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Resumen

El principal problema que recae sobre el odontélogo en la toma de evidencias post mortem es la apertura bucal, limitada por el fenémeno de
rigidez cadavérica el cual inicia a las 3 horas después de la muerte, siendo éste un fendmeno que persiste hasta ser destruido por los procesos
autoliticos tardios de descomposicion, a partir de las 36 horas post mortem. Objetivo. Se estudi6 la posibilidad de acelerar la reversion de
larigidez cadavérica mandibular por medio de sustancias quimicas para facilitar la apertura bucal. Materiales y métodos. Se encamind al
uso de sustancias que produzcan la alteracion del pH, quelacion del calcio intramuscular o protedlisis del complejo actina-miosina de los
musculos masticatorios que presenten rigidez cadavérica en ratas Wistar. Resultados. Se determiné que el tiempo de establecimiento de la
rigidez cadavérica mandibular en el modelo de rata, fue de 2,5 horas. A las 3,5 horas, una vez establecida la rigidez, se realizaron
infiltraciones con EDTA (20 mM), NaHCO, (50 uM), Na,CO, (50 uM) y papaina (10 uM) encontrandose que las soluciones de NaHCO,
y Na,CO, incrementaron significativamente (p<0,05) la velocidad de reversion (mm/h) desde las 5 h, en un 108% y un 100%, respectiva-
mente. A partir de este ensayo se duplicé la concentracién de NaHCO, y se prepar6 una mezcla de NaHCO, y Na,CO, (1:1) sin encontrar
diferencias significativas con los ensayos con NaHCO, y Na,CO,. Conclusién. La solucién de NaHCO, (50 uM) logré revertir la apertura
bucal suficiente para la toma de evidencia entre las 5- 5,5 horas.

Palabras clave: apertura bucal, miisculos masticatorios, reversibilidad cadavérica, rigor mortis.

Abstract

Mandibular reversibility of the cadaverous stiffness by chemical means in a rat model. The main problem that a dentist faces when
collecting postmortem evidence is the buccal opening, which is limited by the cadaverous stiffness phenomenon that begins 3 hours after
death. This phenomenon persists until it is destroyed by the late autolytic processes of decomposition, after 36 hours postmortem.
Objective. To analyze the feasibility of accelerating the reversion of the mandibular cadaverous stiffness by means of chemical
substances to facilitate the buccal opening. Materials and methods. We assessed substances capable of altering the pH, chelating
intramuscular calcium or inducing proteolysis of the actin-myosin complex of the masticatory muscles with cadaverous stiffness in
Wistar rats. Results. We found that mandibular cadaverous stiffness in Wistar rats appears after 2.5 hours of death. After 3.5 hours, once
the rigidity was established, we carried out infiltrations with EDTA (20 mM), NaHCO, (50 uM), Na,CO, (50 uM) and papain (10 uM).
NaHCO, and Na,CO, solutions significantly increased (p<0.05) the reversion speed (mm/h) from hour 5, in 108% and 100%, respectively.
Based on the results of this assay, we doubled the concentration of N a.[-ICO3 and assessed a 1:1 mixture of N aHCO3 and N aZCO3 without
finding significant differences with the NaHCO, and Na,CO; prior assays. Conclusion. NaHCO, solution (50 uM) allows a reversal of
buccal opening enough to collect evidence between 5 and 5.5 hours.

Key words: buccal opening, cadaverous stiffness reversibility, masticatory muscles, rigor mortis.
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Reversibilidad mandibular de la rigidez cadavérica

Resumo

Reversibilidade mandibular da rigidez cadavérica por meios quimicos num modelo de rato. O principal problema que tem o dentista
na toma de evidencias post-mortem é a apertura bucal, limitada pelo fendmeno de rigidez cadavérica, o qual se inicia as 3 horasdepois da
morte; este fendmeno persiste hasta ser destruido pelos processos autoliticos tardios de decomposicio, a partir das 36 horas pcst-mortem.
Objetivo. Estudou-se a possibilidade de acelerar a reversao da rigidez cadavérica mandibular através de substancias quimicas para facilitar
aapertura bucal. Materiais e métodos. Foram empregadas substancias que produzem alteragéo do pH, quelagéo do célcio intramuscular ou
protedlises do complexo actina-miosina dos muisculos mastigatérios que apresentam rigidez cadavérica em ratos Wistar. Resultados.
Estimou-se o tempo de estabelecimento da rigidez cadavérica mandibular no modelo de rato, em 2,5 horas. As 3,5 horas, logo de
estabelecida arigidez, realizaram-se infiltragdes com EDTA (20mM), NaHCO, (50 uM), Na,CO, (50 uM) e papaina (10 uM), encontrando
que as solugdes de NaHCO, e Na,CO, incrementaram significativamente (p<0,05) a velocidade de reversdao (mm/h) desde as 5h, num
108% e um 100%, respectivamente. A partir deste ensaio duplicou-se a concentragdo de NaHCO, e preparou-se uma mistura de NaHCO,
e Na,CO, (1:1) sem obter diferengas significativas com os ensaios com NaHCO, e Na,CO,. Conclusio. A solu¢do de NaHCO, (50 uM)

reverteu a apertura bucal suficientemente para a toma de evidencias entre as 5- 5,5 horas.

Palavras chave: apertura bucal, musculos mastigatérios, reversibilidade cadavérica, rigor mortis.

Introduccion

En las ciencias forenses es necesario utilizar medios
cognoscitivos en la indagacién e investigacion como ele-
mentos materiales probatorios, evidencia fisica e informa-
cién; siendo fundamental para el odontélogo forense el
manejo apropiado de estos medios y la realizacién de la
prueba pericial en donde realiza una inspeccion y descrip-
cion de la cavidad oral como método de identificacion.
Esta identificacion se puede obtener por medio de cotejos
o comparaciones de dos grupos de datos dentales, uno
realizado antes de la muerte (antemortem) de la persona
desaparecida y los datos obtenidos del cadaver después de
la muerte (post mortem) (1,2, 3).

El principal problema que recae sobre el odont6logo en la
toma de evidencias post mortem es la apertura bucal, limi-
tada generalmente, por los fenémenos tempranos de rigi-
dez cadavérica (rigor mortis) definida como «el estado de
dureza, de contraccion y de tiesura que sobreviene en los
miusculos después de la muerte» (4) 0 como «un estado de
contractura que se produce varias horas después de la muerte
en todos los musculos del cuerpo» (5). Por otro lado, tam-
bién se describe como «el estado que se presenta después
de la muerte cuando las fibras musculares estdn completa-
mente depletadas de ATP y de fosforilcreatina, desarro-
llando un estado de rigidez» (6).

La rigidez en humanos se divide en fases, la primera es la
«instauracién» que comprende desde su inicio hasta al-
canzar su maxima intensidad entre 3 y 24 horas post
mortem; en esta fase la rigidez se puede revertir aplicando
fuerza y recuperando la flacidez de los miembros, pero
después de cierto tiempo, se reinicia este proceso, apare-
ciendo de nuevo la rigidez. En la segunda fase llamada de
«estado», de las 24 a las 36 horas, larigidez es casi irrever-

sible y la inica forma de hacer que ésta se rompa es produ-
ciendo desgarros o fracturas. La tercera y tltima fase co-
rresponde a la «resolucién» de la rigidez que va a partir de
las 36 a las 48 horas post mortem, después de esta fase la
masa muscular no retorna al rigor; de esta forma en huma-
nos la rigidez cadavérica se evidencia en un periodo de 8 a
12 horas, alcanzando su mixima intensidad a las 24 horas
(4). Se han realizado numerosos experimentos para estu-
diar el desarrollo del rigor mortis en ratas (7-10), tomando
intervalos de tiempo de 8 horas, mostrando ascensos en la
tension y endurecimiento de los musculos de las 2 a las 4
horas aproximadamente, con temperaturas de 25°C a 37°C.
También en el modelo de rata se ha observado las tres fases
de rigor post mortem, incrementdndose la intensidad en un
lapso de tiempo menor de 5 horas, presentdndose rever-
sion desde las 7 horas y a las 24 horas ya no se presenta
rigidez cadavérica (7). Larigidez cadavérica también se ve
afectada por la temperatura, los acontecimientos previos a
la muerte y la causa de muerte (4, 7, 11).

Inmediatamente después de la muerte, se produce nor-
malmente un estado de relajacion y flacidez de todos los
miusculos del cuerpo, al cabo de un cierto tiempo se ini-
cia el proceso de contractura muscular o rigidez
cadavérica, ésta se debe a una reaccion del tejido muscu-
lar que se hace 4cido, siendo proporcional el aumento de
la rigidez al aumento de acidez. Por tanto, la rigidez
cadavérica no comienza sino hasta cuando se agotan las
reservas de energia del musculo, dependiente del
glucogeno existente; en donde en la etapa post mortem el
glucdgeno se convierte en dcido lactico en anaerobiosis,
por la glicélisis post mortem (4, 12). Se ha demostrado
que los cambios bioldgicos post mortem y el rigor mortis
no progresan simultdneamente en todos los musculos (11),
ademas el volumen muscular no afecta ni el progreso, ni
la resolucion el rigor (9).
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Cuando se trata de lograr movimiento de las articulacio-
nes para examinar la rigidez, es necesario tener en cuenta
que algunas articulaciones, como la articulacién temporo-
mandibular, no son faciles de mover (9). La elevacién de la
mandibula hacia el hueso maxilar y sus estructuras denta-
rias, estd controlada por la accién de los musculos
masticatorios donde se resaltan el masetero y el temporal
encargados del cierre de la cavidad oral. Después de la
muerte, los niveles de ATP empiezan a descender a la hora
post mortem en los misculos masetero y temporal por au-
sencia de oxigeno (10, 11).

Existen diversas técnicas para lograr la apertura mandibular,
las cuales son agresivas y producen dafos faciales estéti-
cos que afectan psicolégicamente la familia y por lo cual
muchas veces reclaman; o simplemente no se permite ver
el cadaver, por los dafios producidos a las estructuras ana-
tomicas, originados por excesivas fuerzas mecanicas, rece-
siones maxilares o miotomias (3, 13, 14).

Después de analizar todos los procesos bioquimicos, bio-
l6gicos y circunstancias que influyen sobre la rigidez
cadavérica, se plante6 adelantar el proceso de reversion de
la rigidez para facilitar el examen intraoral, aplicando sus-
tancias que podrian acelerar la reversion mandibular en el
modelo de rata.

Materiales y métodos

Se trabaj6 con ratas Wistar adultas (mayores de 2 meses).
Los animales, durante su crecimiento, fueron alimentados
ad libitum y mantenidos a una temperatura entre los 25-
30°C, con una humedad de 45-55%. El sacrificio se realizd
por dislocacion cervical, registrdndose inmediatamente el
valor de apertura bucal mdxima (mm) con un calibrador
pie de rey. Las medidas de apertura bucal se tomaron entre
los bordes incisales de los incisivos superiores e inferiores,
midiendo en milimetros el espacio comprendido entre és-
tos, en todos los grupos de ratas. Estas mediciones se reali-
zaron a 25-27°C; 45-52% de humedad relativa, a diferentes
tiempos post mortem desde las O a 8 horas tomando inter-
valos de 30 minutos. Adicionalmente, una vez tomada la
apertura en el tiempo inicial, se pesaron los animales.

Primer ensayo

Se emplearon sustancias que por infiltracién en los muscu-
los masticadores favorecieran la variacion en el pH, la va-
riacion de la concentracion de calcio disponible (15) o la
adicién de una enzima proteolitica (16).

De acuerdo a la literatura estudiada, la acidificacion de los
miusculos es uno de los principales cambios que ocurren
después de la muerte; la variacion en el grado y la exten-
sidn de la acidificacion influyen en la capacidad de reten-
cién del agua. Las proteinas miofibrilares, alcanzan un pH
en el cual las moléculas proteicas no tienen carga eléctri-
ca neta (punto isoeléctrico) y tienden a perder el agua
que estd normalmente unida a ellas, generando una exu-
dacion de fluidos de las fibras musculares. La concentra-
cién de glucogeno se convierte en el limitante para que
se dé el pH final que es inversamente proporcional a la
concentracion de lactato (19). Para determinar la concen-
tracion de las sales NaHCO,y Na,CO, se tuvo en cuenta
los niveles de 4cido lactico (50 uM) producido en condi-
ciones anaerdbicas en los musculos masticadores en ratas
a las 2 horas post mortem (10), buscando neutralizar el
acido l4ctico.

Para la disminucion de la concentracion de calcio disponi-
ble se debe tener en cuenta que dentro de las proteinas
musculares se encuentra la troponina C, por cada una de
estas proteinas, se fijan 4 moléculas de Ca™. Conjunta-
mente la afinidad de la troponina C por el calcio disminu-
ye en condiciones 4cidas (20). La eleccion de la
concentracion de EDTA, se bas6 en experimentos realiza-
dos con el fin de reducir las cadenas livianas de miosina y
de troponina C, sumergiendo segmentos de fibra muscular
en una solucion de 20 mM; el tratamiento con EDTA re-
sulté en una reduccion sustancial de la tensidon, debido
principalmente a la pérdida de la troponina C y en peque-
fias reducciones, por la extraccién de las cadenas livianas
de miosina (15).

Una de las razones por las que el misculo se contrae post
mortem corresponde a la pérdida de la capacidad para se-
cuestrar calcio del reticulo sarcoplasmico y de las
mitocondrias, y se debe probablemente, al deterioro de los
sistemas que generan energia al musculo y al aumento de
la permeabilidad que estos organelos exhiben a lo largo
del tiempo post mortem bajo condiciones andxicas (per-
mitiendo una mayor pérdida del calcio de las membranas)
(20). Se requieren 2 moléculas de EDTA por 3 calcios, este
quelato ha sido utilizado en estudios previos, en donde a
animales vivos, se les realizaron inyecciones intravenosas
de EDTA, previniendo la inextensibilidad que normalmen-
te ocurre durante las 7 horas post mortem, concluyendo
que un cierto nivel de calcio libre es requerido para el
desarrollo del rigor mortis (21). Por lo tanto, se tomé la
concentracion EDTA (20 mM), necesaria para reducir las
cadenas livianas de miosina y de troponina C al acomple-
jar el calcio libre.
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Adicionalmente se pens6 que la adiciéon de una enzima
proteolitica pudiera favorecer la reversibilidad, se eligio
la papaina (EC 3.4.22.2) (10 uM) con base en su accién
proteolitica que puede producir digestion de la miosina
ATPasa (EC 3.6.4.1) y con base a que la maxima actividad
de esta enzima es a pH 4cido (pH=5), pH que se encuentra
post mortem en el modelo de rata. Por otro lado, la molécu-
la de miosina estd compuesta por un bastdn, el cual esta
subdividido en dos partes denominadas meromiosina
ligera (LMM) y pesada (HMM), en uno de los extremos
la cadena pesada se pliega formando las cabezas globu-
lares SF1 6 S1; estas cabezas globulares son las que se
unen a la actina en la contraccion. Segin estudios de
protedlisis controlada para determinar la disposicion de
las subunidades en la molécula, los puntos de unién de la
meromiosina ligera y de la cabeza de la molécula de
miosina, son susceptibles al ataque por las enzimas
proteoliticas. La papaina corta la cadena pesada de la
miosina de las cabezas globulares SF1 6 S1 (22, 23).

En resumen, se aplicaron para las infiltraciones en el pri-
mer ensayo el bicarbonato de sodio (NaHCO,)(50 uM) (pH
de 8.39 2 21°C) y el carbonato de sodio (Na,CO,)(50 uM)
(pH de 11,25 a 21°C)(10), EDTA disédico (20 mM) y
papaina (10 uM).

Infiltraciones

Se realizaron en un momento de la fase estado donde se
mantiene la rigidez cadavérica; en los siguientes puntos
anatomicos, mediante una linea imaginaria desde el tragus
hasta el canto externo del ojo y en direccion a esta linea a
5 mm del tragus aproximadamente. El segundo punto se
infiltré mediante la palpacion del 4ngulo de la mandibula,
trazando una linea perpendicular hasta la parte media del
arco zigomatico y sobre el punto medio de esta perpendi-
cular se aplica la sustancia, utilizando jeringas de 1 ml.
Este ensayo incluyd: un grupo testigo, que consistié en
animales a los que no se le hizo ningin tipo de infiltra-
cién; un grupo control, con la aplicacion infiltrativa del
vehiculo (agua desionizada) y los grupos con las diferen-
tes sustancias estudiadas, infiltrados en los puntos anat6-
micos descritos anteriormente.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOV A) entre cada uno
de los tratamientos a los diferentes tiempos post mortem,
para determinar los efectos de los principales factores con-
siderados. Se realizé un andlisis de regresién simple to-
mando las aperturas, como variables dependientes y el

tiempo como variable independiente. De acuerdo a los
resultados, se seleccionaron los dos grupos de sustancias
mads rapidos y eficaces, logrando conformar dos grupos de
mezclas para el segundo ensayo.

Segundo ensayo

Se duplico la concentracion de NaHCO, (100 uM) (pH de
8,18) y se cred una mezcla 1:1 de dos soluciones con
NaHCO, (50 uM) y carbonato de sodio Na,CO, (50 uM)(pH
de 10). Los resultados de apertura se compararon estadisti-
camente con los resultados del testigo y el control. Se rea-
liz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y se aplicé la prueba
de comparaciéon multiple de Duncan. Se tom6 como crite-
rio de efectividad de la reversibilidad cadavérica para la
toma de evidencia bucal cuando la apertura alcance el
50% en el menor tiempo posible.

Como un indicador de la velocidad de reversion de la rigi-
dez se tomaron los valores a partir de las 5 horas hasta las 8
horas, donde se empezaron a observar diferencias signifi-
cativas (p<0,05). Se calcularon los valores de las curvas de
tendencia lineal, cuyo coeficiente de correlacion lineal
fuera cercano a 1. Las pendientes de estas curvas se utiliza-
ron arbitrariamente como indicadores de la reversion.

Resultados y discusion

Determinacion de la rigidez cadavérica

El andlisis estadistico indica que la fase de instauracién de
la rigidez se propagé durante 2.5 horas (150 min) presen-
tdndose una caida significativa (p<0,05) desde los 60 mi-
nutos hasta los 150 minutos (Tabla 1, Figura 1). Entre las 3
horas (180 min) hasta las 7 horas (420 min) se entr$ en la
fase de estado manteniéndose estadisticamente constante;
a partir de las 7,5 horas (420 min) inici6 la fase de resolu-
cion, donde la apertura bucal alcanzé valores de 59%, lle-
gando a valores de 62% de apertura a las 8 horas. Esta
reversion se puede atribuir a la accién de las enzimas
lisosomales liberadas en la autolisis post mortem, que des-
truyen las proteinas musculares, terminando con esto la
rigidez cadavérica perteneciente a los fendémenos
cadavéricos tempranos y dando inicio a los tardios como
la descomposicién; favorecida por microorganismos que
pueden actuar sobre los componentes orgdnicos desprote-
gidos (23). Este valor coincide con estudios del desarrollo
de la intensidad del rigor mortis en ratas albinas macho
del mismo peso y la misma edad, encontrando que a partir
de las 7 horas a 24.5°C se empieza a disminuir la intensi-
dad de la rigidez en los musculos de miembros inferiores,
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Tabla 1. Desarrollo de la rigidez cadavérica

Tiempo (h) Apertura (mm) A apertura % apertura
0,0 23,320 100
0,5 21,2 +1,3 -2,1% 91
1,0 20,0 +0,9 -1,2 86
1,5 17,722 -2,3% 76
2,0 12,5+2,1 -5,2% 54
2,5 78+1,8 -4,7% 34
3,0 70x+1,7 -0,8 30
3,5 7017 0 30
4,0 6,8+1,5 -0,2 29
4,5 6,8+1,7 0 29
5,0 73+1,5 0,5 31
5,5 82+1,3 0,8 35
6,0 85+2,2 0,3 36
6,5 10,2 £ 3,1 1,7 44
7,0 11,0+3,3 0,8 47
7,5 13,7+34 2,7 59
8,0 14,5+33 0,8 62

La apertura bucal médxima se tomé con un calibrador pie de rey entre los bordes incisales de los incisivos
superiores e inferiores, midiendo en milimetros (mm) el espacio comprendido entre éstos. Las mediciones se
realizaron a 25-27°C; 45-52% de humedad relativa, a diferentes tiempos post mortem desde las 0 a 8 horas
tomando intervalos de 30 minutos. Se presentan los valores promedio = SEM (n=6). Adicionalmente el delta de
apertura (A) y el porcentaje de apertura bucal.

Apertura (mm)

Tiempo (h)

Figura 1. Desarrollo de la rigidez cadavérica en el grupo testigo sin vehiculo (agua). El valor de apertura bucal maxima se tomo
con un calibrador pie de rey entre los bordes incisales de los incisivos superiores e inferiores, midiendo en milimetros (mm) el
espacio comprendido entre éstos. Las mediciones se realizaron a 25-27°C; 45-52% de humedad relativa, a diferentes tiempos
post mortem desde las 0 a 8 horas tomando intervalos de 30 minutos. Se presentan los valores promedio = SEM (n=6).
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estos musculos poseen fibras tipo I y tipo IIA, que son
fibras similares a las encontradas en el musculo masetero y
fibras tipo IIB encontradas en el misculo temporal (11);
las fibras tipo I muestran una distribucién y un patrén de
tincion desde el perfil histoenzimoldgico comparable al
tipo de fibra de los otros musculos esqueléticos en su uni-
formidad del tamafio de fibra; y su didmetro dobla el ni-
mero de fibras tipo II (17), ddndoles a estos misculos
masticadores, caracteristicas tinicas de musculos rojos, sien-
do de esta forma més rdpida la contraccién en este tipo de
fibras debido al metabolismo de fosforilacion oxidativa
para la formacion de ATP, el cual cae rapidamente por la
ausencia de oxigeno (11, 18).

Por otro lado, las ratas utilizadas en este ensayo (39 ratas)
eran machos y hembras cuyos pesos variaron entre 313,7
+ 43,0 g. Los animales se agruparon en 5 grupos: 150-
200; 200-250; 250-300: 300-350 y de 350-400 g, para
determinar si la variacion en peso, tenia un efecto sobre
la instauracion de la rigidez. Los resultados estadisticos
no evidenciaron diferencias significativas (p<0,05) entre
los diferentes grupos y la instauracion de la rigidez ocu-
rri6 en el mismo lapso de tiempo en todos los animales.
Por lo tanto, el peso de los animales no afect6 la instaura-
cién de la rigidez. Estos resultados coinciden con los
resultados obtenidos en ratas de diferentes pesos, donde
el tiempo de curso de desarrollo de la rigidez fue siempre
el mismo (7).

De acuerdo a estos resultados, se esperd que se estabilizara
la fase de estado, cuando el delta de apertura (A) fue igual
a cero, que fue a las 3,5 horas (Tabla 1). Tomadndose este
tiempo como el tiempo inicial para realizar las interven-
ciones y se tomd el valor de 7,5 horas como el valor a
disminuir con las intervenciones.

Ensayos de reversion

Se emplearon sustancias que por infiltracién en los muscu-
los masticadores, favorecieran la variaciéon en el pH, la
variacién de la concentracion de calcio disponible o la
hidrdlisis de proteinas, se utiliz6 como vehiculo agua
desionizada que sirvi6 como control del ensayo. Los re-
sultados de la comparacion de sustancias infiltradas en el
primer ensayo donde se aplicaron a las 3.5 h post mortem
infiltraciones en los musculos masticatorios de bicarbona-
to de sodio (NaHCO,)(50 uM) (pH de 8,39 a 21°C); el car-
bonato de sodio (Na,CO,)(50 uM) (pH de 11,25 a 21°C);
EDTA dis6dico (20 mM) y papaina (10 uM) aparecen en la

Tabla 2 y Figura 2. Las pendientes de las curvas que se
utilizaron como indicadores de velocidad aparecen en la
Tabla 3.

Variacion del control

La inyeccién del vehiculo fue similar al testigo entre las 4
y 5,5 horas, no encontrdndose variaciones en la apertura;
sin embargo, a partir de las 6 horas la hidratacion del tejido
empez6 a favorecer la reversion alcanzando un 42% de la
apertura bucal inicial, y a las 8 horas los valores fueron de
73%. Los resultados indican que la hidratacion de los
musculos masticatorios presentaron una reversibilidad su-
ficiente para la toma de evidencia entre las 6,5 y 7 horas
(Tabla 2). Por otro lado, el indicador de velocidad sefala
que la hidratacién incrementé un 30% la velocidad de
reversion de la rigidez (Tabla 3).

Variacion en el pH

La inyeccion de la solucién de Na,CO, fue similar al testi-
go y al control entre las 4 y 5,5 horas, no encontrandose
variaciones en la apertura; sin embargo, a partir de las 6
horas la neutralizacion de la acidez en el tejido empez6 a
favorecer la reversion alcanzando un 55% de la apertura
bucal inicial y a las 8 horas los valores fueron de 95%,
mejorando aun los valores obtenidos por la hidratacion
del tejido. Los resultados indican que la neutralizacién de
la acidez en los musculos masticatorios favorecio la
reversibilidad suficiente para la toma de evidencia entre
las 5,5 y 6 horas (Tabla 2). Los indicadores de velocidad
sefialan que la neutralizacion incrementé un 100% la ve-
locidad de reversion de la rigidez respecto al tratamiento
testigo y un 53% con respecto al tratamiento control (Ta-
bla 3).

La inyeccion de la solucion de NaHCO, fue similar al tes-
tigo y al control entre las 4 y 4,5 horas, no encontrandose
variaciones en la apertura; sin embargo, a partir de las 5
horas la neutralizacion de la acidez en el tejido empez6 a
favorecer la reversion alcanzando un 38% de la apertura
bucal inicial y a las 8 horas los valores fueron de 97%. Los
resultados indican que la neutralizaciéon de los musculos
masticatorios presentaron una reversibilidad suficiente para
la toma de evidencia entre las 5 y 5,5 horas (Tabla 2). Los
indicadores de velocidad sefalan que la neutralizacién
incrementd un 108% la velocidad de reversion de la rigi-
dez con respecto al tratamiento testigo y un 60% respecto
al tratamiento control (Tabla 3).
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Tabla 2. Comparacion de sustancias infiltradas en el primer ensayo

NaHCO, Na,CO, EDTA Papaina
Testigo Control (50 uM) (50 uM) (20 mM) (10 uM)
(n=3) (n=6) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

Tiempo  Apertura % Apertura % Apertura % Apertura % Apertura % Apertura %

0,0 243+23 100 225+12 100 24,7+12 100 21315 100 21,7+10 100 22010 100
0,5 2010 D 20806 9B 21,712 & 190£00 & 20,0+0.6 R 203£06 R
1,0 20312 ¥4 19215 & 193+1,2 B 16306 71 18,0+0,6 &8 18306 &
1,5 19000 B 16506 73 160£1,7 () 157£06 7B 15,7+15 7 15715 71
2,0 130+10 33 128«1,7 57 80+26 32 14010 66 13,0£1,2 €0 127£12 R
2,5 73+15 30 92+06 41 5306 2 97+15 4 9,720 45 80+2,0 36
3,0 60+1,7 PA) 75+0,0 3 47+06 19 T7+12 3% T7+15 35 6,715 30
3,5 60x1,7 5 6.8+0,0 30 4,7+06 9 17712 ¥ 70+1,7 £Y) 6,7+15 30
4,0 60+1,7 PA) 6,7+0,6 30 6,0+0,0 P 7306 A T0+1,7 32 6,0+1,7 27
4,5 60x1,7 5 7206 2 7306 30 7,706 3 73+2,1 # 7017 2
5,0 63+15 2% 7,706 # 93+15 R 7,706 3% 7321 # 70+1,7 32
5,5 73+15 30 8310 37 137+15 55 8306 £ 80x1,7 37 73+2,1 3B
6,0 70£2,0 9 95+25 {Q 17323 0 11,712 55 100+2,6 46 1,017 50
6,5 80+2,0 3B 11031 49 203+15 & 140£10 6 123+15 57 13725 &
7,0 87+25 3% 13735 61 213+12 & 17010 & 150+1,7 o 157£23 71
7,5 11,735 & 143+40 o4 233+12 % 190£10 & 15,0+1,7 ® 17026 7
8,0 13747 56 16355 7 240+00 97 20312 9% 16,0+2,0 TA 190+36 &

Se aplicaron a las 3.5 h post mortem infiltraciones en los misculos masticatorios de bicarbonato de sodio (NaHCO,)(50
uM) (pH de 8,39 a 21°C); el carbonato de sodio (Na,CO,)(50 uM) (pH de 11,25 a 21°C); EDTA disédico (20 mM) y papaina
(10 uM). Se presentan los valores promedio = SEM.
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Figura 2. Comparacion de sustancias en el primer ensayo. Se aplicaron a las 3,5 h post mortem infiltraciones
en los musculos masticatorios de bicarbonato de sodio (NaHCO,)(50 pM) (pH de 8,39 a 21°C); el carbonato de
sodio (Na CO )(50 uM) (pH de 11,25 a 21°C); EDTA dis6dico (20 mM) y papaina (10 pM). Los resultados desde las
4 h se comparan con el tratamiento testigo (sin vehiculo) y con el tratamiento control (con vehiculo). Se presentan
los valores promedio = SEM.

Tabla 3. Velocidad de las sustancias

Pendiente (mm/h) Intercepto (mm) r?
Testigo 2,3095 6,0595 0,8510
Control 3,0119 8,0298 0,9763
NaHCO, (50 uM) 4,8095 12,7860 0,9319
Na,CO, (50 uM) 4,6190 16,0240 0,9840
EDTA (20 uM) 3,2143 8,9405 0,9532
Papaina (10 uM) 4,2857 14,9050 0,9766

Como un indicador de la velocidad de reversion de la rigidez en el primer ensayo se tomaron los valores a partir
de las 5 horas hasta las 8 horas, donde se empezaron a observar diferencias significativas (p<0,05). Se calcularon
los valores de las curvas de tendencia lineal, cuyo coeficiente de correlacion lineal (r?) fuera cercano a 1. Las
pendientes de estas curvas se utilizaron arbitrariamente como indicadores de la velocidad de reversion cadavérica
mandibular.
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Variacion de la concentracion de calcio
disponible

La inyeccion de la solucion de EDTA fue similar al testi-
go y al control entre las 4 y 5,5 horas, no encontrdndose
variaciones en la apertura; sin embargo, a partir de las 6
horas el acomplejamiento del calcio libre en el tejido
empez0 a favorecer la reversion alcanzando un 46% de la
apertura bucal inicial y a las 8 horas los valores fueron de
74%. Los resultados indican que la neutralizacion del
calcio de los musculos masticatorios presentaron una
reversibilidad suficiente para la toma de evidencia entre
las 6 y 6,5 horas (Tabla 2). Los indicadores de velocidad
sefialan que la neutralizacion de calcio increment6é 39%
la velocidad de reversion de la rigidez con respecto al
tratamiento testigo y un 7% respecto al tratamiento con-
trol (Tabla 3).

Hidrdlisis de las proteinas

La inyeccion de la solucion de papaina fue similar al testi-
go y al control entre las 4 y 5,5 horas, no encontrindose
variaciones en la apertura; sin embargo, a partir de las 6
horas la protedlisis en el tejido empez6 a favorecer la re-
version alcanzando un 50% de la apertura bucal inicial y a
las 8 horas los valores fueron de 86%. Los resultados indi-
can que la protedlisis en los musculos masticatorios pre-
sentaron una reversibilidad suficiente para la toma de
evidencia a las 6 horas (Tabla 2). Los indicadores de velo-
cidad sefialan que la protedlisis increment6 un 86% la
velocidad de reversion de la rigidez con respecto al trata-
miento testigo y un 42% respecto al tratamiento control
(Tabla 3).

Se encontrd que las soluciones de NaHCO; y Na,COs, fue-
ron las que mostraron mayor reversibilidad, seguidos por
la papaina; el EDTA presenté un comportamiento similar
al control; el control no present6 diferencias significativas
con el grupo testigo; se alcanzd a observar el efecto del
agua desionizada (vehiculo) con respecto al grupo testigo
pero ésta no fue significativa. Con respecto a la papaina se
observo reversibilidad similar al carbonato, no obstante,
no se hizo ensayos con una mayor concentraciéon de esta
proteina, ya que puede incrementar los costos de la prue-
ba.

Las pendientes de las curvas se utilizaron como indi-
cadores de velocidad aparecen en la Tabla 3. De acuer-
do a la velocidad de reversibilidad demostrada a partir
de las 4:30:00 horas, los valores de la pendiente des-
pejando la ecuacidon en donde Y es apertura y X tiem-

po; se confirmd que las 2 mejores sustancias que mos-
traron un comportamiento mds veloz fueron el NaHCO3
y Na2CO3 respectivamente. De acuerdo a estos crite-
rios se escogieron estas sustancias para realizar el en-
sayo final que buscaria acelerar aun mds la velocidad
de reversion.

Ensayo final

Los resultados previos demostraron que la variacién de pH
fue la mejor opcidn para revertir la rigidez. Se vari6 la
concentracién bicarbonato para un pH de 8,18 y una mez-
cla de NaHCO; y Na,CO; (1:1) para pH 10, para ver si se
mejoraba aun més la reversibilidad encontrada en el expe-
rimento anterior.

La inyeccion de la solucion doble de NaHCO, fue similar
al testigo y al control entre las 0 y 5 horas, no encontrin-
dose variaciones en la apertura, no obstante, a partir de
las 5,5 horas la neutralizacién de la acidez en el tejido
empez6 a favorecer la reversiéon alcanzando un 49%
(p<0,05) de la apertura bucal inicial y a las 8 horas los
valores fueron de 94% (p<0,05). Los resultados indican
que la neutralizaciéon de la acidez de los musculos
masticatorios causados por el bicarbonato presentaron
una reversibilidad suficiente para la toma de evidencia
entre las 5,5 y 6 horas (Tabla 4, Figura 3). Los indicado-
res de velocidad sefialan que la neutralizacion increment6
un 88% la velocidad de reversion de la rigidez con res-
pecto al tratamiento testigo y un 56% respecto al trata-
miento control (Tabla 5).

La inyeccidn de la solucion de NaHCO; y Na,CO; (1:1)
fue similar estadisticamente (p<0.05) al testigo y al
control entre las 0 y 4,5 horas, no encontrandose varia-
ciones en la apertura; sin embargo, a partir de las 5
horas la neutralizacién de la acidez en el tejido empe-
706 a favorecer la reversion alcanzando un 46% (p<0,05)
de la apertura bucal inicial y a las 8 horas los valores
fueron de 97% (p<0,05). Los resultados indican que la
neutralizacién de la acidez de los musculos
masticatorios causados por la mezcla presentaron una
reversibilidad suficiente para la toma de evidencia entre
las 5y 5,5 horas (Tabla 4). Los indicadores de veloci-
dad sefialan que la neutralizacién incrementd un 58%
la velocidad de reversion de la rigidez con respecto al
tratamiento testigo y un 31% respecto al tratamiento
control (Tabla 5).

Con base a la velocidad de la reversibilidad podriamos prede-
cir a cuéntas horas se produciria una reversion de la rigidez a
partir de las 5:00:00 horas, para tener una apertura igual a la
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Tabla 4. Comparacion de sustancias infiltradas en el segundo ensayo

Testigo Control NaHCO,+Na,CO, (1:1) NaHCO, (100 uM)
(m=6) (n=6) (n=6) (m=3)

Tiempo Promedio % Duncan Promedio % Duncan Promedio % Duncan Promedio % Duncan
00 233+20 100 - 2514 100 - 22,7+12 100 - 240+10 100 -
05 212+13 91 - 208+08 93 - 21,808 % - 22,7+06 A -
10 200+£09 & - 19213 & - 198+13 & - 20,7£1,5 & -
15 17722 76 - 165+08 73 - 152+35 67 - 15,706 65 -
20 125+2,1 S - 12821 57 - 11,529 51 - 103+1,2 43 -
25 7818 X4 - 92+18 4] - 90+33 40 - 80+10 B -
30 70+1,7 30 - 75«18 B - 72+22 2 7315 31 -
35 6717 9 A 63+1,6 30 A 72+2,6 2 A 70+1,7 9 A
40 68+15 9 A 6,7+2,0 30 A INEYN # A 70+1,7 0 A
45 6817 9 A 72+19 2 A 83+29 37 A 70+1,7 0 A
50 7315 31 B 7,723 H# B 103+1,6 46 A 90+1,7 X AB
55 8213 3 B 83+23 37 B 132+20 R A 11,7+12 9 A
60 85+22 3 B 95+3,0 P B 158+15 Lo A 157+12 65 A
65 10231 4 B 1,0£30 49 B 187+19 & A 18,7+0,6 ] A
70 110£33 47 B 13729 6l B 200+24 & A 21,010 & A
75 137£34 9 B 14331 64 B 212422 3 A 213+12 & A
80 145+33 & B 163+40 73 B 20+1,7 97 A 22,706 % A

Se aplicaron a las 3.5 h post mortem infiltraciones en los musculos masticatorios de bicarbonato de sodio NaHCO, (100
M) (pH de 8,18) y se cre6 una mezcla 1:1 de dos soluciones con NaHCO, (50 uM) y carbonato de sodio Na,CO, (50
UM)(pH de 10). Los resultados a partir de las 3.5 h se comparan estadisticamente con el tratamiento testigo (sin vehiculo)
y con el tratamiento control (con vehiculo). Se presentan los valores promedio + SEM. Las diferencias significativas en

cada tiempo se expresan con letras mayusculas.

inicial. El grupo testigo necesitaria 11:38:00 horas; el grupo
control necesitaria 10:07:08 horas; el grupo buffer necesita-
ria 7:51:06 horas y el grupo bicarbonato necesitaria 7:57:06
horas. Estas predicciones indican un disminucién de aproxi-
madamente 3,5 horas la reversibilidad de la rigidez cadavérica
mandibular con las dos soluciones comparadas con el trata-
miento testigo y 2 horas con el control.

Tomando todos los resultados en conjunto; el carbonato,
al mezclarse con el bicarbonato mejord la velocidad de
reversibilidad; pero el bicarbonato al aumentar su concen-
tracion no mostré una velocidad de reversibilidad consi-
derable; de esta forma presentaron mejores resultados el
bicarbonato de sodio a una concentracion de 50 uM y el
buffer en concentraciéon de 50 uM de carbonato de sodio y
50 uM de bicarbonato de sodio.
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Figura 3. Comparacion de sustancias segundo ensayo. Se aplicaron a las 3.5 h post mortem infiltraciones en los musculos
masticatorios de bicarbonato de sodio NaHCO; (100 uM) (pH de 8,18) y se creé una mezcla 1:1 de dos soluciones con
NaHCO, (50 uM) y carbonato de sodio Na,CO, (50 uM)(pH de 10). Los resultados se comparan con el tratamiento testigo (sin
vehiculo) y con el tratamiento control (con vehiculo). Se presentan los valores promedio + SEM.

Tabla 5. Tabla de velocidad de reversibilidad mezclas.

Pendiente (mm/h) Intercepto (mm) r?
Testigo 2,5000 5,7738 0,9540
Control 3,0119 8,0298 0,9763
NaHCO,+Na,CO, (1:1) 3,9405 8,3036 0,9537
NaHCO, (100 uM) 4,6905 13,3450 0,9405

Como un indicador de la velocidad de reversion de la rigidez en el segundo ensayo se tomaron los valores a partir de las 5
horas hasta las 8 horas, donde se empezaron a observar diferencias significativas (p<0,05). Se calcularon los valores de las
curvas de tendencia lineal, cuyo coeficiente de correlacion lineal (r?) fuera cercano a 1. Las pendientes de estas curvas se
utilizaron arbitrariamente como indicadores de la velocidad de reversion cadavérica mandibular.

Conclusiones

Las fases de la rigidez cadavérica en el modelo estudiado
(rigor mortis), comprenden desde el inicio hasta la resolu-
cidn; la fase de instauracion, observada a partir de la aper-
tura bucal en ratas, se propagd durante 2.5 horas (150 min);
la fase de estado se present entre las 3 horas (180 min)

manteniéndose constante hasta las 7 horas (420 min); a
partir de las 7.5 horas (420 min) inici6 la fase de resolucion
de larigidez cadavérica. Por medio del presente estudio se
observo que la instauracion de la rigidez cadavérica no se
ve afectada por el peso de las ratas; cuyo comportamiento
fue similar, incluso comprendiendo parte de la fase de es-
tado hasta los 210 min. Es suficiente para la toma de evi-
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dencia bucal post mortem en el modelo de rata, utilizar una
solucién de NaHCO, (50 uM) que acelera la reversibilidad
cadavérica mandibular en 2 horas.
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