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Resumen

Se examinaron muestras histolégicas de cadaveres del Instituto Nacional de Ciencias
Forenses de Guatemala - Inacif, el 80% de las muestras pertenecian a mujeres, el 70% eran
menores de edad, principalmente de reas urbanas. Al evaluar el estudio histopatoldgico, la
mayoria de las lesiones (94%) mostraron inflamacion cronica, indicando una antigiuedad de
48 horas o mas, se utilizaron técnicas especiales como tinciones histoquimicas e
inmunohistoquimica para identificar componentes especificos del tejido reparativo. El
marcador colageno 1V fue positivo en 43%de las muestras, evidente en regiones cicatrizales
tempranas, el colageno tipo IV forma el andamiaje de las membranas basales sobre las que
se asientan las células de los epitelios, controlan gran nimero de procesos fisiologicos y
reparativos. Queratina 5(CK5)fue positiva en 16% de las muestras, su deteccion mas
temprana es al dia 13 cuando el epitelio ya fue sustituido, se expresa en las capas basal,
intermedia y superficial de los epitelios estratificados, antigeno de membrana epitelial
(EMA) fue negativo (Gtil como control) presente en células epiteliales pero negativo en
epitelio escamoso normal; este estudio evidencia que es posible establecer por métodos
histoldgicos convencionales y especiales el tiempo de antigliedad de una lesion, aun en
tejidos preservados en formol o parafina, si se protocoliza realizar estudio histopatoldgico a
todos los casos donde se debe determinar la temporalidad de las lesiones, el tejido fresco o
reciente poder ofrecer mucha y mas valiosa informacion, lo cual puede ser muy util en la

investigacion de muertes violentas.

Palabras clave: examen postmortem, estudio histopatologico, reparacion de tejido,

componentes tisulares, antigiiedad de lesiones.
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Marco tedrico

Estudio Fisico de Victimas

Las excoriaciones y las heridas en piel se consideran lesiones, una excoriacion es una
lesion superficial de la piel, se curan por regeneracién del epitelio, en cuyo caso no se produce
cicatriz. Por otra parte, las heridas son una solucién de continuidad en la piel que puede
extenderse a otros tejidos subyacentes, ocurren por la sobre distencion de la piel que supera
el indice de elasticidad. Se distinguen dos tipos de curacion, la curacion por primera intencion
se produce en heridas de bordes regulares, en las que no hay infeccidn, después de la
retraccion de la cicatriz queda una deformacion minima. La curacion por segunda intencién
ocurre en heridas con gran pérdida de tejido o complicadas por la infeccion, hay mayor
cantidad de tejido necrotico, el tejido de granulacion es mas abundante y pueden quedar
cicatrices visibles. (Vargas, 2017) Determinar la edad de una herida es una tarea importante
en la patologia forense, el progreso reciente en las técnicas forenses ha permitido la
evaluacion de materiales a nivel celular y molecular, asi como la evaluacion simultanea de

multiples marcadores. (Li et al., 2020)

Lesiones Vitales y postmortales

Una primera aproximacion a la diferenciacion entre lesiones vitales y postmortales
fue llevada a cabo por Legrand du Saulle, que establecié una serie de signos morfologicos,
visibles macroscépicamente, que serian validos para diferenciar las lesiones vitales de las
postmortales, 6 horas antes o despues de la muerte. Lesiones vitales: labios de la herida
engrosados, infiltrados de sangre y separados por la retraccion de los tejidos subyacentes o
de la dermis. Luego exudacién de linfa y supuracién. Hay hemorragia con infiltracion en los

tejidos adyacentes. Sangre coagulada en el fondo de la herida o sobre la piel.

Lesiones postmortales: los labios de la herida blandos, no engrosados, aproximados
y no retraidos. Ausencia de supuracion y exudacion de linfa. Ausencia de hemorragia arterial
ni venosa, ni infiltracion de los tejidos. Ausencia de sangre coagulada. Puede no existir
hemorragia aun cuando la lesidn se haya producido en vida o presentarse en lesiones que se

han producido postmortem.
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Uno de los retos de los investigadores medicolegales, es reducir el periodo de
incertidumbre que establecié Tourdes, 6 horas antes o después de la muerte. Estas lesiones
que se dan en torno al momento de la muerte se denominan intermedias o perimortem. En
ellas se ha determinado que faltan las reacciones vitales generales, pero pueden darse las

reacciones locales. (Sanchez, 2014)

Una de las caracteristicas de los tejidos vivos es su capacidad de responder ante
estimulos externos, cuando el estimulo es una agresion, la reaccion tisular consiste en una
reaccion inflamatoria aguda, proporcional a la magnitud de la agresién. La reaccion
inflamatoria es un complejo fendmeno constituido por un gran nimero de procesos
bioguimicos, enzimaticos, hemodindmicas, vasculares, celulares y otros fendmenos que se
orientan a destruir la noxa y reparar el dafio, el conjunto de todos estos procesos se conoce

como reaccion vital. (Hernandez, 2005)

Por otra parte, cuando se consideran los hallazgos histoldgicos para establecer la
reaccion vital de las heridas, la infiltracién de globulos rojos se considera como un signo de
reaccion vital, pero varios estudios han demostrado que la extravasacion de celulas
sanguineas también puede ocurrir después de la muerte y no puede usarse como un marcador

confiable en el diagnostico de la vitalidad de la herida. (Casse et al., 2016)

El método de tincion Tricromico de Mallory, se utilizé para determinar la presencia
de reaccidn vital en ratas a través de la acumulacion de fibrina mediante la prueba de tres
intervalos cortos de tiempo de reaccion: 15, 30 y 60 minutos después de la infusion de la
herida cutanea. Para todos los intervalos de tiempo probados, se evidencio la presencia de
fibrina en los bordes de la herida de la piel. La acumulacion de fibrina fue, mas pronunciada
a los 30 y 60 minutos después de la herida. Se puede concluir que la fibrina es un buen
marcador de reaccion vital y que se puede detectar muy temprano, dentro de unos minutos
después de la lesion. (Obac et al., 2011) Para una mejor diferenciacion de los constituyentes
del tejido conjuntivo pueden utilizarse tinciones, como el Tricromico de Masson que revela

colageno o tinciones de Reticulina entre otros.
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Evolucién temporal de las Lesiones:

Luego de una herida, la barrera externa necesita ser restablecida, este proceso ocurre
por la migracion de células epiteliales adyacentes a la herida. Los queratinocitos del borde de
la herida sufren cambios en su forma tan solo horas de la lesion; se aplanan e inician la
divisién mitotica rapidamente y migran hasta cubrir el defecto en un lapso de 18 a 24 horas.
Para cubrir la herida, las células epiteliales toman una forma cilindrica que inician mitosis
para queratinizar la superficie. Las células basales marginales disuelven las uniones
intercelulares, crecen y comienzan a migrar sobre la matriz provisional. Las células
migratorias aplanadas expresan filamentos de actina, pseudoépodos que se unen con las
integrinas y secretan diversas metaloproteinasas de matriz para facilitar el movimiento.
Después de restablecer el epitelio, los queratinocitos y los fibroblastos secretan laminina y
colageno tipo IV para formar la membrana basal. La reepitelizacion se completa en unas 48
horas en heridas de bordes aproximados, pero puede durar mucho mas en otros tipos de

heridas.

En heridas que solo involucran epidermis y dermis superficial, el proceso de
reparacion consiste en reepitelizacion, que se produce de anexos epidérmicos. En heridas de
espesor total, la epitelizacion ocurre en los bordes de la herida a una velocidad de 1-
2milimetos/dia, en miembros inferiores, pueden llegar a 1cm/mes. Entre 48 y 72 horas
después de que ocurre la herida las células que predominan son los macrofagos, superando
en niamero a los neutrofilos. Entre el quinto o séptimo dia, el nimero de células inflamatorias
es escaso y son los fibroblastos el tipo celular predominante. Luego ocurre una fase de
reparacion de tejido, con formacion de tejido de granulacion, esta fase dura de 10 a 15 dias
comprende la proliferacion de fibroblastos, la angiogénesis y la sintesis de matriz
extracelular. La migracion de fibroblastos hacia la herida es precoz, alrededor de las 48
horas. Los fibroblastos sintetizan matriz extracelular formada sobre todo por colageno |y
colageno IlI, fibronectina y proteoglucanos, participan en la remodelacion de la matriz a
través de la produccion de enzimas proteoliticas, la matriz y las células se orientan segun las
fuerzas de traccion que ejercen sobre la herida y la cicatriz. La migracion de las células
endoteliales se efectla a partir de los vasos mas proximos, los capilares neoformados invaden
la matriz rica en fibronectina y fibrina. La angiogénesis da lugar a la formacién de una red

vascular que se hace visible hacia el tercer dia hasta el dia 15, a continuacion, esta red capilar
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disminuye progresivamente en el tejido de granulacién a medida que se sintetiza el colageno
y la herida evoluciona hacia una cicatriz. A esta fase le sigue la epitelizacion, esta se
desarrolla en varias fases, hay migracion de células epiteliales a partir de los bordes o los
anejos, multiplicacion y por dltimo diferenciacion a la epidermis formada. (Cabrerizo et al.,
2015; Villalba, 2008) La epitelizacion es determinante en las heridas poco profundas como
las excoriaciones. Los queratinocitos emigran sobre los componentes de la matriz,
(fibronectina, colageno 1y 1V) orientdndose sobre las fibras de colageno. Al terminar esta
fase se produce la colonizacion de la epidermis por las células de Langerhans y los
melanocitos. En la fase de maduracién, la remodelacion de la matriz extracelular pasa por
una fase inflamatoria y proliferativa que se prolonga dos meses después del cierre de la
herida, le sigue una fase de regresion que puede durar hasta dos afios, poco a poco el tejido
de granulacion pierde fibroblastos y aparece una estructura mas densa de colageno, al mismo
tiempo que la red vascular se organiza, la contraccion de la herida concluye hacia el dia 21,
cuando alcanza el méximo de contenido de colageno. (Senet, 2008) La cicatrizacion puede
retrasarse por la presencia de tejido necrotico, la migracion de queratinocitos y fibroblastos

es inhibida por la presencia citoquinas y mediadores de la inflamacion. (Villalba, 2008).

La inflamacion aguda comprende alteraciones del calibre vascular que aumentan el
flujo sanguineo, lo que permite que proteinas plasmaticas y leucocitos abandonen la
circulacion, hay migracion, acumulacion y activacion de leucocitos en el foco de la lesion.
Aumenta la permeabilidad de los vasos permitiendo derrame de exudado en el intersticio.
Hay aumento de la viscosidad sanguinea, provocando estasis; los leucocitos iran
marginandose a lo largo del endotelio para su migracion al espacio extravascular, los
eritrocitos circulan en la parte central, los leucocitos se posicionan en la periferia vascular, y
el mismo flujo lento aumenta el nimero de células leucocitarias en esta posicidn, proceso
denominado marginacion. Después los leucocitos ruedan sobre las células endoteliales, hasta
que se detienen en un punto especifico, se interponen entre endotelio y membrana basal y
atraviesan esta segregando colagenasas. En la mayoria de las formas de inflamacion

predominan los neutrofilos, seguido de los monocitos. (Kumar et al., 2021)

Elementos implicados en la respuesta inflamatoria aguda: plasma, células

(neutréfilos, monocitos, linfocitos, eosinofilos y baséfilos), los vasos sanguineos vy



15

constituyentes (mastocitos, fibroblastos y macréfagos) y extracelulares (colageno, elastina,
glicoproteinas de adhesion como la fibronectina, laminina, colageno no fibrilar, tenascina, y
proteoglicanos) del tejido conjuntivo; la respuesta celular y vascular de la respuesta
inflamatoria aguda esta mediada por factores quimicos del plasma o de las células activadas

por el propio estimulo inflamatorio. (Ledn Regal et al., 2015)

Cuando la respuesta inflamatoria aguda no puede resolverse, ocurre inflamacion
cronica debido a la persistencia de un agente nocivo o interferencia con el proceso normal.
La inflamacion cronica se caracteriza por: infiltracion por células mononucleares,
destruccion tisular por persistencia del agente e intento de curacién del tejido dafiado por
sustitucion de tejido conectivo y proliferacion de vasos sanguineos. EI macréfago es la célula
dominante en la inflamacién cronica, la vida de este es de varios meses o0 afios. Otras células
de la inflamacion cronica como los linfocitos utilizan diversas moléculas de adhesion y

quimiocinas para migrar a los sitios de inflamacion. (Kumar et al., 2021)

La cicatrizacion constituye una respuesta basica de los seres vivos y produce el
restablecimiento satisfactorio de la integridad de los tejidos cuando se produce una herida,
en el proceso intervienen muchos tipos celulares cuyas interrelaciones estan reguladas por
mediadores quimicos. La cicatrizacion permite la reconstruccion del epitelio estratificado
(epidermis), la union dermoepidérmica, la dermis y su vascularizacion; se distinguen tres
fases, la primera fase de tipo vascular e inflamatorio, la segunda fase es la reparacion de los
tejidos dérmico y epidérmico, que conduce a la epitelizacion de la herida, la fase final es la
remodelacién de la matriz extracelular y maduracion de la cicatriz. La fase inicial implica
una ruptura de los vasos sanguineos, se activan los mecanismos de coagulacion y la
agregacion plaquetaria, la extravasacion sanguinea aporta proteinas que dan lugar a la
formacidn del coagulo de fibrina, este garantiza la homeostasia y sirve de matriz provisional
para la migracion de las células inflamatorias, epidérmicas y dérmicas sobre la herida, luego
continGia una etapa inflamatoria que permite que las células circulantes Ileguen al foco de
lesion, los neutrofilos son las primeras células que llegan a la herida y garantizan la limpieza.
(Senet, 2008)

Fase de remodelacién: El soporte de las células lo da la MEC (matriz extracelular), la

cual es dinamica y tiene un balance entre la sintesis, el depdsito y la degradacion durante el
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proceso de cicatrizacion.. La metaloproteinasa de matriz es la principal enzima que se dedica
al balance del depdsito y la degradacion del coldgeno. La cicatriz es el resultado final de la
reparacion de tejido, no posee apéndices dérmicos, sino que posee un patron de colageno con
fibras densamente empaquetadas, distinto a la piel sana. La remodelacién para formar una
cicatriz madura, avascular y a celular, ocurre desde meses hasta 1-2 afios desde la lesion. Al
inicio, la cicatriz es rojiza debido a su gran red de capilares, los cuales van a retroceder hasta
quedar pocos y, por ende, la coloracion rojiza va disminuyendo hasta tornarse
hipopigmentada en la cicatriz madura. Sin embargo, puede ser hiperpigmentada segun el
pigmento de la piel o la exposicion solar. Durante la remodelacion, también aumenta la fuerza
tensil de la cicatriz y se correlaciona con el entrelazado de colageno, sin embargo, solo llega
a un 80% de la fuerza tensil de la piel sana. Es por esta razon que las cicatrices son fragiles,

menos elasticas y presentan colores, texturas y contornos distinto (Romero, 2016)

Métodos para determinar la edad de las lesiones:

La aparicion o desaparicion de ciertos componentes o elementos en los tejidos
permite determinar la antigliedad de una lesion; "el estudio microscépico de las lesiones es
equivalente al estudio del inicio y progresion del proceso inflamatorio y reparativo™,
(Cabrerizo et al., 2015, p.128) no obstante la determinacion especifica de los componentes
celulares y su tiempo de aparicion y desaparicion requiere de un estudio y analisis minucioso,
los métodos histoquimicos enzimaticos permiten diferenciar la edad de la herida
especialmente en el intervalo de unas pocas horas, (Betz, 1994) la utilizacidn de técnicas de
Inmunohistoquimica, permiten identificar los constituyentes del tejido y establecer el tiempo

aproximado de antigtiedad de una lesion.

La histologia es la rama de la ciencia que estudia los tejidos y con esta finalidad se
han desarrollado diversas técnicas de preparacion de tal manera que los tejidos a observar en
el microscopio optico se asemejen a su estado natural, los pasos necesarios para la
preparacion de tejidos observados en microscopia 6ptica incluyen fijacion, deshidratacion y
aclaramiento, inclusién, corte, montaje y tincién. Los colorantes empleados con mas
frecuencia son Hematoxilina y Eosina (H & E), la hematoxilina tifie de manera referente los
componentes acidos de la célula que estan en el nicleo ADN y ARN y en regiones del

citoplasma ticas en ribosomas, estos se tifien de color azul oscuro y se denominan baséfilicos,
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la eosina tifie los componentes basicos de la célula de color rosado, las regiones del
citoplasma se tifien de esa tonalidad, por lo que conocen como acidofilos. (Gartner & Hiatt,
2008)

La tincion histologica de rutina forma la base de la determinacion de la edad de las
heridas de la piel humana, la deteccion de granulocitos neutrofilos aproximadamente 20-30
minutos después de la herida, permite establecer la vitalidad de una lesion, la infiltracion
intensiva de granulocitos en el area de la herida, asi como un aumento relevante en los
macréfagos, solo se pueden esperar varias horas después de la lesién, los macr6fagos con
fagocitosis diferenciada, muestran un tiempo de supervivencia de al menos 2-3 dias, la
presencia de infiltrados de linfocitos con grupos en el tejido de granulacién indican un tiempo

de supervivencia de al menos 1 semana. (Betz, 1994)

En un estudio se tomaron muestras de excoriaciones provenientes de cadaveres que
se encontraban en diferentes estadios de evolucion, se establecié el rango cronolégico de
dichas lesiones. A las muestras se les realizé estudio histoldgico, tomando en consideracion
la profundidad de la lesién, el edema en dermis y epidermis, el infiltrado
inflamatorio perivascular, asi como la formacion de tejido de granulacion. Todas las muestras
presentaron edema a nivel de la dermis, no se evidencio infiltrado inflamatorio, tejido de
granulacion ni recubrimiento epitelial. En las excoriaciones pertenecientes al grupo con 24
a48 horas de evolucion, se observo infiltrado inflamatorio en la lesion a base de
polimorfonucleares. El recubrimiento epitelial y el tejido de granulacién, no se observaron
en este grupo. Entre los casos correspondientes a 3y 5 dias de evolucion, la profundidad de
la lesion involucro hasta la dermis papilar. El infiltrado perivascular de polimorfonucleares
en el sitio de la lesion es intenso, ademas hay presencia de fibrina y linfocitos. Se observo
ademas tejido de granulacion sin recubrimiento epitelial. En el grupo entre los 6 a 10 dias de
evolucidn, se observd intenso infiltrado perivascular de polimorfonucleares, asi como una
marcada reaccion inflamatoria a base de polimorfonucleares y linfocitos. La formacion de
tejido de granulacién fue intensa, y el recubrimiento epitelial estaba en un estadio inicial. En
los casos donde las lesiones se produjeron al menos 8 horas antes de la muerte se evidencio
la presencia de polimorfonucleares perivasculares. Los grupos comprendidos entre las 24

a 48 horas, 3 a5 dias y 6 a 10 dias, histolégicamente difieren en relacion con el grado de
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intensidad de la respuesta inflamatoria, que se hace més intenso en relacion con el mayor
tiempo de evolucion. Con respecto a la formacion de tejido de granulacion, este se encontrd
en lesiones con mas de 3 dias de evolucidn y el recubrimiento epitelial se comenz6 a observar
a partir del dia 6. (Jimeénez, 2014)

Tinciones para localizacion de macromoléculas y antigenos especificos

La Inmunohistoquimica, las pruebas bioquimicas y las técnicas de biologia molecular
se utilizan principalmente para estudiar cuestiones de vitalidad y edad de la herida. Los
estudios deben cumplir criterios basicos en cuanto a métodos apropiados, seleccion del
material del caso, analisis de resultados y control de calidad. Las investigaciones pueden
basarse en muestras de tejido humano (material de autopsia, muestras vitales) o experimentos
con animales. Es indispensable un nimero de casos suficiente que permita el analisis
estadistico. (Grellner & Madea, 2007)

La histoquimica es un método de tincion de tejidos que proporciona informacion
sobre la presencia y localizacion de macromoléculas intracelulares y extracelulares, con ella
es posible localizar constituyentes especificos de tejidos y células. Este método aprovecha
la actividad enzimatica, reactividad quimica y otros fenomenos fisicoquimicos; las
reacciones de interés se tornan evidentes mediante la formacion de un precipitado insoluble
que toma cierto color. (Gartner, Leslie; Hiatt, James, 2008) Estudios histoquimicos
enzimaticos son ventajosos para la diferenciacion de los tiempos de supervivencia en el rango
de unas pocas horas y se puede observar un aumento en la actividad de esterasa inespecifica
en fibroblastos del area de la herida al menos aproximadamente 1 hora después, seguido de
los cambios correspondientes de la fosfatasa acida después de aproximadamente 2 horas. Los
resultados enfatizan la importancia especial de obtener resultados positivos para la
determinacion de la edad de la herida. (Betz, 1994)

La Inmunohistoquimica es una técnica de laboratorio utilizada para detectar antigenos
especificos (proteinas) en los tejidos o en las células basandose en el reconocimiento
antigeno-anticuerpo. Busca aprovechar la especificidad proporcionada por la unién de un

anticuerpo con un antigeno a nivel de microscopia Optica. (Dabbs et al., 2019)

Los procedimientos bioguimicos tienen ventajas de estandarizacion, garantia de

calidad, andlisis cuantitativo, evaluacion estadistica y disponibilidad de maultiples
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marcadores, se han detectado algunos problemas en la seleccion y recoleccion de materiales
y la aplicabilidad de los procedimientos analiticos. La patologia molecular forense implica
ciencias médicas aplicadas para investigar, posibles aplicaciones incluyen analisis de
patologia local, incluyendo lesion tisular, isquemia/hipoxia e inflamacion en el sitio de la
agresion o dafio tisular especifico por intoxicacion, respuestas sistémicas a la violencia o
peligros ambientales, trastornos debido a la intoxicacion entre otros. (Maeda et al., 2011;
Maeda et al., 2010)

La Inmunohistoquimica ofrece ventajas que la han convertido en el método de
eleccién en las investigaciones sobre esta materia, se ha demostrado que elementos como
colageno, citocinas y factores de crecimiento son marcadores Utiles para la determinacién de
la edad de la herida. (Hernandez, 2005) La coagulacion se produce en heridas vitales, el
andlisis de marcadores de coagulacion de la sangre en la hemorragia de la herida podria ser
un factor discriminatorio. Hay estudios que pretenden desarrollar un sistema de puntuacion
de probabilidad de la edad de la herida, basado en los niveles de expresion

inmunohistoquimico de Fibronectina, CD62p y Factor VIII. (van de Goot et al., 2014)

Se han desarrollado una variedad de tinciones especiales para facilitar el
reconocimiento y el diagnostico de las células, con mayor frecuencia permiten resaltar o
enfatizar caracteristicas celulares o histologicas que respaldan una interpretacion particular.
Un anticuerpo es una molécula que tiene la propiedad de combinarse especificamente con
una segunda molécula, denominada antigeno (proteina). La produccion de un anticuerpo por
un ser vivo se induce especificamente por la presencia del antigeno correspondiente, lo cual
constituye la respuesta inmune bésica. La evaluacion de un anticuerpo para su uso en
inmunohistoquimica se basa en dos puntos principales, la sensibilidad y la especificidad de

la reaccidn antigeno-anticuerpo. (Dabbs et al., 2019)

En los estudios dirigidos a determinar la evolucién de las lesiones, los anticuerpos a
utilizar identifican componentes del proceso inflamatorio y reparativo, al hacer evidente la
presencia de esos elementos se puede establecer la evolucién de una lesidn, si esta
informacion se relacionan los hallazgos de la autopsia y con los antecedentes del caso, el

dictamen forense podra tener un mayor valor probatorio. (Cabrerizo et al., 2015)
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La fibronectina juega un papel importante en la reparacion de tejidos y la
cicatrizacion de heridas, la fibronectina podria ser un marcador de vitalidad para heridas con
un tiempo de supervivencia de mas de unos pocos minutos. La glicoproteina fibronectina
aparece en plasma y en forma fibrilar como componente de la matriz extracelular. En la piel
normal esta presente en varias membranas basales, apéndices cutaneos, en la dermis papilar
y, en menor medida, en extension en la dermis reticular, desempefia un papel esencial en la
regeneracion de tejidos, cicatrizacion de heridas, quimiotaxis de fibroblastos, adhesion y
migracion celular, ademas la fibronectina podria ser un marcador de vitalidad para heridas
cutdneas con un tiempo de supervivencia superior a unos pocos minutos.  Algunos
marcadores son prometedores, como TNFa, IL-6, IL-18, TGFa o TGFB1. En particular, los
anticuerpos deben probarse en numerosas heridas post mortem. De hecho, existe un riesgo
critico de sobreexpresion en heridas postmortem, y algunos marcadores interesantes han sido
invalidados secundariamente debido a una falsa positividad postmortem, por ejemplo,

fibronectina y P-selectina. (Grellner et al., 1998)

La cicatrizacion de heridas es un proceso bioldgico complejo que implica quimiotaxis
y division de células, neovascularizacion, sintesis de proteinas de la matriz extracelular y
remodelacion de la cicatriz. Se ha demostrado que los factores de crecimiento peptidicos
regulan muchos de estos procesos in vitro, lo que lleva a la hipotesis de que los factores de
crecimiento peptidicos también regulan fases importantes de la cicatrizacién de heridas in
vivo. (Bennett & Schultz, 1993)

Componente principal de proceso de cicatrizacion es la fibronectina, esta es una
proteina adhesiva, que se encuentra libre en el plasma y constituye uno de los principales
componentes de la matriz extracelular. Esta proteina tiene capacidad de interactuar con
diversas células y macromoléculas, influyendo en el comportamiento celular y en las
reacciones bioguimicas de diversos sistemas, asi como en una gran variedad de procesos
como fagocitosis, proliferacion, adhesion y migracién celular. Entre sus principales
funciones esta la de intervenir en la remodelacién de los tejidos durante la embriogénesis y
participar en el proceso de cicatrizacion de una lesion vascular después de la formacion de

un coagulo de fibrina. (Lucena et al., 2007)


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fibronectin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/wound-healing
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/wound-healing
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/wound
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/survival-time
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Después de restablecer el epitelio, los queratinocitos y los fibroblastos secretan
laminina y colageno tipo IV para formar la membrana basal. La reepitelizacion se completa
en unas 48 horas en heridas de bordes aproximados, pero puede durar mucho mas en otros
tipos de heridas. El depdésito de la matriz en una herida sigue un patrén, primero, la matriz
temprana es de coladgeno tipo Il y fibronectina; luego, de glucosaminoglicanos y
proteoglicanos, y, por ultimo, el colageno tipo | forma la matriz final. La cantidad llega a una
meseta en unas dos o tres semanas. Con el reordenamiento de las fibras y el cambio del
colageno tipo 111 por tipo |, la fuerza tensil contintia aumentando, lo que ayuda a regresar a
una relacién 4:1, como en la piel normal. Otro componente de la matriz extracelular son los
proteoglicanos [principalmente acido hialurénico], le brindan gran cantidad de agua a la

cicatriz inmadura, que durante la remodelacion regresa a su dosis normal. (Romero, 2016)

Las moléculas de los anticuerpos no pueden verse con el microscopio Optico ni
tampoco con el microscopio electrénico a menos que estén marcadas o sefialas mediante
algiin método que permita su visualizacion. Esencialmente los métodos de deteccion unen
etiquetas o marcadores a los anticuerpos primarios o secundarios para visualizar la
localizacion del antigeno anticuerpo diana en las secciones de tejido. Se ha usado una
variedad de marcas o etiquetas que incluyen compuestos fluorescentes y enzimas activas que
pueden visualizarse por su propiedad de inducir la formacién de un producto de reaccion

coloreada a partir de un sistema de sustrato adecuado. (Dabbs et al., 2019)

Recuperacion antigénica: durante la fijacion con formalina se forman compuestos
calcicos y se producen puentes metilo cruzados entre las proteinas, que afectan las zonas
antigenicas y deben eliminarse para obtener un resultado 6ptimo. La recuperacion antigenica
se realiza mediante incubacion con calor, en torno a los 100 grados centigrados, en buferes
de citrato o EDTA. Menos frecuente se usan enzimas proteoliticas, sin calentamiento, que

dejan un fondo mayor y favorecen el desprendimiento del tejido. (Vaquero, 2007)

Procedimiento de biotina-avidina. Aprovecha la unién de alta afinidad entre la biotina
y la avidina, la biotina puede unirse quimicamente al anticuerpo primario para producir un
conjugado biotinilado que se localiza en los sitios antigeno dentro de la seccion. El
procedimiento ABC sirve para localizar varias moléculas de HRP en el sitio del antigeno. El

método B-SA supera varios de los problemas asociados con los sistemas ABC al sustituir la
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avidina por estreptavidina y conjugar directamente la estreptavidina con la molécula de la
enzima. La estreptavidina tiene propiedades de unidn similares a la avidina de la clara de
huevo. Es Util en la deteccion de antigenos acoplados a anticuerpos secundarios biotinilados.
Hay varias ventajas cuando se usa estreptavidina frente a un complejo de avidina (ABC). A
diferencia de la avidina, la estreptavidina no esta glicosilada y, por lo tanto, se descarga a pH
neutro (6,5 frente a 10). Esto reduce la tincién de fondo no especifica. Otra ventaja clave de
la estreptavidina es el aumento significativo de la sensibilidad (probablemente debido a un
menor impedimento estérico), lo que facilita un aumento en la capacidad de unién general.
Finalmente, los conjugados de estreptavidina-enzima son mucho méas estables que un
complejo ABC. EI complejo ABC debe estar recién hecho 30 minutos antes de su uso y es
estable solo por unos pocos dias. Por el contrario, un conjugado de estreptavidina se puede
almacenar hasta 1-2 afios. El sistema de deteccion Starr Trek de Biocare, se ha desarrollado
para proporcionar un aumento significativo en la sensibilidad a la tincion. El sistema se puede
utilizar con anticuerpos primarios de raton y conejo. Después de marcar el antigeno con un
anticuerpo primario, se agrega un anticuerpo secundario universal, biotinilado y purificado
por afinidad para unirse al anticuerpo primario. A continuacion, se afiade estreptavidina
marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP) para unirse al anticuerpo secundario
biotinilado. Luego se aplica un cromogeno/sustrato que reacciona con una enzima especifica
para producir una sefial de color intenso. Los sistemas de deteccion de Starr Trek funcionan
bien con tejidos incrustados en parafina, secciones congeladas y preparaciones de células.
(Biocare Medical, 2019)

Montaje de laminas: Una tincion ligera con hematoxilina es fundamental para
permitir que se pueda discernir cualquier localizacion nuclear del cromogeno. Podria ser
necesario controlar el desarrollo de la prueba por microscopia para determinar el tiempo
optimo de contraste. Para los cromdgenos solubles en alcohol se usa un medio de montaje
acuoso, debe evitarse que queden burbujas de aire atrapadas en el cubreobjetos y en la seccién
de tejido. Para los cromdgenos insolubles en alcohol debe usarse un medio de montaje
permanente. Debido a la gran variabilidad en la fijacion y en el procesamiento de muestras
entre los laboratorios, no ha sido posible establecer un protocolo estandar universal parra las

pruebas de inmunohistoquimica. (Dabbs et al., 2019)
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Interpretacion de Resultados

La Inmunohistoquimica puede ayudar al diagnostico de vitalidad de las heridas
cutaneas, pero tiene limitaciones. Es necesario el uso de varios marcadores, la comparacion
del borde de la herida con un control y se tendran méas en cuenta los resultados positivos que
los negativos. Dificultan la interpretacion las areas de hemorragia y puede generar falsos
positivos. Se ha demostrado que los colagenos, las citocinas y los factores de crecimiento son
candidatos y marcadores Utiles para la determinacién de la vitalidad o edad de la herida.
(Hernandez, 2005)

La descripcion breve y simplificada de la cicatrizacién de heridas se puede adoptar
para determinar la vitalidad o la edad de las heridas en medicina forense. Walcher y Orsos
fueron los primeros en destacar, basandose en sus experiencias practicas, que la
determinacion de la vitalidad o edad de la herida era indispensable en la practica forense. En
la década de 1960, Raekallio desarrollé evidencias biologicas en la determinacion de la edad
de las heridas, con la investigacion de la actividad de varias enzimas en los sitios de las
heridas. (Kondo, 2007)

Analisis de imagen: Para analizar una imagen digital tomada de un tejido procesado
por inmunohistoquimica se presupone que hay una relacion directa entre la sefial y la cantidad
de antigeno, y que por lo tanto una mayor intensidad de tincién corresponde con una mayor
concentracion antigénica. A pesar de que el analisis de imagen reduce el error a la hora de
evaluar una tincion inmunohistoquimica, es necesario que las muestras a comparar sigan
exactamente el mismo protocolo antes de tomar la imagen digital: recoleccion, fijacion,
inclusion, tratamiento de recuperacion de antigenos, e inmunotincion. De otra manera se

pueden obtener resultados erroneos. (Megias et al., 2023)

Algunas de las tinciones empleadas para el estudio de la evolucidn de las lesiones son
las siguientes: factor de crecimiento epidérmico alfa (TGF-alfa), interleucina beta (IL-1beta),
molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), tenascina, Colageno I, 11, V, VI, laminina,
membrana basal epitelial (fragmento Lm), Queratina 5 y otros, su deteccion temprana,
marcada reaccidn o deteccion tardia, se establece en dias, semanas y meses. (Cabrerizo et al.,
2015) Un espectro de anticuerpos primarios permite determinaciones precisas de la edad de

una herida, los inconvenientes se relacionan al nimero de muestras por herida en la piel, asi
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como las condiciones ambientales. Para la cuantificacion del resultado, se seguiré en general
la siguiente pauta: Negativo (-): total negatividad o menos del 50% de las células “diana” con
menor intensidad que el control; Positividad débil (+/-): mas del 50% de las células “diana”
con menor intensidad que el control; Positivo (+): mas del 50% de las células “diana” con
igual o mayor intensidad que el control. El limite entre negativo y positivo débil o positivo
se hace por comparacion, utilizando un control interno existente u otro ad hoc. (Vaquero,
2007)

Recientemente, Takamiya y colaboradores. analizaron simultaneamente varias
citoquinas como IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-y y TNF-a en heridas dérmicas
humanas para estimacion de la edad de la herida mediante el uso de un sistema de matriz de
cuentas multiplex. IL-10, GM-CSF, IFN-y y TNF-a aumentaron desde la fase temprana de
la cicatrizacion de heridas dérmicas, IL-6 exclusivamente en la fase media, IL-2, IL-4 e IL-
8 desde la fase media. fase a la fase tardia. (Kondo & Ishida, 2010)

Marcadores de utilidad: Las citoqueratinas son marcadores de la diferenciacion
epitelial, Ck5 es una citoqueratina de alto peso molecular, que se expresa en las capas
estratificadas de epitelio basal, intermedio y superficial, Es un marcador de diferenciacion
escamosa que resulta positivo en la epidermis y en el epitelio de los anejos (Dabbs et al.,
2019; Fuertes et al., 2013) Es un polipéptido béasico (tipo I1) expresado por el epitelio de
células escamosas. Las citoqueratinas son polipéptidos fibrosos de tipo alfa con un diametro
de 7-11 nm. Son componentes del citoesqueleto en casi todas las células epiteliales. En la
regeneracion de tejidos su deteccion mas temprana es al dia 13 cuando el epitelio ya fue

sustituido, tincion completa de lamina basal hacia el dia 23. (Cabrerizo et al., 2015)

La composicion de la matriz extracelular de todos los vertebrados esta dominada por
una clase de moléculas conocidas como coldgenos, cada una con una caracteristica Unica
adaptada a su funcion y ubicacién. El colageno tipo IV es un componente importante de las
membranas basales. El colageno tipo IV forma el andamiaje de las membranas basales sobre
las que se asientan las células de los epitelios, controlan gran nimero de procesos fisiologicos
y reparativos. Especificidad: Usando tincién Inmunohistoquimica de laminas basales, el
anticuerpo reconoce un epitopo ubicado en las cadenas al y/ o a2 del colageno humano tipo

IV. (Dabbs et al., 2019)
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El antigeno epitelial de membrana (EMA) es una proteina glucosilada, se expresa
especificamente en la superficie de epitelios glandulares. En la piel normal se ha demostrado
su presencia en las glandulas sebaceas, tanto en el ducto excretor como en los sebocitos. Este
antigeno no se expresa en epitelio escamoso normal. (Vaquero, 2007; Dabbs et al., 2019)
Este antigeno fue de utilidad como control ya que esté presente en las células epiteliales, pero

es negativo en epitelio escamoso normal).

De acuerdo a Gellner y Kondo la deteccion méas temprana en la heridas en piel
humana de Colageno IV es al dia 4, pudiendo extenderse por varios meses (el maximo
contenido de colageno se alcanza hacia el dia 21) cuando concluye la contraccién de la
herida; CKS5 su deteccion més temprana es al dia 13, con marcada reaccion a partir dia 23,
momento en el cual ocurre la tercera fase de epitelizacion con diferenciacion de la epidermis
formada (Kondo, 2007; Grellner & Madea, 2007); mientras que el antigeno epitelial de
membrana EMA exclusivo de anexos cutaneos (Biocare Medical, 2019), se observaria en
dermis normal o en aquella en la cual no hay lesion de estratos profundos de la piel, en tejido
cicatrizal en dermis se espera sea negativa, pues hay una actividad fibroblastica responsable
de una gran produccion de fibras de coldgeno gruesas y hialinizadas, ya que los anexos
cutaneos que han sido destruidos en la linea de incision se pierden de forma permanente.
(Senet, 2008; Kumar et al., 2021)

Marco Institucional

El Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala -Inacif- fue creado mediante
el Decreto 32-2006 del Congreso de la Republica de Guatemala el ocho de septiembre de dos
mil seis. Su finalidad es la prestacion del servicio de investigacion cientifica de forma
independiente emitiendo dictamenes técnicos cientificos que doten a la funcién
jurisdiccional, con medios de prueba validos y fehacientes en los procesos judiciales. (Ley

Organica del Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala, Decreto 32-2006, 2006)

De los afios 2014 a 2018, Inacif, realiz6 un promedio de 6,500 autopsias por afio, un
gran porcentaje relacionadas a violencia. En el area de patologia forense de Inacif se realizan
las necropsias medico legales para establecer la causa de la muerte y recolectar indicios que

orienten al investigador; cuando un médico forense realiza el examen externo de un cadaver
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y encuentra lesiones como excoriaciones o heridas, debe establecer si las lesiones fueron
realizadas en vida y si es posible estimar el tiempo en el cual fueron efectuadas. (Inacif, 2019)
El laboratorio de histopatologia de Inacif realiza estudios de tejidos y células para determinar
la presenciade procesos patoldgicos que pudieran haber incidido en casos cuyo contexto debe

ser aclarado desde la perspectiva medico y legal. (Inacif, 2020)
Marco Metodoldgico

Sede del estudio

Morgue Central y Laboratorio de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias
Forenses de Guatemala, localizado en Zona 3, Ciudad de Guatemala y Laboratorio de
Patologia del Centro de Investigaciones Biomédicas, Facultad de Ciencias Médicas

Universidad de San Carlos de Guatemala, localizado en zona 11 de ciudad de Guatemala.

Disefno

Observacional, descriptivo, trasversal.

Tipo de estudio
Estudio descriptivo, establece las caracteristicas de la evolucién temporal de las
lesiones, de acuerdo con el estudio histopatoldgico de tejidos, la técnica utilizada fue Estudio

de caso, con la cual se realiza un analisis minucioso del suceso.

Consideraciones Eticas

De acuerdo con Normas Eticas Internacionales de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), los principios éticos, deben aplicarse en los protocolos de investigacion, como
normas y principios para proteger a los seres humanos. (Organizacion Panamericana de la
Salud y Consejo de Organizaciones Internacionales de la Ciencias Médicas, 2016). Dado que
en esta investigacion se realizd andlisis de documentos, muestras de tejidos, laminas y
blogues de parafina en el Laboratorio de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias
Forenses de Guatemala, se solicito aval del proyecto al Comité de Bioética en Investigacion
en Salud de la Facultad de Ciencias Médicas, el Comité en su Dictamen correspondiente
clasifico la investigacion como Categoria | (Riesgo Minimo) que comprende los estudios que

utilizan técnicas observacionales, donde no se realiza ninguna intervencion o modificacion
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intencional en las variables fisiologicas, psicoldgicas o sociales de las personas que participan
en el estudio. Mediante oficio Cddigo 00-07 Dictamen Bioético de fecha 8 de mayo 2019,
informa que el proyecto se encuentra Aprobado con la siguiente recomendacion: Por la
importancia y el valor social que tiene la realizacion del estudio, este comité solicita tanto a
la persona encargada de la revision como del asesoramiento, que oriente y proporcione el
acompafiamiento necesario, asi como la vigilancia del buen desempefio y realizacion de la

investigacion. (Anexo 1)

Previamente se solicitd la autorizacion para la realizacion de la investigacion a la
Direccidn del Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala Inacif, quien mediante
Oficio-DI-1DC.20.2018 del 27 de noviembre 2018 resuelve favorablemente para que se
desarrolle la investigacion (anexo 2). Se especifica que se debe seguir la metodologia
establecida en el proyecto presentado, los criterios éticos de la investigacion cientifica y los
establecidos en el PRO-DG-IDC-001 del Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala. (Anexo 3). El procedimiento establecido para la realizacion de Investigaciones
Cientificas, contenido en el formulario PRO-DG-IDC-001, contempla la firma de un
Compromiso de Confidencialidad del Investigador, por ende, no se mencionan datos

personales, pues ademas muchos casos estan aun en investigacion y bajo reserva.

Posteriormente se solicitd la autorizacion para realizar el procesamiento de las
muestras en el Laboratorio de Patologia del Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala -CIB-, mediante
oficio Ref.CIB.051.2019, de fecha 10 de abril 2019, se autoriza el procesamiento de muestras

(anexo 4).

Objetivos
Objetivo General

Establecer la evolucidn temporal de las lesiones en piel y tejidos blandos, por
la identificacion especifica de componentes celulares utilizando tinciones de

histoquimica e inmunohistoquimica.
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Obijetivos Especificos

1. Establecer y caracterizar el nimero de casos en que la evaluacion
postmortem de médico forense establecio la presencia de lesiones en piel y tejidos
blandos y se les realizo estudio histopatologico.

2. Determinar en piel y tejidos blandos, la presencia de componentes
celulares y tisulares dependientes de inflamacion aguda, cronica y reparativa
cicatrizal mediante tincion de hematoxilina-eosina.

3. Identificar constituyentes del tejido reparativo o cicatrizal utilizando
tincién de histoquimica (Tricromico de Masson).

4. Identificar de forma especifica los componentes del tejido reparativo o
cicatrizal utilizando las tinciones de inmunohistoquimica.

5. Establecer el tiempo probable de antigiedad de las lesiones por la
presencia 0 ausencia de componentes celulares, marcados con histoquimica e

inmunohistoquimica.
Materiales y Métodos

Tamario de la muestra

En el Laboratorio de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala, de 2014 a 2018 se procesaron 909 muestras histopatologicas, las cuales fueron
revisadas, se identificaron 98 muestras relacionadas a piel y tejidos blandos, que forman parte

del estudio definitivo.

Variables

Independientes

Numero de estudios histopatoldgicos relacionados a piel y tejidos blandos.
Dependientes

Numero de casos aptos para estudio (tejido bien preservado)

Numero de casos con inflamacion aguda

Numero de casos con inflamacion cronica

Numero de casos con cambios reparativo/cicatrizal

Numero de casos positivos a tincién de Tricrdmico de Masson



NUmero de casos reactivos a Colageno 1V

Numero de casos reactivos a Queratina (CK5)

NUmero de casos reactivos a Antigeno de Membrana Epitelial (EMA)

Cuadro de variables

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Escala Unidad de
de medida
medicion

Tejido apto para | El tejido tifie adecuadamente para Los componentes celulares | Nominal | Apto

estudio resaltar diferentes componentes y tisulares se distinguen

! celulares y tisulares, facilmente con tincién
Hematoxilina y Eosina No apto
(H&E)

Inflamacion Predominio de neutrdfilos, seguido | Se observan neutréfilos y Nominal | Presente

de los monocitos en los tejidos monocitos en el tejido

aguda . J . ) Ausente

examinados examinado

Inflamacién Predominio de macrofagos y Se observan macro6fagos y Nominal | Presente

- linfoci nl ji xamin linfoci nl ji

crénica ocitos en los tejidos examinados ocitos en los tej dos Ausente

examinados

Reparacion de Presencia de: Se observa angiogénesis y Nominal | Presente

. Angiogénesis: Formacion de fibroblastos en el tejido

tejido giog P l Ausente

Nuevos vasos sanguineos observado
Formacién de tejido de

granulacion: fibroblastos, colageno.

Cicatrizacion El colageno tipo 111 (inicial) es Se observa proliferacion de | Nominal | Presente
reemplazado por colageno tipo I. fibras de colageno.

. L Ausente

Después de restablecer el epitelio,
los queratinocitos vy los fibroblastos
secretan laminina y colageno tipo
1V para formar la membrana basal.

Tincion Utilizada para diferenciar y Algunas &reas de tejido se Nominal | Reactivo

Tricromico de wsuahza( colégeno, la tincion Flnen_d_e color aqu 0 verde, No reactivo

resalta eficazmente la estructura identificando colageno

Mason especifica en el tejido,

Colégeno IV El colageno tipo IV forma el Las areas positivas para Nominal | Deteccion

andamiaje de las membranas colageno tipo IV se
. . temprana
basales sobre las que se asientan las | observan bajo un
células de los epitelios, controla microscopio, mostrando Marcada
gran numero de procesos una coloracion especifica. -
. Reaccion
reparativos.
Negativo

Queratina CK5 | Proporciona soporte estructural a Las areas positivas para Nominal | Deteccion

las células y juega un papel en la CK5 se observan bajo un temprana

diferenciacion y proliferacion microscopio. La tincion

celular. Proteina se expresa suele ser marrén Marcada

principalmente en células L
Reaccion

epiteliales basales.

Negativo
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Antigeno de Glicoproteina de membrana
expresada en la superficie de
células epiteliales normales.
Epitelial EMA Relacionada a la proteccion de la
superficie epitelial, involucrada en
procesos como proliferacion y
diferenciacion celular.

Membrana

Las éreas positivas para Nominal | Deteccidn
EMA se observan bajo un

) ; temprana
microscopio, generalmente
mostrando una coloracion Marcada
especifica (usualmente Reaccion
marron).

Negativo

Criterios de seleccién de los grupos de estudio

Criterios de Inclusion

Todos los estudios histopatoldgicos relacionados a piel y tejidos blandos, recibidos

en el laboratorio entre el 01 de enero 2014 al 31 de diciembre 2018.

Criterios de Exclusion

Todos los estudios histopatoldgicos que no correspondan a piel o tejidos blandos.

Criterios de no inclusion

Casos con autolisis, es requisito indispensable para realizar esta investigacion que el

tejido este bien conservado, la Inmunohistoquimica tiene como objetivo hacer visible

un antigeno especifico, que generalmente es una proteina, si estas estan desnaturalizadas

(autolisis) no hay positividad o reaccion. (Cabrerizo et al., 2015)

Criterios de interpretacion

Infiltrado inflamatorio agudo

antiguedad de 4 a 48 horas

Infiltrado inflamatorio cronico

antiguedad mayor de 48 horas

Presencia de Angiogénesis

antigiedad mayor de 3 dias

Tincién de Tricromico positivo

Presencia de colageno, antigliedad mayor a
3dias

Colageno 1V positivo

Deteccion mas temprana 4dias

Deteccion tardia; varios meses

Queratina positiva

Deteccidn mas temprana 13 dias

Marcada reaccion hacia el dia 23

Antigeno de membrana epitelial positiva

Positivo en anexos de piel normal

Negativo en cicatrizacion



https://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
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Al tener los resultados de las tinciones de hematoxilina y eosina, Tricromico de

Masson e inmunohistoquimica: Colageno 1V, Queratina (CK5) y antigeno de membrana

epitelial (EMA), se interpretaron de acuerdo con pardmetros establecidos para inflamacion

aguda, cronica y reparativa cicatrizal (Betz, 1994; Senet, 2008; Villalba, 2008; Cabrerizo et

al., 2015)

Recoleccién de datos

Se elabord una boleta recolectora de datos que contenia la siguiente informacion:

namero correlativo, nimero de registro (histopatologia), fecha de toma de la muestra, nimero

de bloques de parafina, numero de laminas, tejido analizado, diagnéstico histopatoldgico,

resultado de tincién histoquimica e inmunohistoquimica (positivo-negativo o no reactivo),

tiempo estimado de antigiiedad, observaciones y responsable (anexo 5).

Procedimiento

1.

2.

En el laboratorio de Histopatologia del Instituto Nacional de Ciencias Forenses —
Inacif-, se revisaron 909 casos en los archivos documentales, laminas y bloques
de parafina de los afios 2014 a 2018, se identificaron 98 muestras relacionadas a
piel y tejidos blandos.

A los bloques de parafina de esas 98 muestras se les realizaron nuevos cortes
obteniendo laminas adicionales con tejido, la primera de ellas fue tefiida con
hematoxilina-eosina, para determinar si el tejido estaba bien preservado y era
adecuado para continuar en el estudio, 92 muestras fueron adecuadas.

En el Laboratorio de Patologia del Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Facultad de Ciencias Médicas, se realizo nueva tincion de H&E, identificando y
marcando en las laminas las areas de interés.Se realizo tincién Tricromico de
Mason que permitié establecer la presencia de colageno en areas especificas de
los tejidos estudiados.

Se tomaron los bloques de los tejidos seleccionados (marcados previamente en las
laminillas), se realizd desparafinado y retiro de fragmentos de 2.5 cm, con los
cuales se realizd nueva inclusién y secciones delgadas, los cortes se montaron en
portaobjetos con carga positiva, se colocaron en "arreglos" de hasta 6 fragmentos

por lamina para ahorrar tiempos y costos.
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Se realizo la seleccion de anticuerpos primarios y se utilizo el sistema de deteccion
de "Starr Trek” de Biocare, el cual funciono adecuadamente, se identifico el
método de marcado apropiado, se establecio tiempo, concentracion, protocolos y
controles. Se adjunta cotizacion del costo de los marcadores. (anexo 6)

Se realizo tratamiento de recuperacion de antigenos e inmunotincion, los
"arreglos” fueron tefiidos con marcadores coldgeno 1V, queratina (CK5) y
antigeno de membrana epitelial (EMA). Se seleccionaron estos antigenos por
estar presentes en el proceso reparativo o cicatrizal, EMA funciono como control.
Al tener los resultados de las tinciones de hematoxilina y eosina, Tricrémico de
Masson e inmunohistoquimica: Colageno 1V, Queratina (CK5) y antigeno de
membrana epitelial (EMA), se revisaron e identificaron componentes de acuerdo
con el tiempo de aparicion dentro del proceso inflamatorio y reparativo segun los
criterios citados en el apartado criterios de interpretacion.

Se documentaron fotograficamente las ldminas con los marcadores positivos,
identificando los hallazgos histologicos relacionados a inflamacion y reparacion.
(anexo 7).

Se elabora modelo de informe que incorpore fotografias y la informacién
complementaria en relacion con la antigliedad de las lesiones y se entrega al
departamento de Capacitacion y Desarrollo (anexo 8)

Durante la investigacion se evidenciaron muestras con cierto grado de autolisis,
esto obedece a que las mismas procedian de cadaveres en estado de putrefaccion
0 no se ejecutd un adecuado manejo y envio de las muestras, por lo que se elabora
una propuesta de "Instructivo para el envio y manejo de las muestras” el cual se
entrega a Jefatura del Unidad y al Departamento de Capacitacion y Desarrollo
Cientifico (anexo 9)

Se entrego informe final de la investigacion al Departamento de Capacitacion y
desarrollo Cientifico de Inacif para revision y aprobacion. Con el respaldo del
Area de Investigacion y Desarrollo Cientifico se realizé la presentacion de la
Investigacion a las autoridades del Inacif e invitados de Ila
Academia Iberoamericana de Criminalistica y Estudios Forenses, mediante

enlace virtual en plataforma Zoom, en el afio 2020. Lo resultados y aportes de la
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investigacion se publicaron en dos revistas indexadas en los afios 2020 y 2024,

(anexo 10)

Analisis de datos

Cada uno de los casos que formaron parte del estudio fue evaluado
microscopicamente, utilizando la tincion de H&E, Histoquimica utilizando Tricromico de
Masson e Inmunohistoquimica utilizando Colageno IV, CK 5 y EMA, indicando el tipo de
inflamacidn o reparacion encontrada y de acuerdo con los componentes observados se colocd
la temporalidad aproximada de la lesion en horas y dias. La recopilacion de datos se habia
realizado a través de una boleta elaborada para el efecto, se colocaron los datos en una tabla
en formato Excel, se realiza andlisis descriptivo de los datos. Los casos fueron documentados
fotograficamente. El procesamiento incluyo el filtrado de datos y presentacion en forma de
graficos (ver anexo 11), lo cual permitio detectar la temporalidad de las lesiones analizadas,

la interpretacion y extraer conclusiones a partir de los datos de la muestra.

Resultados

En cinco afios (2014-2018) en el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala se realizaron un promedio de 30,000 necropsias, se le realizo estudio
histopatoldgico al 3%. De los 909 estudio histopatoldgicos se encontraron 98 muestras

relacionadas a piel y tejidos blandos, 86 de ellas relacionadas a zona genital (Tabla 1).

Tabla 1 Estudio histopatoldgico de piel y tejidos blandos realizadas en cadaveres

EVALUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOS
ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE PIEL Y TEJIDOS BLANDOS REALIZADAS EN CADAVERES

Estudios Muestra de lesiones | Muestras aptas para | Muestras Muestras
histopatolégicos de relacionadas a piel | estudio relacionadas al &rea | con autolisis
cinco afios 2014-2018 | o tejidos blandos histopatolégico genital, para genital | avanzada

0 extra genital
909 98 92 86 6
100% 11% 10% 9%

Fuente Inacif 2019
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En cuanto al sitio de toma de muestra, se identificaron un 30% de muestras del bloque
anogenital, algunas muestras incluian mucosa rectal, otro porcentaje de muestras provenian
Unicamente de region genital (vulva, vagina). Se encontraron muestras de otras regiones

como cuello y cavidad oral. (Tabla 2).

Tabla 2 Sitio de toma de muestras de tejido

EVOLUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOQOS
SITIO DE TOMA DE MUESTRAS DE TEJIDO
Blogue anogenital completo 30%
Regidn anal y mucosas rectal 28%
Regidn genital (vulva, vagina y estructuras relacionadas) 10%
Piel y tejidos blandos (regién paragenital) 18%
Piel y tejidos blandos de otras regiones (cavidad oral, cuello) 14%
100%

Fuente: Inacif 2019

La mayoria de las muestras (86%) provenian del area metropolitana), un pequefio
porcentaje de los departamentos. Siete de cada diez muestras pertenencia a menores de edad

de entre los 2 y 16 afios. Ocho de cada 10 muestras pertenecian a mujeres (Tabla 3).

Tabla 3 Lugar de envio de la muestra, edad y sexo.

EVOLUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOS

LUGAR DE ENVIO DE LA MUESTRA, EDAD Y SEXO.
Envio de la muestra Morgue Central 86%
Departamentos 14%
Edad 2 a 16 afos 71%
Adultos 29%
Sexo Femenino 84%
Masculino 16%

Fuente: Inacif 2019

Se realizaron nuevos cortes y tincidbn H & E para evaluar si el tejido era apto para

estudio, se excluyeron 6 muestras con autolisis severa. En evaluar los tejidos predominaba
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la inflamacidn cronica en el 95% de los casos, la angiogénesis se presento6 en el 24% de casos
(Tabla 4).

Tabla 4 Hallazgos histopatolégicos, tincion de hematoxilina-eosina.

EVOLUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOQOS

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS, TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA.
Diagnostico Histopatoldgico NUmero de casos porcentaje
Normal 2 2%
Inflamacién aguda 3 3%
Inflamacién cronica 87 95%

Angiogénesis (asociada a inflamacion) 22 (24) %

Total 92 casos
Fuente Inacif 2019

El 93 % tenian reaccion vital, es decir las lesiones fueron realizadas cuando la victima estaba
viva, el 7% ocurrieron cuando la victima habia fallecido. En el 11% de los casos se
encontraron quemaduras y en el 7% de los casos infecciones asociadas: HPV y Candidiasis
(Tabla 5).

Tabla 5 Reaccion vital y otros hallazgos

EVOLUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOS
REACCION VITAL Y OTROS HALLAZGOS

Vitalidad de las lesiones Reaccion vital 93%
Sin reaccidn vital 7%

Otros Quemaduras 11%
Infecciones 7%

Fuente Inacif 2019
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La evaluacion histoldgica de los tejidos con tincion de H & E, demostrd la presencia
de componentes relacionados a cicatrizacion, ademas de permitir la valoracion de las
lesiones inflamatorias; la presencia de elementos del proceso inflamatorio agudo sitGan la
lesion en un periodo menor a 48 horas, la presencia de elementos del proceso inflamatorio
cronico indican que la lesion tiene un tiempo superior a 48 horas, la presencia de angiogénesis
(nuevos vasos) situa la antigiiedad entre el dia 3 y el dia 15. La tincion de Tricromico de
Masson demostro la presencia de colageno y elementos cicatrizales, lo cual se encuentra
hacia el dia 4. (Tabla 6)

El marcador coladgeno 1V fue positivo en 40 casos (43%), evidente en regiones
cicatrizales tempranas, el colageno tipo IV forma el andamiaje de las membranas basales
sobre las que se asientan las células de los epitelios, controlan gran nimero de procesos
fisiologicos y reparativos. Queratina 5(CK5) fue positiva en 15 casos (16%), su deteccion
mas temprana es al dia 13 cuando el epitelio ya fue sustituido, se expresa en las capas basal,
intermedia y superficial de los epitelios estratificados, antigeno de membrana epitelial
(EMA) fue negativo (atil como control) presente en las células epiteliales pero negativo en

epitelio escamoso normal.

La presencia de los marcadores de inmunohistoquimica se evalu6 de acuerdo con el
tiempo de supervivencia de los componentes identificados, tomando en cuenta parametros
publicados de Grellner y Kondo. La deteccién mas temprana en la heridas en piel humana de
Colageno 1V es al dia 4, pudiendo extenderse por varios meses (el maximo contenido de
colageno se alcanza hacia el dia 21) cuando concluye la contraccion de la herida; CKS5 su
deteccién mas temprana es al dia 13, con marcada reaccion a partir dia 23, momento en el
cual ocurre la tercera fase de epitelizacion con diferenciacion de la epidermis formada
(Kondo, 2007; Grellner & Madea, 2007; Kondo & Ishida, 2010); mientras que el antigeno
epitelial de membrana EMA exclusivo de anexos cutaneos, se observaria en dermis normal
o0 en aquella en la cual no hay lesion de estratos profundos de la piel, en tejido cicatrizal en
dermis se espera sea negativa, pues hay una actividad fibroblastica responsable de una gran
produccidn de fibras de colageno gruesas e hialinizadas, ya que los anexos cutaneos que han
sido destruidos en la linea de incision se pierden de forma permanente. (Megias et al., 2023,
Dabbs et al., 2019)
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Tabla 6 Resultado tinciones de histoquimica e inmunohistoquimica

EVOLUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOQOS
RESULTADO TINCIONES DE HISTOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA

Tincion Resultado NUmero de casos
IQ-Tricromico de Masson Positivo 86
IHQ-Colégeno IV Marcada reaccion 40
IHQ-Queratina (CK5) Deteccion temprana 15
IHQ-Antigeno de membrana epitelial Negativo 92
EMA
Fuente Inacif 2019

El estudio histopatoldgico permite determinar la presencia de lesiones asociadas a
inflamacion aguda y crénica o proceso reparativo, lo cual establece una data en el tiempo de
antiguedad de la lesion. Ademas, al realizar tinciones de histoquimica o inmunohistoquimica
se obtiene la deteccion especifica de un componente que tienen un tiempo de aparicion o de
desaparicion dentro del proceso reparativo, lo que permite establecer un rango de tiempo,
durante el cual, el componente esta presente y relacionarlo con en el proceso inflamatorio o

reparativo.

De 92 muestras de piel y mucosas, 87 (95%)mostraban inflamacién crénica, lo que
evidencio que las lesiones tenian 48 horas de evolucion, de ellas 22 demostraron
angiogénesis, lo que indica que tales lesiones tenian un tiempo de evolucion superior a 3 dias,
el colageno IV positivo o con marcada reaccion indico que la lesion tiene una antigiiedad
superior a 4 dias, la tincion de CK5 se haria positiva del dia 13 al 23, por ende, las lesiones
positivas a este marcador tendrian una antigliedad mayor a trece dias. EMA fue negativa, esta

se haria positiva en anexo cutaneo de dermis normal, no asi en cicatrices. (Tabla 7)

Tabla 7 Antigliedad de las lesiones

EVOLUCION TEMPORAL DE LAS LESIONES EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOS
ANTIGUEDAD DE LAS LESIONES

Tincién Utilizada Hallazgos NUmero de | Antigliedad Interpretacion
€asos
Hematoxilina-eosina | Normal 2 Lesidn reciente, perimortem, con
reaccion vital
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Inflamaciéon | 3 0-48 horas Lesion con tiempo de antigiiedad
aguda menor a 48 horas.
Inflamacion | 87 Mas de 48 Lesion con tiempo de antigiiedad
cronica horas mayor a 48 horas.
Angiogénesis | 22 Tres dias 0 Lesion con tiempo de antigiiedad
mas mayor a tres dias y menor de 15.
Tricromico de Positivo 86 Presencia de coladgeno, componente
Masson de cicatriz.
Colageno IV Marcada 40 4 diasomas | Tiempo de antigiiedad mayor de 4
Reaccion dias.
Queratina CK5 Deteccidn 15 13 dias Tiempo de antigliedad mayor a 13
temprana dias.
Antigeno de Negativo 92 Piel normal, sin cicatriz.
Membrana Epitelial
Fuente Inacif 2019
Discusion

En cinco afios en el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala se
realizaron un promedio de 30,000 necropsias, al 3% de los casos se les realizo estudio
histopatoldgico, un porcentaje bajo comparado con otros paises; en un estudio realizado en
Costa Rica en el afio 2015, de la totalidad de muertes naturales en adultos se les realizo
estudio histopatologico a un 67.3 %. EIl estudio histopatoldgico es una herramienta que
permite confirmar o refutar los hallazgos macroscépicos, es de utilidad en los casos en los
cuales no se tiene un mecanismo de muerte claro. En el estudio mencionado se revisaron
protocolos de autopsia clasificados como muerte natural y se les realizd estudio
histopatoldgico, lo que permitié confirmar o descartar el diagnostico previamente anotado
como responsable de la muerte, obteniendo que solo el 42,62% coincide completamente tanto
macroscopicamente como microscopicamente. Por lo que es recomendable realizar a todas
las muertes naturales o violentas analisis histopatologico, mientras los recursos humanos y

materiales lo permitan. (Vargas & Rodriguez, 2015)

En Guatemala los altos indices de violencia se ven reflejados en la cantidad de

muertes por violencia. Un documento elaborado y publicado con datos de la Policia Nacional
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Civil de Guatemala (PNC), oficializados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) para
los afios 2010-2018, refleja que casi la mitad de las victimas de muertes violentas en 2019
fueron jovenes entre 18 y 30 afios. La tasa de muertes violentas de este rango de edad es de
41.2, un poco menos del doble de la tasa nacional. En 2019, aproximadamente, 85 de cada
100 victimas de muertes violentas fueron hombres. Las muertes violentas de hombres
disminuyeron un 8.7 % respecto a 2018. Las muertes violentas de mujeres representan el
15.4% del total de victimas mortales del 2019, y disminuyeron solamente 3.2% con respecto
al 2018. La proporcion de mujeres victimas con respecto al total ha ido en aumento desde
2012 que marcaba el 11.1 % hasta el 15.4% de 2019. (“Violencia y seguridad ciudadana,
Guatemala 2019,” 2020)

En la practica forense, es necesario evaluar la relacion causal entre la muerte y
cualquier herida, y los patologos forenses siempre deben discriminar las heridas antemortem
de los dafios postmortem. Ademas, cuando la herida es vital, es necesario determinar cuanto
tiempo antes de la muerte se produjo. La descripcion breve y simplificada de la cicatrizacion
de heridas se puede adoptar para determinar la vitalidad o la edad de las heridas en medicina
forense. (Kondo & Ishida, 2010)

Se utilizan varios métodos para determinar la edad de la herida. El analisis
morfologico tiene una larga historia de ser el método mas utilizado debido a su naturaleza
visual o intuicionista, objetividad y capacidad para evaluar la localizacion de marcadores. La
observacion visual (cambios de color) de los hematomas ha sido durante mucho tiempo una
herramienta de investigacion para determinar la edad de un hematoma. Proporciona mucha
informacion util sobre el envejecimiento de las heridas y sigue siendo irremplazable. Se han
realizado intentos para determinar la edad de los hematomas basandose en su coloracion vista
mediante inspeccion visual, pero se ha demostrado que este método es demasiado variable
para ser de uso practico porque el tiempo de aparicion y el color de un hematoma se ven
afectados por la profundidad, ubicacién y complexion de la piel, entre otros factores. Por
tanto, el problema debe abordarse mediante investigaciones cientificas experimentales. Por
tanto, se ha explorado el uso potencial de numerosos marcadores temporales en patologia
forense. Aunque la evaluacion histologica convencional (p. ej., con hematoxilina-eosina y

tincion con azul de Berlin) puede detectar cambios 6 h después de una lesion, su aplicacion
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practica es limitada. Los estudios de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, que son
utiles para estimar la edad de las heridas en etapas tempranas, permiten (1) la localizacion de
factores tisulares indicativos de la etapa de respuesta y (2) la determinacion de las fases de
activacion de células individuales. Estos datos permiten evaluar la vinculacién de la
morfologia con la funcion y acercarse al intervalo de edad de la herida determinado por
ensayos de citoquinas y moléculas de adhesion. Una técnica de tincion multiple por
inmunofluorescencia permite la deteccion de tres o cuatro marcadores simultdneamente y
facilita los analisis cualitativos y cuantitativos del tejido. Como se informa que los
porcentajes de neutrofilos polimorfonucleares, células mononucleares y células
fibroblasticas en las zonas lesionadas cambian con el tiempo, pueden tener una utilidad
potencial para estimar la edad de la herida. Algunos estudios han informado de una
correlacion positiva entre una etapa temprana de la herida y los niveles de los marcadores,
incluso en 1998, cuando Dressler et al, observaron reacciones inmunohistoquimicas
fuertemente positivas para la selectina P 3 minutos después de la creacion de la herida. (Li et
al., 2020)

Los hallazgos anteriores seran tiles en estudios futuros. En particular, la distancia
que migran las células inflamatorias desde el vaso libre, que no se ha estudiado debido a las
limitaciones de las técnicas de medicidn, esta teéricamente relacionada con una etapa
temprana de la lesion. Segun se informa, los resultados de los ensayos inmunohistoquimicos
cuantitativos no son precisos ni estables y pueden verse influenciados por las habilidades del
operador, como la definicidn subjetiva de estandares positivos. Estos problemas restringen
la aplicacion clinica de la inmunohistoquimica. Los sistemas de escaneo de cortes digitales
eliminan automaticamente los factores subjetivos al identificar y examinar diferentes areas
de una muestra y facilitan las investigaciones de la distancia entre las células inflamatorias y
el vaso libre. La combinacion de un sistema de escaneo de cortes digital y técnicas de tincion
multiple de inmunofluorescencia permite realizar pruebas automatizadas de tres o cuatro

marcadores simultaneamente y, por lo tanto, debe investigarse mas a fondo. (Li et al., 2020)

La tincion histologica de rutina (H & E) forma la base de la determinacion de la edad
de las heridas de la piel humana, la deteccion de granulocitos neutrofilos aproximadamente

20-30 minutos después de la herida, permite establecer la vitalidad de una lesion, la
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infiltracion intensiva de granulocitos en el &rea de la herida, asi como un aumento relevante
en los macrofagos, solo se pueden esperar varias horas despueés de la lesion, los macréfagos
con fagocitosis diferenciada, muestran un tiempo de supervivencia de al menos 2-3 dias, la
presencia de infiltrados de linfocitos con grupos en el tejido de granulacion indican un tiempo

de supervivencia de al menos 1 semana. (Betz, 1994)

En esta investigacion, se procedié a evaluar con tincién de hematoxilina-eosina 92
casos relacionados a piel y mucosas, para verificar si el tejido estaba bien conservado y era
apto para tinciones especiales, se excluyeron 6 muestras con autolisis severa. La tincion de
H & E permiti6 evidenciar la presencia de proceso inflamatorio y cicatrizal, predominando
la inflamacion cronica en el 95% de los casos, angiogénesis se presento en el 24% de casos.
El 93 % de las muestras tenian reaccion vital, es decir las lesiones fueron realizadas cuando
la victima estaba viva, el 7% ocurrieron cuando la victima ya habia fallecido. Entre otros
hallazgos en el 11% de los casos se encontraron quemaduras y en el 7% de los casos

infecciones asociadas HPV y Candidiasis.

La mayoria de las muestras procedian del area metropolitana, un pequefio porcentaje
de los departamentos, 71% de muestras pertenencia a menores de edad de entre los 2 y 16
afios y el 84% de muestras pertenecian a mujeres. De las muestras relacionadas a piel o
mucosas, un 30% fueron identificadas como anogenital, algunas muestras incluian mucosa
rectal, otro porcentaje de muestras provenian exclusivamente de region genital, se

identificaron muestras de otras regiones como cuello y cavidad oral.

Walcher y Orsos discutieron por primera vez, basandose en sus experiencias practicas
sin evidencia cientifica, que la determinacion de la vitalidad o la edad de la herida era
indispensable en la practica forense. Las alteraciones histopatoldgicas cronoldgicas que
caracterizan las diferentes fases de la cicatrizacién de heridas se pueden aplicar para
determinar la edad de las heridas. Tras una lesion, los neutréfilos se reclutan en el lugar de
la lesion, seguidos de los macréfagos de acuerdo con el intervalo posterior a la lesion. En los
afios 60, Raekallio, cientifico forense, intento resolver el problema, investigé la actividad de
varias enzimas en el sitio de una herida mediante histoquimica enzimatica. Algunos afios mas
tarde, Berg y colaboradores evaluaron los niveles de serotonina e histamina en los bordes de

la herida, lo que dio evidencia de fendmenos vitales. Posteriormente, con el avance de la
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inmunohistoquimica, la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas abridé un nuevo campo
de investigacion de la edad de las heridas por parte de los pat6logos forenses, comenzando
con Eisenmenger et al. y Oehmichen. Durante los Gltimos 10 afios, la determinacion de la
edad de las heridas ha sido uno de los temas mas populares en la investigacion forense. Se
han investigado intensamente los factores de crecimiento, las citocinas, las matrices
extracelulares, etc., lo que ha dado lugar a avances significativos en la determinacion de la
vitalidad o la edad de las heridas. (Kondo, 2007)

La funcidn principal de la piel es servir como barrera protectora contra el medio
ambiente. La pérdida de la integridad de grandes porciones de la piel como resultado de una
lesion puede provocar una discapacidad importante o incluso la muerte. La curacion de las
heridas cutaneas comienza inmediatamente después de la lesion y consta de tres fases:
inflamacion, proliferacion y maduracion. Estudios celulares y de biologia molecular
demostraron que muchas citoquinas, factores de crecimiento y proteasas estan estrechamente
involucrados en el proceso de curacion de heridas para completar la reparacion normal del

tejido después de un dafio.

En este investigacion la evaluacion histoldgica de los tejidos con tincion de H & E,
demostro la presencia de componentes relacionados a cicatrizacion y permitio la valoracion
de las lesiones inflamatorias, la presencia de elementos del proceso inflamatorio cronico
indican que la lesién tiene un tiempo superior a 48 horas, la presencia de angiogénesis
(nuevos vasos) situa la antigiiedad de la lesion entre el dia 3-15 (Cabrerizo et al., 2015; (Casse
et al., 2016; Dabbs, 2019) Para establecer la cronologia de una lesion se deben establecer los
cambios histolégicos propios de la inflamacion, el tejido debe estar bien conservado, si un
tejido no permite una observacion clara de sus estructuras y sus componentes celulares,
pueden elaborarse conclusiones erroneas (Cabrerizo et al., 2015), ademas las areas de
hemorragia dificultan la interpretacion y pueden generar falsos positivos. Algunas
investigaciones han demostrado, en lesiones que se habian producido al menos 8 horas antes
de la muerte, la presencia de polimorfonucleares perivasculares. En grupos comprendidos
entre las 24 a 48 horas, difieren en el grado de intensidad de la respuesta inflamatoria, que se

hace mas intensa en relacion con el mayor tiempo de evolucion. Con respecto a la formacion
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de tejido de granulacion, este se encontrd en lesiones con mas de 3 dias de evolucion
(Jiménez, 2014)

La presencia o ausencia de marcadores de inmunohistoquimica se evaluaron de
acuerdo con el tiempo de supervivencia y los parametros publicados de Gellner y Kondo: el
marcador de inmunohistoquimica Colageno IV sitda una lesion entre el dia 4 hasta varios
meses, el marcador CK5 sitGa una lesion entre el dia 13 al 23, el marcador de (EMA) es
negativo en presencia de tejido cicatrizal y positivo en anexos cutaneos. (Kondo, 2007;
Grellner & Madea, 2007; Cabrerizo et al., 2015; Biocare Medical, 2019)

Uno de los factores criticos en los resultados de las técnicas de Inmunohistoquimica
es la calidad de la fijacion del tejido, que incluye la ausencia de fendmenos de autolisis y
putrefaccion, la influencia de estos fendmenos en los resultados varia segin el marcador
analizado, entre otros factores, practicamente en todos los casos en los que se indujo el
artefacto desaparecio la inmunorreactividad para fibronectina, estos resultados son similares
a los de Betz y cols., que también refieren una disminucion de la tincion de fibronectina en

la piel que sufrio putrefaccion. (Betz et al., 1993)

La Inmunohistoguimica se puede realizar producto de biopsia y de autopsia, asi como
en material de citologia. en tejidos fijados en formol o incluidos en parafina. La adecuada
fijacion del material para Inmunohistoquimica es esencial. Una fijacion inadecuada impide
cualquier resultado fiable. El fijador que se utilizara para Inmunohistoquimica es el
formaldehido al 4% tamponado a pH 7,4 (formalina). El periodo ideal de fijacion no sera
menor de 24 horas ni mayor de 48 horas. EI material de autopsia ofrece generalmente malos
resultados debido a los fendmenos postmortem que sufren los tejidos. La
Inmunohistoquimica con marcador vimentina permite observar el deterioro sufrido durante

la fijacion. (Vaquero, 2007)

Los resultados obtenidos se correlaciona con otros estudios, en un estudio
experimental, elevaciones estadisticamente significativas de E-selectina, P-selectina,
Fibronectina y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B1) encontradas en células
inflamatorias y fibroblastos e interleucina 1-alfa (IL1-a)) en fibroblastos cuando todos los
demas marcadores son normales implica que la herida se infligi6 en las tltimas 3 horas como

méaximo; niveles normales de colageno |, Il y factor de crecimiento endotelial vascular
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(VEGF) en células inflamatorias y fibroblastos en presencia de elevaciones estadisticamente
significativas en todos los demés marcadores indica una edad de la herida de 3 a 12 horas.
Se detect6 fibronectina, IL-1a y TGF-R1 en células inflamatorias y aumento de E-selectina,
fibronectina e IL-1o en fibroblastos mientras que todos los marcadores son normales
indicarian una edad de la herida de 12 a 24 horas y una E-selectina estadisticamente elevada.
La fibronectina, IL-1o en células inflamatorias y fibroblastos cuando todos los demas
marcadores son normales indicaria una edad de la herida de al menos 24 horas. (Kara, et al.,
2016)

Un estudio inmunohistoquimico de la expresion de ciclooxigenasa (COX-2) esta
relacionado con la presencia de infiltrado inflamatorio linfocitico o histiocitario, por lo que
seria mas caracteristico de lesiones de tiempo largo de evolucidn. Los efectos de la autolisis
y la putrefaccion en los resultados varian segun el marcador, se ha observado pérdida de
inmunorreactividad para fibronectina, la fragmentacion del tejido y la tincién de fondo hacen

practicamente imposible la valoracién microscopica. (Ortiz, 2009)

Algunos otros marcadores son prometedores, como TNFa, IL-6, IL-1B, TGFa o
TGFp1, pero antes de utilizarlos en la practica diaria, es necesario confirmar estos primeros
resultados con otros estudios, impulsados por equipos independientes e integrando multiples
controles. En particular, los anticuerpos deben probarse en numerosas heridas postmortem.
De hecho, existe un riesgo critico de sobreexpresion en las heridas post mortem, y algunos
marcadores interesantes se han invalidado secundariamente debido a la falsa positividad post
mortem (p. ej., fibronectina, P-selectina). Finalmente, los valores 6ptimos de sensibilidad y
especificidad probablemente se alcanzarian combinando varios marcadores, validados con

grandes grupos de heridas pre y post mortem. (Gauchotte et al., 2013)

En esta investigacion de muestras de piel y mucosas relacionadas a lesiones, el
coladgeno 1V positivo o con marcada reaccion indico que la antigiiedad de la lesién puede
establecerse entre cuatro dias hasta varios meses, la tincién de CK5 se haria positiva entre el
dia 13 y 23, EMA fue negativa; por consiguiente las lesiones observadas tenian diferente
tiempo de antigiiedad, si presentan angiogénesis la antigliedad es superior a tres dias, el
colageno determina una antigliedad superior a 4 dias hasta varios meses y si CK5 tenia una

marcada reaccion la lesién se encuentra entre el dia 13 y 23, cuando la epitelizacion esta
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completa. (Anexo 9) Las muestras histopatologicas permitieron evidenciar el proceso
inflamatorio agudo o crénico y cicatrizal, la tincién de Tricrémico confirmo la presencia de
elementos caracteristicos de los procesos cicatrizales. En algunos casos se encontrd autolisis,
por lo que algunas muestras no fueron consideradas aptas para el estudio. La
Inmunohistoquimica, que parece ser el método mas valioso dado su facilidad de realizacion
y la posibilidad de analizar la localizacion de las moléculas de interés. En cada caso con
marcada positividad o reaccién a las tinciones y donde se estableci6 la antigiiedad de las
lesiones, se elabord un informe adicional y se cre6 un archivo de fotografias digitales, que
pueden ser consultado y revisado. Al incorporar el informe adicional que detalla coloraciones
0 marcadores especificos, que son positivos 0 negativos en un periodo de tiempo
determinado, es posible asignar un tiempo de antigtiedad a la lesién observada, en un informe
histopatologico complementario (anexo 7), ademas puede vincularse con los hechos que
rodean la muerte. Si bien no se puede ser tajante en los intervalos de tiempo a la hora de
establecer la antigliedad una lesion, casi siempre sera posible determinar el tipo de lesion y
en qué estadio reparativo se encuentra, esto es fundamental para el anélisis y el dictamen del
forense. (Cabrerizo et al., 2015) Los resultados obtenidos en esta investigacion también
indican que el estudio histopatolégico debe siempre acompanar el andlisis forense, el cual
no debe basarse Unicamente en el estudio macroscopicos, si es posible debera también
realizarse la/las tinciones que sean necesarias para evidenciar los componente celulares sin
posibilidad de duda o error, esto conduce a un mejor manejo de los casos medico legales y

por ende a que los dictdmenes tengan un valor probatorio.

Los hallazgos deben evaluarse basandose en los datos post mortem establecidos
mediante investigaciones seriadas de los materiales de la autopsia utilizando procedimientos
estandarizados de facil acceso. Con respecto a esto, los procedimientos bioguimicos tienen
ventajas de estandarizacion, garantia de calidad, anlisis cuantitativos, evaluacion estadistica
y disponibilidad de multiples marcadores, a pesar de varios problemas involucrados en la
seleccion y recoleccion de materiales y la aplicabilidad de los procedimientos analiticos. El
objetivo principal del uso de la bioquimica postmortem y la biologia molecular es investigar
los cambios fisiopatologicos sistémicos involucrados en el proceso de muerte que
generalmente no pueden detectarse mediante métodos morfologicos; éstas pueden

denominarse "reacciones vitales fisiopatoldgicas”. Estos procedimientos pueden
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proporcionar un apoyo Util a la evidencia patolégica mediante la "visualizacion" de
alteraciones funcionales, y también son esenciales para la evaluacion patognomonica tanto
de la causa como del proceso de la muerte como parte de las investigaciones de laboratorio

de rutina involucradas en la "autopsia completa”. (Maeda et al., 2011)

Es posible establecer por métodos histoldgicos convencionales y especiales el tiempo
de antigliedad de una lesion, los tejidos que fueron parte del estudio estaban preservados en
formol o parafina, si se protocoliza realizar estudio histopatoldgico a todos los casos donde
se debe determinar la temporalidad de las lesiones, el tejido fresco o reciente poder ofrecer

mucha y mas valiosa informacion.
Conclusiones

1. Durante los afios 2014 a 2018, en el Laboratorio de Patologia del Instituto Nacional
de Ciencias Forenses de Guatemala se realizaron 909 estudios histopatologicos, el 11
% de las muestras estaban relacionadas a lesiones en piel y tejidos blandos, de ellas
el 94% de las muestras fueron aptas para estudio histopatoldgico y tinciones de
histoquimica e inmunohistoquimica.

2. Utilizando la tincion convencional de Hematoxilina-Eosina se determind que el 93%
de las muestras tenian reaccion vital, un 95% de las muestras presentaba hallazgos
relacionados a inflamacion cronica, la mitad con angiogénesis (formacion de nuevos
vasos); entre otros hallazgos se encontraron infecciones y quemaduras.

3. Enel 93% de las muestras estudiadas fueron positivas a la tincion de Tricromico de
Masson, esta tincion identifica constituyentes del tejido cicatrizal, especificamente
colageno, elemento que participa en la remodelacion de la matriz extracelular y
maduracion de la cicatriz.

4.  Latincion de inmunohistoquimica para Colageno 1V (que forma el andamiaje de las
membranas basales sobre las que se asientan las células de los epitelios), fue positivo
0 con marcada reaccién en un 43 % de las muestras; la tincién de queratina CK5
(marcador que se expresa en las capas basal, intermedia y superficial de los epitelios
estratificados, cuya deteccion mas temprana es al dia 13 y con marcada reaccién a
partir dia 23, cuando ocurre la tercera fase de epitelizacion con diferenciacion de la

epidermis formada, fue positiva en un 16% de las muestras, el antigeno de membrana
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epitelial EMA fue negativo en todas las muestras, este se haria evidente en anexos
cuténeos, en dermis normal o en aquella en la cual no hay lesién de estratos profundos
de la piel.

Las muestras relacionadas a lesiones, que presentaban inflamacién cronica, se les
atribuye una antigiiedad de al menos 48 horas, cuando se agrega angiogénesis la
lesion tiene un tiempo de evolucion mayor de 3 dias; Colageno IV positivo 0 con
marcada reaccion establece que la antigiiedad de la lesion es superior a 4 dias; cuando
los casos fueron positivos para CK5 se considerd que la antigiiedad de la lesion era

superior a 13 dias, al momento que habia ocurrido la muerte.

Recomendaciones

1. Dada la poca demanda de los estudios histopatolégicos en relacion al
total de necropsias realizadas en el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala, es recomendable implementar en los protocolos de manejo los criterios
para solicitar estudio histopatoldgico, capacitar a los médicos forenses para realizar
a todas las muertes naturales o violentas analisis histopatologico, mientras los
recursos humanos y materiales lo permitan, El estudio histopatologico permite
confirmar los hallazgos encontrados por el médico forense y establece una adecuada
correlacién incluso en los casos de muerte por cualquier otra causa no relacionada a
violencia.

2. Debe realizarse analisis histopatologico convencional a todos los casos
en los cuales se determine la presencia de lesiones y utilizar tinciones especiales, lo
que permitird establecer la vitalidad y la antigiedad de las lesiones, esto sera
particularmente Gtil en la investigacion de muertes violentas.

3. Se elaboro y se recomienda utilizar un "Protocolo de manejo y envio
de las muestras"”, para mejorar el traslado y manipulacién de las mismas, lo cual es
necesario dado el desconocimiento o poca demanda de este recurso por parte de los

forenses en los departamentos del interior del pais.
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Titulo del proyecto: Estudio histopatolégico de la evolucién temporal de las lesiones
en piel, mucosas y tejidos blandos mediante de histoquimica e inmunohistoquimica.
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histopatolégicos de los afios 2014 a 2018, provenientes de cadaveres, a realizarse en el
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Apéndice B. Autorizacion Inacif

l N AC' F fnstituto Nocional de Clencios Forenses de Guotemalo
ST s tnvestigacidn y Desarrolia Cientifies
Oficlo-DIIDC-17-2018
Guatemals, 17 de septiembre del 2018
Doctora
Lilian isabel Cayax Menchi
Médico y Clrufano
Presente
Estimada Dectora:

De manera atenta me drjo a usted. con relacion a solicitud para realzar &l trabajo
de Investigacion “Estudio histopatolégico de la evolucién temporal de las lesiones en
Wymmmmodamﬂcdendommmn ca”,

En tal sentido me permito Informar que, & le invita que continde con la gestion para
realizar la investigacion; por lo cual debe compéstar los requisitos de la normativa vigente
del Instituto Nacional de Ciencias Forense de Guatemala, los cusles consisten en

a) Oficio con el Visto Bueno dei Area que respalde fa sciicitue de Investigacién

b) Completar ol proyecto a realizar. con descripcidn de crenograma no mayor a 10

meses, herramienta de racoleccion de datos y ¢l plan de andlisis de resultados,
(entregario en fisico y digital),

Sin otro particular me suscribo de usted,

Castanén

J ig, rrolla Cientifico
Instituto Nacional de Clencias Forenses de Guatemala
INACIF " ‘ .

b
Jefe Desarrollo
Instituto Naclonal de Cienclas Forenses de Guatemala
INACIF
CO Ambivo
INACIF.

ANATOLOGA FORENSE METHOPOUTANA
Lo ST e

54



Apéndice C. Procedimiento para investigaciones Inacif

COPIA NO CONTROLADA

£ INACIF

e T WY
Gy Ve

Procedimiento | codige: PRO-DG-DC-301

Version: 0t

< Vigente a partir de:
REALIZACION DE JNVESTIGACIONES

CIENTIFICAS EN EL INACIF 03/0712018

Pagina 1 de 7

OBJETIVO

Promover, regular, autorizar y estandarizar investigaciones cientificas de calidad y de forma
pertinentzs, gue sean de utilidad para el INACIF y al entorno cientifico forense.

ALCANCE

Describir el procedimienta desde la recepcion de la solicitud de autorizacion para realizar
investigaciones cientfficas, estudios o articulos hasta la aprobacién de tas mismas.  Aplica
para las investigaciones cientificas, estudios 6 articulos a solicitud de investigadores extermnos,

asi

como, investigaciones cientificas, articulos vy ensayos a solicitud de investigadores

internos, realizadas en el INACIF.

RESPONSABLES

1. Aprebar pianes de investigacién interna y externa.

2. Solicitar documentacion al investigadar.

3. Presentar propuestas al Comité de Investigacion.

4. Comunicar al investigador las rescluciones del
Comité de Investigacion.

5. Monitorear el desarrollo de la investigacian.

6. Proponer implementacion de  invesiigacion
finalizadza a Direccion General.

Jefe de Investigacion y
Desarrolto Clentifico

1. Revisar el desarrollc de los proyectos de
invesligacion cientifica, estudios o articuics en el
INACIF y emitir resolucion def informe final.

Comites Téenicos de
Investigacion

Jetfe de dependencia del

1. Autorizar la participacion de personal & sU cargo

INACIF que apruebe la T X .
para realizar investigaciones internas.

investigacién interna

GLOSARIO

4.1

4.2

4.3

Comités técnicos de Investigacién: Son los encargados de revisar el desarroiio de los
proyectos de investigacion cientifica, estudios o ariculos en el INACIF y emitir
resolucion del informe final. Los comités son de cardcter objetiva y multidisciplinario ¥
estaran confermades segln la especialidad por integrantes internog, externas, consultor
internacional o miembras forenses designados por Investigacion y Desarrolio Cientifico.

Datos personales: los relatives a cualquier informacion concerniente a personas
naturales identificadas o identificabies.

Datos sensibles o dalos personales sensibles: aquelios dotos personalies que se
refieran 2 las caracteristicas fisicas o morales de (@s perschas o a hechos o
circunstancias de su vida privada o actividad, tales come los habitos personales, de
origen racial, el origen &tnico, las ideciogias y opinicnes politicas, las creencias
convicciones refigiosas, los estados de salud fisico ¢ psiquicos, preferencia o vida
sexual, situacién morales y familiar u otras cuestiones intimas de similar naturaleza.

00 POR ACUERDD
- ACIF. 052073

Elaborada por: Zanna \Vanessz | Ravisado pat: Jenny Mariela | Aprobado por: MSc. Fanugl Machanal
Guzmén Castarian Santisteban Pautisia Garcia Marales
Pliesto:  Jefe de Investigacion y | Puesto: Jefe de  Geslion  y
. N ) Py : D |
Desagsallo Cieatifica - | Acreditamiento de la Calicac ueste: Diresior Ganera

| Firma: T
" T

COPIA NO CONTROLADA
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Apéndice D. Autorizacion procesamiento de muestras. Centro de Investigaciones
Biomédicas

USAC

& TRICENTENARIA

CIENCIAS MEDICAS

Ref.CIB.051.2019
Guatemala 10 de abril de 2019

Dra. Lilian Isabel Cayax Menchu
Carnet 100030022

Estudiante

Doctorado en Ciencia Biomédicas
Facultad de Ciencias Médicas
USAC-CUM

Estimada Dra. Cayax:

Deseandole éxitos en sus labores diarias, el motivo de la presente es para informarle que no
se tiene ningun inconveniente en apoyarla para el procesamiento de sus muestras de tesis
doctoral titulada “Estudio histopatologico de la evolucién temporal de las lesiones de piel,
mucosas y tejidos blandos, mediante técnicas de histoquimica e Inmunohistoquimica.

Sin otro particular.

Atentamente
“ID Y ENSENAD A TODOS”
s,
TN
Coordinador del Centro de Investlgacmglm%gs
Facultad de Ciencias Médicas. BlumeuiAS
USAC- CUM.
C.c. Archi
IEICMCA“: o =

Centro Universitario Metropolitano -CUM-, 9a. Av. 9-45, zona 11, Tel.: 2418-7400.
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Apéndice E. Boleta recolectora de datos

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

ESCUELA DE ESTUDIOS DE POSTGRADOD

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

ESTUDNG HISTOPATOLOGICO DE LA EVOLUCION TEMPORAL DE LESIONES EN PIEL ¥ TE/IDOS BLANDOS UTILIZANDO TECNICAS DE HISTOQUIMICA
E INMUNOHISTOQUIMICA, EN MUESTRAS PROVENIENTE DE CADAVERES DEL INSTITUTO NACMMAL DE CIENCIAS FORENSES DE GUATEMALA

BOLETA RECOLECTORA DE DATOS

MNo., Fecha:
Nimero de HISTO-CEM Fecha de toma de muestra:
Sexo Edad Procedencia:

Descripcién de Indicios:

Mumero de l[aminas: Mumero de blogues de parafina:
TEJDD ANALIZADOD 51 NOD OBSERVACIONES/localizacion anatémica
- Pie
- Tejido blando

- Otrofespecifique)

- Adecuado para estudic

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO HEE

- Inflamacién Aguda

- Inflamacién crénica

- Tejido cicatrizal

- Otros (infeccidn, guemadura)

HISTOQUIMICA

- Tricrémico de Masson positive

TIEMPO ESTIMADO

INMUNOHISTOQUIMICA HORAS DIAS SEMANAS

-COLAGENO IV POSITIVO

-CK 5 POSITIVO

-EMA POSITIVO

OBSERVACIOMES

RESPONSABLE

licmn//2018
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Apéndice F. Presupuesto

=== TechnilPath

amy marithid B dareben e (3 g o Omdico BA&eHoan

Guatemala 24 de Julio 2,019

Dra. Lilian Cayax
Presente

Desedndole éxitos en sus labores v muchas bendiciones. Por medio de la
presente nos complace hacer de su conocimiento el precio de cada anticuerpo que
fue utilizado para poder entregarle un trabajo de calidad.

» COLAGENO IV Q. 3,026.41
» CK5 Q. 3173.75
» EMA Q. 2.123.25
» STAR TRECK Q. 9,149.64
TOTAL Q. 17,473.05
HISTOQUIMICA PREC
HyE Q. 35.00 c/u
TRICROMICO DE MASSON Q. 50.00 c/u
EMA 15 LAMINILLAS 388.29 clu
CK 15 LAMINILLAS 388.29 clu
COLAGENO 15 LAMINILLAS 388.29 clu
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Apéndice G. Criterios histoldgicos en imagenes
FIGURA 1 FIGURA 2

Inflamacién aguda Inflamacién croénica
Antigliedad menor de 48 horas Antigliedad mayor de 48 horas

3
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FIGURA 3

Angiogénesis
Antigliedad mayor de 3 dias

FIGURA 4

Colageno positivo
Antigiiedad mayor de 4 dias

FIGURA 5

CK5 positivo

Antigliedad mayor de 13 dias

inmunohistoquimica
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Apéndice H. Modelo de informe complementario

MODELO DE INFORME DE HISTOPATOLOGIA:
No. 2014-163
Ldminas 1,2y 3

Referido como Ano:

Tincién de H&E Tincién de Tricromico de Masson
Infiltrado inflamatorio crénico Positivo

(presencia de colageno)

COLAGENO IV EMA

Marcador Positivo Marcador Negativo
Marcada reaccidn

CONCLUSION:
Ano:
Las secciones histoldgicas de Piel, mucosa y tejidos blandos muestran Inflamacién crénica y cambios

regenerativos (marcador de coldgeno IV positivo), con un tiempo de antigiiedad de la lesidon que
puede situarse entre el dia 4 y el dia 13.

Dra. Lilian Isabel Cayax Menchu
Patdloga.
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Apéndice . Instructivo para el envié y manejo de muestras (propuesta)

A. Propdsito y Objetivo:

Este instructivo de envio y manejo de muestras al laboratorio de Histopatologia de INACIF, tiene
como propdsito brindar una guia sencilla y facil de seguir para el control de las variables asociadas
al proceso preanalitico, como lo son la toma, manejo y transporte de muestras en el andlisis
patolégico. Se evita comprometer la integridad de las muestras cuando el médico, el personal y el
laboratorio siguen las politicas y procedimientos apropiados. Adema3s, el cumplimiento de estas
directrices garantizard un transporte seguro y oportuno de la muestra y la obtenciéon de un
diagndstico certero y confiable.

B. Definiciones Basicas

a. Biopsia: Es la toma de una muestra o porcion de tejido de un érgano, para investigar a través del
microscopio la naturaleza de una lesidn.

Tipo Descripcion

Biopsia de Puncion Es la toma de un cilindro de tejido que varia de 1 a 6 mm de
diametro. En el caso de la piel comprende epidermis, dermisy tejido
celular subcutaneo.

Biopsia Excision Es la extirpacidn total de lesiones pequefias

Biopsia Incisién Cuando se obtiene Unicamente una parte de la lesién, se usa en
procesos amplios y lesiones superficiales de facil acceso

Biopsia por Raspado Se raspa con bisturi la epidermis y porcién de la dermis, se usa en

las lesiones superficiales (afeitado).

C. Informacién General: para la recepcién de muestras para estudio Histopatoldgico provenientes
de Morgue Central y todas las sedes departamentales.

a. El laboratorio de Histopatologia de INACIF, atiende en los siguientes horarios: lunes a
viernes de 8:00am a 16:00pm, para la recepciéon de muestras y entrega de resultados. Dias
Festivos: estos dias permanece cerrado.

b. Direccion Fisica: Morgue Centra INACIF, Avenida del Cementerio 18-26 zona 3
Guatemala.

Direccion Electrénica:

Numero Telefdnico: extensién --------

D. Reporte de Resultados: El laboratorio tiene varias formas para la entrega de resultados los
cuales incluyen:

e Entrega en la Oficina de Médicos
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e Correo Electrénico y/o la transferencia de esta a otro personal de la instituciéon
(mensajeros).

E. Guia de Archivo de Muestras y Resultados: (Disponibilidad)

Tipo de Muestra Tiempo Disponible en que se guarda o almacena
Piezas Quirurgicas ¢ Piezas quirurgicas, hasta un mes después de firmado el
estudio

* Bloques de parafina con tejido incluido, hasta diez afios

¢ Laminillas con cortes histoldgicos, hasta veinte afios

* Resultado final — 10 afios

Muestras procedentes e Tejidos residuales — hasta 3 meses después del reporte final
de Autopsias ¢ Bloques de parafina — 10 afos

e Laminillas — 20 afios

* Resultado final — 10 afios

F. Rechazo de Muestras

Puede ocurrir el rechazo de las solicitudes o requisiciones preparadas incorrectamente, incompletas
o muestras identificadas incorrectamente. Los especimenes seran rechazados debido a la muestra
incorrecta o ausente. Se le notificard al médico sobre las muestras rechazadas o problema
identificado, ya sea durante la entrega de la muestra o durante la inspeccidn y registro de cada
muestra recibida.

G. Guia de procedimientos:

a. Instrucciones para ordenar pruebas

¢ Todo examen histopatoldgico se ordena mediante solicitud en papel (formulario No. ....
Ver anexo (1)) proporcionado por la institucion, que contenga la informacién requerida.

e Puedensolicitar examen histopatoldgico los médicos Peritos Profesionales de Inacif, con
visto bueno del Coordinador de Morgue o sede, o el Ministerio Publico por intermedio
de auxiliares fiscales.

e Toda requisiciéon o solicitud debe ser legible y estar documentada en todas las partes
que apliquen.

e Se debe tener cuidado para que todas las secciones de la requisicion se completen,
incluyendo la identificacidn, tipo de espécimen(es), el tipo de examen solicitado y la
informacidn clinica necesaria, antecedentes pertinentes, otros hallazgos relevantes.

e Es responsabilidad del médico que toma la muestra o de aquel que esta dentro del
proceso de toma de muestra, el rotular la muestra inmediatamente.

b. Instrucciones para el Empaque y Manejo

e Todas las muestras enviadas al laboratorio deberdan ir acompanadas de una
solicitud.

e Elespécimen debe ser rotulado correctamente, seglin indicado en seccion anterior.

e Debe estar en un fijador adecuado.
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e Toda muestra debe ser colocada en un recipiente a prueba de fugas o derrames,
debidamente rotulada, y dentro de una bolsa de plastico [identificada como
material biopeligroso] para el transporte de la muestra al laboratorio.

e Para las muestras con tapas removibles, la etiqueta debe ser colocada en la parte
lateral del recipiente en lugar de la tapa. NO Rotular en la Tapa.

* Noes aceptable rotular la bolsa de transporte y no rotular la muestra en el interior.

e la solicitud y la documentacién adjunta deben ser colocadas en el exterior de la
bolsa de transporte de la muestra para evitar la contaminacién.

c. Recipientes y manejo:

e Recipientes que estan en contacto directo con la muestra original, estos recipientes
deben contener formalina neutralizada al 10%, requerido para la preservacion y
transporte.

e Poner la muestra dentro del recipiente primario, asegurese que la muestra estd
completamente cubierta con la formalina.

e Rotular la muestra con la informacidn requerida. Utilice las etiquetas disponibles en
cada recipiente.

e Asegurese que el recipiente esta bien cerrado. Coldquelo dentro de una bolsa
pldstica con simbolo de biopeligroso.

c. Requisitos para el Andlisis:

e Formalina neutralizada 10% - afiadir aproximadamente 3 veces el volumen con
relacidn al tamaio de la muestra. La muestra debe estar cubierta completamente
con la soluciodn fijadora (formalina).

e Utilizar siempre los envases apropiados.

e Muestras en formalina, mantener a temperatura ambiente.

e Sila muestra no tiene solucidn fijadora o no esta suficientemente cubierta, esta se
debe refrigerar y transportar lo antes posible. Para evitar la autolisis, las piezas
deben obtenerse, almacenar apropiadamente o trasladar al laboratorio lo antes
posible.

e La muestra para fijar no debe ser muy gruesa, pues de lo contrario las zonas
centrales no se fijaran bien. El formol fija en 24h una muestra de un grosor de 3-5
milimetros, por lo cual las muestras enviadas no deben ser muy grandes. (se
recomiendan muestras de 3 o 4 centimetros)

e Sise va a fijar un drgano en bloque para preservar la arquitectura del érgano se
deben realizar incisiones, cortes, sobre su superficie y apertura de sus cavidades
internas con el fin de que el liquido fijador alcance lo mas rdpidamente posible el
interior del tejido. Para conseguir una buena fijacién de drganos huecos éstos deben
ser llenados con liquido fijador y atado en sus extremos. El volumen del fijador
respecto al de la pieza, es un punto muy importante para la fijacion, lo ideal es 1-20
como minimo.
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e Para lograr una fijacidn correcta el liquido tendra que estar en contacto con todas
las paredes del tejido, es por eso por lo que no es conveniente meter en un mismo
frasco varias piezas porque podrian pagarse unas a otras y evitar la penetracién del
fijador.

e Sienuna misma biopsia se presentan varios fragmentos nunca deben pegarse al ser
sumergidos ni deben fijarse diferentes érganos en un mismo recipiente

e Lostejidos que flotan como por ejemplo grasa o tejido pulmonar no deben quedarse
en la superficie por lo que deben envolverse en papel de filtro o gasa que pese, para
gue vayan hacia el fondo y asi estén rodeados del fijador.

d. Casos no contemplados en este instructivo:

¢ Debera haber una comunicacion con el patdélogo o personal del laboratorio antes
de la toma de la muestra.

e El patdlogo ofrecera las instrucciones para asegurar una muestra apropiada.

e Asegure tener las instrucciones y todo lo necesario para preservar la muestra.

¢ Algunos tipos de muestras representan muestras criticas, imposibles de repetir.
H. Referencias:

1. Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, Normativa Técnica para la Regulacion de
los Servicios de Patologia, Laboratorios de patologia y Salas para Necropsias. Acuerdo
ministerial 1151-2009. Guatemala. 2009

2. Mendoza. A. Manual de toma y envio de muestras a patologia. 2015. Puerto rico.
Laboratorio de patologia de Southern Pathology Services inc. (sps)

3. Segura D. Fijacién y Procesamiento de la Muestra. 2011. Departamento de Anatomia
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Resumen

En la invesfigacion de los hechos que rodean
una muerte violenta, es particularmente Gl
establecer la antigliedad de las lesiones que se
observan. En este estudio, se establecio la
evolucion temporal de lesiones en piel y tejidos
blandos en muesiras provenientes de cadaveres.
Las necropsias médico legales fueron realizadas
en &l Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala {INACIF) y habian determinado la

Se realizaron nuevos cortes y se tifieron con
hematoxilina-eosina, Tricromico de Masson e
Inmunohistoguimica. La identificacion positiva a
Colageno IV, CK § y EMA, establecid la presencia
de ciertos componentes tisulares. La
inmunohistoquimica permite identificar
especificamente los constituyentes del tejido.
Dado que los diferentes elementos celulares
aparecen o desaparecen de acuerdo al empo
que trascurre desde gue se produce unsa lesidn
hasta &f momento en que ocurre la cicatrizacion,
es posible establecer el tie de anfigiedad de
las lesiones. Palabras clave: Lesion tisular.
Cicatrizacidn. Necropsia médico legal,
Inmunohistoguimica.

Abstract

in the investigation of the facts surrounding a
violent death, it is particularly useful to establish
the age of the injuries that are observed. In this
study, the temporal evolution of skin and soft

tissue injuries was established in samples from
cadavers. The medico-legal autopsies were
performed at the Instifuto Nacional de Ciencias
Forenses de Guatemala (INACIF) and had
determined the of injuries and & routine
histopathological study had been carried out.

New sections were made and stained with
hematoxylin eosin, Masson's trichrome and
Immunohi istry. Positive identification to
Collagen IV, CK 5 and EMA, established the
presence of cerlain tissue components.
Immunchistochemistry allowed specific
identification of tissue constituents. Because
different cellular elements appear or disappear
according fo the time that elapses from the time
an injury oceurs to the moment h occurs, it
is possible fo establish the age of lesions.
Key words: Tissue injury. Healing. Medico-legal
autopsy. Immunohi i

DOl https:/idoi.org/10.36108/rmg.v15%i1.178

Introduccién

El INACIF realiza un promedio de 6,500
necropsias por afio, un gran porcentaje estan
relacionadas a violencia.[1l Cuando un médico
forense realiza el examen externo del cadaver y
encuentra lesiones como excoriacionss o heridas,
debe establecer si fueron realizadas en vida y si
es' posible estimar el tiempo en el cual fueron
efectuadas, para ello puede auxiliarse del estudio
histopatologico. El estudio microscopico de la
vitalidad de las lesiones y su progresion es el
estudio del inicio y la progresion del proceso
inflamatorio y reparativo.[2]
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Apéndice K. Graficas
Grafica No. 1

Muestras Relacionadas a Piel y Tejidos Blandos
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Gréfica No. 2

Muestras Adecuadas para estudio Histopatoldgico
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Gréfica No. 3

Numero de casos (tincion H & E)
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Gréfica No. 4

Numero de casos positivos histoquimica e inmunohistoquimica
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Grafica No. 5

Numero de casos y temporalidad de las lesiones
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