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Resumen

Dado que los tradicionales métodos macroscépicos de la antropologia forense a partir de los cuales
define como peri mortem determinadas alteraciones no pueden mas que circunscribirse a las
propiedades fisico-quimicas del hueso y de la biomecéanica que de ello se deriva, tales métodos son
incapaces de diagnosticar con certeza si dichas alteraciones corresponden a lesiones vitales (producidas
antes del fallecimiento del individuo) y mucho menos de estimar el tiempo transcurrido entre la
produccion de la lesién y la muerte de la persona.

Surge entonces necesidad de integrar una aproximacion a la escala en la cual se desencadenan los
procesos celulares inmediatos y tempranos asociados a una lesion traumatica, es decir, la reaccion vital.
Esta aproximacion es la que ofrece el enfoque disciplinar de la Morfologia Humana que estudia la forma
y componentes del cuerpo humano a partir de tres puntos de vista interrelacionados: la anatomia
macroscoépica, anatomia del desarrollo y también la perspectiva microscépica. Esta Ultima perspectiva
en el examen del trauma 6seo es potencialmente viable a través de la aplicacion de las técnicas
histol6gicas e inmunohistoquimicas propias de la histopatologia para la detecciéon de indicadores
caracteristicos de la reaccién vital en la microestructura tisular, lo cual podria complementar las
valoraciones macroscoépicas/biomecéanicas y contribuir en la resolucion de los problemas asociados a la
determinacion de la vitalidad de las fracturas y del Intervalo de Tiempo Postraumético (tiempo de
supervivencia).

Asi, la presente investigacion corresponde entonces a un estudio cualitativo de caso de dos muestras
de fracturas 6seas macroscopicamente peri mortem, provenientes de un individuo infantil esqueletizado
el cual fue inhumado entre 1850 y 1950, con el fin de evaluar la utilidad y eficacia de las técnicas
histopatoldgicas en el diagndstico de reaccién vital y tiempo de supervivencia en lesiones Gseas peri
mortem de restos esqueletizados. Dichas técnicas reafirman el potencial de la histologia en la valoracion
de la microestructura 6sea y demuestran una buena efectividad de las técnicas histopatoldgicas en la
deteccion de caracteristicas de la reaccién vital temprana en lesiones del tejido 6seo y aportan
elementos para estimar el intervalo de tiempo postraumatico transcurrido.

Palabras clave: Reaccion Vital, Antropologia Forense, Histopatologia, Morfologia
Humana.



Abstract

HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION OF VITAL REACTION IN BONE TISSUE LESIONS: AN
INTERDISCIPLINARY BRIDGE BETWEEN HISTOPATHOLOGY AND FORENSIC ANTHROPOLOGY.

Since the traditional macroscopic methods of forensic anthropology, which define certain alterations as
peri mortem, can only be limited to the physical-chemical properties of the bone and the biomechanics
that result from it, such methods are unable to diagnose with certainty whether these alterations
correspond to vital injuries (occurred before the death of the individual) and much less to estimate the
time elapsed between the occurrence of the injury and the death of the person.

There is then a need to integrate an approach to the scale at which the immediate and early cellular
processes associated with a traumatic injury are triggered, that is, the vital reaction. This approach is
offered by the disciplinary approach of Human Morphology, which studies the form and components of
the human body from three interrelated points of view: macroscopic anatomy, developmental anatomy
and also the microscopic perspective. This latter perspective on the examination of bone trauma is
potentially feasible through the application of histological and immunohistochemical techniques specific
to histopathology for the detection of characteristic indicators of vital reaction in tissue microstructure,
which could complement macroscopic/biomechanical assessments and contribute to the resolution of
problems associated with determining fracture vitality and Post-Traumatic Time Interval (survival time).

Thus, the present investigation corresponds to a qualitative case study of two samples of macroscopically
peri-mortem bone fractures from a skeletonized child who was buried between 1850 and 1950, in order
to evaluate the usefulness and effectiveness of histopathological techniques in the diagnosis of vital
reaction and survival time in peri-mortem bone lesions of skeletonized remains. These techniques
reaffirm the potential of histology in the assessment of bone microstructure and demonstrate the good
effectiveness of histopathological techniques in detecting characteristics of the early vital reaction in bone
tissue injuries and provide elements to estimate the post-traumatic time interval elapsed.

Keywords: Vital Reaction, Forensic Anthropology, Histopathology, Human Morphology.
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INTRODUCCION

Producto de la realidad social y politica en nuestro pais, que durante las Ultimas décadas ha estado
atravesada por diferentes hechos de violencia, la nacién actualmente afronta diversos fenbmenos a los
cuales debe dar respuesta con el fin de mantener o reestablecer tanto los Derechos Humanos (DD.HH)
como la aplicacién del Derecho Internacional Humanitario (DIH). Uno de estos fendmenos tiene que ver
con las miles de personas asesinadas y desaparecidas que produjo el conflicto armado en las diferentes
regiones colombianas y cuyos cuerpos, en reduccion esquelética la mayoria, se encuentran en condiciéon
de No Identificados (CNI); aunque cientos de estos cuerpos han sido ya recuperados (en el marco, por
ejemplo, de la ley de Justicia y paz, asi como diferentes acciones humanitarias por parte del Comité
Internacional de la Cruz Roja y de la Unidad de Busqueda de Personas dadas por Desaparecidas) no
todos han podido ser identificados; otros miles alin esperan en cementerios o sitios de disposicion
clandestinos ser algun dia recuperados e identificados (Sanabria y Osorio, 2015; Centro Nacional de
Memoria Historica, 2016).

Ahora bien, reestablecer los derechos de las personas desaparecidas y sus familias pasa no sélo por la
plena identificacion de dichos cuerpos; también es fundamental conocer el destino de dichas personas
y esclarecer en qué circunstancias murieron, para lo cual es necesario un abordaje médico-legal de sus
cuerpos con el fin de obtener elementos tendientes no solo a lograr su identificacion sino a establecer
ademas su causa y manera de muerte, asi como a reconstruir las circunstancias que rodearon su deceso
(1) (2). Estas inferencias dependeran en buena medida de la observacion, identificacion e interpretacion
de lesiones traumaticas presentes en el cuerpo examinado que, a la luz de criterios estrictamente
cientificos, se logre realizar a través de la necropsia médico-legal y, entre otros, el analisis antropolégico
forense. Por ejemplo: ¢existen o no lesiones traumaticas en el cuerpo? De existir dichas lesiones, ¢se
produjeron antes o después de la muerte del individuo? ¢ son la causa de la muerte de la persona? ¢ esta
muerte fue inmediata a la produccion de estas lesiones 0 existié un intervalo de tiempo postraumatico
transcurrido antes del fallecimiento?, son algunas preguntas cruciales que el examen médico-legal del
cadaver debe ayudar a responder.

Estas preguntas guardan relacién con un interrogante mucho mas fundamental que ha acompafiado la
historia de la investigacién medicolegal de la muerte y de la medicina en general y que tiene que ver con
la posibilidad de establecer si las alteraciones observadas corresponden a lesiones y si estas
efectivamente se produjeron antes del fallecimiento del individuo; es decir, diagnosticar si corresponden
a lesiones vitales o post vitales. Este diagndstico se ha basado hasta ahora en examinar los tejidos
lesionados en busqueda de indicios de la respuesta inflamatoria como hemorragia, hinchazén o
coagulacioén; dicha posibilidad de diagnéstico deviene en dilema cuando se trata de lesiones que se
producen en el periodo cercano al fallecimiento, que en algunos manuales de Medicina Legal se conoce
como periodo de incertidumbre de Tourdes y frente al cual, desde décadas atras, se han realizado
esfuerzos importantes por reducirlo lo maximo posible (3). No obstante, dicho esfuerzos investigativos y
experimentales no han hecho sino poner de manifiesto tanto la gran variabilidad que atraviesa el proceso
inflamatorio y de reparacion tisular en general como la importancia mayuscula que aun hoy continda
revistiendo la cuestién de si una lesion se produjo o no en vida y si tal lesiébn guarda relacién causal con
el fallecimiento del individuo (4).



Si bien esta cuestidn es ya critica en el caso de necropsias medicolegales practicadas a cadaveres que
aun preservan buena parte de sus tejidos blandos y duros, en los cuales aun es posible auscultar y
correlacionar los diferentes tejidos/6rganos lesionados; esto no sucede en los casos de cuerpos en
reduccion esquelética. En estos individuos representa entonces un desafio la identificacion e
interpretacion de sus lesiones ya que, con excepcion del tejido 6seo y dental, todos los demas
tejidos/6rganos se han perdido tras el proceso natural de descomposicion cadavérica, a lo que se suma
gue las condiciones en las cuales se produjo dicha descomposicién puede exponer el cuerpo a diferentes
agentes tafonémicos que comprometan su grado de preservaciéon (5) -representando una dificultad
afiadida para la observacion e interpretacion de lesiones traumaticas que examinan tanto el médico
como el antropélogo forense. Por tanto, la oportunidad de determinar el momento de la(s) herida(s) al
permitir esclarecer el orden temporal de las lesiones y su relacion causal y temporal con el momento del
fallecimiento, posibilitaria la reconstruccion de circunstancias o hechos en torno a la causa de dicho
fallecimiento.

En el caso de los traumatismos 0seos, las reconstrucciones forenses i principalmente por parte de
antropdlogos- se centran con frecuencia en distinguir entre los traumatismos que se produjeron en el
momento de la muerte o inmediatamente antes (y que proporcionan pruebas sobre la causa y forma de
la muerte) y los que se produjeron después. Esta distincion se ha hecho principalmente sobre la base
de criterios macroscépicos y morfolégicos, a partir del entendimiento sobre qué caracteristicas imprime
una lesién en el hueso cuando este posee todas sus propiedades fisico-quimicas propias de un tejido
vivo (relacionadas principalmente con sus componentes organicos, asi como la humedad que le
proporcionan los diferentes liquidos organicos del cuerpo) y que le otorgan atributos de cierta viscosidad
y elasticidad: el traumatismo éseo que exhiba estas caracteristicas macroscopicas es entonces
caract er i gaidortem® moq e refiere a | o que ocurre®muy p
Tales caracteristicas no serian las mismas que exhibe el dafio al hueso que, tras un tiempo del
fallecimiento y descomposicién del individuo, haya perdido todo su componente hidrico/organico y esté
desprovisto de toda capacidad eldstica ( | | a ma d o A hidaic que entences @s)asumido como
post mortem (7) (6).

Sin embargo, algunos agentes del medio a los que esté expuesto un cadaver pueden permitir que sus
estructuras 6seas continlen reteniendo humedad y que por tanto su respuesta biomecanica al dafo

exhiba las mismas caracteristicas macroscopicas ( i e | § squé las aldd t@jido dseo vivo, por lo cual,
aunque sean alteraciones post vital esperimoaamo(8)sAsi; pi c a
en el ambito de la antropologia forense, el tradicional diagnéstico cronolégico de aquellos traumatismos

Aperi mabrelbased e criteri os macr os aemjemasapropieddies fisicdiso | - g i
del hueso y caracteristicas visuales de una alteracién, pero que brinda poca claridad sobre si tales
traumatismos son vitales y precedieron al fallecimiento del individuo o si, por el contrario, son
alteraciones post vitales (9). El tradicional examen visual y macroscépico por si mismo es entonces
insuficiente para definir o descartar la vitalidad de una fractur a Aiper.i mort e
considerablemente su capacidad para esclarecer si este tipo de alteraciones observadas estuvieron o

no involucradas en las circunstancias y hechos que devinieron en la muerte de la persona (10).

Ante esta insuficiencia, una dimension de analisis a nivel microscépico del tejido éseo lesionado que no
presenta indicios macroscépicos de reparacion 6ésea podria afinar el diagnéstico sobre la vitalidad de la
lesion a partir del examen de la microestructura de este tejido con el fin de detectar posibles indicios o
marcadores relacionados con procesos bioldgicos desencadenados por el dafio y que por tanto no
estarian presentes si tal dafio se produjese posterior al momento de la muerte. Estas respuestas
bilégicas que desencadena una lesion en un tejido vascularizado e inervado como es el hueso,



corresponden a la reaccion vital; aunque las etapas mas recientes de esta reaccion vital, como la
hemorragia o la inflamacion aguda, son inapreciables macroscépicamente en restos esqueletizados, si
son susceptibles de ser examinadas desde una aproximacién microscopica al tejido 6seo. Esta
aproximacion microscopica al tejido 6seo como complemento de las valoraciones visuales y
macroscopicas es posible obtenerla desde un enfoque integral y realmente morfolégico del hueso.

Aunqgue recurrentemente en la literatura se refierena | os aspectos fAmor f ol6)
(11) (8), es porque se asume mas en alusion a formas y caracteristicas visualmente apreciables en el
hueso pero que no asume la morfologia en su amplio sentido disciplinar. Pero es precisamente la
perspectiva de la Morfologia Humana como disciplina, particularmente en su concepcion actual, la que
permite integrar en el estudio del hueso y sus afectaciones tanto una perspectiva macroscopica como
una aproximacién a su microestructura. Para esto ultimo, la Morfologia Humana integra los métodos y
técnicas de la Histologia, y particularmente de la histopatologia, con lo cual permite un analisis
microscopico de los tejidos y sus alteraciones.

Asi las cosas, y tal como lo han mostrado algunos estudios experimentales en la Ultima década, una

gi
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histopatologia podria revelar marcadores y signos de reaccion vital, confirmando asi la vitalidad de la
lesion, estimaciones el tiempo de supervivencia y enriqueciendo con ello la capacidad diagnéstica de la
antropologia forense. Estos estudios, si bien sugieren el potencial que representan la inclusion de las
técnicas histopatolégicas en el examen de las propiedades microscoOpicas de las fracturas éseas,
recalcan que aun se requiere mas investigacion y mas estudios preferiblemente en hueso seco y
deshidratado con el fin de entender mejor el significado de la presencia o ausencia de cualquier rastro
biolégico en el trauma esquelético asi como comprender la persistencia o modificaciones a lo largo del
tiempo y en relacion con la tafonomia.

Por ello, el propésito de esta investigacion fue aplicar técnicas histopatolégicas en dos muestras de
fracturas - seas i p e esi de huesod leumanos ecasvcenn él dim tde detectar
biomarcadores asociados a la reaccion vital y probar asi la utilidad y eficacia de dichas técnicas en el
diagnéstico de vitalidad y tiempo de supervivencia en este tipo de traumas.

En ese orden de ideas, el presente trabajo que expone los componentes de esta investigacion se
estructurard en: el planteamiento del problema, donde se presentan las limitaciones de los tradicionales
criterios macroscopicos de la antropologia forense en cuanto a la interpretacion de la relacion entre el
trauma peri mortem con respecto al momento de la muerte y como la ausencia de un enfoque que integre
aspectos microscopicos no hace sino perpetuar dicha situacion; a continuacion, en el capitulo de
Justificacion se expone la necesidad de llevar a cabo analisis experimentales de las caracteristicas
microscopicas de las fracturas y en ese sentido la relevancia y utilidad que podrian representar las
técnicas histopatologicas en la confirmacion o descarte de vitalidad de una lesién 6sea; posteriormente,
se dan a conocer los objetivos de la investigacion que, de ser alcanzados, permitiran cumplir el propésito
de la misma; en el apartado de Antecedentes se hard una valoracion de los estudios que han abordado
esta problematica desde un enfoque similar; seguidamente se podran de manifiesto los fundamentos
tedricos y conceptuales de las categorias centrales de esta investigacion; en el siguiente aparatado,
Metodologia, se explicara todo lo concerniente a la recoleccion de las muestras de fracturas 6seas y su
procesamiento histoldgico e inmunohistoquimico

A continuacién, se expondran los resultados obtenidos tras el procesamiento histopatolégico y su
registro con microscopia 6ptica; posterior a estos, el apartado de Hallazgos y discusion realizara una
presentacion critica de dichos hallazgos a la luz del estado actual de la investigacion al respecto.



Finalmente, en las Conclusiones se presenta la informacion y puntos clave sobre el potencial de las
técnicas histopatoldgicas implementadas respecto al examen y diagnostico de la reaccion vital en las
muestras de fracturas 6seas muestreadas.

Aclaracion de financiamiento: la investigacion aqui expuesta fue posible gracias al apoyo econémico por
parte del Comité Internacional de la Cruz Roja a través del otorgamiento de la beca para el apoyo a la
investigacion forense y a la basqueda de personas desaparecidas en el afio 2023.



PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

De acuerdo a los lineamientos nacionales e internacionales para la identificacion de cadaveres
asociados a presunta muerte violenta, el examen médico-legal del cadaver debe realizarse de manera
interdisciplinar por parte del médico, antrop6logo y odontdlogo. Componentes esenciales de dicho
examen son, por una parte, el observar, documentar e interpretar lesiones traumaticas con precision,
estableciendo en la medida de lo posible el mecanismo causante y temporalidad (ante, peri o post
mortem); por otra parte, y muy relacionado con lo anterior, extraer conclusiones acerca de la causa de
la muerte y los factores que contribuyeron a ella (12) (2). Esto en definitiva debe permitir al equipo en
cabeza del médico forense no solo extraer conclusiones respecto a la identidad del fallecido sino realizar
inferencias e interpretaciones sobre las circunstancias que rodearon su muerte (12) (1). Al mismo tiempo,
los mismos lineamientos, son enfaticos en que estas conclusiones e interpretaciones deben estar
orientadas por un enfoque cientifico y, por lo tanto, soportadas en métodos y principios cientificos.

Esta investigacion medicolegal de la causa y manera de muerte asi como del tiempo transcurrido, si bien
se nutre de la informacion aportada por la autoridad sobre el caso (contexto del lugar de los hechos
y descripciones de los hallazgos durante el hallazgo del cuerpo) y del aporte de analisis por parte de
disciplinas como la genética o la odontologia forense, depende en buena medida y de manera
fundamental del examen de un cadaver (o partes de él) a través de la necropsia medicolegal para
localizar y examinar alteraciones en él que puedan estar relacionadas con dicha manera y causa de
muerte, es decir lesiones infligidas en la persona cuando ésta aln estaba con vida (lesiones vitales) pero
con ocasion de las cuales se desencadena finalmente el deceso de ella. Para la identificacion de este
tipo de alteraciones y su diferenciacion de aquellas ocurridas en cuerpo luego de su deceso, la patologia
y la medicina forense se han basado especialmente en el estudio de los biomarcadores de los procesos
(principalmente inflamatorios) que en un tejido vivo se desencadenan a consecuencia del dafio y como
respuesta del organismo a fin de repararlo (13) (14) (15).

Esto adquiere especial complejidad en aquellas lesiones ocasionadas en un momento muy cercano a la
muerte, pues es un periodo en el que, dada la brevedad de intervalo entre la lesion y el deceso, el
organismo no contd con el tiempo suficiente para manifestar de forma clara y apreciable
macroscopicamente aquellos procesos bioldgicos (como coagulacién, inflamacion, fase proliferativa o
remodelacién tisular) destinados a restaurar los tejidos afectados (13) (14). Esto se debe por un lado, a
gue las reacciones vitales son en buena medida consecuencia y manifestacién de que los sistemas
respiratorio y circulatorio del organismo aun se encuentren funcionales (4) (13) y, por otro lado, a que
sabemos ya que la muerte de un organismo es un proceso gradual, no instantaneo, a lo largo del cual
interacttan e influyen diferentes factores como los mecanismos lesivos, el estado fisico, la medicacion
de la victima o variables medioambientales - por eso existen dudas razonables cuando las lesiones se
producen en el periodo cercano al mencionado fallecimiento (3).

Esta complejidad adquiere un grado critico cuando se trata de cuerpos esqueletizados, en los cuales,
por tanto, las Unicas lesiones observables y valorables son las que tienen que ver con traumatismos
Oseos. En estos casos cobra alin mas relevancia el analisis antropolégico-forense del cual forma parte
crucial la evaluacién del trauma 6seo, niumero de lesiones, regiones anatébmicas, sus mecanismos
lesivos involucrados y la valoracion de eventosp o st mor t e m (), Guyas halazgosmsindugas 0
a dudas aportan evidencias sustanciales respecto a la manera y causa de muerte asi como al proceso
de identificacion (16).



Para la identificacion e interpretacion de lesiones ocurridas tiempo antes del fallecimiento del individuo
(es decir, ante-mortem) asi como para alteraciones post-mortem ocasionadas por agentes tafonémicos
se cuenta con un corpus conceptual y metodologico ampliamente desarrollado en el ambito de la
patologia y antropologia forenses que actualmente se sigue aplicando con relativo buen éxito (5) (17)
(18). Asi, para establecer la temporalidad de las lesiones en estos dos casos (ante o0 post-mortem) se
consideran principalmente las cualidades macroscoépicas del hueso que resultan por ejemplo de claros
indicadores de reparacion 6sea, para el caso ante mortem, y cambios de textura, coloracion y en las
propiedades mecanicas del tejido 6seo -a medida que este va perdiendo progresivamente su humedad
y contenido orgéanico-, para el caso post mortem (19) (20) (21). Mientras el hueso lesionado esté en un
buen estado de conservacion, la caracterizacion de estas lesiones ante 0 post mortem tiene buenos
resultados; si, ademas, se trata de un cadaver que no esté en un avanzado estado de descomposicion,
los tejidos blandos adyacentes al hueso lesionado brindaran elementos para complementar el examen
del hueso lesionado.

Sin embargo, cuando las lesiones en el tejido 6seo son ocasionadas en intervalos de tiempo muy
cercanos al momento de la muerte del individuo i sin tiempo suficiente para exhibir signos de reparacion-
, el alcance de la interpretacién queda enmarcado en el ya mencionado periodo de incertidumbre y por
tanto el potencial de aquellos indicadores macroscépicos de la antropologia forense no pueden mas que
interpretar que fisicamente el hueso con propiedades vitales (con componentes organicos y de
humedad) ante una lesién traumatica exhibe una dinamica con cierta elasticidad que deja unas
improntas caracteristicas en los bordes de las areas fracturadas: principalmente bordes lisos, angulos
del hueso cortical obtusos o agudos y margenes de fractura de coloracion igual al resto de superficie
0sea; es al conjunto de alteraciones que presentan estas caracteristicas en su aspecto macroscopico
que se le interpreta y denomina como peri mortem (i mu 'y ¢ e rromemto dedalmuerted (6) (7) (8).
Dichas caracter2sticas no |l as exhibe el h que sed@be
un dafio, toda vez que ha quedado desprovisto de capacidad elastica.

Sin embargo, aunque el individuo fallezca, factores como la persistencia de liquidos y componentes
organicos en sus estructuras éseas, entre otros, preservan cierto grado de humedad y elasticidad en
ellas por cierto tiempo (dependiendo del ambiente en el cual se descomponga el cadaver): por tanto, un
hueso que retenga estas condiciones, aunque no posea ya vitalidad, ante la accién de un agente
modificador puede llegar a comportarse de manera idéntica a como lo haria en el hueso de un individuo
vivo (22) (23). Por tanto, las caracteristicas macroscoépicas de las heridas vitales en el hueso no pueden,
por si solas, diferenciarse del dafio post mortem en el hueso que aun pueda retener componentes
organicos y humedad (24).

Es por ello que referente al trauma 6seo, el uso de la categoria peri mortem se ha indicado como
probleméatico o, en el mejor de los casos, revestido de serias limitaciones analiticas e interpretativas.
Esto toda vez que se ha aplicado de formas indistintas para referirse a propiedades fisico-quimicas
(connotacién biomecanica-tafonémica) de hueso que se solapan con referencias temporal en relacion
con el momento de la muerte (connotacion medicolegal) (25) (26).

La definicion de la muerte y el momento en el que se produce es un asunto medicolegal con base en de
observaciones médicas sobre la finalizacion de actividad cardiaca y cerebral (24); en este ambito
medicolegal, desde la medicina y la patologia se interpreta lo peri mortem como un intervalo de tiempo
bastante estrecho que abarca como tal el momento de la muerte, entendida esta como punto temporal
de inflexion; asi el énfasis medicolegal esta en identificar una causa y su relaciéon con la muerte en
términos temporales (25) (24).

desco



Ahora bien, dado que los tradicionales métodos macroscépicos de la antropologia forense a partir de los
cuales define como peri mortem determinadas alteraciones no pueden mas que circunscribirse a las
propiedades fisico-quimicas del hueso y de la biomecéanica que de ello se deriva, tales métodos son
incapaces de diagnosticar con certeza si existe 0 no una relacion causal entre tales alteraciones con
respecto al evento fisiol6gico de la muerte (27) (28). Asi las cosas, para la antropologia forense lo peri
mortem no define como tal un tiempo real, sino que refiere a unas condiciones fisicas del hueso y a sus
propiedades biomecanicas; por tanto, aqui el periodo peri mortem tiene una fuerte connotacion
tafonémica (25) (24).

Este marco interpretativo de la antropologia forense basado en indicadores macroscopicos al ser
incapaz de clarificar, por ejemplo, si determinadas alteraciones peri mortem estan o no involucradas en
la causa de la muerte y mucho menos de estimar el tiempo transcurrido entre la produccién de la lesion
y la muerte de la persona (Intervalo de Tiempo Postraumético) (8) (11) (29) (30), manifiesta entonces
sus serias e infranqueables limitaciones a la hora de poder contribuir con mayor grado de certeza en la
determinacion de manera y causa de muerte, asi como en la reconstruccion de los hechos que
estuvieron involucrados (31) (28) (25).

Ahora bien, el hecho de que el examen visual de las caracteristicas macroscoépicas de alteraciones peri
mortem no permita por si solo confirmar o descartar la existencia de signos de vitalidad o rastros de
curacion temprana que puedan asociarse a intervalos de tiempo post traumatico por supuesto no implica
ni se debe a que no puedan existir estos rastros (como sangrado hemorragico, coagulos, determinadas
respuestas celulares desencadenadas o tempranos procesos de remodelacion 6sea) sino que sefiala la
necesidad de integrar una aproximacion a la escala en la cual se desencadenan los procesos celulares
inmediatos y tempranos asociados a una lesion traumatica, es decir, a la microestructura tisular hueso
lesionado.

Esta necesidad solo es posible de resolver si se trascienden el tradicional enfoque macroscoépico y se
propende por comprender al trauma éseo desde una perspectiva integral que vincule también la escala
microscopica de analisis; este enfoque es el que precisamente ofrece la Morfologia Humana que estudia
la formay componentes del cuerpo humano a partir de tres puntos de vista interrelacionados: la anatomia
macroscépica, anatomia del desarrollo y también la perspectiva microscépica (32). Obtener esta ultima
perspectiva en el examen del trauma 6seo es potencialmente viable a través de la aplicacion de las
técnicas histologicas e inmunohistoquimicas propias de la histopatologia para la deteccion de
indicadores caracteristicos de la reaccion vital en la microestructura tisular (33), lo cual podria
complementar las valoraciones macroscdOpicas/biomecanicas y contribuir en la resoluciéon de los
problemas asociados a la determinacion de la vitalidad de las fracturas y del Intervalo de Tiempo
Postraumatico (tiempo de supervivencia) (29) (9).

Vincular la dimensién microscépica en los analisis de las lesiones 6seas permitiria también comprender
estas alteraciones en su compleja dinamica mas alla de categorias taxativas y fijas sobre lo ante, lo peri
y los post mortem; es decir, si los métodos histopatoldgicos son capaces de detectar biomarcadores
vitales en estas alteraciones, posibilita que nos acerquemos a una concepcién también integral del
trauma 6seo gue lo conciba como un continuum en el cual confluyen y se interrelacionan las propiedades
intrinsecas del hueso, la interaccién de este con el medio, su respuesta ante cargas o agentes estresores
y las modificaciones que tienen lugar a lo largo del tiempo.

Aunque esta implementacion de las técnicas histopatoldgicas en el esclarecimiento de vitalidad y
determinacion de tiempo de supervivencia en traumatismos 6seos ha sido muy limitada hasta ahora, los
pocos estudios experimentales publicados (ver apartado de Antecedentes) sugieren que, al igual que en



otros tejidos (34), con aquellas técnicas se puede examinar la microestructura tisular ésea lesionada y
por tanto tienen el potencial de revelar la presencia (0 ausencia) de informacion histolégica asociada a
los eventos vitales tempranos que desencadena una lesion, principalmente biocomponentes de
inflamacién aguda y reparacion ésea temprana (35) (36). No obstante, estas mismas publicaciones
enfatizan en que sus estudios no son del todo concluyentes y coinciden en la necesidad de realizar mas
pruebas y continuar el estudio de las fracturas Oseas desde un punto de vista histopatologico,
especialmente en muestras de "hueso seco", con el fin de poner a prueba la fiabilidad de este tipo de
métodos.

A la luz de este contexto, la presente investigacion corresponde a un estudio cualitativo de caso de dos
muestras de fracturas 6seas macroscOpicamente peri mortem, provenientes de un individuo infantil
esqueletizado el cual fue inhumado entre 1850 y 1950. A partir de su procesamiento histopatologico y el
respectivo analisis, el cuestionamiento central que este estudio busca responder es: ¢ La aplicacién de
las técnicas histopatoldgicas permite, a través de la deteccion de trazas de los constituyentes de la
reaccion vital en fracturas éseas peri mortem provenientes de restos esqueletizados, confirmar la
vialidad de estas lesiones y estimar el Intervalo de Tiempo Postraumatico?



JUSTIFICACION

Desde hace mas de una década algunos estudios a nivel internacional (ver apartado de Antecedentes)
no solo sugieren el potencial del estudio histopatoldgico de las fracturas 6seas para verificar signos de
vitalidad en la lesion y el momento de su produccion, sino que ademas proponen un marco de
caracteristicas de curacion 6sea detectables y sus intervalos de tiempo relacionados; asi mismo,
resaltan la necesidad del trabajo interdisciplinar entre la patologia y antropologia forenses para ampliar
la base de datos de casos con el fin de validar dicho marco interpretativo propuesto y obtener un mejor
conocimiento respecto a posibles variaciones. Aunque han sido pocos hasta ahora, los estudios de caso
documentados y publicados en los que se ha estudiado el trauma 6seo a partir del examen
histopatologico de su reaccion vital, esta clase de estudios coinciden en demostrar que el examen
microscopico de caracteristicas histomorfologicas del trauma 0seo aumenta considerablemente la
precision del diagnostico tanto de la vitalidad como del intervalo de tiempo postraumético.

Resultan muy oportunos, por tanto, los estudios a través de los cuales el examen histopatologico de
muestras de fracturas describa aquellos marcadores bioldgicos de la reaccién vital presentes en la
microestructura del tejido 6seo. Esto posibilita la obtencién de criterios empiricos para afinar el marco
interpretativo del trauma 6seo que ocurre en momentos cercanos al deceso del individuo; ademas,
brindara elementos técnicos y metodoldgicos para la implementacion de la técnica histologica en el
analisis forense del trauma 6seo. En Colombia la documentacién y publicacion de este tipo de estudios
respecto al trauma Gseo son practicamente inexistentes.

Al respecto es muy oportuno el llamado en el que enfatizan Sorg y Haglund: la calidad de la investigaciéon
(precisiéon, minuciosidad, exactitud, eficacia) se mejora con el uso de estandares y protocolos basicos,
cuyo uso conduce a la recoleccion sistematica de conjuntos comparables de datos. Si bien no todos
estos datos pueden considerarse criticos 0 incluso necesarios en un caso particular, el proceso de
cobertura sistematica tiende a reducir las omisiones y hace méas probable que los datos estén disponibles
en caso de que haya investigaciones posteriores (24).

Es entonces apremiante, a fin de mejorar y enriquecer un marco interpretativo del trauma 6seo que
sustente nuestro entendimiento e inferencias sobre una base cientifica, evaluar el potencial de las
técnicas histopatoldgicas para profundizar experimentalmente el reconocimiento a nivel microscopico de
los eventos bioldgicos que suceden a la produccién de una lesion traumatica y que acompafian su
sanacion (37) (38). Esto demanda explicaciones validadas a partir de investigaciones empiricas, es
decir, estudios experimentales y estudios de caso que, de la mano con hallazgos obtenidos en otros
paises y con otras muestras, generen datos deductivos e inductivos respecto a las caracteristicas
histol6gicas de la reaccién vital en diferentes etapas de aparicion a partir de muestras de trauma 4seo
documentadas. Por supuesto que esto requiere cierto conocimiento especializado en la técnica
histologica, el cual solo se obtiene mediante la practica y la experiencia.

Adicionalmente, un importante reto relacionado con este tipo de investigaciones tiene que ver con el
grado de pervivencia en muestras de trauma éseo de componentes vasculares y hematicos
desencadenados por el dafio tisular e implicados en su reparacién, asi como la posibilidad de ser aun
detectables mediante el analisis de preparados histolégicos de tejido 6seo.

Resulta entonces mas que justificado, a la luz de los métodos propuestos y hallazgos publicados, aplicar
el examen histopatolégico de la reaccion vital en muestras de fracturas 6seas de manera que permitan
evaluar la eficacia y utilidad de dichos métodos/hallazgos a la vez que se recopilan nuevos datos
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respecto a caracteristicas de reparacion en diferentes etapas de aparicion que resultaran utiles para el
reconocimiento e interpretacion de diferentes eventos traumaticos de interés médico-legal. Ahora bien,
aplicar el examen histopatologico efectivamente permitira enriquecer el reconocimiento de diferentes
indicadores de vitalidad en una lesion, ajustar los intervalos de tiempo realistas para indicadores
microscopicos de la reparacion 6sea y aumentar asi la validez de nuestras explicaciones y conclusiones
respecto a la vitalidad de una lesion y su intervalo de tiempo postraumatico transcurrido.

Finalmente, la investigacion aqui expuesta, al ser elaborada y documentada en nuestro pais con
muestras propias Y llevado a cabo en laboratorios propios, representa un importante antecedente para
sistematizar y estandarizar criterios, métodos y especificaciones técnicas para la implementacién de la
técnica histolégica en el analisis del trauma 6seo y del tejido éseo con diferentes fines de analisis en
general; relacionado con esto, representa también una oportunidad para enriquecer el conocimiento
interdisciplinar y entrenamiento en cuanto al uso y utilidad del analisis histopatolégico del trauma 6seo
por parte de profesionales de las ciencias forenses de nuestro pais; por ultimo, es una contribucion
desde la investigacion académica en el &mbito de la morfologia humana a los fundamentos teoérico-
cientificos de la investigacion medicolegal.
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OBJETIVOS

Obijetivo General:

Evaluar la utilidad y eficacia de las técnicas histopatoldgicas en el diagndstico de reaccion vital y tiempo
de supervivencia en lesiones 6seas peri mortem de restos esqueletizados.

Obijetivos Especificos:

(i Obtener muestras de traumatismos 6seos macroscOpicamente peri mortem provenientes de
restos esqueletizados.

U Procesar mediante técnicas histologicas e inmunohistoquimicas las muestras de traumatismos
0seos obtenidas.

U Identificar y analizar, mediante la observacién con microscopia 6ptica, biomarcadores asociados
a reaccion vital presentes en las fracturas muestreadas.
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CONSIDERACIONES ETICAS

A la luz de los expuesto en la resolucion 8430 (1993) del ministerio de salud, la presente propuesta de
investigacion corresponde a lo expuesto en el capitulo VI: DE LA INVESTIGACION EN ORGANOS,
TEJIDOS Y SUS DERIVADOS, PRODUCTOS Y CADAVERES DE SERES HUMANOS. En ese sentido,
durante toda la investigacion se mantendra siempre un estricto respeto a los cadaveres humanos
esqueletizados de los cuales provengan las muestras 6seas, que igualmente seran tratadas con el mayor
cuidado y respeto. Respecto a la clasificacion del riesgo, la presente propuesta de investigacion al tomar
como objeto de estudio muestras de tejido 6seo de cadaveres, no tiene ninguln tipo riesgo, ya que se
trata de un estudio retrospectivo-descriptivo que no involucra afectacion o incidencia alguna en el sujeto
humano ni ningun otro ser vivo; se estudiaran cualidades presentes en dichas muestras, pero en ningdn
caso se realizard modificacién alguna de las variables biolégicas/fisiolégicas o psicologicas de sujeto
vivo alguno.

Por otro lado, acorde a la Resolucion 314 de 2018 de Minciencias la presente propuesta de proyecto de
investigacion se mantendrd siempre dentro del marco de la Integridad Cientifica, respetando asi la
Politica de ética de la investigacion, bioética e integridad cientifica. Ya que este proyecto de
investigacidon se plantea como un aporte a la investigacion médico-legal de la muerte, la presente
investigacion se enmarca en los criterios éticos y profesionales establecidos a nivel nacional en
internacional (ONU, 2016; Instituto de Medicina Legal e instituciones colaboradoras, 2017) (2) (12) ya
gue la toma de las muestras, su procesamiento y analisis se llevara cabo bajo estricta responsabilidad
profesional, independencia e imparcialidad. Asimismo, tanto la implementacion de su metodologia como
los resultados en ningun caso afectaran la integridad y efectividad de ningun proceso de investigacion
ni los objetivos de justicia y derechos humanos; por el contrario, dichos resultados seran un aporte a los
fundamentos cientificos de las investigaciones médico-legales. En ese sentido, este proyecto de
investigacion se enmarcara siempre en los mas altos estandares éticos, garantizando la integridad, los
limites, el alcance de la evidencia y su interpretacion.

Particularmente, en mi calidad de Antropdlogo, toda la implementacién de la investigacion atendera las
normas deontolégicas que debe orientar la practica de esta disciplina; al respecto, la American
Association of Biological Anthropology en su cédigo de ética (2003) sefiala que, por razones morales y
practicas, la generacién y utilizacion del conocimiento debe lograrse de manera ética. Finalmente, se
atienden las consideraciones de Alonso y Powell (2008) frente al estudio de los restos humanos:
consideran que estas obligaciones éticas no solo se tienen con los restos, sino también con la ciencia 'y
la comunidad; para estos autores, los restos humanos deben ser tratados y dispuestos con cuidado y
dignidad, y deben ser estudiados e investigados de buena fe.

Al respecto vale la pena referir que, dado que las muestras 6seas se obtienen de un individuo que hace
parte de una coleccion que esta bajo resguardo y custodia del Instituto Colombiano de Antropologia e
Historia (ICANH), ha sido este instituto, a través del otorgamiento de la Autorizacion de Intervencion
Arqueoldgica No. 8808 del 2024, que ha considerado que los alcances de la investigacion y la toma de
muestras 6seas que esta requiere, se enmarcan en adecuados y cuidadosos criterios de manejo del
Patrimonio Arqueoldgico. En ese sentido se optd por tomar muestras de un individuo que presenta
multiples traumas en diferentes estructuras 6seas con el fin de no eliminar la totalidad de la evidencia
de sus fracturas, Unicamente muestrear selectivamente algunas de ellas. Ademas de cada fractura
seleccionada se tomO muestra solo de un segmento (el proximal), sin comprometer la integridad el
segmento 6seo distal de cada fractura.
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Cada una de las muestras ha sido tratada de manera cuidadosa y atendiendo a procedimientos de
fijacion fisico-quimica para mitigar los agentes y factores que impacten en su preservacion. Cada una
de las lesiones muestreadas fueron detalladamente registradas fotograficamente con la mayor calidad
posible, antes y durante el proceso de la toma de la muestra. Asi mismo, toda la trazabilidad, asi como
todos los procedimientos han sido debidamente documentados y registrados de manera fotografica y
escrita. Una copia de este registro y documentacion serd entregada para su incorporaciéon en los
documentos y expedientes que hacen parte del registro de la coleccion osteolégica.

Luego del procesamiento histolégico e inmunohistoquimico, los remanentes éseos de las muestras
seran cuidadosamente resguardados en el laboratorio de histotecnologia de la facultad de medicina de
la Universidad Nacional (sede Bogota) para posibles futuras investigaciones. Los resultados y hallazgos
de esta investigacion serdn comunicados al ICANH mediante el debido informe final y una socializacion
publica. Los hallazgos de la investigacion no sélo seran un aporte al &mbito de la Morfologia Humana y
de la antropologia fisica y forense, serdn ademas datos nuevos generados para fortalecer las
investigacion y conocimiento sobre la coleccion osteoldgica historica de la cual provinieron las muestras.

Finalmente, en apego a las necesarias normativas éticas que deben guiar la investigacion cientifica y
académica en ciencias de la salud, ha sido el comité de ética de la facultad de Medicina de la Universidad
Nacional el que ha valorado cientifica y éticamente el respectivo anteproyecto de investigacion, a la luz
de lo cual emitié el respectivo concepto favorable.
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ANTECEDENTES: REFERENTES DE INVESTIGACION

Desde finales del siglo pasado investigadores como Richard Clark (39) y Adam Singer (40) demostraban
gue era posible diagnosticar la reaccién vital en lesiones cutaneas y musculares; a partir de ahi, se
continuaron multiples trabajos que hacian frente al hecho de que la evaluacién de la edad de la herida
es uno de los temas mas desafiantes en la patologia forense (41) (4) y proponian estimaciones
aproximadas del tiempo de supervivencia de eventos traumaticos en tejidos cutaneo, muscular y
encefalico a partir de diferentes marcadores bioquimicos detectables en el humor vitreo, la sangre, la
orinay el liquido cefalorraquideo (42) (43) (44) (45). Asimismo, estas publicaciones llamaban la atencion
con respecto a que este tipo estudios cronoldgicos de las heridas debe considerar siempre factores
locales (como tamario y tipo de lesion), tipo de tejido dafiado, la capacidad de reaccién del individuo,
factores sistémicos que pueden influir en el tiempo de curacion, patologias asociadas a la historia clinica,
tratamiento médico o la edad del sujeto al momento de ser lesionado 1 factores todos que interactuan e
influyen en el curso de la respuesta inflamatoria.

En todo caso, tal como lo sentenciaron Moraitis & Spiliopoulou (2006), los patologos forenses se refieren
a las lesiones de tejidos blandos como antemortem o postmortem en funcién del grado de sangrado y
las reacciones vitales, pero si dicha evidencia se pierde durante la descomposicién, el material
esquelético a menudo es la clave para determinar el momento de las lesiones en relacién con la muerte
(46). Por ello a ese mismo desafio fundamental se empez6 a hacer frente, aunque un poco tarde, con
respecto al trauma 6seo, especialmente aquel relacionado a cortos Intervalos de tiempo post-traumatico
Ty que, por tanto, se enmarcaba en el periodo de incertidumbre; es a la luz de, y de la mano con, estudios
como los mencionados anteriormente que materializa la posibilidad de definir en restos esqueletizados
la cuestion de la vitalidad/post-vitalidad de las lesiones, es decir, examinar experimentalmente si una
lesion desprovista de signos macroscopicos claros de sanacion avanzada se produjo en vida o no.

Vale la pena mencionar que si bien ya se han implementado analisis histomorfologicos de la
microestructura del tejido 6seo para afrontar problemas como la distincidon entre hueso humano /no-
humano (47) (48) asi como la estimacion de edad al momento de la muerte (49) (50), su aplicacién para
el diagnéstico y estudio del trauma 6seo ha sido reciente y muy limitado. El analisis histomorfométrico
de las osteonas secundarias y los canales de Havers, y la evaluacion no métrica del tejido fibrolamelar
plexiforme, osteonal y no plexiforme, se aplicaron para determinar el origen de la especie mas probable.

A este respecto vale la pena referir la publicacién en 2002 de la doctora Mary Luz Morales (51) en donde,
pese a destinar algunos acapites en materia de fracturas de hueso, en general presenta una recopilacion
tedrica respecto al desarrollo y fisiopatologia del proceso inflamatorio i conjunto de reacciones celulares
de los tejidos a la lesion y modelo de la respuesta homeostasica-, a la luz de referencias de literatura de
patologia. Con base en las fases de dicho desarrollo inflamatorio destaca una serie de criterios que, de
ser detectables mediante marcadores enziméticos e histoquimicos, orientarian el fechado de las
lesiones.

Es hasta el 2008 cuando se conoce el primero de varios estudios experimentales que, implementando
la técnica histolégica, definen y matizan el fechado de lesiones que macroscopicamente exhiben
caracteristicas peri mortem. Desde entonces es posible referir por lo menos 14 publicaciones cuya
metodologia se fundamenta en la histopatologia y cuyos objetivos giran en torno a la posibilidad de
documentar, a partir de datos deductivos o inductivos, caracteristicas histolégicas de la vitalidad en
lesiones de tejido 6seo. La gran mayoria de ellas han sido producidas en inglés y publicadas
principalmente en obras y Journals de medicina y ciencias forenses.
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Las caracteristicas de esta produccién, en orden cronolégico de su publicacién, corresponde a:

i Propuesta por Maat en 2008 de un calendario basico util de curacion natural para la datacién de
fracturas, a partir de casos esqueletizados y a la luz de la recopilaciéon sustancial de datos de
diversos autores (52);

U Estudio piloto elaborado por Cattaneo y colaboradores en 2010 que recolecta fracturas éseas
con un tiempo de supervivencia conocido y sometidos putrefaccion simulada para realizar
andlisis macroscépicos y microscopicos con el fin de verificar el potencial de la histologia en
identificar procesos "vitales" en huesos putrefactos -el primero en evaluar la viabilidad de realizar
investigaciones histopatolégicas en restos Gseos putrefactos (30);

U La exploracion desde una perspectiva antropolégica y enfoque histolégico que en 2012 realizan
Agnew y Bolte respecto al como y por qué ocurren las fracturas dseas a partir de su etiologia y
comportamiento (53);

0 La muy trascendental propuesta por De Boer et al. en 2012 de un sistema de datacion de
fracturas en restos 6seos secos a partir de varias caracteristicas histomorfolégicas indicativas de
intervalos de tiempo especificos de curacion (54);

U Evaluacion histologica, radiolégica y escaner de restos éseos de un individuo desconocido con
fracturas craneales por parte de Steyn y colaboradores en 2014 para aplicar y evaluar la utilidad
de los métodos publicados sobre fechado de fracturas craneales (37);

U Estudio por Capella et al. en 2015 sobre los cambios y la persistencia de los componentes de los
glébulos rojos a lo largo del tiempo y en diferentes condiciones de descomposicién mediante
analisis histolégicos e inmunohistoquimicos (55);

U Estudio piloto por parte de Pechnicova y colaboradores (2015) de las caracteristicas
macroscoépicas y microscépicas de las fracturas producidas por mecanismos de alto y bajo
impulso con el fin de encontrar algunas diferencias en los patrones de fractura aplicables en el
diagnéstico diferencial del trauma éseo (56);

i Estudio por Paulis & Ali (2018) que tuvo como objetivo diferenciar entre fractura Osea
antemortem, perimortem y postmortem en el intervalo postmortem tardio mediante técnica
histopatoldgica (36);

i Revision por Cappella & Cattaneo (2019) respecto al conocimiento actual sobre el cuadro
fisiopatologico del proceso de cicatrizacion disponible y aplicable a la osteologia (29);

U Estudio de Cappella et al. (2019) para probar la precisién del método de histologia y radiologia,
propuesto por De Boer et al. (2015), en un conjunto de cinco fracturas con cantidades variables
y conocidas de tiempo de supervivencia postraumatica para explora las diferencias entre dichas
fracturas y ampliar el método propuesto al incluir la tomografia computarizada (57);

U Estudio por Delabarde y colaboradores en 2020 que evalla la confiabilidad de la estimacion del
tiempo de supervivencia postraumatica en casos forenses basados en microCT e histologia de



16

muestras de hueso putrefacto/seco con la comparacion de la clasificacibn de fractura
macroscépica inicial realizada durante la autopsia (38);

U Estudio por parte de Schwab et al. (2023) para probar si la evaluacion histologica de los patrones
de microfisuras ayuda a determinar la vitalidad de una fractura reciente (58);

i Finalmente, la reciente investigacion de Winter-Buchwalder y colaboradores (2024) respecto a la
posibilidad que las fracturas de huesos frescos revelen un patron de microfisuras distinto en
comparacion con las fracturas de huesos secos, con el fin de optimizar el establecimiento del
momento de la fractura (59).

Materiales y muestras

Resultan relevantes el tipo y envergadura de las muestras que en esta materia se han venido tomando
como fundamento para cada uno de los estudios revisados; entre ellas las que corresponden a
referencias teoricas y metodolégicas de investigaciones y analisis previos. Se fundamentan en este tipo
de materiales el ya referido estudio de Morales (1); asi como los de Agnew & Bolte (53) y Cappella &
Cattaneo (29). Con excepcion de estos, el resto (doce) de estudios revisados se basaron en muestras
biolégicas provenientes tanto de animales (56) (36) como de humanos (52) (35) (54) (37) (55) (29) (38)
(58) (59); entre estos ultimos la muestra predominante correspondi6 a hueso fresco y en menor cantidad
se usaron muestras de tejido seo seco. Asi mismo resaltan por su importancia numérica y estadistica
los estudios de De Boer et al., 2012 (22 especimenes con fracturas y nueve amputaciones en varias
fases de curacion) (54), Paulis & Ali, 2018 (60 especimenes de ratas, divididas por igual en 6 grupos)
(36) y Schwab et al., 2023 (20 humeros fracturados) (58).

Metodologias implementadas

Aunque la totalidad de los estudios revisados tuvo como fundamento el examen histopatolégico, algunos
de ellos lo complementaron con otro tipo de andlisis como Maat, 2008 (radiografia) (52), De Boer et al.,
2012 (radiografias) (54), Steyn et al., 2014 (radiografia simple y escaneo con un escaner micro-CT) (37),
Capella et al., 2019 (radiologia y tomografia computarizada) (29) y Delabarde et al., 2020 (escaneo
macroscopico y micro-CT) (38). En cuanto a la técnica histoldgica propiamente dicha, de los estudios de
interés para esta revision, seis de ellos procesaron la muestra mediante desgaste o esmerilado (52) (56)
(29) (38) (58) (59), mientras que el resto realizé procesamiento mediante decalcificacion de las muestras.
Entre estas ultimas la principal tincién utilizada correspondié a la Hematoxilina/Eosina, aunque también
algunas con Perls (para demostrar los depositos de hemosiderina), acido periddico de Schiff, acido
fosfotingstico y Weigert (para demostrar la fibrina), fucsina basica, tincion tricromica y azul de Prusia
(tincién de hierro). Ademas de estas tinciones se emplearon técnicas de inmunohistoquimica como
Glicoforina A para la deteccion de remanentes de glébulos rojos (30) (55) (29). La microscopia 6ptica de
luz brillante fue la principalmente empleada y en menor medida de luz polarizada o de luz
epifluorescente.
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Resultados

Los estudios presentados han permitido implementar el examen histopatolégico en el trauma 6éseo,
demostrando su éxito a la hora de identificar signos diagnésticos de vitalidad en lesiones como residuos
de glébulos rojos, remanentes de coagulos, depésitos de fibrina y reparacién ésea temprana
(evidenciada en lagunas de Howship y micro-formaciones de callo 6seo) y como una misma lesién puede
presentar caracteristicas de varias fases de curacion al mismo tiempo (30) (37) (55) (29) (38). Con base
en la deteccién de dichos marcadores, Paulis & Ali (2018) lograron estimar la edad de la fractura de
hueso, diferenciar los eventos que ocurrieron antes de la muerte de fracturas peri mortem y post mortem
(36). Mas aun, tanto el estudio tedrico de Morales (2002) pero principalmente las investigaciones
experimentales y con base en muestras de lesiones traumaticas de hueso permitieron recopilar un
conjunto de caracteristicas de reaccion vital y reparacion Osea temprana detectables en la
microestructura tisular del trauma 6seo que representaria una especie de calendario o guia para la
datacion de fracturas (51) (52) (54) (57).

Resultan también de mucha relevancia los hallazgos obtenidos mediante procesamiento histolégico sin
decalcificar (es decir, por desgaste) al evidenciar como la fisura se propaga de manera diferencial a
velocidades altas en comparacion con velocidades lentas, ya que a velocidades altas pasa de manera
bastante indiscriminada a través de todas las microestructuras, mientras que a velocidades lentas
respeta la estructura de las osteonas en mas del 50% de los casos; asi, el curso de la linea de fractura
depende mas de la velocidad del mecanismo de fractura que de la elasticidad y humedad del hueso
(56). Ademas, los estudios de Schwab et al. (2023) y Winter et al. (2024) respaldan el concepto de que
las microfisuras osteonales pueden no solo ser un indicador de trauma peri mortem, sino también de
trauma vital; en huesos fracturados frescos, generalmente observamos una menor densidad de
microfisuras, pero una mayor proporcién de microfisuras osteonales, lo que puede considerarse un
marcador de trauma peri mortem (58) (59). Asi, el patron diferencial de microfisuras osteonales reportado
parece ser un potencial enfoque original e importante marcador de traumatismo vital, mejorando asi el
valor probatorio de las investigaciones forenses.

En conjunto, tanto los procesamientos con decalcificacién (que permiten un mayor acercamiento al
desarrollo metabdlico 6seo) como aquellos por desgaste (mucho mas centrados en la organizacion
micro-estructural 6sea) respaldan a la histopatologia como el estandar de oro para la deteccion de
vitalidad en una lesién Gsea y la determinacion del tiempo de supervivencia postraumatica.

Hallazgos aportados

Pese a los hallazgos prometedores que ofrece el analisis histopatoldgico respecto al diagndstico de las
lesiones vitales en tejido dseo, es importante siempre tener presente que adn no se termina de entender
como factores como el sexo, la edad y los ambientes de descomposicion de los cadaveres puedan
condicionar o regular el curso que tomen cada una de las caracteristicas histopatolégicas que dicho
analisis identifigue. Tampoco queda claro, a la luz de la consulta y revision realizada, si la técnica de
procesamiento empleada en cada una de las etapas puede, a la vez que resalta o revela ciertas
caracteristicas 0 biomarcadores, comprometer o deteriorar otra serie de micro-cualidades en la
estructura tisular 6sea.
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En efecto es también necesario profundizar la manera como patologias pueden afectar las
caracteristicas y biomarcadores de la reparacién 6sea (asi como su permanencia) que puedan, o no,
ser detectados histolégicamente en el hueso; lo mismo ocurre con los fendmenos cadavéricos. También
al respecto se ha investigado y documentado muy poco.

Resulta importante el hecho que varios de los autores en sus estudios resalten la importancia de
complementar técnicas y lineas de evidencia; en ese sentido corresponde profundizar la investigacion
histopatol6gica de la mano con otras técnicas y métodos.

Por otro lado, poder consolidar cada vez mas este tipo de estudios experimentales en referentes tedricos
y metodologicos pasa por acercar sus resultados y hallazgos a profesionales de las ciencias forenses
gue no cuenten con una experticia robusta en el ambito de la histopatologia; en ese sentido hace falta
también enriquecer cada una de las descripciones con imagenes de calidad a través de las cuales
puedan tener una aproximaciéon profesionales no-especialistas y su experiencia y experticia se vaya
familiarizando y entrenando.

De igual manera, si bien diferentes tipos de tinciones se han implementado con muy buena eficacia y
resultado, la inmunohistoquimica no cuenta aiun con el mismo nivel de implementaciéon i hecho
relacionado también con los costos econdmicos que ello implica. No obstante, puede que este tipo de
técnicas sean una alternativa muy prometedora para aquellos casos de fracturas en especimenes muy
deteriorados sobre los cuales las tinciones cominmente utilizadas no permitan llegar a hallazgos
concluyentes.

Balancey desafios

De estas publicaciones referidas, tal vez mas las que mas importancia cobran son aquellas que desde
un enfoque experimental abordan el reto de documentar y exponer marcadores vitales en intervalos de
tiempo postraumatico cortos. Pese a la importancia y novedad que representan estos estudios,
presentan algunas limitaciones que cada uno de ellos mantiene en diferente grado. Tal vez uno de los
estudios mas novedosos y que ha significado un importante antecedente en la vinculacion de la técnica
histologica en el fechado de lesiones como lo es el de Maat (2008) adolece de no haber sido como tal
experimental sino basado en una revisién de la literatura de observaciones microscépicas y radioldgicas
(52), lo cual no resta la importancia de su enfoque para vincular ambas escalas de analisis. En ese
sentido cobra también relevancia el sistema de datacion de fracturas en restos 6seos secos de De Boer
(2012) a partir de caracteristicas histomorfolégicas en muestras observadas experimentalmente; en todo
caso, su aproximacion se centra en las micro-modificaciones de las caracteristicas estructurales y
arquitecténicas del tejido 6seo (es decir calcificado/mineralizado) y del tejido de reparacién (como el
cartilago) dejando de lado un analisis 0 aproximacién a los componentes sanguineos o hematopoyéticos.
Relacionado con esto 1y tal vez su resultado- es el hecho de que su intervalo de tiempo mas temprano
descrito (primeras 48 horas) | o r e | a c laminillas 6seasrdesltiilachadas en los margenes de la
lesiono no siendo significativamente diagn:-stico en
tempranas e inmediatas de la reaccion vital tras el dafio al tejido, lo cual demandaria considerar
componentes hematicos.

Estos momentos mas inmediatos son los que no han podido ser del todo bien documentados. A esto
intentaron dar respuesta Cattaneo et al. (2010) y Cappella & Cattaneo (2019) cuyos estudios abordan el
reto de documentar respuestas microscopicas vitales en traumas peri mortem. El primero de estos,
documenta un caso de 34 minutos de supervivencia tras la lesion, detectando hemorragia vital e inicios
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de coagulacién mediante el uso de tincidn histolégica e inmunohistoquimica; no obstante, el proceso de
desecacion en sus muestras dseas no fue natural, sino simulado mediante maceracién y limpieza (30),
por lo cual no reflejan de manera fiable todos los procesos y aspectos de la descomposicion natural y
de los cambios tafonomicos. Por otro lado, el segundo de ellos también expone hemorragia vital en un
caso de 3 horas de supervivencia pero que corresponde a muestras 0seas de un cuerpo en
descomposicion, pero no desecado. Asi, ambas publicaciones pese a su relevancia, dejan abierto el
desafio de investigar la persistencia y detectabilidad de marcadores vitales tempranos (como
hemorragias o coagulacién) en muestras de hueso realmente descompuesto y desecado naturalmente.

A este respecto Delabarde et al. (2020) reportan por primera vez la deteccion con histologia de un
coagulo de sangre en el margen de la fractura craneal de hueso seco en un caso
contemporaneo/reciente (38). No obstante, los mismos autores puntualizan en que los signos tempranos
de curacion de las fracturas craneofaciales son dificiles de interpretar a nivel macroscépico y que la
deteccion de signos de hemorragia sigue siendo muy dificil en muestras de hueso seco, por lo cual se
requieren mas investigaciones.

En todo caso, es innegable que los estudios aqui revisados, aln son pocos, asi como exploratorios y
aplicables a condiciones muy especificas; no obstante, reafirman el caudaloso potencial que posee el
examen histopatologico en el esclarecimiento de la temporalidad de aquellas lesiones traumaticas
comunmente enmarcadas en el limbo de lo peri mortem.

Esto no hace sino mantener abierta la puerta de requerir mas investigaciones empiricas y estudios
experimentales que generen datos deductivos e inductivos respecto a las caracteristicas histologicas de
la reaccion vital en diferentes etapas de aparicion a partir de muestras de trauma 6seo documentadas.

Resultarda muy prometedor aplicar el estudio histopatoldgico de la reaccion vital en muestras de fracturas
Oseas de manera que permitan evaluar la eficacia y utilidad de los métodos/hallazgos aqui revisados a
la vez que se recopilan nuevos datos respecto a caracteristicas de reparacion en diferentes etapas de
aparicion y en diferentes caracteristicas bioldgicas tanto de los individuos como de los eventos lesivos
que condujeron a dichas fracturas.
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FUNDAMENTACION TEORICA

Marco disciplinar: El enfoque integrador de la Morfologia Humana

Aunque de manera habitual se menciona la morfologia como relativo Gnicamente a las formas externas
y visualmente apreciables, esto corresponde a una nocién de la Morfologia simplemente como el estudio
de la forma externa del cuerpo (60) y que se asocia con una concepcién antigua de la Morfologia basaba
en el estudio de la forma del organismo y en la descripcion de las estructuras (61). No obstante, la
Morfologia Humana en su concepcion moderna y practica actual corresponde a una disciplina que no
solo estudia la forma de la estructura del organismo, sino que ademas investiga acerca de sus funciones,
desarrollo y las transformaciones que experimenta a lo largo de su vida y en relacion con el medio que
lo rodea (61) (32).

La disciplina de la Morfologia Humana adopta un enfoque sistematico para el analisis de los
componentes del cuerpo humano a partir de diferentes dimensiones o escalas: anatomia del desarrollo,
la anatomia macroscopica y la anatomia microscoépica. Esto lo consigue integrando e interrelacionando
estas diferentes ramas cientificas: la Embriologia, que analiza todo lo concerniente a las modificaciones
gue sufre el embrion y el feto, es decir el proceso de desarrollo desde fia fecundaciéon hasta el
nacimiento; la Anatomia MacroscoOpica, que analiza a un nivel organizacional superior la relacién
reciproca de los 6rganos y sistemas corporales; la Anatomia Microscépica, que analiza los detalles
estructurales finos de tejidos y 6rganos asi como las caracteristicas cualitativas de las células y del
material extracelular que los forman (32).

Esta Ultima rama cientifica materializa esta vision microscépica de las caracteristicas del tejido y sus
células mediante el uso de técnicas de histologia (estudio de la relacién especifica que existe entre la
estructura microscoépica y molecular de cada tejido y los procesos funcionales basicos en los que él
participa). Cuando este estudio de los tejidos organicos se aplica para diagnosticar en ellos
manifestaciones celulares de alguna alteracion, lesion o dafio se esta entonces en el &mbito de la
Histopatologia (62) (63) (33). Para ello se toman muestras de tejido (ya sea una biopsia o como parte
de una necropsia) y se procesan con técnicas rutinarias de histologia o técnicas mas especificas de
Inmunohistoquimica.

La técnica histoldgica

La histologia definida como la ciencia de los tejidos organicos es cominmente considerada una rama
de la biologia que estudia la estructura de los tejidos que constituyen las plantas y los animales. En el
campo de la histologia se han desarrollado una serie de técnicas histol6gicas que permiten preparar las
muestras para conferirles condiciones o6ptimas que permiten observar, examinar y analizar sus
componentes morfolégicos a través de diferentes sistemas de microscopia y procedimientos vitales y
postvitales. En el estudio de las manifestaciones vitales se emplean microinstrumentos para llegar al
interior de las células y detallar su actividad en fresco; mientras que el estudio postvital, parte de
muestras donde sus procesos vitales se han detenido y se requiere la conservacion de ellas lo mas
similar a las condiciones de vida, por lo que estos procedimientos, llamados comunmente técnicas
histoquimicas, requieren adelantar una serie de pasos para lograr los objetivos propuestos en cuanto a
la observacién de estructuras y organizacion tisular (64).



21

Toda técnica histoquimica tiene como base fundamental una adecuada fijacion de la muestra, la cual se
obtiene por diversos métodos fisicos i los mas utilizados en los laboratoriosi y quimicos, mediante el
uso de soluciones conservadoras ( i f i j agdedmp&en&l)dafo tisular y retrasan el proceso de lisis
del espécimen.

En el caso del hueso se requiere un paso fundamental: la decalcificacion: paso en el que se eliminan
tales minerales, principalmente minerales de calcio. El principal mineral duro de los tejidos animales es
la hidroxiapatita, mineral de fosfato calcico, [Cal0(PO4)6(0OH)2], que se encuentra en los huesos
distribuido entre las fibras de colageno. Estos minerales se encuentran en equilibrio con su solucién
saturada segun la siguiente reaccion:

Cal0(PO4)6(0OH)2 = 10Ca2+ + 6P043- + 20H-

Si eliminamos alguno de los componentes a la derecha de la reaccion, el mineral (a la izquierda) se
disolvera para equilibrar de nuevo la solucion. Este es el principio de los descalcificantes. A la hora de
elegir los tiempos y sustancias descalcificantes hay que tener en cuenta si estamos interesados en el
hueso compacto o en el esponjoso. Por ejemplo, las sales minerales tardan mas en disolverse en el
hueso compacto. La descalcificacién se realiza normalmente después de la fijacion

Ahora se buscard que este adquiera la suficiente consistencia y dureza para obtener secciones
delgadas del orden de milésimas de milimetro (3 a 5 um) con el propésito de alcanzar el grado de firmeza
requerido para infiltrar los componentes de la muestraconsust anci as denomi nada
cuales tienen | a propiedad de incorporar se ealidad
de servirles de soporte (64).

Asi los tejidos y la sustancia de inclusién forman un bloque homogéneo en dureza y consistencia, que
permitira el corte en micr6tomo y su posterior adhesion al portaobjetos. En este paso el especimen se
puede observar al microscopio de luz; sin embargo, no se hace ningun tipo de reconocimiento de
estructuras, dado que el paso siguiente sea el determinante para aumentar el contraste entre los
elementos tisulares presentes. La coloracion, reconocida técnicamente como tincion, consistird entonces
enifhaceirblivés | os ob38tos biol - -gicosbo

Los colorantes pueden actuar por dos medios, uno fisico y otro quimico; por el medio quimico el colorante
se une a la sustancia coloreable combindndose con ella intimamente debido a la presencia de
agrupaciones moleculares acidas o basicas en los componentes celulares o tisulares que se unen
respectivamente a los cromdgenos basicos y acidos de los colorantes, formando sales insolubles, los
gue finalmente pueden ligarse por uniones covalentes, idnicas o puentes de hidrégeno; asi, los
colorantes pueden ser acidos, basicos o neutros. Los acidos son sales cuya parte basica es incolora y
el componente acido posee color. Asi, en el colorante eosina o eosinato de sodio, la propiedad colorante
se debe al 4cido eosinico y no a la base, el sodio. Los colorantes acidos tienen carga eléctrica negativa,
por lo tanto, la designacion correcta es la de colorantes anionicos. También se les conoce como
colorantes citoplasmaticos, pues tifien al grupo quimico, cargado eléctricamente, localizado en un
extremo de la cadena de aminoacidos que integran las proteinas citoplasmaticas (65).

Las sustanci as gue atraen el ®ctricament e a |
guimicamente estan constituidas por componentes basicos o alcalinos. Por otro lado, los colorantes
basicos son aquellas sales que poseen una base coloreada y una porcién acida incolora. Poseen carga
eléctrica positiva, por lo tanto, son colorantes catiénicos. Se les denomina también colorantes nucleares,
pues tienen afinidad por los acidos nucleicos (ADN y ARN). Las sustancias tefiidas por los colorantes
b§8§sicos se denominan fAbas-filaso y est8n const
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acidos nucleicos, grupos sulfato de los glucosaminoglicanos y grupos carboxilo de las proteinas). La
capacidad de reaccionar de las tinciones con los grupos anidnicos varia de acuerdo al pH, el cual influye
en la ionizacién de estos ultimos (66).

Los colorantes acidos de mayor uso son la eosina (habitualmente la de mayor empleo), la fucsina acida,
el acido picrico, el acido azoico (cromotropo) y el acido diazoico (azul y rojo de tripano). De la misma
forma, los colorantes basicos de mayor empleo son las anilinas metacromaticas (azul de metileno, azul
de toluidina, azur A, rojo neutro y verde de Janus) y la hematoxilina, siendo esta ultima la mas usada y
cuya propiedad colorante depende de la presencia en solucién de la hemateina, un producto de su
oxidacion (65).

La Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica esencial y de uso rutinario en anatomia patolégica.
Contribuye en el diagnostico especifico de las enfermedades y permite una adecuada clasificacion en
funcién de linaje u origen; brinda informacién prondéstica y sus resultados. Basada en la alta especificidad
y afinidad de la reaccion antigeno-anticuerpo la IHQ permite, mediante el empleo de anticuerpos
especificos y sistemas de deteccién, determinar la expresion de biomarcadores (proteinas). Por lo
general se realiza sobre tejidos en fresco y fijados en formol, permitiendo la evaluacion simultanea de la
morfologia (67).

Es una técnica compleja, en la cual el resultado final esta influenciado por multiples parametros de las
fases preanalitica, analitica y post-analitica. Dependiendo de la seleccién y el rendimiento de estos
parametros, el resultado final de la técnica utilizando el mismo anticuerpo primario puede mostrar un
rango de negativo a positivo para el antigeno objetivo. Para que su empleo sea de maxima utilidad y los
resultados obtenidos sean reproducibles y confiables es imprescindible la estandarizacion de cada uno
de los pasos o fases desde la obtencion de la muestra, con la adecuada fijacién de los tejidos, hasta el
ajuste de la técnica, lectura y valorizacién de los resultados obtenidos a los criterios establecidos
mediante controles de calidad internos y externos (67).

En esencia, la inmunohistoquimica es una técnica para la localizacion de moléculas en los tejidos
mediante el empleo de anticuerpos. Es una técnica que gracias a la estandarizacién de su protocolo se
ha convertido en un método sencillo, rapido y muy potente. Se basa en la gran especificidad y alta
afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer a moléculas y unirse a ellas. Ademas, la conjugacion
o combinacion de los anticuerpos con enzimas 0 con sustancias fluorescentes permite detectar
cantidades infimas de moléculas presentes en el tejido. Los anticuerpos (inmunoglobulinas) que se usan
en las técnicas inmunohistoquimicas son del tipo G, producidas por unas células del sistema inmunitario
denominadas linfocitos B durante la respuesta inmune. La produccion masiva de anticuerpos se da en
un animal cuando le inyectamos una molécula que reconoce como extrafia. Estos anticuerpos pasan a
formar parte del suero sanguineo, el cual se extrae del animal inmunizado, y del que posteriormente se
purifican. Dichos anticuerpos purificados se usaran posteriormente en la técnica inmunohistoquimica
(68).

Las moléculas complejas como las proteinas pueden tener en su estructura varios determinantes
antigénicos, es decir, lugares que son capaces de desencadenar una respuesta inmune. Ello supone
gue cada determinante antigénico es capaz de activar un clon de linfocitos B, es decir, un linaje de
linfocitos B que producird un mismo tipo de inmunoglobulina G contra dicho determinante antigénico.
Los anticuerpos de todos los clones de linfocitos B activados por la molécula inyectada irdn a parar al
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suero sanguineo. Cuando se emplean sueros purificados de este tipo en inmunohistoquimica se dice
gue se estdn empleando anticuerpos policlonales. Por otra parte, existe una técnica que permite aislar
y cultivar en el laboratorio (in vitro) de forma individualizada a cada uno de los clones de linfocitos B
activados durante la respuesta inmune. Cada uno de esos cultivos producira un solo tipo de
inmunoglobulina G que reconocerd sélo a uno de los determinantes antigénicos de la molécula
inyectada. A los anticuerpos obtenidos de cada uno de esos cultivos se les denomina monoclonales ya
gue proceden de linfocitos que producen inmunoglobulinas idénticas (68).

Las moléculas de inmunoglobulinas tipo G pueden dividirse en dos dominos: la fraccién cristalizable y la
variable. El dominio variable es el que se encarga de reconocer al determinante antigénico de nuestra
molécula. Hay dos sitios de unién en cada molécula, por lo que cada inmunoglubulina podria reconocer
y unir a dos determinantes antigénicos a la vez (estos determinantes han de ser idénticos). La fraccion
cristalizable tiene una estructura similar para todas las inmunoglubulinas G producidas por los individuos
de una misma especie. Para que un anticuerpo se una a su determinante antigénico localizado en una
molécula del tejido procesado, ésta no debe alterarse. De otro modo ese determinante antigénico no
sera reconocido por el anticuerpo (68).

Tgido dseo

El tejido 6seo no es una entidad estatica, sino un tejido metabdlicamente activo, que se comunica
constantemente con su entorno y se adapta a las demandas fisicas; el t ® mi no fihuesobod
estructuras compuestas de tejido 6seo 0 a un tipo especializado de tejido mesenquimatoso que, junto

con el cartilago, el tejido fibroso, la grasa, los vasos sanguineos, los nervios y los elementos
hematopoyéticos forman como tal los huesos individuales (69) (70).

El hueso es una mezcla bifasica Unica de elementos organicos e inorganicos. Gracias al desarrollo 6seo,
después de varios afos los huesos tienen una apariencia macroscopica distinta debido a una estructura
jerarquica compuesta por una matriz organica mineralizada (colageno) depositada en un patrén tejido o
lamelar y células que en combinacion se organizan en hueso compacto o trabecular. Tanto la estructura
altamente jerarquica como la composicion de los huesos son vitales para su capacidad de realizar sus
vitales funciones metabdlicas. La matriz extracelular (MEC) esta compuesta principalmente de colageno
tipo | que se mineraliza con hidroxiapatita carbonatada, pero también contiene proteinas no colagenas
(NCP), agua y una pequefia cantidad de otros tipos de colageno (71) (72). En definitiva, el colageno
representa el principal componente organico del tejido éseo y el tipo de colageno mas abundante es el
tipo I, producido principalmente por los osteoblastos, que representa mas del 90% de la masa organica
del hueso.

La matriz extracelular proporciona al tejido éseo sus caracteristicas mecanicas y metabdlicas. Aunque
son las células residentes las que la sintetizan y la mantienen, la matriz extracelular afecta todas las
funciones celulares; en esta matriz extracelular los componentes coldgenos dominan y, por lo tanto, el
tejido 6seo depende de los colagenos para su integridad estructural (72).

El proceso de mineralizacion implica la deposicion de sales inorganicas sobre una plantilla de red de
colageno, que se forma mediante autoensamblaje. El colageno tipo | por si solo no es suficiente para
iniciar el proceso de formacién del componente mineral del hueso, por lo que las proteinas no colagenas,
como la osteonectina y la osteocalcina, desempefian un papel crucial en este proceso al estabilizar las
fases amorfas de fosfato de calcio como nanoprecursores e iniciar la nucleacién y el ensamblaje
jerarquico de la apatita dentro del andamiaje de colageno (72). Alrededor del 75% del mineral éseo se
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encuentra fuera de las fibras de colageno, lo que se denomina mineral extrafibrilar, mientras que el
mineral restante se encuentra dentro de las fibras, lo que se conoce como mineral intrafibrilar. Estos
minerales estan formados por cristales de hidroxiapatita que se forman a partir de una sustancia amorfa.
Inicialmente, se creia que estos cristales tenian una estructura similar a una aguja, pero en realidad
tienen forma de placas, tanto en los minerales intrafibrilares como en los extrafibrilares. La mayoria de
los cristales extrafibrilares también estan orientados en paralelo a las fibras de colageno, aunque se han
observado algunas variaciones en la alineacion en las areas no uniformes del hueso (72).

La calidad, cantidad y arquitectura finales de los componentes organicos e inorganicos confieren
importantes propiedades bioldgicas que estan influenciadas por la funcién mecanica del hueso (ley de
Wolff). Las contribuciones del hueso a la homeostasis mineral, principalmente la homeostasis del calcio
y el fésforo, son vitales para la vida, y las caracteristicas estructurales del hueso son esenciales para la
locomocién, actuando como palancas para la accién muscular y la proteccién de los 6rganos (70).

Ademas, los huesos forman el armazdén de nuestro cuerpo, lo que le da tamafio y forma y proporciona
un almacén nutritivo para los elementos hematopoyéticos; se ha demostrado que las células 6seas
desempefian un papel importante en el metabolismo energético, la excrecién renal de fosfato y el
desarrollo y la maduracion masculinos. Asi, estas estructuras éseas tienen como funciones bésicas el
almacenamiento de elementos y minerales; como estructuras mecanicas para el movimiento y
proteccion de las visceras; un hogar para el tejido hematopoyético y en tanto 6rgano endocrino que
ayuda a regular proceso biologicos importantes (73) (70).

Aunque la complejidad de sus mecanismos reguladores subyacentes no se comprende del todo, se
reserva un papel importante para los tres tipos de células del tejido 6seo, los osteoblastos, los osteocitos
y los osteoclastos. Los osteoblastos son células mononucleares del linaje celular de los fibroblastos que
permanecen latentes en la superficie 6sea periostica y endéstica; una vez activados, producen una
matriz extracelular llamada osteoide, que después de la calcificacion se convierte en tejido 6seo.

Los osteocitos son las células residentes del hueso y provienen de los osteoblastos que se incorporan
al tejido 6seo mediante su propia produccién de matriz; una de las principales funciones de los osteocitos
es la vigilancia del tejido 6seo circundante y como tal, desempefian un papel importante en el recambio
del tejido 6seo y el mantenimiento de la homeostasis del sistema endocrino (74). Los osteocitos también
pueden reabsorber el tejido éseo circundante mediante la llamada ostedlisis osteocitica, pero la mayor
parte de la reabsorcion del tejido 6seo la realizan los osteoclastos: una vez activados, estas células
multinucleadas del linaje celular monocitico se adhieren a la superficie del tejido 6seo y secretan
sustancias erosivas; el tejido 6seo adyacente se disuelve, creando una bahia de reabsorcion, que se
denomina laguna de Howship (70).

La arquitectura del tejido 6éseo formado refleja su integridad y maduracion (70). En situaciones normales,
practicamente todo el tejido 6seo se deposita en haces largos y regulares y se denomina hueso laminar;
si el metabolismo se acelera, la rapida deposicion de matriz da como resultado un tejido 6seo irregular
denominado hueso reticular o trabecular, en el cual reside en su mayoria la médula 6ésea (ver imagenes
1y 2). El hueso reticular se puede formar en cualquier caso de formacion Gsea rapida, por ejemplo,
osificaciébn encondral temprana, osificacion membranosa, fractura formacién de callo o reaccion
peridstica. Con el tiempo, el hueso reticular puede transformarse en hueso laminar.

Con acercamiento (imagen 1) y al microscopio (imagen 2), la distincion entre hueso laminar y reticular
se puede apreciar mejor, asi como el vinculo organico entre
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Imagen 1: vista transversal deterior de la diafisis femoral.eSaprecia la estructura arquitecténica 6sea macro: tejido
corticalcompacto(laminar) y dentro de la cavidadedular se aprecian las trabéculas del tejido reticuiaie representa el
reservorio de la médula dsefuente: archivo propio.

.Of 4 A . :
Imagen 2: vista en 10X de corte histoldgico transversal de region diafisiara de fémur. Tincion de contraste con
hematoxilindeosina Se aprecia la distincion entre tejido laminderechag y tejido retcular (trabecular) de la cavidad

medular (izquierda). ¥shivo propio.

Histol6gicamente, el tejido 6seo, independientemente de si es cortical o esponjoso, normal o parte de
un proceso patoldgico, se clasifica en tipos tejidos y laminares segun la organizacion de sus fibras de
colageno tipo |, que son las principales proteinas estructurales del tejido 6seo; en el hueso trabecular,
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las fibras de colageno estan dispuestas en un entretejido aparentemente desordenado, mientras que en
el hueso lamelar se depositan en conjuntos paralelos ya sea longitudinal o circunferencialmente
alrededor de los canales haversianos formando osteonas o sistemas haversianos (ver imagen 3). El
hueso tejido se fabrica durante periodos de rapido crecimiento o formacion de hueso y compone partes
tanto de la corteza como de las trabéculas del esqueleto 6seo en desarrollo durante la embriogénesis y
porciones de huesos en el lactante y el adolescente en crecimiento; también puede ser el tipo
predominante de hueso que se forma en diversas condiciones reactivas (fractura-callo, infeccion-
involucro) y neoplésicas (70).

P z _

g S “ 7 %
Imagen 3: vista en 10X de corte histolégico transversal de regadisiara de fémur. Tincion de tricrémico de Mallory. En la
region superior izquierda se aprecia tejido laminar organizado de manera longitudinal, mientras que en la region derecha del
tejido predomina la organizacion circunferencial en torno a las ostearededor de las cuales se disponen las lagunas que

lo que fueron los osteocitos. En medio de los dos tipos de tejido laminar se aprecian algunas trabéculastitepdas

con remanentes de médula 6sdauente: archivo propio.

El hueso entretejido es hipercelular, y los osteocitos y sus lagunas son grandes y parecen distribuirse
de manera desordenada, ya que los ejes longitudinales de las células son paralelos a la orientacion
aleatoria de las fibras de colageno vecinas (ver imagen 4). El contenido mineral del hueso reticular es
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mayor que el del hueso laminar y mas del 50 % se deposita fuera de las fibras de colageno. En general,
esta organizacion estructural permite que el tejido Gseo resista las fuerzas por igual en todas las
direcciones y facilita la rapida formacion, mineralizacién y reabsorcion: estos factores explican por qué
el hueso entretejido es mas débil, menos rigido y mas flexible que el hueso laminar.

o o
), ‘ 3 4]
Imagen 4: vista en 40x de la disposicion y organizacion de lagunas de los osiesaga@analiculos en tejido laminar
(compacto) de fémur. Tincigon tricrémico de Mallory

Finalmente, es importante refirmar el hecho de que el hueso es un érgano muy vascularizado y por tanto
alberga en sus estructuras todas las células y componentes tipicos de la sangre: eritrocitos, leucocitos,
plaquetas, albumina, fibrinégeno y otras proteinas plasmaticas; estos componentes son omnipresentes
en el tejido éseo: en concreto, se pueden observar en el periostio (dentro de los vasos que se encuentran
aqui), en el interior de los canales de Havers y Volkmann (canales transversales u oblicuos que conectan
las unidades dseas funcionales significativas, las llamadas osteonas), localizados tanto en el hueso
laminar como en el trabecular, en los vasos que se colocan en los espacios de la médula 6sea donde
se produce la hematopoyesis y, por tanto, donde se pueden encontrar células sanguineas en diversos
estadios de maduracion (55).

Osteona:d unidad multicelular basica

Tal como lo describen y exponen en detalle Lynnerup & Klaus (2019), la remodelacion dsea se lleva a
cabo por equipos de osteoclastos y osteoblastos que producen una estructura microanatémica temporal
denominada unidad multicelular basica (UMB), las cuales son estructuras cilindricas tridimensionales en
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el hueso cortical y estructuras hemicilindricas en el hueso trabecular o en las superficies peridsticas o
endosticas (73). El resultado final de una UMB es la caracteristica histoldégica conocida como osteona;
una osteona madura es la unidad estructural mas pequefia que comprende tejido 6seo cortical o
trabecular mineralizado: una osteona esta formada por capas (laminas) de tejido 0seo dispuestas
concéntricamente, similares a los anillos de un arbol, alrededor de las cuales un par de capilares y fibras
nerviosas ocupan el canal central de Havers (ver imagen 5). Estos canales suelen tener un diametro
inferior a 100 ¢ ws ppraletos a ejari@gitudmal aekehueso, pero también pueden
Afdespl azarseodo si | a UMB avanza en otro 8ngul o.
20) capas de laminas.

Incrustados en las laminas se encuentran osteocitos individuales, antiguos miembros de la UMB
atrapados en su propia matriz; estos osteocitos se comunican con una arteriola y un nervio centrales,
asi como con otros osteocitos a través de canaliculos, uniones comunicantes y el sincitio funcional.
Ningun osteocito se encuentra a mas de 0,2 mm de un canal de Havers. En los huesos trabeculares, los
canales de Havers estan ausentes, ya que las células se alimentan directamente de la médula 6sea
circundante.

A

PR oS
Imagen 5: vista 40X. Tincién Hematoxilina/Eosina. Se apresiatama UMB (osteona), rodeada de lagunas de osteocitos

desde donde prologan sus canaliculos hacia el canal central de Havers. Fuente: archivo propio.

La formacién de la UMB y el proceso de remodelacion se desencadenan por mdltiples factores. En
algunos casos, puede ser necesario aprovechar el reservorio de calcio de una manera no dirigida para
liberar su contenido mineral. En otros casos, la remodelacién dirigida puede ser desencadenada por
tensibn mecénica o para reparar microdafios inducidos por una carga mecénica repetitiva o excesiva.
Durante afios, el mecanismo sensorial detras de la remodelacion dirigida era desconocido y se lo conocia
como el supuesto "mecanostato”. Hoy, esta claro que los osteocitos son el mecanismo mecanosensorial
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MAas importante; parecen detectar variaciones en los potenciales eléctricos de transmisién causados por
el movimiento de iones junto con el flujo de fluido inducido por la carga a través de los canaliculos
(imagen 6), ademas de los aspectos sensoriales de la forma de los osteocitos. Posteriormente, los
osteocitos organizan el modelado y la remodelacién vinculando las vias de sefalizacion de Wnty PTH,
|l a expresi-n aumen-tatedirayld BKKI1E3RNm, | a b

Imagen 6: vista 40X de cortétolc')gico de tejido laminar (compacto) de fémur. Tincién de tricromico de Mallory.

Acercamiento a las lagunas de osteocitos y sus canaliculos (a manera de de proyecciones longitudinales). Fuente: archivo

propio.

La remodelacion 6sea implica un proceso conocido como ciclo ARF (activacion, resorcién y formacion).
Una BMU completamente madura estd compuesta por un equipo de osteoclastos que eliminan el hueso
en el borde delantero de la estructura, o el cono de corte; a raiz del cono de corte hay una bahia de
resorcién con margenes muy irregulares (imagen 7). Cuando los osteoclastos concluyen sus actividades,
se produce un evento de reversion en el patron temporal y espacial de la relacion RANKL:OPG, lo que
promueve que un equipo de osteoblastos deposite hueso nuevo y rellene la bahia de resorcion. En el
centro de todo esto hay un capilar proliferante, clave para coordinar el ciclo ARF, ya que lleva células
precursoras de osteoclastos y osteoblastos a la BMU; una BMU activa viaja a través del espacio tisular
excavando aproxi madamente 200 & m d aiadtumaetsunos 80 addd
dias (70) (73). La sefalizacion de osteocitos inducida por tension literalmente dirige la BMU al inhibir
direccionalmente los osteoclastos para asegurar que la BMU viaje a través del espacio tisular
tridimensional exactamente donde se necesita.

prom
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Imagen 7: vista 40x. Tincion de inmunohistoquimica para CD&8.dentro de la imagen se aprecia lo que fuera un
osteoclastaresidiendodentro desu pozade reabsorcién (lagunas de Howshipdducidopor su digestion de matriz ésea
mineralizadaFuente: archivo propio.

Se necesitan aproximadamente 100 dias para completar una BMU en un humano, pero la vida util de
los osteoclastos y osteoblastos es de 10-12 dias a unas pocas semanas, respectivamente; de este
modo, el capilar de sostén proporciona monocitos circulantes que transportan células precursoras de
osteocitos y osteoblastos, o que es necesario para mantener el proceso en marcha a medida que los
miembros veteranos de la UMB perecen por apoptosis. Los osteoblastos, evidentemente estimulados
principalmente por las moléculas de sefializacion de esclerostina, finalmente sellan el cono de cierre
para terminar la UMB que se cierra alrededor del capilar para formar el canal de Havers y un osteona
completo.

Los sistemas haversianos, u osteonas, se crean por reabsorcién osteoclastica de las laminas
circunferenciales que por lo general comienza en la superficie enddstica de la corteza y, con menos
frecuencia, en la superficie peridstica. La reabsorcidén 6sea procede de forma perpendicular o en angulo
con respecto al eje mayor del hueso formando un canal, el canal de Volkman (70):
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i

Imagenes 8 y 9: Vista 20x. Tincidn tricromico de Mallory. Se sefialan (con asteriscos a la izquierda y flechas en la imagen de

la derecha) diferentes conductos de Volknyase observa la angulacion perpendicular con que surge y atraviesa las laminas

OseasArchivo propio.

La acumulacion de laminas concéntricas a lo largo del tiempo reduce el diametro del canal de Havers,
de modo que al final es pequefio y contiene vasos sanguineos nutritivos y ramas nerviosas (en las
imagenes 5, 8 y 9 se aprecian trazas de este contenido vascular dentro de los canales de Volkman y
Haversianos). En conjunto, estos elementos definen un sistema haversiano u osteonal. Los canales

haversianosmadur os son | argos y <c¢il2ndricos, mi den entre

em) y s o nhosm&c dedlancavidad medular; Forman una red intrincada, ramificada, en espiral e
interconectada que recorre toda la corteza. La cantidad de sistemas haversianos en un hueso en
particular es variable y esta determinada por la edad, la cantidad de estrés mecanico y peso al que esta
sometido el hueso a lo largo del tiempo y otros factores biol6gicos y genéticos. Los sistemas haversianos
individuales son unidades metabdlicas relativamente autbnomas porque el soporte nutricional de sus
células, especialmente las células 6seas, depende del proceso de difusién desde sus vasos centrales.
En consecuencia, la viabilidad de los osteocitos no es sostenible mas alla de una cierta distancia de los
vasos, lo que impone un limite biolégico al nimero maximo de laminas contenidas en cualquier sistema
haversiano. Ademas, la red integrada de osteocitos generalmente se limita a la osteona dentro de la cual
se desarrolla, ya que los procesos citoplasmaticos osteociticos generalmente entran en contacto solo
con aquellos que residen en el mismo sistema (70).

El hueso que llena los espacios entre los sistemas haversianos se conoce como hueso intersticial. Las
laminas intersticiales representan los restos de ldminas circunferenciales de sistemas haversianos
previamente formados que han sido parcialmente destruidos por la actividad osteoclastica. Son unidades
irregulares de forma geométrica de huesolaminarque ayudan a fipegar o | os
si; esta disposicion es importante para mantener la integridad cortical. Los osteocitos confinados en las
laminas intersticiales pueden perder su acceso a las fuentes nutricionales y, en consecuencia, sufrir
necrosis, dejando lagunas vacias. Las lineas de cemento marcan los limites fisicos de cada sistema
haversiano y unidad de hueso intersticial. A medida que el hueso envejece y esta sujeto a fuerzas y
remodelaciones variables, se desarrollan mas sistemas haversianos que reemplazan las laminas

s i
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intersticiales preexistentes y los sistemas haversianos mas antiguos que posteriormente se convierten
en laminas intersticiales de nueva creacién (70).

Antropologia forensg su marco interpretativo sobre el trauma 6seo

La antropologia forense es la disciplina que aplica teorias, conocimientos y metodologias propias de la
antropologia biologica y la arqueologia en el contexto medicolegal ya sea con fines judiciales o
humanitarios; el andlisis antropolégico-forense a través del examen de un cuerpo (o partes corporales)
esqueletizado o con fendmenos cadavéricos tardios contribuye a la determinacién de manera y causa
de muerte, asi como a reconstruir los hechos alrededor de la muerte que puedan estar asociados a
tortura, desmembramiento u ocultamiento del cuerpo, entre otros. Este andlisis involucra principalmente
el hallazgo y recuperacion de restos 6seos humanos para su andlisis en laboratorio con fines de
identificacion, determinacién de perfil biolégico, interpretacion de afectaciones tafonémicas sobre los
restos humanos y analisis e interpretacién del trauma dseo (75) (76) (77). En su practica, la antropologia
forense ha trabajado habitualmente mediante la observacion de aspectos macroscépicos del tejido 6seo,
con lo cual sus métodos se han fundamentado principalmente en caracteristicas apreciables visualmente
o medibles macroscopicamente.

Aun asi, y dada la vocacion multidisciplinar de la antropologia forense, nada le impide que pueda
enriquecer su acerbo metodoldgico con, por ejemplo, la implementacién de técnicas de histopatologia;
esto no deviene Unicamente en el mejoramiento de la capacidad diagndéstica de la antropologia forense
(con una aproximacion a la microestructura tisular) sino que en general enriquece el conocimiento y la
comunicacion entre ambas disciplinas con el fin de contribuir a resolver cuestiones medicolegales
cruciales (78) (30).

Trauma 6seo

La evaluacioén de la biomecanica implicada en el trauma, implica la consideracion de la tension (magnitud
de la carga aplicada a la superficie), la naturaleza de la tensiébn (compresion, tensidn, torsién o
cizallamiento) y la resistencia a la traccion del area afectada (el nivel de tension en que se produce la
deformacién) (11). La tension ésea, de acuerdo con Wedel & Galloway (2014), implica la respuesta 6sea
al estrés aplicado; una tension 6sea suficientemente minima producira sélo una respuesta 6sea elastica
sin alteracion permanente. Si la cantidad de tensidén supera el limite elastico, se genera una respuesta
plastica en el hueso. El estrés excesivo y/o repetitivo produce fatiga resultando en alteracion ésea; el
punto de falla marca la incapacidad del hueso para soportar la alta carga de estrés y produce fracturas
(79).

La fractura se relaciona con la capacidad del hueso para absorber energia, lo que refleja no solo la
cantidad de tensién aplicada sino también la naturaleza del hueso impactado. La rigidez 6sea, 0 médulo
de elasticidad, representa la resistencia 6sea al estrés determinada por las caracteristicas estructurales.

Cuando se produce una deformacién en un hueso, diferentes areas del mismo pueden verse afectadas

de manera distinta pero coordinaday est a respuesta compleja (denomin

representa un factor clave en la interpretacion de la fractura porque una aplicacién de tensién (evento
traumatico) puede dar como resultado distintas alteraciones en diferentes areas del hueso involucrado
(11); la naturaleza de estas alteraciones puede estar relacionada con la edad del individuo, el tipo de

c
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hueso impactado y el area del hueso afectado (79). El hueso juvenil generalmente es mas elastico que
el del adulto maduro y, por lo tanto, tiene una fase plastica mas larga antes de fallar que el hueso adulto.
El hueso inmaduro también es mas poroso y presenta una mayor probabilidad de fracturas en tallo verde
con extension limitada de la fractura. Ademas, el hueso juvenil se fractura con menos fuerza que el
hueso del adulto maduro.

Si se produce flexion del hueso con la aplicacién de cargas de tension, tanto las fuerzas de tension como
las de compresion pueden operar de acuerdo con el indice de Poisson. De acuerdo con Whiting y
Zernicke (2008), la compresion se produciré en el lugar del impacto con la flexién concava y en el lado
opuesto del hueso impactado las fuerzas de tension acttan con la flexion, produciendo convexidad (80).
Si las fracturas ocurren en lados opuestos del hueso y estan conectadas, puede producirse una fractura
en mariposa que involucra fracturas por compresion complejas y fracturas por tension mas simples. Este
principio basico ofrece interpretacion de muchas fracturas 6seas y permite determinar la direccionalidad
de la fuerza aplicada (11). Todos los huesos del cuerpo estan sujetos a fracturas, pero generalmente se
hacen distinciones entre fracturas diafisarias, craneales, epifisarias y de huesos internos que involucran
trabéculas o estructuras relacionadas (79).

Temporalidades ante y post mortem

Dentro de la investigacion medicolegal de la muerte y como parte del analisis de traumatismos, la
sincronizacién correcta de una lesién ésea con respecto a la muerte es de suma importancia. Para cada
lesion individual, siempre es necesario evaluar si se produjo antes (ante-mortem), alrededor del
momento de la muerte (peri-mortem) o después de la muerte (post-mortem); esto es necesario para
todos los tipos de lesiones traumaticas, ya sea que se deriven de heridas por objeto contundente, por
objeto afilado o por arma de fuego o balistica (o de alta velocidad), y puede ser extremadamente dificil
(9) (19). Por lo tanto, es indispensable un analisis detallado siempre que se encuentren lesiones
traumaticas Oseas, a fin de distinguirlas de alteraciones post mortem tafondmicas o voluntarias; esto
significa que es importante evaluar la ubicacion, la morfologia y las caracteristicas significativas de todas
las lesiones, e interpretar la naturaleza del trauma y las posibles armas involucradas (21). El patrén de
trauma resultante contribuira a la interpretacion tanto de la causa de muerte como de los eventos en
torno a la muerte en el ambito médico-legal.

El rasgo diagnéstico de una lesién ante mortem es la presencia de una reaccién osteogénica ya que
cuando se altera la estructura ésea normal, tienen lugar una serie de eventos fisioldgicos destinados a
reparar el tejido 6seo y restablecer su funcionalidad (81) (17). Pero hay que tener precaucion ya que
macroscopicamente los primeros signos de curacion no se detectan facilmente (6) y se ha documentado
qgue los mas incipientes de ellos, que corresponden a porosidad osteogénica (que indica actividad 6sea
y reabsorcion) y el ligero redondeo de los bordes fracturados afilados, son apreciables aproximadamente
una semana después del evento lesivo (82). La presencia de callo 6seo es el ltimo indicador indudable
de curacion.

Radiograficamente, si bien las fracturas recientes se caracterizan por margenes fracturados bien
definidos, el aplanamiento de los margenes de la fractura sé6lo sera observable 1 semana después de la
lesion y la curacion de la fractura no es evidente en las radiografias hasta 2 semanas después de la
lesion, cuando se forma hueso reticular en el sitio de la fractura (83).
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Histolégicamente, aunque los primeros signos de curacién que se observan como engrosamiento
peridstico, produccion de osteoide y mineralizacion se pueden detectar antes que mediante métodos
macroscépicos o radiograficos (83) (6), estos signos no apareceran claramente sino varias horas
después de la lesion. De 5 a 7 dias después del trauma, dentro del callo formado, las espiculas de hueso
reticular seran histolégicamente distintas (6).

En todo caso es importante considerar siempre que el momento de la curacion de la fractura variara
segun el hueso afectado, la gravedad y el tipo de fractura, el grado de inmovilizaciéon de los extremos
rotos, el suministro vascular, la presencia de infeccion, sexo y edad del individuo (84); también, una falla
del proceso de curacién puede resultar en una falta de union, lo que lleva a una unién fibrosa de los
extremos rotos, 0 una formacion de una pseudoartrosis. Ademas, la presencia de infeccion puede
retrasar el proceso de formacién de hueso nuevo y dar lugar al desarrollo de periostitis y osteomielitis
(17) (84).

Asi cuando se esté ante traumas de esta naturaleza y con algunos dias de intervalo post mortem para
la aparicion de estos signos claros de reparacion, los investigadores forenses deben ser capaces de
reconocer las secuelas de la fractura porgque su presencia indica la naturaleza antemortem de una lesion
esquelética (46).

Ahora bienpostmambemse falteraci - n t adterationes 0seas)quesse

producen después de que han desaparecido las propiedade s Averdesd o el §sti

pueden estar relacionadas con factores tafonémicos, como la actividad de los carnivoros, las erosiones
superficiales, el blanqueamiento solar, la meteorizacién, etc., pero también con eventos accidentales o
intencionales producidos por la actividad humana, el transporte y los traumatismos fortuitos (9).

Posterior a la muerte, la matriz organica del hueso comienza a degradarse y el contenido de humedad
comienza a disminuir, la consecuencia sera la disminucion de la elasticidad del tejido 6seo. En este
sentido, la respuesta seguira modelos de fractura y deformacién completamente diferentes a los que se
producen en el hueso fresco. El hueso seco se caracteriza por un bajo contenido de humedad y una
matriz organica que provoca mas rigidez y fragilidad, asi como la pérdida de las propiedades
viscoelasticas tipicas del tejido original (6).

Aunque luego de la muerte la velocidad a la que el hueso pierde su humedad y contenido
organico/fibroso y se seca depende del microambiente, lo que si es seguro es que esta pérdida
progresiva, debida a descomposicién cadavérica natural y demas cambios post mortem, influye y
condiciona el patron de fractura, ya que el hueso responde de manera diferente a la carga, dependiendo
de si esta carnoso o seco (81). El hueso vivo o fresco (a veces llamadofhueso verded que mantiene un
contenido relativamente alto de humedad y colageno es mas flexible y tiene més resistencia a la traccion
gue el hueso seco (6).

Asi las cosas, para determinar que las alteraciones dseas son post vitales es clave diagnosticar la
ausencia de las caracteristicas macroscopicas de reparacion 0sea referidas, pero también se presta
especial atencién a atributos que exhiben estas alteraciones tafonémicas como consecuencia de la
mencionada biodinamica diferencial en hueso desprovisto de humedad y componente organicos con
respecto a la que experimenta el hueso vital o fresco: la rotura en angulos casi rectos con respecto a
sus ejes largos con extremos casi planos se dice que esta asociada con fracturas de huesos secos y
mientras que la fractura de huesos frescos se caracterizan por bordes fracturados lisos, afilados, a
menudo biselados, generalmente del mismo color que el resto del hueso, por el contrario las roturas en
hueso seco (post mortem) generalmente muestran bordes irregulares o dentados pero romos, que
generalmente son de color mas claro que el hueso adyacente oscurecido expuesto anteriormente al

ref
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medio ambiente (85) (86). El borde de la fractura se refiere a la morfologia del margen (o contorno) de
la fractura.

Empero, las definiciones son mas sencillas en la teoria que la practica y la realidad, condicionadas
siempre por las fluctuaciones del ambiente: cada uno de los indicadores expuestos debe usarse con
cautela, porque son indicadores variables y muy dependientes del entorno de deposicion. Por ejemplo,
las caracteristicas visuales del trauma en hueso fresco pueden extenderse desde semanas hasta meses
después de la muerte y el secado de los huesos después de la deposicion no siempre es el caso: la
humedad de los fluidos corporales puede retenerse dentro del nicleo de la masa corporal en fosas
comunes y también puede retenerse en cuerpos saponificados, en cuerpos enterrados bajo el nivel
freatico o en areas susceptibles a inundaciones (87). En tales casos, por ejemplo, el dafio 6seo puede
parecer "peri mortem" durante un periodo de tiempo mas largo.

Periodo de incertidumbre en el trauma 6sed®& Mortem

Aunqgue algunos autores han afirmado que es posible distinguir con cierta facilidad entre fracturas peri-
y post-mortem sobre la base de caracteristicas de la fractura, como la morfologia de la fractura, el
contorno de la fractura, el angulo y la rugosidad tactil de los margenes de la fractura asi como el color
de los margenes fracturados (22) (23) (7) (46) (8). Buena parte de esta literatura afirma que, en general,
la naturaleza peri-mortem de una lesién a veces se indica por el patrén de rotura, que es mas complejo
gue el de un hueso seco; las fracturas concéntricas, circulares y espirales suelen ser tipicas de las
fracturas que se producen en hueso vivo. Ademas, otras caracteristicas tipicas de las fracturas peri-
mortem son el desgarro 0seo, las muescas de desprendimiento y la deformacion plastica, con la
adhesion de pequefios fragmentos de fractura adyacentes al lugar de la fractura o al impacto, el &ngulo
afilado u obtuso, el color igual al resto del hueso cortical adyacente (coloracién que esta presente debido
a la exposicion a afluidos de descomposicion, sangre, tierra, agua sucia, manchas de hojas y materia
organica) (6) (23) (22) (8) (11).

Aun asi, tal como lo expone Cattaneo y Cappella (2017) pocos estudios se han centrado en el problema
de la validez y fiabilidad de estos criterios comunes cuando se aplican a restos esqueléticos humanos a
gran escala. Esta verificaciéon se ha visto limitada por la falta de restos humanos en los que se conozcan
y se tenga certeza de diferentes tipos de fracturas (peri y post). Ademas, no se sabe mucho sobre la
posible modificacion de las lesiones originales con relacién al tiempo 0 como consecuencia de factores
ambientales (9).

Es cierto que, como simil, una fractura peri-mortem puede compararse con la fractura que se produce
cuando se rompe una rama verde fresca: se ha i
rama joven; en cambio, una fractura post-mortem refleja el patron dejado en una rama vieja seca: bien
definida y prolija. Sin embargo, como se ha referido anteriormente, el hecho de que la fractura parezca
reciente y, por lo tanto, pueda clasificarse como peri-mortem no significa que esté relacionada con el
periodo cercano a la muerte. Es entonces comprensible que una fractura peri-mortem podria estar
relacionada con el periodo ante-mortem (dias o incluso semanas antes de la muerte) cuando adn no se
pueden percibir signos de curacidn (macroscépicamente), o con el periodo post-mortem (dias o0 semanas
después de la muerte) cuando la descomposicibn aiun no ha causado la pérdida de todas las
caracteristicas elasticas (colageno, elastina, otros componentes organicos del tejido 6seo que le dan
elasticidad) (9).
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Las lesiones peri-mortem, que se producen cuando el tejido 6éseo todavia esta fresco y es capaz de
absorber tensiones debido a su alto contenido de humedad y la presencia original de componentes
tisulares, son casi las mismas que en el tejido vivo. El alto contenido de humedad vy la riqueza en los
componentes de la matriz 6sea determinan una alta elasticidad y plasticidad, que aseguran una mejor
tolerancia, incluso en casos de gran estrés y tension antes del fallo y la fractura. Esto es muy tipico del
tejido 6seo vivo, del tejido 6seo en el momento de la muerte o en las primeras etapas del proceso de
descompaosicién, a menos que intervengan algunos factores tafonémicos particulares (9) (7).

En el &mbito forense, es fundamental no evaluar una fractura de forma erronea. Si las lesiones peri-
mortem no se diagnostican correctamente, la falta de evidencia resultante de trauma peri-mortem
dificultara la deteccién de eventos letales y trauma vital. A pesar de muchas publicaciones que informan
sobre los resultados de la diferenciacion entre trauma peri- y post-mortem en funcién de parametros
macromorfolégicos, por ejemplo, diferencias en el color, el angulo, la morfologia de los margenes de
fractura y el contorno de la fractura, hay poca investigacion que observe la fiabilidad y la eficacia reales
de estos criterios (9). Como se menciond anteriormente, esto se debe en particular a la falta de
investigacion sobre material osteolégico peri- y post-mortem conocido en el que se puedan realizar
evaluaciones similares.

Existen estudios por parte de Cappella et al. en 2014 centrados en la evaluacion de la interpretacion
correcta o incorrecta de los traumatismos peri- y post-mortem conocidos en los huesos, basandose en
los criterios estandar utilizados, como se describe en los péarrafos anteriores. Los estudios apuntaban a
detectar limites, repetibilidad y problemas en la interpretacién de los traumatismos potencialmente
relacionados con la causa y la forma de muerte. La disponibilidad de restos 6seos con traumas peri- y
post-mortem conocidos, asi como las causas de muerte conocidas, permitié a los autores realizar un
estudio sobre el papel de la tafonomia en la alteracién o transformacion de las lesiones peri-mortem
correlacionadas con la muerte. Claramente, la interferencia de los factores tafondmicos ambientales
puede contribuir a las lesiones preexistentes alterandolas o creando nuevos dafios y fracturas
esqueléticas, un aspecto que dificulta a los antrop6logos la evaluacion correcta del trauma (9). Ambos
estudios destacan la dificultad y los problemas que subyacen detras de la "temporizacién de la fractura”,
especialmente para las fracturas que ocurren en el hueso esponjoso que muestra una superficie cortical
delgada; las diferencias estructurales entre los huesos largos y los huesos planos o cortos (como el
hueso pélvico, las vértebras, las costillas, etc.) pueden desempefiar un papel crucial en la exhibicion de
caracteristicas morfolégicas especificas en el caso de la lesién, asi como con efectos tafonémicos (26)
(88).

De la mano con todo lo expuesto anteriormente la evaluacion de lesiones traumaticas, especialmente

de fracturas 6seas, que se realizan sobre cadaveres mal conservados (peor aln sobre restos humanos
esqueléticos) puede revelar tremendos problemas en la determinacién de la vitalidad. Por ello, con

mucha frecuencia los antropdlogos se encuentran atrapados memt alli dlaidn
incapaces de estar seguros si la lesion fue causada en vida o después de la muerte Gnicamente sobre

la base de signos macroscépicos. Parece indudable que necesitamos desarrollar nuevos modelos y
parametros para evaluar el trauma peri y post mortem.

Asi las cosas, resulta evidente la importancia de desarrollar otros marcadores fundamentales hasta que
la interpretacion de las lesiones esqueléticas quede clara. Dado que los parametros macroscopicos que
se utilizan habitualmente son de dudosa utilidad en algunas circunstancias, son necesarios criterios
diferentes, como los biomarcadores microscépicos, para distinguir con mayor grado de certeza entre
traumatismos ante o post mortem. Por tanto, la antropologia forense y su marco interpretativo del trauma
6seo se verian enriquecidos al integrar ciertos métodos de histopatologia en la deteccion de
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caracteristicas microscopicas propias de la reaccién vital en la fractura, por ejemplo, hemorragias y
marcadores de inflamacién mediante la implementacion de técnicas histologicas e inmunohistoquimicas
(78) (55) (30) .

Lareaccién vitalel puente interdisciplinar entre la antropologia forense y la histopatologia

Aungue ya se han expuesto algunos elementos conceptuales referidos a la respuesta fisioldgica que
desencadena el tejido lesionado a fin de reestablecer su integridad y funcionalidad, sea el momento para
matizar la especificidad de esta respuesta: la reaccion vital se refiere a conjunto de respuestas
orgénicas, celulares y tisulares (hemorragia, inflamacion aguda, fases proliferativas y de remodelacion,
en lineas generales) por parte de los tejidos conjuntivos vascularizados que resultan como consecuencia
de dafio al tejido; se desencadenan, siempre y cuando la muerte no haya sobrevenido al individuo, con
el fin de que -durcento stwejiindtoe giraiudaod y funcionalid
tejido/6rganos vivientes (34) (29) -por lo cual corresponde con una temporalidad ante mortem.

Asi pues, las reacciones vitales al subyacer a la cicatrizacion de las heridas, pueden brindar elementos
de juicio sobre si la victima se encontraba con vida durante el momento en el que la herida fue infligida,
asi como el conocimiento del periodo de tiempo transcurrido entre dicho momento y su muerte (intervalo
de tiempo postraumatico) (42) (34). Esto es posible gracias a que, durante la curacién de una herida, se
distinguen cuatro fases superpuestas (cada una con sus caracteristicas morfolégicas y/o bioquimicas
especificas) mencionadas anteriormente, identificables mediante técnicas morfoldgicas, citologicas y de
biologia molecular (34).

Sin embargo, por su relevancia para la interpretacion histopatoldgica de los biomarcadores y para la
aproximacion al intervalo de tiempo postraumatico, vale la pena reparar en el énfasis que ponen
Cabrerizo et al. (2015) en el hecho de que, con excepcion del tejido nervioso, todos los tejidos del
organismo se inflaman y reparan de la misma forma siguiendo las mismas pautas -aunque la duracion
de cada fase pueda variar dependiendo de las caracteristicas especificas de cada uno de ellos.
Asimismo, puntualiza que inflamacion y reparacion son procesos practicamente sinérgicos en el tiempo
ya que, si un tejido no se inflama, no se repara (34).

En este orden de ideas, los biomarcadores deben entenderse como aquellas caracteristicas biolégicas,
bioguimicas, antropométricas y fisioldgicas, susceptibles de ser medidas y que al hacerlo nos permita
identificar procesos fisioldgicos o patoldgicos (89). El uso de los biomarcadores detectables mediante
Histopatologia en el plano practico de la Antropologia Forense, podria suponer entonces una excelente
oportunidad para una estimacion mas acotada de la vitalidad y la edad de las heridas. Esto permitira
ademas poner en marcha diversos biomarcadores para el trauma 6seo (desde los mas sencillos y
rutinarios a los mas complejos y costosos) e ir registrando aquellos que demuestren mayor fiabilidad.

Con respecto a esta necesaria integracion de métodos de la histopatologia en el analisis antropoldgico
del trauma 6seo vale la pena mencionar lo que Sorg y Haglund mencionan: a medida que los campos
disciplinares forenses maduran y se desarrollan se pueden expandir para incorporar nuevos métodos y
teorias; como resultado, los limites entre disciplinas pueden volverse borrosos e incluso cambiar: los
equipos interdisciplinarios funcionan uniéndose en los extremos, a menudo superponiendo
deliberadamente campos de conocimiento y compartiendo competencias (24).

ad:;
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Proceso de curacion dsea

En el hueso, la lesion traumatica sucede por una carga de estrés que supera la resistencia del tejido
0seo, provocando su fractura y desgarro de todos los tejidos blandos asociados a él; el hueso responde
al activar un proceso de curacion biolégica naturalmente guiado que sigue una cascada regenerativa
especifica que involucra multiples células y moléculas de sefializaciéon. La cicatrizacion de fracturas es
un proceso bioldgico muy complejo en el que el hueso se regenera a si mismo por completo y restaura
sus propiedades tisulares preexistentes mediante la remodelacién del hueso recién formado,
conllevando a una estructura lamelar final mecanicamente estable (90). La activacion secuencial de
dicha respuesta biologica al dafio a través de una cascada de procesos regenerativos corresponde a la
reaccion vital.

En humanos, aunque esta cascada no se termina de entender completamente aun, avances en diversas
disciplinas médicas han permitido caracterizar los mecanismos mediadores y procesos fisiol6gicos
involucrados en regeneracion 6sea y restablecimiento de la funcién que, si bien se desencadenan en un
continuum, pueden ser comprendidos en fases: la fase de la extravasacion sanguinea (hemorragia)
inmediata a la lesion que es producto de la ruptura de vasos sanguineos presentes en los sistemas de
Volkman y Haversianos; una posterior fase de inflamacién aguda (respuesta celular proliferativa y
diferentes factores de crecimiento asociados en la regién lesionada) que precede a la fase de reparacion
O6sea como tal (reabsorcién definitiva de tejido necrético y del coagulo, regeneracién vascular y
proliferacion de fibroblastos, condrocitos y osteoblastos asi como factores de crecimiento asociados que
posibilitan la osificacion endocondral e intramembranosa a manera de callo éseo); finalmente, una fase
de remodelacién (reemplazo de callo por hueso lamelar mas maduro y eventual contorneado de acuerdo
con principios e influencias biomecéanicos) (91) (92) (93) (70) (94). Por su puesto que la duracién de
este proceso de curacion 6sea dependera de factores locales, sistémicos, asi como del tipo de reduccion
de la fractura y estabilidad de su fijacién (95); ademas, a lo largo de este continuum existen momentos
de transicién en los que se presentan caracteristicas de varias fases de curacién al mismo tiempo (37).

De importancia para el abordaje histopatoldgico del trauma 6seo, el dafio en las células 6seas y la matriz
extracelular, en los tejidos blandos circundantes (periostio, médula 6ésea, masculos, etc.) asi como en
todos los vasos sanguineos y capilares que atravesaban el area de la fractura provoca la fuga de sangre
de los vasos rotos hacia el area de fractura del hueso cortical y la cavidad medular o los espacios
trabeculares; por lo tanto, el sangrado no afecta solo al tejido 6seo, sino que también se produce hacia
areas adyacentes: hacia el canal medular o hueso trabecular, entre los extremos del hueso fracturado
(dentro de la linea de fractura) y debajo del periostio, hueso médula y tejido muscular (en la proximidad
de la fractura). Una vez que la extravasacion de sangre infiltra todas las porciones mencionadas,
evolucionara a un hematoma, el cual es fundamental en el proceso de cicatrizacién Osea. La
composicion del hematoma incluye neutréfilos y macréfagos que migran hacia el espacio de la fractura
en las primeras 48 h, ademas de numerosas células 6seas de la médula 6sea y eritrocitos que han
llegado desde los vasos rotos y los espacios medulares dafiados (96) (97).

El proceso de formacién de un coagulo actuara como un tapén hemostatico para limitar la hemorragia
adicional y ser& el comienzo de la respuesta inflamatoria aguda; el proceso de coagulacion toma parte
en este momento e involucrara obviamente todos los mediadores y reacciones identificados en la
literatura médica (34). En este punto, el microambiente se vuelve localmente hipdxico y la reaccion
necroética se activa simultaneamente; agotamiento de oxigeno y la necrosis caracterizan la fase hipéxica
temprana, que tiene un efecto clave en el proceso de inflamacion aguda temprana. Al principio estimula
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la migracion de células precursoras mononucleares hacia el area fracturada que se diferencian hacia
osteoclastos, mientras que también se produce un primer efecto inhibitorio inicial sobre la formacion
0sea mediante la inhibicion de la funcion de los osteoblastos (como la proliferacion, la migracion y la
produccién de colageno), que en cambio se promovera una vez que se inicie la vascularizacion,
especialmente en la Ultima etapa de formacién de tejido blando; el nuevo crecimiento de los vasos
sanguineos (angiogénesis), permite la normalizacion del suministro de oxigeno (restablecimiento del
suministro de sangre) y se promueve a través del factor de crecimiento endotelial vascular y el IL-8
(Interleukin-8) (98).

Ya que la respuesta inflamatoria se informa como necesaria y critica para que progrese la cicatrizacion
O6sea, muchas son las moléculas de sefalizacién que guian la cascada de eventos de curacién: factor
de crecimiento transformante beta (TGF-b) , f act or de crecimiento si
1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento
plaguetario (PDGF) y proteinas morfogenéticas 6seas (BMP); entre estos TGF-b PDGF e I
1 (IL-1) y -6 (IL-6) se secretan al principio mientras las plaquetas se desgranulan en el coagulo del
hematoma y las células inflamatorias, como los macréfagos, migran alli (99). Estas moléculas primarias
de sefalizacién inflamatoria median el rapido reclutamiento de células inflamatorias adicionales y la
induccién osteogénica de células madre mesenquimales (MSC), ademas de estimular la angiogénesis,
al inducir la produccién de moléculas de sefializacion de inflamacién secundaria. Incluso si el origen de
las MSC aln no esta claro con respecto a su origen, su reclutamiento es fundamental para el proceso
de curacién: migran dentro del sitio del trauma y comienzan a proliferar y diferenciarse a las lineas
celulares osteogénicas, generando primero el callo blando a través de la condrogénesis y la osificacion
endocondral (al diferenciarse en condroblastos y osteoblastos) y luego el callo duro a través de la
osificacién intramembranosa en el subperiéstico del sitio adyacente a los fragmentos de fractura (por
diferenciacion del linaje de células osteoblasticas) (99).

Asi, poco después del hematoma primario, la respuesta inflamatoria aguda induce la formacion de un
tejido de granulacion rico en fibrina que precede al callo cartilaginoso, su mineralizacion y su eliminacion,
tras lo cual tendra lugar la sustitucion por depésito de hueso nuevo. En estos eventos posteriores, las
BMP son las moléculas de sefializacion involucradas en el comienzo de la cascada de curacién al
reclutar MSC. Respecto al coagulo del hematoma, independientemente de qué factores/proteinas de
sefalizacion en particular orquestan la llegada de las MSC y en qué momento especificamente este
evento comienza a activarse, la participacién de todas las moléculas y células antes mencionadas
representa la siguiente etapa, es decir, la formacién de un Tejido de granulacion inmediato y temporal.
El tejido de granulacion se produce en el microambiente hipdxico y necrdético que sigue al trauma, por la
accion colectiva de numerosas células y la formacién de materiales intercelulares, nuevos vasos y
mediadores; el tejido de granulacién invade el area de la fractura solo temporalmente (en 2-5 dias) y
alberga todos los mediadores antes mencionados, conduciendo el proceso a las siguientes etapas hasta
gue la unién mas fuerte intervendra reemplazando los tejidos temporales anteriores (granulacion,
cartilaginoso y tejido 6seo recién formado) con el tejido lamelar 6seo bien orientado final que tiene lugar
en la Ultima etapa, es decir, la fase de remodelacion (52).

Si bien el tiempo de aparicion de cada uno de estos eventos bioldgicos que caracterizan las fases de
respuesta regenerativa esta condicionado por factores como la edad del individuo, patologias, el tipo de
traumatismo, la estabilidad de la fractura, el grado de conminucién o la vascularizacién, dicho proceso
de reparacién/cicatrizacion Gsea atraviesa las mismas fases generales, es decir que, en general,
la curacién ocurre de manera ordenada y secuencial (29) (34) (100) (54).

nter
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Marco cronoldgico de la reaccion vital en hueso

Sobre la base del conocimiento expuesto sobre curacion 6sea, una datacion adecuada puede ayudar a
correlacionar o contrastar (o descartar) caracteristicas de una fractura con el tiempo que se presume o
gue ha sido aportada como hipétesis. Ya que las fases inmediatas y mas tempranas de estas fases, que
evolucionan desde minutos hasta algunos dias después del traumatismo, no pueden ser valoradas
plenamente a la vista macroscopica -particularmente las que se dan durante la primera semana posterior
al traumatismo-, es a través de técnicas histoldgicas que se puede examinar en la microestructura tisular
lesionada el estado de la reaccion vital, identificar sus componentes celulares en el margen de la fractura
y realizar inferencias también sobre su posible tiempo de evolucion (101) (102) (51). Es la valoracion
histopatoldgica de los margenes de las fracturas la que permite detectar marcadores de vitalidad que
corresponden a diferentes estadios o fases del proceso de curacion ésea como, por ejemplo, signos de
extravasacion sanguinea, de la respuesta inflamatoria o del temprano remodelado 6éseo
(manifestaciones todas de la reaccion vital); diagnosticar vitalidad de una lesion y aportar elementos
para datar con mayor precisién su intervalo de tiempo postraumético de acuerdo a las fases del proceso
de curacién Osea es posible a través del examen, en la microestructura de la lesién, del desarrollo de
los eventos de la reaccidn vital propios de cada una de estas fases (34) (63) (35) (29) (38).

Ya en 2010 Bilo y colaboradores (103) proponian un cronograma para la curacion natural de fracturas
sin intervencion quirdrgica a partir de diferentes fases de curacion y con tiempo aproximado:

Heahng phase Time after ifjury Characterstics
Haematoma andorn periosteum None Haematoma in fracture cleft formation of blood clot¥oosemaze
of fibrin
Frayed bone lamellas at the ends of the fract(e
24-48 days Haemolysis > acute sterilenflammatory reaction> oedema
vascular congestiomast cells and leukocyte infiltration
Phagocytosis of cell debris In 25 days Appearance of macrophages (hemosiderophages)

Empty osteocyte lacunae in the vicinity of the fracture ofeft
Fibroblastinvasion on the edge of the blood clot>callus of
granular tissue (soft proallus)

New cartlage and osteoid After 3-5 days Appearance of chondroblasts and osteoblasts (fitadilaginous
soft callus) osteoid-deposits (bone matrix)

Fadingfracture line definition After 4 7 days First Howship's lacungp)
First bending of the fracture ends)(c)

Loose newbone spiculae and cartilag{ After 7 days First scattered bone tissue spiculae in the soft callus

areas Stati of endosteal and persteal osteogenesiseparable from the
Cortex(b)(c)

Developing osteoid mineralisation After 1012 days First osteoid mineralisation

Primary ( disorganised) bone tissue After 1012 days Aggregation of bone tissue spicula@rimary disorganised bone

tissue depsits from periphey to the centre of the fracture
cleft (b)(c)(radiology: opaqueness)

Temporaryfusiform connection between the fracture ends
(nonsolid, but clinically stable btidging)

Benign precallus (primay callus) After 15 days Clealy visible exteral callugb)(c)

After 1421 days Start of the transition from primardisorganised bongssue to
seconday lamellarorganised bone tissug)

Fields of mineralised cartilage) (radiology: opaqueness)
Cortical 'cutting and closing cones'> 'growthHzversian
systems ( ogtons) towards the fracture ling)
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Union After 3-4 weeks Union bybridging with cortical bone tissug) (radiology!)
Maximal size of callug)

Incorporation of periosteal bone After 6 weeks Solidly connected periosteal callus tissinseparable from the
Cortex(b)(c)

Benign hard callusseconday callus) After 2- 3 months Strong benign unidib)(c)

Startof streamlining of the contourg)(c)

Perfect reconstruction After 1- 2 years After adequate immobisation>perfect reconstructiotb)
(radiology!)
Pseudathrosis After 69 months After inadequateémmobilisation> pseudarthpsis of fibrous tissue|

between rounded fracture end®)(c)

(a) A desadption of fracture healingas true to nature as posibias composed from the cited literature (as described in Sect. Schjldren. one shouldossibly be aware of a
reduced healing time

(b) Histologically noticeable characteristics in ground sections ofteomneralised bone tissue

(c) Radologically noticeable characistics

Tabla 1 Fases de curacién y cronograma para la curacion natufehcteras sin intervencion quirdrgica en adultos
propuestas por Bilo et al. (2010).

No obstante, como los mismos autores lo precisan (103), si bien proponen este cronograma de curacion
sobre la base de una gran cantidad de datos de la literatura, de casos forenses documentados y de
libros de texto de anatomia y patologia, para su elaboracion no pudieron contar con datos
experimentales de fracturas curadas de forma natural. En todo caso si exponen algunos casos en los
gue através del procesamiento histolégico de fracturas 6seas se pueden identificar biomarcadores como
redes de fibrina, infiltrado inflamatorio, lagunas de Howship y patron deshilachado de trabéculas para
fechar fracturas con intervalo postraumético de menos de 5 dias, asi como la arquitectura del callo 6seo,
presencia de lagunas de Howship y de hemosider6fagos para diagnosticar intervalos de fractura de 2 a
6 semanas. Si bien, re afirmar el potencial de los biomarcadores detectables histoldgicamente, auln
adolece de indicadores con mayor fiabilidad y comprobacion, especialmente en fracturas de poco de
tiempo de curso.

En 2015 Cabrerizo et al. resume numerosos esquemas orientativos que se han elaborado para describir
de forma cronoldgica los cambios histoldgicos en los procesos de reparacién de los tejidos (tabla 2).
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Tiempo de | Dettmeyer Sauko y Knight® Betz'? Umani Ronchi*
evolucion Acording Janssen®
<1 hora Invasion de granulocitos: mar- | Marginacion de polimorfo- | Aparicion de Ausencia de cualquier
ginacion en la intima del vaso | nucleares neutrafilos signo histolégico de
Depdsito de fibrina (20-30 min) inflamacion
2-4 horas Desgranulacion de mastocitos | Desgranulacion de Presencia de Aparicion de células
Invasién de monocitos mastocitos macrofagos mononucleares
Reaccion fagocitaria Fagocitosis
4-6 horas | Aumento de la reaccion de Inicio de migracion de Aumento de |a hipere-
hiperemia en la penfena polimorfonucleares mia, deposito de fibrina,
Depésito de fibrina extravascular aumento de células
mononucleares
6-8 horas Necrobiosis de células y tejido
Delimitacion del foco
inflamatorio
Aumento de la fagocitosis
8-12 horas | Mayor aumento de células Mas polimorfonucleares
mononucleares y de histioci- gue macréfagos, con una
tos, invasion de macrifagos proporcion 5:1
simples Mecrosis inminente de la
zona central de la henda
12-24 12-16 horas: Demarcacion de los 20 horas: 16 horas:
horas Predominio de células mai_rgenr:s de lla herida por Macrofagos = Aumento relativo de
mononucleares polimortonucieares polimorfonu- macrafagos; la proporcion
S, . Progresivo reemplazo de cleares de granulocitos/macréfa-
Descomposicion de leucocitos limorf | q 0.4.1
polimorfonucleares polimorfonucleares por gos se reduce a 0,4-
células mononucleadas
Activacion de fibroblastos e
inicio de la reepitelizacion
24-72 16-32 horas: Maxima infiltracion de 1 dia: 32 horas:
horas Movilizacién de macrofagos, polimorfonucleares a las Fibroblastos Mecrosis evidente de la
proliferacién de células con 48 horas . zona central de la henda
: t0 de fibroblast 2 dias:
!nprgrr:jenlo € fibroblastos, Inicio de la reparacion con | Migracion de 48 horas:
INICIO d€ 12 anglogenesis aumento de fibroblastos y | queratinocitos Maxima concentracion de
32-72 horas: tejido de granulacion macrofagos en los bordes
:-_or_rpaclon fdln:a' tellé:lo delgranu— 3272 horas.
ac"?’l“ con ra,s € colageno y Formacion de tejido de
capilares sanguineos sranulacién
Siderdfagos y lipéfagos
3-6 dias Aumento del colageno, Proceso de reparacion 3 dias: Lipéfa- Inicio de la angiogénesis
dlsmlpfuclon |mp0rtant§ ded florido g_(;s, gptrofagos, Visualizacién de la fibra
macrofagos, regeneracion de Revitalizacion evidente Siderotagos de colageno
mastocitos, posibilidad de 5 dias.
Cft'”"’is gigantes de cuerpo Reepitelizacion
extrano completa
10-16 dias | Tejido cicatricial mas denso Gradual regresion del Inicio de la formacion de

con menor celulandad

Disminucion de la
vascularizacion

contenido celular

Epidermis completa, pero
adelgazada

Depadsito de colageno

Fibras elasticas escasas

la cicatnz

Tabla 2Comparacién de los cambios histolégicos en los tejidos en funcion del tiempo de evolucion de (84¢sion
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En todo caso, si bien esta cronologia propuesta resulta muy relevante por su enfoque histopatoldgico y
de sintesis de diferentes esquemas y autores, se centra en tejidos vasculares, cutaneos y musculares
lesionados T por lo cual resulta apenas como un referente orientativo para el caso del traumatismo éseo.

Es en este contexto que resultan relevantes las cronologias de curacion Gsea propuestas por De Boer
et al. en 2012 (54), sobre la base de hallazgos histol6gicos de autores como Barber (1929, 1930, 1934)
y Maat & Huls (2010):

Categoria de lesion

Funcién de curacién

Intervalo de tiempo

Comun

obaminillas 6seas deshilachadas en los margenes de Ia (Bsi6

w !0a2NDAsy RSt KdzSesign@dO2 NIi A Ol ¢
®w t NAYSNI & f | éhdeg indigereSde la Bsi(® K A LJ
w !'tAalFlR2 RS fegta@Wt NESySa RS f

wComienzo de la osteogénesis endéstica y peridstica separable d
cortez. (3) (b)

w hadsS23sySara LISNAsadarOF |
® C2 NMéc8lbendbstico claramente visiel (a) (b)

w ! ANBIL OAsy RS GoxdayOdz I &
wDeposicion primaria de tejido 6s&)

wOsteoporosis de leortezga) (b)

wEl margen de la lesién parece ne&sleroticda)
wComienzo de la transicion del hueso reticular primario al hueso
lamelar secundarigb)

wWdnos de corte YD A S dddAIs orientados hacia legion(b)
wCampos deartilagocalcificado en sitios de formacidle callos
wCallo peridsticelaramente visike(a) (b)

wEl callo endéstico se vuelve indistinguible del hueso esponjoso e
cavidad medula (a) (b)

R A

Sy K

Antes de las 48 horas
Después de 4 a 7 dias
Después de 4 a 7 dias
Después de 4 a 7 dias
Después de 7 dias

Después de 7 dias
Despuégle 1 O a 12 dias
Después de 12 a 20 dias
Después de 12 a 20 dias
Después de 12 dias
Después de 120dias
Después de 14 dias

Después de 14 a 21 dias
Después de 14 dias
Después de 15 dias
Después de 17 dias

Especifico para fracturas

wEl callo periésticse adhiere firmemente (inseparable) aclarteza
(3 (b)

wPrimeras espiculas de tejido dseo dispeesatse los extremodie la
lesion (a) (b)

wUnién por puenteo de la discontinuidad 6sea amatia) (b)

w !fAalR2 RSt mO2yi2Ny2 RSt
wDespués de una inmovilizacién inadecuada: desarrollo de
pseudartrosis.(a) (b)

w 5S5aLdzsa RS dzyt
indica unacicatrizacion disminuidda) (b)

Ol t

AYY2@At AT OAs

Degués de 6 semanas
Después de 4 a 7 dias
Después de 21 a 28 dias
Después de a3 meses

Después de 6 a 9 meses

Después de a2 afios

Especifico
amputaciones

pars

wVisibilidad de las marcas de corte en la superficie de amputgején
® Ly AvagpR ydR@ ¢avidad medulata)

w wS0dzo NA YA Sy {caidad teduldins G2 RS I

Menos del3dias
Después déo muchas semanas
Despuégle 'varios meses-

a. Caracteristicas visibles mediante analisis radiogréafico simple.
b. Caracteristicas visibles mediante anélisis histologico.

Tabla 3secuencia de curacion a partir de caracteristicas histolofficaiiccionlibre con base en el original)

Ademads, en dicha publicacion proporcionan también resultados de la secuencia de tiempo en la que se
informa que aparecen durante el proceso de curacion, para los casos de analisis en hueso seco:

Funcién de curacion Intervalo de tiempo Histologia sin | Histologia | Radiografia
tedir tefida(1) simple.

w Laminillas 6seas deshilachadas en los margenes de la.lesiof Antes de lagil8 horas X X

® t NR Y S NieXowsHipehdeg hagenes de la lesion Después de 4 a 7 dias X

w !''fAal R2 RS feddnesYt NBASy S& RS Deguésde4sa’dias X X

w LYAOA2 RS I Tiésttl, ldiStanseyde I8Y Después de 7 dias X X

margenes de la lesién, separable la corteza.

w C2NXI OAsy RS OFrtt2 SyR2ail§ Despuésdeial2dias X X X

w ! AL 0G2 Aldichrezd? Nt G A 02 después de 12ids X X X
Despuésie 14 das X
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w /2YASyT2 RS tI NI yaha Okhoego
lamelar secundario Después de 14 21 dias X

w /2y2a O2NIAOLt Sa RaSial®Bshdi S
w /Fftt2 aAiddzd R2 Sy St LISNX 2 & Después de 15ds X X X
w 9f OFff2 SyRs aibladekrhuedeSpodataben| Degpuésde 17 dias X X

la cavidad medular.
w 9f Olff2 LISNAsaAGAO2 &S | RK Despuésde6semanas X X
(inseparable) a la corteza

Caracteristicas especificas para fracturas

wJnién por puenteo de la discontinuidad 6saatical Despuésie 21a28 dias X X X
-por hueso tejido primario X X
-por hueso la melar secundario X
w !'fAalR2 RSt O2yidi2Ny2 RSt { Despuésde-3meses X
w 584LJzSa RS dzyl AyY2@Af Al I Q Depuésdelo 2afios X X

gue indica curacion disminuida.
Caracteristicas especificas para amputaciones

Visibilidad de las marcas derte en la suprficie de amputacién | Antesde 13 dias X X
w LYyAOA2 RSt Uik LIAyYy3aUd RS f || 'Despuésde nomuchas semanas X X X
w wWSOdzoNAYASyYyiG2 O2YLX SG2 RS | 'Después de varios meses' X X

(1) Tefiido con hematoxilina, segiin De Beteall. (2012).

Tabla 4Tabla 3secuencia de curacién en hueso seco a partir de caracteristicas histolfigidascionlibre con base en el

original)

Aunque representan un importante sistema de datacion de fracturas en restos 0seos secos a partir de
varias caracteristicas histomorfologicas, no proporcionan todavia suficientes patrones indicativos para
intervalos de tiempo de curacion cortos.

Por ello es necesario atender a la identificacién y documentacién de algunos biomarcadores de vitalidad
asociados a cortos periodos de supervivencia (horas o pocos dias) como extravasacion de células
sanguineas en el margen de la fractura y hacia areas adyacentes, primeras migraciones celulares
proinflamatorias, accién osteoclastica y tempranas formaciones de coagulos caracterizados por la
presencia concentrada de plaquetas y fibrina (34) (55) (30) (35) (29) (36). Para ellos se han aplicado
tinciones histolégicas clasicas icomo la hematoxilina/eosina, entre otras- asi como técnicas
histoquimicas e inmunohistoquimicas.

Resalta asi la importancia de considerar estos biomarcadores para la deteccién en hueso de signos de
inflamacién y reparaciéon Gsea temprana como un importante marco temporal para la interpretaciéon de
caracteristicas histomorfolégicas mesurables y observables.



45

METODOLOGIA

Se busco entonces materializar y poner a prueba una metodologia en conjunto de estudio cualitativo de
tipo descriptivo para abordar o que podriamos considerar una complejidad compuesta: esta metodologia
implementada en la presente investigacion hace frente a diferentes grados de complejidad; las muestras
tomadas no provienen de hueso asociados a casos recientes que pudieran retener su humedad y
caracteristicas viscoelasticas, sino que han sido elegidas de hueso seco (deshidratado/desecado) de
individuo fallecido varias décadas atras, lo cual nos permite valorar si los biomarcadores de interés
permanecen y son detectables después de tanto tiempo de descomposicion; por otra parte, se eligié
muestrear y examinar trauma 6seo que no exhibiera ningin signo morfo-macroscépico de sanacion y
gue por tanto se enmarcara temporalmente en el periodo de incertidumbre, es decir que se trata de
trauma peri mortem; para el examen histopatoldgico se busco poner a prueba diferentes coloraciones
histolégicas y técnicas de deteccion microscopicas en hueso: desde procesamiento para tinciones
clasicas y rutinarias, pasando por tinciones especiales, hasta técnicas de inmunohistoquimica.

El objetivo entonces de la metodologia ha sido poder detectar histol6gicamente biomarcadores de la
reaccion vital temprana en tejido éseo seco antiguo a fin de diagnosticar si las fracturas muestreadas
corresponden entonces a lesiones vitales y, por tanto, previas al momento del deceso del individuo.

Para ello se tomaron muestras 6seas de dos fracturas en huesos largos de caracteristicas morfo-
macroscopicas peri mortem, las cuales seran fijjadas en formalina buferada, decalcificadas y
procesarlas histolégicamente con:

U tinciones de Hematoxilina-Eosina y tricromico de Mallory para valorar la arquitectura y
morfologia general del tejido muestreado y posible extravasacion sanguinea a traves de la
marcacion de componente hematico y hematopoyético;

U tinciones especiales para rastrear hemorragia a través de la marcacion de trazas de
hemosiderina por medio de tincién azul de Prusia.

U implementacién de técnicas de Inmunohistoquimica: Glicoforinia-A (CD235a) para la
deteccion de extravasacion sanguinea mediante el marcaje de los remanentes de las
membranas de células eritroides; ademéas el marcador CD61 que es un marcador de
plaquetas y megacariocitos que permitiria detectar trazas de codagulos; finalmente el
marcador CD68 para deteccion de osteoclastos e histiocitos intersticiales.

La muestra:

Las muestras de trauma 6seo objeto de estudio provienen de un individuo juvenil que presenta multiples
fracturas peri mortem en varias de sus estructuras y el cual hace parte de la coleccidon osteoldgica
arqueologica historica resultado de las excavaciones realizadas en el Globo B del Cementerio Central,
para la construccion del centro Memoria Paz y Reconciliacion; la composicion de la misma corresponde
a un grupo de individuos exhumados entre 2009 y 2012, en el marco de la construccion del Centro de
Memoria, Paz y Reconciliaciéon, en la ciudad de Bogota, en la Carrera 19B entre Calle 26 y Calle 24.
Este individuo de interés esta codificado bajo la nomenclatura Fase | i Bloque B3 117 Conj 1071 Sin nivel
T Prof 189 cm i Ind. De acuerdo con fuentes histéricas, estos individuos fueron inhumados en la parte
occidental del Cementerio Central de Bogota, el denominado Globo B, entre 1850 y 1950, y
correspondian a poblacion de escasos recursos (104).
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Las condiciones de este individuo (esqueletizado, antiguo y sin mayor informacién sobre la causa de su
muerte y de sus lesiones mas alla que la sola evidencia macroscoépica que permite inferir que presenta
patrones macroscopicos de fractura de temporalidad peri mortem) lo convierte en un caso representativo
para el interés bioarqueologico y forense toda vez que permite valorar la permanencia de signos
microscopicos de vitalidad mesurables histolégicamente después de transcurridos tantos afios y de
exposicién a factores medioambientales y agentes tafonémicos.

En cuanto al perfil biolégico del individuo, se mantuvo el registro y documentacién al respecto elaborado
por Rojas y Rodriguez (104) y Blandon (105) con base en Buikstra y Ubelaker (1994) y Black y Scheuer
(2000): es decir, corresponde a un individuo masculino subadulto.

Respecto a la complejidad que reviste la antigiedad de este individuo, vale la pena tener en cuenta las
consideraciones de De Boer y Van Der Merwe (69): por definicion, el tejido paleopatoldgico que procede
de individuos fallecidos bastante tiempo atras no contiene células ni tejidos blandos restantes; se trata
dell | amado tejido - s eeoc ame mpsienhpetestaz em the mefpresficendiciones de
conservacion. Por ello es licito cuestionar el potencial del andlisis histolégico esta estrechamente
relacionado con el estado de conservacién de los restos. En ese sentido, el procesamiento de tejido
0seo0 seco plantea varios desafios, entre ellos la eleccidn de si se descalcifica 0 no para su
procesamiento histolégico, cuya inadecuada eleccion puede conducir a secciones dafiadas o rotas; esto
claramente puede llevar a limitar el tamafio de la muestra y requieren equipo especializado y costoso
para garantizar la integridad tisular.

El muestreo destructivo que inevitablemente se necesita para el analisis histolégico puede ser visto como
una necesidad dificil de superar, un muestreo cuidadoso minimiza el dafio esquelético, mientras que las
preparaciones histolégicas producidas se pueden almacenar indefinidamente; por lo tanto, aquella
dificultad es relativa realmente. Por otro lado, el analisis histologico del tejido esqueletizado seco plantea
otro enorme desafio diagnéstico: su examen histolégico no podra incorporar caracteristicas
citonucleares de los tejidos frescos, por lo cual muchas veces dependera Unicamente de los
componentes inorganicos restantes; la interpretacion de esto requiere un conocimiento profundo sobre
la produccion, el mantenimiento, la remodelacion y la reabsorcién del tejido 6seo (69).

Por otra parte, debido a que la coleccion se encuentra bajo resguardo y custodia por parte del Instituto
Colombiano de Antropologia e Historia (ICANH), la posibilidad de obtener las muestras debié surtir el
curso de la Solicitud de Intervencion Arqueoldgica con fines investigativos. Dado que el ICANH considero
gue se cumplian todos los requerimientos y que la investigacion también tendria un impacto positivo en
la investigacion sobre las poblaciones del pasado, aprueba mediante la Autorizacion de Intervencién
Arqueoldgica No. 8808 del 2024 la obtencion de una (01) muestra de lesién traumética de diéfisis himero
derecho y una (01) muestra de lesion traumatica de diafisis del fémur izquierdo del individuo.

Asi las cosas, inicialmente y con el fin de documentar las condiciones en las cuales se encontraban las
muestras, se procedido primero con el registro de las condiciones en las cuales se encontraba
almacenado el individuo de interés.
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ANALIZADO UN

Imagenl0: contenedor tipo canasta plastica rotulada donde seuentra almacenado el individuBase £ Bloque B3 it
Conj 1@ Sin nivek Prof 189 cng Ind.

e

Imagenll: bolas plasticas al interior de la canasta en las cuales se encuentran almacenadas las estructuras 6seas.
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Imagenl2: bolsa plastica que contiene loadsos largos con los traumatismos de interés.

Posteriormente se realiza extraccion y extension de las estrcuturas éseas que corresponden a fémures
y hiimeros con el fin de documentar el estado de las mismas asi como los traumatismos que presentan.
Aunqgue el crdneo y algunas de las demas estructuras también presentan fracturas, no se extrajeron con
el fin de reducir su manipulacion innecesaria.

Imagenl3: extraccion y extension de parte de huesos largos que presentan traumatismos.

Se confirma que las estructuras Oseas, a juzgar por el desarrollo de sus centros secundarios de
osificacién, proceden de un individuo cuya edad corresponde a la categoria Infante Il propuesta por
Krenzer: es decir, de 7 a 14 afios (106). Los fémures, en su tercio proximal, presentan fractura diafisiaria
completa de caracteristicas peri mortem; el humero derecho presenta fractura completa de
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caracteristicas peri mortem en tercio distal de la diafisis, en tanto que el izquierdo también presenta
fractura completa de caracteristicas peri mortem en tercio medio de la diafisis. Atendiendo al tipo de
fracturas y su distribucion en las diferentes regiones anatomicas, estas podrian haber sido secundarias
a algun evento lesivo de impacto(s) por aplastamiento, por choque de automavil o caida desde una gran
altura (107).

Traumatismos de interés

Ya que ambos fémures y himeros presentan aspecto caracteristico de traumatismos de temporalidad
peri mortem (bordes lisos, angulos afilados, fisuras oblicuas definidas y coloracion homogénea con
respecto al resto del hueso cortical), con el fin de preservar la integridad de la lesion por lo menos en
una estructura superior y otra inferior, se decidi®6 muestrear contralateralmente la lesion de himero
derecho y la lesion de fémur izquierdo. De los dos extremos/segmentos de cada fractura se toma
muestra del extremo/segmento mas proximal. Con el fin de valorar a detalle cada una de las lesiones a
muestrear, y debido ademas a la irreversibilidad de la extraccion de las muestras 0seas, se procedio a
documentar fotograficamente cada una de ellas con el fin de fijar sus caracteristicas morfo-
macroscopicas (imagenes 14 a 17).

Imagenl4: vista anterior de fémur izquierdesionado.

Imagenl5: Vista posterior del fémur izquierdo lesionado.

Este trauma en el fémur izquierdo corresponde a una fractura completa en la diéfisis al nivel del tercio
proximal de la estructura; los bordes de la fractura son lisos y de morfologia afilada, conservando ademas
el mismo color que el resto del hueso. Los bordes de la fractura en la cara posterior presentan biselado.
Ademas, desde dicha fractura, tanto en la cara anterior como posterior, emergen una fisura en sentido
ascendente y otra fisura en sentido descendente.
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Imagenl6: vista anterior del humero derecho lesionado.
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Imagenl7: vista posterior de hiumero derecho lesionado.

El trauma en el himero derecho corresponde a una fractura diafisaria completa a nivel del tercio distal,
cuyos bordes son afilados y biselados en la cara anterior, en tanto que en la cara posterior los bordes
son lisos y sin bisel. Desde esta fractura descienden dos fisuras en la cara anterior y una fisura que de
manera oblicua asciende en la region postero-medial.

Una vez registrada fotograficamente de manera rigurosa el aspecto macroscoépico de las estructuras
Oseas y de sus lesiones, se procede a documentar en detalle y minuciosamente las caracteristicas de
las fracturas que seran muestreadas.

Imagenes 18 (izquierda) y 19 (derecha): registro de detalégetde fractura en humero derecho.
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Iméagenes 20(izquierda) y 21 (derecha): registro en detalle de fractura en fémur izquierdo.

En todas estas lesiones se puede apreciar que presentan bordes de fractura lisos, con exhibicion de
bisel, algunos margenes en angulo agudo y con proyecciones afiladas; asimismo, todos los bordes de
las fracturas presentan el mismo color que el resto del hueso adyacente, acci - n de fAt.i
posiblemente asociada a fluidos de descomposicién, sangre, tierra 0 agua sucia que actué tanto sobre
los bordes de las fracturas expuestos como de las regiones 6seas adyacentes. De la mano con esto, no
se aprecia signo alguno de neo-formacion 0sea en las areas de fractura, ni siquiera incipiente. Estas
caracteristicas en conjunto nos permiten inferir que las fracturas estudiadas se produjeron, cuando
menos, cuando el hueso aun poseia sus caracteristicas viscoelasticas i es decir, se trata de traumas
peri mortem.

Confirmado asi el potencial que representan para estudiar en estas lesiones la posibilidad de
biomarcadores de reaccion vital, se toma una seccion 0sea de aproximadamente 2 cm del area
fracturada tanto del humero derecho como del fémur izquierdo, con un respectivo corte transversal en
cada una de ellas (imagenes 22 a 26).
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Imagenes 22(izquierda) y &%erechg: segmento proximal de fémur izquierdo lesionado en el ecnafiantecorte
transversal se toma una seccion de aproximadamente 2 cm del area de fractura. Se rodea corecintasdarar el area a
seccionar como guia para la sierra de eort
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Imagen 2: segmento proximal de fémur izquierdo lesionado en el cual, mediante corte transversal se toma una seccion de
aproximadamente 2 cm del &rea de fractura. Se rodea con cinta de enmascarar el area a seccionar como guia para la sierra
de corte.

Imagen 25proceso de corte de las muestras 6seas mediante sierra.
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ImageneL6(izquierda)y 27(derecha): muestras 6seas de fractura de htmero derecho y de fémur izquierdo,
respectivamente.
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Fijacion: una vez obtenidas las muestras y con el fin de preservan los tejidos se depositan de manera
indpendiente en formalina buferada al 10%, asegurando siempre la trazabilidad de la procedencia de
cada muestra, no solo mediante el registro fotografico sino también a través de la rotulacion de cada
frasco con la correspondiente informacién. Esta solucion de formalina buferada es un fijador
ampliamente usado por la buena preservacion del tejido, actlia como conservante, impide el dafio tisular,
retrasa el proceso de lisis y produce poca retraccion tisular, es compatible con la mayoria de las técnicas
y tinciones histolégicas, incluidas las de inmunohistoquimica.
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Imagenes 28 y 29nuestras 6seas de las fracturas inmersas en formalina buferada dentro de frascos rotulados. .

Las muestras permanecieron aproximadamente 3 horas en la formalina, antes de proceder con su
decalcificacion.

Decalcificacién: posteriormente, se lavan las muestras en agua a temperatura ambiente, antes de
proceder a su descalcificacion mediante Descalcificador TBD -1 E. Este declacificante elimina el calcio
de muestras histologicas 6seas con un dafio escaso de la muestra e interferencia minima con la tincion
de la muestra.
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Imégehés 30y 31: lavado de las muestras posterior a la fijacion medinate formalina buferada (izquierda) e inmersién de
estas erDescalcificadofBD-m 1 @

El proceso de decalcificacion tardé 36 horas, tiempo despues del cual las muestras presentaban ya una
textura que permitia realizarse cortes (textura similar a goma consistente pero ligeramente flexible).

4 e i AR e it "
Imagen 32seccion 6sea descalcificada durante proceso de corte para inclusién etiesads procesamiento histologico.

Se realizaron cortes tanto en plano longitudinal como transversal de cada una de las areas de fractura,
antes de ser introducidos en cassettes plasticos para su procesamiento histolégico.
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Imagenes33 y 34 seccionedongitudinales y transversalee las muestras listas para ser incluidas en ctessplasticosy
ser sometidas al procesamiento histolégico.

mli i b : J“

Imégenes 35 y 36nicio del proceso de procesamientathidgico.

A continuacién las muestras se disponen en bloques de parafina para uso en histotecnologia,
conservando la orientacion longitudinal o transversal con el fin de que los cortes histoldgicos que se

realicen mantengan estos planos de interés.
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Imagenes 37 y 38nclusion de las muestras en blogues de parafina.

Una vez incluidos los cortes de las muestras 0seas en sus respectivos bloques de parafina, estos estan
listos para obtener cortes histol6gicos a través del empleo del micrétomo:

{4 [

i
L Ll L

,F@WWV «Iu fony  F -0 Pﬁt% ‘“WEA iHMIJ " [fomern Fx.

Imagenes 3%ecciones de muestras 0sgas planos longitudinal y transversstas para tomar los cortes histolégicos
mediante micrétomo
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Cada muestra 6sea en su respectivo bloque de parafina adherido al cassette plastico se dispone en el
micrétomo, que a través de un cuchilla de hoja muy fina y de manera secuencial va realizando cortes de
3 ¢ mgue seran fijadas a laminas portaobjetos:

-

Accu-Cut® SRM™

Imagen 40micrétomo para cortes histolégicos.

Finalmente se realizan los procesos de tincion y de tratamiento para los marcadores de
inmunohistoquimica.

Hematoxilina / Eosina.

Este es el método de tincion histolégica de uso mas frecuente en el que se utilizan dos tintes llamados
hematoxilina y eosina para observar mejor las diferentes partes de la célula al microscopio. El agente

colorante activo, la hematina, se forma por la oxidacion de la hematoxilina; este proceso, conocido como
Amaduraci -nd0 ocurre espont8neamente si |l as solucion
si se usa un agente oxidante, como el yodato de Sodio o el 6xido de mercurio. Como este proceso de

oxidacion contintia a través de la vida de la solucion de hematoxilina, estas soluciones deberan ser
almacenadas en recipientes oscuros hasta que se vayan a usar. La vida de la solucién de trabajo varia.

El método de la hematoxilina es un procedimiento progresivo que tifie principalmente nucleos. La
intensificacién del color azul se logra lavando las ldminas bajo un chorro de agua corriente.

Solucién de Hematoxilina empleada:
Alumbre de amonio o de potasio i 50.0 g

Agua destilada i 1000.0 ml
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Cristales de hematoxilinai 1.0 g
Yodato de sodioi 0.2 g

Acido citricoi 1.0 g

Hidrato de cloral i 50.0 g

Después de la aplicacion de hematoxilina, las soluciones de eosina se usan convencionalmente para
contrastar. La eosina-floxina da el mayor grado de contraste de rosado a rojo brillante. El citoplasma se
tifie de rosado y el coladgeno y el musculo se tifien de rojo brillante. En el caso del hueso, la hematoxilina
tifie de violeta azulado algunos elementos celulares como los nicleos y la eosina resalta de rosa violaceo
principalmente el componente mineral.

Tricromico con solucién de Mallory

El método de tincion de Mallory utiliza tres tintes diferentes. Este método tiene la ventaja de que permite
visualizar un mayor numero de estructuras de tejido. La tincibn de Mallory combina el azul de
anilina (que tifie el tejido conectivo, la matriz extracelular, las glicoproteinas y el moco), el naranja G (que
tifle las proteinas) y la fucsina rojo oscuro (que tifie el ARN y el ADN) (70). Para el caso del hueso nos
permite diferenciar cada uno de sus elementos estructurales, valorar la arquitectura tisular y apreciar los
revestimientos en colageno tipo | (azul intenso).

Solucion de almacenamiento:

-Azul de anilina hidrosolubre (C.L. 42755) 1 0.5 g
-Naranja G (C.l. 16230)

-Acido oxalico

-Agua destilada
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(Llevar a ebullicion vy filtrar)

Solucién de trabajo:

-Solucién de almacenamiento T 1 parte.
-Agua destilada.

Preparar en el momento de uso.

Imagenes 43proceso de tincién tricromica cafe solucion de Mallory

Tincién azul de Prusia (para marcacion de hemosiderina)

Esta coloracién se utiliza para visualizar depésitos de iones férricos en muestras de tejido. La
hemosiderina representa las reservas de hierro del cuerpo, el cual se encuentra en estado férrico; el
hierro se puede visualizar por su liberacidn de la hemosiderina con acido clorhidrico, formando cloruro
férrico; el hierro reacciona con el ferrocianuro de potasio para formar ferrocianuro férrico, esto es un
compuesto azul insoluble conocido como azul de Prusia o azul de Berlin, la intensidad del color da una
indicacion en cuanto a cantidad, pero es sélo cualitativa.

Por tanto, resulta una util tincién para indicar hemorragia a través del marcaje de hemosiderina con
coloracién azulada. Por ello, aunque la cantidad de depésitos de hemosiderina se aprecie muy leve en
cada uno de los campos examinados, considerando las varias décadas desde la muerte del individuo
muestreado, podria efectivamente estar indicando trazas de hemorragia y su posibles remanentes de
acumulacion en incipientes formaciones de coagulacion.

Técnicas de Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es el proceso de deteccion de antigenos celulares y fibrilares (p. €j., proteinas)
en secciones de tejido. Los antigenos pueden ser citoplasmaticos 0 nucleares y mostrar eventos
celulares como apoptosis o proliferacion alterada. La mayoria de los anticuerpos disponibles
comercialmente se pueden utilizar en tejido fijado con formalina. La reactividad positiva o negativa de
los anticuerpos analizados a menudo depende de variables como la calidad y la duracion de la fijacion,
asi como del uso de pasos adicionales como la digestion con proteasas y la recuperacion de antigenos.
Adem8s, en lugar del kit de detecci-n DAB de i#it

nci
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de fosfatasa alcalina Arojad permanente (Figur
lesiones melanociticas pigmentadas (Figuras 1.51, 1.52).

Aunque un portaobjetos de control positivo independiente es estandar para cada tincion de
inmunohistoquimica, esto no garantiza que la tincion haya funcionado correctamente para el tejido del
paciente. La interpretacién de los estudios inmunohistoquimicos se basa en el conocimiento de los
componentes normales de la piel que pueden servir como controles positivos internos (véase la Tabla
1.1). La inmunohistoquimica se utiliza ahora ampliamente como ayuda en el diagnéstico de casos
dificiles en los que existe un diagnostico diferencial definido.

GlicoforinaA

El antigeno CD235a, también llamado glicoforina A, es una glicoproteina transmembrana, de un solo
paso, que contiene carbohidratos, principalmente en forma de acido sialico. Se expresa en precursores
eritroides y eritrocitos. La glicoforina A lleva los determinantes de antigenos para los grupos sanguineos
MNS y se ha propuesto que es un inhibidor de la hemaglutinacion y la hemdlisis. Asi, el analisis
inmunohistoquimico que utiliza anticuerpos anti-glicoforina A humana posibilita detectar residuos de la
linea eritroide incluso cuando estos estan muy degradados: la proteina glicoforina A persiste mas tiempo
en el tejido 6seo aun bastante tiempo después.

La coloracion parduzca (como indican varios depdsitos hallados) sugiere la persistencia de dichos
residuos eritroides (confirmando su propio origen), que son indicadores Utiles de la sangre, lo cual
podrian ser rastros de hemorragia vital o incluso de adherencias residuales de coagulacion.

Antigeno CD61 (para marcacion de hierro hematico)

El antigeno CD61 es un marcador selectivo de plaquetas y precursores de plaquetas, por lo cual es una
excelente tincién para detectar la presencia y agregacion plaguetaria: sus depd@sitos situados préximos
al margen de fractura y también agregados sobre este, podrian ser indicadores tanto de extravasacion
vital de contenido hematopoyético como de formacion inicial de coagulacion incipiente.

Antigeno CD68 (para marcar actividad osteoclastica)

CD68 es un tipo especializado de proteina altamente expresada en células del linaje monocitos-
macroéfagos. Sirve como marcador de estas células macréfagas en varios tejidos y participa en la
respuesta del sistema inmunolégico a los patégenos y en la eliminacion de desechos celulares. Para el
caso de los margenes de fracturas no se aprecié su reaccién positiva, lo cual indica que no fue posible
detectar presencia alguna de los mismos en algunas de estas margenes.



Imagen 4: proceso de observacién mediante microsiiopia ética y registro fotografico.
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RESULTADOS

Hematoxilina / Eosina

Como resultado de la aplicacion de la tincion con H/E primero se obtuvieron imagenes generales tanto
del &rea de la fractura como de areas mas distantes, asi como del area donde se produjo el corte del
hueso con cuchilla para la obtencién de la muestra.

L) ® " . : = e = 5
Imagend?. Acercamieto en 10X: seccién longitudinal de fémur en area de coMenterior de los canales de Havers y de
algunas lagunas de osteocitos se aprecian contenidos basdfilos (azul oscuro intenso) de posible naturaleza hematica.
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Imagen48: Acercamiento en 10X seccion Iongitudinaie fémur. Obsérvese los de‘pésitt\js imoaductobasdfilosde
posible naturaleza hematica o vascular.
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Imagend9: acercamiento 10x. Corte transversal seccion del area de fractura en fémur. Se aprecia tejido 6seo laminar
(region media y derecha del tejido) y trabéculas de la médula 6sg@irezquierda del tejido). Obsérvese los
componentes vasculares resaltados por la coloracion basofila (azul oscuro intenso).
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Imagen50: acercamiento en 20x a seccion longitudinal de himero. Se observan algunos componentes vasculares y
hematicos, identificados por la coloracién baséfila (azul intenso).

Imagen51: AcercamientolOxa seccion transversal de fémur, donde se aprecia tensi&sde Osteona entorno a la cual se
observan los canaliculos que provienen desde las lagunas de los osteocitos. Dentro del canal central de Havers se observa
un contenido que posiblemente correspondanaterial vascular o hematico.
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Imagen52: Acercaniento en 40x a seccion trasversal del area medular de la fractura en fémur. Se aprecian lo que
posiblemente corresponda a capilares tipo sinusoigesuadrosyentro de los cuales se hallan componentes heméticos de
coloracion basdfila.


















































































































