioinformatica também
sdo fundamentais para a visualizacdo e interpretagdo dos dados. Softwares
como R (com os pacotes phyloseq, vegan, microbiome, ggplot2) e Python (com
Biopython, pandas, seaborn) permitem a criacdo de graficos, mapas de calor,
analises de ordenacao (como PCA, PCoA e NMDS) e redes de coocorréncia
microbiana (Carter et al., 2007).

Essas analises sdo essenciais para interpretar padrées ecoldgicos
complexos e relagdes entre microrganismos e varidveis ambientais ou
temporais, como os estagios da decomposicao cadavérica (Carter et al., 2007).

Na analise do necrobioma, a aplicacdo de métodos estatisticos é
essencial para correlacionar a composicdo e a dinamica das comunidades
microbianas com o tempo decorrido desde a morte (intervalo post-mortem - IPM).
Esses métodos possibilitam ndo apenas a descri¢ao da diversidade microbiana,
mas também a modelagem preditiva e a identificacdo de marcadores temporais

uteis em contextos forenses (Pechal et al., 2014).
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Com o avango das técnicas de sequenciamento de alto rendimento,
tornou-se possivel gerar grandes volumes de dados que demandam métodos
estatisticos mais robustos para garantir analises confiaveis, interpretacédo
adequada e validacdo dos resultados. Essas ferramentas sdo essenciais para
lidar com a natureza composicional, alta dimensionalidade e abundancia de
zeros tipicas dos dados de microbioma obtidos por NGS, exigindo modelos
especificos para esse tipo de estrutura (Zhou et al., 2022).

Inicialmente, sao utilizadas medidas de diversidade alfa e beta para
descrever a composigao e a variagdo das comunidades microbianas ao longo do
tempo. A diversidade alfa, que reflete a diversidade dentro de uma unica
amostra, é geralmente avaliada por indices como o de Shannon, Simpson ou
Observed OTUs (Metcalf et al., 2016).

A diversidade beta, por sua vez, mede a dissimilaridade entre
comunidades microbianas de diferentes amostras ou tempos post-mortem e
pode ser calculada por métricas como Bray-Curtis, UniFrac (ponderado ou nao
ponderado) e Jaccard. Essas métricas sao frequentemente representadas
graficamente por meio de técnicas de ordenacédo multivariada, como Analise de
Componentes Principais (PCA), Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) ou
Analise de Escalonamento Multidimensional (NMDS), permitindo visualizar
agrupamentos de amostras conforme seu estagio de decomposicao (Metcalf et
al., 2016).

Para avaliar a correlagcéo entre a composicao microbiana e o tempo de
morte, sao utilizadas analises de regressao, como regressao linear multipla,
modelos lineares generalizados (GLMs) ou modelos lineares mistos (LMMs).
Esses modelos consideram a abundancia relativa de taxons especificos ou
conjuntos de microrganismos como variaveis independentes e o tempo post-
mortem como variavel dependente (Javan et al., 2016).

Estudos recentes tém empregado também técnicas de aprendizado de
maquina, como random forest, regressao por vetores de suporte (SVR) e redes
neurais, que permitem identificar padrées complexos e néo lineares entre os
dados microbianos e o IPM, com alto poder preditivo (Javan et al., 2016).

Outra abordagem estatistica bastante utilizada € a analise de variancia
permutacional (PERMANOVA), que permite testar se as diferencas observadas

na composi¢cao microbiana entre diferentes grupos (por exemplo, tempos de
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morte ou locais anatdmicos) sao estatisticamente significativas (Quince et al.,
2017).

A analise de correspondéncia candnica (CCA) ou redundancy analysis
(RDA) também pode ser aplicada para explorar a influéncia de variaveis
ambientais ou temporais sobre a estrutura microbiana (Quince et al., 2017).

Além disso, técnicas como analise de agrupamento hierarquico e
heatmaps ajudam a identificar microrganismos cuja presenga ou abundancia
varia sistematicamente ao longo do tempo post-mortem, sugerindo seu potencial
como bioindicadores temporais. Esses dados podem ser validados por meio de
testes estatisticos como o teste de Kruskal-Wallis, teste de Mann-Whitney ou
ANOVA, dependendo da distribuicdo dos dados (Quince et al., 2017).

A combinacdo dessas abordagens permite construir modelos
matematicos e algoritmos preditivos capazes de estimar o IPM com maior
precisdo do que métodos tradicionais baseados apenas em observacgoes fisicas
do cadaver. Assim, os métodos estatisticos representam uma ferramenta
indispensavel para transformar dados genémicos em informagdes uteis na

investigacao forense (Carter et al., 2007).

1.4.3. Desafios e limitagdes das metodologias

A analise do necrobioma, embora represente uma fronteira inovadora e
de alto potencial na ciéncia forense, depara-se com desafios técnicos
substanciais e limitagdes metodoldgicas que influenciam diretamente a robustez
e a padronizagao dos resultados. (Javan et al., 2016).

Tais obstaculos permeiam todo o fluxo de trabalho, desde as etapas
iniciais de coleta de amostras em campo até a complexa interpretacao dos dados
gerados por sequenciamento de alto desempenho e bioinformatica, exigindo
extrema prudéncia na translagdo desses achados académicos para aplicagdes
periciais praticas, como a estimativa do intervalo post-mortem (IPM) ou a
geolocalizacédo de cadaveres (Deel et al., 2021).

Um dos entraves primordiais diz respeito a falta de consenso na
padronizacgao da coleta de amostras. Variaveis cruciais, como a escolha do sitio
anatémico especifico, o tempo exato decorrido até a amostragem, a técnica

empregada (uso de swabs superficiais versus bidpsias teciduais profundas) e as



25

condigbes microambientais no momento da coleta, afetam drasticamente a
recuperacao e a representatividade da comunidade microbiana (Kaszubinski et
al., 2020).

Pequenas oscilagdes nesses procedimentos podem introduzir vieses
analiticos significativos, dificultando a reprodutibilidade entre diferentes estudos.
Adicionalmente, o risco de contaminagado cruzada seja pelo microbioma dos
préprios peritos ou pelo ambiente ndo relacionado ao crime permanece uma
preocupacao critica que pode distorcer os perfis finais (Robinson et al., 2021).

Outro gargalo metodolégico importante encontra-se na etapa de
extracdo de acidos nucleicos a partir de matrizes cadavéricas, que
frequentemente sofrem com degradacdo severa devido aos processos
estocasticos de autdlise e putrefacdo. Essa degradagao impacta o rendimento e
a integridade do DNA e RNA, comprometendo a eficiéncia da construgéo de
bibliotecas de sequenciamento e a detecgdo de microrganismos de baixa
abundancia que poderiam atuar como marcadores temporais precisos (Dash;
Das., 2023).

As tecnologias de sequenciamento vigentes, apesar de revolucionarias,
também impdem limitacdes técnicas. O sequenciamento de amplicons (como o
gene 16S rRNA), por exemplo, embora custo-efetivo, restringe a analise a
bactérias e arqueias, negligenciando a micobiota e o viroma, além de oferecer
resolucdo taxondmica muitas vezes limitada apenas ao nivel de género (Wang
et al., 2022). Em contrapartida, a metagendmica shotgun, embora oferega uma
visdo funcional holistica, esbarra em custos elevados, na complexidade
computacional para processar volumes massivos de dados e na dificuldade
técnica de distinguir o DNA microbiano em meio a vasta quantidade de DNA do
hospedeiro humano (Wang et al., 2022).

No ambito da analise de dados, os bancos de referéncia taxondbmica
ainda carecem de completude, especialmente para microrganismos edaficos e
decompositores nao cultivaveis, o que pode resultar em classificagdes
incorretas. A bioinformatica depende de pipelines complexos e variados,
dificultando a comparacgao direta entre pesquisas (Deel et al., 2021). Ademais,
modelos promissores de inteligéncia artificial para predigdo do IPM muitas vezes
ainda nao foram validados externamente em cenarios de campo variados,

limitando sua generalizagao pratica (Wang et al., 2022).
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A influéncia de variaveis ambientais e bioldgicas constitui outro desafio
de magnitude consideravel. Fatores abi6ticos como temperatura, umidade, pH
do solo e sazonalidade moldam a sucess&do microbiana de maneira
determinante, impedindo a aplicagéo simplista de um modelo universal (Noll et
al., 2023). Simultaneamente, a variabilidade interindividual do microbioma ante-
mortem influenciada por dieta, farmacos e comorbidades acrescenta uma
camada de complexidade que pode alterar a trajetéria da decomposi¢ao
(Speruda et al., 2022). Finalmente, ha uma lacuna na literatura quanto a estudos
longitudinais controlados que integrem dados entomolégicos e quimicos em
larga escala (Dash; Das., 2023).

A auséncia de normas internacionais consolidadas e a escassez de
validagdo empirica robusta restringem o reconhecimento do necrobioma como
evidéncia juridica admissivel (Kaszubinski et al., 2020). A padronizagdo e a
validagao das técnicas sdo etapas cruciais para garantir a reprodutibilidade e a
admissibilidade dos dados em tribunais. A falta de protocolos uniformes (SOPs)
compromete a comparabilidade entre estudos e dificulta a criagdo de bancos de
dados consistentes, limitando a aplicagao pratica dos achados em investigagdes
criminais reais (Robinson et al., 2021).

A padronizagao exige a definicdo de métodos consistentes para todas
as etapas, desde a cadeia de custddia da amostra até a analise estatistica
(Kaszubinski et al., 2020). Por exemplo, a escolha do local de coleta e o controle
das variaveis ambientais influenciam diretamente a composi¢ao detectada.
Portanto, é essencial estabelecer protocolos rigorosos para reduzir a
variabilidade interexperimental e assegurar a precisao forense (Deel et al.,
2021).

Além disso, a validagao das técnicas é indispensavel para assegurar
sensibilidade e especificidade. Métodos de sequenciamento e algoritmos
preditivos baseados em machine learning precisam ser testados exaustivamente
em diferentes contextos e populacbes antes de serem aceitos como prova
cientifica (Wang et al., 2022). Isso demanda esforcos colaborativos para a
realizagcao de estudos multicéntricos e a validagdo cruzada dos dados gerados
(Wang et al., 2022).

A criacao de bancos de dados de referéncia microbiana que considerem

variagcbes geograficas e sazonais também depende dessa padronizagéo
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metodoldgica. Sem isso, os perfis microbianos ndo podem ser comparados
adequadamente em escala global, limitando o valor preditivo dos modelos
estatisticos atuais. A auséncia de padronizacdo pode levar a conclusdes
errbneas se modelos locais forem aplicados fora de seu contexto geografico (Noll
et al., 2023).

Outra dimenséo vital € a aceitagao legal. Para que o necrobioma seja
admitido em processos judiciais, € imperativo demonstrar que os métodos séo
cientificamente validos e amplamente aceitos, cumprindo critérios rigorosos
como o padrao Daubert. Isso sé é possivel com protocolos padronizados,
publicacbes em revistas revisadas por pares e reprodutibilidade documentada
(Robinson et al., 2021). Em resumo, a harmonizacao metodoldgica e a validagao
rigorosa s&o pré-requisitos para que a tanatomicrobiologia transcenda a
pesquisa académica e se estabeleca como ferramenta pericial indispensavel
(Speruda et al., 2022).
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2 ARTIGO

NECROBIOMA: A APLICAGAO DA MICROBIOLOGIA FORENSE

BENTO, L.E.R.F."
DUARTE, A.S.2

RESUMO

A estimativa do intervalo pés-morte (IPM) € um desafio na ciéncia forense, cujos
meétodos classicos possuem limitagdes temporais. A tanatomicrobiologia, que
estuda a sucessao previsivel de microrganismos (necrobioma) apos a morte,
emerge como uma promissora ferramenta investigativa. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma revisdo de literatura sobre o estado da arte da
tanatomicrobiologia, descrevendo as alteragdes microbianas na decomposigao,
as metodologias de analise e discutindo seu potencial e desafios. A metodologia
consistiu em uma revisdo narrativa com base em artigos cientificos. Os
resultados demonstram um padrdo sucessional previsivel, com a translocacao
de bactérias endégenas anaerodbicas, como Clostridium, na fase de inchaco, e a
posterior dominancia de microrganismos do ambiente na decomposigao ativa. A
analise € majoritariamente realizada por Sequenciamento de Nova Geracéao
(NGS) do gene 16S rRNA, com modelos de machine learning sendo aplicados
para criar "relégios microbianos". Conclui-se que a tanatomicrobiologia possui
grande potencial para a pratica forense, mas sua implementacgéo rotineira ainda
€ limitada pela influéncia de variaveis ambientais e pela falta de protocolos
padronizados, demandando mais pesquisas para sua validagao.

Palavras-chave: Microbiologia Forense. Tanatomicrobioma, Intervalo Pos-
Morte. Sucessao Microbiana. Pericia Criminal.

ABSTRACT

Estimating the postmortem interval (PMI) is a challenge in forensic science,
whose classical methods have temporal limitations. Thanatomicrobiology, which
studies the predictable succession of microorganisms (necrobiome) after death,
is emerging as a promising investigative tool. The objective of this work was to
conduct a literature review on the state of the art in thanatomicrobiology,
describing microbial changes during decomposition, analytical methodologies,
and discussing their potential and challenges. The methodology consisted of a
narrative review based on scientific articles. The results demonstrate a
predictable successional pattern, with the translocation of endogenous anaerobic
bacteria, such as Clostridium, during the bloating phase, and the subsequent
dominance of environmental microorganisms during active decompositio
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performed by Next-Generation Sequencing (NGS) of the 16S rRNA gene, with
machine learning models being applied to create "microbial clocks." It is
concluded that thanatomicrobiology has great potential for forensic practice, but
its routine implementation is still limited by the influence of environmental
variables and the lack of standardized protocols, requiring further research for its
validation.

Keywords: Forensic Microbiology. Thanatomicrobiome, Postmortem Interval.
Microbial Succession. Criminal Expertise.

INTRODUGAO

A estimativa precisa do Intervalo Pés-Morte (IPM) € um dos pilares mais
desafiadores da ciéncia forense, fornecendo informagdes cruciais para a
reconstrugdo de eventos em uma investigacdo criminal (Madea, 2016). Os
métodos tanatoldgicos classicos, como a analise do algor, livor e rigor mortis,
embora fundamentais, possuem uma janela de utilidade restrita, perdendo
precisao significativamente apos as primeiras 48 a 72 horas (Strete, et al., 2025).
Diante dessa limitagdo, a busca por novos biomarcadores que oferecam um
"relégio biolégico" mais duradouro e preciso tornou-se uma prioridade na
pesquisa forense (Deel et al., 2021).

As comunidades de microrganismos associadas a decomposi¢cao
cadavérica, coletivamente conhecidas como necrobioma, emergiram como uma
ferramenta de investigagao de grande potencial. O principio fundamental por tras
dessa abordagem é que, apds a morte do hospedeiro e a cessagdo da
homeostase, as comunidades microbianas sofrem uma sucessao ecoldgica
padronizada e temporalmente previsivel. Estudos pioneiros demonstraram que
a composicao e a abundancia relativa de bactérias e fungos mudam de maneira
consistente ao longo das diferentes fases da decomposicdo, refletindo a
disponibilidade de nutrientes e as alteragdes fisico-quimicas do cadaver (Metcalf
et al., 2016; Javan et al., 2016).

Esta sucessdo microbiana é a base da tanatomicrobiologia, uma
subdisciplina da microbiologia forense focada em utilizar o necrobioma para fins
periciais. A analise se concentra tanto nos microrganismos endoégenos, que se
translocam a partir do trato gastrointestinal para outros &rgéos

(thanatomicrobiome), quanto nos microrganismos exdgenos, provenientes do
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ambiente circundante, como o solo (epinecrotic microbiome) (Hyde et al., 2013;
Cobaugh et al., 2015).

A analise integrada dessas comunidades oferece uma linha do tempo
biolégica que pode complementar ou até mesmo superar outras técnicas em
cenarios forenses complexos, como em corpos em avancado estado de
decomposicao ou submersos (Finley et al., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
revisdo narrativa sobre a tanatomicrobiologia. A pesquisa buscou descrever as
principais alteragdes nas comunidades microbianas ao longo das fases de
decomposigao, apresentar as metodologias mais utilizadas para a analise do
necrobioma e discutir o potencial de aplicagao forense desta area, bem como os
desafios atuais e as perspectivas futuras para sua consolidagdo como

ferramenta de estimativa do intervalo post-mortem.

METODOLOGIA

A pesquisa se desenvolveu por meio de levantamento bibliografico do
tipo revisdo narrativa, com base em artigos cientificos originais publicados nas
bases de dados PubMed e Google Académico. Os critérios de busca incluiram
os descritores em inglés combinados com o operador booleano AND da seguinte
forma: "thanatomicrobiome" AND "necrobiome" AND "forensic microbiology"
AND "postmortem interval". A analise buscou sintetizar os achados sobre a
sucessao microbiana pds-morte e as técnicas laboratoriais empregadas no
periodo compreendido entre janeiro de 2015 a junho de 2025.

Foram incluidos artigos originais na lingua inglesa e portuguesa, na
forma de estudos pré-clinicos (em modelos animais) e clinicos (em humanos),
que descreveram as principais alteracbes nas comunidades microbianas ao
longo das fases de decomposi¢cédo e apresentaram as metodologias utilizadas
para a analise do necrobioma como ferramenta de estimativa do intervalo post-
mortem.

Foram excluidos trabalhos duplicados, artigos de revisdo, resumos de
anais, estudos incompletos ou sem acesso gratuito, além de teses, monografias

e artigos que nao apresentavam dados completos para os objetivos propostos.
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Na busca primaria foram selecionados um total de 102 trabalhados e
apos a leitura do titulo, leitura do resumo e aplicagdo dos critérios inclusao e
exclusao, 10 trabalhos foram selecionados. Em seguida, os artigos foram
analisados e suas informagdes foram organizadas em uma tabela de sintese
para permitir a comparagao dos objetivos e principais resultados de cada estudo.
O processo de selegao final resultou em 4 estudos pré-clinicos e 6 estudos

clinicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos estudos originais selecionados confirma que o necrobioma
nao €& aleatorio, mas segue uma sucessao ecoldgica mensuravel. A analise
conjunta dos estudos apresentados permite construir uma narrativa coesa desse
fendmeno, desde a fase fresca até a esqueletizacao, destacando a transigao do
dominio de microrganismos enddgenos para 0s exogenos.

O avango da tanatomicrobiologia € intrinsecamente ligado ao
desenvolvimento de ferramentas de sequenciamento e analise de dados, sendo
um campo onde a microbiologia de alto rendimento (high-throughput) e a
inteligéncia artificial (IA) convergem.

O quadro 1 ilustra de forma clara os microrganismos que foram
encontrados a cada fase de decomposicdo, o modelo experimental, tipo de
amostra, metodologia aplicada para analise, fase associada e os principais

achados.

Quadro 1: Microrganismos associados a cada fase de decomposi¢ao

Referéncia Modelo Tipo de Amostra/ Fase Associada e Principais
(Autor, Ano) | Experimental | Ambiente/ Achados

Metodologia
Martinez Modelo murino | Intestino/ Fase fresca (0-12h): aumento de
Aragonés et Sequenciamento bactérias aerdbicas que consomem
al. (2022) 16S rRNA 0 oxigénio residual.
Zhang et al. | Animal (Ratos) | Ceco e reto/ Fase fresca (0-48h): comunidade
(2019) Sequenciamento intestinal permanece estavel,

16S rRNA refletindo o estado ante-mortem.
DeBruyn; Cadaver Intestino/ FasefFresca: estrutura comunitaria
Hauther humano Sequenciamento semelhante a in vivo, com alta
(2017) 16S rRNA abundancia de Firmicutes e

Bacteroidetes.
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Adserias- Humano Cavidade oral/ Fase inicial ailnchago: microbiota
Garriga et al. | (Doadores) Sequenciamento nativa (Streptococcus) é
(2017) NGS substituida por bactérias de
decomposicao
(Clostridium, Proteus).
Tozzo et al. Humano (22 Swabs (nariz, boca, Fase fresca a inchago: regiao
(2020) autdpsias) olhos, reto) /]gQPCR e | retal mostra a sucessao mais
16S rRNA consistente; proliferacao de
Gammaproteobacteria.
Cobaugh et Cadaver Solo sob o corpo/ Decomposicao ativa: aumento de
al. (2015) humano Sequenciamento Proteobacteria e Firmicutes no solo
16S rRNA (ilha de decomposicdo).
Finley et al. Cadaver Tecido intestinal e Decomposicao ativa: interacéo
(2015) humano solo/ entre micrébios do intestino
Sequenciamento (Clostridiaceae, Enterobacteriacea
Shotgun e) e do solo.
Metagenémico
Noll et al. Humano (CDI) | Solo tropical sob o Decomposicao atival/
(2023) corpo/ avangada: dominancia
Metagendmica de Actinobacteria e Proteobacteria;
forte influéncia do clima tropical.
Procopio et Animal Ossos (Fibula)/ Fase esquelética: persisténcia de
al. (2019) (Suinos) Sequenciamento géneros como Pseudomonas e
Massivo Clostridium meses apds a morte.
(Metabarcoding)
Belk et al. Animal Pele e solo/ Machine | Varias fases: uso de algoritmos
(2018) (Suinos) e Learning para correlacionar o padrao
Humano de Firmicutes e Bacteroidetes com
o IPM.

Fonte: elaborado pelos autores (2025).

Sucessao microbiana durante o processo de decomposi¢ao cadavérica

As primeiras horas apos a morte sdo marcadas por uma relativa

estabilidade do microbioma intestinal, que ainda reflete o estado do individuo em

vida. Estudos em cadaveres humanos demonstram que, nesse estagio, a

comunidade intestinal mantém uma estrutura semelhante a in vivo, com alta

abundancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes (DeBruyn; Hauther, 2017). Esse

periodo de laténcia é corroborado por pesquisas em modelos animais; Zhang et

al. (2019) estabeleceram que a comunidade bacteriana do ceco de ratos

permanece estavel por até 48 horas.

Contudo, o evento disparador da sucessao ja ocorre nesse periodo: com

a cessagao da circulacdo, o oxigénio residual nos tecidos € rapidamente

consumido, um processo evidenciado por Martinez Aragonés et al. (2022), que
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observaram um aumento de bactérias aerdbicas nas primeiras 12 horas em um
modelo murino. Esta andxia iminente prepara o terreno para a proxima fase.

Com a deplecao do oxigénio, ocorre uma mudanca drastica no dominio.
Anaerdbios facultativos e estritos, que ja residiam no corpo, iniciam uma
proliferacdo massiva. Esse fenbmeno é claramente observado por Adserias-
Garriga et al. (2017) na cavidade oral, onde a microbiota nativa e aerdbica
(como Streptococcus) € progressivamente substituida por bactérias de
decomposicdo, como Clostridium e Proteus. Este processo ndo se limita a
boca. Tozzo et al. (2020) demonstraram, analisando multiplas partes do corpo,
que a regiao retal apresenta a sucessao mais consistente para a estimativa de
IPM, com uma forte correlagdo entre o tempo de morte e a proliferacdo de
Gammaproteobacteria e o declinio de Firmicutes. A proliferagdo desses
microrganismos e sua atividade metabdlica sdo responsaveis pela produgéao de
gases e pelo inicio da putrefagao.

A medida que a integridade fisica do corpo é comprometida, a barreira
entre o ambiente interno e externo se desfaz, e a sucessdo microbiana passa a
ser dominada por microrganismos exdgenos, principalmente do solo. Os
trabalhos de Cobaugh et al. (2015) e Finley et al. (2015) sdo fundamentais para
entender essa fase.

Cobaugh e colaboradores (2015), descrevem a formagao da "ilha de
decomposi¢éo cadavérica" (CDI), uma area no solo sob o corpo que se torna um
"hotspot" de atividade microbiana, com um aumento drastico de filos do solo
como Proteobacteria. Complementarmente, Finley et al. (2015), detalham a
interacdo direta entre os microrganismos intestinais em vazamento, como
Clostridiaceae e Enterobacteriaceae, e a comunidade do solo.

A importancia do ambiente fica ainda mais evidente no estudo de Noll et
al. (2023), que, ao analisar a decomposi¢cao em solos tropicais, demonstrou que
as condi¢des climaticas locais influenciam fortemente a dinamica, favorecendo
Actinobacteria e Proteobacteria. Isso ressalta que, embora o processo de
sucessao seja universal, o0s protagonistas microbianos podem variar
regionalmente.

A tanatomicrobiologia ndo se encerra com a decomposi¢ao dos tecidos
moles. Procopio et al. (2019) trouxeram uma contribuicdo fundamental ao

mostrar que, mesmo na fase de esqueletizagcdo, os ossos abrigam uma
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comunidade microbiana distinta e persistente. Géneros como Pseudomonas e
Clostridium foram detectados em ossos meses apds a morte, sugerindo que o
“reldgio microbiano” pode continuar a funcionar por periodos muito mais longos
do que se pensava.

Finalmente, todo esse conhecimento biolégico complexo precisa ser
traduzido em uma ferramenta forense aplicavel. O estudo de Belk et al.
(2018) representa essa ponte, ao demonstrar que algoritmos de machine
learning podem analisar a composicdo microbiana de multiplas fases
simultaneamente para prever o IPM com alta acuracia, consolidando o potencial

pratico de todos os achados biologicos descritos.

Principais metodologias para analise do necrobioma

O potencial de aplicagao forense reside na capacidade de transformar
dados complexos de sequenciamento em estimativas de tempo precisas.
Estudos como o de Belk et al. (2018) demonstraram a eficacia do algoritmo
Random Forest (um tipo de Machine Learning) para correlacionar o perfil
microbiano com o IPM.

A combinagédo de dados de multiplos sitios anatdmicos, como testado
por Tozzo et al., 2020, com modelos de IA é a abordagem mais promissora para
reduzir a margem de erro. Os resultados, quando aplicados a modelos robustos,
frequentemente superam os métodos tafondmicos tradicionais apds as primeiras
72 horas post-mortem.

O avancgo da tanatomicrobiologia esta intrinsecamente ligado a evolugao
das tecnologias moleculares, que superaram as limitagdes dos meétodos de
cultivo tradicionais (Kumari; Yadav, 2023). A abordagem predominante na
literatura para caracterizar o tanatomicrobioma é o Sequenciamento de Nova
Geragao (NGS), focado no gene marcador 16S rRNA para bactérias (Fu et al.,
2018).

Essa técnica permite a identificagcdo taxonémica de centenas de
milhares de sequéncias de DNA bacteriano diretamente da amostra (ex: swab
de pele, tecido de érgéo, amostra de solo), revelando "quem esta 1a" e em qual

abundéancia relativa. Praticamente todos os estudos de sucessido microbiana,
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desde os pioneiros de Hyde et al. (2013; 2015) até os mais recentes de Noll et
al. (2023), utilizam esta metodologia como base.

Para uma analise mais aprofundada, a metagendmica (shotgun
metagenomics) tem sido aplicada para sequenciar todo o DNA presente na
amostra. Essa abordagem ndo apenas melhora a resolugéo taxonémica, mas
também revela o potencial funcional da comunidade, ou seja, "o que eles podem
fazer", ao identificar genes envolvidos em vias metabdlicas de decomposicéo
(Finley et al., 2015; Fu et al., 2018).

A metodologia padrao para a caracterizagdo do necrobioma tem sido o
sequenciamento do gene 16S rRNA, que permite a identificagdo taxonémica
(DeBruyn; Hauther, 2017; Cobaugh et al., 2015; Zhang et al., 2019; Martinez
Aragonés et al.,2022).

Contudo, estudos incorporaram o gPCR (Quantitative Polymerase Chain
Reaction) para quantificar biomarcadores especificos (Tozzo et al., 2020) e a
Metagenbémica Shotgun (Finley et al., 2015; Noll et al., 2023) para obter
informacdes funcionais, além da taxonomia.

A grande quantidade de dados gerada por essas técnicas exige analises
bioinformaticas e estatisticas robustas. Nesse sentido, modelos de aprendizado
de maquina (machine learning), como o Random Forest Regression, tém se
mostrado altamente eficazes para correlacionar a composi¢gdo do microbioma
com o IPM e criar os chamados "relégios microbianos" preditivos. Estudos
demonstraram que esses modelos podem estimar o IPM com um alto grau de
acuracia, superando em muito a simples observagao de taxons isolados (Belk et
al., 2018; Wang et al., 2022).

Potencial de aplicagao, desafios e perspectivas da Tanatomicrobiologia
Forense

O corpo de evidéncias acumulado sugere um vasto potencial de
aplicagdo da tanatomicrobiologia como ferramenta forense. Sua principal
vantagem reside na onipresenga dos microrganismos. O estudo da sucesséao
microbiana é particularmente promissor em cenarios forenses complexos, como

em corpos submersos, enterrados ou em ambientes fechados, onde a atividade
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de indicadores classicos, como os insetos, é limitada ou ausente (Deel et al.,
2021; Kumari; Yadav, 2023).

No entanto, a transicdo da pesquisa para a aplicagao rotineira em
tribunais enfrenta desafios atuais significativos, consistentemente apontados na
literatura. O principal deles € a influéncia de variaveis externas e internas.
Fatores ambientais como temperatura, umidade e tipo de solo podem alterar
drasticamente a velocidade e o padrdo da sucessdo microbiana, exigindo a
criacdo de bancos de dados que sejam geograficamente e climaticamente
especificos (Noll et al., 2023).

Da mesma forma, fatores intrinsecos ao individuo, como a causa da
morte, 0 microbioma original e o0 uso de antibiéticos perimortem, podem introduzir
variagdes que confundem os modelos preditivos (DeBruyn; Hauther, 2017).
Adicionalmente, a area ainda carece de protocolos padronizados para coleta,
armazenamento e analise bioinformatica das amostras, dificultando a
reprodutibilidade e a comparagéao entre diferentes estudos (Wang et al., 2022).

As perspectivas futuras da tanatomicrobiologia sédo direcionadas a
superar esses desafios. H4 um chamado claro na comunidade cientifica para a
realizacéo de estudos de validagdo em larga escala, com um maior numero de
cadaveres humanos em diferentes condi¢des (Fu et al., 2018).

A integracdo de dados "multi-Gmicos", combinando metagendémica
(DNA) com metatranscritbmica (RNA ativo) e metaboldmica (produtos
metabdlicos), promete fornecer uma visdo muito mais funcional e precisa do
processo de decomposicdo (Javan et al., 2016). Por fim, o continuo
aprimoramento de modelos de inteligéncia artificial sera fundamental para
integrar todas essas variaveis complexas e desenvolver um "rel6gio microbiano”

vigoroso e confiavel para a pratica forense (Wang et al., 2022).

CONLUSAO

A aplicagdo da microbiologia forense, particularmente por meio do
estudo do necrobioma, configura-se como uma area em franco desenvolvimento
e de notavel potencial para a ciéncia forense. Apesar desse promissor horizonte,
a disciplina enfrenta desafios significativos, como a falta de padronizacéo

metodoldgica, a influéncia de variaveis ambientais e a consideravel variabilidade
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interindividual, os quais ainda limitam sua aplicacao rotineira e reconhecimento
juridico.

Superar essas limitacdes depende diretamente de investimentos em
pesquisa, da validagao de protocolos em larga escala e da criagdo de bancos de
dados robustos e geograficamente representativos. Uma vez aprofundados tais
aspectos, a microbiologia forense podera se consolidar como uma ferramenta
complementar de alta precisado, oferecendo insights cruciais para a elucidacao
de crimes e a reconstituicdo de eventos perimortem, contribuindo assim de forma

definitiva para a justica e o avango da pericia criminal.
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