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RESUMEN: El intervalo postmortem (IPM) equivale al tiempo que ha transcurrido desde que un ser humano ha muerto hasta su
examinacion postmortem. Después de la muerte, el cuerpo experimenta modificaciones en su composicion fisica y quimicasiesmotriosd
postmortem expresados por signos que pueden ser analizados para el calculo del IPM. El objetivo del estudio fue destribé histologicos
presentes en la musculatura estriada lingual de rata en diferentes IPM. Se utilizaron 10 ratas machos Sprague dawl@s die dalacthdos
animales fueron eutanasiados y dejados a temperatura ambienté@ para tomar muestras de la lengua a distintos IPM (0, 6, 12, 24, 48, 72,
96 y 120 horas postmortem). El estudio se llevd a cabo considerando las recomendaciones de la Guia para el Cuidadomdlss dke Ani
Laboratorio. Las muestras fueron fijadas en formaldehido tamponado a 10 % y procesadas para su inclusion en parapkastn Sertealde
5um de grosor y fueron tefiidas con HE para su andlisis con microscopia optica. Los cambios histoldgicos en las célulasestuscidams
la lengua estaban asociados a los distintos IPM. Alas 6 horas postmortem, hubo cambios iniciales en la morfologia pigrsamtasion. A
las 12 y 24 horas postmortem, se observaron cambios en las estrias musculares y aumento en el nimero de casos conclkarasioh s
48y 72 horas postmortem, eran evidentes las vacuolas citoplasmaticas, cambios en la coloracion de las miofibras y asaketactones
nucleares. Alas 92 y 120 horas postmortem, se observé disminucion de las estrias musculares y nlcleos celulares. tavspidotEaos y
puntiformes; hubo pérdida de la morfologia celular y presencia de musculo liso. En conclusién, los cambios de la histulsgidalestriado
lingual de rata permiten estimar el IPM. Este modelo podria ser aplicable a la medicina forense.

PALABRAS CLAVE: Intervalo postmortem; Musculos de la lengua; Histologia; Medicina forense.

INTRODUCTION

Los patélogos forenses esencialmente deben estintian forense (Vargas, 2012; Andetsl, 2013; Montefusco-
el intervalo postmortem (IPM), que equivale al tiempo queereira, 2016; Faist al, 2018).
ha transcurrido después de que un ser humano ha muerto
hasta el momento de su examinacion postmortem (lsajee Después de la muerte, el cuerpo humano experimenta
al., 2013; Madea, 2016; Mahalakshatial, 2016). modificaciones en su composicion fisica y quimica, denomi-
nadas cambios postmortem (Pradegpl, 2009; Yadawet
Conocer esta informacion, permite limitar el perioal., 2012; Yadavet al, 2015), expresados mediante una se-
do de investigacién y asi ayudar a reducir el nimero de sosencia de signos fisicos (autolisis, algor mortis, rigor mortis,
pechosos en los casos de homicidio. Sin embargo, estaliler mortis, coagulacion postmortem, putrefaccion y apari-
cer el IPM es una de las probleméticas que enfrenta la préién de adipocira) (Vargas; Pradesal; Yadav, 2012, 2015;
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Villanueva, 2019), bioquimicos (concentracion de electrolitofijeron alimentados con pellet y agdilibitumy mantenidos
actividad enzimatica), entomoldgicos y botanicos (Sampaien condiciones ambientales controladas respecto a tempera-
Silvaet al, 2013; Madea, Carrasebal, 2017 y Villanueva). tura, ruido ambiental y ciclos de 12 horas luz / 12 horas oscu-
ridad. El estudio se llevé a cabo de acuerdo con las directrices
Numerosos cambios celulares ocurren de manera inestablecidas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
versible después de la muerte y varian de acuerdo al tienyadoratorio (2011).
postmortem (Kumar, 2015; Pradestpal.); se producen me-
diante dos procesos: la apoptosis (o muerte de forma ordena-  Los animales fueron anestesiados con ketamina 80 mg/
day programada), y la necrosis (o muerte desordenada e kg-y Xilacina 10 mg/kg (CONICYT, 2009) y luego fueron
predecible), en la cual la célula se hincha y se desintegra dixtanasiados con una dosis intracardiaca de ketamina/ Xilacina
berando su contenido al entorno incluyendo enzim&el0 mg/kg. Posteriormente, fueron dejados a temperatura am-
proteoliticas que favorecen el inicio de un proceso inflamatbiente (4 - 14C) para simular la exposicion de un cadaver a
rio (Fortoul, 2010; Montuenggt al, 2014; Yadaet al, 2015; las condiciones ambientales. La ciudad de Temuco tiene un
Mohanet al, 2016). En ambos casos, las células muestraiima oceénico templado lluvioso con influencia mediterra-
histolégicamente aumento de la eosinofilia con aparienaiea tipica de la depresion intermedia del pais. Su temperatura
homogéneay vidriosa, con cambios nucleares, siguiendo treima promedio anual es de°@ y la maxima promedio
patrones: desvanecimiento de la basofilia de la cromatiaaual de 12C; su humedad relativa media anual es de 79 %.
(cariolisis), contraccion nuclear (picnosis) y fragmentacion del
nacleo (cariorexis) (Kumaet al; Pawlina, & Ross, 2015; Se formaron ocho grupos segun IPM crecientes de 0,
Yadavet al., 2015; Moharet al). 6,12, 24,48, 72,96 y 120 horas después de la eutanasia. Cada
grupo estaba constituido por diez muestras de lengua prove-
Existen estudios disponibles relevantes que evallan logntes de cada animal. Una vez transcurrido el IPM corres-
cambios histolégicos que ocurren después de la muerte enpdindiente, las muestras fueron fijadas en formalina tamponada
ferentes tejidos, como la piel (Bardeteal, 2012), las glan- (1,27 mol/L de formalina en buffer fosfato 0,1 M pH 7,2) a 10
dulas salivales (Rajkumaet al, 2020), la pulpa dentaria % por 48 horas y procesadas para su inclusion en paraplast
(Bhuyanet al, 2020), entre otros. Sin embargo, son escasgdistotec-Merck®), luego se realizaron cortes seriados de 5
las investigaciones sistémicas publicadas en la literatura quea de espesor en un micrétomo (Microm HM 325, Thermo
se relacionen con los cambios histologicos que ocurren en Kisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) y las laminas
tejidos de la lengua. A la fecha existe un estudio publicaditstoldgicas fueron tefiidas con Hematoxilina & Eosina (HE)
por Rajkumariet al, (2020b) en la cual evaluaron los camypara su andlisis. La visualizacion de los cortes se realiz6 con
bios histologicos postmortem en el epitelio y el tejido conectiwn microscopio de luz Olympus BX53 y la digitalizacién de
de la lengua, considerando estos tejidos como un marcatiarplacas histolégicas se realizd mediante equipo Hamamatsu
confiable de la estimacién del IPM. NanoZoomer Digital Pathology (NDP).

Segun nuestro conocimiento, la lengua de rata no ha El examen histoldgico fue realizado por dos expertos,
sido utilizada previamente como modelo animal para estimlas cuales no estaban cegados respecto a la pertenencia de las
el IMP a través de los cambios histoldgicos ocurridos en lpkcas histologicas a los grupos segun IPM. Los cambios
células musculares de esta estructura, por lo que su emgietoldgicos postmortem evaluados se muestréa Eabla I.
para este fin representa una posibilidad inédita de obtener in-
formacién que contribuya a aumentar el conocimiento para i o .
este dilema médico forense. Asi, el objetivo fue describir IggP'2 |- Parametros histologicos postmortem evaluados en el teji-

cambios histologicos presentes en la musculatura estrigdaluscular estriado de la lengua de rata Sprague dawley.
Evaluacion histol dgica postmortem

lingual de rata en diferentes IPM. 1. Vacuolas Gt opl asméti cas 6. Morfologia nuciear
0 - ausentes O - alterada
1 - presentes 1 - normal
2. Coloracion de las miofibras 7. Nucleos picnéticos
MATERIAL Y METODO 0 - sin cambios 0 - ausentes
1 - con cambios 1 - presentes
3. Estriasmuscul ares conservadas 8. Morfologia celular
0 - ausentes 0 - alterada
Se utilizaron 10 ratas machos Sprague dav®egt(s 1 - presentes o 1-normal ,
. . 4. Estrias musculares disminuidas 9. Aumento dela matriz extracelular
norvegicug de 2 meses de edad, con un peso promedio entrey - ausentes 0 - ausente
250y 300 g provenientes del Bioterio del Centro de Excelen- 1 - presentes 1 - presente

5. Edemaen las miofibras

cia en Estudios Morfoldgicos y Quirdrgicos (CEMyQ) de la™ J_ oo
Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. Los animales 1 - presentes
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Tabla Il. Caracterizacion de los grupos utilizando los parametros histolégicos postmortem en el tejido muscular esteagoaldda
rata Sprague dawley.

Frecuencia delos grupos en %

Evaluacioén histol6gica postmortem

Oh 6 h 12 h 24 h 48h 72h 96 h 120h valor P
V acuolas ausentes 100 100 70 40 40 40 40 20 0,0025
citoplasméticas presentes 0 0 30 60 60 60 60 80
Coloracion de las sin cambios 100 100 100 70 40 40 10 10
mi ofibras con cambios (o] (] 0 30 60 60 90 90 0,0001
Estrias musculares ausentes 0 (0] 30 30 30 40 50 70 00125
conservadas presentes 100 100 70 70 70 60 50 30 ’
Estrias musculares ausentes 90 80 0 0 0 0 0 0 0,0001
disminuidas presentes 10 20 100 100 100 100 100 100
Edemaen las ausentes 100 100 100 90 90 20 20 20 0.0001
miofibras presentes 0 0] (o] 10 10 80 80 80 ’
Morfologia nudlear alterada 10 60 60 100 100 100 100 100 0.0001
normal 90 40 40 (] 0 0 0 0
. L ausentes 90 80 80 (o] 0 0 0 0
Nudeos picndticos | tes 10 20 20 100 100 100 100 100 0.0001
Morfologfa celular aterada (o] 10 40 60 60 70 90 90 0.0001
normal 100 90 60 40 40 30 10 10
Aumento dela ausente 100 100 100 90 90 30 50 50
matriz extracelular presente (o] 0 0 10 10 70 50 50 0.0003

El analisis de los datos se realiz6 utilizando el softonservado. Sus nicleos eran claramente visibles y presen-
ware SPSS version 24.0. Para evaluar si hubo diferendiaban una forma ovalada; las estrias musculares se encon-
significativas entre los grupos en los cambios histolégicesaban conservadas en cuanto a su morfologia y nimero
de las miofibras se utilizo la prueba exacta de Fisher. L{fSigs. 1Ay B).
niveles de significacion se fijaron en p < 0,05.

En el grupo 6 horas postmortem, el 20 % de los ca-
sos presentd disminucion de las estrias musculares y el 60
RESULTADOS % presento variacion en el tamafio nuclear. Las miofibras
presentaron una ligera ondulacion (Figs. 2A y B).

Los cambios histoldgicos en las miofribras de la len- El grupo 12 horas postmortem, mostré miofibras sin
gua estaban asociados a los distintos IPM (Tabla II). cambios en la coloracién, sin embargo, el 100 % de los ca-
sos presenté miofibras con estrias musculares disminuidas
En el grupo 0 horas postmortem (control), las cély el 80 % de los casos presentd células con nucleos
las musculares presentaban caracteristicas histoldgicas gemoticos. Los espacios intercelulares presentaron una ten-
tro de limites normales y el espacio intercelular se mantemiencia a la separacion (Figs. 3A 'y B).

Fig. 1. Grupo 0 horas po_s?mortem. Células musculares de lengua de rata Sprague dawley. Mf: miofibras,
N: nlcleos, E. estrias musculares. Tincion HE. A: aumento 20X, B: aumento 63X.
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En el grupo 24 horas
postmortem, las alteraciones se hi-
cieron mas evidentes. EI 60 % de los
casos presentd vacuolas citoplas-
maticas, el 100 % present6 miofibras
con estrias musculares disminuidas
y el 100 % de los casos presento
morfologia nuclear alterada y nu-
cleos picndéticos (Figs. 4A 'y B).

S : A . El grupo 48 horas
Fig. 2 Grupo 6 horas postmortem Células musculares de lengua de rata Sprague daekriynortem, se caracteriz6 por una
Mf: miofibras, O: ondulaciones de las miofibras, E: estrias musculares, *: ausencia de estriédsiz extracelular aumentada y
musculares. Tincion HE. A: aumento 20X, B: aumento 63X. miofibras longitudinales onduladas.

& ; ' ‘ Al igual que el grupo anterior, en el
100 % de los casos se observaron
fibras con estrias musculares dismi-
nuidas, nucleos redondeados y nu-
cleos picndticos (Fig. 5Ay B).

En el grupo 72 horas
postmortem, se observaron escasos
hematies en los vasos sanguineos. El

60 % de los casos present6 miofibras
/A ‘ con vacuolas citoplasmaticas y co-
Flg 3. Grupo 12 horas postmortem Células musculares de lengua de rata Sprague deywiegion disminuiday el 80 % de los

Mf: miofibras, Np: nicleos picnoticos, E: estrias musculares, *: ausencia de estrias musggips mostréo edema. En el 100 %
res. Tincion HE. A: aumento 20X, B: aumento 63X. de los casos se observaron miofibras

con estrias musculares disminuidas,
morfologia nuclear alterada, con ta-
mafios variables, redondeados y
picnoticos (Fig. 6A 'y B).

En el grupo 96 horas
postmortem, se observéd un franco
aumento de la matriz extracelular
(50 % de los casos); en el 60 % de
los casos se visualizaron vacuolas
# 4 - citoplasmaticas y coloracion dismi-
Fig. 4. Grupo 24 horas postmortem Células musculares de lengua de rata Sprague dBWig de las miofibras. En el 100 %
Mf: miofibras, Np: ndcleos picnéticos, Nr: nicleos redondos, V: vacuolas citoplasmati€i,|0s casos las estrias musculares
Ed: edema celular. Tincion HE. A: aumento 20X B: aumento 63X se encontraron disminuidas. En el 90

% de los casos la morfologia celu-

Fig. 5. Grupo 48 horas postmortem. Cé-
lulas musculares de lengua de rata
Sprague dawley. Mf: miofibras, Np: nd-
cleos picnéticos, V: vacuolas
citoplasmaticas, Ed: edema celular, O:
ondulaciones de las miofibras, *: ausen-
cia de estrias musculares. Tinciéon HE.
A: aumento 20X, B: aumento 63X.
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traban conservadas y el 100 % de los
casos presentd disminuidas de las
mismas. En algunas placas
histol6gicas se observaron escasos
nucleos picnoticos puntiformes y en
el resto estuvieron ausentes. En el
80 % de los casos las miofibras pre-
sentaron vacuolas citoplasmaticas y
e edemay en el 90 % mostraban alte-
Y e o A > W . raciones morfolégicas con aparien-
* ‘\ b\ 8 \‘_\,@ cia de fusion entre ellas. El 50 % de

S 5

Fig. 6. Grupo 72 horas postmortem. Células musculares de lengua de rata Sprague di@€asos presenté aumento de la ma-
Mf: miofibras, Np: nucleos picnéticos, O: ondulaciones de las miofibras, V: vacuotsig extracelular (Figs. 8A, By C).
citoplasmaticas, Ed: edema celular, *: ausencia de estrias musculares. Tincién HE. A: au-

mento 20X, B: aumento 63X.

"~ DISCUSION

Todas las actividades del
metabolismo celular terminan en la
autolisis y la putrefaccion, esta ulti-
ma asociada con la descomposicion.
La autolisis representa la destruccion
de las células y 6érganos por accion
de las enzimas presentes en los
A “ oo A 4 == ‘ | lisosomas (Yadawet al., 2015;
Fig. 7. Grupo 96 horas postmortem. Células musculares de lengua de rata Sprague d&/Aggriuet al, 2016), la cual es ace-
MFf: miofibras, ME: matriz extracelular, O: ondulaciones de las miofibras, V: vacuol@¥ada por el calory retardada por el
citoplasmaticas, *: ausencia de estrias musculares. Tincién HE. A: aumento 20X, B: aunfgitoy puede ser detenida por tem-
peraturas por debajo dé0. Por tal
razon, algunos de los métodos utili-
zados para determinar el IMP son
relativamente precisos en circuns-
tancias especificas y controladas. Sin
embargo, la impredecibilidad de va-
rios factores ambientales ha impe-
dido el desarrollo de un uUnico

oy, < A & TR, ' | predictor confiable. Las estimacio-
—— %g*% SIS ‘ " . nesmas precisas se logran en perio-
o ‘ S R e T T do postmortem temprano, antes de
-~ . ©c... Me~  * que muchas variables ambientales

o ) S puedan afectar significativamente el
Fig. 8. Grupo 120 horas postmortem. Células musculares de lengua de rata Sprague deyd@tado (Yadaet al, 2015). Este

Mf: miofibras, Nc: nicleos centrales, ME: matriz extracelular, *: ausencia de estrias museiidio pudo corroborar las aseve-
lares. Tincion HE. A: aumento 20X, B y C: aumento 63X. raciones descritas por (Cocast

al.,), es decir, en bajas temperaturas, los musculos de la len-
lar se encontraba alterada y los nlcleos se presentagoia conservaron su estructura, retrasando los cambios inhe-
picnéticos, con forma de cabeza de alfiler y disminuidos ¢antes a la putrefaccion; sin embargo, este comportamiento
namero (Figs. 7Ay B). no se presentd en todas las muestras.

El grupo 120 horas postmortem, se encontraba en Las caracteristicas histologicas de la autolisis son
fase colicuativa, con presencia de células musculares lissigiilares a las observadas en la necrosis, la causa es la anoxia
En el 70 % de los casos las estrias musculares no se engda-ausencia de soporte de vida, por lo que diferenciar am-
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bos patrones puede ser dificultoso cuando la Unica diferdristologico permite evaluar la secuencia de los cambios en

cia es la reaccion inflamatoria en la necrosis (Mahalakshiai morfologia celular y nuclear de las miofibras, asi como

et al). en su coloracion, estructura y presencia de las estriaciones
musculares, presencia de vacuolas, entre otros parametros.

Al igual que otras células, el musculo estriado de la

lengua también pierde su morfologia normal como resulta-

do de la autolisis y la putrefaccién postmortem, presentaBONCLUSION

do cambios celulares que pueden ser un criterio Gtil y un

marcador para estimar el IPM (Yadzhal, 2015). Este es-

tudio permitié evidenciar la progresiéon de los cambios es- La Medicina Legal actual utiliza técnicas y procedi-

tructurales en la miofibra con el transcurso del IPM. Lamientos cientificos en la resolucion de los problemas que se

principales cambios observados en el periodo postmortéenplanteen. En este caso la utilizacion del tejido muscular

temprano de 0 a 6 horas, fueron: a) homogeneizacion (@striado de la lengua, hasta el momento no ha sido conside-

podria adjudicarse a una disminucion en el nivel de conterdo para la estimacion del IPM. Nuestros resultados nos

do de glucdgeno celular); b) disminucion de las estrias myermiten sugerir que esta estructura puede ser utilizada para

culares; c) nucleos picnéticos; y d) ligera ondulacion de teeterminar el IMP, ya que es una muestra de facil obtencion

fibra muscular, hallazgos similares a lo observado por quig-experimenta cambios histoldgicos irreversibles que son

nes encontraron pérdida de estriaciones y aumento en posgresivos con el IMP.

espacios intercelulares entre las células musculares

esqueléticas de otros sustratos anatémicos (Yeatav,

2012, 2015). Si bien Rajkumagt al (2020) no tenian por AGRADECIMIENTOS

objetivo principal evaluar los cambios histoldgicos de las

miofibras de la lengua, notaron una degradacion del tejido

muscular en las capas mas profundas mas alla de las 16 ho- A los médicos patdlogos Francisco Estrellay Johanna
ras de IPM. Latta del Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Quito N°1 de la Policia Nacional del Ecuador. A la Profeso-
Segun nuestro conocimiento, a la fecha no se hafiDra. Mariana Rojas de la Facultad de Medicina de la Uni-
correlacionado los cambios histol6gicos en la musculatugarsidad de Chile por la digitalizacién de las imagenes.
lingual postmortem con el tiempo transcurrido desde la
muerte del sujeto. Este estudio demuestra que el musculo

estriado de la lengua puede ser una estructura confiable para -
estimar el IPM. GUERRERO-URBINA, C.; FORS, M.;VASQUEZ, B.;

RODRIGUEZ-GUERRERO, M. & FONSECA, G. M.

En relacién con la matriz extracelular de la mucoddistological changes of lingual striated muscle tissue in
labial, Yadawet al (2012) encontraron que la vacuolizaciroprague Dawle ratR@ttus norvegicydor estimating the
de los fibroblastos empieza entre las 0 y las 8 horas, a di#@stmortem intervalnt. J. Morphol., 39(5).502-1508, 2021.
rencia de lo observado en este estudio, donde el musculo de )
lengua no evidenci6 vacuolizacion en las IPM iniciales. Ade-  SUMMARY: The postmortem interval (PMI) equals the

més, estos autores sefialaron disrupcion de tejido adipogdhf 1at has elapsed since a human being has died until his
tmortem examination. After death, the body experiences

. ; S iy oJo)
de_Ia musculatura, eV|de|_1C|as no visibilizadas en el teJ'(lr]:?odifications in its physical and chemical composition know as
adiposo en nuestro estudio. postmortem changes expressed by signs that can be analyzed for

the calculation of the MPI. The aim of the study was to describe
A diferencia de los hallazgos de Cocagiual, en  the histological changes present in rat lingual striated musculature

este estudio el nucleo fue tornandose picnético de forrimadifferent PMIs. 10 two-month-old male Sprague dawley rats
secuencial siendo francamente picnético a las 72 horas, pagge used. The animals were euthanized and left at room

casi en su totalidad desaparecer a las 120 horas. Tambiéi¢@@erature (4-12C) to sample the tongue at different PMIs (0, 6,
observé la ruptura de las miofibras debido |&2, 24,48, 72,96 and 120 hours postmortem). The study was carried

desnaturalizacion de las proteinas por la actividad litica; @, cOnsidering the recommendations of the Guide for the Care
. . . . . - and Use of Laboratory Animals. The samples were fixed in 10%
espacio entre las fibras aumento, se visualizaron célu

) - ered formaldehyde and processed for inclusion in paraplast. 5
adiposas degeneradas, pero no se lisaron completamenigy thick sections were made and stained with HE for analysis
with light microscopy. Histological changes in the striated muscle
Consideramos que el estudio del tejido lingual sekklis of the tongue were associated with the different PMls. At 6
un aporte para la medicina legal moderna, ya que su analigisrs postmortem, there were initial changes in nuclear morphology
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