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Resumen

En la investigacion de los hechos que rodean
una muerte violenta, es particularmente util
establecer la antigledad de las lesiones que se
observan. En este estudio, se estableci6 la
evolucion temporal de lesiones en piel y tejidos
blandos en muestras provenientes de cadaveres.
Las necropsias médico legales fueron realizadas
en el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala (INACIF) y habian determinado la
presencia de lesiones y se habia efectuado estudio
histopatol6gico de rutina.

Se realizaron nuevos cortes y se tifieron con
hematoxilina-eosina, Tricrobmico de Masson e
Inmunohistoquimica. La identificacion positiva a
Colageno IV, CK 5 y EMA, estableci6 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 tiempo
gue trascurre desde que se produce una lesion
hasta el momento en que ocurre la cicatrizacion,
es posible establecer el tiempo de antigtiedad de
las lesiones. Palabras clave: Lesion tisular.
Cicatrizacion. Necropsia médico legal,
Inmunohistoquimica.

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

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

El INACIF realiza un promedio de 6,500
necropsias por afio, un gran porcentaje estan
relacionadas a violencia.[1] Cuando un médico
forense realiza el examen externo del cadaver y
encuentra lesiones como excoriaciones 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
histopatoldgico. El estudio microscépico de la
vitalidad de las lesiones y su progresién es el
estudio del inicio y la progresion del proceso
inflamatorio y reparativo.[2]
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Establecer la antigledad de las lesiones es de
suma importancia para la imparticién de justicia,
es util saber si una lesion es reciente o antigua
y el tiempo estimado en que ocurrié esa lesion.
Este diagndstico se lleva a cabo mediante el
examen macroscopico, se auxilia en algunas
ocasiones en el estudio histopatoldgico; no
obstante, las técnicas de histoquimica e
inmunohistoquimica permiten la identificacion de
los constituyentes del tejido cicatrizal, por lo cual
es posible establecer el tiempo aproximado de
antigiiedad de una lesion observada.[3] En la
practica, el médico forense se enfrenta a lesiones
o heridas que fueron realizadas en momentos
diferentes y por lo tanto hay diferencias
histolégicas en relacién a los componentes. La
inflamacion aguda es la respuesta inicial e
inmediata a una lesion, a la cual le sigue la
inflamacién croénica y la cicatrizacion. Para
establecer una u otra, la inmunohistoquimica
ofrece ventajas que la han convertido en el método
de eleccién en las investigaciones en esta
materia.[4] Ademas de la inflamacion, la
coagulaciéon también se induce en heridas vitales,
por lo tanto, el andlisis de los marcadores de
coagulacioén de la sangre en la hemorragia de la
herida podria ser un factor discriminatorio adicional
importante en la determinacién de la edad de la
herida.[5] En los estudios dirigidos a determinar
la evolucion de las lesiones, los anticuerpos a
utilizar estaran relacionados con los mediadores
del proceso inflamatorio y reparativo. La
inmunohistoquimica permite detectar, amplificar
y hacer visible un antigeno especifico, que
generalmente es una proteina, permitiendo
identificar la localizacién de una sustancia
especifica a nivel tisular o celular.[6] Al hacer
evidente la presencia especifica de elementos
del proceso inflamatorio y cicatrizal, se puede
establecer la evolucion de una lesién. Si se
relacionan los hallazgos con antecedentes del
caso, el andlisis forense tendra un mayor sustento
cientifico y por ende valor probatorio,.

Material y métodos

Este estudio cont6 con el dictamen favorable del
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Médicas, con el aval de la Direccion de INACIF

y la colaboracion del Centro de Investigaciones
Biomédicas (CIB) de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala. Se revisaron los estudios
histopatologicos de 909 casos a lo largo de cinco
afos (2014-2018), disponibles en los archivos
INACIF, se incluyeron archivos documentales y
archivos de laminas, identificando estudios
histopatolégicos de piel o tejidos blandos
provenientes de cadaveres con diagnéstico de
inflamacion aguda, cronica y/o cicatrizacion.
Recolecciéon de datos: luego de identificar los
casos, se realizaron nuevos cortes a los bloques
de parafina y montaje del tejido en laminas
portaobjetos. En una segunda etapa, en el
laboratorio de histopatologia del CIB, se realiz6
tincién de hematoxilina-eosina a los tejidos; los
casos fueron revisados para establecer si el tejido
era apto para estudio, las muestras permitieron
evidenciar proceso inflamatorio agudo o crénico
y la presencia de proceso cicatrizal, la tincion de
Tricromico confirmé la presencia de colageno,
elemento caracteristico de los procesos
cicatrizales.[4] Técnicas e instrumentos: con el
acompafiamiento de la empresa Technipath se
realiza la aplicacién de anticuerpos para
Inmunohistoquimica y el procesamiento de
muestras mediante técnica de microarreglos, se
seleccioné este procedimiento porque permite
reducir los costos. En los casos donde se encontrd
autolisis, las muestras no fueron consideradas
aptas, la integridad de la proteina tisular es
indispensable para el estudio histopatolégico e
inmunohistoquimico?. Al hacer evidente la
presencia de elementos especificos del proceso
cicatrizal, sumado a la identificacién
inmunohistoquimica y considerando que estos
elementos tienen un tiempo estimado de aparicion
y desaparicion dentro del proceso se establecid
un tiempo de antigiiedad.[8] Toda la informacién
se colocé en una boleta disefiada para el efecto.
La presencia de elementos del proceso
inflamatorio agudo sitian la lesion en un periodo
de 0 a 48 horas, la presencia de elementos del
proceso inflamatorio crénico indican que la lesion
tiene un tiempo superior a 48 horas, la presencia
de angiogénesis (nuevos vasos) sitla la
antigiedad de la lesion entre el dia 3-6,
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la tincion de Tricromico de Masson positiva
demuestra la presencia de colageno, fibroblastos
o reticulo, elementos cicatrizales; el marcador de
Inmunohistoquimica Colageno IV sitda una lesion
entre el dia 6-7, el marcador de Membrana Basal
Epitelial (EMA) situa una lesion entre el dia 8 al
13 y el marcador Queratina 5 sitia una lesion
entre el dia 13 al 23.[3,9,10]

Resultados

Se identificaron noventa y cuatro muestras (94)
relacionadas a lesiones de piel y tejidos blandos.
Se determiné que 2 eran normales, 3 mostraban
inflamacién aguda, 87 mostraban inflamacion
crénica, 22 de ellas con angiogénesis. Del total
de muestras, 86 fueron positivas para Tricrémico
de Masson (demostraban presencia de colageno)
y de estas, 40 fueron positivas para colageno IV;
las tinciones de queratina y antigeno de membrana
epitelial fueron negativas. Mediante la evaluacion
histolégica de los tejidos y las tinciones
mencionadas, se situd la antigiedad de la lesion,
usando los siguientes criterios.

* Presencia de infiltrado inflamatorio agudo,
antigtiedad de 4 a 48 horas.

» Presencia de infiltrado inflamatorio crénico,
antigiiedad mayor de 48 horas.

» Tricrbmico positivo, presencia de colageno

 Colageno IV positivo, antigiiedad mayor de 6 a
7 dias.

* Membrana basal epitelial positiva, antigiedad
mayor a 13 dias

* Queratina positiva, antigtiedad mayor a 23 dias.

De las 94 lesiones en las muestras analizadas,
dos tenian menos de 48 horas; 87 tenian mas de
48 horas, pero de acuerdo a inmunohistoquimica
no mas de 6 o 7 dias. No se encontrd ninguna
lesion superior a ese periodo. No es posible
establecer la cronologia de una lesién sin
establecer previamente 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, pueden elaborarse conclusiones
erréneas.[2,11]
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Discusion

En la investigacion realizada, el estudio
histopatol6gico demostré la presencia de
elementos del proceso inflamatorio agudo situando
la antigliedad de la lesion en un periodo menor
a 48 horas, la presencia de elementos del proceso
inflamatorio crénico indica que la lesién tiene un
tiempo superior a 48 horas, la presencia de
angiogénesis (nuevos vasos) sitla la antigiedad
de la lesién entre el dia 3-6, la tincién Tricrémico
de Masson demuestra la presencia de colageno,
considerado elemento cicatrizal; la reactividad al
marcador de Inmunohistoquimica Colageno IV
sitlio la lesion entre el dia 6-7. Determinar la edad
de una herida es un desafio en la patologia
forense, el progreso reciente en las técnicas ha
permitido la evaluacién de materiales a nivel
celular y molecular, asi como la evaluacion
simultdnea de multiples marcadores.

Investigaciones en materiales de autopsia
utilizando procedimientos estandarizados como
inmunohistoquimica, hace que el campo cientifico
de la determinacion de la edad de las heridas
haya avanzado durante los Ultimos afios y esto
es fundamental para el andlisis forense. Se espera
que adicionando las tinciones de histoquimica e
Inmunohistoquimica al estudio convencional de
lesiones en piel y tejidos blandos se pueda
establecer un tiempo estimado de antigliedad v,
al relacionar los resultados con los antecedentes
del caso, el médico forense podra fundamentar
de una manera categoérica las conclusiones
emitidas en su dictamen pericial.
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