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INTRODUCERE

Moartea violentd (cel mai frecvent datoratd actiunii unui agent traumatic asupra
organismului) face obiectul anchetelor judiciare. Ea poate surveni in urma unor accidente
(rutiere, precipitare, deficiente Tn acordarea asistentei medicale), sinucideri sau omucideri.

Primul organ care absoarbe socul agentului traumatic este pielea.

De foarte multe ori, anchetatorii sunt pusi in postura de a evalua cadavre la care
decesul a survenit fara martori, cu multiple leziuni, fiind necesara diferentierea intre leziunile

vitale si cele non-vitale si, de asemenea, determinarea cronologiei acestora.

Problematice sunt, in special, leziunile produse cu scurt timp Tnainte (stadiu agonic)
sau la scurt timp dupa momentul decesului (perioada supravitald). in acest interval de timp,
aspectul histologic nu este de ajutor, modificarile neputdnd fi puse in evidenta prin tehnica

standard (Hematoxilina-Eozina).

Astfel, diagnosticul actual de reactie vitala, in intervalul de timp mai sus mentionat,
are un caracter speculativ, necesitdnd un “cocktail” alcatuit din numerosi markeri. Acest lucru
presupune un efort insemnat financiar din partea institutiilor medico-legale cat si timp mai

mult

Dorinta de a identifica un factor de incredere in aceasta zond m-a determinat sa aleg
aceasta tema de studiu pentru teza de doctorat. De aceea, propun studierea unor noi markerti,
markeri care si-au dovedit utilitatea si implicarea in procesele inflamatorii si al progresiei
tumorale, dar al caror rol in practica medico-legal nu a fost evaluat inca sau a fost evaluat prea

putin.

Acesti markeri sunt Vascular adhesion protein-1 (-1 (VAP-1), high-mobility group
box 1 protein (HMGB1), receptor for advanced glycation end products (RAGE), Toll Like
Receptor 4 (TLR4) si nuclear factor kappa b (NFkB). Acestia au fost determinati

imunohistochimic in plagi cutanate cu varste diferite, cu momentul producerii cunoscut.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

A fost structurat in patru capitole care au trecut in revista principalele directii de
cercetare in domeniul medico-legal, in general, si in reactia vitala, in special.

Capitolul 1. Notiuni de histologie
In cap. 1 s-au trecut in revisti elemente de histologie cutanati si vasculara.
Capitolul 2 Pligile in medicina legala

In cap. 2 am abordat mecanismele de producere ale plagilor cutanate, am clasificat
agentii traumatici mecanici si am discutat principalele diferente dintre plagile produse

intravitam si cele produse postmortem.

Leziunile postmortem produse in mod intentionat sunt intalnite in situatia in care
pentru a ascunde, spre exemplu, o crima, cadavrul poate fi ars, prin provocareau unui incendiu
sau poate fi asezat pe calea feratd pentru a simula un accident de trafic feroviar sau se poate
simula o sinucidere prin spanzurarea unui cadavru, etc. Acestea sunt doar cateva exemple din
imprejurarile 1n care precizarea caracterului vital al leziunilor capata o importanta primordiala

in justitie. [9]

Problematica diagnosticului diferential al leziunilor produse ante si postmortem
referindu-ne cu predilectie la plagi, presupune o colaborare interdisciplinara medic legist-
anatomo patolog, in sensul in care la autopsie medicul legist trebuie sa asigure recoltarea
fragmentelor de organ/tesut care prezintd plaga cu toate caracteristicile ei, pe cat posibil

(margini, unghiuri) si sd ofere detalii anatomo-patologului cu privire la datele de ancheta.

Existd modificari de acompaniament ale fiecarei leziuni produse intravitam cum ar fi
hemoragia-infiltratul sangvin, coagularea, inflamatia si retractia tesutului. Desi acestea si-au
dovedit aportul in predictia intervalului de producere a unei leziuni traumatice, retractia

tesuturilor, studiata mai ales in situatia plagilor, ramane discutabila.

Capitolul 3 Procesul de vindecare a pligilor cutanate

Cele mai multe informatii pe care le avem despre acest fenomen se suprapun cu
procesul normal de vindecare al leziunilor cutanate [10].

Procesul de vindecare este foarte complex, dinamic si implicd numeroase celule,

mecanisme umorale si moleculare care incep imediat dupa producerea leziunii [13].



Exista patru (trei sau cinci, dupa unii autori) faze distincte, dar care se suprapun in
mare parte: hemostaza, inflamatie, formare de tesut nou si remodelarea acestuia [14].

Hemostaza va avea drept rezultat producerea unei structuri temporare, numitd cheag
sanguin. Astfel, se limiteaza cantitatea de sange pierdut prin hemoragie, se previne infectarea
plagii si se formeazd o matrice provizorie unde vor migra toate celulele implicate in procesul
de inflamatie [15].

Faza inflamatorie poate fi subimpartita in faza timpurie, cea a rdspunsului neutrofilic
si tarzie, in care celulele predominante sunt macrofagele [21].

Faza proliferativa este caracterizata de aparitia tesutului de granulatie [25] . In aceasta
etapa, fibroblastele sunt cele mai importante celule datoritd capacitatii lor de a produce fibre
de colagen, astfel inlocuindu-se matricea temporara, constituitd in special din fibrina [24].

Faza de maturare este caracterizata de transformarea fibroblastelor in miofibroblaste
iar cantitatea de colagen produsa va scadea gradual. Densitatea capilarelor de la nivelul plagii

scade, precum si numarul fibroblastelor rezultand o cicatrice matura relativ acelulara [35].

Capitolul 4 Reactia vitala si importanta ei in medicina legala

Reactia vitala reprezinta totalitatea modificarilor locale (tesuturi, organe) si generale
(ale corpului intreg) care apar in organismul viu, ca rdspuns la actiunea unei traume
(mecanice, fizice, chimice, biologice), permitand diferentierea leziunilor produse intravital de
cele produse postmortem (accidental sau intentionat) [40].

Avand 1n vedere cd organismul declanseaza procesul de vindecare imediat dupa ce o
leziune a fost produsa, eforturile anatomopatologilor care lucreaza in domeniul medico-legal
au fost concentrate in directia evidentierii sau absentei acestui proces de la nivelul plagilor
investigate.

Toate etapele procesului normal de vindecare au fost investigate in speranta
identificarii unui component care sa permitd diferentierea clara dintre plagile produse
antemortem de cele produse postmortem, cét si intervalul de timp scurs de la producerea
leziunii pana la decesul victimei. Dintre moleculele investigate amintim: peptide vasoactive si
enzime [51], factori implicati in hemostaza/coagulare [58, 61], molecule de adeziune [63, 65],

chemokine si citokine [70, 71, 77], factori de crestere [78].



CONTRIBUTIA PERSONALA
Capitolul 5 Metodologie generala

Scopul prezentului studiu este reprezentat de identificarea expresiei unor markeri
imunohistochimici 1n leziuni cutanate cu interes medico-legal, In vederea stabilirii vitalitatii
acestora si relatiilor dintre expresia acestor markeri.

Pentru indeplinirea scopului propus, am urmarit mai multe obiective, dupa cum

urmeaza:

5.1.1 Obiective:

1. Stabilirea loturilor de studiu si crearea unei baze de date in care sd fie cuprinse
cazurile.

2. Caracterizarea lotului de studiu din punct de vedere demografic si macroscopic.

3. Evaluarea histopatologica prin coloratiile Hematoxilina-Eozina, Van Gieson Verhoeff
si Perls.

4. Evaluarea expresiei VAP-1 la nivelul vaselor sanguine din vecindtatea plagii si in
fragmente de tegument control, recoltat in timpul autopsiei.

5. Evaluarea axei HMBGI-RAGE-TLR4-NF-kB la nivelul vaselor sanguine din
vecindtatea plagii precum si in fragmente de tegument-control, recoltat in timpul
autopsiei.

6. Evaluarea expresiei axeit HMBG1-RAGE-TLR4-NF-kB 1n keratinocitele de la nivelul
plagii precum si in fragmente de tegument-control, recoltat in timpul autopsiei.

7. Stabilirea unui scor pentru gradarea expresiei pozitive a celor cinci markeri.

8. Prelucrarea statistica a informatiilor rezultate din evaluarea expresiei
imunohistochimice.

9. Elaborarea concluziilor.

Pentru acest studiu prospectiv, in lotul de studiu principal au fost incluse cazuri
autopsiate in cadrul Serviciului Clinic Judetean de Medicind Legald Constanta, In perioada
01.01.2018 — 31.12.2021. Din totalul de 4404 cazuri autopsiate 1n aceasta perioada, 1353 au
fost decese violente, iar dintre acestea, 690 au avut In mecanismul tanatogenerator implicata

cel putin o leziune cutanatd traumatica.

Din cele 690 de cazuri, 117 au fost selectate. De la fiecare caz a fost recoltat unul pana

la 4 fragmente cutanate recoltate din plagi precum si un fragment control din inciziile



efectuate in cursul autopsiei. In total, au fost recoltate 167 fragmente cutanate si 117
fragmente cutanate control. Lotul principal a fost segregat in sase loturi secundare (LS) pe
baza intervalului de supravietuire (IS).

Celor sase loturi segregate din lotul principal 1i s-a addugat un lot control alcatuit din
10 fragmente cutanate recoltate de la pacienti care au fost supusi unor interventii chirurgicale
pentru excizia unor tumori cutanate. Fragmentele cutanate au provenit din transele de
sectiune.

Toate fragmentele au fost supuse procesarii histopatologice si coloratiei cu
Hematoxilina-Eozina, Perls (albastru de Prusia) si Van Gieson Verhoeff.

De asemenea, s-au efectuat si urmatoarele coloratii imunohistochimice:

Antigen Clona Gazda Tip Izotop Companie Concentratie

VAP-1 E-10 soarece monoclonal  IgGza  Santa Cruz 1:50-1:500
Biotechnology

P- AK-6  soarece monoclonal  IgG eBioscience 1:100-1:1000

selectina

HMBG1 GT348 soarece monoclonal IgG2a Invitrogen 1:100-1:1000

RAGE A-9 soarece monoclonal  IgG Santa Cruz 1:50-1:500
Biotechnology

TLR4 25 soarece monoclonal  IgG Santa Cruz 1:50-1:500
Biotechnology

NF-kB F-6 soarece monoclonal IgGl  Santa Cruz BioT. 1:50-1:500
Cuantificarea markerilor s-a realizat in zonele de interes, vasele din buza plagilor, din

aria de hemoragie si periferia leziunilor (pentru toti markerii) respective in epiteliul din buza

plagii si din vecinatatea ei pentru HMGBI1, RAGE, TLR4 si NFkB. S-au stabilit scoruri

pentru a grada expresia markerilor cuprinse intre O si 3 sau O si 4 (cuantificarea in epiteliu).

Preparatele astfel obtinute au fost examinate la microscopul optic Accuscope EXC-500 si
au fost achizitionate pe calculator cu ajutorul unei videocamere Excelis HD.

Analiza statistici a datelor a fost efectuatd in programul R, versiunea 3.1, R
Development Core Team (2008). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. R utilizeaza o serie de marimi medii
(media, mediana si modulul) precum si indicatori ai dispersiei (deviatia standard si varianga).

Caracterul gaussian al variabelor a fost evaluat cu ajutorul testului Shapiro-Wilk.



Capitolul 6 Studiul 1 Caracteristicile lotului de studiu din punct de vedere

demografic, macroscopic si histopatologic

Scopul studiului.

Scopul prezentului studiu este de a analiza lotul descris in capitolul 5 din punct de
vedere demografic, macroscopic si histopatologic.
Rezultate:

Varsta medie a pacientilor inclusi in studiu a fost de 49,57 ani+/-9,9, cu o varsta
minimd de 1 an si o maxima de 88 de ani. Sapte pacienti au fost minori, iar 12 au fost

varstnici de peste 75 de ani.

Fiecare plaga in parte a fost caracterizatd n ceea ce priveste modul in care a fost
produsa, mecanismul de producere si regiunile implicate. Astfel, se observa ca cele mai multe
plagi sunt contuze, urmate de cele delabrante si tdiate. O altd categorie importantd a fost
reprezentata de plagile intepat-tdiate (aproximativ 12%). La polul opus, plagile impuscate si

muscate, au constituit grupele cel mai slab reprezentate, atingdnd un procent de 4-5%.

In privinta modului in care au fost produse, se poate constata ca 59 dintre acestea
provin din accidente rutiere. Dintre modalitatile de producere, acestea au cea mai mare
proportie deoarece accidentele rutiere sunt foarte frecvente si prezintd un risc ridicat de

fatalitate.

Evaluand regiunile din care au provenit plagile, constatam ca peste 33% dintre acestea
(56) sunt reprezentate de scalp, urmate de torace (27) si abdomen (17). Astfel, faptul ca
plagile din aceste zone predomind, nu este Tntamplator, ele fiind sediul organelor vitale.

Aspecte macroscopice ale leziunilor traumatice (plagi) incluse in studiu :

Din punct de vedere macroscopic, la nivelulul tuturor leziunilor traumatice analizate,
s-au constatat infiltrate sanguine de dimensiuni si profunzime variabile, Tn special la nivelul
buzelor plagilor. Chiar si 1n pldgile postmortem (in special la cele produse in prima jumatate

de ora dupa decesul persoanei) s-a observat infiltrat hematic, desi de intensitate mai scazuta.

Un alt parametru macroscopic evaluat a fost retractia tesuturilor. Mult timp a fost
considerat un element specific pligilor produse intravitam. Insa, in cadrul cercetirii noastre,

am constatat cd In LS1, aproximativ 11% dintre plagi ( 8 plagi), desi erau produse cu



certitudine in timpul vietii, nu prezentau retractie tisulara. Acest fapt poate preta la confuzie

cu plagile post mortem, care prezinta retractie redusd a marginilor.

Caracterizarea microscopica a loturilor de studiu:

In toate loturile coloratiile de rutind efectuate din bateria de teste standard nu au adus
foarte multe informatii utile. Coloratia Hematoxilina-Eozina a pus in evidenta ariile de
hemoragie si infiltratul inflamator (acolo unde acesta a fost present). In LS1, pe 15 fragmente
din LS2, 6 din LS3 si 1 din LS4 nu s-a identificat infiltrate. In LS5 HE a identificat hematii
ratatinate precum si existenta de tesut de granulatie (la plagile cu supravietuire de 24-72 de
ore), precum si aspect cicatriceal al dermului, la pldgile cu supravietuire de peste 8 zile.

Coloratia Perls a fost negativa in toate loturile, cu exceptia LS 5 unde a pus in evidenta
depozite de hemosiderina pe 18 dintre cele 20 de fragmente constituente ale lotului.

Coloratia Van Gieson Verhoeff a evidentiat fibrele elastice din structura dermului,
fibre care au fost inconstant modificate (fragmentate pe 4 fragmente cutanate din LS3) sau
reducerea numerica moderata la nivelul buzei plagii in LS4. In LS5 a pus in evidenta scaderea

densitatii firelor elastice pana aproape de disparitie Tn zonele cu aspect cicatriceal .

Discutii:

Desi in majoritarea cazurilor, evaluarea macroscopica este suficientd pentru a afirma
caracterul vital/non vital al unei leziuni, asa cum am vazut si in studiul de mai sus, exista un
mic procent in care nu exista certitudine.

Scripcaru-Terbancea considera ca in practica medico-legala existd un “interval de
incertitudine” de aproximativ 10 min antemortem si 5 min postmortem. [85] iar Simonin il
considera chiar de 3 ore postmortem [86]

Exista studii [87-91] care demonstreaza ca zone hemoragice pot aparea chiar dupa
oprirea pompei cardiace, Tn asa numita perioada supravitala.

Avand 1n vedere ca observatiile macroscopice pot fi alterate in diverse situatii este
necesara completarea acestora cu un examen microscopic.

De departe cea mai cunoscutd si mai folosita coloratie din patologia generald sau
medico-legala, Hematoxilina-Eozina, este foarte utild in diferentierea leziunilor produse post-
mortem de cele intravitam cu o conditie: sa fie prezent infiltratul inflamator pentru a putea fi
obiectivat. Bineinteles, coloratia HE va evidentia foarte bine si ariile de hemoragie, insa, la fel
ca si in situatiile abordate la examinarea macroscopica, acestea pot avea origine postvitala.

Infiltratul inflamator este singurul element de certitudine acceptat in afirmarea reactiei

vitale si un marker extrem de important in aprecierea varstei leziunii [11].
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Studiile au aratat ca un interval minim de la care incepe infiltrarea neutrofilica este de
10-30 minute si poate ajunge si la o extrema maxima de 12 ore. Cel mai frecvent, aceastad
infiltrare neutrofilica apare dupa 1-2 ore de la producerea leziunii. [11, 60, 95]

In privinta coloratiei Perls (albastru de Prusia), utilitatea acesteia a fost destul de
limitata, referindu-ne aici la lotul de plagi cu varsta de supravietuire de peste 24 ore.

Coloratia Van Gieson Verhoeff a evaluat prezenta, in special, a fibrelor elastice.
Patternul acestora de colorare nu a permis estimarea varstei leziunii, decat intr-un numar
limitat de cazuri din lotul de plagi cu varsta de supravietuire de peste 24 ore, unde s-a
observat reducerea sau disparitia fibrelor elastice in ariile cu aspect cicatriceal [10].

In general, coloratiile de rutind sunt utile in leziunile cu o vechime de peste 1-2 ore,
odata ce infiltratul inflamator este prezent la nivelul ariei hemoragice.

Concluzii:

1. Distributia cazurilor pe anii 2018-2021 a fost afectatd de suprapunerea pandemiei de SARS
Cov2, cu perioada martie 2020-iulie 2020 cu foarte putine cazuri incorporate in studiu. Din
punct de vedere demografic, in toate categoriile de varsta a predominat sexul masculin cu un
sex ratio de 4.31.

2. Din punctul de vedere al tipului de plaga, cele mai multe au facut parte din categoria
plagilor contuze (45% din totalitatea leziunilor), provenite in special din accidente rutiere
(35% din totalitatea modalitatilor de producere ale plagilor), iar localizarea cea mai frecventa
a fost la nivelul scalpului (30%).

3. Examinarea macroscopicd a permis aprecierea caracterului vital-non vital al unei leziuni Tn
aproximativ 80% dintre plagi folosind parametrii clasici (infiltrat hemoragic, retractia
marginilor plagilor, activarea coagularii, prezenta inflamatiet).

4. Evaluarea microscopica a fost superioard celei macroscopice prin evidentierea ariilor de
hemoragie si infiltratului inflamator.

5. In lotul cu interval de supravietuire de sub 5 minute, nicio plagd nu a prezentat infiltrat
inflamator facand astfel dificil diagnosticul diferential cu o plaga produsa postmortem.

6. Coloratia Hematoxilina Eozina a fost utild in aprecierea vitalitdtii unei plagi dupa un
interval de timp de aproximativ o ora.

7. Coloratia Perls a avut o utilitate redusa, ea evidentiind depozite de hemosiderina dupd mai
mult de 24 de ore de la producerea leziunilor.

8. Coloratia Van Gieson Verhoeff a avut, de asemenea, o utilitate redusa, fibrele elastice
evidentiate de aceasta aparand uneori fragmentate sau reduse numeric, dar fara a putea aprecia

caracterul leziunii pe baza acestora.
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Capitolul 7. Studiul 2 -— Studiu imunohistochimic comparativ al VAP-1 cu P-selectina
in plagi cu timp de supravietuire cunoscut
Ipoteza de lucru si scopul studiului

Pentru acest studiu, am plecat de la premisa ca rolul pe care VAP-1 1l indeplineste in
procesul de diapedezad datoritd functiei de molecula de adeziune si celei oxidative ar putea
avea aplicabilitate Tn practica medico-legala.

Scopul studiului este reprezentat de cuantificarea expresiei acestui marker, cuantificare
care a fost efectuatd concomitent cu expresia P-selectinei, un marker care, desi are limitele lui,

oferd, in continuare un suport important n aprecierea vitalitatii in plagile produse recent.

Material si metoda
Pentru acest studiu imunohistochimic s-au utilizat markerii imunohistochimici VAP-1

si P-selectina si s-au efectuat coloratiile conform protocolului mentionat in capitolul 5.

Marker Dilutie Antigen Retrieval Control extern
VAP-1 1:150  EnVision ™ FLEX Target Retrievel Solution, Placenta
high PH
P-selectina  1:250  EnVision ™ FLEX Target Retrievel Solution, Amigdald
high PH
Rezultate:

Expresia VAP-1 in plagile produse intravitam

In aria de hemoragie, expresia VAP-1 a fost accentuati obtinandu-se in peste 90 % din
cazuri scorurile 2 si 3 in LS1. Comparand expresia VAP-1 in aria de hemoragie cu cea din
periferie, respectiv buza plagii, constatam diferente semnificative statistic (p<0.003 vs
periferia plagii si p<0.001 vs buza plagii). Comparand expresia VAP-1 in buza plagii cu cea
de la periferie, nu au existat diferente statistice (p=0.43).Comparatia cu fragmentele control au
condus la aceeasi expresie semnificativ statistica, pe toate cele trei zone evaluate (P<0,001).

In LS2, expresia VAP-1 in zona de hemoragie (figura 83) nu a fost diferita de cea din
buza plagii (p=0.24) sau din periferie(p=0.5). Comparatia cu fragmentele control a fost 1n
continuare semnificativ statistica (P<0.001).

In LS3 s-a pastrat aceeasi tendinta ca si in LS2, fara diferente majore in expresia
imunohistochimica intre cele trei zone evaluate. Diferentele constatate cu fragmentele control

au fost semnificativ statistic si in acest lot.
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LS4, a avut expresii asemanatoare in evaluarea imunohistochimica a VAP-1 in cele
trei zone {inta si o discrepanta clard (p<0.001) cu fragmentele control.

In LS5 s-a constatat reducerea expresiei VAP-1 in aria de hemoragie, dar fard
diferente statistice cu celelalte doua zone (expresia din periferia plagii P=0.23 iar expresia din
buza plagii p=0.84).

Expresia VAP-1 in plagile postmortem

In plagile post-mortem, indiferent de aria de evaluare a expresiei, scorurile 0 si 1 au
fost constant intalnite, fara o diferentd semnificativ statistica (p=0.37 vs periferia leziunii,
respectiv 0.79 buza plagii)

Expresia VAP-1 in fragmentele control provenite de la decedati si vii

Tendinta constatatd in plagile postmortem s-a pastrat si la nivelul fragmentelor
recoltate in cursul autopsiei (figura 90) precum si in LS7 (p=0.43).

Expresia P-selectinei in LS1-LS5 a fost destul de variabila.

in LS1 a predominat scorul 1, scorurile 2 si 3 intalnindu-se in aproximativ 40% din
cazuri. De asemenea, 12 dintre cele 69 de fragmente din acest lot au avut scor 0 in aria de
hemoragie. O usoara accentuare a expresiei a fost constatata la periferia leziunii, dar fara a fi
evidenta statistic (p=0.73).

In LS2 s-au constatat o accentuare a expresiei in aria de hemoragie (peste 70% dintre
fragmente inregistrand scoruri 2 si 3) (p<0.05). In periferie, coloratia vaselor a fost
asemanatoare cu a celor din LS1 (p=0.2).

In LS3, expresia s-a pastrat accentuati in aria de hemoragie, cu sciderea colorabilititii
in periferia leziunii (P=0.07).

In LS4 distributia pe cele 4 scoruri a fost aproximativ egald in aria de hemoragie, pe
cand 1n periferia leziunii a predominat scorul 1 (p=0.1).

In LS5, s-au inregistrat scoruri reduse atdt in aria de hemoragie cit si in periferia
leziunii, fara diferente statistice semnificative (p=0.37).

LS6 s1 LS7 au avut caracteristici similare, precum si cu fragmentele control recoltate
in cursul autopsiei (p<0.05).

Comparatia VAP 1 cu P-selectina

Expresia in aria de hemoragie in LS1 pune in evidenta superioritatea VAP-1, aceasta
obtinand mult mai multe scoruri 2 si 3 in primele cinci minute de la producerea leziunii
(P<0.001).

Expresia la periferia leziunii a fost, de asemenea, mai accentuata in cazul marker-ului

VAP-1 (P<0.001)
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In aria de hemoragie din LS2, expresiile celor doi markeri sunt asemanitoare, cu un
mic plus pentru P-selectina, dar fara semnificatie statistica (p=0.43)

In LS3 pana la LS5, atat in aria de hemoragie, cat si in periferia plagilor (fig. 118), nu
s-au evidentiat diferente notabile intre cei doi markeri. (p=0.38)

In LS6 si in loturile cu fragmente control, expresia este aseménitoare, cu majoritatea

fragmentelor avand scorurile de 0 si 1, expresie consideratd bazala.

Discutii:

In conditii normale, VAP-1 este exprimat in trei tipuri celulare: celule endoteliale,
celule musculare netede (inclusiv pericite [106]) si adipocite [107]. La nivelul vaselor, VAP-1
se gaseste in forma inactiva, in vezicule citoplasmatice diferite de corpusculii Weidel-Palade
ai celulelor endoteliale [102].

Intr-un studiu efectuat de un grup de cercetitori finlandezi s-a constatat ci in
fragmentele de piele prelevate de la indivizi fara boli cutanate sunt prezente rare vase
sanguine cu expresie scdzuta sau moderatd a VAP-1. [110]. Am notat aceasta expresie scazuta
sau moderatd cu scorurile 0 respectiv 1.

In timpul inflamatiei, se induce expresia VAP-1 in celulele endoteliale si proteina este
translocatd din veziculele citoplasmatice pe membrana plasmaticd, printr-un proces
asemandtor cu cel al P-selectinei [110]. Aceastd moleculd mediaza pasul diapedezei si de
asemenea intervine in momentul rostogolirii si al adeziunii ferme [112].

Activitatea enzimaticdi a VAP-1 declanseaza sinteza si expresia moleculelor
endoteliale de adeziune ICAM-1, MadCAM-1, E-selectina si P-selectina, induc secretia
chemokinei CXCLS si activeaza factori de transcriptie precum NF-kB [115, 116]. Asa cum
am observat si In studiul nostru, in primele minute dupa producerea unei leziuni se constatd o
supraexprimare a VAP-1, urmata de cresterea numarului de vase pozitive la P-selectina in
loturile de studiu 2 si 3.

in procesul de inflamatie cutanati indusa chimic si prin administrare intravenoasa de
anticorp antiVAP-1 s-a constatat legarea acestui anticorp de celulele endoteliale in care
expresia VAP-1 a fost consecutiva exprimirii crescute a acestuia. In celulele endoteliale din
vasele cutanate neexpuse stimularii chimice nu s-a constatat legarea anticorpului [110]. Acest
fapt a fost evident in studiul meu in cazul fragmentelor control, atat cele recoltate in timpul
autopsiei cat si in LS7.

In acelasi studiu s-a demonstrat ci translocarea VAP-1 din citoplasmi la nivelul

membranei celulare se produce la aproximativ 60 minute dupa aplicarea solutiei chimice cu
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un maximum atins la 8 ore. Apoi s-a constatat o descrestere a intensitatii imunoreactiei in 24-
48 ore post inducerea stimulului inflamator [110].

In studiul meu am constatat descresterea intensititii imunoreactiei in plagile cu IS de
peste 24 ore (LS5). Insa, comparand expresia imunohistochimica din LS1 (plagi cu IS de sub
5 minute) cu expresia fragmentelor control, am putut pune 1n evidentd o supraexprimare in
primele, cu semnificatie statistic (p<0.001), ceea ce vine sa contrazicd rezultatele studiului
citat mai sus.

P-selectina a fost un marker foarte promititor 1n atestarea reactiei vitale si a
tanatocronologiei leziunilor.

Insa, pe masura ce a fost studiatd mai intens, s-a constatat ca expresia acesteia nu este
caracteristica plagilor intravitam ci se poate pozitiva si in leziunile postmortem.

Nu a fost cazul 1n studiul nostru, expresia P-selectinei 1n acestea fiind redusa, cu rare
scoruri 2 intdlnite in aria de hemoragie.

In studiul lui Ortiz-Rey et al. s-a demonstrat, folosind fragmente cutanate din plagi

intravitale si fragmente postmortem, ca P-selectina nu a permis diferentierea acestora [64]

Concluzii:

1. Desi cei doi markeri prezintd modalitate de pozitivare asemandtoare in vase,
expresia VAP-1 este superioara in LS1 (cu IS de sub 5 minute) ( P<0,05)

2. Examinarea in vasele aflate n aria de hemoragie confera acuratete mai bund decat
examinarea n buza plagii sau la periferia acesteia.

3. Expresia VAP-1 din toate loturile continand plagi produse intravitam a permis
diferentierea acestora de plagile postmortem

4. Nu s-au constatat diferente semnificativ statistic intre expresiille VAP-1 si P-
selectind pe loturile LS2-LS5.

5. Un mic procent dintre fragmentele control (10%) au obtinut scoruri 2 si 3 subliniind
existenta unei variabilitati interindividuale si, prin urmare, se impune pastrarea in protocolul
de recoltare a acestor fragmente, de preferinta din regiunea controlaterald leziunii.
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Capitolul 8 Studiul 3 Explorarea imunohistochimica a axei HMGB1-RAGE-

TLR4-NFKB si utilitatea ei in atestarea reactiei vitale in plagi

8.1 Introducere

Modalitatea de adaptare la mediul extern are la bazd un proces vechi de cand lumea,
dar, in continuare, extrem de eficient. Inflamatia.

S-au scris multe articole si carti despre bazele fiziopatologice ale inflamatiei, despre
mecanismele care declanseaza si intretin acest proces.

Printre nenumaratele molecule eliberate in cursul acestui proces, existd una
neschimbatd inca de la aparitia vietii, HMGBI1. In momentul in care aceastd moleculad este
eliberatd din nucleu, celulele din zond stiu ca exista un pericol si vor Incepe sd secrete diferite
componente necesare declansarii procesului de inflamatie.

RAGE si TLR4 sunt receptorii prin care celulele sunt avertizate de schimbarea
homeostaziei locale, iar NFkB este cel care va asigura traducerea acestor semnale si va obliga

practic celulele sa sustina efortul inflamator.

8.2 Ipoteza de lucru/obiective

Avand 1n vedere datele din literatura care indica HMGBI1 drept un pivot in procesul de
inflamatie, am decis sa testim expresia acestuia, precum si a doi dintre receptorii acestuia,
impreuna cu finta finala a acestei activari, NFkB, in plagi de varste diferite.

Obiectivul principal este evaluarea acestor expresii si potentiala ei aplicabilitate in

practica medico-legala.

8.3. Material si metoda
Markerii utilizati au fost HMGB1, RAGE, TLR4 si NFkB si s-au efectuat coloratiile
conform protocolului descris in Capitolul 5 si tabelului XIX. S-au folosit controale externe

pozitive (fragmente de placenta).

Marker Dilutie Antigen Retrieval Control extern
HMGB1 1:200 EnVision ™ FLEX Target Retrievel Solution, high PH  Placenta
RAGE  1:100  EnVision ™ FLEX Target Retrievel Solution, high PH  Placenta
TLR4 1:50 EnVision ™ FLEX Target Retrievel Solution, high PH ~ Placenta
NFkB 1:50 EnVision ™ FLEX Target Retrievel Solution, high PH ~ Placenta

Tabel XIX: Dilutia, solutia de recuperare epitopi si controlul extern folosite pentru cei patru markeri
din acest studiu

Scorul utilizat In evaluarea expresiei markerilor in epiteliul de suprafata si in vasele de

sange a fost detaliat in cap 5.
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8.4. Rezultate

8.4.1. Expresia HMGB1: aspecte microscopice imunohistochimice

In cazul HMGBI, se poate observa, in toate fragmentele reprezentind controlul extern
si pe fragmentele cutanate control din lotul 7, o expresie accentuatd in peste 90% dintre
nuclei, cu o expresie moderata/ slaba citoplasmatica

Cand am evaluat epiteliul din buza plagii, am observat un aspect foarte interesant si
anume ca expresia marker-ului este foarte redusa, chiar absenta 1n epiteliul din buza plagii in
cazul plagilor realizate Tnaintea decesului (scor 4). Acest aspect a fost intdlnit Tn majoritatea
plagilor apartindnd grupurilor LS1-LS5. Celelalte fragmente au obtinut majoritar un scor 2
sau 3. De remarcat ca niciun fragment nu a avut scor 0.
Se observa o diferentd semnificativa cu plagile realizate post-mortem (P<0.05) (LS6). In acest
grup, scorurile care au predominat au fost 2 (9 fragmente) si 1 (3 fragmente). De mentionat ca

au existat doud fragmente care au obtinut scorul 4, chiar si in acest subgrup.

Fragmentele control recoltate in cursul autopsiei au fost apreciate cu scorurile O si 1 n
peste 99% din cazuri. Aceeasi tendintd a fost constatata si la fragmentele cutanate din LS7.

La evaluarea expresiei epiteliului din adiacenta buzei plagii sau la distantd de plaga,
am observat 1n 45 de cazuri o expresie accentuata citoplasmatica sau pozitivare extracelulard a
HMGBI1 in LS1. Aceastd expresie a fost notatd cu scorul 3. De asemenea, nu s-a obtinut
niciun scor 0 la nivelul acestui epiteliu in niciuna dintre cele cinci loturi care includ plagi
produse intravitam (p<0,001). Niciun scor 4 nu a fost inregistrat pe niciunul dintre cele 155 de
plagi produse antemortem (p<0,001).

La examinarea vaselor s-a constatat cd expresia nucleara tinde sa fie pierduta in
loturile continand plagi produse in timpul vietii (p=0,061). Cel mai evident, acest aspect
devine in LS1 (p<0,05)

Expresia citoplasmaticd in vase scade cu cat timpul intre realizarea plagii si aparitia
decesului este mai lung, dar fard o diferenta statistic semnificativa intre perioadele intravitam
(p=0,079).

8.4.3 Expresia RAGE: aspecte microscopice imunohistochimice

La fel ca si In cazul HMGBJI, si in cazul markerului RAGE, s-a observat o exprimare
redusd pana la disparitie in buza plagii in primele 5 minute, care poate sa persiste pana la 24
de ore, ea fiind absenta in plagile post mortem (p<0,05). Se observa, de altfel o coloratie care

scade in intensitate pe masura ce intervalul intre producerea plagii si momentul decesului se
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mareste in straturile spinos si granular, fard o diferenta statistic semnificativa intre diversele
intervale studiate (p=0,84)

Ceea ce este de mentionat este faptul cd in cazul plagilor realizate post mortem,
expresia RAGE este limitata la stratul bazal si 1n foarte rare cazuri se observa o coloratie slaba
a straturilor spinos si granular, aceste modificari fiind intdlnite si la fragmentele cutanate
recoltate in timpul autopsiei (p<0,05).

La distanta de plaga tendinta este similara, cu expresia accentuata la nivel membranar
sau citoplasmaticd, in straturile spinos si granular in primele 5 minute.

In cazul RAGE, expresia citoplasmatica in vase se pastreaza relativ constantd, fard o

diferenta statistic semnificativa intre diferitele perioade intravitam (p=0,91).

8.4.5. Expresia TLR4: aspecte microscopice imunohistochimice

Pentru markerul TLR4 se observad o exprimare redusd, chiar absenta in buza plagii in
primele 5 minute, care poate sd persiste pana la 24 de ore, ea fiind absentd in plagile post
mortem (p<0,05).

Ceea ce este de mentionat este faptul ca in cazul fragmentelor cutanate recoltate in
cursul autopsiei, expresia TLR 4 este limitata la stratul bazal si in foarte rare cazuri se observa
o coloratie slaba a straturilor spinos si granular (p<0,05). Aceastd observatie a fost facuta si in

cazul fragmentelor control.

In epiteliul situat la distanta de plagi, se observa scoruri 2 si 3 in majoritatea cazurilor
(60%) . Tot in epiteliul situat la distantd de plaga s-a observat un aspect foarte interesant al
pozitivarii nucleare. Am notat cu O fragmentele care au avut sub 10% nuclei pozitivi si cu 1
fragmentele care au avut peste 10% nuclei pozitivi. in aproximativ 50% dintre fragmentele
din LS1 s-a intalnit aceasta pozitivare, proportia crescand pentru urmatoarele doua categorii,
LS2 si LS3. Expresia cea mai redusd a fost Intilnitd in LS6 si In fragmentele recoltate in

cursul autopsiei.

Expresia TLR4 in vase pentru fragmentele recoltate intravitam, nu s-au constatat
diferente semnificative (p=0,43) In cadrul plagilor control, diferentd este statistic

semnificativa, celulele endoteliale fiind slab pozitive sau absente (p<0,05).
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8.4.7 Expresia NFKB: aspecte microscopice imunohistochimice

In cazul markerului NFKB se observi o exprimare redusi sau absenta in buza plagii in
plagile produse intravitam (p<0,05) Exprimarea nucleara (echivalentul scorului 3) este relativ
putin intalnita in epiteliul din buza plagii

In epiteliul situat la distantd de plagd se observa pozitivarea nucleard (Scor 3) in
proportie de aprox 25% in LS1. Pe fragmentele din celelalte loturi se pastreaza o proportie
asemanatoare (p=0,33), cu exceptia fragmentelor control si a celor din LS6.

8.4.8 Analiza combinata a markerilor

60 in epiteliul din buza pligii

45

30

1

(6]

- |||“|. . II.Iliul‘ bt WII . .I|||Ilu.m nd..».““ I ||i

<5 min 5-60 60-180 3-24 h Post-mortem

Figura 1: Scorurile obtinute de cei 4 markeri in buza plagii

Se observa cu usurinta predominanta scorurilor 4 in epiteliul de la nivelul buzei plagii
in toate loturile continand plagi vitale (fig. 1). In LS1, frecventa scorului 4 este mult mai des

intalnita, cu HMGBI si RAGE avand expresia cea mai accentuata.
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o La distanta de plaga
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Figura 2: Scorurile obtinute de cei 4 markeri in epiteliul adiacent buza plagii
In epiteliul la distantd de plagd se observa in LS1 un scor maxim 3 pentru majoritatea

fragmentelor colorate cu HMGBI1 si RAGE (fig. 2). De asemenea, se observa, in fragmentele

control precum si in cele postmortem predominanta scorurilor 0 si 1.
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Figura 3: Scorurile obtinute de cei 4 markeri in vase.
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In vase, expresia celor 4 markeri este distribuita aproximativ uniform intre categoriile
de scor, indiferent de categoria din care fragmentele fac parte (fig. 3).

S-a creat un tablou comparativ al celor patru markeri in diferitele zone de prelevare.
In functie de timpul scurs intre aparitia plagii si deces si, folosind statistica bayesiani, s-au
calculat probabilitatile ca o leziune sa faca parte dintr-o anumita categorie in functie de scorul
obtinut:

a) In epiteliul din buza plagii: in primele cinci minute toti cei patru markeri sunt
semnificativi. Dintre acestia, HMGB1 si RAGE, au fost cel mai frecvent cotati cu scorul 4,
iar o combinatie a acestor doi markeri ar avea probabilitatea de a incadra o plagd in LS1 de
peste 70%. Pe de alta parte, un scor O al acestor markeri are o probabilitate de peste 90% in a
incadra leziunea in grupul fragmentelor control sau postmortem.

b) La distanta de plaga: toti cei patru markeri sunt semnificativi, cu un plus evident
pentru HMGB1 si RAGE. In ceea ce priveste scorul acordat, se poate constata ci dacd scorul
este 2 sau 3 1n privinta markerilor HMGB1 si RAGE, atunci probabilitatea ca leziunea sa fie
produsd cu mai putin de 5 min inaintea decesului este de 70-80% fata de celelalte perioade.

¢) In vase: nu s-a constatat o distributie pe vreunul dintre markeri care sa depaseasca

mai mult de 30%.

8.5. Discutii
Intr-un review foarte amplu al studiilor privind reactia vitala, Casse et al subliniaza

rolul foarte important al imunohistochimiei in cercetarea in medicina legala, desi sunt
plauzibile si alte solutii de cercetare precum RT-PCR, hibridizarea in situ, tehnici Elisa sau
Western Blot [57].

Autorii sustin ca imunohistochimia raméane metoda preferatd in medicina legala pentru
ca este usor de implementat pe tesuturi fixate si Tnglobate Tn blocuri de parafind, are un cost
relativ scazut (comparativ cu celelalte tehnici) si permite localizarea componentei cercetate la
nivelul tesutului sau celulei [57].

Desi element de certitudine in atestarea reactiei vitale, infiltratul inflamator nu a fost
un element definitoriu pentru studiu, avand in vedere cd ne-am concentrat pe plagi unde
acesta nu a fost prezent (LS1, partial, LS2 si LS3, LS6, precum si fragmente control).

8.5.1. Discutii privind expresia HMGB1

HMGBI este o proteina non-histonicd, asociatd cromatinei nucleare, este exprimata in

toate celulele eucariote, si, Intr-un procent de 99%, are aceeasi structura la toate mamiferele

[121].
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HMGBI creste afinitatea factorilor de transcriere precum p53, p73, factorul nuclear-
kB (NF-«B) si receptorul pentru estrogen. [123]

In mod normal, in celulele in repaus fiziologic, HMGBI este localizat in nucleu si mai
putin in citoplasma (raportul dintre HMGB1 nuclear si HMGBI1 citoplasmatic este de 30:1)
[124]. in studiul nostru, am demonstrat ca atat Tn LS6 cat si LS7 in peste 90% dintre celule s-a
pastrat exprimarea nucleara evidentd, ceea ce a corespuns in majoritatea cazurilor scorului 0 si
intr-o, foarte mica proportie, scorului 1. Acest fapt s-a aplicat pe intreaga grosime a epiteliului
precum si la nivelul vaselor.

In privinta fragmentelor recoltate in cursul autopsiei, cele mai multe dintre acestea s-
au incadrat in scorurile 0 si 1, cu o mica parte dintre acestea fiind scorificate cu scorurile 2 si
3.

Pentru ca acestea pareau a fi in discordanta cu pattern-ul general de colorare, am decis
sa investigdm posibila cauza.

Am consultat articolul elaborat de El Din et al si am descoperit un aspect foarte
interesant. Autorii, Tn urma evaluarii unor loturi de animale de laborator si de fragmente
cutanate recoltate Tn cursul autopsiei, au ajuns la concluzia ca se produce o exprimare
citoplasmatica la fragmentele cu un interval de aproximativ 24 de ore scurs de la momentul
decesului [125].

Urmand aceeasi traiectorie, am reevaluat si noi cazurile care aveau scor 2 sau 3, iar 18
din cele 20 de cazuri aveau momentul autopsiei la 48 de ore dupa momentul decesului.

Aceasta descoperire vine sa tragd un semnal de alarma in privinta expresiei HMGB1
in tegumentul persoanelor decedate.

In momentul in care este expusd extracelular, HMGB1 devine un DAMP, si nu
oricum, ci cel mai cunoscut dintre acestia [126].

HMGBI1 este legata nu foarte strans de cromatina celulelor si ajunge rapid extracelular
daca integritatea membranara s-a pierdut [127]

Este cea mai mobild proteind nucleara, ajungand in citoplasma 1n 1-2 secunde [128].
Acest fapt vine 1n sprijinul constatarilor noastre si anume ca in LS1 (adica in primele minute
de la producerea traumatismului) 1n buza plagii si in epiteliul de la periferia leziunii se
produc schimbari de dinamica a HMGBI1 cu translocarea acestuia din nuclei (pe cind expresia
citoplasmatica tinde sa devina accentuata.

De asemenea, 1n acelasi lot LS1 s-a constatat, desi nu cu aceeasi intensitate ca in cazul
epiteliului de acoperire, translocatia HMGB1 din nucleu in citoplasma la nivelul celulelor

endoteliale care tapeteaza vasele din aria de hemoragie.

21



HMGBI ajunge in mediul extracelular fie pasiv, din celulele necrozate sau distruse,
sau prin mecanisme active (secretat de celulele sistemului imun, monocite, macrofage si
celule dendritice (fig.213) [128]. Odata eliberat in spatiul extracelular, HMGB1 promoveaza
inflamatia, proliferarea, migrarea si diferentierea celulara [129].

Un aspect foarte interesant a fost reprezentat de pattern-ul de colorare de la nivelul
epiteliului din buza plagii. Intr-o proportie foarte mare de cazuri, expresia HMGBI a fost
atenuata sau disparuta de la acest nivel. In literatura de specialitate nu am gasit un studiu care
si abordeze acest aspect in tegument. Insi, avansim ipoteza ci in buza pligii necroza
keratinocitelor se produce la foarte scurt timp dupa realizarea leziunii si printr-un mecanism
de secretie pasiva, Intalnit in necroza celulard, HMGBI1 ajunge rapid in mediul extracelular.

Un alt articol publicat de Gao et al a evaluat expresia HMGBI1 si RAGE 1n leziunile
traumatice cerebrale, iar autorii au ajuns la concluzii care concordd oarecum cu ceea ce am
gasit noi 1n studiul nostru. Acest studiu a fost executat pe fragmente cerebrale provenind de la
animale de laborator si oameni si a relevat faptul ca expresia HMGBI a disparut din neuronii
din aria contuzata in aproximativ 30 de minute dupa producerea traumatismului. Mai mult
decét atat, neuronii care au Tnconjurat aria de contuzie, au prezentat translocare citoplasmatica
a HMGBI la aproximativ doua ore dupa producerea leziunii. [130]

Alt studiu condus de Qingjie et al a evidentiat pe un lot de animale de laborator care
au suferit traumatisme prin strivire la nivelul ficatului ca expresia citoplasmatica HMGBI
devine accentuatd dupd aproximativ 6 ore de la producerea leziunii. [131]

Aceste date trebuie interpretate cu precautie. In ambele studii s-au examinat organe cu
structura total diferita fatd de a pielii, creier, respectiv, ficat.

De asemenea, agentul traumatic nu a actionat direct asupra celor doud organe
mentionate, acestea fiind bine protejate in cutia craniana si cea abdominala. In schimb, toate
leziunile examinate in loturile noastre de studiu au fost produse prin actiunea directa,
nemijlocitd, a agentului traumatic asupra pielii. De aceea, e posibil ca valorile noastre
inregistrate (disparitia expresiei HMGBI1 in epiteliul din buza plagii sau supraexpresia
citoplasmatica a HMGBI 1in epiteliul din vecinatatea plagii In primele minute dupa
producerea leziunii) sa fie direct proportionale cu forta acestui agent agresor.

8.5.2. Discutii despre expresia RAGE

RAGE face parte dintr-o superfamilie de immunoglobuline, asemandtoare ca functie
cu familia Toll-like receptorilor (TLR) [139].

Pentru ca are o paletd larga de liganzi (exogeni si endogeni) RAGE este considerat un
receptor care recunoaste pattern-uri (PRR) [142].
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Intr-un studiu din 2005, Cheng et al, au demonstrat ci existd mai multe pattern-uri de
colorare (patru) a tesuturilor normale cu RAGE [152]. Pielii i-au atribuit pattern-ul B, cu mici
granule supranucleare, limitate la stratul bazal. In acelasi studiu, celulele endoteliale au avut

pattern de colorare A, cu expresie difuza citoplasmatica [152].

In 2015, Iwamura et al, au demonstrat imunohistochimic, cd RAGE coloreaza celulele
stratului bazal si rare celule din stratul spinos. De asemenea, nu au gasit o legatura intre
expresia RAGE 1n tegumentul normal si regiunea din care provenea aceasta (tegument expus
sau nu la soare) sau varsta persoanei de la care a fost recoltatd. [153] . in studiul nostru am
atribuit aceasta expresie scorului 0.

In studiul lui Gao et al, pe langa expresia HMGBI1 s-a determinat si expresia RAGE in
leziuni cerebrale la animale si la oameni. Acestia au observat cd expresia RAGE este
accentuata incepand cu sase ore 1n aria din jurul zonei contuze [130].

In studiul nostru am identificat, la nivelul epiteliului din buza plagii, un pattern de
colorare care nu a mai fost raportat, si anume disparitia expresiei bazale a RAGE. Aceasta
expresie a fost notata, exact ca si in cazul HMGBI, cu scorul 4. in epiteliul din adiacenta
plagii, s-a evidentiat o supraexprimare a RAGE, in special membranar, incepand cu LSI si
pana la LS5. Aceasta supraexprimare s-a suprapus in cazurile in care s-a inregistrat scor 3
pentru expresia HMGBI1.

Ipoteza noastra e ca dupa eliberarea HMGBI1, acesta se leaga de RAGE, aceasta
interactiune facilitand expresia unor molecule de adeziune, citokine proinflamatorii, dar, asa
cum am mentionat mai sus, si supraexpresia RAGE.

Expresia RAGE 1in vase a fost constanta indiferent de grupul din care fragmentele au
facut parte.

Desi studiile care sa ateste expresia RAGE in reactia vitala in plagi cutanate lipsesc cu
desavarsire, Tn domeniul medico-legal acesta a fost testat in cazurile de inec si expresia
acestuia Tn pneumocite a permis diferentierea intre decesele provocate prin submersie si

submersia postmortem sau fragmentele control [154].

8.5.3 Discutii privind expresia TLR4

In 1996, s-a descoperit la musculita de otet (Drosophila Melanogaster) o proteini
transmembranard care media raspunsul acesteia antifungic si dezvoltarea embrionara care era
expresia unei gene numita Toll. [158]

Tocmai pentru aceastd asemanare s-a optat pentru denumirea de Toll-like Receptors

(TLR) si au fost identificati 10 asemenea receptori la oameni. [160]
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Ei sunt considerati a face parte din PRR, un grup foarte divers de molecule, cu rol de
interceptare a patogenilor (PAMPS) sau a moleculelor endogene eliberate de celulele aflate Tn
suferinta (DAMPS). [161]

Kawai et al au evidentiat ca expresia TLR este redusd in culturile keratinocitare, chiar
si dupa stimularea cu LPS. Totusi, o expresie moderatd este prezenta in pielea normald, la
nivelul stratului bazal. [178, 180]. Aceasta expresie a corespuns n studiul nostru scorului O.

Date in vivo si in vitro sugereazd cd TLR4 devine upregulat in primele 24h dupa
producerea leziunii, scade la nivel bazal in ziua 10 si este cantonat preponderent la nivelul
keratinocitelor. [182]

Vindecarea cutanatd este afectatd la soarecii de laborator carora le lipseste TLR4, cu
reducerea infiltrarii neutrofilice sau macrofagice, iar TLR4 este exprimat in buzele plagii intre
6h pana la 3 zile de la producerea plagii. Expresia a fost mult mai accentuata in epidermul
situat la distantd de marginile plagii. [182]. Acest fapt vine sa confirme ceea ce am constatat
noi in loturile studiate, cu accentuarea expresiei TLR4 in primele 3 ore in epidermul din
proximitatea plagii. De asemenea, 1n buza plagii, frecvent s-a ntalnit pattern-ul de colorare 4,
cu absenta exprimarii bazale a TLR.

Un aspect deosebit de interesant a fost constatat, In studiul nostru, in privinta expresiei
nucleare a TLR4.

Desi receptorii TLR sunt receptori cu exprimare membranara (asa cum este si cazul
TLR4) sau intracelulara/citoplasmatica, se pare ca au fost raportate studii in care a apdrut
exprimarea nucleard, cele mai multe dintre acestea sunt realizate pe loturi tumorale [186],
[187], [188]. Intr-un studiu coordonat de Huhta et al s-a pus in evidenta aceasta pozitivare
nucleara a TLR4 in epiteliul intestinal, iar Janardhan et al au demonstrat-o in pneumocite si
celule bronsice stimulate cu lipopolizaharide de origine bacteriana. [189, 190]

Posibilele explicatii pentru acest pattern de colorare nucleara al TLR ar putea fi urmatoarele:
Expunerea tegumentului la soare, cu afectarea acestuia de radiatiile ultraviolete. [191]

Desi posibila, aceasta ipoteza nu s-a confirmat in cazul studiului nostru, reevaluarea
cazurilor aducand date contradictorii in privinta localizarii fragmentelor cutanate, fara
semnificatie statisticd intre diferitele loturi.

Putem presupune ca existenta unei cantitati mai mari de ligand existent (in cazul
nostru HMGBI) ar putea sa favorizeze translocarea TLR4 din citoplasma in nucleu.

Ultima varianta, si probabil cea mai plauzibila, este existenta unei cai alternative de
semnalizare intracelulara mediata de TLR4 care permite translocarea TLR4 in nucleu.

Aceasta potentiala cale alternativa ramane sa fie abordata de studii ulterioare.
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8.5.4. Discutii privind expresia factorul nuclear kappa B (NF-kB)

NF-kB a fost descoperit in 1986 de catre Baltimore si colab. si a fost descris ca fiind
un factor de transcriere din nucleul celulelor limfocitare B si este prezent in citoplasma tuturor
celulelor, dar sub forma inactiva. In momentul in care este translocat in nucleu, acesta devine
activ. [192]

NF-kB (nuclear factor-kB) controleaza expresia genelor implicate in raspunsul la
stresul inflamator si oxidativ, diferentierea, proliferarea celulard, adeziunea celulara si
apoptoza. [196]

Ca si raspuns la stimularea PAMP si DAMP, macrofagele se activeaza rapid si secreta
o paleta larga de citokine si chemochine [203]

In studiul publicat de Salles et al. s-a pus in evidenta pe un lot de animale de laborator
activarea NFkB in focarele de fractura de la nivelul femurului in primele ore dupa provocarea
leziunilor, cu un varf la 6 ore [210]. In studiul nostru am observat o pozitivare nucleara (scor
3) incepand cu LS1 pana la LS5 in epiteliul aflat la distanta de plagd. Aceasta pozitivare nu s-
a intalnit in niciun fragment apartindnd LS6 sau 7 sau fragmentelor recoltate in cursul
autopsiei.

In domeniul medicinei legale, activarea NFkB a fost studiatd in traumatismele
cerebrale, atat la animale de laborator cat si oameni. Nonaka et al. precum si Tao et al au pus
in evidenta translocarea nucleard a NFkB in aria de la periferia zonei de contuzie la
aproximativ o ord de la producerea traumatismului. Varful acestei translocari a fost la 12-24

ore. [211, 212]

Concluzii:

1. Din studiile noastre, HMGB1 poate reprezenta un marker de incredere pentru afirmarea
vitalitatii unei plagi cand prezinta un scor 4 in epiteliul din buza plagii, scor 3 in epiteliul din

vecinatatea plagii si scor 3 1n vasele din aria de hemoragie.

2.0n privinta tanatocronologiei, putem afirma ca HMGBI1 poate fi considerat pozitiv inca din

primele minute dupa producerea leziunii.

3. Expresia RAGE in epiderm este utild in diferentierea plagilor intravitam de cele postmortem,
fara a putea obiectiva cu precizie intervalul de timp scurs de la producerea leziunii. Acest interval
poate fi apreciat (cel putin pentru LS1) in urma analizei combinate HMGB1 +RAGE ceea ce duce

la o probabilitate de succes de peste 70%
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4. Expresia RAGE 1n vase este aproape identica in loturile continand plagi produse intravitam

si postmortem, devenind inutild Tn practica medico-legala.

5. TLR 4 permite diferentierea plagilor intravitam de cele postmortem, iar expresia lui
nucleara trebuie cercetata in continuare pentru ca poate reprezenta un indiciu foarte important

in practica medico-legala.

6. NFkB a reprezentat un element de certitudine in privinta vitalitatii atunci cand a fost gradad
cu scorul 3, din pacate, aceasta expresie survenind in proportie destul de redusa, de

aproximativ un sfert din totalitatea fragmentelor examinate.

7. Studii ulteriore sunt necesare pentru a evalua eficienta acestor markeri in conditii de
autoliza tisulara sau in leziuni cutanate fara solutie de continuitate.

Limitele studiilor

Una dintre limitele acestui studiu a fost reprezentatd de numarul redus de fragmente
cutanate provenite din leziuni produse post mortem.

O alta limita o reprezinta intervalul de supravietuire. Desi criteriile de includere au fost
foarte stricte (martori, apel 112, camere de supraveghere video), intotdeauna va exista o mica
intarziere intre momentul producerii unui accident/unei leziuni si momentul in care acesta va
fi anuntat. O varianta de depasire a acestei limite este testarea marker-ilor pe un lot de animale
de laborator, in care parametrul cronologic este mult mai usor de monitorizat.

Inci o limita identificatd de noi este reprezentati de faptul cd VAP-1 se pozitiveaza si
in fibrele musculare netede. Desi intensitatea acestora este redusd, de obicei, pozitivarea
aceasta poate interfera cu modalitatea de scorificare a VAP-1 in arteriole i venule. Pentru
capilare, aceastd limita este inexistenta, fibrele musculare netede nefacand parte din structura
acestora. Actual, lucrez la depasirea acestei limite prin testarea unei coloratii duble prin
combinarea unui marker care finteste fibrele musculare netede (aSMA- Actina muschiului
netede Alfa) cu VAP-1.

O noua limita poate fi reprezentatd de faptul ca rezultatele nu au fost confirmate prin
alta metoda, precum Westernblot sau RT-PCR.

O ultima limita identificatd este reprezentata de faptul ca acesti markeri nu au fost
testati in conditii de autoliza/putrefactie a tesutului. In medicina legala, medicii trebuie si
examineze frecvent cadavre un un grad mai mare sau mai mic de autolizd si atunci este
imperativa testarea oricaror noi markeri in aceste leziuni provenite de la cadavre cu timp mai

mare de expunere conditiilor de mediu.
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Capitolul 9 Concluzii generale

1. Evaluarea macroscopica a plagilor trebuie completata intotdeauna cu examenul
microscopic, in special in leziunile care au survenit cu scurt timp inainte de deces sau la scurt

timp dupa deces.

2. Coloratia HE este varianta cea mai ieftina si aduce cele mai valoroase informatii

comparativ cu Perls si Van Gieson Verhoeff, daca este prezent infiltratul inflamator.

3. Informatiile furnizate de tehnicile de colorare clasica nu sunt suficiente in a aprecia
caracterul vital-non vital in plagile in care lipseste infiltratul inflamator, de aceea, de aceea,
propunerea mea pentru aceste leziuni este ca diagnosticul microscopic sa se limiteze la plaga

produsa cu putin timp inainte de deces sau la scurt timp dupa deces sau cu vitalitate incerta .

4. Dupa evaluarea comparativd a VAP-1 si P-selectinei, putem concluziona ca expresia VAP-
1 in aria de hemoragie reprezintd o variantd buna pentru afirmarea vitalitatii in plagi cu

interval de supravietuire de sub 24 ore.

5. Desi am cautat The Holy Grail al markerilor utili in reactia vitald, raimane valabila in
continuare recomandarea de a utiliza asocierea acestor markeri. Propunerea mea, in urma
finalizarii acestei cercetdri, este de a utiliza un marker care sa investigheze expresia in vase

(VAP-1) impreuna cu markeri care sd evalueze epiteliul (HMGB1 +RAGE).

6. Un scor combinat al markerilor mentionati mai sus (Scor 3 in aria de hemoragie pentru
VAP-1, Scor 4 in epiteliul din buza plagii si 2 sau 3 in epiteliul din adiacenta plagii pentru
HMGBI si RAGE) asigura un procent de aproximativ 95% in privinta incadrarii leziunii in
LS1 si, In peste 99% din cazuri, diferentierea cu fragmentele control sau provenind din leziuni

postmortem.

7. Fragmentele control sunt indispensabile in a aprecia expresia acestor markeri, in lipsa lor

gradul de incredere in rezultatele obtinute fiind diminuat.
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Capitolul 10 Originalitatea si contributiile inovatoare ale tezei

Abordarea unor noi markeri utili in reactia vitala reprezinta un plus valoros adus
domeniului medico-legal . Imunohistochimia este o metoda foarte eficienta in a evidentia
diferite componente tisulare sau celulare. Pe langa faptul ca este foarte eficienta, costurile

acestei metode sunt destul de reduse iar modalitatea de implementare este rapida.

Rezultatele obtinute sunt originale, intrucat:
1 Consultand literatura de specialitate, am constatat ca VAP-1 a fost testat pentru prima

data in patologia medico-legala la nivel national si international.

2. Inurma acestui studiu, testarea imunohistochimici a HMGBI a constituit o premiera

in leziunile cutanate cu solutie de continuitate.

3. Evaluarea expresiei axei constituite din HMGB1, a receptorilor acestei proteine,
RAGE si TLR4, precum si gradul de activare al NFkB, sunt elemente de noutate aduse

in medicina legala.

4. Inurma efectudrii studiilor descrise in teza putem afirma ca dintre markerii testati,
VAP-1 si HMGBI, alaturi de RAGE, pot constitui repere importante in afirmarea

vitalitdtii in plagi produse cu putin timp inainte de deces.
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