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RESUMO

A estimativa do intervalo post mortem (IPM) é um desafio, principalmente quando o intervalo
entre o exame do cadaver e o 0bito excede semanas a meses. A hipotese desse estudo € que a
analise de tecidos resistentes a decomposicdo post mortem, como a cartilagem, possa auxiliar
na estimativa do IPM tardio. O objetivo foi avaliar e comparar as alteragdes macro e
microscopicas da cartilagem auricular de coelhos, bovinos e suinos, apds exumagdo, em
diferentes IPM. Foram utilizados oito pares de orelhas/espécie. Das orelhas de cada coelho,
foram obtidas oito amostras correspondentes aos [IPM 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 150 dias. Das
orelhas de bovino e suino, foram obtidas 12 amostras correspondentes aos IPM 0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 e 150 dias. As amostras foram enterradas em covas que somente
foram abertas em cada IPM, com excec¢do da cova dos 150 dias que foi aberta periodicamente
para acompanhar a decomposic¢ao total da amostra. O solo argilo-arenoso apresentou média de
temperatura, umidade, e pH de 23,5°C, 54,9% e 7,0, respectivamente. Os valores médios da
temperatura ¢ da umidade do ar foram de 23,2°C e 52,3%, respectivamente. As médias da
perda de pelagem foram significativamente maiores nas amostras de coelhos no 5° dia e
estatisticamente semelhante as amostras de suinos aos 30 dias. Aos 60 dias, as médias da
perda de pelagem foram semelhantes entre bovinos e suinos. A perda de peso das amostras
das orelhas de coelho sempre foi maior em comparagdo as médias das orelhas de bovinos e
suinos. Aos 60 dias, as médias da perda de peso das amostras de bovinos e suinos foram
estatisticamente semelhantes. A perda da area das amostras das trés espécies foi
estatisticamente semelhante na maioria dos IPM. Aos 150 dias, todas as amostras de bovino
haviam se decomposto totalmente, ao contrario das amostras de suinos e coelhos. A analise
microscopica, com relagdo a afinidade tintorial da cartilagem e a perda de nucleos dos
condroécitos e da arquitetura tecidual, demonstrou o agravamento das alteracdes post mortem
ao longo dos IPM, independentemente da espécie animal, embora a porcentagem de amostras
com essas alteragcdes tenha variado entre as espécies dentro de cada IPM. A colonizagdo por
fungos e bactérias foi mais precoce nas amostras de bovinos e suinos, embora tenha também
variado entre espécies em cada IPM. A redugdo significativa da espessura da cartilagem foi
observada ao longo do tempo em todas as espécies. A correlacdo entre o tempo e a perda de
peso da amostra ou a espessura da cartilagem foi elevada, considerando essas varidveis
adequadas para estimar o IPM. Conclui-se que o exame post mortem da cartilagem auricular
pode ser utilizado para estimar o IPM, que ha diferencas entre espécies com relagdo as
alteragdes post mortem macro € microscopicas € que embora a perda de peso das amostras de
coelho seja maior em comparagdo as de bovinos e suinos até os 30 dias, a decomposicao total
das amostras ocorre primeiro em bovinos, seguida pelas amostras de coelhos.

Palavras-chave: Patologia forense, intervalo post mortem, decomposicdo, alteracdes post mortem



ABSTRACT

Estimation of postmortem interval (PMI) is a challenge, especially when the interval between
cadaver examination and death occurs after several weeks to months. The analysis of tissues
more resistant to putrefaction, such as cartilage, can be used in advanced PMI. The aim of this
work was evaluates and compares macroscopic and microscopic changes of the rabbits, cattle
and pigs auricular cartilage, after exhumation in different PMI. Eight pairs of ears/ species
were used. Eight samples were obtained from the ears of each rabbit, corresponding to PMI 0,
5, 10, 15, 20, 25, 30 and 150 days. From the cattle and pig ears, were obtained twelve samples
corresponding to PMI 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 and 150 days. The samples were
buried in graves, being opened only at each PMI, except the 150-day grave, that was
periodically opened to analyze the total sample decomposition. The sandy clay-soil showed
an average temperature, humidity and pH of 23.5° C, 54.9% and 7.0, respectively. The
temperature and humidity air average values were 23.2° C and 52.3%, respectively. The
average of rabbit’s samples hair loss was significantly higher in the five days and statistically
similar to the pig samples at 30 days. At 60 days, the averages of hair loss were similar
between cattle and pig samples. The rabbit ear samples mass loss was always greater in regard
to the average of cattle and pig samples. At 60 days, cattle and pig ear samples mass loss
averages were statistically similar. The loss of sample area was statistically similar in all
species in most PMI. At 150 days, all cattle samples had decomposed completely, unlike
rabbit and pig samples. Microscopic analysis, regarding to cartilage stain, loss of chondrocyte
nuclear material and tissue architecture, showed gradual increase of these postmortem
changes through PMI, regardless of animal species, although the percentage of samples with
these changes have been varied between the three species within each PMI. Fungi and
bacterial colonization were earlier in the cattle and pig samples, although it also has varied
between species within each PMI. Significant thinning of cartilage thickness was observed
over time in all species. Correlation between the time and the sample weight loss or the
cartilage thickness was strong, being these variables adequate for estimation of the PMI. It is
concluded that the auricular cartilage postmortem examination can be used for determining
PMI, that there are differences between species regarding gross and microscopic postmortem
changes, and despite the mass loss of rabbit ear samples is higher compared with cattle and
pig samples until 30 days, the total sample decomposition occurs first in cattle, followed by
rabbit and pig samples.

Key- words: Forensic pathology, postmortem interval, decomposition, postmortem changes.
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Hematoxilina-eosina, Bar=200um.
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INTRODUCAO

Os crimes contra os animais vém sendo cada vez mais reconhecidos pela justica criminal,
concomitantemente com a evolucao das praticas forenses e da patologia animal forense
(Touroo et al., 2018). Como perito, o médico veterinario aplica seus conhecimentos técnico-
cientificos em processos judiciais e extrajudiciais relacionados ao bem-estar animal, maus-
tratos, trafico de animais, avaliagdo de rebanhos, inspe¢ao de produtos de origem animal,

saude publica e meio ambiente, com o objetivo de estabelecer a justica (ABMVL, 2014).

Além de atuar em diversas esferas judiciais referentes aos animais domésticos e de produgao,
o médico veterindrio forense também pode aplicar seus conhecimentos em investigacdes que

envolvam animais silvestres e selvagens (SWFS, 2018; Probst et al., 2020).

Uma pratica rotineira na medicina forense ¢ nas investigacdes criminais ¢ a determinagdo do
intervalo post mortem (IPM). O IPM refere-se ao periodo entre o 6bito e 0 momento em que o
cadaver é encontrado (Brooks, 2016; Brooks e Sutton, 2018). Conhecer ou estimar o IPM,
pode permitir ao perito, limitar o nimero de suspeitos pela inclusdo ou exclusdo de individuos
de um grupo suspeito, estabelecer a veracidade das informacdes obtidas nos depoimentos
(Brooks e Sutton, 2018) e reconstruir as circunstancias em casos de Obito natural ou
homicidios (Young et al., 2013). Apesar do IPM estar entre os principais temas pesquisados
na medicina humana forense (Alibegovi¢, 2014%), muito ainda necessita ser investigado

também na medicina veterinaria forense.

Com o avanco das pesquisas na area, algumas técnicas vém sendo descobertas ou aprimoradas
com o objetivo de melhorar sua aplicabilidade e confiabilidade na estimativa do IPM em
cadaveres humanos (Jaafar e Nokes, 1994; Rogers et al., 2011; Brundagel e Byrd, 2016;
Carrasco et al., 2017; Wilson e Christenses, 2017; Gelderman et al., 2018). Alguns métodos
incluem, por exemplo, a analise macroscopica das alteragdes cadavéricas precoces, ou seja,
que ocorrem logo nas primeiras horas ap6s o Obito como rigor mortis, livor mortis e algor
mortis, dentre outras (Brooks e Sutton, 2018). No entanto, dependendo da espécie e das
condi¢des ambientais as quais o cadaver foi submetido, o mesmo pode ser encontrado em
estado de decomposicdo avangado o que impossibilita determinar o IPM pelas alteragdes

cadavéricas precoces.

Nesses casos, sao empregadas técnicas forenses baseadas em: 1) estudo populacional de

artrépodes albergados nos cadaveres (Simmons et al., 2010; Joseph et al., 2011; Brundagel e
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Byrd, 2016), 2) avaliacdes moleculares e bioquimicas dos tecidos (Bolton et al., 2015; Pittner
et al., 2020% Wilson e Christenses, 2017), 3) ensaios microbioldgicos (Damann et al., 2015;
Hauther et al., 2015), 4) avaliacdo morfologica de diferentes 6rgdos e tecidos mais resistentes
a decomposi¢do, como a cartilagem (Rogers et al., 2011; Alibegovic, 2014?%; Rogers et al.,
2014) e a polpa dentaria (Carrasco et al., 2017) e 5) andlise imunohistoquimica de tecidos

(Ortmann et al., 2017; Lesnikova et al., 2018).

Apesar do numero crescente de pesquisas, a estimativa do IPM continua a ser um grande
desafio para a patologia humana forense, muitas vezes pela baixa aplicabilidade pratica de
alguns ensaios (Henssge e Madea, 2007) e nos casos em que o intervalo entre o exame do

cadaver e o obito passa de algumas semanas a meses (Wilson e Christenses, 2017).

Os estudos das alteracdes macroscopicas e microscopicas de diferentes orgdos e tecidos,
como polpa dentdria (Vavpotic et al., 2009; Carrasco et al., 2017) e olhos (Kawashima et al.,
2014; Cantiirk et al., 2017), t€ém apresentado resultados satisfatorios na estimativa do IPM em
cadaveres humanos e até de animais (Bryant e Boekelheide, 2007; Erlandsson e Munro, 2007,
Rogers et al., 2014). Entretanto, o tecido cartilaginoso tem sido pouco estudado como
parametro para determinagdo do IPM (Rogers et al., 2011; Rogers et al., 2014; Paulis et al.,
2016). Por ser um tecido muito resistente a putrefacdo, a cartilagem merece ser melhor

explorada nos estudos do IPM (Alibegovi¢ et al., 2014°).

A cartilagem ¢ um tecido avascular com grande quantidade de matriz extracelular (MEC) que
¢ sintetizada e mantida pelos condrocitos. Em comparagdo a outros tipos celulares, os
condrécitos sobrevivem sob baixas condi¢des de oxigénio e nutrientes. Essa caracteristica,
aliada a resisténcia dos condrécitos a acidose e hipdxia, bem como, a protecdo contra
bactérias saprofitas, conferida pelas fibras de colageno da MEC, fazem da cartilagem um
tecido promissor para a determinagdo do IPM, principalmente em casos de decomposi¢do
cadavérica avangada. Apos o oObito, a difusdo de nutrientes da MEC, presente em grande
quantidade no tecido cartilaginoso, permite ainda a sobrevivéncia dos condrécitos por longos

periodos, de até dois meses (Alibegovié, 2014°).

Além da cartilagem articular, a cartilagem auricular também tem sido apontada como boa
fonte de tecido para os estudos do IPM, pela facilidade de obtencdo, em caddveres humanos
ou em modelos animais experimentais, € por ser pouco susceptivel aos processos
inflamatorios e degenerativos in vivo, comuns na cartilagem articular. No entanto, hd somente

um estudo que avaliou a decomposicao da cartilagem auricular para estimar o IPM (Paulis et
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al., 2016). Nesta pesquisa, orelhas de coelhos foram enterradas e exumadas a cada cinco dias,
durante o periodo de 30 dias, para avaliagdo da coloragdo, textura e cobertura de tecido mole,

além da avaliagdo microscopica dos nucleos de condrocitos.

A orelha se mostrou um bom modelo experimental para estudar a decomposicao post mortem
da cartilagem (Paulis et al., 2016). No entanto, uma das limitacdes desse estudo ¢ a auséncia
de comparagdo entre as espécies animais que apresentam orelhas com espessuras diferentes de
cartilagem e pericondrio (Chiu et al., 2017), e que, por isso, podem apresentar tempos
diferentes para se decompor apos o 6bito. Além disso, ndo foi realizada, ao longo do periodo
experimental, a avaliacdo das condi¢des ambientais, como umidade e temperatura do solo ¢
do ar, que sdo variaveis que oscilam entre os locais onde os cadaveres sao encontrados e que

interferem no aparecimento ¢ na evolugao das alteracdes post mortem.

No estudo de Chiu et al. (2017), foi realizada uma avaliagdo comparativa entre as
propriedades histoldgicas, bioquimicas e mecanicas entre a cartilagem auricular de humanos,
ratos, coelhos, bovinos e suinos. No entanto, o tecido foi avaliado apenas no tempo zero em
todas as espécies, ndo sendo realizada uma avaliagdo em funcdo do processo de

decomposicao.

Apesar da cartilagem ser um tecido com potencial uso para a avaliacdo do IPM, os resultados
das pesquisas que utilizaram a cartilagem articular ndo devem ser extrapolados para a
cartilagem auricular ou vice-versa, uma vez que elas apresentam arquitetura e composi¢do da
MEC distintas (Nimeskern et al., 2016). Com base na presenca de coldgeno, fibras elésticas e
na morfologia, a cartilagem pode ser classificada como hialina, eléstica ou fibrocartilaginosa
(Alibegovi¢ et al., 2014°). A cartilagem articular é do tipo hialina, composta por agua,

colageno tipo 2 e proteoglicanos.

Os proteoglicanos sdo moléculas grandes formadas por hialuronato e glicosaminoglicanos
sulfatados. No entanto, a cartilagem auricular ¢ do tipo eldstica, que apresenta além dos
glicosaminoglicanos, uma rede de fibras eldsticas que a difere da cartilagem articular. Esses
dois tipos de cartilagem também tém propriedades mecanicas diferentes (Nimeskern et al.,
2016), o que faz acreditar que elas possam diferir em relagdo ao tempo de decomposi¢do post
mortem. Além disso, a cartilagem articular esta envolta por maior quantidade de tecidos
moles, quando comparada a cartilagem auricular, o que supostamente a protege da agdo do
meio ambiente externo. Essa ¢ mais uma razdo pela qual os resultados observados na

decomposi¢cdo de um tipo de cartilagem ndo devem ser extrapolados para outro tipo. Além
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disso, as pesquisas do IPM com base na cartilagem auricular, também devem levar em
considera¢do as diferencas morfoldgicas conhecidas entre as espécies animais e humanas

(Chiu et al., 2017).

A orelha externa ou auricula ¢ formada por pele, pericondrio e cartilagem (Samuelson, 2007).
A composicdo da MEC ¢ muito semelhante entre as cartilagens auriculares de rato, coelho,
suino, bovino ¢ humana. O tecido auricular de todas essas espécies tem uma cartilagem que se
cora fortemente pela safranina-O, com condrocitos situados em lacunas. Em todas as espécies,
o pericondrio ¢ formado por colageno tipo 1 e a MEC da cartilagem ¢ formada por coldgeno
tipo 2 e elastina. Mas, o pericondrio das orelhas de ratos e de coelhos ¢ mais delgado e a
cartilagem apresenta lacunas de condrdcitos maiores com maior quantidade de condrocitos

binucleados, quando comparadas a das demais espécies (Chiu et al., 2017).

A cartilagem auricular do rato, do coelho e de humanos ¢ mais fina em comparagdo a do suino
e a do bovino e as propriedades biomecanicas da orelha de coelho, rato ¢ humanas sao
semelhantes, embora as orelhas de bovinos e suinos sejam mais resistentes. A microestrutura
da orelha humana se assemelha a do suino e do bovino. No entanto, sua quantidade de
glicosaminoglicanos e de coldgeno se assemelha a da orelha do rato e do coelho. As
propriedades mecanicas da cartilagem auricular humana sdo menores do que as do bovino e
suino e maiores que as orelhas do rato e do coelho. Mas, apesar das diferengas entre espécies,
os pesquisadores consideram que a orelha humana apresenta mais semelhancas com a de

coelhos, podendo esta ser utilizada como modelo para estudos humanos (Chiu et al., 2017).

Em medicina humana forense, as carcagas suinas sao frequentemente utilizadas como modelo
de estudo, pelos tramites legais menos complexos para obtencdo de carcacas suinas em
comparag¢do com cadaveres humanos e em decorréncia das semelhangas entre as espécies
suina e humana, como anatomia, cobertura da pele com pélos, microbiota intestinal, massa
corporal e processo de decomposicao (Matuszewski et al., 2019). No entanto, baseando-se nos
resultados obtidos por Chiu et al. (2017), a inclusdo da orelha de coelho, neste estudo, parece
ser mais apropriada, quando se pretende usa-la como modelo para o estudo da estimativa do

IPM na espécie humana, com base nos ensaios da cartilagem auricular.

Além da espécie animal, a progressao da decomposi¢do de um tecido ¢ também influenciada
pelas condicdes ambientais (Werner, 2011). No entanto, essas condi¢des tém sido pouco

exploradas nas pesquisas forenses relacionadas a estimativa do IPM, restringindo-se muitas
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vezes as mensuracdes da temperatura do ar (Erlandsson e Munro, 2007) e na determinac¢ao do

pH e do tipo de solo (Rogers et al. 2011; Rogers et al. 2014; Paulis et al. 2016).

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Em diferentes periodos de exumacdo dos fragmentos das orelhas de coelhos, bovinos e
suinos, ou seja, em conhecidos IPM, avaliar e comparar a perda de peso, de area e de
cobertura de pelos, bem como avaliar e comparar as alteracdes microscopicas da cartilagem
auricular ao longo da decomposicdo, sob as mesmas condi¢cdes de temperatura ¢ umidade do

ar e de temperatura, umidade e pH do solo.

Objetivos especificos

e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas do solo do terreno onde as amostras de
orelhas serdo inumadas, bem como mensurar diariamente durante todo o experimento, a
temperatura e a umidade do ar, a pluviosidade e a temperatura, umidade e ph do solo.

e Pesar e fotografar cada fragmento de orelha de cada espécie animal antes da inumagao e
no momento da exumacao em cada intervalo post mortem (IPM).

e Em diferentes periodos de exumacgdo, ou seja, em conhecidos IPM, até 30 dias para os
fragmentos das orelhas de coelhos e até¢ 60 dias para os fragmentos das orelhas de
bovinos e de suinos, mensurar € comparar estatisticamente a porcentagem de perda de
peso, de area e de pelagem das amostras, levando-se em consideracdo o tamanho e o
peso do mesmo fragmento de orelha antes da inumacao.

e Em cada IPM e para cada espécie animal, avaliar macroscopicamente a perda de
pelagem, a perda de continuidade do tecido e a presenca de fungos e de cera cadavérica
em cada fragmento de orelha e a presenga de artrépodes e/ou anelideos em cada cova, a
fim de determinar a freqiiéncia desses achados em cada IPM e para cada espécie animal.

e Avaliar macroscopicamente as caracteristicas dos fragmentos das orelhas de coelhos,

suinos e bovinos aos 150 dias de exumacao.
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e Em cada IPM e para cada espécie animal, obter secg¢des histologicas seriadas dos
fragmentos de orelhas, capturar as imagens em fotomicroscopio e com auxilio do
software Image]J 1.52, realizar a mensuragdo da espessura média da cartilagem auricular

de cada espécie, comparando-as estatisticamente entre os diferentes IPM.

e Em cada IPM e para cada espécie animal, avaliar microscopicamente a cartilagem
auricular de cada fragmento quanto a perda de afinidade tintorial, decréscimo de material
nuclear, perda da arquitetura tecidual, além da presenca de fungos e bactérias, a fim de
determinar a freqii€éncia desses achados em cada IPM e para cada espécie animal.

e A partir de um estudo de regressao, elaborar uma equagdao matematica (linear ou ndo-
linear), em func¢do do tempo e das variaveis macroscopicas (peso, area do fragmento,
area da pelagem), e microscopica (espessura da cartilagem), para cada espécie, com o

objetivo de reproduzir um modelo estatistico adequado para estimar o IPM.

REVISAO DE LITERATURA

5.1 Medicina Veterinaria Forense

A medicina veterinaria forense ¢ uma area especializada, multidisciplinar e em crescente
ascensdo, evidenciada principalmente nas ultimas décadas, pelo aumento significativo da
conscientizagdo da populacgao sobre o direito e o bem-estar dos animais (Parry e Stoll, 2019) e
pelo reconhecimento cada vez maior dos magistrados dos sistemas de justica criminal e das
instituicdes policiais (Touroo et al., 2018; FBI, 2020). Exemplo disso, seria a medida adotada
pelo Departamento Federal de Investigacdo norte-americano (Federal Bureau Investigation-
FBI), que implementou desde Janeiro de 2016 em sua linha investigativa, as infra¢cdes contra
animais, ou seja, os delitos envolvendo animais estdo classificados juntamente com outros
crimes como homicidio e sequestro (FBI, 2020). No Brasil, em 2020, foi publicada a Lei
federal n® 14.064/2020, conhecida como Lei Sansdo, criada em virtude dos maus tratos
sofridos pelo cao pithull Sansdao. Essa lei impactou positivamente o art. 32, da Lei n°
9.605/1998 (Lei do Meio Ambiente), aumentando as penas minima € maxima, com multa e
proibicao de guarda. Deste modo, o Art. 32 da Lei n°® 9.605/1998 descreve, in verbis: "§1%A.
Quando se tratar de cdo ou gato, a pena para as condutas descritas no caput deste artigo
sera de reclusdo, de 2 (dois) a 5 (cinco) anos, multa e proibi¢do da guarda”. Além do mais a

pena ¢ aumentada de um sexto a um terco, se ocorrer a morte do animal (Brasil, 2020).
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A existéncia de associagdes, como a Associa¢do Brasileira de Medicina Veterinaria Legal-
ABMVL (ABMVL, 2020) e o Fundo de Defesa Legal Animal (The Animal Legal Defense
Found- ALDF), instituicdo norte americana que fornece assisténcia juridica gratuita,
treinamentos aplicados e oportunidade para estudantes e profissionais do direito para atuarem
em processos criminais que envolvam animais (ALDF, 2020), também sao indicativos do
quanto a medicina veterinaria forense estd em constante crescimento, tanto no ambito

nacional quanto internacional.

Além desse reconhecimento pelos sistemas de justica e associa¢des, hoje em dia estd bem
estabelecida a relacdo entre crimes contra animais e violéncia doméstica (Merz-Perez et al.,
2001; Parry e Stoll, 2019; ALDF, 2020). Em estudo conduzido por Merz-Perez et al. (2001),
foram realizadas entrevistas com 90 detentos, instalados em um presidio de seguranca
maxima no estado da Florida-EUA, onde 45 presos (50,0%) estavam detidos por conta de
crimes violentos e os outros 45 presidiarios (50,0%) por conta de atos nao violentos. Foi
demonstrado que 84,4% (76/90) dos detentos entrevistados, cometeram atos de crueldade com
animais durante a infancia e posteriormente praticaram violéncia contra seres humanos (Merz-
Perez et al., 2001). Os resultados dessa pesquisa apoiam a ideia publicada pelo Fundo de
Defesa Legal Animal (The Animal Legal Defense Found, ALDF), de que “pessoas que

maltratam animais ndo param com animais”.

Nesse cendrio de constante evolucao, tem se observado o aumento das pesquisas cientificas na
area da medicina veterindria forense, em suas diversas esferas de estudo, como, por exemplo,
a patologia forense (Rogers et al., 2011; Paulis et al., 2016; Brooks e Sutton, 2018),
entomologia forense (Santos, 2018; McGarry et al., 2018), toxicologia (Marlet e Maiorka,
2010; Gwaltney-Brant, 2016) e diagnéstico por imagem (Bradley-Siemens e Brower, 2016;
Watson e Heng, 2017). Além dos médicos veterinarios de diferentes especialidades, as
investigagdes criminais albergam profissionais capacitados de outras formacdes, como
médicos e bidlogos (Gwaltney-Brant, 2016; Watson e Heng, 2017; Kagan e Brooks, 2018).
Por isso, a medicina veterinaria forense tem sido considerada uma &area multidisciplinar

(Cooper e Cooper, 2008).

A patologia forense ¢ um ramo da medicina forense em que os profissionais da érea,
denominados patologistas forenses, investigam as possiveis causas da morte por meio de

avaliagcdes macro e microscopicas (Touroo et al., 2018).
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No momento da necropsia, o patologista forense deve ser capaz de identificar lesdes
macroscopicas relacionadas ou ndo a suspeita principal do caso, bem como, ter conhecimento
adequado para coletar amostras para exames complementares, como histopatologico,
toxicoldgico e microbiologico (Kagan e Brooks, 2018). Além de atuar diretamente nas
investigacdes das possiveis causas do Obito, o patologista forense pode aplicar seus
conhecimentos técnico-cientificos para estimar o intervalo post mortem (IPM), a partir da
identificacdo macro e microscopica das alteragdes cadavéricas temporais, precoces ¢ tardias,
em diferentes tecidos (Rogers et al., 2011; Kawashima et al., 2014; Brooks, 2016; Cantiirk et
al., 2017; Carrasco et al., 2017).

5.2 Decomposigao cadavérica

A decomposi¢do € um processo transformativo que se inicia imediatamente apos o 6bito,
resultante de dois fendmenos cadavéricos naturais denominados autdlise e heterélise (Brooks,
2016). Apos o 6bito, com a paralisacdo das fungdes cardiorrespiratorias, as trocas de oxigénio
e nutrientes intracelulares cessam, o que leva ao estado de anoxia tecidual, seguida de
degradacdo celular e liberagcdo de enzimas lisossomais, como desoxirribonucleases, proteases
e fosfatases (Werner, 2011; Croce e Junior, 2012), que causam autodigestao celular, lise
tissular e acidificacdo do pH (Werner, 2011). Essas alteragdes cadavéricas descritas, sdo

caracteristicas da autolise (Croce e Junior, 2012; Brooks e Sutton, 2018).

Devido a degradacao enzimatica intrinseca dos componentes celulares e intersticial, € criado
um ambiente ideal para a proliferacdo bacteriana e, assim, inicia-se a heterdlise (Brooks e
Sutton, 2018), uma transformagdo cadavérica destrutiva, resultante da acdo de
microrganismos aerobios, anaerobios e facultativos (Croce e Junior, 2012). Em consequéncia
desses fendmenos, ao longo do processo de decomposicao, diversas alteracdes macroscopicas
post mortem ocorrem no cadaver (Wilson et al., 2007; Brooks e Sutton, 2018). Mediante a
aplicacdo de técnicas forenses e a compreensdo cronologica das fases transformativas do

cadaver, pode-se estimar o IPM (Croce e Junior, 2012; Brooks e Sutton, 2018).

Deve-se salientar, no entanto, que apesar de haver uma sequéncia previsivel dos estagios de
decomposicdo (Brooks e Sutton, 2018), a progressdo dessas alteragcdes cadavéricas ¢
dependente de diversas varidveis, como espécie animal (Probst et al., 2020), temperatura

corporal, tamanho corporal, isolamento térmico do animal, estado nutricional (Werner, 2011),



26

localizagdo geografica, temperatura ambiente, umidade, pH e temperatura do solo, a¢do de

agentes decompositores (Wilson et al.,2007) e da causa da morte (Brooks e Sutton, 2018).

Um exemplo das influéncias citadas acima, seria a comparagao do processo de decomposi¢ao
entre carcagas de suinos domésticos e de javalis selvagens (Probst et al., 2020). Foi
demonstrado que as alteragdes cadavéricas ocorreram de maneira mais lenta nas carcagas de
javalis, pelo fato dessa espécie ter pele e pelagem mais espessos, logo os periodos de
ocorréncias dos eventos cadavéricos estabelecidos para os suinos domésticos, ndo podem ser

aplicados em javalis (Probst et al., 2020).

Com relacao a influéncia dos fatores sazonais, um estudo realizado no sul dos Estados
Unidos, demonstrou a ocorréncia mais precoce das alteragdes post mortem iniciais, como
inchago, descoloragdo e desprendimento de pele, em cadaveres humanos durante o verdo e

outono, em compara¢do com os meses de inverno e primavera (Giles et al., 2020).

Além das variaveis citadas anteriormente, as propriedades fisicas do solo também exercem
importante influéncia na decomposi¢ao (Tumer et al., 2013). Basicamente, as particulas que
formam o solo sdo classificadas em diferentes fracoes, de acordo com o seu tamanho: areia
(2,00-0,02 mm), silte (0,02-0,002mm), e argila (<0,002mm), sendo possivel quantificar essas
fragdes por meio de uma andlise granulométrica (Ruiz, 2005). Em seu estudo, Tumer et al.
(2013), observaram decomposi¢do mais precoce de membros pélvicos de suinos enterrados

em solos argilosos, em comparagdo com solos arenosos.

6. Estadiamento do processo de decomposi¢ao

Trés estudos, baseados na avaliacdo macroscopica dos fendmenos cadavéricos naturais,
realizaram a graduag¢do do processo de decomposicdo em diferentes estagios (Reed, 1958;
Galloway et al., 1989; Gelderman et al., 2018). Os principais achados macroscépicos de cada
etapa, dos diferentes estdgios da decomposicao proposto por cada autor, estdo resumidos na

tabela 1.

O primeiro a realizar essa graduagdo foi Reed (1958), com 43 carcacas de caes expostas em
dois ambientes diferentes: area de floresta e 4rea ndo arborizada. O experimento teve duragao
de um ano, e ap6s as avaliagdes macroscopicas das carcagas, o processo de decomposicao foi
dividido em quatro estagios: 1) fresco, 2) inchado, 3) deteriorado e 4) seco (Reed, 1958). O

ultimo estagio (seco) caracterizou-se por discreta quantidade de tecido muscular remanescente
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na carcaga e poucos artropodes e agentes decompositores (Reed, 1958). No entanto, o proprio
autor chamou atencao para as dificuldades em padronizar os limites iniciais e finais de cada
etapa, principalmente a ultima etapa (seco) devido a falta de eventos cadavéricos nitidos que

marcassem o comego ¢ o fim desse estagio (Reed, 1958).

Posteriormente, outros autores modificaram a graduagdo proposta por Reed (1958), em
estudos realizados com carcagas humanas (Galloway et al., 1989) e suinas (Wilson et al.,
2007). Em carater retrospectivo, Galloway et al. (1989) avaliaram as sequéncias do processo
de decomposicdo cadavérica de 189 carcacas humanas expostas ao ar livre ou em ambientes
fechados na regido sul do Arizona-EUA. Os resultados desse estudo permitiram a graduagao
do processo em cinco estagios: 1) fresco, 2) decomposicao inicial, 3) decomposi¢do avancada,

4) esqueletizacdo parcial e 5) decomposi¢do intensa (Galloway et al., 1989).

Diferentemente dos outros dois estudos (Reed, 1958; Galloway et al., 1989), Wilson et al.
(2007) enterraram carcagas suinas em trés locais distintos (area de pastagem, floresta decidua
e em terreno de vegetacdo xerdfila) e as avaliagdes cadavéricas macroscOpicas foram
realizadas apos 6, 12 e 24 meses de inumagdo. Por fim, uma escala de seis estagios foi
ponderada: 1) fresco, 2) inchago primario, 3) inchago secundario, 4) decomposi¢do ativa, 5)

decomposicdo avangada e 6) esqueletizagdao (Wilson et al., 2007).

Como descrito anteriormente, algumas diferengas sdo observadas entre as trés classificacoes
(Reed, 1958; Galloway et al., 1989; Wilson et al., 2007). Reed (1958) propds uma graduagao
com quatro estagios, enquanto Galloway et al. (1989) e Wilson et al. (2007) propuseram
estadiamentos com cinco e seis estagios, respectivamente. De acordo com os resultados de
Reed (1958), o ultimo estagio (seco) se inicia quando o inchago post mortem da carcaga cessa,
e termina quando os restos remanescentes de pele e musculatura se encontram secos. O
desinchaco da carcaca ¢ uma alteragdo cadavérica que marca o inicio do estagio 3
(decomposi¢do avangada) da graduagdo feita por Galloway et al. (1989). Nessa etapa, os
pesquisadores ndo observaram pele ou musculatura secas, diferindo da classificagdo anterior
(Reed, 1958). Ja na graduacdo proposta por Wilson et al. (2007), o desinchago da carcaga
marca o inicio do estdgio 4 (decomposicdo intensa) e diferentemente das outras duas

classificagdes, nessa etapa a pele e a musculatura ainda estdo integras.

Alguns aspectos referentes a esqueletizagdo da carcaga diferem-se entre os estudos de Wilson
et al. (2007) e Galloway et al. (1989). Na graduacdo mais antiga, o processo ¢ citado nos

estagios 4 e 5, havendo discernimento entre os estdgios precoces e tardios da esqueletizagao
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da carcaga (Galloway et al., 1989). Aspectos como presenga ou auséncia de restos de pele ou
musculatura e coloragdo dos ossos sdo levados em consideragdo no estadiamento do processo.
No entanto, essa diferenciagdo nao ¢ considerada por Wilson et al. (2007), em que a
esqueletizagdo precoce e tardia ¢ agrupada em um uUnico estagio. Além disso, informacgdes
referentes a desarticulagdo dos membros do cadaver foram reportadas no estadgio 3, proposto
por Wilson et al. (2007), enquanto no estudo de Galloway et al. (1989), essa mesma alteracao

so foi reportada no ultimo estagio de decomposi¢ao intensa.

Pelo fato de ter enterrado as carcagas, no estudo de Wilson et al. (2007) foi observado a
forma¢ao de adipocere corporal, também conhecida como cera cadavérica formada pela
hidrolise da gordura em ambientes anaerdbicos, nos estagios 5 e 6 da decomposicdo. Nas
classificagdes prévias em que os cadaveres foram expostos em ambientes abertos (Reed,
1958; Galloway et al., 1989), tal alteracdo ndo foi observada. No entanto, a atividade de
insetos ndo foi reportada no estudo em que as carcacas foram enterradas (Wilson et al., 2007),
enquanto nas pesquisas realizadas em ambientes externos, os artrépodes foram observados

nos estagios 3 e 4 (Reed, 1958) e estagio 3 (Galloway et al., 1989).

A graduacdo proposta por Wilson et al. (2007), para carcacas suinas exumadas em diferentes
periodos, subdivide o processo de inchaco cadavérico em primadrio (estdgio 2) e secundario
(estagio 3). Essa subdivisdo ndo ¢ observada nos estadiamentos anteriores, que consideram o
processo de inchago da carcaga em apenas uma etapa da decomposi¢do, portanto justifica-se a
classificacdo mais atual ter um estagio a mais do que a anterior (Galloway et al., 1989) e duas

a mais do que a mais antiga, que também ndo considera a esqueletizagdo (Reed, 1958).

Cabe salientar que ndo ha classificagdes errOneas, e sim critérios diferentes propostos na
metodologia de cada pesquisador para cada espécie animal estudada e ambiente. No entanto,
atualmente ¢ bem aceito que a graduacao feita por Galloway et al. (1989) ¢ mais apropriada
para avaliar carcagas expostas em ambientes abertos ou com intervalos post mortem mais
longos e que a classificacdo de Wilson et al. (2007) se aplica melhor para corpos exumados e

com IPM curtos (Brooks e Sutton, 2018).
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Tabela 1. Alteragdes cadavéricas macroscopicas, de acordo com os diferentes estagios de decomposicao, segundo Reed (1958), Galloway et al
(1989) e Wilson et al. (2007).

Estagios da decomposicio

Espécie Metodologia Autores
1 2 3 4 5 6
43 carcacas expostas em Inchago intenso da | Musculatura
) ambientes de floresta e area carcaga flacida, intensa
Canina | 145 arborizada, no periodo SA atividade de Carcaga seca NA NA Reed
de um ano. insetos e perda de (1958)
pélos da pele
189 carcagas expostas ao ar Inchago da Musculatura 50% de 100% de NA
livre ou em ambientes carcaga, ruptura da | flacida, intensa esqueletizagdo da | esqueletizacdo da
Humana | g0 0 dos, por seis meses. SA parede atividade de carcaga carcaga e 0ss0S Galloway et
abdominal e perda | insetos. Exposi¢do intensamente al. (1989)
de pele Ossea de < 50% do esbranquigados
esqueleto
Carcacas inumadas em trés Alteragdes Carcaga inchada, | Esqueletizacdo Perda consideravel de | 100% de Wilson et
Sui locais distintos: pastagem, SA cadavéricas extravasamento de | parcial (< 50%) e | pele, auséncia de esqueletizagdo al. (2007)
Uiha | floresta decidua e terreno de precoces (rigor liquidos pelos desarticulagao de | tecidos moles, > 50% | da carcaga

vegetacdo xerodfila, durante
12 meses.

mortis, livor
Mortis)

orificios naturais e
articulagdes
integras

membros e cabeca

de esqueletizagdo da
carcaga €
desarticulagdo de
articulagoes.

Legenda: SA (Sem alteragdes); NA (Nao se aplica).
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7. Intervalo Post Mortem (IPM)

O tempo decorrido entre o 6bito € 0 momento em que o cadaver ¢ encontrado, corresponde ao
intervalo post-mortem (IPM), um dos topicos de maior relevancia na investigacdo criminal

(Brooks, 2016; Maile et al., 2017).

Determinar o IPM permite ao perito fornecer informagdes para o servigo de inteligéncia
investigativa, corroborar declaracdes das testemunhas (Maile et al., 2017), incluir ou excluir
individuos de um grupo suspeito, estabelecer a veracidade das informagdes obtidas no
depoimento (Brooks, 2016), reconstruir as circunstancias em casos de morte ou homicidios
(Young et al.,2013), além de fornecer informagdes importantes para o julgamento, como
tempo de negligéncia e agressdo (Brooks, 2016) e servir como evidéncia para as acdes
judiciais subsequentes (Maile et al., 2017). Pelo fato de ser uma pratica rotineira e importante
no contexto forense, diversas técnicas vém sendo descobertas ou aprimoradas para melhorar a
estimativa do IPM nas diversas areas (Jaafar e Nokes, 1994; Cooper e Cooper, 2008; Rogers
et al., 2014; Gwaltney-Brant, 2016; Carrasco et al., 2017; Watson e Heng, 2017; McGarry et
al., 2018).

Alguns casos envolvem a identificagdo macroscopica das alteragdes cadavéricas que ocorrem
nas primeiras horas apds a morte, incluindo /ivor mortis, rigor mortis, alteragdes na coloragao
da pele e dos tecidos moles, embebi¢ao por hemoglobina, meteorismo post mortem (Brooks e
Sutto, 2018) e avaliagdo quimica de fluidos corporais, como pH sanguineo (Donaldson e

Lamnont, 2013) e humor vitreo (Jashnani et al., 2010).

No entanto, em casos de decomposi¢do cadavérica avangada, a precisdo da estimativa do [IPM
se torna dificil, devido as alteragdes que ocorrem no cadaver pelos processos transformativos
da decomposicao (Bolton et al., 2015). Nessas circunstancias, a avaliacdo morfologica de
outros tecidos como polpa dentaria (Vavpoti€ et al., 2009; Poor et al., 2016; Carrasco et al.,
2017) e cartilagem (Rogers et al., 2011; Paulis et al., 2016), pode auxiliar na estimativa do
IPM.

Por ser a estimativa do IPM, uma prética rotineira nas investigacdes forenses, diversos
estudos foram desenvolvidos, com o objetivo de descobrir novos métodos, bem como,
aprimorar as técnicas ja existentes (Rogers et al., 2014; McGarry et al., 2017; Brooks e
Sutton, 2018; Pittner et al., 2020?). Porém, a estimativa do IPM continua a ser um grande

desafio para a patologia forense, muitas vezes pela baixa aplicabilidade pratica de alguns
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métodos (Henssge e Madea, 2007) e nos casos em que o intervalo entre o exame da carcaga e

0 Obito passa de algumas semanas a meses (Wilson e Christenses, 2017).

7.1.Estimativa do intervalo post mortem (IPM)
7.1.1 Patologia Forense

Dentro da patologia forense, hd varias formas de se tentar estimar o IPM. A partir de
avaliagdes morfoldgicas de tecidos e orgdos, em diferentes estagios da decomposi¢ao, por
exemplo, o patologista forense pode estimar o intervalo post mortem (Bolton et al., 2015;
Brooks, 2016; Rogers et al., 2014; Carrasco et al., 2017). No entanto, para obter bons
resultados nas andlises ¢ preciso conhecimento prévio sobre quais 6rgdos examinar, levando-
se em consideragao a resisténcia dos mesmos aos processos de decomposi¢do cadavérica, ou
seja, a capacidade destes tecidos de resistir a decomposicdo por periodos menores ou maiores

(Brooks e Sutton, 2018).

A morfologia de diversos tecidos ja foi avaliada com o objetivo de estimar o IPM (Bryant e
Boekelheide, 2007; Vavpoti€ et al., 2009; Rogers et al., 2011; Kawashima et al., 2014; Stacy
et al., 2015; Carrasco et al., 2017; Welson et al., 2020; Cecilliason et al., 2021).

Em estudo realizado por Erlandsson € Munro (2007), com 10 caes da raca beagle, submetidos
a necropsia em cinco diferentes intervalos post mortem, € mantidos a temperatura minima de
10,9°C e maxima de 16,8°C, foram demonstradas alteracdes temporais em pulmao, figado,
coracdo, vesicula biliar e tonsilas. Observou-se, por exemplo, perda do epitélio de
revestimento do ducto biliar em amostras colhidas trés dias ap6s a morte, € nas amostras de
21 dias de IPM grande parte do tecido estava autolisado e inviavel para analise morfologica
(Erlandsson e Munro, 2007). Utilizando amostras de figado humano, Cecilliason et al. (2021)
estabeleceram um sistema de graduacdo para o processo de decomposi¢do hepatica, baseado
em achados histologicos temporais, como perda do nticleo de hepatdcitos, comprometimento

da arquitetura celular e das estruturas da triade portal.

Outro estudo avaliou testiculos de ratos, que também apresentaram alteragdes microscopicas
em funcdo do tempo post mortem, como na morfologia dos tibulos seminiferos e das células
de Sertoli e Leydig (Bryant e Boekelheide, 2007). Nos casos em que o periodo entre a morte
a identificacdo do cadaver ¢ curto, ou seja, entre 14 e 48 horas, a estimativa do IPM por meio

de achados cadavéricos oculares se mostrou eficaz (Kawashima et al., 2014; Cantiirk et al.,



32

2017). Alteragdes como aumento da opacidade cornea (Kawashima et al., 2014; Cantiirk et
al., 2017), interrupcdo da segmentagdo vascular e reagcdo da pupila a farmacos causadores de
midriase e miose, como adrenalina e pilocarpina respectivamente, em diferentes IPM (Jaafar e

Nokes, 1994), sao algumas das alteragdes observadas em estudos com olhos humanos.

Alteragdes temporais do tecido muscular, também ja foram avaliadas em pesquisas com
humanos (Tavichakorntrakool et al., 2008) e caes (Stacy et al., 2015; Yahia et al., 2018), e os
resultados demonstraram que o tecido pode ser uma boa op¢ao para estimar o [IPM. Em um
desses estudos, foram colhidas amostras de musculo esquelético de dez cdes sem raca
definida, e por meio da andlise histologica foi observada reducdo das estriagdes musculares no
IPM entre 4h e 12h (Yahia et al., 2018). Apds um periodo post mortem de 24h, o citoplasma
das miofibrilas apresenta-se hipereosinofilico, com auséncia de estriagdes e ntcleo picnotico,

e no IPM de 72h o citoplasma apresenta-se vacuolizado e fragmentado (Yahia et al., 2018).

Com a progressao dos processos transformativos da decomposicdo, a precisdo da estimativa
do IPM se torna mais dificil (Bolton et al., 2015). Nesses casos, a avaliagdo morfoldgica de
outros tecidos mais resistentes a decomposi¢do, como a polpa dentéria (Vavpotic et al., 2009;
Poor et al., 2016; Carrasco et al., 2017) e a cartilagem (Rogers et al., 2011; Alibegovi¢, 2014%;

Paulis et al., 2016), pode ser mais promissora para a estimativa do [IPM.

A polpa dentaria ¢ um tecido localizado na regido interna dos dentes, constituida por vasos
sanguineos e nervos, responsavel por fungdes proprioceptivas, sensoriais e imunoldgicas (Yu
e Abbott, 2007). Estudos forenses que envolvem a caracterizagdo morfoldgica da polpa
dentaria humana, com o objetivo de estimar o IPM, avaliam as alteragdes histologicas do
tecido em intervalos post mortem definidos, que incluem mensuragdo da densidade média de
odontoblastos (Vavpoti€ et al., 2009) e propriedades nucleares dessas células, como afinidade
tintorial e perda do material nuclear, ao longo do tempo (Carrasco et al., 2017). Outros
componentes do tecido, incluindo fibras de colageno, vasos sanguineos e linfaticos também

sao avaliados (Carrasco et al., 2017).

As cartilagens articular e auricular j& foram utilizadas em algumas pesquisas forenses,
realizadas em diferentes condi¢cdes ambientais e durante periodos post mortem longos, com
objetivo de estimar o IPM, a partir de analises morfoldgicas do tecido, e apresentaram

resultados promissores (Rogers et al., 2011; Rogers et al., 2014; Paulis et al., 2016).

Em um desses estudos, membros pélvicos de suinos foram enterrados a 20cm de profundidade

em solo arenoso e com pH médio de 5,5 (Rogers et al., 2011). Durante as primeiras semanas,
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alteracdes na coloragdo e perda gradual da cartilagem foram achados macroscopicos
frequentes. Na ultima semana (nona semana), havia perda consideravel de tecidos moles e

exposicao das superficies articulares (Rogers et al., 2011).

Posteriormente, Rogers et al. (2014) enterraram membros pélvicos de suinos, caprinos e
bovinos, a uma profundidade de 20cm, durante duas estacdes diferentes do ano em diferentes
periodos. Apdés a realizagdo de microscopia eletronica por varredura (MEV), foram
identificados cristais ortorrdmbicos, compostos por carbono, oxigénio, magnésio e fosforo,
entre 0 22° e o 42° dias de intervalo post mortem. De acordo com os pesquisadores, essa
analise poderia ser utilizada, juntamente com outras técnicas, para estimar o IPM (Rogers et

al., 2014).

A decomposic¢do da cartilagem auricular, no entanto, somente parece ter sido analisada em um
estudo, realizado por Paulis et al. (2016) em que 70 orelhas de coelhos foram avaliadas em
periodos post mortem distintos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias). Alteragdes macroscopicas
progressivas como perda da cobertura de pélo e tecidos moles adjacentes a cartilagem, bem
como, redu¢do de textura foram observadas ao longo do experimento. Na avaliagdo
microscopica, foi observada perda gradual de material nuclear dos condrécitos e perda da
afinidade tintorial da cartilagem (Paulis et al., 2016). Apesar dos resultados indicarem que a
cartilagem auricular ¢ um tecido adequado para estimativa do IPM, em periodos post mortem
de até 30 dias, a auséncia de ensaios em outras espécies animais, a fim de comparar a taxa de

decomposic¢ao entre elas, limita o uso dos dados desse estudo para outras espécies.

A avaliacdo da densidade o6ssea em diferentes IPM foi recentemente considerada uma técnica
promissora na estimativa do IPM, principalmente nos casos em que a carcaga esta totalmente
esqueletizada. Neste estudo, além de outras técnicas forenses como a quantificacdo do DNA e
dos elementos inorganicos do osso, a densidade do tecido dsseo de fémures de bovinos foi
avaliada em diferentes periodos post mortem. Observou-se que a densidade dos ossos tendeu a
reduzir até os seis meses, mas para IPM maiores, os resultados devem ser mais investigados

(Nagai et al., 2020).

A imunohistoquimica (IHQ) ¢ uma técnica que a partir da combinacdo de antigeno e
anticorpo, permite a detec¢do da expressdo de proteinas localizadas nas células, sendo
frequentemente utilizada, por exemplo, na oncologia (Ramos-Vara e Borst, 2016). Em
investigagdes forenses, a IHQ se mostrou eficaz para auxiliar na estimativa do IPM (Wehner

etal., 2001; Welson et al., 2020). Tecidos pancreaticos, provenientes de seres humanos, foram
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submetidos a analise THQ (Wehner et al., 1999; Wehner et al., 2001). Os resultados
demonstraram que as células endocrinas pancreaticas apresentam expressdo IHQ para o
glucagon nos cadaveres com até seis dias de IPM (Wehner et al., 2001) e expressao para a
insulina nos cadaveres com até¢ 12 dias de IPM (Wehner et al., 1999). A imunoexpressao de
glucagon e de insulina foi negativa nos cadaveres com IPM superior a 14 e 30 dias,
respectivamente (Wehner et al., 1999; Wehner et al., 2001). Posteriormente, um estudo
realizou, além da deteccdo IHQ de insulina e glucagon no pancreas, analise
imunohistoquimica para calcitonina e tireoglobulina na tireoide (Ortmann et al., 2017). Os
resultados comprovaram que a expressao IHQ de glucagon e de insulina ¢ negativa apos 12 e
18 dias, respectivamente e a imunoexpressao de calcitonina e de tireoglobulina ¢ negativa

apos oito dias de IPM (Ortmann et al., 2017).

Por outro lado, a expressao IHQ do gene BCL2 (B-cell lymphoma 2) desaparece mais
rapidamente apos o 6bito. A imunoexpressao de BCL2 no coracdo, nos rins e nos testiculos de
ratos, comegou a reduzir apos 24 horas de IPM, ndo havendo imunoexpressao apos 96 horas
de IPM (Welson et al., 2020). Outros marcadores imunoistoquimicos como KL1, S100,
vimentina e CD45 também j& foram estudados em amostras de encéfalo, pulmao e figado
(Lesnikova et al., 2018). Os resultados demonstraram que os tecidos apresentaram

imunoexpressao desses marcadores até trés dias apos a morte (Lesnikova et al., 2018).

7.1.2 Entomologia forense

A entomologia forense ¢ uma area importante das investigacdes médico-legais, e compreende
o estudo da populacdo de artrépodes associados a um caddver (Anderson, 1995). O cadaver
evolui de um estado fresco, imediatamente apds o Obito, para um estagio totalmente
esqueletizado, durante a cronologia natural da decomposi¢cdo (Gelderman et al., 2018), e
devido aos odores e gases liberados, em cada estagio, diferentes espécies de insetos sdo
atraidas para a carcaga, e utilizam-na como recurso alimentar e local de reprodugdo e
desenvolvimento larval (McGarry, 2018). Portanto, o caddver pode albergar ao longo do
processo de decomposi¢do, diferentes espécies de artropodes (Easton e Smith, 1970;
Anderson, 1995; Pittner et al., 2020% Ries et al., 2020) e todos os estagios de

desenvolvimento dos mesmos (ovo, larva, pupa e adultos) (Santos, 2018; Pittner et al., 2020P).

A colonizacao do cadaver pelos artropodes ¢ feita em ordem cronologica previsivel, o que faz

da entomologia forense uma area importante para o estudo e estimativa do IPM (Joseph et al.,
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2011; Brundagel e Byrd, 2016; Santos, 2018; McGarry, 2018). No entanto, varios fatores tém
influéncia nesta colonizag¢dao, como ambiente (Easton ¢ Smith, 1970; Simmons et al., 2010),
clima, regido geografica (McGarry, 2018; Ries et al., 2020) e espécie animal (Watson e
Carlton, 2005).

Uma pesquisa caracterizou a populagao de artropodes, em diferentes estacdes do ano, em trés
espécies de animais selvagens: urso marrom (Ursus americanos luteolus Griffith), veado-da-
cauda-branca (Odocoileus virginianus) e jacaré-norte-americano (Alligator mississippiensis)
(Watson e Carlton, 2005). Foram colhidos exemplares de Calliphoridae em todas as espécies,
no segundo dia post mortem durante o inverno, exceto nas carcacas de jacaré. Além disso, um
nimero menor de espécies foi isolado da carcaca dos jacarés durante o outono (43 espécies),
em comparagao com o veado-da-cauda-branca (63 espécies) e urso marrom (49 espécies),
provavelmente pelo fato da carcaga desses animais terem poucos sitios de oviposi¢ao (Watson

e Carlton, 2005).

A localizagdo geografica também exerce influéncia no estabelecimento da populagdo de
artropodes na carcaga, visto que, em cadaveres humanos, as espécies Protophormia
terraenovae € Phaenica sericata, foram identificadas exclusivamente em areas rurais €
urbanas, respectivamente (Anderson, 1995). Um estudo realizado no norte da Inglaterra
caracterizou a comunidade de artropodes em 70 carcagas de animais, incluindo cdo, gato,
coelho, furdo e galinha. As espécies Calliphora vicina e Lucila sericata foram observadas em
todos os animais, provavelmente, pelo fato dessas espécies de moscas serem comuns nessa

regido da Inglaterra (McGarry, 2018).

Em pesquisa recente realizada no sul do Brasil, foi avaliada a composi¢do (abundancia, e
diversidade) e a sucessdo da populacdo de besouros em carcacas de suinos domésticos,
expostas em local de pastagem, em diferentes estagdes do ano. Foi observado predominio de
besouros necrofagos (Necrobia rufipes, € Dermestes maculatus) e onivoros (Dyscinetus
dubius, e Alphodiinae sp.) durante o verdo, no estagio de esqueletizacdo da carcaca. No
inverno, todas as categorias ecoldgicas (predador, necrofago, onivoro e incidental) estavam

presentes (Ries et al., 2020).
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7.1.3 Bioquimica forense

A andlise de componentes bioquimicos de varios tecidos e 6rgdos ¢ um método importante
para auxiliar na estimativa do IPM (Jashnani et al., 2010; Donaldson e Lamont, 2013; Wilson

e Christensen, 2017; Tozzo et al., 2020; Zissler et al., 2020).

Nos ultimos anos, estudos avaliaram os padrdes de degradagdo proteica, seguindo uma ordem
cronologica, em diferentes tecidos como musculos esquelético e cardiaco (Pittner et al.,
2020%), cartilagem, ossos, rim, figado, tireoide, pancreas e encéfalo (Pittner et al., 2016;

Jellinghaus et al, 2017; Zissler et al., 2020), como parametro para a estimativa do [IPM.

O musculo esquelético, por exemplo, ¢ um tecido presente em grande quantidade em um
cadaver e capaz de resistir a decomposi¢do post mortem por mais tempo, se comparado a
outros 6rgdos. Além disso, ¢ de facil acesso nos exames forenses e, por isso, tem grande
potencial na estimativa do IPM (Pittner et al., 2016; Pittner et al., 2020%). A andlise da
degradacdo das proteinas musculares de baixo e alto peso molecular, pelos métodos de
Western Blot e gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) respectivamente, mostrou ser um método eficaz para auxiliar na estimativa
do IPM, em diferentes estagios da decomposi¢do (Pittner et al., 2015; Foditsch et al., 2016).
As diversas proteinas existentes no tecido muscular apresentam diferentes taxas de

decomposicao.

No musculo biceps femoral de suinos, observou-se degradacdo precoce dos niveis de titina 1
(10,1-17,9 horas post mortem) e nebulina 1 (40,8-64,8 horas post mortem). Proteinas como
desmina e SERCA 1 foram mais resistentes a degradacdo e seus niveis permaneceram
detectaveis até 198 e 218,5 horas post mortem, respectivamente. Nesse mesmo estudo, os
niveis de alfa-actina e tropomiosina permaneceram estaveis, ou seja, ndo degradaram durante
10 dias post mortem (Pittner et al., 2015). A relacdo de proteinas colagenas e ndo colagenas
(Co/Nco) dos ossos, pode ser mensurada a partir de espectrofotometria, e por meio das
coloragdes histologicas de Sirius Red (colagenos tipo 1, e 5), e Fast green (proteinas nao-
colagenas) (Jellinghaus et al, 2017). Em fémures de suinos, submetidos a um ambiente sem
influéncias sazonais, foi estudada por meio dos métodos citados acima a relagdo Co/Nco em
diferentes IPM, sendo observada a redugdo dessas proteinas ente 56 e 84 dias post mortem

(Jellinghaus et al, 2017).
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A avaliagdo das taxas de degradacdo do DNA, em fun¢do do tempo, também se mostrou um
método adequado para estimar o IPM, por meio de varias técnicas como citometria de fluxo
(Williams et al., 2015), reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) (Nagai et
al., 2020), polimorfismo de comprimento de fragmento (RFLP-DNA), e eletroforese em gel
de célula tnica (Tozzo et al., 2020). Utilizando citometria de fluxo, Williams et al. (2015),
analisaram a fragmentacdo do DNA de amostras de encéfalo e baco humanos, entre os IPM de
0 e 96 horas. Foi demonstrado aumento proporcional na degradagdo dessas moléculas, e a
comparagdo entre os dois tecidos demonstrou uma fragmentagdo mais lenta do DNA nos

tecidos encefalicos (Williams et al., 2015).

A expressdo post mortem de genes relacionados com a apoptose, por RT-PCR em tempo real,
mostrou ser também um método adequado para estimar o IPM. No estudo de Nosh (2020),
amostras de figados de ratos foram colhidas imediatamente apos a eutandsia e as 3, 6, 9, 12,
18, e 24 horas post mortem. Foi demonstrado que a expressdo de caspase 3 aumentou
proporcionalmente no periodo de 3 a 24 horas post mortem, ja os genes da proteina X
associada a moléculas pré-apoptéticas (BCL-2 associated protein) aumentaram entre 3 e 18

horas post mortem e reduziram apos 24h.

Apos o Obito, a queda nas concentracdes sanguineas de oxigénio altera o metabolismo celular
para anaerobico. Dessa forma, a glicolise anaerobica aumenta as concentragdes plasmaticas de
acido latico e NADH, dois metabolitos que podem ser utilizados com éxito na determinacao
do IPM (Donaldson e Lamont, 2013). Em amostras de sangue colhidas de carcacas de ratos e
suinos, foi observada redugdo do pH sanguineo entre o intervalo ante mortem (pH 7,45) e post
mortem (pH 6,1 apds 24h e pH 5,1 apos 96h), e aumento das concentracdes plasmaticas de

amonia, acido urico e hipoxantina as 9h, 48h, e 32h de IPM, respectivamente.

Além dos componentes sanguineos, as analises dos constituintes bioquimicos dos 0ssos, como
bario (Nagai et al., 2020), citrato (Wilson e Christensen, 2017), agrecanos da cartilagem
(Bolton et al., 2015) e dos metais alcalinos (potéssio e sddio) e alcalinos terrosos (célcio e
magnésio) do humor vitreo (Jashnani et al., 2010), também se mostram eficazes na estimativa
do IPM. No estudo de Wilson e Christensen (2017), os teores de citrato em costelas de suinos
foram inversamente proporcionais ao IPM, ou seja, quanto maior o IPM menor foi o contetdo
de citrato. Em rela¢do aos agrecanos, o tamanho dessas moléculas reduziu significativamente
por meio da andlise de Western Blot, apds 21 dias de IPM, em amostras de cartilagens

articulares de suinos previamente enterradas (Bolton et al., 2015).
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O humor vitreo ¢ uma substancia semiliquida, localizada entre o cristalino e a retina, que
possui em sua constituicdo, elementos mensuraveis para determinagdo do IPM, como potassio
(Farmer et al., 1985; Jashnani et al., 2010), calcio (Mihailovi¢ et al., 2020), magnésio, e sddio
(Farmer et al., 1985). De acordo com Jashnani et al. (2010), as concentragdes vitreas de
potdssio no humor vitreo humano aumentam de forma linear nas primeiras horas e
permanecem até 50h ap6s a morte. No entanto, as concentragdes de magnésio, calcio e sodio
do humor vitreo apresentaram aumento muito discreto no periodo de 12h, sendo menos
eficazes do que o potassio para a estimativa do IPM (Farmer et al., 1985). No entanto, no
estudo mais recente de Mihailovi¢ et al. (2020), foi demonstrado aumento constante nas
concentragdes de calcio do humor vitreo, no periodo de trés horas post mortem. Uma equagao
polinomial de primeiro grau, ou linear, entre o IPM e a concentracdo de calcio foi
estabelecida. No entanto, o coeficiente de determinagio (R?= 46,8%), demonstrou que essa
correlagdo ndo era tdo forte, e assim os pesquisadores concluiram que a dosagem apenas do
calcio no humor vitreo ¢ insuficiente para se ter confiabilidade na estimativa do IPM

(Mihailovi¢ et al., 2020).

7.1.4. Microbiologia forense

A andlise das alteracdes sucessivas da comunidade microbiologica, nos diferentes estdgios da
decomposi¢ao cadavérica, vem apresentando resultados satisfatorios na determinagdo do IPM
e alguns fatores externos como tipo de solo, espécie animal, ambiente e estacdo do ano,
devem ser levados em consideragao nesse tipo de andlise (Dickson et al., 2011; Metcalf et al.,

2013; Damann et al., 2015; Hauther et al., 2015; Fu et al., 2019; Metcalf et al., 2019).

Em carcacas de ratos enterradas em solo arenoso, Lactobacillus Spp. e Bacterioides Spp.,
foram abundantes durante o estagio enfisematoso na cavidade abdominal dos animais. Apds a
ruptura da musculatura abdominal, agentes aerdbicos como as Pseudobacterias e
Alphaproteobacterias, além das anaerobias facultativas, tornaram-se numerosas (Metcalf et
al., 2013). Resultado semelhante foi observado por Li et al. (2021), em que o género
Lactobacillus Spp., foi o mais abundante em amostras colhidas de ratos no estagio
enfisematoso, no entanto, apds a ruptura da musculatura abdominal as bactérias

predominantes foram Enterococcus Spp., € Proteus Spp (Li et al., 2021).

A comunidade bacteriana foi diferente em um experimento realizado com trés cabecas de

suinos submersas no mar (porto de Otago, regido sudeste da Nova Zelandia), em diferentes
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estagdes do ano (Dickson et al., 2011). Nesse estudo, houve predominio das Proteobactérias,
Firmicutes, Fusobacterias e Actinobactérias, demonstrando a influéncia do ambiente marinho
no estabelecimento da comunidade bacteriana propria (Dickson et al., 2011). Em cadaveres
encontrados muitos meses apos o Obito e, consequentemente, em avancado estado de
decomposicdo, o uso de certas técnicas forenses ndo se mostra eficaz para estimar o IPM
(Vavpoti€ et al., 2009; Cantiirk et al., 2017; Brooks e Sutton, 2018). No entanto, a analise da
microbiota de ossos humanos apresentou resultados satisfatorios na estimativa do IPM mais
avangado (Damann et al., 2015). Pela classificagao gendomica do DNA, extraido de carcagas
em diferentes fases da decomposicdo cadavérica, foi possivel determinar que as bactérias
provenientes de carcacas parcialmente esqueletizadas, mantiveram perfil semelhante a
composi¢ao de bactérias do intestino humano, principalmente as proteobactérias. Ja em
carcacas totalmente esqueletizadas e secas, as bactérias mantinham um perfil semelhante as

comunidades do solo (Damann et al., 2015).

Além das bactérias, a caracterizagdo de fungos em diferentes estdgios da decomposicao
também se mostrou eficaz na estimativa do IPM (Fu et al., 2019). Nesse estudo, carcagas de
suinos foram expostas a dois ambientes distintos: 1) ambiente fechado e armazenado em
caixas de plastico, 2) local aberto e em contato com o solo. Durante os primeiros estagios da
decomposigdo, as espécies Candida xylopsoci, Ascomucota sp., € Thermoascus aurantiacus
foram dominantes nos cadaveres expostos ao ambiente fechado, e a espécie Yarrowia
lipolytica nas carcacas localizadas em local aberto, sendo que com a progressao do processo
de decomposicao houve redugdo de todas as comunidades fingicas nos cadaveres expostos ao
ambiente fechado, e a espécie Y. lipolytica aumentou gradativamente nesses mesmos

estagios, nas carcagas localizadas no ambiente externo (Fu et al., 2019).

7.1.5 Emprego de equagdes matematicas na estimativa do IPM

Como relatado anteriormente, ha varios métodos que podem ser empregados para estimar o
intervalo post mortem (Bolton et al., 2015; Brooks, 2016; McGarry, 2018; Metcalf et al.,
2019). No entanto, no inicio de uma investigacdo criminal os peritos forenses precisam
estimar um IPM, mesmo que seja preliminar, a fim das autoridades, por exemplo, incluirem
ou excluirem pessoas de um grupo suspeito e verificarem a veracidade das informagdes
obtidas no depoimento (Brooks, 2016; Maile et al., 2017), uma vez que a obten¢do do IPM,

pelas técnicas descritas anteriormente, em geral demanda maior periodo de tempo.
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Com o objetivo de providenciar aos investigadores uma estimativa preliminar e confiavel do
periodo post mortem, Vass (2011), baseado em sua experiéncia pessoal no estudo da
decomposi¢do do corpo humano, propds duas formulas matematicas para estimativa do I[PM,

em ambientes aerobicos e anaerobicos (figuras 1 A e B).

1285 x (decomposi¢éo/100)
0,0103 X temperatura x umidade

A) Equacéo 1 (ambiente aerobico)=

1285 X (decomposicédo/100) x 4,6 X adipocere

B) Equacéo 2 (ambiente anaerdbico)= :
0,0103 x temperatura x umidade

Figura 1. Férmulas matemadticas propostas por Vass (2011) para estimativa do intervalo post
mortem em ambientes aerobicos (A) e anaerdbicos (B), onde os valores 1285, 0,0103
representam o DGA e efeito da umidade na taxa de decomposi¢do, respectivamente. A
constante 4,6, na equagdo B, equivale a desaceleragdo da decomposicdo em ambientes
anaerobicos.

Para a elaboragdo da equacdo em ambientes providos de oxigénio (equagdo 1), o pesquisador
considerou variaveis que influenciam diretamente na decomposi¢do cadavérica humana, como
temperatura e umidade do solo. Além disso, duas constantes foram usadas: 1) dia acumulado
(1285) e 2) efeito da umidade do solo na taxa de decomposicao (0,0103) (Vass, 2011). A
primeira constante foi determinada com base nos graus de dias acumulados (GDA), em
funcdo da temperatura ambiente externa e liberacdo de acidos graxos volateis (AGVs) pelos
tecidos moles dos cadaveres. De acordo com Vass (2011), apos 1285 GDA a liberacdo de
AGVs cessa. O segundo valor (0,0103) foi calculado empiricamente pelo pesquisador, apds
anos de estudos da decomposi¢do do corpo humano, com base no efeito da umidade do solo e

na taxa de decomposi¢do cadavérica em ambientes aerobicos (Vass, 2011).

A equagdo utilizada para ambientes desprovidos de oxigénios (equagdo 2) também levou em
consideragdo a temperatura ¢ a umidade do solo na taxa de decomposicao. No entanto, foi
adicionada a féormula a porcentagem da adipocere corporal (cera cadavérica formada pela
hidrélise da gordura em ambientes anaerdbicos). Trés constantes foram usadas nessa equacao:

1) GDA (1285), 2) efeito da umidade do solo na taxa de decomposicdo (0,0103) e 3) a
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desaceleragdo do processo de decomposi¢do em ambientes anaerobicos, representada pelo

numero 4,6 (Vass, 2011).

O valor 1285 foi obtido com base nos GDA, em funcdo da temperatura ambiente e liberagao
de AGVs pelos tecidos moles dos cadaveres abaixo da superficie em ambiente anaerobico. A
constante 0,0103 foi obtida empiricamente, com base no efeito da umidade do solo na taxa de
decomposi¢do cadavérica em ambientes anaerobicos. Vass (2011) determinou o valor 4,6 com
base em experimentos comparativos, realizados por ele durante anos, da taxa de

decomposic¢do de cadaveres humanos expostos na superficie e enterrados.

Por fim, as duas equacdes levam em consideragao o estado de decomposi¢ao corporal, logo ¢
preciso estipular um valor entre 1-100, baseado nas alteragdes cadavéricas macroscopicas, que

seja representativo do estagio de decomposicdo do corpo (Vass, 2011).

Alguns pesquisadores aplicaram as equacdes propostas por Vass (2011), a fim de validar o
seu uso para a estimativa do IPM. Em seu estudo, Cockle e Bell (2015) selecionaram 42
casos, em que os cadaveres foram encontrados em ambiente aberto (aerdbico) e possuiam o
periodo post mortem conhecido. Apos aplicacao da equagdo 1, para ambientes aerdbicos, os
resultados demonstraram que a féormula superestimou o IPM real dos corpos em até 30 vezes,
em climas com temperaturas mais elevadas, e subestimou em até trés vezes nos climas frios

(Cockle e Bell, 2015).

A fim de validar a constante 4,6 utilizada na equagdo 2 (ambientes anaerdbicos), Cockle e
Bell. (2015) compararam a velocidade relativa da taxa de decomposicao entre corpos
enterrados e encontrados na superficie. Os resultados demonstraram que a taxa de degradacao
corporal, nos estdgios iniciais do processo de decomposicdo, foi discretamente mais rapida
nos corpos enterrados (1,3 a 3 vezes). No entanto, 2 medida que o IPM aumentou, os tempos
de decomposic¢ao se mostraram muito variados, onde por vezes a velocidade de decomposi¢ao
dos corpos superficiais foi maior do que a dos corpos enterrados e vice-versa. Portanto,
devido a essa inconsisténcia nos valores observados em periodos post mortem tardios, os
pesquisadores concluiram que a razdo de 4,6, proposta para representar a desaceleracdo da

decomposic¢do, ndo pode ser validada (Cockle e Bell, 2015).

Posteriormente, Maile et al. (2017) empregaram a equagdo 1 (ambientes aerdbicos), proposta
por Vass. (2011), em 19 cenas de 6bitos em que o IPM era conhecido em dois estados
americanos. Nesse estudo, todos os corpos foram encontrados dentro de casa, sendo 10 casos

(10/19) no Havai e nove casos (9/19) em Nebraska. Em sua metodologia, Maile et al. (2017)
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classificaram o estado de decomposicdo corporal de acordo com a perda de tecidos moles
(0,1%-100%) em: fresco (0,1%-5%), inchado (5%-10%), decomposi¢do inicial (10%-50%) e
decomposicao avangada (>50%), e dados referentes a temperatura e umidade do ar também

foram colhidas.

Apo6s reunir as informagdes necessarias (estado de decomposi¢do cadavérica, umidade e
temperatura do ar), os valores foram aplicados na equagdo 1, para ambientes aerdbicos,
proposta por Vass. (2011), juntamente com as constantes (1285 e 0,0103) e o IPM foi
calculado. Em todos os nove casos avaliados em Nebraska, a estimativa do IPM foi precisa
em 100% (9/9) das cenas de crime, e no Havai a acuracia da equagdo foi de 60% (6/10)
(Maile et al., 2017). De maneira geral, a equagdo apresentou acuracia de 79% (15/19). No
entanto, os pesquisadores reiteraram a necessidade de expandir a avaliagdao para mais cenas de
crime, antes que a equagdo possa ser validada para uso de rotina, principalmente para corpos

expostos a ambientes externos (Maile et al., 2017).

8. Cartilagem
8.1 Tipos e caracteristicas do tecido cartilaginoso

De modo geral, os tecidos conjuntivos sdo estruturas tridimensionais formadas por células
moveis e fixas, cercadas por extensa matriz extracelular (MEC) constituida por proteinas, por
substancia fundamental e por liquidos. De acordo com a composi¢ao da MEC, cada tipo de
tecido conjuntivo adquire suas caracteristicas proprias (Samuelson, 2007). A cartilagem, por
exemplo, ¢ uma forma especializada de tecido conjuntivo. Caracteristicas como flexibilidade
e resisténcia as diferentes formas de cargas, como tensdo, cisalhamento e compressdo as

diferencia dos outros tipos de tecidos conjuntivos (Watkins, 2009).

Na cartilagem, os condrdcitos sao o unico tipo de célula residente (Samuelson, 2007; Gentili e
Cancedda, 2009). Eles sdo considerados células especializadas, metabolicamente ativas e
responsaveis pela producdo e manutengdo da MEC (Fox et al., 2009; Gentili e Cancedda,
2009). Os condrocitos se localizam em espagos, entremeados na propria MEC, denominados
lacunas (Watkins, 2009; Chiu et al., 2017). No interior dessas lacunas, as cé¢lulas podem se
arranjar de maneira individual ou em grupos de dois ou mais condrocitos (Watkins, 2009),
sendo que o tamanho das mesmas varia entre as cartilagens auriculares de humano, bovino,

suino, coelho e rato (Chiu et al., 2017).
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A cartilagem pode ser classificada em trés subtipos: 1) elastica, 2) hialina e 3)
fibrocartilagem, com base na morfologia do tecido pelas coloragdes de safranina-O e azul de
toluidina (Naumann et al., 2002) e pelo tipo de coldgeno e quantidades de fibras elasticas

presentes na matriz extracelular (Samuelson, 2007; Alibegovié et al., 2014°).

A cartilagem do tipo elastica contém uma rede densa de fibras eldsticas na MEC, o que a
proporciona maior elasticidade se comparada aos demais tipos de cartilagem (Watkins, 2009).
Orgdos como a orelha externa (Zopf et al., 2015; Chiu et al., 2017), tubas auditivas, laringe e
epiglote sdo formadas por esse tipo de cartilagem (Samuelson, 2007). A cartilagem auricular
de humanos e suinos em resposta a cargas compressivas, apresenta comportamento elastico
ndo-linear de rigidez, devido as fibras elasticas da MEC (Zopf et al., 2015), diferentemente da
cartilagem articular (hialina) que tem elasticidade reduzida devido a menores proporcdes de

fibras elasticas em sua MEC (Fox et al., 2009).

As caracteristicas histoldgicas e as propriedades mecanicas e bioquimicas da cartilagem
auricular variam entre as espécies (tabela 2) (Chiu et al., 2017). A orelha humana apresenta

mais semelhangas com a de coelho, apesar das diferencas entre as espécies (Chiu et al., 2017).
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Tabela 2. Diferengas morfologicas entre a cartilagem auricular de diferentes espécies animais
e humana, de acordo com Chiu et al. (2017).

Espécie Pericondrio Matriz Tamanho das  Caracteristica dos Propriedades
extracelular lacunas de condrocitos mecanicas
condrocitos
Humana Predominio = Predominio de 150um? Auséncia de células  Moderada rigidez as
de COL tipo  COL tipo 2 binucleadas e forcas externas de
1. Discretas vacuolos compressao e tracao
Espessura quantidades intracitoplasmaticos
del150pm? de GAGS
Coclho Predorpinio Predorpinio 550um? P.reseng;a de células  Baixa rigidez as forgas
COL tipo 1 COL tipo 2 binucleadas e externas de
Espessura de  Discretas vacuolos compressdo e tragdo
80um? quantidades intracitoplasmaticos
de GAGS
Bovino Predominio Predominio 200pm? Auséncia de células  Elevada rigidez as
COL tipo 1 COL tipo 2 binucleadas e forgas externas de
Espessura Grandes vacuolos compressdo e tragao
de200pum? quantidades intracitoplasmaticos
de GAGS
Rato Predominio = Predominio 450pm? Presenca células Baixa rigidez as forcas
COL tipo 1 COL tipo 2 binucleadas e externas de
Espessura Discretas vacuolos compressao e tracao
del130um? quantidades intracitoplasmaticos
de GAGS
Suino Predominio  Predominio 100pum? Auséncia de células  Rigidez as forgas
COL tipo 1 COL tipo 2 binucleadas e externas de
Espessura de  Grandes vacuolos compressao e tracao
220um? quantidades intracitoplasmaticos  alta
de GAGS

GAGS: Glicosaminoglicanos; COL: Colageno

A cartilagem do tipo hialina, por sua vez, ¢ o tipo mais comum € ocorre nas superficies

articulares osseas (Fox et al., 2009; Rogers et al., 2011), anéis traqueais e focinho

(Samuelson, 2007). Sua MEC ¢ formada por uma rede de coldgeno e fibras embebidas em

proteoglicanos (Watkins, 2009). Pelo fato de ter menos fibras eldsticas em sua MEC, a

cartilagem hialina tem elasticidade menor se comparada a cartilagem elastica. No entanto,

apresenta maior resisténcia aos diversos tipos de tensdo (Fox et al., 2009). A cartilagem

articular ¢ do tipo hialina formada pelas zonas superficial, média, profunda e calcificada (Fox
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et al., 2009). Na zona média, as fibras de coldgeno se organizam na MEC de maneira obliqua
e os condrocitos sdo esféricos e de baixa densidade, o que faz essa zona ser resistente as

forgas de compressao (Fox et al., 2009).

Por fim, a fibrocartilagem ¢ a menos comum entre os trés tipos de cartilagem (Watkins,
2009). Ela se localiza no menisco (Naumann et al., 2002), discos intervertebrais, sinfise
pubica e nas inser¢des ligamentosas e tendinosas (Benjamin e Evans, 1990). Na avaliacao
histolégica realizada por Nauman et al. (2002), o tecido fibrocartilaginoso do menisco
apresentou-se mais metacromatico pela coloracdo azul de toluidina, em comparacdo aos
outros tipos de cartilagem. A MEC da fibrocartilagem ¢ constituida predominantemente por

uma rede densa e regular de fibras de colageno, dispostas paralelamente entre si (Watkins,

2009).

Com excegdo da fibrocartilagem, ao longo de suas margens externas, as cartilagens
apresentam-se revestidas por tecido conjuntivo fibroso conhecido como pericondrio
(Samuelson, 2007). O pericondrio desempenha papel na cicatrizacdo do tecido cartilaginoso,
como demonstrado em estudos realizados com cartilagens do tipo elastica (Duynstee et al.,
2002) e hialina (Engkvist e Wilander, 1979). Durante o processo de cicatrizagdo a camada
mais externa do pericondrio aumenta a espessura do tecido conjuntivo fibroso e a camada
mais interna fornece as células condroprogenitoras que formardo o novo tecido cartilaginoso

(Duynstee et al., 2002).

A maior parte da cartilagem ¢ formada pelos seus componentes extracelulares, que se
localizam em um material semelhante a um gel denominado MEC (Gentili e Cancedda,
2009). A MEC ¢ composta por uma rede entrelacada de heteropolissacarideos
(glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e proteinas fibrosas (coldgeno, elastina, fibronectina e
laminina). No entanto, em condi¢des de normalidade o principal constituinte da MEC das

cartilagens ¢ a dgua (Samuelson, 2007; Gentili e Cancedda, 2009).

Os glicosaminoglicanos (GAGS) s@o heteropolissacarideos extracelulares, nos quais uma de
suas unidades monossacaridicas € um acido urdénico e a outra um amino-agucar N-acetilado
(Nelson e Cox, 2004). Essas moléculas estdo presentes nos diferentes tipos de cartilagem
(Samuelson, 2007; Chiu et al., 2017) e fornecem viscosidade, adesividade e resisténcia a
MEC. Pelo fato de apresentarem alta densidade de carga negativa, atraem sodio de maneira
osmoticamente ativa e, consequentemente, uma grande quantidade de agua para a MEC

(Nelson e Cox, 2004).
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Em estudo realizado por Chiu et al. (2017) a quantidade de GAGS da MEC da cartilagem
auricular de diferentes espécies animais, foi mensurada pela coloragdo azul 1,9-
dimetilmetileno, e foi concluido que a MEC da cartilagem auricular de suinos e bovinos

apresenta maiores quantidades de GAGS em comparacao a de humanos, ratos e coelhos.

Outro heteropolissacarideo presente na MEC dos diferentes tipos de cartilagem, sdo os
proteoglicanos (PGS) (Roughley, 2006). Os PGS sdao macromoléculas formadas por uma
proteina principal e varios GAGS ligados de maneira covalente a sua estrutura (Nelson e Cox,
2004). A cartilagem contém varios PGS como agrecanos, decorina, biglicano, fibromodulina
e lumicam, que tem suas funcdes determinadas pela proteina principal e suas cadeias de
GAGS (Roughley, 2006). Os agrecanos, por exemplo, ao interagirem com o coldgeno
presente na MEC, contribuem para o desenvolvimento da for¢a de tensdo do tecido (Nelson e
Cox, 2004). J& a decorina, biglicano, fibromodulina e lumican contribuem na manutengao da
integridade da cartilagem (Roughley, 2006). Em associacdo com os PGS, o colageno, a
elastina e a fibronectina formam uma rede reticulada e fornecem forga e resisténcia 8 MEC

(Nelson e Cox, 2004).

O colageno ¢ uma proteina encontrada na MEC e nas regides pericelular e celular das
cartilagens do tipo eldstica, hialina e fibrocartilagem (Naumann et al., 2002; Fox et al., 2009;
Zopf et al., 2015). Sua principal fungdo ¢ conferir forca ao tecido (Naumann et al., 2002). Os
tipos predominantes de colagenos, sdo variados entre os tipos de cartilagem (Benjamin e
Evans, 1990; Fox et al., 2009; Chiu et al., 2017) e as regides anatomicas do tecido (Naumann
et al., 2002). Na cartilagem auricular (elastica) e articular (hialina), o coldgeno tipo 2 € o mais
abundante na MEC (Fox et al., 2009; Chiu et al., 2017), enquanto o coladgeno tipo 1 estd
presente em maior quantidade na MEC do menisco (Naumann et al., 2002) e dos discos

intervertebrais, tecidos formados por fibrocartilagem (Benjamin e Evans, 1990).

Diferengas em relagdo ao padrdo de distribuig¢do (MEC, regido pericelular e regido celular)
dos tipos de colageno nas cartilagens também sdo observadas (Samuelson, 2007). Por
imunomarcagao, foi possivel quantificar maior quantidade de colageno do tipo 10, por
exemplo, na regido pericelular e na MEC das cartilagens auricular (elastica) e articular
(hialina), respectivamente (Naumann et al., 2002). O menisco (fibrocartilagem), por sua vez,
foi negativo para o colageno do tipo 10 em todas essas regidoes (Naumann et al., 2002). Nesse
mesmo estudo, 0 menisco apresentou imunomarcagdo para o colageno do tipo 1 na MEC e

nas regides pericelular e celular. No entanto, a cartilagem auricular (eldstica) apresentou
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imunomarcagdo discreta para o colageno do tipo 1 nas regides pericelular e celular e a
cartilagem articular (hialina) apresentou imunomarcagdo para o colageno do tipo 1 somente

na MEC (Naumann et al., 2002).

8.2 Andlise da cartilagem para estimativa do intervalo post mortem (IPM).

As pesquisas referentes ao uso da cartilagem nas praticas forenses, a fim de determinar o
IPM, em geral realizam avaliacdo macroscopica e microscopica do tecido, apds a exposicao
em diferentes ambientes e intervalos de tempo (Rogers et al., 2011; Rogers et al., 2014; Paulis
et al., 2016). Mas, ha estudos que também propdem a avaliagdo da integridade molecular do
acido ribonucleico (RNA) (Marchuk et al., 1998), e dos constituintes da MEC, como
agrecanos, proteoglicanos e coldgeno (Bolton et al., 2015; Alibegovic et al., 2019; Zhouru et

al., 2019), em diferentes IPM, também com o propdsito de estimar o IPM.

Algumas caracteristicas como o baixo requerimento de oxigénio e nutrientes, resisténcia dos
condrécitos a acidose e hipdxia, bem como, protecao contra bactérias saprofitas conferida
pelas fibras densas da MEC, fazem da cartilagem um tecido importante para a estimativa do

IPM, principalmente em casos de decomposicdo cadavérica avangada (Alibegovi¢ et al.,
2014°).

Apds o obito, a difusdo de nutrientes da MEC, presente em grande quantidade no tecido
cartilaginoso, permite ainda a sobrevivéncia dos condrocitos por longos periodos (Alibegovic¢
et al., 2014%). Em seu estudo, Alibegovi¢ et al (2014°) avaliou a viabilidade de condrécitos
extraidos de cartilagem articular de cadaveres humanos, sem histérico de doenga articular
prévia, cultivados em meio de cultura Dulbecco’s modified eagle médium (DMEM) com
antibiotico, sem a troca do meio até o final do experimento, para tentar simular as condi¢des
post mortem. Nessa pesquisa, os condrdcitos foram submetidos a 4°C, 11°C, 23°C e 35°C e a
viabilidade verificada a cada trés dias, durante o periodo de dois meses, observou-se que a
viabilidade dos condroécitos mantidos a 4°C foi pior quando comparada as células mantidas a
11°C, alcancando 5% de viabilidade no periodo de 50-56 dias. A partir desses resultados,
sugere-se que a viabilidade dos condrécitos possa ser utilizada como pardmetro para
estimativa do IPM, mas com a ressalva de que essa técnica deve ser validada em cadaveres

expostos as condi¢cdes ambientes presentes na natureza (Alibegovié et al., 2014°).
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Utilizando amostras de cartilagem articular humana, Alibegovic et al. (2019), avaliaram a
degradagdo das macromoléculas da MEC durante o periodo de 36 dias. Por meio da coloragdo
de safranina-O sem fast green, os pesquisadores concluiram que a intensidade tintorial da
MEC das amostras diminui proporcionalmente com a fragmentagao dos proteoglicanos ao

longo do tempo (Alibegovic et al., 2019).

A partir da técnica bioanalitica de espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier
(FTIR), foi demonstrado redugdo nas quantidades de colageno e PGS, por meio de variagdes
espectrais, em uma amostra de cartilagem anular humana, no periodo de 36h (Zhouru et al.,
2019). Em outro estudo, a integridade das moléculas de RNA (mensageiro e ribossémico) em
amostras de cartilagem articular de coelhos, mantidas a temperatura de 4°C, foi avaliada por
eletroforese em gel agarose corada com brometo de etidio e por Northern blot. Apds 96h de
IPM, nao foi constatada degradagdo significativa dessas moléculas nas amostras de cartilagem
(Marchuk et al., 1998). Os resultados desses estudos demostraram que a avaliacdo dos
constituintes da MEC e do RNA pode ajudar na estimativa do IPM (Marchuk et al., 1998;
Bolton et al., 2015; Alibegovic et al., 2019; Zhouru et al., 2019).

Em estudo realizado por Rogers et al (2011), membros pélvicos de suinos foram enterrados ha
20cm de profundidade em solo arenoso ¢ com pH médio de 5,5. As articulagdes foram
examinadas nos intervalos de quatro, sete, 10 e 13 semanas. Nas primeiras semanas,
alteragdes na coloracdo e perda gradual da cartilagem foram achados macroscopicos
frequentes. Na ultima semana, havia perda consideravel de tecidos moles e exposi¢ao das
superficies articulares. Histologicamente, com aproximadamente nove semanas de IPM, as
amostras apresentaram perda da afinidade tintorial e redu¢@o progressiva do material nuclear.

Com 12 semanas, as amostras estavam inviaveis para analise (Rogers et al., 2011).

Posteriormente, Rogers et al (2014), enterraram membros pélvicos de suinos, bovinos e
caprinos, ha 20cm de profundidade, em solo arenoso, nos respectivos intervalos: quatro, 11,
14, 18, 22, 25, 28, 32 e 42 dias. O experimento ocorreu em trés estacoes diferentes do ano
(inverno, primavera e verdo), a fim de verificar a variagdo sazonal. Por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV), foi observada a formagdo de cristais nas amostras de
cartilagem articular entre a terceira e a sexta semanas de intervalo post mortem, independente
da estacdo do ano e da espécie animal estudada. Sugeriu-se que os cristais sejam produzidos
por bactérias Comamonas sp., identificadas nas amostras. Além disso, foi observado que os

cristais desapareceram quando a cartilagem ¢ exposta a mistura solo/dgua e ao ambiente
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acido. Segundo os pesquisadores, essa andlise poderia ser utilizada, juntamente com outras
técnicas, para estimar o IPM, particularmente entre a terceira e a sexta semanas ap6os o obito

(Rogers et al., 2014).

Além da cartilagem articular, a cartilagem auricular também tem sido apontada como boa
fonte de tecido para os estudos do IPM, pela facilidade de obtengdo, em cadaveres humanos
ou em modelos animais experimentais, € por nao ser susceptivel aos processos inflamatorios e
degenerativos in vivo, comuns na cartilagem articular (Chiu et al., 2017). No entanto, parece
haver somente um estudo que avaliou a decomposi¢do da cartilagem auricular para estimar o
IPM (Paulis et al., 2016). Nesta pesquisa, orelhas de coelhos foram enterradas e exumadas a
cada cinco dias, durante o periodo de 30 dias, para avaliagao da coloragdo, textura e cobertura

de tecido mole, além da avaliagdo microscopica dos nucleos de condrocitos.

Apesar da cartilagem ser um tecido com potencial uso para a avaliacdo do IPM, as pesquisas
forenses que estudam a cartilagem sdo escassas e muitas vezes ndo levam em consideracdo
diferencas entre espécies e variaveis como temperatura ¢ umidade do solo e do ar e pH do
solo (Rogers et al., 2011; Rogers et al., 2014; Paulis et al., 2016). Além disso, os resultados
das pesquisas que utilizaram a cartilagem articular ndo devem ser extrapolados para a
cartilagem auricular ou vice-versa, uma vez que elas apresentam arquitetura e composi¢ao da

MEC distintas (Nimeskern et al., 2016).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em terreno aberto, submetido a preparacdo prévia para remocao
da vegetacdo superficial e colheita do solo para andlise fisico-quimica. O terreno utilizado
situa-se na area do Hospital da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais, cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil (19°52'14.7"S 43°58'30.0"W). O
periodo de realiza¢do do experimento foi entre os meses de julho e setembro, correspondentes

ao inverno no Brasil, do ano de 2020.
Obtencgdo das orelhas e formacdo dos grupos

Foram utilizados 8 pares de orelhas de coelhos, bovinos e suinos de racas, sexo e idades
semelhantes, colhidas de oito animais, totalizando 16 orelhas por espécie (figura 2). As
orelhas das espécies suina e bovina foram obtidas de abatedouros localizados em Belo

Horizonte, Minas Gerais, e as orelhas de coelhos do abatedouro da Fazenda Experimental
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Professor Hélio Barbosa, da Universidade Federal de Minas Gerais, localizada em Igarapé,
Minas Gerais. As orelhas foram colhidas logo ap6s o abate dos animais, armazenadas em
sacos plasticos individualizados e transportadas acondicionadas em caixa térmica, com gelo

reciclavel, até o Laboratorio de Histopatologia.

Figura 2. Orelhas das espécies animais usadas neste estudo. (A) coelho, (B) bovino e (C)

suino.

Todas as orelhas tiveram a base, o apice ¢ as laterais descartadas, a fim de se obter mais
homogeneidade entre a espessura das amostras. Cada par de orelha do mesmo animal foi
seccionado, com bisturi, com auxilio de régua, em partes iguais, cada uma medindo 3x2 cm,
sendo que cada amostra correspondeu a um intervalo post mortem distinto. Todas as amostras,
independentemente da espécie animal, permaneceram envoltas por pele com pélos. De cada
par de orelhas de cada coelho foram obtidas oito amostras para cada intervalo post mortem, ou
seja 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 150 dias (figura 3A). A escolha de um menor tempo de andlise
para as orelhas de coelho, baseou-se nos achados de Paulis et al. (2016). De cada par de
orelhas de cada bovino e suino foram obtidas 12 amostras para cada intervalo post mortem, ou

seja, 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 e 150 dias (figura 3B e C).

Um grupo de amostras, correspondente ao 8° fragmento da orelha de cada coelho e ao 12°
fragmento da orelha de cada bovino e suino, foi destinado a 150 dias de experimentagdo, a
fim de acompanhar a decomposicao total das amostras. No tempo zero, as amostras ndo foram

enterradas e foram utilizadas como controle para as analises microscopicas.
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As amostras destinadas aos diferentes [IPM foram distribuidas de forma aleatoria, respeitando,

dessa forma, o principio da casualizacdo das unidades experimentais (Sampaio, 2015).

Figura 3. A) Esquema da divisdo das orelhas de coelho, B) bovino, e C) suino. Cada amostra
foi escolhida aleatoriamente para representar um intervalo post mortem (IPM). O par de
orelhas de cada coelho originou 8 amostras para representar 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 150 dias

de IPM e o par de orelhas de cada bovino e suino originou 12 amostras para representar 0, 5,

10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 e 150 dias de IPM.

Andlise fisico-quimica do solo

As amostras das orelhas foram enterradas em terreno aberto. Previamente, o local foi limpo
para remocao da vegetagdo rasteira e dividido em trés areas iguais, uma ao lado da outra, que
foram destinadas a cada espécie animal. O terreno apresentava uma area total de 22,95 m?,
que foi dividida em trés sub-areas de aproximadamente 7,65 m? sendo cada uma delas

destinada a uma espécie animal.

Para a analise fisico-quimica do solo, foram colhidas 10 amostras de cada uma das trés sub-
areas, com auxilio de uma sonda-terra e em sentido cruzado, totalizando aproximadamente

300g de solo por area, como ilustrado na figura 4.
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Figura 4. Esquema realizado no terreno, onde as amostras de orelhas de cada espécie animal
foram enterradas, demonstrando como a colheita das amostras de solo foi realizada para
posterior analise fisico-quimica. A area foi subdivida em trés sub-areas para cada espécie
animal, com colheita do solo em esquema cruzado. O tracejado representa o sentido da

colheita e os circulos escuros representam os pontos de colheita das amostras.

As 10 amostras de cada sub-area foram colocadas em um balde limpo, misturadas e
homogeneizadas manualmente e identificadas. As andlises de pH, condutividade, matéria
organica, argila dispersa, densidade de particulas, textura e agua do solo foram realizadas no
Laboratorio de Geomorfologia do Instituto de Geociéncias da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os resultados das andlises do solo foram obtidos, levando-se em consideracdo o guia
pratico de analises de solo elaborado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

(EMBRAPA, 2015).

Além disso, durante todo o periodo experimental, foi realizada diariamente, sempre nos
mesmos horarios pela manha e a tarde, a mensuracao do pH, da temperatura e da umidade do
solo, bem como, do indice pluviométrico, da temperatura e da umidade do ar, com o uso de
medidores digitais, exceto para a andlise pluviométrica (figura 5). A analise diaria do solo foi

realizada em cada sub-area em que as amostras de coelho, bovino e suino foram enterradas.
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Figura 5. Equipamentos utilizados para mensuragdo dos pardmetros do solo e do ar A)
termOmetro digital utilizado para medir temperatura e umidade do solo, B) pHmetro digital,
C) medidor de umidade e temperatura do ar digital, e D) pluvidmetro utilizado para medir a

quantidade de agua precipitada durante o periodo experimental.

Metodologia antes e apos a exumacgdo das amostras

Em cada uma das duas sub-areas, destinadas as amostras de bovinos e suinos, foram
preparadas 11 covas, de 20x20x20 cm de profundidade, largura e altura (figura 6A). Em cada
uma das covas, correspondentes a cada intervalo post mortem, ou seja, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 60 e 150 dias foram depositadas oito amostras de orelhas, sendo uma amostra de

cada animal. As 8 amostras correspondentes ao dia zero ndo foram enterradas.

Na sub-drea reservada para as amostras de coelhos, foram preparadas sete covas (figura 6A).
Em cada uma das covas, correspondentes a cada intervalo post mortem, ou seja, 5, 10, 15, 20,
25, 30 e 150 dias foram depositadas oito amostras de orelhas, sendo uma de cada animal. As 8

amostras correspondentes ao dia zero ndao foram enterradas.

As amostras de orelha foram enterradas dentro de cassetes histoldgicos de plastico adaptados,
com dimensdes internas de medindo 3cm x 2,5 cm, com tampa removivel e orificios grandes,
a fim de permitir o contato do solo com a amostra (figura 6B). Foi realizada a identificacdo da

amostra no cassete antes das mesmas serem enterradas, uma vez que cada amostra foi
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fotografada e pesada antes e apds a colheita, a fim de calcular a perda de peso e de area

sofridas pelo processo de decomposic¢ao post mortem em cada um dos IPM.

As amostras de cada IPM foram enterradas uma ao lado da outra. As covas foram cobertas
por terra e identificadas de acordo com o nome da espécie e o dia da colheita (figura 6C). As
covas somente foram abertas no dia da colheita correspondente a cada IPM, com exce¢do da
cova dos 150 dias que foi aberta e fechada periodicamente para acompanhar e registrar o dia

de decomposicao total da amostra.



55

Figura 6. Terreno utilizado para realizagdo do experimento. A) Covas destinadas as amostras,
B) Amostras de orelha no interior de cassetes plasticos dentro de uma das covas, e C) covas

fechadas e identificadas com a espécie e o dia da colheita.
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Anadlise macroscopica

Em cada IPM, foi realizada a andlise macroscopica de cada amostra de orelha das trés
espécies animais. Foi observada a presenca ou auséncia dos seguintes achados: perda de
pelagem (até 25%, de 25 a 50%, de 50 a 100%), perda de continuidade do tecido (até 25%, de
25 a 50%, de 50 a 100%) e presenga de fungo e de cera cadavérica. Em cada cova, foi
observada a presenga ou auséncia de artropodes e/ou anelideos. Por fim, para cada espécie

animal, em cada IPM, foi calculada a frequéncia (%) de cada achado post mortem.

Antes de serem enterradas, as amostras foram devidamente identificadas, pesadas em balanca
de precisdo e fotografadas. Apos exumadas, as amostras de cada espécie, foram limpas com
pincel para remogao do solo, pesadas e fotografadas novamente. O valor do peso da amostra
ao final de cada IPM foi subtraido do valor do peso inicial dessa mesma amostra antes de ser

enterrada, a fim de determinar a porcentagem de perda de peso durante a decomposicao.

O registro fotografico das amostras, feito antes e apds a exumagao, foi realizado de ambos os
lados de cada fragmento, com o auxilio de uma cAmera Canon Powershotsx 530® acoplada a
um estereomiscroscopio Zeiss® (Lupa) nos aumentos de 2,5x e 4x. As imagens capturadas
foram analisadas pelo software ImageJ 1.52 (The National Institute of Health, EUA;
http://imagej.nih.gov.ij), para mensuracao da area das amostras e da area coberta por pelagem.
Em cada IPM, o valor da area das amostras e da area coberta por pelagem de cada fragmento
antes de ser enterrado foi subtraido dos valores obtidos no momento da exumagao, com o

objetivo de determinar a porcentagem de area e de pelagem perdida durante a decomposicao.

Andlise histomorfométrica

Apoés a andlise macroscopica, cada amostra de orelha de cada IPM foi seccionada em trés
fragmentos de aproximadamente 0,2mm de espessura, a fim de obter amostras das
extremidades e do meio do fragmento, levando-se em consideragdo que o processo de
decomposi¢do ndo ¢ uniforme em toda a amostra. Esse material foi processado pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina, seguida de microtomia, para obtencdo de secgdes
histolégicas de 4um de espessura. Em seguida, as secg¢des histologicas foram coradas pela
hematoxilina e eosina. As amostras também foram coradas pela técnica de PAS (do inglés
Periodic Acid-reactive Schiff), para facilitar e confirmar a visualizagao de fungos. O protocolo

dessas técnicas esta descrito nos anexos.
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Com um fotomicroscopio de luz Eclipe E200, Nikon®, na objetiva de 10x e 40x, foram
obtidas de cada amostra, trés imagens, sendo que duas imagens foram capturadas das
extremidades e uma imagem foi capturada da regido central da amostra, ampliando dessa
forma a area analisada microscopicamente. As trés imagens foram capturadas de todas as

amostras de cada um dos IPM, incluindo o dia zero, ¢ de cada espécie animal.

Nas seccdes histologicas, a mensuragdo da espessura da cartilagem auricular foi realizada com
o auxilio do software ImagelJ 1.52. Foram obtidas as medidas em 30 pontos aleatorios, para
obten¢do da espessura média da cartilagem de cada amostra. Essa analise foi realizada em
todas as amostras de cada um dos IPM, incluindo o dia zero, e de cada espécie animal. Além
disso, as trés imagens da cartilagem obtidas de cada amostra, foram avaliadas com relagdo a
perda de afinidade tintorial, decréscimo de material nuclear, perda da arquitetura tecidual,
além da presenca de fungos e bactérias, a fim de determinar a freqiiéncia desses achados em

cada IPM e para cada espécie animal.

Anadlise estatistica

As premissas de normalidade das variaveis analisadas foram verificadas pelos testes de
Bartlett e Shapiro Wilk, considerando a hipotese de normalidade quando p> 0,05 (Sampaio,
2015).

Para as varidveis porcentagem de perda de peso, perda da area de pelagem e da area da
amostra, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em arranjo de parcelas
subdivididas. Foi realizada a andlise de varidncia (ANOVA), para verificar se houve
significancia entre as alteracdes macroscopicas, nos diferentes intervalos post mortem, em
funcdo da espécie, tempo e interagdo espécie x tempo. Realizou-se o teste de Tukey e

diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05 (Sampaio, 2015).
O modelo estatistico utilizado para a andlise foi: Yijk= p + a; + eik + bk + abjk + Ejjx

Onde: p=média geral, ai=efeito do fator A, eik=erro associado a parcela, bk=efeito do fator B,

abjk=efeito da interacdo entre A e B e Ejjx=erro experimental associado a subparcela.

Com o objetivo de estabelecer um modelo matematico que melhor explicasse a correlagao
entre as varidveis dependentes porcentagem de peso perdida, porcentagem de area perdida e
porcentagem de pelagem perdida e o tempo (varidvel independente), foi realizado um estudo

de regressao.
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Para a variavel espessura da cartilagem, o delineamento foi em blocos ao acaso. Foi realizada
a ANOVA, para verificar se houve significancia entre a espessura da cartilagem nos
diferentes IPM, em funcao do tempo, e pelo teste de Tukey as diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05 (Sampaio, 2015).
O modelo estatistico utilizado para a analise foi: Yji= p + ti + bj + eij
Onde:p=média geral, ai=efeito do fator A, bj=efeito do bloco e eik=erro associado a parcela

Foi realizada analise de regressdo, com o objetivo de avaliar o grau de correlagdo entre o
tempo (variavel independente) e a espessura da cartilagem (variavel dependente), e assim
determinar um modelo matematico (linear ou nao-linear), que melhor explicasse a essa

correlagao.

A correlacdo entre as variaveis foi classificada de acordo com os valores do coeficiente de
determinacio (R?), em forte (0,7-0,9), moderada (0,7-0,5) e fraca (<0,5) (Sampaio, 2015). Os

valores de R?, foram utilizados em porcentagem nesse estudo.
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RESULTADOS

Andlise do solo e parametros ambientais

As caracteristicas fisico-quimicas do solo estdo apresentadas na tabela 3. De acordo com a
avaliagdo granulométrica da terra (areia grossa, areia fina, silte e argila), o solo foi
considerado argilo-arenoso. Os valores de magnésio e célcio foram considerados altos, € o
teor de fosforo, pelo extrator de Mehlich-1, em fungdo do teor de argila (amostra 1:418,1mm;
amostra 2:404,3mm; amostra 3:411,0mm), foi considerado médio. Por fim, o pH do solo foi

classificado como neutro (tabela 3).

Tabela 3. Resultados laboratoriais da analise fisico-quimica do solo.

Analise Fisica

Analise Resultado

Granulométrica Argilo- arenoso

Analise Quimica

Anilise Resultado
pH 7,0
Calcio 6,4 mg/dm?
Fosforo 7,9 mg/dm?
Magnésio 2,3 mg/dm’

Durante o periodo experimental de julho a setembro de 2020, a temperatura média geral do
solo foi de 23,5°C + 2,28°C, sendo que no periodo da manhd a temperatura média foi de
21,6°C £ 2,26°C e no periodo da tarde de 25,5°C £ 2,78°C. No mesmo periodo, a umidade
média geral do solo foi de 54,9% + 3,70%, onde os valores nos periodos da manha e da tarde
corresponderam a 55,4% =+ 3,98% e 54,5% £ 4,52%, respectivamente. O pH do solo se

mostrou neutro (7,0 £ 0,0) durante todo o periodo experimental (figura 7).
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Figura 7. Média diéria da temperatura, umidade e pH do solo no local em que as amostras de

orelhas de coelho, bovino e suino foram enterradas durante o periodo experimental (julho-

setembro de 2020)

A temperatura média do ar, durante os meses do experimento, foi de 23,2°C £+ 1,57°C, em que

no periodo da manha a temperatura foi de 22,0°C + 1,51°C e na parte da tarde de 24,3°C +

2,03°C. A umidade média geral foi de 52,3% =+ 3,04%, sendo a umidade geral no periodo da
manha de 54,5% =+ 3,97% e no periodo da tarde de 50,3% = 5,11%. Durante os 60 dias de

experimentacdo, apenas no 46° dia foi registrada a presenca de chuva, sendo 10 milimetros, o

indice pluviométrico na area experimental (figura 8).
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Figura 8. Média didria da temperatura e da umidade do ar, bem como, do indice pluviométrico
no local em que as amostras de orelhas de coelho, bovino e suino foram enterradas durante o

periodo experimental (julho-setembro de 2020).
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Alteragoes macroscopicas post mortem das orelhas de coelho

Nas amostras de coelhos, as médias da perda percentual de peso e da perda percentual da area
das amostras aumentaram gradativamente e significativamente até os 30 dias de [IPM. No 5°
dia, ja era possivel observar perda percentual média de peso e de area de tecido de 19,29% e
7,83%, respectivamente. Aos 30 dias, as perdas percentuais médias de peso e de area de
tecido eram de 63,18% e 28,99%, respectivamente. No entanto, com relacdo a média da perda
percentual da area da pelagem, no 5° dia j& havia perda da pelagem superior a 50%, chegando

a 96,88% no 30° dia (figura 9 e tabela 4).
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Figura 9. Perda percentual média de peso e da area de tecido e de pelagem das amostras de

orelha de coelhos em cada intervalo post mortem (IPM), do 5° ao 30° dia de exumacgao

Tabela 4. Média, desvio padrao e comparacao estatistica entre periodos da perda percentual de
peso e da area de tecido e de pelagem das amostras de orelha de coelhos em cada intervalo

post mortem (IPM), do 5° ao 30° dias de exumacao.

IPM Perda de peso (%) Perda de area de tecido (%)  Perda de area de pelagem
(Dias) (%)
5 19,29+3,42 a 7,83 £3,63 a 50,65+ 19,32 ab
10 26,30+ 8,56 a 14,35+ 3,61 ab 59,18 £20,62 a
15 43,45+7,56 b 21,42+ 11,70 ab 64,33 +£ 27,60 ab
20 46,20+ 422 b 23,44 + 10,17 abe 62,85 + 28,50 ab
25 57,25+3,94 ¢ 24,79 £ 8,33 be 87,86 +31,32 ab
30 63,18 £9,61d 28,99+ 10,30 ¢ 96,88 + 17,72 b

Meédias seguidas de letras distintas minusculas na coluna se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As alteragdes post mortem apresentadas por cada amostra de coelho, nos respectivos IPM até
os 150 dias de exumacdo estdo apresentadas na figura 10 e a porcentagem de amostras de
orelhas em cada intervalo post mortem (IPM) com perda de tecido, colonizacdo flngica e
presenca de cera cadavérica, além da presenga de artropodes/anelideos nas covas até os 30

dias de exumacao, estao sumarizadas na tabela 5.

Ao longo dos diferentes IPM, a perda de continuidade do tecido de cada amostra foi muito
heterogénea. Apesar da area da amostra ter reduzido progressivamente, com aumento da
perda de area do tecido ao longo dos 30 dias, a perda de continuidade do tecido da amostra,
caracterizada pela presenga de espacos vazios, foi observada a partir do 10° dia somente em
12,5% das amostras. Aos 30 dias, 37,5% das amostras apresentavam perda de continuidade do
tecido inferior a 50% e 37,5% das amostras apresentavam perda de continuidade do tecido

superior a 50% (tabela 5).

O tempo de decomposi¢do total dos tecidos variou muito entre as amostras. Aos 126 dias,
duas amostras ja haviam se decomposto totalmente e aos 131 dias, duas outras amostras
também se decompuseram totalmente. Aos 150 dias, 50% das amostras restantes ainda nao
haviam se decomposto totalmente. Mas com exce¢do de uma amostra, as demais
apresentavam-se fridveis e com reducdo de mais de 75% do tamanho do fragmento em

comparag¢do ao seu tamanho inicial (figura 10).

A cobertura esbranqui¢ada, que comprovou-se pelo exame microscopico tratar-se de fungo,
foi observada em 50% ou mais amostras a partir do 15° dia. A cera cadavérica foi observada
em 12,5% das amostras, no 10° e 25° dias e em 25% das amostras, no 20° dia. Artropodes e

anelideos somente foram encontrados na cova correspondente aos 30 dias de [PM.
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Tabela 5. Porcentagem de amostras de orelhas de coelhos em cada intervalo post mortem
(IPM) com as alteracdes macroscopicas listadas, até o 30° dia de exumacao.

IPM Perda Perda Perda Cobertura Cera Artrépodes
(Dias) continuidade continuidade continuidade esbranquicada cadavérica /anelideos
(até 25%) (25-50%) (50-100%) (fungos) na cova

0 0 0 0 0 0 Nao

5 0 0 0 0 0 Nao

10 12,5 0 0 0 12,5 Nao

15 50,0 0 0 87,5 0 Nao
20 25,0 0 0 62,5 25,0 Nao
25 0 0 0 50,0 12,5 Nao

30 12,5 25,0 37,5 50,0 0 Sim
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Figura 10. Caracteristicas macroscopicas das amostras de orelhas de coelhos em cada
intervalo post mortem (IPM), apds exumagao.
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Alteracoes macroscopicas post mortem das orelhas de bovinos

Nas amostras de bovinos, a perda percentual média de peso aumentou ao longo do periodo,
porém de forma irregular. No 5° dia, a perda percentual média de peso ja era de 20,47%,
aumentando significativamente até o 25° dia de IPM, quando alcangou a média de 50,60%
(p<0,05). A partir do 40° dia, as médias ndo diferiram significativamente entre os periodos,

alcangando a média de 60,48% aos 60 dias (figura 11 e tabela 6).

A perda percentual média da area das amostras no 5° dia era de 9,77%, aumentando
significativamente até o 15° dia, quando alcangou a média de 33,96% (p<0,05). A partir do
15° dia, as médias ndo diferiram significativamente entre os periodos, chegando aos 60 dias
com perda percentual média da area de 28,08%, estatisticamente semelhante a média do 15°

dia (figura 11 e tabela 6).

Com relagdo a perda percentual média da area da pelagem, no 5° dia, a média era de 16,06%,
aumentando gradativamente e significativamente até o 60° dia, quando alcancou a média de

87,31% (figura 11 e tabela 6).
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Figura 11. Perda percentual média de peso, de area de tecido e de pelagem das amostras de

orelha de bovinos em cada intervalo post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumagao
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Tabela 6. Média, desvio padrao e comparacao estatistica entre periodos da perda percentual
de peso e da area de tecido e de pelagem das amostras de orelha de bovinos em cada intervalo

post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumagao

IPM Perda de peso (%) Perda de area de tecido (%)  Perda de area de pelagem

(Dias) (%)
5 20,47+ 5,61 a 9,77+3,98 a 16,06 = 6,25 ab
10 16,70 £5,19 a 11,08 + 6,86 a 16,93 £5,09 a
15 30,58+6,49b 33,96 £ 8,28 ¢ 26,07 = 19,05 abc
20 43,75+ 4,51 ¢ 17,86 + 14,90 ab 47,40 + 13,12 bed
25 50,60 = 3,82 de 19,11+£4,22b 52,83 £23,19 cde
30 47,74 + 1,98 cd 19,92+3,99b 56,46 £ 25,51 cde
35 51,87 +£2,05¢ 21,70+ 8,26 b 58,44 £22.41 de
40 62,11 £2,84f 22,32+421b 82,50 £ 15,28 ¢
50 57,94 £3,66 26,05 £ 5,56 be 85,44 + 21,43 de
60 60,48 £6,13 28,08 £ 7,08 be 87,31 +£2290¢

Médias seguidas de letras distintas mintisculas na coluna se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)

As alteragdes post mortem apresentadas por cada amostra de bovino, nos respectivos IPM até
os 130 dias de exumacao estdo apresentadas na figura 12 e a porcentagem de amostras de
orelhas em cada intervalo post mortem (IPM) com perda de tecido, colonizagdo fungica e
presenca de cera cadavérica, além da presenca de artropodes/anelideos nas covas até os 60

dias de exumacgao, estdo sumarizadas na tabela 7.

Somente a partir do 20° dia, uma amostra apresentou até 25% de perda de continuidade
tecidual. Esse grau de perda permaneceu até o 60° dia, havendo somente aumento progressivo
da porcentagem de amostras que apresentavam até 25% da perda de continuidade dos tecidos.
Aos 60 dias, 75% das amostras apresentam até 25% de perda de continuidade dos tecidos e
nenhuma amostra apresentava mais de 25% de perda de tecido. O tempo de decomposi¢do
total dos tecidos variou muito entre as amostras e ocorreu da seguinte forma: aos 100 dias
(uma amostra), 125 dias (duas amostras), 130 dias (trés amostras) e 150 dias (duas amostras)

(figura 12).

A cobertura esbranquigada, que comprovou-se pelo exame microscopico tratar-se de fungo,
foi observada a partir do 10° dia em 12,5% das amostras. No 15° dia, ela estava presente em

50% das amostras e a partir do 20° dia ela estava presente em no minimo 75% das amostras,
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chegando a estar presente em 100% das amostras no 20°, 40° e 60° dias de IPM. A cera
cadavérica foi observada no 10°, 15° e 20° dias em 12,5% a 25% das amostras. A partir do 20°
dia, ndo foi mais observada a presenga da cera cadavérica. Artropodes e anelideos somente

foram encontrados na cova correspondente ao 20° e ao 40° dias de IPM.

Tabela 7. Porcentagem de amostras de orelhas de bovinos em cada intervalo post mortem
(IPM) com as alteracdes macroscopicas listadas, até o 60° dia de exumacao.

IPM Perda Perda Perda Cobertura Cera Artrépodes/

(Dia)  continuidade continuidade continuidade  esbranquicada cadavérica  anelideos na
(até 25%) (25-50%) (50-100%) (fungos) cova
0 0 0 0 0 0 Nao
5 0 0 0 0 0 Nao
10 0 0 0 12,5 25,0 Nao
15 0 0 0 50,0 12,5 Nao
20 12,5 0 0 100 12,5 Sim
25 12,5 0 0 75,0 0 Nao
30 12,5 0 0 87,5 0 Nao
35 50,0 0 0 75,0 0 Nao
40 50,0 0 0 100 0 Sim
50 50,0 0 0 87,5 0 Nao
60 75,0 0 0 100 0 Nao
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Figura 12. Caracteristicas macroscopicas das amostras de orelhas de bovinos em cada

intervalo post mortem (IPM) apds exumagao
Alteragoes macroscopicas post mortem das orelhas de suinos

Nas amostras de suinos, a perda percentual média de peso no 5° dia era de 3,91%,
aumentando significativamente até o 20° dia, quando atingiu a média de 45,61% (p<0,05). A
partir do 20° dia, as médias da perda percentual de peso aumentaram, mas nao diferiram

significativamente entre os periodos, chegando a 57,24%, aos 60 dias (figura 13 e tabela 8).
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A perda percentual média da area das amostras teve comportamento um pouco diferente. No
5° dia, a perda percentual média da area era de 12,08%. A partir desse periodo, houve
aumento gradativo da perda percentual da area, mas somente no 40° dia, a média de 32,22%
diferiu significativamente do 5° dia (p<0,05). A partir do 40° dia, as médias nao diferiram
entre periodos, alcan¢ando, aos 60 dias, a média de 33,74%, que foi estatisticamente

semelhante a média do 15° dia (figura 13 e tabela 8).

Com relagdo a perda percentual média da area da pelagem, no 5° dia, ja havia perda
percentual média de 28,65%. No 10° dia, houve aumento intenso e significativo da perda da
area de pelagem, chegando a média de 63,46% (p<0,05). A partir do 10° dia, a perda
percentual média da area da pelagem aumentou progressivamente, mas sem diferencas
estatisticamente significativas entre os periodos, chegando a 90,43% no 60° dia (figura 13 e

tabela 8).

100+
-~ Peso
80— - Area de tecido
<) -+ Area de pelagem
S 60- pelag
©
©
GJ 40-
o
20—
0 1 1 1 1
0 20 40 60 80

Tempo (dias)

Figura 13. Perda percentual média de peso e da area de tecido e de pelagem das amostras de

orelha de suinos em cada intervalo post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumacao.
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Tabela 8. Média, desvio padrdo e comparagado estatistica entre periodos da perda percentual de
peso e da area de tecido e de pelagem das amostras de orelha de suinos em cada intervalo post

mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumacao.

IPM Perda de peso (%) Perda de area de tecido (%)  Perda de area de pelagem
(Dias) (%)

5 391+2,08a 12,08+ 8,26 a 28,65+ 10,55 a
10 11,83 +2,18b 14,68 9,02 ab 63,46 +2741b
15 34,56 + 3,28 ¢ 21,35 + 6,50 abed 63,56 21,53 b
20 45,61 +£3,83d 24,55 + 7,49 abc 74,58 +£ 15,33 be
25 49,33 £ 3,65 de 24,87 + 10,30 abcd 77,86 £ 16,56 bc
30 52,74+ 3,10 ef 28,08 + 10,20 bed 79,63 + 12,64 bc
35 57,62 + 6,31fgh 31,79 £ 11,62 abcd 83,75 +£20,90 be
40 63,30+4,12h 32,22+9,22 cd 85,17 £ 9,98 be
50 61,50 £ 4,45 gh 32,45+ 8,57 cd 89,69 + 6,28 ¢
60 57,24 +£3,70 fg 33,74+10,37d 90,43 £27,04 be

Médias seguidas de letras distintas mintisculas na coluna se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

As alteracdes post mortem apresentadas por cada amostra de suino, nos respectivos [IPM até
os 150 dias de exumacdo estdo apresentadas na figura 14 e a porcentagem de amostras de
orelhas em cada intervalo post mortem (IPM) com perda de tecido, cobertura esbranquigcada e
com cera cadavérica, além da presenca de artrépodes/anelideos nas covas até os 60 dias de

exumacao, estdo sumarizadas na tabela 9.

Somente a partir do 20° dia, 25% das amostras apresentavam perda de continuidade dos
tecidos de até 25%. A partir do 40° dia, 37,5% das amostras apresentavam até 25% de perda
de continuidade dos tecidos, permanecendo assim até o 60° dia. Aos 150 dias, nenhuma
amostra havia se decomposto totalmente e a consisténcia ainda era firme. Mas, as amostras

apresentavam redu¢do do tamanho e perda completa de pelagem (figura 14).

A porcentagem de amostras com cobertura esbranquicada (fungos) variou muito ao longo de
todo o periodo. Essa cobertura foi observada pela primeira vez nas amostras do 15° dia em
75% das amostras. Até o 20° dia, a porcentagem de amostras que apresentavam essa alteracao

foi alta, chegando a 100%. Mas, entre o 30° e 40° dias, no méximo 37,5% das amostras
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apresentavam esta cobertura. No 50° e 60° dias, a porcentagem de amostras cobertas por

fungos passou a ser de 75% e 87,5%, respectivamente.

A cera cadavérica foi observada no 10°, 20° e 35° dias em 37,5%, 12,5% e 25% das amostras,
respectivamente. Nos demais periodos, ndo foi observada a presenca da cera cadavérica em
nenhuma amostra. Artropodes e anelideos ndo foram observados no momento de abertura das

covas em nenhum dos IPM.

Tabela 9. Porcentagem de amostras de orelhas de suinos em cada intervalo post mortem
(IPM) com as alteracdes macroscopicas listadas, até o 60° dia de exumacao.

IPM Perda Perda Perda Cobertura Cera Artropodes/

(Dias) continuidade continuidade continuidade  esbranquicada cadavérica  anelideos na
(até 25%) (25-50%) (50-100%) (fungos) cova
0 0 0 0 0 0 Nao
5 0 0 0 0 0 Nao
10 0 0 0 0 37,5 Nao
15 0 0 0 75,0 0 Nao
20 25,0 0 0 100 12,5 Nao
25 25,0 0 0 75,0 0 Nao
30 25,0 0 0 12,5 0 Nao
35 25,0 0 0 37,5 25,0 Nao
40 37,5 0 0 37,5 0 Nao
50 37,5 0 0 75,0 0 Nao
60 37,5 0 0 87,5 0 Nao
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Figura 14. Caracteristicas macroscopicas das amostras de orelhas de suinos em cada intervalo

post mortem (IPM) apds exumacao.
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Anadlise comparativa da perda percentual post mortem de peso e da drea de tecido e de

pelagem entre as espécies animais

A perda percentual média de peso das amostras de orelhas de coelho sempre foi maior em
compara¢do as médias das orelhas de bovinos e suinos, com valores significativamente
maiores nos IPM de 10, 15 e 30 dias (p<0,05). No 5° dia, a perda de peso das amostras das
orelhas de coelhos e bovinos foi elevada e estatisticamente semelhante, com médias de
19,29% e 20,47%, respectivamente, ao contrario das amostras de suinos, que tiveram perda

percentual média de peso de apenas 3,91% nesse mesmo periodo (tabela 10).

No 30° dia, as amostras de coelhos ja tinham perda percentual média de peso de 63,18%,
enquanto nesse mesmo periodo, a média da perda de peso das orelhas era de 47,74%, em
bovinos e de 52,74%, em suinos, valores significativamente inferiores as médias do coelho
(p<0,05). Apesar das médias da perda de peso das amostras de bovinos terem sido
significativamente menores que as de suinos com 35 e 50 dias de IPM, elas foram

estatisticamente semelhantes aos 60 dias (figura 15 e tabela 10).
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Figura 15. Perda percentual média de peso das amostras de orelha de coelhos, bovinos e
suinos em cada intervalo post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumagao.
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Tabela 10. Média, desvio padrdo e comparacdo estatistica entre espécies da perda percentual
de peso das amostras de orelha de coelhos, bovinos e suinos em cada intervalo post mortem

(IPM), do 5° ao 60° dia de exumacgao.

IPM Espécie
(Dias)
Coelho Bovino Suino
5 19,29 £3,42 A 20,47 £5,61 A 3,91+2,08B
10 26,30 £ 8,56 A 16,70 £ 5,19 B 11,83 +2,18 B
15 43,52+ 7,56 A 30,58 £6,49 B 34,56 £ 3,28 B
20 46,20+ 4,22 A 43,75+ 4,51 A 45,61 +3,83 A
25 57,25+3,94 A 50,60 + 3,82 AB 49,33 +3,65B
30 63,18+ 9,61 A 47,74 £ 1,98 C 52,74+ 3,10 B
35 51,87+2,05B 57,62+ 6,31A
40 62,11 £2,84 A 63,30+ 4,12 A
50 57,94 £ 3,66 B 61,50+ 4,45 A
60 60,48 £6,13 A 57,24 +£3,770 A

Meédias seguidas de letras distintas maiusculas na linhas se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Entre as trés espécies animais, as médias da perda percentual da area das amostras foi

estatisticamente semelhante na maioria dos IPM até o 30° dia, com excecdo do 15° dia em que

as amostras de bovinos apresentavam perdas de &rea significativamente maiores em

comparagdo as amostras de coelhos e suinos. Dos 30 aos 60 dias, as médias da perda

percentual da area das amostras foram estatisticamente semelhantes entre bovinos e suinos,

com excec¢do do 40° dia (figura 16 e tabela 11).

Comparando-se a perda percentual da area de pelagem das amostras das trés espécies animais,

as médias foram significativamente maiores nas amostras de coelhos no 5° dia. No entanto, no

10°, 15° e 30° dias, as perdas de pelagem dos fragmentos de coelhos e suinos foram intensas e

estatisticamente semelhantes e superiores as perdas de pelagem das amostras de bovinos.

Entre o 35° e o 60° dias, as médias da perda percentual da area de pelagem foram

estatisticamente semelhantes entre os fragmentos de bovinos e suinos (figura 17 e tabela 12).
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Figura 16. Perda percentual média da area das amostras de orelha de coelhos, bovinos e
suinos em cada intervalo post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumacgao

Tabela 11. Média, desvio padrdo e comparacdo estatistica entre espécies da perda percentual
da area das amostras de orelha de coelhos, bovinos e suinos em cada intervalo post mortem

(IPM), do 5° ao 60° dia de exumacao.

IPM Espécie
(Dias)
Coelho Bovino Suino
5 7,83 £3,63 A 9,77 £3,98 A 12,08 £8,26 A
10 1435+ 3,61 A 11,08 £ 6,86 A 14,68 £9,02 A
15 2142+ 11,70 B 33,96+ 8,28 A 21,35+ 6,50 B
20 23,44+ 10,17 A 17,86+ 14,90 A 2455+749 A
25 24,79 + 8,33 A 19,11 +£4,22 A 24,87+ 10,30 A
30 28,99 + 10,30 A 19,92 £3,99 A 28,08 £ 10,20 A
35 21,70 £ 8,26 A 31,79+ 11,62 A
40 22,32+421B 3222+922 A
50 26,05 £5,56 A 32,45 +8,57 A
60 28,08 £ 7,08 A 33,74+ 10,37 A

Meédias seguidas de letras distintas maitsculas na linhas se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 17. Perda percentual média da area de pelagem das amostras de orelha de coelhos,

bovinos e suinos em cada intervalo post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumacao

Tabela 12. Média, desvio padrao e comparagao estatistica entre espécies da perda percentual
da éarea de pelagem das amostras de orelha de coelhos, bovinos e suinos em cada intervalo
post mortem (IPM), do 5° ao 60° dia de exumacao.

IPM Espécie
(Dias)
Coelho Bovino Suino

5 50,65 +£19,32 A 16,06 + 6,25 B 28,65+ 10,55 B
10 59,18 20,62 A 16,93 £ 5,09 B 63,46 2741 A
15 64,33 £27,60 A 26,07 +£19,05 B 63,56 £21,53 A
20 62,85 £28,05 A 47,40 +£ 13,12 A 74,58 £ 15,33 A
25 87,86 £ 31,21 A 52,83 £23,19 A 77,86 £ 16,56 A
30 96,88 £ 17,72 A 56,46 £ 25,51 B 79,63 £ 12,64 A
35 58,44 +22.41 A 83,75+20,90 A
40 82,50+ 1528 A 85,17+9,98 A
50 85,44 £2143 A 89,69 + 6,28 A
60 87,31 £2290 A 90,43 £27,04 A

M¢édias seguidas de letras distintas maiusculas na linhas se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Estudo de regressdo e correlagcao das varidaveis macroscopicas

Foi demonstrado que a correlagdo entre o tempo e a perda percentual de peso, a perda
percentual da area de tecido e a perda percentual da area de pelagem apresentou

comportamento ndo-linear, estabelecendo-se, dessa forma, uma regressao do tipo quadratica.

De acordo com o R? para coelho (R?=88,4), bovino (R?*= 87,1) e suino (R?=94,3), pode-se
classificar a correlagdo entre o tempo e a perda percentual de peso das amostras como forte
nas trés espécies, demonstrando que as equacgdes matemadticas estabelecidas abaixo sao
adequadas para representar a correlacdo entre essas duas variaveis, € assim, serem utilizadas

para estimar o IPM.

Coelho: Yji= 12,43 — 1,81(dia) + 0,78(tempo)?
Bovino: Yji= 6,28 — 2,04(dia) + 0,01 (tempo)?
Suino: Yji= 12,60— 3,40(dia) + 0,03(tempo)?

De acordo com o R? para coelho (R?=56,5), bovino (R?= 33,3) e suino (R?=59,8), pode-se
classificar a correlacdo entre o tempo e a perda percentual da area de tecido como moderada
em coelhos e suinos e fraca em bovinos, demonstrando que as equagdes matematicas

estabelecidas abaixo ndo devem ser empregadas como o unico elemento para estimar o [IPM.
Coelho: Yji= 5,26 — 0,77 (dia) + 0,78(tempo)?

Bovino: Yji= 14,13 — 0,23(dia) + 0,71(tempo)?

Suino: Yji= 14,88— 0,34(dia) + 0,52(tempo)?

De acordo com o R? para coelho (R>=37,8), bovino (R?*= 59,8) e suino (R?=52,9), pode-se
classificar a correlagdo entre o tempo e a perda percentual da area de pelagem como moderada
em bovinos e suinos e fraca em coelhos, demonstrando que as equacdes matematicas

estabelecidas abaixo também ndo devem ser empregadas como o Unico elemento para estimar

o IPM.
Coelho: Yji= 40,77 — 01,43(dia) + 0,82(tempo)?
Bovino: Yji= 15,07 — 1,27(dia) + 0,79(tempo)*

Suino: Yji= 27,75- 2,60(dia) + 0,02(tempo)?
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Alteragcoes microscopicas post mortem das orelhas de coelhos

Todos os achados microscopicos post mortem, que serdo descritos a seguir, presentes nas
amostras das orelhas de coelhos, nos diferentes periodos de exumacdo ou IPM, estdo

resumidos na tabela 13. Parte desses achados também pode ser visualizada na figura 18.

No dia zero, conforme esperado, as amostras das orelhas dos coelhos apresentavam-se
totalmente preservadas, recobertas por pele pilosa integra e com pericondrio e cartilagem
livres de qualquer alteragdo post mortem. A cartilagem apresentava-se integra e bem corada
pela hematoxilina com espessura média de 0,21mm. As lacunas de condrocitos eram grandes,
e frequentemente foram observadas células binucleadas e vacuolos intracitoplasmaticos de

goticulas de lipidios.

Com cinco dias de IPM, 75,0% das amostras apresentavam cartilagem com perda parcial da

afinidade tintorial pela hematoxilina, sendo esse o tnico achado observado nesse periodo.

No 10° dia, 79,16% das amostras apresentavam perda parcial da afinidade tintorial e 16,67%
j& apresentavam perda total da afinidade tintorial da cartilagem. Ainda nesse IPM, pela
primeira vez, também foram visualizados microrganismos post mortem. Numerosas colonias
bacterianas, formadas por bactérias cocoides, foram observadas na pele e no tecido conjuntivo
adjacente a cartilagem, em 37,5% das amostras. Em 75% das amostras, visualizaram-se
iniimeras hifas fingicas, com imagem negativa, septadas e com paredes paralelas, nos tecidos

adjacentes a cartilagem.

Aos 15 dias de IPM, 54,16% das amostras apresentavam cartilagem com perda parcial da
afinidade tintorial, e 45,83% apresentavam perda total. Condrocitos sem nucleos foram
observados pela primeira vez nessa espécie. 16,67% das amostras apresentavam perda parcial
do material nuclear e 16,67% ja apresentavam perda total de ntcleos. 16,67% das amostras
também apresentavam perda parcial da arquitetura do tecido. Bactérias foram visualizadas nos
tecidos adjacentes a cartilagem em 75,0% das amostras, e também, no tecido cartilaginoso de
37,5% das amostras. Por fim, hifas fingicas foram observadas na pele de 91,66% das

amostras e na cartilagem de 37,5% das amostras.

No 20° dia de exumacdo, foi observada perda parcial e total da afinidade tintorial da
cartilagem em 33,33 % e 66,67% das amostras, respectivamente. Perda total e parcial dos

nucleos dos condrécitos foi registrada em 37,5% e 29,17% das amostras, respectivamente.
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Nesse periodo, a perda da arquitetura parcial e total do tecido ja era visualizada em 16,67% e
37,5% das amostras, respectivamente. Adicionalmente colonias bacterianas foram
visualizadas na pele e nos tecidos adjacentes de 79,16% das amostras, e na cartilagem de
20,83%. Fungos foram observados nos tecidos adjacentes a cartilagem em 87,5% das

amostras, e no tecido cartilaginoso de 29,16% das amostras.

Com 25 dias de IPM, 87,5% das amostras apresentavam cartilagem com perda total da
afinidade tintorial. Os 12,5% restantes das amostras ainda apresentavam perda parcial da
afinidade tintorial. Neste periodo a perda total do material nuclear de condrocitos também era
maior em comparagdo a perda parcial. Registrou-se perda total de material nuclear em 54,17%
das cartilagens das amostras, e parcial em 29,17%. A arquitetura tecidual foi comprometida
totalmente em 45,83% das amostras, e de maneira parcial em apenas 12,5% das amostras.
Colonias bacterianas foram observadas na pele e no tecido conjuntivo (62,5%), bem como, na
cartilagem (33,33%). Hifas fungicas foram visualizadas na pele e tecidos adjacentes de

70,83% das amostras, e na cartilagem de 50,0% dos fragmentos.

Por fim, no 30° dia de IPM, a cartilagem de 100% das amostras havia perdido totalmente a
afinidade tintorial. A perda total de nucleos de condrécitos foi observada em 83,33% das
amostras, que também apresentavam perda total da arquitetura tecidual. Os 16,67% das
amostras apresentavam perda parcial de nucleos. Bactérias foram observadas nos tecidos
adjacentes e no tecido cartilaginoso em 70,83% e 37,5% das amostras, respectivamente. No
entanto, fungos foram visualizados nos tecidos adjacentes e na cartilagem de 87,5% e 75,0%

das amostras, respectivamente.

Apesar da cartilagem auricular apresentar-se mais adelgagada ja no 5° dia, a reducdo da
espessura somente foi estatisticamente significativa no 15° dia, em comparagdo ao dia zero.
Do 15° dia ao 30° dia de IPM, a média de espessura da cartilagem foi estatisticamente

semelhante entre os IPM (figura 18H e tabela 14).
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Figura 18. Alteragdes microscopicas post mortem nas amostras de orelhas de coelhos durante diferentes
intervalos post mortem (IPM). A) 0 dia sem alteracdes post mortem; B) 5° dia com perda parcial da
afinidade tintorial da cartilagem e condrdcitos com nucleos (detalhe); C) 10° dia e D) 15° dia com
cartilagem adelgacada com perda parcial da afinidade tintorial e perda parcial de nucleos de condrocitos
(detalhe); E) 20° dia com cartilagem com perda total da afinidade tintorial e dos ntcleos (detalhe); F) 25°
dia com cartilagem com perda total da afinidade tintorial, auséncia de ntcleos e intensa colonizacdo
bacteriana e fungica da cartilagem (detalhe), G) 30° dia com intenso adelgacamento da cartilagem, perda da
arquitetura do tecido e colonizag@o bacteriana e fiingica da cartilagem (detalhe); H) Redugdo da espessura
da cartilagem em funcdo do IPM. Hematoxilina-eosina, Bar=200pum.
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Tabela 13. Porcentagem de amostras de orelhas de coelhos em cada intervalo post mortem (IPM) com as alteragdes microscopicas listadas, até o

30° dia de exumacao.

IPM Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total  Bactérias  Bactérias Fungos Fungos
(Dia) parcial afinidade  parcial de  de nucleos  parcial da da pele e/ou  cartilagem  pelee/ou  cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 75,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 79,16 16,67 0 0 0 0 37,5 0 75,0 0
15 54,16 45,83 16,67 16,67 16,67 0 75,0 37,5 91,66 37,5
20 33,33 66,67 29,17 37,5 16,67 37,5 79,16 20,83 87,5 29,16
25 12,5 87,5 29,17 54,17 12,5 45,83 62,5 33,33 70,83 50,0

30 0 100 16,67 83,33 4,17 83,33 70,83 37,5 87,5 75,0
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Tabela 14. Média, desvio padrdo e comparagdo estatistica entre periodos da espessura da
cartilagem (mm) das amostras de orelha de coelhos em cada intervalo post mortem (IPM), do
dia 0 aos 30 dias de exumacao.

IPM (Dias) Espessura
0 0,21 £0,04 a
5 0,16 £ 0,05 ab
10 0,16 £ 0,01 ab
15 0,12 + 0,03 be
20 0,10+ 0,02 ¢
25 0,10+£0,03 ¢
30 0,10+ 0,02 ¢

Médias seguidas de letras distintas mintisculas na coluna se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Alteragoes microscopicas post mortem das orelhas de bovinos

Todos os achados microscopicos post mortem, que serdo descritos a seguir, presentes nas
amostras das orelhas de bovinos, nos diferentes periodos de exumagdo ou IPM, estdo

resumidos na tabela 15. Parte desses achados também pode ser visualizada na figura 19.

No dia zero, as amostras das orelhas dos bovinos apresentavam-se totalmente preservadas,
recobertas por pele pilosa integra e com pericondrio e cartilagem livres de qualquer alteracao
post mortem. A cartilagem apresentava-se integra, cerca de cinco vezes mais espessa quando
comparada a do coelho com média de 1,08mm (tabela 16) e bem corada pela hematoxilina. As
lacunas de condrdcitos eram bem menores, quando comparadas as amostras de coelho e os

condrocitos eram mononucleares.

No 5° dia de IPM, 37,5% dos fragmentos apresentavam cartilagem com perda discreta da
afinidade tintorial. Diferente do que foi observado, nas amostras dos coelhos, neste periodo,
as bactérias e os fungos ja podiam ser visualizados na pele e nos tecidos adjacentes a

cartilagem em 20,83%, e 4,16% das amostras, respectivamente.
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No 10° dia de IPM, a cartilagem apresentava perda parcial e total da afinidade tintorial em
50,0% e 41,66% das amostras, respectivamente. Neste periodo, 25% das amostras ja
apresentavam perda parcial dos nucleos de condrocitos. Coldnias bacterianas foram
visualizadas na pele e no tecido conjuntivo (29,16%), e na cartilagem (4,16%). Observou-se
estruturas fungicas em 29,16% das amostras, porém restritas aos tecidos adjacentes a

cartilagem.

No 15° dia de IPM, semelhante as amostras de coelho, houve predominio de amostras com
perda total da afinidade tintorial da cartilagem (66,67%), em relacdo as amostras com perda
parcial (33,33%). Ao contrario das amostras de coelho, neste periodo havia um niimero muito
elevado de amostras (58,33%) que ja apresentavam perda parcial dos nucleos de condrdcitos e
8,33% das amostras apresentavam perda total da arquitetura tecidual. Bactérias foram
observadas na pele e nas estruturas adjacentes de 58,33% dos fragmentos, e também na
cartilagem de 87,5% das amostras. As hifas fingicas estavam presentes na pele e nos tecidos
adjacentes e pela primeira vez na cartilagem, em 20,83% e 33,33% das amostras,

respectivamente.

No 20° dia de IPM, o nimero de amostras com perdas total e parcial da afinidade tintorial da
cartilagem foi semelhante ao IPM anterior. Houve redu¢dao no numero de fragmentos com
perda parcial de ntcleos de condrécitos (50,0%), justificado pelo aumento das amostras com
perda total dos nucleos (16,66%). O nimero de amostras com perdas parcial (20,83%), e total
da arquitetura tecidual (16,66%), também aumentou, e colonias bacterianas foram observadas
na pele e na cartilagem de 45,83%, e 33,33% das amostras, respectivamente. As hifas
fingicas estavam presentes na pele e na cartilagem, em 8,33% e 54,16% das amostras,

respectivamente.

Com 25 dias de exumagao, ocorreu perda total de afinidade tintorial da cartilagem em 79,17%
das amostras, perda total de nucleos de condrocitos e da arquitetura do tecido em 62,50%, das
amostras. Bactérias foram observadas na pele (62,50%), e na cartilagem (75,0%), e hifas

flngicas também estavam presentes na pele (16,66%), no tecido cartilaginoso (45,83%).

No 30° e 35° dias de IPM, a maioria das amostras caracterizavam cartilagem com perda total
da afinidade tintorial, perda total de ntcleos de condrocitos e comprometimento completo da

estrutura tecidual. Adicionalmente, semelhante aos periodos anteriores, bactérias e fungos
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também foram observados na pele e demais tecidos adjacentes a cartilagem, assim como no

interior do tecido cartilaginoso.

No 40° e 50° dias de IPM, todas as amostras apresentavam cartilagem com perda total da
afinidade tintorial e em 91,67% das amostras foi observado perda total do material nuclear de
condrécitos e da arquitetura tecidual. No 40° dia, bactérias e fungos estavam presentes na
cartilagem de 75,00% e 37,5% das amostras. Ja no 50° dia, foram observadas bactérias apenas
na cartilagem (8,33%), e os fungos estavam presentes no tecido adjacente a cartilagem e na

cartilagem em 16,66% e 33,33% das amostras, respectivamente.

No 60° dia de exumacao, todas as orelhas apresentavam comprometimento total da arquitetura
tecidual, e, consequentemente, nenhuma amostra teve preservacao de afinidade tintorial, bem
como do material nuclear. A colonizacdo por fungos e bactérias ainda se manteve presente.
As bactérias estavam presentes no tecidos adjacentes e na cartilagem em 37,50% e 20,83%
das amostras, respectivamente. Fungos também foram observados no tecido conjuntivo e no

tecido cartilaginoso de 37,5%, e 54,16% das amostras, respectivamente.

A cartilagem auricular apresentou reducao significativa da sua espessura ja no 5° dia de IPM
em comparacao ao dia zero, passando de 1,08mm para 0,83mm. Embora ela tenha reduzido
do 10° ao 20° dias, somente aos 25 dias, a espessura da cartilagem reduziu significativamente
em comparagdo as amostras do 5° dia, chegando a 0,46mm. Apds o 25° dia, a cartilagem
continuou reduzindo em espessura, mas sem que essa reducdo fosse estatisticamente
significativa em comparagdo as amostras do 25° dia, alcangando a média de 0,31mm, aos 60

dias (figura 19L e tabela 16).
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Figura 19. Alteragdes microscopicas post mortem nas amostras de orelhas de bovinos durante
diferentes intervalos post mortem (IPM). A) 0 dia sem alteragdes post mortem; B) 5° dia com
cartilagem com perda parcial da afinidade tintorial e condrocitos com nucleos (detalhe); (C) 10° dia
com cartilagem com perda parcial da afinidade tintorial e condrocitos com nucleos (detalhe); D) 15°
dia com cartilagem com perda total da afinidade tintorial e numerosas colonias de bactérias e fungos
nos tecidos adjacentes (detalhe); E) 20° dia com cartilagem com perda total da afinidade tintorial e
perda parcial de nucleos de condrocitos (detalhe); F) 25° dia com cartilagem com perda total da
afinidade tintorial e perda total de nucleos de condrocitos (detalhe); G) 30° dia com perda total da
arquitetura tecidual e de nucleos de condrocitos (detalhe); H) 35° dia com perda total da arquitetura
tecidual e hifas fingicas (detalhe), I ) 40° dia, J) 50° e K) 60° dia com perda total da arquitetura
tecidual numerosas hifas fungicas (detalhe). L) Redugdo da espessura da cartilagem em funcdo do
IPM. Hematoxilina-eosina, Bar=200um.



86

Tabela 15. Porcentagem de amostras de orelhas de bovinos em cada intervalo post mortem (IPM) com as alteragdes microscopicas listadas, até o
60° dia de exumacao.

IPM Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total  Bactérias  Bactérias Fungos Fungos
(Dias) parcial afinidade  parcial de  de nucleos parcial da da pele e/ou  cartilagem  pele e/ou  cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 37,5 0 0 0 0 0 20,83 0 4,16 0
10 50,0 41,66 25 0 0 0 29,16 4,16 29,16 0
15 33,33 66,67 58,33 8,33 41,66 8,33 58,33 87,5 20,83 33,33
20 33,33 66,67 50,0 16,66 20,83 16,66 45,83 33,33 8,33 54,16
25 20,83 79,17 37,5 62,5 12,5 62,5 62,5 75,0 16,66 45,83
30 16,67 83,33 20,83 70,83 12.5 62,5 45,83 29,16 16,66 50,0
35 4,16 95,84 20,83 70,83 8,33 62,5 25,0 54,16 8,33 62,5
40 0 100 8,33 91,67 8,33 91,67 29,16 75,0 25,0 37,5
50 0 100 8,33 91,67 8,33 91,67 0 8,33 16,66 33,33
60 0 100 0 100 0 100 37,5 20,83 37,5 54,16
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Tabela 16. Média, desvio padrdo e comparagdo estatistica entre periodos da espessura da
cartilagem (mm) das amostras das orelhas de bovinos em cada intervalo post mortem (IPM),
do dia 0 (controle) aos 60 dias de exumacao.

IPM Espessura da cartilagem
(Dias) (mm)
0 1,08 0,16 a
5 0,83+0,15b
10 0,74 £0,08 b
15 0,73+0,25b
20 0,65 £ 0,14 be
25 0,46 £ 0,14 cd
30 0,44 £ 0,06 cd
35 0,42 +0,07d
40 0,34+0,11d
50 0,33+0,07d
60 0,31+0,13d

Meédias seguidas de letras distintas minusculas na coluna se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Alteragoes microscopicas post mortem das orelhas de suinos

Todos os achados microscopicos post mortem, que serdo descritos a seguir, presentes nas
amostras das orelhas de suinos, nos diferentes periodos de exumacao ou IPM, estdo resumidos

na tabela 17. Parte desses achados também pode ser visualizada na figura 20.

No dia zero, as amostras das orelhas dos bovinos apresentavam-se totalmente preservadas,
recobertas por pele pilosa integra e com pericondrio e cartilagem livres de qualquer alteragao
post mortem. A cartilagem apresentava-se integra, bem corada pela hematoxilina e cerca de
cinco vezes mais espessa quando comparada a do coelho e com espessura semelhante a do
bovino, com média de 1,04mm (tabela 18). As lacunas de condrécitos eram bem menores

quando comparadas as amostras de coelho e os condrdcitos eram mononucleares.
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No 5° dia de IPM, observou-se perda parcial da afinidade tintorial da cartilagem em 66,67%
das amostras, e ja foram observadas colonias bacterianas, de formato cocoide, semelhantes as
visualizadas nas outras espécies, na pele, tecidos adjacentes, e na cartilagem de 4,16% das
amostras. Hifas flingicas septadas, com imagem negativa, ¢ paredes paralelas foram

visualizadas na pele e no tecido cartilaginoso de 4,16% das amostras.

No 10° dia, a porcentagem de amostras com perda parcial de afinidade tintorial da cartilagem
aumentou para 75%, porém 16,67% das amostras ja apresentavam perda total de coloragao.
Bactérias foram observadas na pele (8,33%) e na cartilagem (33,33%). Nao foram observadas

estruturas fingicas em nenhuma amostra.

No 15° dia, a maioria das amostras apresentava cartilagem com perda total da afinidade
tintorial (58,33%). Perdas parcial e total do nucleo dos condrécitos e da arquitetura tecidual
foram observadas em 25% e 20,83% das amostras, respectivamente. Na pele e tecido
conjuntivo, e na cartilagem foram observadas colonias bacterianas em 75%, e 83,33% das
amostras, respectivamente. As estruturas fungicas foram novamente visualizadas nesse IPM,

colonizando a pele e tecidos adjacentes de 16,66% das amostras, e a cartilagem de 4,16%.

No 20° dia, perda total de afinidade tintorial foi observada em 75% dos fragmentos.
Semelhante ao periodo anterior, perdas parcial e total do nucleo dos condrécitos e da
arquitetura tecidual foram observadas em 25% e 20,83% das amostras, respectivamente.
Bactérias foram observadas na pele (20,83%) e na cartilagem (87,50%). Os fungos também
foram visualizados na pele e conjuntivo (8,33%), bem como, no tecido cartilaginoso

(25,00%).

No 25° dia, a porcentagem de amostras com perda total da afinidade tintorial da cartilagem,
perda total do material nuclear e perda da arquitetura tecidual aumentou para 83,33%, 66,67%
e 58,33%, respectivamente. Em relagdo a colonizagdo microbiana, 91,66% das amostras

apresentavam bactérias e 33,33% apresentavam fungos (33,33%) na cartilagem.

No 30°, 35° e 40° dias de IPM, quase a totalidade das amostras, ou seja, 95,83% apresentavam
perda total da afinidade tintorial da cartilagem. A perda total de nicleos foi observada em
66,67% a 75% das amostras. O comprometimento total da arquitetura tecidual aumentou entre

esses IPM, passando de 58,33%, aos 30 dias para 95,83% aos 40 dias. A colonizacao
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bacteriana e fungica foi bem variada entre esses IPM. No entanto, destaca-se a colonizagao

fingica do tecido cartilaginoso em 66,67% das amostras, no 40° dia.

Por fim, aos 50 e 60 dias de IPM, todas as amostras apresentavam comprometimento total da
arquitetura tecidual, e, assim, perda total da afinidade tintorial da cartilagem e do material
nuclear. No 50° e 60° dias, as bactérias foram visualizadas predominantemente na cartilagem
(95,83% e 87,50%, respectivamente), e os fungos, no tecido conjuntivo adjacente (87,50% e

62,50%, respectivamente).

A cartilagem auricular apresentou reducdo significativa da sua espessura somente no 15° dia
de IPM, em comparagdo ao dia zero, passando de 1,04mm para 0,79mm. Embora ela tenha
reduzido do 15° ao 30° dias, somente aos 30 dias, a espessura da cartilagem reduziu
significativamente em comparagdo as amostras do 15° dia, chegando a 0,42mm. Apos o 30°
dia, a cartilagem continuou reduzindo em espessura, mas sem que essa reducdo fosse
estatisticamente significativa, em comparagdo as amostras do 30° dia, alcancando a média de

0,28mm aos 60 dias, (figura 20L e tabela 18), valor muito semelhante as amostras de bovino.
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Figura 20. Alteragdes microscopicas post mortem nas amostras de orelhas de suinos durante diferentes
intervalos post mortem (IPM). A) 0 dia sem alteragdes post mortem; B) 5° dia e C) 10° dia com
cartilagem com perda parcial da afinidade tintorial e condrocitos com nucleos (detalhe); D) 15° dia, E)
20° dia, F) 25° dia e G) 30° dia, com cartilagem com perda total da afinidade tintorial e alguns
condroécitos com perda de ntcleo (detalhe); H) 35° dia, com cartilagem com perda total da afinidade
tintorial e de ntcleos (detalhe); 1) 40° dia, J) 50° dia e K) 60° dia com perda total da arquitetura
tecidual e colonizagdo fungica da cartilagem (detalhe); L) Reducdo da espessura da cartilagem em
funcao do IPM. Hematoxilina-eosina, Bar=200um.
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Tabela 17. Porcentagem de amostras de orelhas de suinos em cada intervalo post mortem (IPM) com as alteragcdes microscopicas listadas, até o
60° dia de exumagao.

IPM Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total ~Bactérias  Bactérias Fungos Fungos
(Dia) parcial afinidade  parcial de  de nucleos parcial da da pele e/ou  cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 66,67 0 0 0 0 0 4,16 4,16 4,16 4,16
10 75,0 16,67 0 0 0 0 8,33 33,33 0 0
15 41,67 58,33 25,0 20,83 25,0 20,83 75,0 83,33 16,66 4,16
20 25,0 75,0 25,0 20,83 25,0 20,83 20,83 87,5 8,33 25,0
25 16,67 83,33 20,83 66,67 12,5 58,33 54,16 91,66 37,5 33,33
30 4,17 95,83 12,5 66,67 4,17 58,33 29,16 75,0 25,0 20,83
35 4,17 95,83 8,33 66,67 4,17 62,5 41,66 45,83 33,33 33,33
40 4,17 95,83 8,33 75,0 4,17 95,83 41,66 79,16 54,16 66,67
50 0 100 0 100 0 100 70,83 95,83 87,5 25,0

60 0 100 0 100 0 100 33,33 87,5 62,5 37,5
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Tabela 18. Média, desvio padrdo e comparagdo estatistica entre periodos da espessura da
cartilagem (mm) das amostras de orelha de suinos em cada intervalo post mortem (IPM), do
dia 0 ao 60 dias de exumacao.

IPM Espessura da cartilagem
(Dias) (mm)

0 1,04 £0,17 a

5 0,96 £ 0,31 ab
10 0,83 £0,37 abc
15 0,79+0,11b
20 0,77 £0,21 ab
25 0,62 £0,21 be
30 0,42+0,10 cd
35 0,34 +0,19 c¢d
40 0,33+0,11d
50 0,30+£0,07d
60 0,28 £0,07d

Meédias seguidas de letras distintas minusculas na coluna se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Estudo de regressdo e correlagdio entre a espessura da cartilagem e o tempo

A correlagdo entre a variavel independente tempo e a varidvel dependente espessura da
cartilagem apresentou comportamento ndo linear em todas as trés espécies, sendo estabelecido

uma equacao polinomial de segundo grau (regressao quadratica).

De acordo com o R? para coelho (R*=63,4), bovino (R?>= 78,4) e suino (R?=70,3), pode-se
classificar a correlagdo entre o tempo e a espessura da cartilagem como forte, demonstrando
que as equacdes matemadticas estabelecidas abaixo sdo adequadas para representar a

correlacdo entre essas duas varidveis, e assim, serem utilizadas para estimar o [IPM

Coelho: Yji= 207,46 — 7,27(tempo) + 0,1209(tempo)*
Bovino: Yji= 1026,57 - 26,86(dia) + 0,2512(tempo)?

Suino: Yji= 1075, 55 - 27,56(dia) + 0,237(tempo)?
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as analises macro € microscopica da cartilagem auricular,
principalmente a analise da perda de peso e da espessura da cartilagem, podem ser utilizadas
para estimar o IPM, até mesmo em casos de decomposi¢do post mortem tardia e que o
aparecimento e a progressao das alteragcdes macro e microscopicas post mortem da cartilagem
auricular ocorrem em fun¢ao do tempo e variam entre as amostras dentro de cada espécie e

entre espécies.

Em razdo da influéncia que os diferentes tipos de solos podem exercer no processo de
decomposicdo, ¢ consequentemente na estimativa do IPM (Haslam e Tibbett, 2009; Tumer et
al., 2013), andlises das propriedades fisico-quimicas do solo foram realizadas. O pH do solo
bem como a umidade e temperatura ambientes foram mensurados diariamente. Conforme os
resultados apresentados, o solo foi caracterizado como argilo-arenoso e com pH bésico. Este
estudo ndo teve por objetivo comparar a influéncia dos diferentes tipos de solo na
decomposicdo da cartilagem auricular. Por isso, todas as amostras foram enterradas em um
unico local sob o mesmo solo. No entanto, tem sido descrito que a decomposi¢do em solos do
tipo argilo-arenoso ocorre mais rapidamente do que em solos totalmente arenosos, pelo fato
da argila auxiliar na reten¢do de umidade, tornando o solo mais umido, e assim, acelerando a

degradacdo post mortem dos tecidos (Tumer et al., 2013).

O pH do solo foi medido ha uma profundidade semelhante a das covas e ndo variou durante
todo o periodo experimental. E provavel que esta constancia no pH do solo possa ser atribuida
as caracteristicas do tecido utilizado neste estudo. Durante o processo de decomposi¢cdo
cadavérica, diversas reacdes bioquimicas ocorrem. Nas primeiras duas semanas, ha tendéncia
do pH do solo, no local da inumacdo, aumentar devido a decomposicao dos residuos
nitrogenados contidos na matéria organica dos tecidos, principalmente as proteinas, liberando
amonia (NH3). A molécula de NH3 é também convertida para NH4", que por sua vez, também
¢ alcalina, aumentando o pH. Apds trés semanas, ocorre oxidacdo de NHz em nitrito (NO) e
em nitrato (NO3"), que sdo agentes acidificantes, reduzindo o pH do solo (Nelson e Cox, 2004;

Haslam e Tibbett, 2009).

Pode-se inferir que as amostras das orelhas, além de pequenas, sdo constituidas por tecido
cartilaginoso e pele com pouca matéria organica € que por isso, a formagao e a liberagao de
moléculas alcalinizantes (NH4", potéssio, célcio) e acidificantes (NO2", € NO3") ndo foram

suficientes para modificar o pH do solo. Em seu estudo, Haslam e Tibbett (2009) enterraram



94

amostras de musculo estriado esquelético de ovinos em solos alcalino, basico ou acido. O pH
foi mensurado semanalmente, sendo constatado aumento do mesmo nas primeiras semanas, €
diminui¢do apés a terceira semana de IPM. Os autores discutiram que pelo fato do tecido
muscular ser uma grande fonte de proteinas, houve a liberagao de quantidades significativas
de nitrogénio durante a decomposi¢ao, o que justifica as alteragdes no pH do solo. Hopkins et
al. (2000) também constataram aumento do pH em solos de cemitério devido a alta liberagdo

de NH3 e, consequente conversdo em NHy", pelos cadaveres inumados.

Ainda com relagdo ao pH do solo, no presente estudo, o pH foi classificado como neutro, e
apos 30 dias de IPM as amostras de cartilagem auricular de coelhos apresentaram importantes
alteragdes, porém nenhuma amostra havia se decomposto totalmente. Esse resultado difere
dos achados de Paulis et al. (2016) em que as orelhas de coelhos foram enterradas em solo
acido (pH=5,5), e ap6s 30 dias, nenhuma amostra estava viavel para analise. Haslam e Tibbett
(2009) também relataram maior decomposi¢ao de tecidos musculares esqueléticos de ovinos

enterrados em solo acido, seguida por solos basico e alcalino, apos 21 dias de [PM.

O pH influencia diretamente a coloniza¢do microbiana inicial do solo, pelo fato de afetar a
solubilidade de minerais e nutrientes. Em solos alcalinos, por exemplo, os niveis de ferro,
mangangés e aluminio sdo baixos, logo a comunidade microbiana desse solo deve ser adaptada
a essa condicdo (Cotta, 2016). Em seu estudo, Haslam e Tibbett (2009) ndo determinaram
quais espécies de bactérias e fungos estavam presentes em cada solo, no entanto, a maior taxa
de decomposi¢dao em solos 4cidos foi atribuida a maior eficidcia da populagdo microbiana
inicial nesse tipo de solo, em comparacdo com as comunidades microbioldgicas iniciais dos

solos neutro e alcalino.

Com relagdo as propriedades inorganicas, o solo onde as amostras deste estudo foram
enterradas apresentou altos teores de magnésio e calcio, e valores considerados médios de
fosforo. No entanto, ndo foi possivel associar nenhuma alteragdo post mortem com algum
desses minerais, ¢ dessa forma sugerir uma possivel influéncia dos mesmos na decomposi¢ao
das amostras. Sabe-se que esses minerais sdo liberados do cadaver durante o processo de
decomposi¢do (Tumer et al., 2013). No entanto, no presente estudo a andlise desses minerais
foi realizada apenas previamente ao inicio do experimento, o que nos impossibilita fornecer
informagdes referentes aos niveis de magnésio, cdlcio, e fosforo durante o periodo
experimental. No entanto, em toda literatura consultada ndo ha estudos que tenham avaliado
os niveis desses minerais antes ou durante o experimento (Haslam e Tibbett, 2009; Rogers et

al., 2011; Rogers et al., 2014; Paulis et al., 2016).
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O presente estudo foi conduzido durante os meses de julho e setembro. Durante o periodo
experimental, a temperatura média do ar foi de 23,2°C £ 1,57°C, a umidade de 52,3% +
3,04%, e foi registrado um indice pluviométrico de 10mm em um unico dia. De acordo com
Nimer (1989), durante o inverno nas regides tropicais do Brasil, os valores diarios médios de
temperatura ¢ umidade do ar sdo considerados baixos, e as chuvas escassas. No verao, ocorre
aumento da temperatura e umidade, e as chuvas sdo mais frequentes. Como descrito, 83,33%
das amostras de orelhas de coelhos perderam totalmente a arquitetura tecidual no 30° dia de
IPM. No IPM de 30 dias, Paulis et al. (2016) relataram que 60% das orelhas de coelhos
enterradas durante o inverno egipcio apresentavam completa perda da arquitetura (grau 4),
enquanto os 40% restantes apresentavam comprometimento da arquitetura, perda de material

nuclear e diminuicao da espessura dos tecidos (grau 3).

No estudo de Paulis et al. (2016), ndo esta claramente demonstrado se aos 30 dias a
cartilagem ndo mais estava presente em 60% das amostras ou se ela estava presente mais sua
arquitetura havia sido perdida, como observado neste estudo. Paulis et al. (2016) também nao
fizeram nenhuma mencao as varidveis clima, temperatura ¢ umidade do solo e do ar, que
devem ser bem estabelecidas em estudos forenses, devido a influéncia que as mesmas
exercem no processo de decomposi¢do. Temperatura e umidade devem ser mensuradas
diariamente. Mesmo o nosso estudo sendo conduzido em uma tUnica estacdo do ano, ¢
provavel que as alteragdes post mortem observadas ocorressem mais rapidamente no verao,
uma vez que as alteracdes cadavéricas sdo observadas mais precocemente em estacdes

quentes e chuvosas (Giles et al., 2020), mas essa ¢ uma hipotese que precisa ser investigada.

O peso das amostras reduziu em fungdo do tempo nas trés espécies. A perda de peso das
amostras, paralelamente ao tempo, era esperada pelo fato de inicialmente ocorrer a
desidratacao dos tecidos moles, sendo esse processo responsavel por perdas significativas da
massa em cadaveres. Associada a perda hidrica, a biodegradacao dos tecidos também
proporciona reducdo da area das amostras. Pelo fato dessas duas varidveis serem
correlacionadas, as amostras apresentardo menor peso nos IPM mais avangados, & medida que

a area das mesmas diminui (Haslam e Tibbett, 2009; Brooks e Sutton, 2018).

Com relagdo a porcentagem de area de tecido perdida, também houve redu¢do em funcdo do
tempo independente da espécie. A reducdo da area das amostras, assim como a perda de peso,
também ¢ justificada pelo processo de decomposicao, em que os tecidos sofrem degradacgao
ao longo do tempo e sdo reduzidos em fragmentos menores (Brooks e Sutton, 2018). A perda

discreta de tecido ao longo da maioria dos IPM analisados comprovou que a cartilagem
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auricular ¢ um tecido resistente ao processo de decomposi¢ao apos ser enterrada. De acordo
com Alibegovié et al. (2014°), o fato de ser avascular, possuir uma MEC abundante e ser rica
em fibras de coldgeno, aliada a resisténcia dos condrocitos a acidose e hipdxia, fazem da
cartilagem um tecido resistente a decomposi¢ao post mortem. Mesmo as amostras de coelhos
sendo menos espessas em relagdo as amostras de bovinos e suinos, aos 30 dias de IPM ainda
havia quantidade significativa de tecido, apesar de 83,33% das amostras apresentarem perda

total da arquitetura da cartilagem a microscopia.

Com relagdo a porcentagem de area de pelagem perdida, em toda literatura consultada, apenas
um trabalho avaliou a decomposicdo da orelha em diferentes IPM, e utilizou somente
amostras de coelhos, o que limita a comparagdo entre as espécies. Nesse estudo, os
pesquisadores graduaram de forma subjetiva a perda dos tecidos até os 30 dias, onde relatam a
perda total da pelagem (Paulis et al., 2016), diferindo dos nossos resultados. Porém, deve ser
levada em consideracdo a diferenca entre o pH dos solos, sendo que no estudo citado
anteriormente, o pH foi classificado como acido, o que justifica a preservagdo dos tecidos e da
pelagem das orelhas do nosso estudo, no mesmo IPM, uma vez que o solo era basico. Nao foi
objetivo do presente estudo avaliar as alteracdes no pelo e sim somente a perda de pelagem ao
longo dos IPM. As alteracdes do fio de cabelos ao longo de diferentes IPM ja foram
previamente avaliadas. Esse estudo foi realizado com cabelos humanos enterrados em covas
de 15 cm e analisados apos trés, 9, 14, 19 e 24 semanas de IPM. Macroscopicamente,
nenhuma alteracdo post mortem foi observada nos fios em todos os IPM analisados. Na
analise microscopica, observou-se colonizagdo dos fios de cabelo por estruturas fingicas a
partir da nona semana. Formagdes de tineis dentro do fio, erosdes na superficie cortical e
quebra da haste do fio de cabelo foram observadas ao longo dos IPM. No entanto, concluiu-se
que a andlise da decomposicao do cabelo humano tem pouco valor na estimativa do IPM, uma

vez que os achados sdo inespecificos (Rogers, 2010).

No tempo zero, embora ndo mensurada, ficou claramente evidenciada a menor espessura da
pele e dos demais tecidos adjacentes a cartilagem nas amostras de coelhos, seguidas de
bovinos e suinos. Sabe-se que a espessura dos tecidos pode influenciar no tempo de
decomposic¢do. Na literatura, ndo hé estudos que tenham mensurado e comparado a espessura
da pele da orelha de coelho, bovino e suino. Porém, h4 estudos que demonstraram que
amostras da pele do flanco de coelhos e bovinos, mediram 0,08mm e 5,46 mm,
respectivamente, e amostras de pele da orelha de suinos, mediram 0,13 mm (Dowling, 1955;

Wei et al., 2017). As diferencas anatomicas dos tecidos sdo importantes e devem ser levadas
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em consideragdao. No entanto, a espessura da pele e dos tecidos adjacentes a cartilagem, além
da propria espessura da cartilagem, pode ter contribuido para a velocidade de decomposi¢do
das amostras. No entanto, neste estudo, intriga o fato das amostras de coelhos ndo terem se
decomposto totalmente mais rapidamente em comparagao as amostras de bovinos e suinos, o
que alerta para o fato da existéncia de outros fatores que contribuem para essa decomposi¢ao

e que serdo discutidos a frente.

A cera cadavérica ou adipocere foi observada pela primeira vez aos 10 dias nas trés espécies.
Nas amostras de coelhos, apos o 10° dia de IPM, a adipocere foi observada apenas entre o 20°
e 0 25° dias. Em bovinos, a alteragdo foi observada até o 20° dia de IPM, e nos fragmentos de
suinos e coelhos, ndo houve um padrao de identificagdo deste achado, sendo observada a cera
no 10°, 20° e 35° dias. A formagao da cera cadavérica era esperada pelo fato de ser um achado
post mortem observado em cadaveres inumados, resultante da saponificacdo da gordura em
ambientes anaerdbicos (Wilson et al., 2007). A presenca de cera cadavérica pode auxiliar na
estimativa do IPM, uma vez que a sua formag¢ao ocorre nos primeiros dias apos a morte, no
entanto, ndo deve ser utilizada como parametro unico pela aleatoriedade com que foi

observada neste estudo, particularmente nas amostras de suinos e coelhos.

Como descrito anteriormente, as amostras de coelhos apresentaram aparentemente menor
espessura da pele e dos tecidos adjacentes a cartilagem e menor espessura de cartilagem, e no
30° dia de IPM 37,5% das amostras ja haviam perdido entre 50-100% do tecido. Por isso, ndo
era esperado que com 150 dias de IPM, 50% das amostras de coelho resistissem a
decomposi¢do. Inesperadamente, 100% das amostras de bovinos haviam se decomposto
totalmente nesse mesmo periodo, e como esperado 100% das amostras de suinos resistiram.
Esse resultado ¢ dificil de ser explicado, visto que as covas de exumacdo das trés espécies

estavam proximas e, portanto, submetidas as mesmas condi¢des ambientais.

Contudo, uma das hipoteses para tentar explicar a decomposi¢ao mais rapida das amostras de
bovinos, poderia levar em consideragdo as diferengas na composicao bioquimica da matriz
extracelular da cartilagem de cada espécie. De acordo com Chiu et al. (2017), a MEC da
cartilagem auricular de coelhos tem discretas quantidades de glicosaminoglicanos (GAGS),
diferentemente de bovinos em que a MEC ¢ rica em GAGS. No entanto, a quantidade de
GAGS na MEC da cartilagem de bovinos ¢ semelhante a da cartilagem de suinos, e como
descrito anteriormente, no 150° dia, nenhuma amostra de suino havia se decomposto
totalmente. Nesse caso, devem ser levadas em consideracdo outras varidveis como a

colonizacdo das amostras por microorganismos e a presenca de artropodes nas covas. No
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momento da exumacao, esse filo foi observado na cova do dia 30 das amostras de coclhos,
nas covas referentes aos dias 20 e 40 de bovinos, e em nenhuma cova da espécie suina. Nao ¢
possivel saber se os artropodes estavam presentes em outros momentos antes da exumagao,
porém sabe-se que esses animais podem acelerar a taxa de decomposicao em cadaveres
enterrados, devido ao consumo da matéria organica, principalmente pelas larvas, e pelo
aumento da temperatura que esses invertebrados causam, principalmente na regido intra-
abdominal, no momento do consumo da matéria organica (Simmons et al., 2010). Em relagao
aos anelideos, apesar de também terem sido observados nas covas, poucos estudos forenses
citam a presenca desse filo nos locais de inumagdo. Além disso, estes estudos nao fazem
nenhuma relagdo da influéncia da atividade dos anelideos com a taxa de decomposi¢do dos

tecidos (Schlaghamersky e Krawczynski, 2015; Pittner et al., 2020°).

Histologicamente, a perda da afinidade tintorial da cartilagem iniciou-se no 5° dia de IPM nas
amostras das trés espécies animais, mas a perda total da afinidade tintorial em 100% das
amostras ocorreu aos 30, 40 e 50 dias nas amostras de coelho, bovino e suino,
respectivamente. Essa perda da afinidade tintorial da cartilagem nos IPM mais avancados era
esperada, pelo fato de ocorrer degradacdo das fibras de coldgeno e de elastina da MEC da
cartilagem com o passar do tempo. Esses resultados diferem do que foi observado por Rogers
et al. (2011), onde a redugdo da afinidade tintorial das amostras de cartilagem articular de
suinos foi observada apenas com 9 semanas ou 63 dias de exumacdo. Essa diferenca pode
estar relacionada ao tipo de cartilagem estudada e as condi¢des ambientais que diferiram do

presente estudo.

A perda de material nuclear dos condrocitos iniciou-se no 15° dia de IPM nas amostras das
trés espécies animais, mas aos 30 dias essa alteracdo foi observada em maior numero de
amostras de coelho, seguido das amostras de bovino e suino. No 30° dia de IPM, 83,33% das
amostras de coelho apresentavam perda total dos nucleos de condrocitos. Como a
visualizacdo das amostras dessa espécie foi observada até o 30° dia, ndo foi possivel saber
com quantos dias, 100% das amostras apresentariam essa alteragdo. No entanto, nas amostras
de suinos e bovinos, a perda total dos nticleos de condrocitos em 100% das amostras ocorreu
aos 50 e 60 dias, respectivamente. Outros estudos com cartilagem também descreveram a
perda do material nuclear em func¢ao do tempo, porém o periodo de ocorréncia dessa alteragao
diferiu do presente estudo. Utilizando membros pélvicos de suinos, Rogers et al. (2011)
visualizaram a perda parcial de nucleos da cartilagem articular apenas com 9 semanas ou 63

dias de exumagdo. Porém, deve ser levado em consideragdo que a articulacdo foi enterrada
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completamente intacta, revestida por pele, musculatura, tenddes e ligamentos, sendo a
cartilagem articular anatomicamente menos exposta ao ambiente do que a cartilagem
auricular, o que confere maior protegdo e resisténcia ao processo de decomposicao. No estudo
de Paulis et al. (2016), com cinco dias de IPM, 20% das orelhas de coelhos apresentaram
perda parcial de nucleo, e aos 30 dias a cartilagem estava invidvel para andlise. O
aparecimento mais rapido dessa alteracdo no estudo citado anteriormente, em relagdo aos
resultados aqui apresentados, pode ser explicado pelas diferencas nas condigdes ambientais e

de solo.

A arquitetura tecidual foi mantida em todas as espécies entre os dias zero e 10. A perda da
arquitetura do tecido cartilaginoso iniciou-se no 15° dia de IPM nas amostras das trés espécies
animais, mas aos 30 dias um maior numero de amostras de coelho apresentavam perda da
arquitetura tecidual, seguidas pelas amostras de bovino e suino. Como a visualizacdo das
amostras do coelho foi feita até o 30° dia, ndo foi possivel saber com quantos dias, 100% das
amostras apresentariam perda da arquitetura do tecido cartilaginoso, assim como ocorreu com
relagdo a perda do material nuclear dos condrocitos. No entanto, nas amostras de suinos e
bovinos, a perda total da arquitetura do tecido cartilaginoso em 100% das amostras ocorreu
aos 50 e 60 dias, respectivamente, a semelhanga da perda do material nuclear. E dificil
comparar estes resultados com o de outros estudos que ndo realizaram uma analise histolégica
progressiva tdo detalhada ao longo de diferentes IPM. Mas, como descrito anteriormente este
parece ser o primeiro estudo que avaliou e comparou as alteragdes temporais da
decomposicado post mortem da cartilagem de diferentes espécies. O que ja foi publicado € que
Rogers et al. (2011) descreveram que a cartilagem articular de suinos estava invidvel para
analise aos 84 dias de inumacdo e que Paulis et al. (2016) descreveram perda total da
arquitetura da orelha de coelhos no 30° dia de IPM. Os resultados aqui apresentados
demonstraram que nesses IPM, nem todas as amostras destas espécies estavam
comprometidas, e que apos 150 dias de inumagdo, 50% das amostras de coelhos e 100% das
amostras de suinos ainda ndo haviam se decomposto totalmente. Essas diferengas podem ser

atribuidas ao tipo de cartilagem estudada e as condi¢des de clima e solo.

As amostras de bovinos e suinos apresentam colonizagdo precoce por fungos e bactérias no 5°
dia de IPM, ao contrario das amostras de coelhos que foram colonizadas por fungos e
bactérias no 10° ou 15° dia de IPM. Na maioria dos IPM, houve concordancia entre a
cobertura esbranquicada e a presenga de fungos a microscopia. Mas, em coelhos e bovinos, a

cobertura por fungos ndo foi observada macroscopicamente no 10° e 5° dias, respectivamente.
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No entanto, foram visualizadas hifas fungicas microscopicamente nesses periodos. Da mesma
forma, em suinos, a cobertura esbranqui¢ada foi observada em 4,16% das amostras no 5° dia
de IPM, porém os fungos ndo foram visualizados histologicamente. Naturalmente, que a
presenca macroscopica dos fungos geralmente ¢ visualizada quando a quantidade dos
microorganismos ¢ muito grande. A visualizacdo das hifas fingicas na macroscopia e sua
auséncia no exame microscopico pode ser explicada principalmente quando a colonizagdo

ainda ¢ muito superficial e pode ser removida pelo processamento histoldégico das amostras.

Com relagao a colonizagao bacteriana das amostras, sua presenca também era esperada, uma
vez que na cronologia natural da decomposi¢do apds a autolise ocorre a heterdlise, um
processo transformativo que ocorre no cadaver resultante da agdo de microrganismos (Brooks
e Sutton, 2018). No entanto, no presente estudo ndo foi objetivo identificar o género das
bactérias e dos fungos envolvidos. De acordo com Rogers et al. (2014), bactérias do género
Comamonas sp. podem ser isoladas do liquido sinovial de articulagdes metatarsofalangeanas
de suinos, caprinos e bovinos ap6s trés dias de inumacdo. Com relagdo aos fungos, foi
demonstrado o predominio da espécie Yarrowia lipolytica durante todo o periodo de
decomposicdo de carcagas de suinos expostas a ambientes abertos (Fu et al., 2019). No
entanto, pesquisas que avaliaram o tecido cartilaginoso, em diferentes IPM, ndo relataram a
presenga de fungos (Rogers et al., 2011; Rogers et al., 2014; Paulis et al., 2016). No presente
estudo pode ser que as diferengas apresentadas entre as espécies animais, no que concerne a
colonizacdo microbiana das amostras, possa explicar a diferenca no que se refere ao tempo
total de decomposicdo das amostras, principalmente quando se compara as amostras de
coelho com as de bovino. O tipo e a quantidade de microorganismos envolvidos na
decomposicdo talvez expliquem porque todas as amostras de bovinos se decompuseram
totalmente até os 150 dias, ao contrario das amostras de coeclhos. Deve-se levar em
consideragdo também a diferenca entre as espécies com relacdo a presenca dos
microorganismos que fazem parte da fauna da pele antes mesmo das amostras serem
enterradas. Outra questdo que também deve ser avaliada ¢ a diferenca entre as espécies com
relagdo a participacdo das enzimas no processo autolitico. Durante o processo degenerativo
ante mortem da cartilagem, a matriz extra-celular sofre degradacao por enzimas produzidas
por ela mesma, como as metaloproteinases (MPMs), agrecanases e elastases (Ruiz-Gomez et
al., 2019). No entanto, ndo se sabe se estas enzimas participam do processo de decomposi¢do

post mortem da cartilagem, sendo essa uma questdo que também merece ser investigada.
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O estudo de regressao demonstrou que os modelos matematicos propostos em relagdo a perda
de peso das amostras de coelhos, bovinos, e suinos sdo adequados para estimar o [PM. No
entanto, os valores dos R? das equagdes estabelecidas para a perda de area e de pelagem das
amostras demonstraram que as interacdes nao foram fortes o suficiente, logo os modelos
matematicos para essas duas variaveis nao devem ser empregados como métodos Unicos para
estimar o [PM. Esses resultados possivelmente se justificam pelo fato do peso ser uma medida
quantitativa, ndo havendo influéncia do avaliador na sua mensuragdo, tornando-o a variavel
mais adequada nesses casos (Sampaio, 2015). Da mesma forma, independentemente da
espécie, a espessura da cartilagem auricular também reduziu progressivamente ao longo do
periodo e apresentou forte correlagdo com o tempo, podendo também ser considerada um bom
pardmetro para estimar o IPM. As demais varidveis mensuradas como a perda de area da
amostra e de pelagem, assim como as caracteristicas histoldgicas da amostra, apesar de ndo
apresentarem forte correlacdo com o tempo, também podem ser utilizadas para estimar o IPM,

mas nunca sozinhas e sempre associadas a outros parametros.

CONCLUSOES

e As analises macro e microscopica da cartilagem auricular de coelhos, bovinos e suinos
podem ser utilizadas para estimar o IPM, até mesmo em casos de decomposi¢do post
mortem tardia.

e O aparecimento e a progressao das alteracdes macro e microscopicas post mortem da
cartilagem auricular ocorrem progressivamente em fun¢do do tempo e variam entre as
amostras dentro de cada espécie e entre espécies.

e A perda percentual média de peso das amostras das orelhas de coelho ¢ maior em
comparag¢do as médias das orelhas de bovinos e suinos até os 30 dias de IPM. Aos 60
dias de IPM, a perda de peso das amostras de bovinos e suinos se equivale.

e A perda percentual da 4rea das amostras ¢ semelhante entre as espécies na maioria dos
IPM até o 30° dia. Dos 30 aos 60 dias, a perda percentual da area das amostras de
bovinos e suinos se equivale.

e As amostras de coelhos apresentam perda da drea de pelagem maior e mais precoce
em comparagdo as de bovinos e suinos. Entre o 35° e o 60° dias de IPM, a perda

percentual da area de pelagem de bovinos e suinos se equivale.
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A correlacdo entre o tempo e a perda de peso das amostras ¢ forte nas trés espécies
animais, demonstrando que a perda de peso das amostras ¢ um bom parametro para
estimar o [PM.

A perda da afinidade tintorial da cartilagem inicia-se no 5° dia de IPM nas amostras
das trés espécies animais, mas a perda total da afinidade tintorial em 100% das
amostras ocorre aos 30 dias, 40 dias e 50 dias nas amostras de coelho, bovino e suino,
respectivamente.

A perda de material nuclear dos condrdcitos e da arquitetura do tecido cartilaginoso
inicia-se no 15° dia de IPM nas amostras das trés espécies animais, mas aos 30 dias
acomete maior nimero de amostras de coelho, seguido das amostras de bovino e
suino.

As amostras de bovinos e suinos apresentam colonizagdo precoce por fungos e
bactérias no 5° dia de IPM, ao contrario das amostras de coelhos que sdo colonizadas
por fungos e bactérias no 10° ou 15° dia de IPM.

A espessura da cartilagem auricular reduz progressivamente nas amostras das trés
espécies animais ao longo do periodo, apresenta forte correlagdo com o tempo, e pode
ser considerada um bom parametro para estimar o IPM.

A decomposig¢do total ocorre primeiro nas amostras de bovinos, seguidas das amostras

de coelhos e suinos.
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ANEXOS

PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
Metodologia apds exumagao

e Retirada do excesso de solo das amostras com pincel
e Pesagem em balancga analitica
e Registro fotografico e descricdo macroscopica

e Fixacdo das amostras em formalina 10%, neutra, e tamponada por no minimo 24h

Técnica de inclusdo em parafina para as amostras de coelhos

@ AICOOL 70% oo, 2h
@ AICOOL 80% oo, 2h
©  ALCOOI 90% eoovvvereveerreireeiieeeireseeeessieeessee e 2h
@ AICO0] ADSOIULO .....ooeoeeveveeeeee e 2h
®  XAIOL e 40 min
e Embebicao pela parafina ........cc.cooeevveniiiiniiniinincne 40 min

@ AICOOL 70% oo, 2h
@ AICOOL 80%0 oo, 2h
©  ALCOOL Q0% vvvvvvrrirneirniereiieeieeesiseeese e 2h
@ AICOO] ADSOIULO ..., 2h
®  XAIOL e 50 min
e Embebicdo pela parafina ..........cccccvveevvieeciieecieeeieeeen 50 min

Técnica de inclusdo em parafina para as amostras de suinos

€ ALCOOL 70U e 2h
€ ALCOOT 80V e 2h
€ ALCOOT D0Y .o 2h
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@ AlCOO0l ADSOIULO ... 2h
®  XlOL o lh
e Embebicdo pela parafina .........ccccoeevvveeieencieeeeeeiee e, 1h

Técnica de coloracdo pela hematoxilina e eosina

®  EStUA 007 C oo e et e e e e e aaaeenaae s 30 min
O XAIOL L e et 15 min
O XHLOT IL ettt 10 min
@ ALCOOL ADSOIULO ... 5 min
@ ALCO0] ADSOIULO I1 ..o, 5 min
@ ALCOOL ADSOIULO 1L 5 min
@ ALCOOT Q0% 5 min
0 ALCOOL B0Vttt 5 min
@ AQUADESHIAIA. ...t 5 min
®  HematOXIlINa. .. .coueiiiiieiieieeee ettt 4 min
@ AQUA COTTONE ...t 15 min
©  BOSINA ittt et et et s bt et e b e e teesnte et e e snteebeen 3 min
@ ALCO0L 95% oo 10 seg
@ ALCO0L 95% oo 10 seg
0 ALCOOL 950t 10 seg
@ ALCOO] ADSOIULO L. ..o 10 min
@ ALCO0] ADSOIULO I........oovoeieeeeeeeee e 10 min
O XAIOL ettt sttt et st e et e e abeeeeas 5 min

e Montagem das ldmina com balsamo
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Temperatura, umidade e pH do solo de trés pontos da area experimental do dia 0 (dia
da inumacio) até os 60 dias de experimento

DIA Periodo do dia Temperatura (0C) pH Umidade (%)
0 Manha 19,6 £2,081 7+0 61,0 £ 0,000
0 Tarde 26,4 +4,178 7+ 0 47,6 £4,041
1 Manha 22,6 +2,821 7+0 51,0+ 1,732
1 Tarde 25,3 +£2,052 7+0 50,7 + 3,055
2 Manha 18,9+3,124 7+0 59,0 + 7,000
2 Tarde 25,940,251 7+0 57,0+ 1,732
3 Manha 22,440,793 7+0 54,0 £23,542
3 Tarde 24,7+ 0,264 7+0 57,3+27,971
4 Manha 23,13+ 1,167 7+0 58,0+ 1,732
4 Tarde 21,9+ 0,550 7+ 0 54,6 £0,577
5 Manha 20,9 +£1,747 7+0 56,3 +2,516
5 Tarde 24,8 + 0,608 7+0 58,0 + 2,645
6 Manha 23,0+2,272 7+0 55,0 + 3,605
6 Tarde 25,0 £ 0,404 7+0 54,6 £0,577
7 Manha 19,43 + 0,650 7+0 56,3 +0,577
7 Tarde 26,3 + 0,404 7+0 57,7+1,527
8 Manha 21,5+2,426 7+0 60,0 + 3,464
8 Tarde 26,0+ 1,014 7+ 0 59,3 +2,081
9 Manha 22,3+ 1,900 7+0 60,3 + 2,886
9 Tarde 23,03 £ 0,05 7+0 65,0 £ 3,605
10 Manha 20,0 + 1,873 7+0 58,3+ 1,154
10 Tarde 25,0+ 1,050 7+0 55,0+ 0,577
11 Manha 20,0 + 0,642 7+0 56,3 +2,081
11 Tarde 23,1 +0,351 7+0 55,0 + 0,000
12 Manha 19,0 +£ 1,274 7+0 54,3+ 0,577
12 Tarde 23,0 +£ 0,602 7+ 0 54,0 + 1,527
13 Manha 22,040,953 7+0 57,0+ 3,214
13 Tarde 23,0+ 0,351 7+0 57,0+ 3,214
14 Manha 23,4+ 1,452 7+0 54,0 £2,645
14 Tarde 25,540,550 7+0 55,3+ 1,527
15 Manha 23,2+ 0,360 7+0 59,6 +6,110
15 Tarde 24,0 £2,514 7+0 54,3 £0,577
16 Manha 21,0 £ 0,550 7+0 54,0 £ 1,000
16 Tarde 24,6 £ 0,611 7+ 0 51,0 £ 1,000
17 Manha 19,0 £ 0,568 7+£0 52,3+0,577
17 Tarde 24,2 £0,702 7+£0 58,0 £2,645
18 Manha 21,0 +£ 0,642 7+0 61,3 +4,932
18 Tarde 25,1+0,152 7+0 56,3 +0,577
19 Manha 23,3+0,721 7+0 57,3 +4,932
19 Tarde 26,0 £ 0,321 7+£0 60,0 + 4,358
20 Manha 21,0+£0,5 7+0 60,3 + 0,577
20 Tarde 24,2 + 0,472 7+ 0 57,0+ 0,577
21 Manha 23,03 + 1,625 7+0 65,0 7,810
21 Tarde 23,0 £ 0,288 7+£0 56,3+ 1,154
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22 Manha 20,0 0,503 70 55,0+ 3,214
22 Tarde 27,0+ 0,754 70 57,0+ 0,577
23 Manha 22,0+ 0,953 70 56,0 + 1,732
23 Tarde 253+ 1,113 7+0 54,0 + 0,000
24 Manha 21,0+ 0,818 7+0 58,0 £ 1,000
24 Tarde 25,240,757 7+ 0 54,0 + 0,000
25 Manha 19,1 + 0,665 70 54,3+ 0,577
25 Tarde 24,1 £ 0,251 70 58,0 + 5,567
26 Manha 19,7+ 1,331 7+0 59,3 + 3,785
26 Tarde 23,440,360 7+0 51,3 +2,309
27 Manha 20,2 +£2,759 7+0 47,3 +2,081
27 Tarde 23,5+1,123 70 51,0 + 4,000
28 Manha 18,5+ 0,650 7+0 50,6 + 0,577
28 Tarde 22,3+0,556 7+ 0 52,0 + 3,605
29 Manha 19,0 + 0,692 70 51,3+ 0,577
29 Tarde 23,5 £0,642 7+0 50,3 £0,577
30 Manha 19,0 £ 0,763 7+0 50,6 £ 1,154
30 Tarde 23,5+ 0,416 70 53,6 £1,527
31 Manha 19,3 +£0,503 70 50,0 £ 1,000
31 Tarde 25,0+£0,763 7+0 49,0 + 1,000
32 Manha 19,5 £ 0,346 7+0 52,0 £0,000
32 Tarde 25,5+0,321 7+ 0 52,6 £3,785
33 Manha 20,0 + 0,960 70 53,3 +£1,527
33 Tarde 23,2+ 0,655 70 55,0£1,732
34 Manha 22,6 £ 0,635 7+0 55,0 £1,732
34 Tarde 25,0 £ 0,608 7+0 53,3+3,214
35 Manha 22,3 £0,608 7+0 53,6 £2,886
35 Tarde 25,2+ 0,346 70 55,6 £2,886
36 Manha 22,0+ 0,378 7+0 57,6 £2,081
36 Tarde 25,4 +4,147 7+ 0 60,3 + 1,527
37 Manha 23,5+2,426 7+0 55,0 £1,732
37 Tarde 27,2+ 0,854 7+0 57,3 £1,527
38 Manha 22,6 £ 0,907 70 55,6 £1,527
38 Tarde 28,1 + 0,404 7+0 55,0 £1,000
39 Manha 22,6 £ 0,550 7+0 54,0 £1,732
39 Tarde 26,8 £ 0,602 7+0 56,3 +£3,055
40 Manha 27,0 + 0,404 7+0 55,3 £4,041
40 Tarde 27,540,321 7£0 53,3£1,154
41 Manha 23,0 £ 0,808 7+0 59,3 +£3,785
41 Tarde 27,5+0,378 7+0 54,6 £0,577
42 Manha 25,0 £2,484 7+0 58,6 £ 1,527
42 Tarde 31,014 7£0 54,3 +£0,577
43 Manha 23,4+ 0,871 7+0 53,6 £2,886
43 Tarde 32,0+£4,161 7+0 54,6 + 2,081
44 Manha 26,0+ 0,916 7+0 52,0+ 1,732
44 Tarde 30,6 £1,311 7+ 0 52,3 + 2,081
45 Manha 21,6 £1,115 70 51,0+ 1,732
45 Tarde 20,3 + 1,345 70 54,0 + 0,000
46 Manha 18,4 + 3,580 7+0 60,3 + 0,577
46 Tarde 18,340,115 7+0 65,3 +0,577
47 Manha 19,5+ 1,497 70 66,0 + 0,000
47 Tarde 19,3+1,115 70 62,0 + 0,000
48 Manha 19,2 + 0,585 7+0 57,0 2,645
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48 Tarde 22,5+0,737 70 59,3 + 3,785
49 Manha 19,5 + 1,069 70 51,0+ 2,081
49 Tarde 25,0+ 0,871 70 53,0+ 1,732
50 Manha 18,3 £ 1,550 7+0 45,6 +0,577
50 Tarde 26,2+ 0,832 70 51,0 £ 1,000
51 Manha 20,5+ 0,416 7+0 57,3 +1,527
51 Tarde 26,0 + 1,365 70 61,3 +5,131
52 Manha 20,0 + 0,568 7+0 56,6 + 4,041
52 Tarde 28,7+ 0,264 7£0 53,0 + 0,000
53 Manha 23,1 £2,128 7+0 54,3 + 0,577
53 Tarde 27,5+ 0,850 7+0 54,3+ 0,577
54 Manha 24,0 + 2,685 70 57,0 + 3,055
54 Tarde 29,2 40, 264 70 52,0 + 3,055
55 Manha 26,0+ 0,472 70 54,3 + 6,658
55 Tarde 29,5+ 1,159 7+0 61,0+ 1,732
56 Manha 26,3 £ 0,503 7+0 54,3 £0,577
56 Tarde 30,0+ 1,769 7+ 0 50,3 £1,527
57 Manha 25,0+ 2,165 70 58,0 £5,291
57 Tarde 27,7+£0,7 7£0 42,6 £0,577
58 Manha 23,5 £ 1,404 7+0 52,0 £7,000
58 Tarde 29,3 £2,505 7+0 51,6 £4,932
59 Manha 23,5 £0,655 7+0 48,6 + 2,081
59 Tarde 31,0£2,165 70 44,0 + 1,000
60 Manha 26,4+ 0,721 70 46,3 +3,511
60 Tarde 29,3 £1,955 7+0 42,6 + 6,350
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Temperatura e umidade do ar na area experimental do dia 0 (dia da inumacio) até os 60
dias de experimento

DIA Periodo do dia | Temperatura (oC) Umidade (%)
0 Manha 19,6 61,0
0 Tarde 24,0 48,0
1 Manha 222 54,0
1 Tarde 233 50,0
2 Manha 20,0 56,0
2 Tarde 24 .4 533
3 Manha 21,6 57,0
3 Tarde 24,0 54,0
4 Manha 21,9 59,0
4 Tarde 22,3 55,3
5 Manha 21,5 57,3
5 Tarde 23,9 52,7
6 Manha 21,8 57,0
6 Tarde 24,1 54,0
7 Manhi 21,0 58,0
7 Tarde 25,0 51,7
8 Manha 22,0 60,0
8 Tarde 23,6 56,3
9 Manha 21,2 59,0
9 Tarde 24,0 55,0
10 Manha 21,5 58,3
10 Tarde 23,0 55,0
11 Manha 22,0 58,3
11 Tarde 22,5 55,0
12 Manha 20,3 56,0
12 Tarde 22,5 54,0
13 Manha 22,0 57,0
13 Tarde 22,5 55,3
14 Manha 21,7 58,0
14 Tarde 24.5 51,6
15 Manha 222 57,6
15 Tarde 24 4 53,6
16 Manha 22,0 55,0
16 Tarde 23,6 50,6
17 Manha 21,7 54,6
17 Tarde 23,0 54,3
18 Manha 222 57,0
18 Tarde 24,0 51,7
19 Manha 22,0 55,3
19 Tarde 243 53,0

20 Manha 22.4 59,0
20 Tarde 24.5 54,0
21 Manha 22.4 57,0
21 Tarde 23,1 54,0
22 Manha 224 58,0




22 Tarde 26,0 47,0
23 Manha 23,2 54,0
23 Tarde 23,4 54,0
24 Manhi 22,1 56,0
24 Tarde 24 8 51,3
25 Manha 21,5 55,0
25 Tarde 24.2 51,3
26 Manha 21,8 54,6
26 Tarde 23,6 45,6
27 Manha 21,2 50,6
27 Tarde 23,4 45,0
28 Manha 20,6 50,3
28 Tarde 22,5 46,3
29 Manha 20,5 51,6
29 Tarde 22,6 47,0
30 Manha 19,7 51,0
30 Tarde 22.6 46,6
31 Manha 20,0 50,6
31 Tarde 23,3 47,0
32 Manha 20,8 51,3
32 Tarde 22.6 50,0
33 Manha 21,0 54,6
33 Tarde 21,6 51,3
34 Manha 21,7 55,3
34 Tarde 22,5 51,0
35 Manha 23,3 52,0
35 Tarde 23,0 51,3
36 Manha 22,6 57,6
36 Tarde 25,5 52,0
37 Manha 229 54,3
37 Tarde 26,0 52,0
38 Manha 22,5 55,3
38 Tarde 26,3 50,0
39 Manha 21,8 56,0
39 Tarde 254 50,3
40 Manha 24,7 52,6
40 Tarde 26,6 50,3
41 Manhi 24,1 53,6
41 Tarde 26,2 52,0
42 Manha 24,7 56,3
42 Tarde 27,1 50,3
43 Manha 24,0 54,0
43 Tarde 29,2 473
44 Manha 25,0 54,3
44 Tarde 29,0 46,0
45 Manha 23,23 54,0
45 Tarde 21,7 54,3
46 Manha 19,0 58,3
46 Tarde 19,4 65,0
47 Manha 19,1 64,3
47 Tarde 21,3 60,3
48 Manha 20,5 55,6
48 Tarde 21,3 54,0
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49 Manha 23,0 45,0
49 Tarde 22,1 43,0
50 Manha 19,3 45,3
50 Tarde 23,5 47,0
51 Manha 21,2 52,3
51 Tarde 24,0 47,0
52 Manha 21,0 55,6
52 Tarde 24.9 50,0
53 Manha 23,0 52,3
53 Tarde 26,3 47,0
54 Manha 23,5 53,6
54 Tarde 26,2 45,0
55 Manha 23,6 52,3
55 Tarde 27,6 47,0
56 Manha 24,7 52,3
56 Tarde 27,6 46,0
57 Manha 24.6 50,0
57 Tarde 27,2 42,6
58 Manha 24,0 47,0
58 Tarde 26,5 41,3
59 Manha 24,3 443
59 Tarde 28,8 33,0
60 Manha 25,0 44,6
60 Tarde 26,6 36,3
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Alteracées macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 5.

Animal/fragme | Perda de Perda de Perda de Perda de Perda de Perda de Cobertura | Cera Presenca
nto até ¥ da Yaa¥sda %22 100% | continuida | continuida | continuida | esbranqui | cadavéric | de
pelagem pelagem da de de até dede Y4a | de cada a artropode
pelagem Yado ¥ superior a s/anelideo
tecido Y s na cova
Coelho 1 X
Coelho 2 X
Coelho 3 X
Coelho 4 X
Coelho 5 X
Coelho 6 X
Coelho 7 X
Coelho 8 X
TOTAL (N) 2 2 4 0 0 0 0 0 0
Total (%) 25,0 25,0 50,0 0 0 0 0 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 10.

Animal/fragmen | Perda de até Perda de % Perda de Y2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de
to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’s | da nelideos na
tecido cova
Coelho 1 X
Coelho 2 X
Coelho 3 X
Coclho 4 X X
Coelho 5 X
Coelho 6 X X
Coelho 7 X
Coelho 8 X
TOTAL (N) 2 2 5 1 0 0 0 1 0
Total (%) 25,0 25,0 50,0 12,5 0 0 0 12,5 0
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Alteracoes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 15.

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y4 Perdade2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Yia's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Coelho 1 X X

Coelho 2 X X

Coelho 3 X X X

Coelho 4 X X X

Coelho 5 X X

Coelho 6 X X

Coelho 7 X X

Coelho 8 X X X

TOTAL (N) 0 2 6 4 0 0 7 0 0

Total (%) 0 25,0 75,0 50,0 0 0 87,5 0 0
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Alteracoes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 20.

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y4 Perdade2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Yia's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Coelho 1 X X

Coelho 2 X X

Coelho 3 X X X

Coelho 4 X X X

Coelho 5 X X

Coelho 6 X X

Coelho 7 X X

Coelho 8 X

TOTAL (N) 0 2 6 2 0 0 5 2 0

Total (%) 0 25,0 75,0 25,0 0 0 62,5 25,0 0
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Alteracdes macroscdpicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 25.

Animal/fragmen | Perda de até Perda de % Perda de Y2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ', superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Coelho 1 X

Coelho 2 X X

Coelho 3 X X

Coclho 4 X

Coelho 5 X

Coelho 6 X X

Coelho 7 X X

Coelho 8 X X

TOTAL (N) 0 1 7 0 0 0 4 1 0

Total (%) 0 12,5 87,5 0 0 0 50,0 12,5 0
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Alteracdoes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 30.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de
to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na
tecido cova

Coelho 1 X X
Coelho 2 X X
Coelho 3 X

X
Coclho 4 X X
Coelho 5 X X
Coelho 6 X X X
Coelho 7 X X X
Coelho 8 X X X
TOTAL (N) 0 1 7 1 2 3 4 0 1
Total (%) 0 12,5 87,5 12,5 25,0 37,5 50,0 0 12,5
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Alteragcoes macroscépicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 5

Animal/fragmento | Perda de até | Perdade % | Perdade’za Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de
Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artréopodes/a
pelagem pelagem pelagem de até i do de Yaa's superior a 2 da nelideos na
tecido cova
Bovino 1 X
Bovino 2 X
Bovino 3 X
Bovino 4 X
Bovino 5 X
Bovino 6 X
Bovino 7 X
Bovino 8 X
TOTAL (N) 7 1 0 0 0 0 0 0 0
Total (%) 87,5 12,5 0 0 0 0 0 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 10

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y4 Perdade2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'da 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Yia's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X X

Bovino 2 X

Bovino 3 X X

Bovino 4 X

Bovino 5 X

Bovino 6 X X

Bovino 7 X

Bovino 8 X

TOTAL (N) 1 3 4 0 0 0 1 2 0

Total (%) 12,5 37,5 50,0 0 0 0 12,5 25,0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 15

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y4 Perdade2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X

Bovino 2 X X

Bovino 3 X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X

Bovino 7 X

Bovino 8 X X

TOTAL (N) 1 3 4 0 0 0 4 1 0

Total (%) 12,5 37,5 50,0 0 0 0 50,0 12,5 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 20.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X X

Bovino 2 X X

Bovino 3 X X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X X

Bovino 7 X X X

Bovino 8 X X X

TOTAL (N) 0 3 5 1 0 0 8 1 1

Total (%) 0 37,5 62,5 12,5 0 0 100 12,5 12,5
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 25

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X

Bovino 2 X X

Bovino 3 X X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X

Bovino 7 X X

Bovino 8 X X

TOTAL (N) 0 3 5 1 0 0 6 0 0

Total (%) 0 37,5 62,5 12,5 0 0 75,0 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 30

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y4 Perdade2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X X

Bovino 2 X X

Bovino 3 X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X

Bovino 7 X X X

Bovino 8 X X

TOTAL (N) 0 2 6 1 0 0 7 0 0

Total (%) 0 25,0 75,0 12,5 0 0 87,5 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 35

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ', superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X

Bovino 2 X X

Bovino 3 X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X X

Bovino 7 X X

Bovino 8 X X

TOTAL (N) 0 2 6 1 0 0 6 0 0

Total (%) 0 25,0 75,0 12,5 0 0 75,0 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 40.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da minhoca etc

tecido na cova

Bovino 1 X X

Bovino 2 X X X

Bovino 3 X X X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X X X

Bovino 7 X X X

Bovino 8 X X

TOTAL (N) 0 2 6 4 0 0 8 1

Total (%) 0 25,0 75,0 50,0 0 0 100 0 12,5
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 50.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Bovino 1 X X X

Bovino 2 X X X

Bovino 3 X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X X

Bovino 7 X X X

Bovino 8 X X

TOTAL (N) 0 1 7 3 0 0 7 0 0

Total (%) 0 12,5 87,5 37,5 0 0 87,5 0 0
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Alteracdoes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 60.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de
to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na
tecido cova

Bovino 1 X X X

Bovino 2 X X X

Bovino 3 X X X

Bovino 4 X X

Bovino 5 X X

Bovino 6 X X X

Bovino 7 X X X

Bovino 8 X X X

TOTAL (N) 0 1 7 6 0 0 8 0 0
Total (%) 0 12,5 87,5 75,0 0 0 100 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 5

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X

Suino 2 X

Suino 3 X

Suino 4 X

Suino 5 X

Suino 6 X

Suino 7 X

Suino 8 X

TOTAL (N) 5 3 0 0 0 0 0 0 0

Total (%) 62,5 37,5 0 0 0 0 0 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 10.

Animal/fragmen | Perda de até Perdade Yaa | Perdade 2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada Y2 da 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X

Suino 2 X X

Suino 3 X

Suino 4 X

Suino 5 X

Suino 6 X

Suino 7 X

Suino 8 X X

TOTAL (N) 1 4 3 0 0 0 0 3 0

Total (%) 12,5 50,0 37,5 0 0 0 0 37,5 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 15.

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y4 Perdade2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X

Suino 2 X X

Suino 3 X X

Suino 4 X X

Suino 5 X

Suino 6 X

Suino 7 X X

Suino 8 X X

TOTAL (N) 1 4 3 0 0 0 6 0 0

Total (%) 12,5 50,0 37,5 0 0 0 75,0 0 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 20.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ' superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X

Suino 2 X X

Suino 3 X X

Suino 4 X X

Suino 5 X X X

Suino 6 X X

Suino 7 X X X

Suino 8 X X X

TOTAL (N) 0 2 6 2 0 0 8 1 0

Total (%) 0 25,0 75,0 25,0 0 0 100 12,5 0
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Alteracdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 25.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa s superiora’s | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X

Suino 2 X X

Suino 3 X X X

Suino 4 X X

Suino 5 X

Suino 6 X X

Suino 7 X X

Suino 8 X X

TOTAL (N) 0 2 6 0 0 0 6 0 0

Total (%) 0 25,0 75,0 0 0 0 75,0 0 0
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Alteragcoes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 30.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de
to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ', superiora’; | da nelideos na
tecido cova
Suino 1 X
Suino 2 X
Suino 3 X
Suino 4 X
Suino 5 X X
Suino 6 X X
X
Suino 7 X
Suino 8 X
TOTAL (N) 0 2 6 2 0 0 1 0 0
Total (%) 0 25,0 75,0 25,0 0 0 12,5 0 0
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Alteragcoes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 35.

Animal/fragmen | Perda de até Perdade Yaa | Perdade 2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de
to Yada Y2 da 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de’sa’s superiora’; | da nelideos na
tecido cova
Suino 1 X
X
Suino 2 X X
X
Suino 3 X X
Suino 4 X
Suino 5 X X X X
Suino 6 X
Suino 7 X
Suino 8 X
TOTAL (N) 0 2 6 2 0 0 3 2 0
Total (%) 0 25,0 75,0 25,0 0 0 37,5 25,0 0
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Alteragcdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 40.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Yia's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X

Suino 2 X X

Suino 3 X X

Suino 4 X X

Suino 5 X

Suino 6 X

Suino 7 X X

Suino 8 X X

TOTAL (N) 0 2 6 0 0 3 0 0

Total (%) 0 25,0 75,0 37,5 0 0 37,5 0 0
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Alteragcdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 50.

Animal/fragmen Perda de até Perda de % Perda de'2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Yada a'ida 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Yia's superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X

Suino 2 X X

Suino 3 X X X

Suino 4 X X X

Suino 5 X X X

Suino 6 X

Suino 7 X

Suino 8 X X

TOTAL (N) 0 1 7 3 0 0 6 0 0

Total (%) 0 12,5 87,5 37,5 0 0 75,0 0 0
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Alteragcdes macroscopicas post mortem presentes nos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 60.

Animal/fragmen | Perda de até Perda de Y Perda de Y2a | Perda de Perda de Perda de Cobertura Cera Presenca de

to Vs da a'sda 100% da continuidade | continuidade | continuidade | esbranquica cadavérica artropodes/a
pelagem pelagem pelagem de até 4 do de Ysa ', superiora’; | da nelideos na

tecido cova

Suino 1 X X X

Suino 2 X X

Suino 3 X

Suino 4 X X X

Suino 5 X X

Suino 6 X X

Suino 7 X X

Suino 8 X X X

TOTAL (N) 0 1 7 3 0 0 7 0 0

Total (%) 0 12,5 87,5 37,5 0 0 87,5 0 0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 5

Animal/fragmen | Perda Perda total | Perda Perda total | Perda Perda total | Bactéria Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da pele e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura | arquitetura | conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 1 X
Fragmento 1
Coelho 1 X
Fragmento 2
Coelho 1 X
Fragmento 3
Coelho 2 X
Fragmento 1
Coelho 2
Fragmento 2
Coelho 2
Fragmento 3
Coelho 3 X
Fragmento 1
Coelho 3 X
Fragmento 2
Coelho 3 X
Fragmento 3
Coelho 4 X
Fragmento 1
Coelho 4 X
Fragmento 2
Coelho 4 X

Fragmento 3

Coelho 5
Fragmento 1

Coelho 5
Fragmento 2

Coelho 5
Fragmento 3




Animal/fragmen | Perda Perda total | Perda Perda total | Perda Perda total | Bactéria Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da pele e/ou cartilagem | pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura | arquitetura | conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 6 X
Fragmento 1
Coelho 6 X
Fragmento 2
Coelho 6
Fragmento 3
Coelho 7 X
Fragmento 1
Coelho 7 X
Fragmento 2
Coelho 7 X
Fragmento 3
Coelho 8 X
Fragmento 1
Coelho 8 X
Fragmento 2
Coelho 8 X
Fragmento 3
TOTAL (N) 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total (%) 75,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Alteragdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 10
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Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Coelho 1 X X
Fragmento 1

Coelho 1 X X X
Fragmento 2

Coelho 1 X X X
Fragmento 3

Coelho 2 X X
Fragmento 1

Coelho 2 X X
Fragmento 2

Coelho 2 X
Fragmento 3

Coelho 3 X X
Fragmento 1

Coelho 3 X X
Fragmento 2

Coelho 3 X X X
Fragmento 3

Coelho 4 X X
Fragmento 1

Coelho 4 X X X
Fragmento 2

Coelho 4 X X
Fragmento 3

Coelho 5 X
Fragmento 1

Coelho 5 X X X
Fragmento 2

Coelho 5 X

Fragmento 3
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Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 6 X
Fragmento 1
Coelho 6 X X
Fragmento 2
Coelho 6 X
Fragmento 3
Coelho 7 X X X
Fragmento 1
Coelho 7 X X
Fragmento 2
Coelho 7 X X
Fragmento 3
Coelho 8 X X
Fragmento 1
Coelho 8 X X
Fragmento 2
Coelho 8 X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 19 4 0 0 0 0 9 0 18 0
Total (%) 79,16 16,66 0 0 0 0 37,5 0 75,0 0
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Alteragoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 15

Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 1 X X X
Fragmento 1
Coelho 1 X X
Fragmento 2
Coelho 1 X X X X X X X
Fragmento 3
Coelho 2 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 2 X X
Fragmento 2
Coelho 2 X X
Fragmento 3
Coelho 3 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 3 X X X
Fragmento 2
Coelho 3 X X X X X X X
Fragmento 3
Coelho 4 X X X
Fragmento 1
Coelho 4 X X X
Fragmento 2
Coelho 4 X X X X
Fragmento 3
Coelho 5 X X X
Fragmento 1
Coelho 5 X X X X
Fragmento 2
Coelho 5 X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
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afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 6 X X X X
Fragmento 1
Coelho 6 X X X
Fragmento 2
Coelho 6 X X X X X
Fragmento 3
Coelho 7 X X
Fragmento 1
Coelho 7 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 7 X X X
Fragmento 3
Coelho 8 X X X
Fragmento 1
Coelho 8 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 8 X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 13 11 4 4 4 0 18 9 22 9
Total (%) 54,16 45,83 16,66 16,66 16,66 0 75,0 37,5 91,66 37,5

Alteracoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 20
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Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 1 X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 1 X X X X X X X
Fragmento 2
Coelho 1 X X X X
Fragmento 3
Coelho 2 X X X
Fragmento 1
Coelho 2 X X X
Fragmento 2
Coelho 2 X X X
Fragmento 3
Coelho 3 X X X
Fragmento 1
Coelho 3 X X X
Fragmento 2
Coelho 3 X X X X X
Fragmento 3
Coelho 4 X X
Fragmento 1
Coelho 4 X
Fragmento 2
Coelho 4 X X X
Fragmento 3
Coelho 5 X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 5 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 5 X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem




afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coclho 6 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 6 X X
Fragmento 2
Coelho 6 X X X
Fragmento 3
Coelho 7 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 7 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 7 X X X X X
Fragmento 3
Coelho 8 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 8 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 8 X X X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 8 16 7 9 4 9 19 5 21 7
Total (%) 33,33 66,67 29,17 37,5 16,67 37,5 79,16 20,83 87,5 29,16
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Alteragoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 25

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Coelho 1 X X X X X X
Fragmento 1

Coelho 1 X X X
Fragmento 2

Coelho 1 X X X X X X X
Fragmento 3

Coelho 2 X X X
Fragmento 1

Coelho 2 X X X X X X X
Fragmento 2

Coelho 2 X X X X X X X
Fragmento 3

Coelho 3 X X
Fragmento 1

Coelho 3 X X X X
Fragmento 2

Coelho 3 X X X X
Fragmento 3

Coelho 4 X X X X
Fragmento 1

Coelho 4 X X X X X X X
Fragmento 2

Coelho 4 X X X X X X X
Fragmento 3

Coelho 5 X X X X X
Fragmento 1

Coelho 5 X X X
Fragmento 2

Coelho 5 X X

Fragmento 3




Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 6 X X X X
Fragmento 1
Coelho 6 X X X X X X
Fragmento 2
Coelho 6 X X X
Fragmento 3
Coelho 7 X X
Fragmento 1
Coelho 7 X X X X X X
Fragmento 2
Coelho 7 X X X X X X
Fragmento 3
Coelho 8 X
Fragmento 1
Coelho 8 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 8 X X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 3 21 7 13 3 11 15 8 17 12
Total (%) 12,5 87,5 29,17 54,17 12,5 45,83 62,5 33,33 70,83 50,0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de coelhos exumados no dia 30

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Coelho 1 X X X X X X
Fragmento 1

Coelho 1 X X X X X
Fragmento 2

Coelho 1 X X X X X X
Fragmento 3

Coelho 2 X X X X
Fragmento 1

Coelho 2 X X X X X X
Fragmento 2

Coelho 2 X X X X X X
Fragmento 3

Coelho 3 X X X X
Fragmento 1

Coelho 3 X X X X X X
Fragmento 2

Coelho 3 X X X X X
Fragmento 3

Coelho 4 X X X X X
Fragmento 1

Coelho 4 X X X X X
Fragmento 2

Coelho 4 X X X X X
Fragmento 3

Coelho 5 X X X X X X

Fragmento 1




Coelho 5 X X X X
Fragmento 2
Coelho 5 X X X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Coelho 6 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 6 X X X X X X
Fragmento 2
Coelho 6 X X X X X X X
Fragmento 3
Coelho 7 X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 7 X X X X
Fragmento 2
Coelho 7 X X X X X
Fragmento 3
Coelho 8 X X X X X X X
Fragmento 1
Coelho 8 X X X X X
Fragmento 2
Coelho 8 X X X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 0 24 4 20 1 20 17 9 21 18
Total (%) 0 100 16,67 83,33 4,17 83,33 70,83 37,5 87,5 75,0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 5

Animal/fragmen

to

Perda
parcial
afinidade
tintorial

Perda total
afinidade
tintorial

Perda
parcial de
nucleos

Perda total
de nucleos

Perda
parcial da
arquitetura

Perda total
da
arquitetura

Bactéria pele
e/ou
conjuntivo

Bactéria
cartilagem

Fungo
pele e/ou
conjuntivo

Fungo
cartilagem

Bovino 1
Fragmento 1

X

X

Bovino 1
Fragmento 2

X

Bovino 1
Fragmento 3

Bovino 2
Fragmento 1

Bovino 2
Fragmento 2

Bovino 2
Fragmento 3

Bovino 3
Fragmento 1

Bovino 3
Fragmento 2

Bovino 3
Fragmento 3

Bovino 4
Fragmento 1

Bovino 4
Fragmento 2

Bovino 4
Fragmento 3

Bovino 5
Fragmento 1

Bovino 5




Fragmento 2

Bovino 5
Fragmento 3

Animal/fragmen
to

Perda
parcial
afinidade
tintorial

Perda total
afinidade
tintorial

Perda
parcial de
ntcleos

Perda total
de niicleos

Perda
parcial da
arquitetura

Perda total
da
arquitetura

Bactéria pele
e/ou
conjuntivo

Bactéria
cartilagem

Fungo
pele e/ou
conjuntivo

Fungo
cartilagem

Bovino 6
Fragmento 1

Bovino 6
Fragmento 2

Bovino 6
Fragmento 3

Bovino 7
Fragmento 1

Bovino 7
Fragmento 2

Bovino 7
Fragmento 3

Bovino 8
Fragmento 1

Bovino 8
Fragmento 2

Bovino 8
Fragmento 3

TOTAL (N)

Total (%)

37,5

20,83

4,16
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 10

Animal/fragmen

to

Perda
parcial
afinidade
tintorial

Perda total
afinidade
tintorial

Perda
parcial de
ntcleos

Perda total
de nucleos

Perda
parcial da
arquitetura

Perda total
da
arquitetura

Bactéria pele
e/ou
conjuntivo

Bactéria
cartilagem

Fungo
pele e/ou
conjuntivo

Fungo
cartilagem

Bovino 1
Fragmento 1

X

X

X

Bovino 1
Fragmento 2

X

X

X

Bovino 1
Fragmento 3

Bovino 2
Fragmento 1

Bovino 2
Fragmento 2

Bovino 2
Fragmento 3

Bovino 3
Fragmento 1

Bovino 3
Fragmento 2

Bovino 3
Fragmento 3

Bovino 4
Fragmento 1

Bovino 4
Fragmento 2

Bovino 4
Fragmento 3

Bovino 5
Fragmento 1




Bovino 5
Fragmento 2

Bovino 5
Fragmento 3

Animal/fragmen
to

Perda
parcial
afinidade
tintorial

Perda total
afinidade
tintorial

Perda
parcial de
ntucleos

Perda total
de nucleos

Perda
parcial da
arquitetura

Perda total
da
arquitetura

Bactéria pele
e/ou
conjuntivo

Bactéria
cartilagem

Fungo
pele e/ou
conjuntivo

Fungo
cartilagem

Bovino 6
Fragmento 1

X

Bovino 6
Fragmento 2

X

Bovino 6
Fragmento 3

Bovino 7
Fragmento 1

Bovino 7
Fragmento 2

Bovino 7
Fragmento 3

Bovino 8
Fragmento 1

Bovino 8
Fragmento 2

Bovino 8
Fragmento 3

TOTAL (N)

12

10

Total (%)

50,00

41,66

25

29,16

4,16

29,16
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 15

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Bovino 1 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 1 X X X X
Fragmento 2
Bovino 1 X X X X
Fragmento 3
Bovino 2 X X X X X X
Fragmento 1
Bovino 2 X X X X
Fragmento 2
Bovino 2 X X X X
Fragmento 3
Bovino 3 X X X
Fragmento 1
Bovino 3 X X X X
Fragmento 2
Bovino 3 X X X X X
Fragmento 3
Bovino 4 X X X
Fragmento 1
Bovino 4 X X X
Fragmento 2
Bovino 4 X X X X X
Fragmento 3
Bovino 5 X X X
Fragmento 1
Bovino 5 X X X X




Fragmento 2

Bovino 5 X X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 6 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 8 16 14 2 10 2 14 21 5 8
Total (%) 33,33 66,66 58,33 8,33 41,66 8,33 58,33 87,5 20,83 33,33
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Alteragoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 20

Animal/fragmen

to

Perda
parcial
afinidade
tintorial

Perda total
afinidade
tintorial

Perda
parcial de
ntcleos

Perda total
de niicleos

Perda
parcial da
arquitetura

Perda total
da
arquitetura

Bactéria pele
e/ou
conjuntivo

Bactéria
cartilagem

Fungo
pele e/ou
conjuntivo

Fungo
cartilagem

Bovino 1
Fragmento 1

X

X

X

X

X

Bovino 1
Fragmento 2

X

X

X

X

X

Bovino 1
Fragmento 3

Bovino 2
Fragmento 1

Bovino 2
Fragmento 2

Bovino 2
Fragmento 3

Bovino 3
Fragmento 1

Bovino 3
Fragmento 2

Bovino 3
Fragmento 3

Bovino 4
Fragmento 1

Bovino 4
Fragmento 2

Bovino 4
Fragmento 3

Bovino 5
Fragmento 1

Bovino 5
Fragmento 2

Bovino 5
Fragmento 3
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Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Bovino 6 X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 8 16 12 4 5 4 11 8 2 13
Total (%) 33,33 6,67 50,00 16,66 20,83 16,66 45,83 33,33 8,33 54,16
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 25

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 1 X X
Fragmento 1

Bovino 1 X X
Fragmento 2

Bovino 1 X X X X
Fragmento 3

Bovino 2 X X X X X X
Fragmento 1

Bovino 2 X X X X X
Fragmento 2

Bovino 2 X X X X X
Fragmento 3

Bovino 3 X X X X X X
Fragmento 1

Bovino 3 X X X X X X X
Fragmento 2

Bovino 3 X X X X X X X
Fragmento 3

Bovino 4 X X X X X
Fragmento 1

Bovino 4 X X X X X
Fragmento 2

Bovino 4 X X X X X
Fragmento 3

Bovino 5 X X X X

Fragmento 1




Bovino 5 X X X X
Fragmento 2
Bovino 5 X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 6 X X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 5 19 9 15 3 15 15 18 4 11
Total (%) 20,83 79,17 37,5 62,5 12,5 62,5 62,5 75,0 16,66 45,83
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 30

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 1 X X X X
Fragmento 1

Bovino 1 X X X X
Fragmento 2

Bovino 1 X X X X
Fragmento 3

Bovino 2 X X X X X X X
Fragmento 1

Bovino 2 X X X X X
Fragmento 2

Bovino 2 X X X X
Fragmento 3

Bovino 3 X X X X X X X
Fragmento 1

Bovino 3 X X X
Fragmento 2

Bovino 3 X X X
Fragmento 3

Bovino 4 X X X X X X
Fragmento 1

Bovino 4 X X X X
Fragmento 2

Bovino 4 X X X X
Fragmento 3

Bovino 5 X X X X X X

Fragmento 1




Bovino 5 X
Fragmento 2
Bovino 5 X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Bovino 6 X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X
Fragmento 1
Bovino 8 X X X X X X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 4 20 5 17 3 15 11 7 4 12
Total (%) 16,67 83,33 20,83 70,83 12,5 62,5 45,83 29,16 16,66 50,0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 35

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 1 X X X X X
Fragmento 1

Bovino 1 X X X
Fragmento 2

Bovino 1 X X X X
Fragmento 3

Bovino 2 X X X X X X X
Fragmento 1

Bovino 2 X X X
Fragmento 2

Bovino 2 X X
Fragmento 3

Bovino 3 X X X X
Fragmento 1

Bovino 3 X X X X X X
Fragmento 2

Bovino 3 X X X X X X
Fragmento 3

Bovino 4 X X
Fragmento 1

Bovino 4 X X X X
Fragmento 2

Bovino 4 X X X
Fragmento 3

Bovino 5 X X X X X
Fragmento 1

Bovino 5 X X X X X




Fragmento 2

Bovino 5 X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Bovino 6 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X X
Fragmento 2
Bovino 8 X
Fragmento 3
TOTAL (N) 1 23 5 17 2 15 6 13 2 15
Total (%) 4,16 95,84 20,83 70,83 8,33 62,5 25,0 54,16 8,33 62,5
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 40

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Bovino 1 X X X
Fragmento 1
Bovino 1 X X X
Fragmento 2
Bovino 1 X X X X
Fragmento 3
Bovino 2 X X X X
Fragmento 1
Bovino 2 X X X X
Fragmento 2
Bovino 2 X X X
Fragmento 3
Bovino 3 X X X X
Fragmento 1
Bovino 3 X X X X
Fragmento 2
Bovino 3 X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 4 X X X X
Fragmento 1
Bovino 4 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 4 X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 5 X X X X
Fragmento 1
Bovino 5 X X X X X




Fragmento 2

Bovino 5 X X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Bovino 6 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X X X X X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 0 24 2 22 2 22 7 18 6 9
Total (%) 0 100 8,33 91,67 8,33 91,67 29,16 75,0 25,0 37,5
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 50

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 1 X X X
Fragmento 1

Bovino 1 X X X
Fragmento 2

Bovino 1 X X X X
Fragmento 3

Bovino 2 X X X X
Fragmento 1

Bovino 2 X X X X
Fragmento 2

Bovino 2 X X X X X
Fragmento 3

Bovino 3 X X X
Fragmento 1

Bovino 3 X X X X X
Fragmento 2

Bovino 3 X X X X
Fragmento 3

Bovino 4 X X X
Fragmento 1

Bovino 4 X X X
Fragmento 2

Bovino 4 X X X
Fragmento 3

Bovino 5 X X X

Fragmento 1




Bovino 5 X X X
Fragmento 2
Bovino 5 X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 6 X X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X X X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 0 24 2 22 2 22 0 2 4 8
Total (%) 0 100 8,33 91,67 8,33 91,67 0 8,33 16,66 33,33
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Alteracoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de bovinos exumados no dia 60

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 1 X X X
Fragmento 1

Bovino 1 X X X
Fragmento 2

Bovino 1 X X X
Fragmento 3

Bovino 2 X X X
Fragmento 1

Bovino 2 X X X X X
Fragmento 2

Bovino 2 X X X X
Fragmento 3

Bovino 3 X X X X X
Fragmento 1

Bovino 3 X X X X X
Fragmento 2

Bovino 3 X X X X X X
Fragmento 3

Bovino 4 X X X X X
Fragmento 1

Bovino 4 X X X X X X
Fragmento 2

Bovino 4 X X X X X X X
Fragmento 3

Bovino 5 X X X X X
Fragmento 1

Bovino 5 X X X X X




Fragmento 2

Bovino 5 X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Bovino 6 X X X
Fragmento 1
Bovino 6 X X X X
Fragmento 2
Bovino 6 X X X
Fragmento 3
Bovino 7 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 7 X X X X
Fragmento 2
Bovino 7 X X X X X X
Fragmento 3
Bovino 8 X X X X X
Fragmento 1
Bovino 8 X X X X X X
Fragmento 2
Bovino 8 X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 0 24 0 24 0 24 9 5 9 13
Total (%) 0 100 0 100 0 100 37,5 20,83 37,5 54,16
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 5

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X
Fragmento 1
Suino 1 X
Fragmento 2
Suino 1 X
Fragmento 3
Suino 2
Fragmento 1
Suino 2 X X X X X
Fragmento 2
Suino 2 X
Fragmento 3
Suino 3 X
Fragmento 1
Suino 3 X
Fragmento 2
Suino 3
Fragmento 3
Suino 4 X
Fragmento 1
Suino 4
Fragmento 2
Suino 4
Fragmento 3
Suino 5 X
Fragmento 1
Suino 5 X




Fragmento 2

Suino 5 X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6
Fragmento 1
Suino 6
Fragmento 2
Suino 6 X
Fragmento 3
Suino 7 X
Fragmento 1
Suino 7
Fragmento 2
Suino 7 X
Fragmento 3
Suino 8 X
Fragmento 1
Suino 8 X
Fragmento 2
Suino 8
Fragmento 3
TOTAL (N) 16 0 0 0 0 0 1 1 1 1
Total (%) 66,67 0 0 0 0 0 4,16 4,16 4,16 4,16
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 10

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X
Fragmento 1
Suino 1 X X
Fragmento 2
Suino 1 X X
Fragmento 3
Suino 2 X
Fragmento 1
Suino 2 X
Fragmento 2
Suino 2 X
Fragmento 3
Suino 3
Fragmento 1
Suino 3 X
Fragmento 2
Suino 3 X
Fragmento 3
Suino 4 X
Fragmento 1
Suino 4 X
Fragmento 2
Suino 4 X
Fragmento 3
Suino 5 X
Fragmento 1
Suino 5 X X X




Fragmento 2

Suino 5 X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X
Fragmento 1
Suino 6 X
Fragmento 2
Suino 6 X
Fragmento 3
Suino 7 X
Fragmento 1
Suino 7 X X
Fragmento 2
Suino 7 X X
Fragmento 3
Suino 8 X
Fragmento 1
Suino 8 X X
Fragmento 2
Suino 8 X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 18 4 0 0 0 0 2 8 0 0
Total (%) 75,0 16,67 0 0 0 0 8,33 33,33 0 0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 15

Animal/fragmen
to

Perda
parcial
afinidade
tintorial

Perda total
afinidade
tintorial

Perda
parcial de
nucleos

Perda total
de nucleos

Perda
parcial da
arquitetura

Perda total
da
arquitetura

Bactéria pele
e/ou
conjuntivo

Bactéria
cartilagem

Fungo
pele e/ou
conjuntivo

Fungo
cartilagem

Suino 1
Fragmento 1

X

Suino 1
Fragmento 2

X

Suino 1
Fragmento 3

Suino 2
Fragmento 1

Suino 2
Fragmento 2

Suino 2
Fragmento 3

Suino 3
Fragmento 1

Suino 3
Fragmento 2

Suino 3
Fragmento 3

Suino 4
Fragmento 1

Suino 4
Fragmento 2

Suino 4
Fragmento 3

Suino 5
Fragmento 1

Suino 5




Fragmento 2

Suino 5 X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X X X X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 10 14 6 5 6 5 18 20 4 1
Total (%) 41,67 58,33 25,0 20,83 25,0 20,83 75,0 83,33 16,66 4,16
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 20

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 1 X X X X
Fragmento 2
Suino 1 X X X X
Fragmento 3
Suino 2 X X
Fragmento 1
Suino 2 X X X
Fragmento 2
Suino 2 X X X
Fragmento 3
Suino 3 X X X
Fragmento 1
Suino 3 X
Fragmento 2
Suino 3 X
Fragmento 3
Suino 4 X X X X
Fragmento 1
Suino 4 X X X X
Fragmento 2
Suino 4 X X X X
Fragmento 3
Suino 5 X
Fragmento 1
Suino 5 X X X X X




Fragmento 2

Suino 5 X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X X X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X
Fragmento 3
Suino 7 X X
Fragmento 1
Suino 7 X X
Fragmento 2
Suino 7 X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 6 18 6 5 6 5 5 21 2 6
Total (%) 25,0 75,0 25,0 20,83 25,0 20,83 20,83 87,5 8,33 25,0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 25

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X X X X
Fragmento 1
Suino 1 X X
Fragmento 2
Suino 1 X
Fragmento 3
Suino 2 X X
Fragmento 1
Suino 2 X X X X X
Fragmento 2
Suino 2 X X X X X
Fragmento 3
Suino 3 X X X X X X X
Fragmento 1
Suino 3 X X X X
Fragmento 2
Suino 3 X X X X
Fragmento 3
Suino 4 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 4 X X X X X
Fragmento 2
Suino 4 X X X X X
Fragmento 3
Suino 5 X X X X X X X

Fragmento 1
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Suino 5 X X X X X X X
Fragmento 2
Suino 5 X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X X X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X X X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 4 20 5 16 3 14 13 22 9 8
Total (%) 16,67 83,33 20,83 66,67 12,5 58,33 54,16 91,66 37,5 33,33
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 30

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X X
Fragmento 1
Suino 1 X X
Fragmento 2
Suino 1 X
Fragmento 3
Suino 2 X X X X X
Fragmento 1
Suino 2 X X X X X
Fragmento 2
Suino 2 X X X X X
Fragmento 3
Suino 3 X
Fragmento 1
Suino 3 X X
Fragmento 2
Suino 3 X
Fragmento 3
Suino 4 X X X
Fragmento 1
Suino 4 X X X
Fragmento 2
Suino 4 X X X X
Fragmento 3
Suino 5 X X X X X X

Fragmento 1
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Suino 5 X X X X X
Fragmento 2
Suino 5 X X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X X X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X X X X X X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 1 23 3 16 1 14 7 18 6 5
Total (%) 4,17 95,83 12,5 66,67 4,17 58,33 29,16 75,0 25,0 20,83
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 35

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X
Fragmento 1
Suino 1 X X
Fragmento 2
Suino 1 X
Fragmento 3
Suino 2 X X X X
Fragmento 1
Suino 2 X X X X X
Fragmento 2
Suino 2 X
Fragmento 3
Suino 3 X
Fragmento 1
Suino 3 X X X
Fragmento 2
Suino 3 X X X
Fragmento 3
Suino 4 X
Fragmento 1
Suino 4 X X
Fragmento 2
Suino 4 X X
Fragmento 3
Suino 5 X X X X X

Fragmento 1




Suino 5 X X X X X
Fragmento 2
Suino 5 X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X X X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X X X X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X X X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 1 23 2 16 1 15 10 11 8 8
Total (%) 4,17 95,83 8,33 66,67 4,17 62,5 41,66 45,83 33,33 33,33
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Alteracoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 40

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nucleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Suino 1 X X X X X
Fragmento 1

Suino 1 X X X X X X
Fragmento 2

Suino 1 X X X X X X
Fragmento 3

Suino 2 X X X X X X X
Fragmento 1

Suino 2 X X X X X X X
Fragmento 2

Suino 2 X X X X X
Fragmento 3

Suino 3 X X X X X X X
Fragmento 1

Suino 3 X X X X X X X
Fragmento 2

Suino 3 X X X X X X
Fragmento 3

Suino 4 X X X X
Fragmento 1

Suino 4 X X X X
Fragmento 2

Suino 4 X X X X X X
Fragmento 3

Suino 5 X X X X X
Fragmento 1

Suino 5 X X




Fragmento 2

Suino 5 X X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de niicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nicleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X
Fragmento 1
Suino 6 X
Fragmento 2
Suino 6 X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 1 23 2 18 1 18 10 19 13 16
Total (%) 4,17 95,83 8,33 75,0 4,17 95,83 41,66 79,16 54,16 66,66
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Alteragoes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 50

Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 1 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 1 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 1 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 2 X X X X
Fragmento 1
Suino 2 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 2 X X X X X
Fragmento 3
Suino 3 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 3 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 3 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 4 X X X X X
Fragmento 1
Suino 4 X X X X X
Fragmento 2
Suino 4 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 5 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 5 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 5 X X X X X X
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Fragmento 3

Animal/fragmen Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X X X X X X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 0 24 0 24 0 24 17 23 21 6
Total (%) 0 100 0 100 0 100 70,83 95,83 87,5 25,0
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Alteracdes microscopicas post mortem da cartilagem dos fragmentos de orelha de suinos exumados no dia 60

Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial

Suino 1 X X X X X X
Fragmento 1

Suino 1 X X X X X X X
Fragmento 2

Suino 1 X X X X X X X
Fragmento 3

Suino 2 X X X X X
Fragmento 1

Suino 2 X X X
Fragmento 2

Suino 2 X X X
Fragmento 3

Suino 3 X X X X X X X
Fragmento 1

Suino 3 X X X X X
Fragmento 2

Suino 3 X X X X X
Fragmento 3

Suino 4 X X X X X X
Fragmento 1

Suino 4 X X X X X
Fragmento 2

Suino 4 X X X X X
Fragmento 3

Suino 5 X X X X X X

Fragmento 1




Suino 5 X X X X X
Fragmento 2
Suino 5 X X X X X
Fragmento 3
Animal/fragmen | Perda Perda total Perda Perda total Perda Perda total Bactéria pele | Bactéria Fungo Fungo
to parcial afinidade parcial de de nicleos parcial da da e/ou cartilagem pele e/ou cartilagem
afinidade tintorial nucleos arquitetura arquitetura conjuntivo conjuntivo
tintorial
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 2
Suino 6 X X X X X X
Fragmento 3
Suino 7 X X X X X X
Fragmento 1
Suino 7 X X X X
Fragmento 2
Suino 7 X X X X
Fragmento 3
Suino 8 X X X X
Fragmento 1
Suino 8 X X X X X
Fragmento 2
Suino 8 X X X X
Fragmento 3
TOTAL (N) 0 24 0 24 0 24 8 21 15 9
Total (%) 0 100 0 100 0 100 33,33 87,5 62,5 37,5
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