Int. J. Morphol.,
38(2)241-246, 2020.

Métodos Histoquimicos e Inmunohistoquimicos para la Estimacion
del Intervalo Postmortem en Tejidos Humanos: Una Revision

Histochemical and Immunohistochemical Methods for the Postmortem
Interval Estimation in Human Tissues: A Review

Clivia Guerrero-Urbina 234 Mariano del Sol*®* & Gabriel M. Fonseca®

GUERRERO-URBINA, C.; DEL SOL, M. & FONSECA, G. M. Métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos para la estimacion
del intervalo postmortem en tejidos humanos: Una revigiénl. Morphol., 38(2p41-246, 2020.

RESUMEN: El intervalo postmortem (IPM) es un importante desafio a resolver en patologia forense, y consiste en poder determinar
el tiempo transcurrido desde la muerte hasta el momento de la autopsia. Dada la poca confiablidad de algunos métodasfhameigra
de factores externos, la Histoquimica (HQ) y la Inmunohistoquimica (IHQ), entre otros, han recibido considerable atensidivgless
de objetividad en la investigacién forense. Se presenta una revision con busqueda sistematica de estudios experimeliaies que ap
métodos HQs e IHQs para la estimacion del IPM sobre material cadavérico humano. Se identificaron 1053 articulos de Bs cuales 1
cumplieron con los criterios, a los que se agregaron 4 mediante una busqueda manual (n=16 articulos). Alemania fuerspais con
publicaciones destacando con 8 articulos. Las técnicas HQs de AQNORs, TRAP y PAS fueron utilizadas en 5 estudios (giéipdutes sud
piel, higado, médula 6sea y mucosa labial), mientras que las IHQs fueron empleadas con diferentes grupos antigénicaiosn 12 estu
(pancreas, cerebro, pulmon, tiroides, higado, glandulas pituitarias, glandulas sudoriparas y mucosa gingival). Las esli@ndiibnes
fueron posibles con margenes entre 2-3 h. hasta los 20 dias dependiendo de la técnica. El andlisis de tejidos provavidadesrale ¢
asegura una via no invasiva, de facil acceso y bajo resguardo natural a la influencia de factores ambientales. Si biem moééodki
Unico que permita de manera confiable estas estimaciones, la introduccion de nuevas técnicas permitiria evitar la preducegn de

PALABRAS CLAVE: Inmunohistoquimica; Histoquimica; Estimacion del intervalo postmortem; Autopsia medicolegal.

INTRODUCCION

El intervalo postmortem (IPM), o tiempo transcurri-estimulacion muscular, asi como la extension del rigor mortis
do desde la muerte a la autopsia, es uno de los mayoresyde-lividez postmortem, todos utiles en diferentes periodos
safios a resolver de la medicina forense en todo el munditiempo (Madeat al; Wehneret al, 2001a).

(Madeaet al, 2019). La estimacion precisa del IPM permi-

te al médico legista responder a familiares, policia y fiscalia Para estimar con mayor certeza el IPM, y superando
no solo acerca del tiempo transcurrido de la muerte, sindos estandares tradicionales, se han propuesto diferentes
ademas a esclarecer en muchos casos el contexto en quégsados, muchos de los cuales han sido caracterizados como
se produjo. El diagnéstico del IPM consiste en identificgroco confiables debido a innumerables factores modificantes
los cambios fisico-quimicos que se presentan en el cadaeaternos. La literatura reporta avances en su valor cientifi-
y las técnicas tradicionales utilizadas son empiricas, basa; con la utilizacion de variadas propuestas desde la quimi-
das principalmente en cambios predecibles que ocurren deay fisica para estimar el IPM y con ello, aumentar la certe-
tro del cuerpo después de la muerte (Mazeoti.,, 2019). za de estas estimaciones (Madeal).

Estos cambios se refieren a la temperatura, los producidos

en las glandulas sudoriparas, la estimulacién quimica de la ~ Se ha mencionado que el estudio de la morfologia y
musculatura pupilar, la mecéanica y eléctrica de la funcion, cubre no solo todos los campos de las ciencias
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médicas basicas, sino también los de las ciencias clinicasos judiciales representando estrategias de vanguardia en

como la medicina y la cirugia. Sin embargo, este estudiolagnvestigacion forense (Bardateal, 2012; Lesnikovet

ha visto claramente poteacio por la Histoquimica (HQ) al.), se presentana revision con blsqueda sistematica de la

y la Citoquimica (CQ) (términos que aplican a las reatiteratura para pesquisar aplicaciones de este tipo de métodos

ciones segun sus niveles tisular o celular respectivamgiasa la estimacion del IPM y los potenciales del empleo de

te) (Nagata, 2008), campos destinados a localizar compstas técnicas en determinados compartimentos organicos.

nentes quimicos de células y tejidos en secciones

histolégicas mediante el uso de diferentes técnicas, anali-

zando funciones y actividad quimica con base en la m&AATERIAL Y METODO

fologia (Nagata). Las técnicas HQs, son metodologias

histolégicas fundamentadas en modificaciones moleculares

y en los productos celulares resultantes de las reacciones Se realizé una revisidn con blsqueda sistematica de

guimicas entre la muestra de tejido bioldgico y los agefa: literatura cientifica en la base PubMed/MEDLINE a car-

tes quimicos empleados en dichas técnicas. A diferengade dos investigadores independientes utilizando la estra-

de las coloraciones rutinarias, localizan y reconocen ltegia (“immunohistochemical” OR “histochemistry” OR

efectos resultantes de las interacciones mencionadas, ddgtochemistry™) AND “time” AND “death” NOT “cancer”

mas de identificar los productos quimicos propios de IEOT “inflammation”, sin limite temporal. Esta se realizé el

tejidos. De esta manera, son de gran utilidad en estudidsde octubre de 2019, incluyendo articulos primarios com-

clinicos e investigaciones cientificas partiendo de las fupletos en inglés, espafiol o portugués, centrandose en estu-

ciones y caractésticas determinantes de los productodios experimentales que describieran métodos HQs o IHQs

(Charan Gowdat al, 2016). Aunque estas técnicas tuviepara la estimacion del IPM sobre material cadavérico hu-

ron su auge a mediados del siglo pasado, la vigencia desano. Fueron excluidas revisiones bibliograficas, reportes

empleo no se ha visto mermada y su aplicacion en medicolecasos, cartas al editor y estudios que no respondieran al

y biologia es de constante citacién en la literatura actuabjeto de la investigacién. Dentro de las categorias de ana-

con sugerencias de utilizacion incluso en el area forensgs se consideraron el afio y perfil de los autores, protocolo

(Nagata; Zhou, 2017) de HQ/IHQ utilizado, tejido humano estudiado y outcomes.

Los articulos seleccionados fueron evaluados en su calidad

Con el avance significativo de las metodologias y rggor dos investigadores de manera independiente siguiendo

cursos diagnosticos, la exposicion de simples reacciones daiguia de evaluacion critica de la JAMA, resolviéndose por

micas derivd a procesos mas complejos, permitiendo la @ensenso aquellos casos donde existieron discrepancias.

sualizaciéon incluso de reacciones. Desde aqui, la

Inmunohistoquimica (IHQ) ha posibilitado detectar, amplifi-

car y hacer visible un antigeno especifico utilizando sistemBESULTADOS

de anticuerpos, logrando estudiar y analizar procesos y reac-

ciones con altos niveles de especificidad inmunologica

(Nagata). Estas potencialidades han propuesto ala IHQ como  Se identificaron 1053 articulos como resultado de la

una técnica alternativa también de utilidad diagnostica forensésqueda, de los cuales 12 cumplieron con los criterios de

(Ortmannet al, 2017; Lesnikovat al; 2018). En lo que re- inclusion y presentaron la calidad metodolégica requerida.

fiere a la estimacién del IPM, estudios experimentales hama busqueda manual posterior permitié incluir otras 4 pu-

demostrado que es posible establecer cambios progresifatisaciones que reunian similares criterios (Fig. 1). La tota-

vinculados al IPM mediante histologia e HQ en el curso dielad de articulos cientificos revisados fue de 16 (Tabla I).

las primeras horas postmortem (Charan Gostad). Algu-

nos autores (Wehnet al, 1999; 2000; 2001a; 2001b; 2009)Afio de publicacion.Se identificaron estudios entre los afios

han postulado la posibilidad de emplear métodos IHQs sol®@94 y 2019, 5 de los cuales han sido publicados en los

tejidos cadavéricos para correlacionar las reacciones coritimos 3 afios. Es destacable que 3 de esos 5 articulos han

IPM. La premisa es que la estructura terciaria del antigefaralizado su investigacion en la aplicacion de métodos IHQs

sufre cambios postmortem, y al aumentar el IPM disminuyen tejidos obtenidos de la cavidad oral (Maz=dtél; Fais

la eficacia de la tincién de desnaturalizacion de proteinas. égal, 2018; Charan Gowdzt al).

aplicacion de métodos de IHQ puede ser til, incluso sin da-

tos de fondo disponibles (Ortmaanal). Paises y perfiles de los autoredlemania destac6 con 8

articulos (53,33% del total de documentos), uno de ellos en

Tomando en consideracion que la HQ y la IHQ ofrezolaboracion con Estados Unidos y Dinamarca (Lesnikova

cen importantes niveles de objetividad a la resolucion é¢al). Cinco de esos articulos fueron firmados por el equi-
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Bologna. En el caso de In-
dia, también con 3 articu-

los, se destaca el aporte rea-
lizado por Charan Gowda
et al, aplicando técnicas

HQs en muestras de muco-

sa labial.

El equipo del Prof.

Takaki Ishikawa en el De-
partamento de Medicina

Legal de la Facultad de
Medicina de la Universi-
dad de Osaka en Japon,
public6 1 estudio en 2006
aplicando IHQ en glandu-

las pituitaras. Brasil, si

bien también con 1 arti-

culo, destaco junto a Ita-
lia por encontrarse entre
las primeras contribucio-

IPM (Mello De
Oliveira & Santos-

nes en HQ a la estimacion
Martin, 1995).
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_ ra—ry Por otra parte, la IHQ refirio estimaciones
o mma/cooge | confiables del IPM hasta 20 dias utilizando anticuerpos
v anti-hormonas pituitarias (GH, PRL, LH, TSH, ACTH),
hasta 12 dias con anti-insulina en pancreas, 6 dias con
Selecclon seguin HEI0 yrestmen anti-glucagon en pancreas, 5 dias con anti-tiroglobulina
J J y 4 dias con anti-calcitonina -ambos en tiroides-, y 3 dias
‘ Incluidos n=13 ‘ ‘ Excluidos n=1040 ‘ con anti-GFAP y 2 dias con anti-somatostatina -ambos
v en pancreas y cerebro. Ortmaetral, comparando res-
‘ - ‘ puestas a calcitonina, tlroglo_bulma, glucagoén e insulina,
7 7 aﬂrmap_que es'Fas dos uItl_mas fuer_on_ las _de mayor
- - confiabilidad. Anticuerpos anti-KL1, anti-vimentina, anti-
‘ Incluidos n= 12 ‘ I Excluidos n=1 I CD45 . , , i
1 ! y anti-s100 en higado, pulmon y cerebro ofrecie

‘ ron inmunoreaccion positiva hasta 3 dias postmortem y
confiabilidad hasta 7 dias en cerebro y pulmon (Lesnikova

Fig. 1. Flujograma de la revision de literatura y criterios para etal).
seleccion y exclusion de articulos.

‘ Total incluido para el andlisis n= 16

Particularmente en tejido gingival, los anticuerpos
Métodos y muestras analizadasCinco estudios emplearon anti-HIF-1a ofrecieron confiabilidad para estimar el IPM
métodos HQs: técnica de coloracion de las Regiones Orgamsta 3 dias postmortem, mientras que los anticuerpos anti-
zadoras Nucleolares Argirofilicas (AgNORs) en mucosa labieblageno tipo 1 y anti-colageno tipo 3 demostraron ser
(Charan Gowdat al); técnica de la fosfatasa acida resistentétiles en IPM definidos ya que el coldgeno posee indices
al tartrato (TRAP) en médula 6sea de columna iliaca (Boelt®a baja degradacion dependiente del tiempo en compara-
et al, 2012); y reaccién histoquimica de PAS (Periodic acicion con otras proteinas funcionales o estructurales
Schiff) en piel (Bardalet al), higado (Mello De Oliveira & (Mazzottiet al).
Santos-Martin) y glandulas sudoriparas, en este ultimo caso,
también aplicando IHQ sobre las mismas muestras (Cingolani
et al, 1994). Sumado el estudio de Cingokeiral, la IHQ fue DISCUSION
empleada en 12 estudios con diferentes grupos antigénicos, sien-
do el pancreas el sustrato de mayor evaluacion, con 4 articulos
(Ortmannet al; Wehneret al, 1999; 2001a; 2006), seguido En 1966, el Profesor y Director del Departamento
por cerebro y tiroides, ambos con 3 estudios cada uno. Otdes Medicina Forense de la Universidad de Turku en
sustratos analizados fueron 2 en mucosa gingival €talls  Finlandia, Profesor Jyrki Raekallio, afirmaba: “...me
Mazzottiet al), y glandulas sudoriparas, glandulas pituitariasemo que una estimacién precisa de la hora de la muer-
higado y pulmén, todos con 1 reporte cada uno. te seguira siendo imposible, también histoquimi-
camente, en un futuro préoximo”, esto apoyandose en
Los mayores tamafios muestrales fueron los analizadpse existen demasiadas variables influyendo en este
por el equipo del Dr. Wehner, con muestras de pancreas y cad@culo. Sin embargo, en 2019, uno de los mayores re-
bro (n=500 en 2006), Tiroides (n=147 y n=136 en 2000 y 2001¢&rentes en estimacion del IPM el Prof. Burkhard Madea,
respectivamente) y pancreas (n=128 y n=124 en 1999 y 2gahto a miembros del Instituto de Medicina Forense en
respectivamente). La menor estudiada fue la de 9 muestrasstiélospital Universitario Bonn en Alemania, reporta-
cerebro, en India (Chandaegal, 2009). Respecto a las de teji-ron un caso en el que, mediante IHQ sobre tiroides y
dos orales, el equipo italiano proceso con IHQ a 10 muestraspdacreas de una mujer de 36 afios hallada muerta cer-
tejido gingival humano en 2018 y 2019, y en India analizaron 2&na a una linea de ferrocarril, lagon estimar el IPM
de mucosa labial mediante HQ. por encima de los 6 dias, con un limite confianza del
95 % de+24 h. Los autores afirman que, aunque la
Outcomes.En lo que refiere a la HQ, el uso del PAS permiti@stimacion del IPM mediante IHQ solo puede reali-
estimaciones subjetivas confiables del IPM solo dentro de lzarse en plazos de tiempo cercanos a la muerte, igual-
primeras 2 a 3 horas postmortem en todos los tejidos analimgente puede ser Util en casos individuales. Probable-
dos. Mientras AQNOR en mucosa labial permitié asociamente este sea el Unico caso con aplicacion de este
significativamente variaciones de morfologia nuclear en relapo de técnicas en campo que se haya reportado, con
cion con el IPM, TRAP en osteoclastos de médula ésea de-que los autores sugieren mas estudios de control
mostré excesiva variabilidad lo que no ofrecié confiabilidadobre diferentes condiciones ambientales y de tempe-
para estimar el IPM. ratura (Madea&t al).
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Si bien se ha mencionado que los métodomo Medinaet al (2015) mencionan que aunque existen nu-
morfoldgicos para la estimacion del IPM no poseen valor pratierosos reportes del uso de la HQ y la IHQ en patologia
tico en la mesa de autopsia, parece existir un cambio de pdegiense, estos métodos siguen sin ser contrastados, “entre
digma en lo que refiere a la aplicacion de métodos HQ e IHfras razones por la variabilidad de las circunstancias de la
para este fin (Mades al): desde las contribuciones de Wehnemuerte, de la etiologia de las lesiones y del tiempo que pasa
et al hasta la presentacion de tablas especificas para apldasde que se produce la muerte hasta que se recogen las
en campo (Madeat al), el progreso de la investigacion enmuestras y se fijan en formol para su posterior estudio
esta &rea ha dado resultados prometedores. Bisker & Ralebitsstopatolégico”. Cingolangt al van alin mas alla al pro-
Senior (2018) mencionan que, a pesar de la considerableponer a la HQ y la IHQ como recursos sumamente Utiles
version que significan y del escaso valor practico en cagoara poder elaborar diagnosticos objetivos y adecuados.
reales (debido a sus faltas de precisién, consistencia y
confiabilidad), algunos enfoques de IHQ pueden poseer Lesnikovaet al,, afirman que la IHQ es utilizada me-
aplicabilidad potencial, especialmente cuando se usan en camos frecuentemente por los patologos forenses que por los
binacion con otras técnicas. patologos quirdrgicos, bajo los argumentos de que: 1) sus

tinciones aumentan los costos y el tiempo de respuesta; 2) la

La aplicabilidad de un método para estimar el IPNbrecision diagnostica puede no ser una necesidad en casos
depende no solo de su confiabilidad sino ademas de la accespecificos y; 3) la técnica puede no funcionar bien en mues-
bilidad del tejido a evaluar, de sus costos implicitos y del tiertras postmortem con lo que el rendimiento diagndéstico dismi-
po de su procesamiento (Madetaal). Desde ese punto de nuido no justificaria gastos adicionales. Asi mismo, los auto-
vista, la aplicacién de técnicas diagnodsticas histolégicasrgs resuelven estas dudas al afirmar que, si bien los costos
moleculares para la estimacion del IPM parecen represenpaeden representar el mayor problema, la IHQ no afecta
hoy un papel esencial en la practica de la patologia forersgnificativamente el tiempo de respuesta para una autopsia
(Mazzottiet al). Ya el estudio realizado en 1994 por Cingolanya que la mayoria de los laboratorios de histopatologia pue-
et al sobre glandulas sudoriparas de muestras seriadas degbel realizar las tinciones con anticuerpos comunmente utili-
tomadas a diferentes IPM, articulo precursor en la teméticagdos, dentro de los primeros dos dias.
con utilizacion de tres tipos diferentes de pruebas: HQ (H/Ey
Alcian-PAS), IHQ (S-100, CEA, Citoqueratina y ASM) y La evaluacion de tejidos provenientes de la cavidad
ultraestructural (microscopia electrdnica), concluyo que, auoral para estimacion del IPM se focaliz6 en 3 estudios detec-
que el andlisis ultraestructural logro identificar transformdados en esta revision, aplicando métodos IHQs en mucosa
ciones especificas para cada IPM, la HQ y la IHQ proporcitabial (Charan Gowdat al) y tejido gingival (Faist al;
naron también informacidn Util no solo para las etapddazzottiet al). Eso se suma a la tendencia iniciada afios an-
cronoldgicas consideradas, sino también para las fases indies con propuestas de evaluaciones de cambios histoldgicos
duales (3 h. para H/E y 6 hs. para Alcian-PAS). para estimar el IPM en esos mismos tejidos (Pradeap,

2009; Yadawt al, 2012; 2015); Mahalakshret al, 2016;

Zhou, ha propuesto una redefinicién de la HQ: “coMuthukrishnaret al, 2018). Yavaet al (2015), afirman que
base en la histologia, son los métodos y tecnologias modexiste mucha informacion publicada respecto a los fenéme-
nos en fisica, quimica, biotmica, inmunologia y biologia nos postmortem en tejidos orales, lo que podria restringir el
molecular que se ofrecen para la deteccion de composiaiol de los médicos forenses al momento de estimar el IPM.
nes quimicas in situ, y los andlisis cualitativos realizadd4azzottiet al afirman que al igual que otras células del teji-
para comprender las reglas normales y anormales de dascorporal, la mucosa oral pierde su morfologia normal como
metabolismos, funciones y cambios morfolégicos en céltesultado de la autdlisis post mortem y estos cambios celula-
las y tejidos”. Sus contenidos comprenden estudios sobes y subcelulares ya han sido considerados un criterio (Gtil
material celular orgénico e inorgénico, diferentes tipos gmra estimar el IPM. Estos autores coinciden en que la cavi-
enzimas, antigenos y anticuerpos en células y tejidos y fralgd oral representa una via no invasiva y de facil acceso para
mentos genéticos enddgenos y exdgenos; siendo una dddasbtencién de muestras a evaluar, a la vez que supone un
ciencias de la vida de mas rapido desarrollo tanto en sasguardo natural a la influencia de factores ambientales res-
métodos de fijaciébn como en sus marcadores celularespehsables de una descomposicion mas rapida tisular (Yadav
uso de citometria de flujo y el microscopio confocal det al, 2012; Mazzottet al).
escaneo laseentre otras nuevas tecnologias-, como en el
resguardo y andlisis de imagenes experimentales Coincimos con Yavaeét al (2015) en que no existe
(fotomicrografia), la HQ hoy se presenta como un recurso ingsétodo lo suficientemente confiable como para ser utilizado
timable en diferentes especialidades entre las que puede ammo Unico para estimar el IPM, y que la introducaién
siderarse a la medicifiarense (Zhou). Asi mismo, Cagni- nuevas técnicas prevendra la produccion de errores diag-
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nosticos. La HQ -mas Simp|e' ré_p|da y de bajo costo-, nyaiS, P.; Mazzotti, M. C.; Teti, G.; Boscolo-Berto, R.; Pelotti, S. & Falconi, M.

_ . IF1a protein and mRNA expression as a new marker for post mortem interval
IHQ -superando a estas alturas sus etapas experimentaleg ;- ion in human gingival tissue. Anat., 232(81031-7, 2018.

con resultados promisorios y superadores respecto de |fa&awa, T.: zhu, B. L.; Li, D. R.; Zhao, D.; Michiue, T. & Maeda, H. Postmortem
meramente morfoldgicos (Lesnikosial )- se ofrecen como stability of pituitary hormones in the human adenohypophysig. Med.

: 94 : (Tokyo), 8(1)34-8, 2006.
herramientas de evolucion natural en respuesta a las ?_)e(énikova, I.; Schreckenbach, M. N.; Kristensen, M. P.; Papanikolaou, L. L. &

gencias médico legales actuales. Hamilton-Dutoit, S. Usability of Immunohistochemistry in Forensic Samples With
Varying DecompositionAm. J. Forensic Med. Pathol., 39(B$5-91, 2018.

- Madea, B., Ortmann, J. & Doberentz, E. Estimation of the time since death-even
GUERRERO-URBINA, C.; DEL SOL, M. & FONSECA, G. M. methods with a low precision may be helpful in forensic casewarensic

Histochemical and immunohistochemical m ethods for the postmortem sgi. Int., Jul 27009879, 2019.

interval estimation in human tissues: A reviémt. J. Morphol., Mahalakshmi, V.; Gururaj, N.; Sathya, R.; Sabarinath, T. R.; Sivapathasundharam,

38(2)241-246, 2020. B. & Kalaiselvan, S. Assessment of histological changes in antemortem gingival
tissues fixed at various time intervals: A method of estimation of postmortem

SUMMARY: The postmortem interval (IPM) is an important int::-tr_villl.‘](.:lf?zrepsig PS”IL SCi"g(?iM* _291':6_' Rugger A Falcon. M. & Teti

challenge to be solved in forensic pathology, and it consists in deterrfig220tt: M. C.; Fais, P.; Palazzo, C.; Fersini, F; Ruggeri, A.; Falconi, M. & Teti,

the time elapsed since death until the autopsy. Given the low reliability G. Determining the time of death by morphological and immunohistochemical
ne p . PpSy- evaluation of collagen fibers in postmortem gingival tissueg. Med.
of some methods due to the great influence of external factors, (okyo), 301-8, 2019.
Histochemistry (HQ) and Immunohistochemistry (IHQ), among otherselio de Oliveira, J. A. & Santos-Martin, C. C. Enzyme histochemistry of the liver
have received considerable attention for their levels of objectivity in in autopsy material at different post-mortem timdsd. Sci. Law, 35(3)01-
forensic investigation. A scoping review of experimental studies that 6, 1995.
apply HQs and IHQs methods to estimate the MPI on human cadavéYiéthukrishnan, S.; Narasimhan, M.; Paranthaman, S. K.; Hari, T.; Viswanathan, P.
material is presented. We identified 1053 articles, of which 12 met the & Rajan, S. T. Estimation of time since death based on light microscopic,

criteria; we added 4 articles through a manual search (n = 16 articles). Sgﬁ;@;'i@é&?g' ggfseleamlyte analysis in the gingival tidstierensic

Germ.any was the most productive country, with 8 amde?' Hgagata, T. Histochemistry, General and Spegiahu. Rev. Biomed. Sci.,:105-
techniques of AGNORs, TRAP and PAS were used in 5 studies (0n 59 2008,

sweat glands, skin, liver, bone marrow and labial mucosa), while IHQ§tmann, J.; Doberentz, E. & Madea, B. Immunohistochemical methods as an aid
technigues were used with different antigenic groups in 12 studies (on in estimating the time since deaFarensic Sci. Int., 2731-9, 2017.

pancreas, brain, lung, thyroid, liver, pituitary glands, sweat glands aRcadeep, G. L.; Uma, K.; Sharada P. & Prakash, N. Histological assessment of
gingival mucosa). IPM estimates were possible with margins between cellular changes in gingival epithelium in ante-mortem and post-mortem
2-3 hours up to 20 days depending on the technique. The analysis ofSPécimens]. Forensic Dent. Sci., 1(B-5, 2009. » _

oral tissues ensures a non-invasive route, easily accessible and umgalho, J. Applications of histochemistry to forensic medidifed. Sci. Law,

. . . (3):142-6, 1966.
natural protection to the influence of environmental factors. Althougﬂlehner, F.; Steinriede, A.; Martin, D. & Wehner, H. D. Two-tailed delimitation of

there is no single method that reliably allows these estimates, the the time of death by immunohistochemical detection of somatostatin and GFAP.
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