UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Mariana Paixao Ferreira dos Santos

Dissertacdo no ambito do Mestrado em Medicina Legal e Ciéncias Forenses

orientada pela Professora Doutora Isabel Fonseca e co-orientada pela Mestre

Cristina Cordeiro. Apresentada & Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra.

Junho de 2022



Faculdade de Medicina
da Universidade de Coimbra

Histoquimica e Imunohistoquimica:
Aplicabilidade no Contexto Forense

Mariana Paixao Ferreira dos Santos

Dissertacdo de Mestrado na area cientifica de Medicina Legal e Ciéncias Forenses orientada pela
Professora Doutora Isabel Fonseca e co-orientada pela Mestre Cristina Cordeiro. Apresentada a
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Junho de 2022

UNIVERSIDADE b

COIMBRA






Agradecimentos

Agradeco primeiramente as minhas orientadoras, Professora Doutora Isabel Fonseca e
Mestre Cristina Cordeiro, por toda a disponibilidade, apoio e, acima de tudo, por me guiarem ao
longo deste processo.

Ao Mestre Calil Makhoul pela ajuda na recolha dos dados e por todo o tempo dispensado.

Ao Professor Doutor Duarte Nuno Vieira e ao Professor Doutor Francisco Corte Real pelo
investimento constante na Medicina Legal e pela sua promogdo, nomeadamente através deste
Mestrado.

Quero agradecer a minha Rosa, por me ensinar a querer sempre mais, por me incentivar a
aprender, a crescer pessoal e profissionalmente e por ser uma mée fantastica.

Ao meu Ricky, tdo simplesmente por ser meu pai.

A minha irma que, por ser tdo diferente de mim, me ensina ligdes todos os dias.

E ao Frederico, pela paciéncia interminavel, compreensdo e apoio incondicional.

Finalmente, as minhas colegas do Servigco de Anatomia Patoldgica do Instituto Portugués de
Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (IPO), E.P.E., por serem sempre compreensivas e por
todas as vezes que se comprometeram a assegurar 0 servi¢o nas horas em que me ausentei para
estudar. Agradeco também aos anatomopatologistas que esclareceram a minha lista interminavel
de davidas.

Histoquimica e Imunohistoquimica: Aplicabilidade no Contexto Forense i



Histoquimica e Imunohistoquimica: Aplicabilidade no Contexto Forense



Resumo

Palavras-chave: Causa de morte, Medicina Legal, Anatomia Patol6gica, Histoquimica,
Imunohistoquimica.

Na Medicina Legal os objetivos a cumprir na area da Anatomia Patoldgica sdo bastante
diferentes do contexto hospitalar, e devem focar-se sobretudo na determinagdo da causa de morte,
ao invés de terem uma aplicacdo relacionada ao diagndstico, prognostico e decisdo terapéutica.
Para tal, adicionalmente a coloragdo histolégica de rotina (Hematoxilina e Eosina), podem ser
usadas técnicas complementares, como a Histoquimica e a Imunohistoquimica, cuja realizagdo
deve ser ponderada em contexto médico-legal.

O intuito deste trabalho é partir de casos nos quais tenham sido feitos pedidos de técnicas
complementares e avaliar a sua contribuigdo para a determinacdo da causa da morte. Pretende-se,
deste modo, compreender a aplicabilidade das técnicas histoquimicas e imunohistoquimicas em
diferentes contextos, nomeadamente comparando a sua utilidade em causas de morte naturais
versus causas de morte violentas, de forma a promover uma maior rentabilizacdo de recursos no
futuro, evitando a realizacdo de técnicas que ndo irdo ter um contributo significativo para os
objetivos de um relatério médico-legal, evitando gastos desnecessarios e atrasos na conclusao dos
respetivos processos.

Demonstrou-se que, tanto as técnicas histoquimicas como as imunohistoquimicas, tém uma
maior contribui¢do para a determinacdo da causa de morte em situagdes de mortes naturais, do
que violentas, sendo que o seu principal proposito foi o de confirmar e clarificar alteracdes ja
observadas por Hematoxilina e Eosina.

Observou-se um grande nOmero de técnicas realizadas sem contributo direto para o
estabelecimento da causa de morte, o que pode ser justificado pela falta de diretrizes adaptadas ao
contexto forense. De forma a reduzir este niUmero e permitir uma gestdo mais eficaz de tempo e
recursos, deveriam ser criadas guidelines especificas para Anatomia Patol6gica Forense, com o
intuito de clarificar quais os protocolos mais Uteis e quais as principais situacbes em que devem,
ou ndo, ser realizados aquelas técnicas.

Histoquimica e Imunohistoquimica: Aplicabilidade no Contexto Forense \%



Histoquimica e Imunohistoquimica: Aplicabilidade no Contexto Forense

Vi



Abstract

Keywords: Cause of death, Legal Medicine, Histopathology, Histochemistry,
Immunohistochemistry.

From a Legal Medicine standpoint, the purposes of histological examination are quite different
from the ones related to clinical practice. Although in the hospital field the histological analysis
provides prognostic and therapeutic options, in forensics the main goal of this analysis is to
establish cause of death. Therefore, in addition to the Hematoxylin & Eosin stain used routinely
in histological observation, ancillary techniques such as Histochemistry and Immunochemistry
adapted to the forensic context can be performed.

The purpose of this study was to evaluate the usefulness of the ancillary techniques performed
at the Center Branch of the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences in the
cause of death determination. To do so, we evaluated the contribution of Histochemical and
Immunohistochemical techniques in different contexts, and compared their usefulness in natural
vs. violent deaths, in order to promote better resource’s management in the future, avoiding
procedures that won’t be significant to the final conclusions of the medico-legal report.

The additional information provided by both histochemical and immunohistochemical stains
was higher in natural causes of death when compared to violent causes of death. The main
purpose of these techniques was to confirm and clarify the alterations already assessed by
Hematoxylin & Eosin, instead of finding these alterations.

A significant number of techniques performed did not provide any information that could be
directly related to the cause of death. The inexistence of guidelines specific for legal medicine
could be the main source of this issue. Therefore, the creation of histological guidelines adapted
to the forensic field can be an important step in reducing the number of techniques requested,
allowing for a better time and resources management. These guidelines should clarify which
techniques are more useful as well as the main situations in which they should or should not be
performed.
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|. Introducgao

A Histoquimica (HQ) e a Imunohistoquimica (IHQ) sdo dois tipos de técnicas
complementares que podem ser realizadas no ambito da Anatomia Patoldgica. O seu objetivo é
evidenciar estruturas, constituintes ou marcadores que nao sdo visiveis através da coloracdo de
rotina, a Hematoxilina e Eosina (H&E).

No ambito clinico estas técnicas sdo amplamente utilizadas nos mais variados contextos, de
forma a auxiliar no diagndstico e prognostico de diversas patologias. No contexto Médico-Legal
(ML), em que o objetivo principal da Anatomia Patoldgica Forense € o estabelecimento da causa
de morte, estas técnicas poderdo ter uma aplicabilidade diferente. J4& ndo serd necessario 0
diagnostico para uma decisdo terapéutica, que pode necessitar de muito mais contexto e
informacdes, do que aquele necessario para compreender se uma lesdo especifica poderia ou nao
ter conduzido a morte.

Este trabalho visa estudar as técnicas complementares requeridas em processos histolégicos
da Delegagdo do Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.
(INMLCF, L.P.), de forma a avaliar a sua necessidade para cada contexto, com o objetivo de
promover uma melhor alocacéo de esforcos e recursos.

Para tal, recolheu-se informacao relativa as técnicas pedidas em cada processo, a causa de
morte constante no relatério de autopsia e aos achados descritos no relatério histol6gico. Com
base nesta informacdo atribuiram-se scores individualmente para cada técnica, de acordo com a
pertinéncia da sua realizacdo para a determinacdo da causa de morte. Foram criados trés grupos
de causa de morte (indeterminada, natural e violenta), e os scores dos diferentes grupos foram
comparados entre si. Este processo foi realizado individualmente para as técnicas HQ e IHQ.

Pretende-se concluir se a aplicabilidade das técnicas complementares difere de acordo com o
tipo de morte. O esperado sera que as técnicas HQ e IHQ tenham maior aplicabilidade em causas
de morte naturais, fornecendo informagdes que permitam caracterizar melhor esta causa, do que
em morte violentas, onde as técnicas serdo mais utilizadas para caracterizar alteracfes nado
relacionadas a causa de morte.

O objetivo principal é o de determinar se existe um elevado nimero de técnicas realizadas
que ndo tém influéncia na determinacdo da causa de morte. Cada técnica adicional traduz-se num
custo, ndo s6 monetario, como também material, de recursos humanos e de tempo, pelo que a sua
gestdo deve ser ponderada e adequada a cada caso.
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2. Revisao de Literatura

Histologia é a ciéncia que estuda as células, mais concretamente, a histopatologia recorre a
observacdo macro- e microscopica para estudar doencas, do ponto de vista celular. (1) De forma a
preparar 0s tecidos para a visualizacdo microscopica, as amostras sdo submetidas a uma
sequéncia de etapas, a Técnica Histologica. Este conjunto de procedimentos visa a preservagao,
preparacdo e coloracdo dos tecidos, do qual resulta uma lamina histolégica que pode ser
visualizada ao microscépio. (2) (3)

A HQ e a IHQ séo duas &reas, dentro da histologia, que partilham algumas semelhangas uma
vez que ambas permitem evidenciar componentes que ndo sao visiveis, ou que sdo dificeis de
identificar, com a coloracdo de H&E, que € a usada por rotina. (4) (5) A principal diferenca entre
ambas é que as técnicas HQ visam localizar componentes estruturais dos tecidos com base em
afinidades quimicas entre os corantes e 0s componentes das células, enquanto a marcagdo IHQ se
baseia na afinidade antigénio-anticorpo para detetar moléculas (os antigénios), apresentando uma
maior sensibilidade e especificidade. (2) (6) (7) (8) (9)

N 4 F Ll

nto de miocérdibo onde se identifica um vaso, corado por (A)
H&E, (B) Tricromio de Masson e (C) Desmina (40x).

Em contexto hospitalar, as técnicas podem ser efetuadas em amostras de vérias naturezas,
tanto de autopsias anatomoclinicas, como bidpsias e pecas cirdrgicas de pacientes, tendo como
objetivo clarificar o diagnostico, de forma a obter 0 maximo de informacéo necessaria para uma
decisdo terapéutica 0 mais adequada possivel a situacdo em concreto. Esta informacéo é
especialmente valiosa em casos de neoplasias, por exemplo, podendo ter um impacto significativo
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na vida dos pacientes. (2) (10) (11) Em doencas infeciosas, as técnicas podem ser utilizadas para
a identificagdo de virus, fungos e bactérias. (12)

Contudo, no contexto ML, em que jA ndo ha necessidade de intervencdo terapéutica, a
pertinéncia da realizacdo de técnicas HQ e IHQ podera ser mais controversa e, a partida, ser
necessaria em menos casos. Neste &mbito, o objetivo principal sera determinar a causa da morte,
0 que no contexto histopatolégico, significa que é necessario compreender se as alteracdes
celulares observadas, resultardo em consequéncias suficientemente graves para 0 organismo para
gue Ihes seja imputada a causa de morte. (13) (14) (15) (16)

A consulta de publicac@es cientificas sobre esta matéria revelou escassos estudos, e nos quais
se encontram resultados discordantes.

2.1.  Relevancia da Histopatologia no Contexto Forense

A anélise histolégica de amostras recolhidas em autdpsias ML tem como principal objetivo
detetar ou confirmar a causa da morte. Porém, podem existir outros objetivos secundarios
relacionados com o esclarecimento das circunstancias em que a morte ocorreu e ainda um
proposito académico. Estes objetivos secundarios incluem datar lesdes e determinar a sua
vitalidade, identificar células ou outro material biologico para investigacdo futura, detetar ou
excluir achados patoldgicos, avaliar intervencdes médicas, confirmar diagndsticos realizados em
vida e também caracterizar patologias genéticas que devem ser comunicadas aos médicos
assistentes de eventuais familiares. (16) (17) (18)

Em Portugal, a colheita de amostras para histopatologia é realizada por rotina na maioria das
autopsias ML, sendo o coracdo, pulmdes, figado e cérebro os 6rgdos colhidos com maior
frequéncia. No Reino Unido, por exemplo, a realidade é diferente e a realizacdo de colheita para
histologia ¢ feita apenas em casos especificos, em que a causa de morte ndo seja evidente por
meios macroscopicos. Perante este contexto, existe muito debate acerca do papel da
histopatologia como prética rotineira nas autépsias ML. (19)

Molina et al. demonstraram que a andlise histoldgica apenas alterou a causa ou mecanismo de
morte em 1% dos casos de autdpsias de rotina. Sendo consideradas “de rotina” as autdpsias em
que existiam evidéncias macroscépicas que suportavam uma determinada causa e mecanismo de
morte. (19). Fronczek também concluiu que a andlise histolégica ndo é crucial para a
determinacdo da causa e mecanismo de morte em autdpsias ML. (20)

J& Grandmaison et al. afirmam que a histologia permitiu estabelecer a causa de morte em
8,4% dos casos, sendo particularmente importante na determinacdo de causas de morte naturais,
que estavam anteriormente referidas como indeterminadas. (21). O que é consistente com o
estudo de Langlois, que concluiu que a histologia contribuiu para o estabelecimento de causa de
morte em 53% dos casos, mas que apenas alterava o mecanismo de morte em 13% dos casos. (22)

De-Giorgio afirma que a andlise histologica tem relevancia para além do estabelecimento de
causa e mecanismo de morte, sendo necessaria em todas as autopsias. A histologia ajuda, ndo so,
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a detetar lesdes e patologias ndo visiveis a macroscopicamente, como se demonstra essencial na
documentagdo do caso, podendo ser uma prova valiosa em contexto juridico. (23) (24)

Perante opinides tao distintas, torna-se dificil adotar uma posicao relativamente a utilidade da
analise histoldgica. Porém, os estudos referidos foram realizados em autdpsias para as quais ja
havia indicios claros da causa de morte, o que pode influenciar as suas conclusdes. A histologia é
crucial em muitos casos nos quais ndo existe causa de morte aparente, € Gtil para determinar a
vitalidade de lesdes e funciona como um registo fidedigno dos achados durante a autdpsia,
preservados atraves de blocos e laminas que podem ser revistos a qualquer momento.

22.  Histoquimica

As técnicas HQ dependem de mecanismos fisicos e quimicos. A maioria das técnicas tem
como base a adsorgdo do corante, que posteriormente se liga aos componentes do tecido por
ligagDes eletrostaticas, covalentes ou pontes de hidrogénio. (4) (25)

A coloragdo nuclear ocorre essencialmente através de dois mecanismos: ligacdo com corantes
basicos, uma vez que o ndcleo é rico em &cidos nucleicos, conferindo-lhe uma carga negativa; e
coloracdo usando corantes combinados com mordentes metalicos que facilitam a ligacdo. A
coloragdo nuclear mais utilizada é a hematoxilina, contudo a hemateina, que € um produto da
oxidag&o da hematoxilina, é que atua como corante. (4) (25)

Ja a coloragdo do citoplasma depende das proteinas que o constituem, que podem ter carga
positiva ou negativa, uma vez que sdo anfotéricas. Isto da origem a uma organizacdo intracelular
das proteinas, que migram de acordo com cargas elétricas, de forma a atingir o equilibrio, do qual
resulta o Ponto Isoelétrico (PIE), no qual deixa de existir esta migragdo e que tem pH=6. Abaixo
do PIE (pH<6) a carga elétrica total das proteinas citoplasmaticas é positiva, pelo que revelam
afinidade por corantes anionicos (&cidos); por oposicdo, acima do PIE (pH>6) a carga elétrica
total é negativa e verifica-se atragdo por corantes cationicos (basicos). Quando as proteinas séo
coradas por &cidos sdo denominadas acidofilicas, e por corantes béasicos, sdo chamadas
basofilicas. A Eosina é o corante mais utilizado para corar o citoplasma, e tem carga negativa,
pelo que a coloracdo deve ocorrer com pH<6. (4) (25)

A denominacédo de corantes como &cidos ou basico refere-se a sua carga, corantes acidos tém
carga negativa e sdo denominados anionicos e corantes basicos tém carga positiva e séo
denominados catidnicos. Existem ainda coloraces neutras, que ndo sdo sollveis em agua, mas
sim em alguns solventes organicos e estdo associadas a coloragdes de lipidos. (4) (25)

Existem ainda corantes denominados de “contraste” que sdo utilizados em combinagdo com
outras técnicas, com o objetivo de adicionar informag&o a coloracédo original. Para serem eficazes,
devem contrastar esta (de forma a ndo se confundirem), devem ser subtis e ndo interferir com a
outra técnica. Enquanto a técnica principal tem como objetivo evidenciar uma certa estrutura ou
substancia, o contraste dever permitir observar a arquitetura celular. (4) (25)
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Os cromoforos sdo as moléculas orgénicas presentes no corante que conferem a cor, quanto
maior for o seu nimero na solugdo, mais intensa sera a cor. E também necesséria a presenca de
um auxocromo, que fortalece a ligacdo do croméforo. (4) (25)

O mais habitual num laboratério de histologia é realizar a coloracdo de rotina, a HE. Depois
de analisadas estas ldminas, podem ser pedidas técnicas IHQ de forma a complementar a analise.
Estas técnicas podem dividir-se em: coloragdes para tecido conjuntivo, ferro, membranas ou
microorganismos. (17)

Tabela 1 - Resumo de técnicas HQ [adaptado de (4)].

EVG (Elastic Van Gieson) ou Verhoeff Fibras elasticas
Giemsa Bactérias (Helicobacter pylori)
Gomori Fibras de colagénio e misculo liso
Gram Bactérias
Grocott Fungos
PAS (Periodic Acid Shiff) Mucossubstancias neutras
PAS-AB (Periodic Acid Shiff-Alcian Blue) Mucossubstancias neutras e acidas
Perls Ferro
TM (Tricrémio de Masson) Tecido conjuntivo (colagénio)
VC (Vermelho do Congo) Amiléide
ZN (Ziehl-Neelsen) Bactérias (Mycobacterium tuberculosis)

Periodic Acid Schiff

Periodic Acid Schiff (PAS) é uma técnica que permite a demonstracdo de polissacarideos,
mucossubtancias neutras e membranas basais através de uma reacdo de oxidacdo pelo &cido
periédico. (4) (25)

As substancias PAS positivas, sdo coradas de rosa forte, tornando-se mais evidentes ao
microscopio. Alguns exemplos destas substancias sdo o glicogénio, mucosubstancias neutras,
material col6ide, paredes de fungos e algumas sulfomucinas e sialomucinas epiteliais. Esta
técnica pode ser realizada individualmente ou combinada com a utilizacdo de Diastase ou de
Alcian Blue (AB). (4) (25)

A Diastase € uma enzima que despolimeriza o glicogénio, pelo que é possivel a sua
demonstracdo a partir da comparacdo de uma lamina corada com PAS sem digestdo enzimatica,
com uma lamina corada com PAS-Diastase. (4) (25)

O AB é um corante que permite identificar mucopolissacarideos acidos, atraves da formagéo
de ligacBes ionicas. Desta forma, a combinacdo PAS-AB permitira a distincdo entre
mucosubstancias acidas e neutras, uma vez que o PAS ira evidenciar as mucosubstancias neutras,
e 0 AB as acidas. (4) (25)

E uma coloragio amplamente utilizada na observacio da mucosa gastrica e parénquima
hepético. (26)
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Tricréomio de Masson

Os tricromios sdo coloragbes caracterizadas pela utilizacdo de trés cores e permitem a
distincdo de determinados tecidos, sendo especialmente utilizados para evidenciar fibras de tecido
conjuntivo. (4) (25)

O Tricrébmio de Masson (TM) permite corar os nucleos de azul-escuro (quase preto), o
colagénio de azul e o citoplasma, musculo e eritrocitos de vermelho.

Um dos principais usos do Tricromio de Masson ¢ a distin¢do entre colagénio e masculo liso
em tumores, assim como a identificacdo de um aumento de colagénio, em doengas como a cirrose
hepética. (4) (25) Pode ainda ser til na detecdo de fibrose cardiaca, distincdo entre miocardio
necraético e viavel (em casos de enfarte), e na avaliagdo de trombos. (6) (27) (28) (29)

Elastic Van Gieson

Elastic Van Gieson (EVG) é uma coloragdo que permite a identificagdo de fibras el&sticas,
devido a grande afinidade destes tecidos & hematoxilina férrica alcodlica. E baseada numa
combinacgdo da técnica Verhoeff (que permite evidenciar as fibras elasticas), com a utilizacdo de
Solugdo de Van Gieson como contraste (que cora o colagénio de vermelho e o musculo e
citoplasma de amarelo). Deste modo, as fibras elasticas irdo adquirir uma cor azul escura/preta, o
colagénio vermelha e os restantes elementos amarela. (4) (25)

A demonstracdo das fibras elasticas é Util, ndo s6 para tecidos normais, mas também para
observar alteracGes patolégicas (como atrofia ou perda de tecido em alteracGes ateroscleréticas) e
ainda para identificar vasos sanguineos e determinar se tém invasao tumoral. (4) (25) (30)

13.  Imunohistoquimica

Os anticorpos sdo proteinas produzidas em resposta a presenca de agentes estranhos no
organismo (0s antigénios), sdo também conhecidos como imunoglobulinas e podem-se agrupar
por classes, de acordo com a sua estrutura e fungdo. Um antigénio é uma molécula capaz de
produzir uma resposta imunoldgica, levando a producédo de anticorpos. (4) (25) (7)

A zona do antigénio que se liga ao anticorpo é denominada epitopo, e um antigénio pode
conter varios epitopos. Um anticorpo pode ligar-se a mais de um antigénio, mas é especifico para
apenas um epitopo. A IHQ baseia-se nesta ligacdo com elevada afinidade e especificidade para
detetar os antigénios in situ, atraves da utilizacdo de soros de anticorpos, que podem ser mono ou
policlonais. Os soros policlonais contém anticorpos especificos para varios epitopos do mesmo
antigénio, enquanto os soros monoclonais sdo compostos por anticorpos para 0 mesmo epitopo.
(4) (25) (1)

Existem varios métodos de visualizacdo que permitem identificar os anticorpos, e
consequentemente os antigénios aos quais se encontram ligados, nos tecidos. Estes dividem-se em
imunofluorescéncia e imunoenzimologia. (4) (25) (7)
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Ha& vérios protocolos de coloragdes IHQ que utilizam anticorpos ligados a marcadores e
permitem a sua visualizacdo em microscopios 6ticos. Os métodos usados para ligar o anticorpo
ao(s) marcador(es) incluem: métodos diretos, indiretos, polimeros, avidina e biotina, entre outros.
A maioria destas técnicas tem uma aplicacdo reduzida porque tém pouca capacidade de
amplificacdo, ou seja, resultam em pouca marcacdo. Porém, o método do polimero permite
acoplar vérias moléculas de marcador a um anticorpo, permitindo uma grande amplifica¢do do
sinal, pelo que é o método utilizado com mais frequéncia. (4) (25) (7)

Como marcadores, geralmente, recorrem-se a métodos imunoenzimaticos que utilizam
cromogéneos incolores, que ganham cor através de reagBes enzima-substrato. A enzima mais
utilizada é a peroxidase (HRP), que na presenca de perdxido de hidrogénio (o seu substrato),
oxida dadores de eletrdes que ganham cor e precipitam no local onde ocorreu a reacdo. A 3,3’-
diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) é o dador de eletrGes utilizado com maior frequéncia,
gerando um precipitado castanho. (4) (25) (7)

A imunofluorescéncia utiliza fluorocromos acoplados aos anticorpos, que sdo corantes que
absorvem luz e depois a emitem num comprimento de onda superior. Os fluorocromos mais
utilizados s&o o isotiocianato de fluoresceina, que absorve luz azul e emite fluorescéncia verde; e
a rodamina, que absorve luz verde e emite fluorescéncia vermelha. Para observar esta marcagao é
necessario recorrer a um microscopio de fluorescéncia. (4) (25) (7)

A IHQ é utilizada frequentemente na pratica clinica de forma estabelecer diagnosticos e ainda
com um objetivo preditivo / de prognostico. No contexto forense, este Ultimo propdsito ndo é
relevante, e 0 acesso total aos 6rgdos pode agilizar o processo de diagndstico, tornando menos
necessaria a realizagdo de técnicas complementares. Deste modo, a sua utilizacdo é mais
guestionada nesta area. (15) (31)

Bromleya et al. realizaram um estudo que indica uma prevaléncia de pedidos de IHQ para
casos de patologia neuroldgica, maioritariamente para examinar doencas neurodegenerativas,
sendo os restantes pedidos mais utilizados para confirmar diagnésticos anteriores de malignidade.
(15)

Apesar de a IHQ ser uma técnica com uma grande especificidade e sensibilidade, existem
algumas limitagOes, especialmente associadas ao contexto forense, relacionadas com o estado de
preservacdo das amostras. A decomposicdo post-mortem pode afetar a qualidade da marcacéo,
tornando a técnica inviavel, quer por auséncia de marcagao, quer por marcagdo inespecifica. Um
estudo realizado por Lesnikova et al. analisou a qualidade da marcagédo de alguns dos anticorpos
mais usados para a caracterizagdo de neoplasias, em amostras com diferentes tempos de
decomposicdo. Como esperado, concluiu que quanto maior for o intervalo post-mortem, menor
sera a qualidade da marcacdo IHQ. Foi também observada uma maior preservacdo da
antigenicidade em tecidos neuroldgicos, em comparacdo com os pulmdes e figado, e uma rapida
degradacgdo de tumores malignos com taxas metabdlicas muito elevadas. (31)

Judkins et al. estudaram o desempenho de varios anticorpos em marcac6es IHQ em tecidos
necroticos e concluiram que existem marcadores que continuam a permitir uma boa sensibilidade
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e especificidade. As citogueratinas, como a AEL/AE3, sdo um exemplo destes marcadores, sendo
usadas com frequéncia na identificacdo de histogénese epitelial. Ao contrario da proteina S100,
gue € sobretudo utilizada no diagnostico de melanomas e que demonstrou uma baixa reatividade.
Ja 0 CD4b5, utilizado no diagndstico de patologias linfohematopoiéticas, mostrou ser reativo com
células linfoides, mas também revelou marcagéo inespecifica em tecidos necréticos, incluindo em
tecidos epiteliais, nos quais ndo deveria haver reatividade. (32)

Em 2013, Ezyaguirre et al. realcaram outra utilidade da IHQ num artigo dedicado a sua
utilizacdo no diagnostico de doencas infeciosas, destacando a sua utilidade em detetar infecoes
virais como a Hepatite B e o Herpes; infe¢des bacterianas como Helicobacter pilori, Sifilis ou
Mycobacterium tuberculosis; infecdes fungicas e também de protozoarios. Referindo ainda
algumas doencas infeciosas emergentes, nomeadamente SARS-Cov-2, que podem ser detetadas
por IHQ com grande rapidez e também seguranca, uma vez que o procedimento é realizado em
amostras fixadas e processadas. (12)

Tabela 2 - Resumo de técnicas IHQ (12 parte) [adaptado de (33) (34) (35)].

. Carcinoma hepatocelular, tumores hepatéides, tumores germinativos da
o — fetoproteina . L. . L
testis e ovario e carcinoma embrionario.

B-HCG
(B-gonadotropina

coridnica humana)

Sinciciotrofoblasto na placenta e em tumores como o coriocarcinoma e
seminoma.

Células linfoides e plasmdcitos, com cadeias kappa.

k (Kappa) Linfécitos B (normais e neoplasicos).
3. (Lambda) Células Ii.nfc'),id.es e plasmc')ciFos com c:ild.eias lambda .
Linfécitos B (normais e neoplésicos).
. Madsculo liso, miofibroblastos e células mioepiteliais.
Actina . . x o -
Identificar enfartes e areas de remodelacdo no miocardio (miofibroblastos).
Calretinina Células mesoteliais, mesoteliomas, neurénios.
CDs3 Linfécitos T (e neoplasias associadas).
CD5 Linfocitos T (normais ou neoplasicos) e Linfocitos B (neoplasicos).
Leucemia linfoblastica aguda, linfécitos T helper, Carcinoma de Células
CD10 . . X -
Renais, Carcinoma Hepatocelular, linfoma folicular.
CD20 Linfécitos B maduros (normais e neoplasicos), precursores de linfécitos B.
Células de Reed-Sternberg em Linfomas de Hodgkin, linfomas anaplasicos
CD30 de grandes células, carcinomas embrionérios e doencas cutaneas
linfoproliferativas de células T.
cD31 Células endoteliais (normais e neoplasicas).
Angiossarcomas, sarcomas de Kaposi, hemangioendotelioma epitelioide.
Células progenitoras hematopoéticas, células vasculares endoteliais,
CD34 fibroblastos embrionarios.
Gastrointestinal stromal tumors (GIST) e alguns sarcomas.
CD45/LCA Células de linhagem hematopoiética (linfécitos malignos e benignos,
(Leukocyte Common precursores de células plasmaticas).
Antigen) Diagnéstico diferencial em neoplasias em que ha suspeita de linfoma.
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Tabela 3 - Resumo de técnicas IHQ (22 parte) [adaptado de (33) (34) (35) (36)].

CD68

CEA (Carcinoembryonic
Antigen)

Ck?7 (Citoqueratina 7)

Ck20 (Citoqueratina 20)

Cromogranina
Desmina

EMA
(Epithelial Membrane
Antigen)
GFAP
(Glial Fibrillary Acidic
Protein)

HMB45

Lisozima

MNF116
NSE
(Neuron-Specific Enolase)
PSA
(Prostate Specific
Antigen)

Proteina S100

Tireoglobulina

TTF-1
(Thyroid transcription
factor-1)

Vimentina

Mondcitos / macrofagos e células de Kupffer, osteoclastos, granulécitos e
0S Seus precursores.
Tumores mielomelanociticos e histiociticos.
(Negativo em linfomas).
Diagnéstico diferencial entre adenocarcinoma e mesoteliomas malignos
epitelioides.
Adenocarcinomas do trato gastrointestinal, pancreas, pulmao e carcinomas
neuroenddcrinos, entre outros.

Células epiteliais ductais, glandulares, transicionais e das vias biliares.
Diagndstico diferencial entre carcinoma da mama, pulmao, ovario, tiroide
ou urotelial (Ck 7 +) versus carcinomas do colon e préstata (Ck7 -).
Epitélio gastrico e intestinal, urotélio e células de Merkel.
Adenocarcinomas do cdlon, estbmago e vias biliares.
(Negativo em adenocarcinomas do pulm@&o e mama, carcinomas ndo
mucinosos do ovario).

Células neuroenddcrinas e tumores com diferenciagdo neuroendocrina.
Musculos liso e estriado (esquelético e cardiaco), células mesoteliais
reativas, tumores com origem muscular (ex: leiomiomas e
rabdomiossarcomas).

Epitélios normais e neoplasicos.

Geralmente positivo nos carcinomas pavimentocelulares e negativo nos
carcinomas basocelulares.

Astrdcitos no SNC e tumores relacionados.

Melandcitos e melanossomas.

Diagnostico diferencial de melanomas (melanociticos e néo
melanociticos), com outras neoplasias de morfologia semelhante.
Histiocitos, granuldcitos e mondcitos.

Neoplasias histiociticas e classificacdo de doencas linfoproliferativas.
Células epiteliais (normais e neoplésicas).

Células neurais e neuroenddcrinas e tumores correspondentes.

Células epiteliais prostaticas benignas e malignas.

Melanécitos, células de Langhans, histidcitos, condrdcitos, lipocitos,
musculo esquelético e cardiaco, células de Schwann, células epiteliais e
mioepiteliais da mama, glandulas salivares e soduriparas, e células da glia
(normais e neoplasicas).

Células epiteliais da tirdide (normais e neoplésicas).

Células normais e neoplésicas do pulméo e tiroide.
Diagnéstico diferencial entre tumores primarios e metastaticos do pulméo
e tiroide.

(Mesoteliomas s&o negativos).

Células mesenquimatosas (normais e neoplasicas).

Marcador de fibroblastos no miocardio.
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Vimentina

A Vimentina é expressa em varias células mesenquimatosas, como melandcitos, células
endoteliais, fibroblastos e alguns linfocitos. (33) (34)

Em conjunto com a queratina, pode ser utilizado na distingdo entre melanomas e carcinomas
indiferenciados ou linfomas de grandes células, uma vez que os melanomas (e também os
schwannomas) tém uma forte expressao de vimentina. Também pode ser Gtil na caracterizagéo
adenocarcinomas endometrioides do Utero, que expressam vimentina e citoqueratina. (33) (34)

Este marcador pode ainda ser Gtil na identificacdo de miofibroblastos em miocardio normal e
lesionado, permitindo evidénciar areas de enfarte ou remodelacdo. (35) E pode também ser usado
na verificacdo da qualidade da preservacgao e processamento das amostras. (33) (34)

MNF-116

O marcador MNF-116 permite detetar um conjunto de citoqueratinas (Ck), incluindo CK5,
Ck6, Ck8, Ck17 e, provavelmente, também a Ck19. Estas proteinas estdo presentes
essencialmente em células epiteliais. (34)

A utilidade o MNF-116 prende-se com a identificacdo de neoplasias epiteliais, como
carcinomas (pavimento-celulares, pequenas células, sarcomatoides, adenocarcinomas...) e
mesoteliomas. Também pode ser utilizado na confirmacgéo de diagndstico de vérias neoplasias de
tecidos moles. (34)

Proteina S100

A proteina S100 esta presente em inGmeras células normais (melandcitos, células de
Langhans, histidcitos, condrocitos, lipécitos, musculo esquelético e cardiaco, células de Schwann,
células epiteliais e mioepiteliais da mama, glandulas salivares e sudoriparas, e células da glia),
assim como nas neoplasias derivadas destes tipos de células. Assim sendo, este marcador é Util na
identificacdo se diversas neoplasias, como tumores das glandulas salivares, do tecido adiposo ou
cartilagineo, Shwannomas e, particularmente, em melanomas. (33)

Citoqueratina 7 (Ck7)

A CK7 esta presente na maioria das células epiteliais (ductais, glandulares, de transicao e
vias biliares). (33) (34)

Na prética, este anticorpo é utilizado no diagnostico diferencial entre carcinomas da mama,
pulmao, ovario e urotélio (que sdo Ck7 positivos) e carcinomas do célon e prostata (Ck7
negativos). A Ck7 também pode ser usada para o diagndstico de adenocarcinoma do pulmé&o, mas
com menor especificidade, uma vez que existem outros carcinomas priméarios (do pulméo e ndo
s0), que expressam esta proteina. (33) (34)
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3. Materiais e Métodos

O presente trabalho teve inicio com a selecdo de processos histologicos da Delegacdo do
Centro do INMLCEF, I.P. entre os anos de 2014 e 2020, com realizacéo de coloracdes HQ e IHQ,
em simultaneo, tendo sido encontrados 156 casos que correspondiam a estes critérios. Durante o

processo de selecdo dos casos, recolheu-se a informacdo relativa as técnicas pedidas (nomes das

técnicas e blocos onde foram realizadas).

Posteriormente, foram recolhidas informacGes relativas aos achados anatomo-patologicos e

as causas da morte constantes do relatério da autépsia ML. Com base nestes dados, foi possivel

atribuir um score a cada técnica realizada, que pretende traduzir a sua relevancia/contribuicéo

para a determinagdo da causa de morte. Os scores encontram-se especificados na tabela 4.

Tabela 4 - Scores atribuidos a cada técnica, que pretende traduzir a sua relevancia na determinacéo da causa

0 Né&o acrescenta informacéo.

Acrescenta informacdo néo
relacionada a causa de morte.

Acrescenta informacéo acerca da
2 causa de morte, mas néo é essencial
para a sua determinag&o.

Essencial para a determinacéo da
causa da morte.

de morte.

N&o permite determinar, descrever ou
caracterizar nenhuma patologia ou leséo.
Técnicas as quais ndo corresponde nenhum
achado descrito no relatorio.

A realizacdo da técnica ndo acrescenta mais
informacéo do que a H&E.

Acrescenta informacéo relativa ao contexto,
mas ndo a causa de morte.

Caracteriza, descreve ou define outras
patologias ou lesbes presentes.

Acrescenta informacao que caracteriza ou
descreve a causa de morte, mas néo tem
influéncia na sua determinacéo.

Mesmo sem as técnicas, teria sido possivel
estabelecer a causa de morte.

Tem influéncia direta no estabelecimento da
causa da morte.

Sem as técnicas nao teria sido possivel
determinar a causa de morte.

Além do score, as técnicas foram divididas de acordo com a causa de morte atribuida ao

processo correspondente, formando trés grandes grupos: causas de morte naturais, violentas e

indeterminadas. Foram criados dois ficheiros distintos, um para os pedidos HQ e outro para IHQ.
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l

Pesquisa de pedidos de técnicas

complementares
Sem pedidos S6 HQ S6 THQ HQ e THQ
Excluidos Incluidos
(156 processos)

!

HQ
(n=1043)

l

- Causas de Morte
- Achados Histologicos

Atribuicio de scores

v

Divisao em grupos de
acordo com a causa
de morte

Figura 2 - Organograma ilustrativo dos passos seguidos para obtengdo da amostra e recolha de dados.
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4. Resultados

Dos 156 processos histoldgicos selecionados, 60,9% (n=95) correspondem a vitimas do sexo
masculino e 39,1% (n=61) a vitimas do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 0 e 0s

96 anos.

Sexo

Masculino

20
EFeminino

=y
wn

60,90%
95

N° de casos
=

0 20 40 60 80 100
Idade

Gréfico 1 e 2 — Gréfico de barras com representacdo das frequéncias de idades dos casos selecionados (a
esquerda), cada barra corresponde a um intervalo de 5 anos. Gréfico circular com representacdo dos sexos

dos casos selecionados (a direita).

No total, foram realizadas 1043 HQ e 533 IHQ, sendo que, em média, 0 nimero de técnicas
pedidas em cada processo foi de 6,69 HQ e 3,42 IHQ. Foram identificados 11 protocolos de HQ e

31 marcadores IHQ distintos.

Tabela 5 - Principais estatisticas descritivas aplicadas aos pedidos HQ e IHQ.

N 156 156
Meédia 6,69 3,42
Mediana 5,00 3,00
Soma 1043 533

Relativamente as técnicas HQ, as mais realizadas foram o TM em 40,56% (n=423) dos
pedidos, EVG em 37,49% (n=391) dos pedidos e PAS-AB em 9,01% (n=94) dos pedidos
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Gréfico 3 - Representacdo das técnicas HQ de acordo com os diferentes protocolos pedidos.

=69)

No gue concerne a IHQ, os anticorpos mais utilizados foram 0 MNF-116 em 12,95% (n

38), Ck7 em 6,94%

dos pedidos, Vimentina em 10,51% (n=56), proteina S100 em 7,13% (n=

(n

=29).

37) e Actina em 5,44% (n

10,51% Vimentina
019% 17
o.mas_.:ﬁooo_ooc__jm

7,13% ' S100
413%  PSA
450%  NSE

12,95%  MNF116
0,38% isozima
1.31%HvB45
394%  GFAP
3,00% EMA
2,06% Desmina
4,32% ' Cromogranina
1.88% CK20
6,94% | CK7
113% cE2
4,50%  CD68
2,06% CD45
4,13%  CD34
3.19% CD31
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1,80% CD10
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Gréfico 4 - Representacdo das técnicas IHQ de acordo com os diferentes protocolos pedidos.
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4.1.  Histoquimica

Relativamente as técnicas HQ (n=1043), observou-se que foram realizadas maioritariamente
em processos cuja causa de morte foi atribuida a causas naturais (n=792) e que o score atribuido
com maior frequéncia foi “1” (n=507).

Ao analisarmos a distribuicdo dos scores pelas diferentes causas de morte, podemos observar
que nas causas indeterminadas ndo foram atribuidos scores “2” e “3”, uma vez que sdo 0s que
estdo diretamente relacionados com a causa de morte e que, nestes casos, nao foi estabelecida.
Neste grupo, todos os scores atribuidos (n=13) foram de “1”.

Nas mortes naturais, o score mais atribuido foi 0 “2” em 47,1% (n=373) das técnicas, seguido
do “1” em 35,1% (n=278) dos pedidos. O score “0” foi atribuido a uma percentagem menor de
técnicas, correspondente a 17,7% (n=140) e o score “3” apenas foi atribuido a um caso, o0 que
resulta numa percentagem de 0,1%.

No que respeita as mortes violentas, a grande maioria obteve um score “1”, numa
percentagem de 90,8% (n=216), sendo que o score “0” foi atribuido a 5,5% (n=13) das técnicas e
0 “2” apenas a 3,8% (n=9).

Tabela 6 - Frequéncias dos scores atribuidos as técnicas HQ de acordo com a causa de morte.

Indeterminada 1 13 100,0
0 140 17,7
1 278 35,1
Natural 2 373 47,1
3 1 1
Total 792 100,0
0 13 55
. 1 216 90,8
Violenta 5 9 38
Total 238 100,0

Tendo em conta estes resultados, realizou-se um teste de Hipdteses, para determinar se existe
uma diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo dos scores, consoante a causa de
morte. O teste escolhido foi o teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes, uma vez que
as varidveis sdo qualitativas (logo é necessario um teste ndo paramétrico) e que estdo divididas
em trés grupos, utilizando um nivel de significancia de 0,050.
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Tabela 7 - Teste de Kruskal-Wallis para as técnicas HQ, com nivel de significancia de 0,05.

A distribuicdo de Score é Amostras
igual nas categorias de Causa Independentes de Teste ,000 Rejeitar a hipotese nula.
de Morte. de Kruskal-Wallis

O teste permitiu rejeitar a hipotese nula de que a distribuicdo dos scores é igual,
independentemente da causa de morte. O que significa que a causa de morte tem influéncia na
distribuicdo dos scores, que se reflete na aplicabilidade da HQ.

Tabela 8 — Analise estatistica Pairwise para as técnicas HQ, com nivel de significancia de 0,050 e valores
ajustados pela correcdo de Bonferroni.

Violenta-Indeterminada ,988 1,000
Violenta-Natural ,000 ,000
Indeterminada-Natural ,048 ,145

Através de uma analise estatistica pelo método Pairwise, com nivel de significancia de 0,050
e com ajuste dos valores de significancia através da correcdo de Bonferroni, podemos observar
gue existe uma diferenca estatisticamente significativa entre a distribui¢cdo dos scores nas causas
de morte naturais e violentas. As mortes de causa natural estdo associadas a scores mais altos do
gue as mortes de causa violenta.

Existe também uma tendéncia estatistica para uma distribuicdo de scores diferente entre as
mortes de causa natural e indeterminada. Porém, o nimero de mortes de causa indeterminada
(n=13) é muito inferior as mortes naturais (N=792) e violentas (n=238), além de que ndo existe
variabilidade (todos os scores atribuidos sdo “1”), pelo que os resultados do teste para esta
categoria ndo apresentam a mesma robustez estatistica.

Tabela 9 — Média dos scores atribuidos a cada tipo de causa de morte, incluindo o nimero total técnicas
HQ em cada causa de morte e o desvio padrdo associado a média.

Indeterminada 1,00 13 ,000
Natural 1,30 792 ,752
Violenta ,98 238 ,304
Total 1,22 1043 ,684
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4.).  Imunohistoquimica

Os resultados dos marcadores IHQ (n=533) foram semelhantes a HQ. Neste contexto, a causa
de morte prevalente continua a ser a natural (n=422) e o score atribuido mais frequentemente
mantém-se 0 “1” (n=277).

No grupo de causa de morte indeterminada, todos os casos obtiveram um score de “1”
(n=10).

Relativamente a causa de morte natural, prevalece o score “2” em 49,8% (n=210) dos
pedidos, seguido do score “1” em 41,7% (n=176) das técnicas. O score “0” foi atribuido apenas a
8,5% (n=36) dos pedidos.

Em concordancia com os resultados da HQ, o score “1” foi atribuido a maioria das IHQ com
causa de morte violenta, numa percentagem de 90,1% (n=91). Os scores “0” e “2” foram
atribuidos, respetivamente a 6,9% (n=7) e 3% (n=3) destes pedidos.

N&o foi atribuido nenhum score “3”, em nenhuma marcacéo HQ.

Tabela 10 - Frequéncias dos scores atribuidos as técnicas IHQ de acordo com a causa de morte.

Indeterminada 1 10 100,0
0 36 8,5
N | 1 176 41,7
atura 2 210 49,8
Total 422 100,0
0 7 6,9
. 1 91 90,1
Violenta ’ 3 30
Total 101 100,0

Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes, com um nivel de
significancia de 0,050 que permitiu, mais uma vez, rejeitar a hipotese nula e concluir que a
distribuicdo dos scores € diferente de acordo com a causa de morte.

Tabela 11- Teste de Kruskal-Wallis para as técnicas IHQ, com nivel de significancia de 0,05

A distribuicdo de Score é Amostras
igual nas categorias de Causa Independentes de Teste ,000 Rejeitar a hipétese nula.
de Morte. de Kruskal-Wallis

Seguindo uma nova analise pelo método Pairwise, com nivel de significancia de 0,050 e

valores de significancia ajustados através da correcdo de Bonferroni, analisamos a comparagéo
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par a par da distribuicdo dos scores. Podemos verificar, a semelhancga dos resultados anteriores,
gue se observa uma diferenca estatisticamente significativa entre a distribuicdo dos scores dos
grupos de causa de morte violenta e natural. Estando as mortes naturais associadas a scores mais

altos.

Tabela 12 - Analise estatistica Pairwise para as técnicas IHQ, com nivel de significancia de 0,050 e valores

ajustados pela correcdo de Bonferroni.

Violenta-Indeterminada ,933 1,000
Violenta-Natural ,000 ,000
Indeterminada-Natural ,014 ,041

Mais uma vez, as causas de morte indeterminadas (n=10) ocorrem em ndmero muito inferior
as causas de morte naturais (n=422) e violentas (n=101), obtendo sempre 0 mesmo score (“1”).

Estes factos influenciam os resultados dos testes estatisticos para este grupo.

Tabela 13 - Média dos scores atribuidos a cada tipo de causa de morte, incluindo o nimero total técnicas
IHQ em cada causa de morte e 0 desvio padréo associado & média.

Indeterminada 1,00 10 ,000
Natural 1,41 422 ,643
Violenta ,96 101 314
Total 1,32 533 ,616

Histoquimica e Imunohistoquimica: Aplicabilidade no Contexto Forense 34



5. Discussao

Os resultados estatisticos permitiram-nos concluir que a utilidade das técnicas HQ e IHQ
depende do tipo de morte, apresentando maior aplicabilidade em contexto de morte natural.
Essencialmente, estas técnicas tém o objetivo de detetar e caracterizar patologias, o que €
concordante com os resultados.

Se a morte for devida a uma patologia que possa ser caracterizada através de técnicas, a sua
relevancia sera muito maior do que em mortes violentas, ndo associadas a patologias. Sendo que,
no contexto de mortes violentas, o estabelecimento da causa da morte tende a ser mais 6bvio, e
pode ser determinado durante a autopsia ou apenas com a analise macroscopica dos 6rgaos, tendo
sempre por base a informag&o circunstancial.

Em mortes presumidamente naturais, é possivel que ndo existam quaisquer indicios sobre a
sua causa, mesmo depois de uma autopsia completa e detalhada (antes da analise histoldgica). E é
precisamente nestes casos que a histologia, nhomeadamente, a HQ e IHQ apresentam maior
aplicabilidade, apesar de podermos observar, pelos resultados deste estudo, que estas técnicas tém
uma aplicabilidade muito mais centrada na caracterizagdo de patologias, do que propriamente na
sua descoberta.

O Enfarte Agudo do Miocardio (EAM) é uma causa de morte natural frequente, que pode ndo
ter repercussGes morfoldgicas muito significativas quando a morte ocorre pouco tempo ap6s o
evento, ndo havendo sido iniciado o processo de morte celular por hipoxia e posterior processo de
reparacdo. Nestes casos as alteracBes macro- e microscopicas sao escassas, inespecificas ou
podem assemelhar-se a artefactos relacionados com a autélise e putrefacdo. Assim sendo, é muito
usual recorrer-se a técnicas HQ, como o0 TM e 0 EVG, ou a marcadores IHQ como a Desmina,
Vimentina, proteina S100, entre outros. (37) (28) (38)

Ouyang et al. realizaram um estudo onde compararam cortes seriados de miocardio com areas
de enfarte corados com H&E, TM e marcados com Desmina. O TM permite distinguir miocérdio
necrético (azul) de miocérdio viavel (vermelho), apresentando ainda uma orla de células coradas
a roxo que delimita a area de enfarte. A Desmina é uma proteina que esta presente no miocardio
normal, e ausente em miocérdio necrdtico. (28)

O estudo revelou que tanto o TM como a Desmina permitiram identificar a area de enfarte,
mesmo quando as alteracGes celulares observadas por H&E eram escassas ou nulas.
Inclusivamente, quando as alteragdes eram visiveis por H&E, as técnicas especiais identificavam
uma area de enfarte muito mais extensa. (28)
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Outra abordagem relacionada com 0 EAM, e também outras cardiopatias, é a identificacéo de
fibroblastos. Os fibroblastos desempenham um papel na mediagéo da inflamagéo e reparacéo no
miocardio. Quando o tecido cardiaco sofre lesdes, as células mortas sdo substituidas por uma
cicatriz rica em colageénio, através de um processo de remodelacdo que pode ter repercussdes na
propria estrutura do coragdao (por exemplo hipertrofia, dilatagdo...) e que, por sua vez, podem
estar associadas a uma maior taxa de mortalidade. Neste contexto, a Vimentina, Actina e proteina
S100 sdo marcadores IHQ muito utilizados. (39)

Existem ainda cardiopatias que ndo estdo necessariamente associadas a EAM, e nas quais
também se verifica um aumento das fibras de colagénio, neste caso porque existe uma situacdo de
esforco que exige mais forca mecénica por parte do musculo. Estas situacdes também podem
estar associadas a mortes naturais, pelo que também sdo estudadas em contexto forense,
nomeadamente com recurso a TM e EVG para evidenciar o colagénio. (27)

Kovanen et al. defendem que os mastocitos também podem ser um alvo de marcacao IHQ atil
no contexto de EAM, uma vez que grande parte dos EAM tém origem em trombos resultantes de
placas de ateroma das proprias coronarias, e 0s mastécitos parecem acumular-se junto as zonas de
aterosclerose coronaria, podendo inclusive contribuir para a erosdo da placa e libertacdo do
trombo. Para marcag&o destas células, pode ser utilizado um anticorpo para a Triptase. (40)

Nos casos analisados no presente estudo, observdmos que o TM e 0 EVG sdo técnicas usadas
com bastante frequéncia em casos de EAM e alteragdes cardiacas, assim como a marcagdo IHQ
de Desmina, Vimentina, Actina e proteina S100. Porém, ndo foi realizada nenhuma marcagao
para mastdcitos.

Existem varios estudos que indicam o C5b-9 como um marcador IHQ que produz resultados
confiaveis na detecdo de EAM, mesmo perante avancados estados de putrefacdo. Com base
nessas observacdes, parece ser um bom anticorpo do ponto de vista forense, pelo que poderia ser
uma boa implementagdo no contexto do laboratorial do INMLCF, I.P. Contudo, a maioria dos
estudos aconselha a utilizagdo de um painel, com pelo menos 3 marcadores, para permitir
resultados mais confiaveis. (37) (38) (41)

Barranco e Ventura realizaram um estudo de revisdo acerca dos marcadores IHQ utilizados
para a determinacdo de EAM, onde analisaram as suas limitaces nomeadamente no que concerne
a decomposicdo cadavérica. Dos marcados analisados neste estudo, 0s que demonstraram
melhores resultados foram o C5b-9, fibronectina e troponinas. Para permitir avaliacio correta dos
resultados obtidos, Barranco e Ventura, defendem que é importante referir o estado de
conservacgdo do corpo em concreto, e ndo apenas o intervalo post-mortem. Assim como é crucial a
utilizagdo de bons controlos. (37)

Thomsen e Held estudaram a marcagdo com C5b-9 em condi¢des de putrefacdo e autolise,
uma vez que este é dos marcadores mais promissores na determinacdo de EAM em contexto
forense. Determinaram que este marcador é bastante confidvel, conseguindo demonstrar a
existéncia de necrose em miocardio em avancgado estado de putrefacdo e autolise (até 11 dias ap6s
a morte). (41)

Histoquimica e Imunohistoquimica: Aplicabilidade no Contexto Forense 36



Mais tarde, Ortmann et al. confirmaram estes resultados através de outro estudo, onde
provaram que o C5b-9 é um marcador com grande especificidade. Para além disso, muito
provavelmente devido aos avangos do préprio protocolo de IHQ, provou-se que este anticorpo
mantém a sua confiabilidade por um periodo de tempo ainda mais alargado, confirmando a sua
robustez relativamente a altera¢Ges putrefactivas. (38)

A tromboembolia pulmonar (TEP) é também uma causa de morte natural frequente. A sua
determinacdo depende da identificacdo de trombos nas principais artérias pulmonares,
macroscopicamente, durante a autopsia. Contudo, é muito frequente a utilizacdo de técnicas
especiais neste contexto, com o objetivo de confirmar que, de facto se trata de um trombo e ndo
de um coagulo sanguineo que se possa ter formado post-mortem, e ainda para datar a trombo. (42)
(43)

A maioria dos trombos pulmonares tem origem em grandes vasos dos membros inferiores
(veias femoral e iliaca). Por este motivo, quando se encontram indicios de TEP durante a
autdpsia, devem-se analisar estes vasos, de forma a encontrar a origem do trombo. (42)

A datacdo do trombo é realizada com base nas suas diferentes fases de organizacéo, que estao
descritas na literatura, e a sua importancia prende-se com o estabelecimento de uma relacéo
causal entre a morte e algum evento que possa ter desencadeado a TEP (viagem aéra longa,
acidente, cirurgia...). (42) (43) (18) A datacdo do trombo pode ainda ajudar a estabelecer com
maior precisdo a data de morte. (44)

Para conseguir datar um trombo, é necessario avaliar 0s seus componentes, e por é por este
motivo que sdo requeridas técnicas HQ e IHQ. Os protocolos HQ mais frequentes nestes casos
sdo TM, EVG e Perls e os anticorpos sdo o CD3, CD15, CD45, CD61 e CD68. Os primeiros,
pretendem pesquisar fibrina e ferro, enquanto os marcadores IHQ tém como objetivo detetar
células inflamatérias como macréfagos e leucécitos. Deste modo, no contexto de TEP, as técnicas
especiais desempenham um papel importante, mas apenas com o intuito de confirmagdo dos
achados macroscépicos e microscépicos por H&E. (42) (44) Apesar de todos estes marcadores
IHQ estarem disponiveis no INMLCF, I.P., verificamos que o estudo de TEPs é realizado
principalmente com recurso a TM e EVG, e esporadicamente Perls e PAS-AB, sem recurso a

IHQ.

Mortes relacionadas com sépsis podem ser estudadas através de técnicas auxiliares,
nomeadamente IHQ para pesquisa das células que compde o infiltrado inflamatério ou HQ para
pesquisa de agentes que possam estar na origem da inflamag&o, como virus, bactérias e fungos. A
semelhanca de outras causas de morte naturais, as alteragdes macro- e microscopicas de sepsis
sdo inespecificas, pelo que o seu diagndstico pode estar dependente de técnicas especiais, e
também de resultados de outras areas laboratoriais como, por exemplo, microbiologia. Neste
contexto, o pulmédo é um 6rgdo que € particularmente afetado, pelo que é um bom alvo de estudo
histoldgico. (45) (46) (47)
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Relativamente as técnicas mais utilizadas para detecdo de agentes infeciosos, destaca-se 0
Giemsa para detegdo de Helicobacter pylori, o0 ZN para evidenciar bacilos de Mycobacterium
tuberculosis e 0 PAS e Grocott para pesquisa de fungos. (12) No caso particular deste estudo,
além destas técnicas, também foram utilizados o TM e o0 EVG em casos inflamatérios de forma a
pesquisar por areas de fibrose e, deste modo, distinguir inflamagdes agudas e cronicas.

Alguns dos marcadores IHQ mais descritos na literatura, incluem a Lisozima, E-selectina,
CD15, CD54, VEGF (Vascular endothelial growth factor), Lactoferrina, Lectinas, VLA-4 e |-
CAM-1. (45) (46) (47) Nos casos analisados da Delegacdo do Centro do INMLCF, IP, os
anticorpos utilizados nestas situac@es sdo x, A, CD3, CD20, CD31, CD45 e 0 CD68.

No contexto de mortes violentas, a aplicabilidade das técnicas especiais torna-se bastante
limitada, sendo principalmente utilizadas na caracterizagcdo de patologias presentes, mas ndo
relacionadas & causa de morte. Apesar de ser um acréscimo de informagao, levanta um dilema que
contrapde o interesse forense e académico. Ndo podemos afirmar que descobrir uma nova
patologia ndo seja Util, porque pode trazer novos conhecimentos e acrescentar informacao que
esclareca as circunstancias da morte. Porém, ndo cumpre os principais objetivos de uma autopsia
ML, por ndo acrescentar informacdo diretamente relacionavel com a causa de morte. Surge assim
um confronto de perspetivas, que pode gerar vérias interpretacbes e levar a diferentes
posicionamentos.

Além deste facto, quando as mortes aparentam ter uma causa violenta, mesmo que pareca
Obvia, é essencial descartar patologias concomitantes que possam ter conduzido a morte. E
necessario estudar estas patologias, para descartar o seu contributo na morte ou, pelo contrario,
para provar que o Obito foi devido a uma causa natural e ndo a causa violenta mais espectavel.
(13) (14)

Existem, nomeadamente, mortes violentas cujo diagnostico é realizado por exclusdo, como
por exemplo, afogamentos. Nestes casos, a informagdo circunstancial pode ter especial
relevancia, mas também é necessario que ndo seja encontrado qualquer outro achado adequado a
morte. Um cadaver encontrado dentro de um rio, por exemplo, pode ndo ter morrido por
afogamento, mas sim ter falecido por causa natural, enquanto estava perto da agua, e acabar por
cair dentro do rio. Por mais claro que pareca um dado contexto, é muito importante excluir todas
as outras possiveis causas de morte, para garantir que se alcanga (0 mais possivel) a verdade dos
acontecimentos.

Apesar destes factos, ha estudos que defendem a utilizacdo de técnicas especiais em casos de
morte violenta, nomeadamente a utilizacdo de marcadores HQ e IHQ para evidenciar alterac6es
celulares relacionadas com a isquemia e hipoxia no cérebro e pulméo, que se podem demonstrar
Uteis em Varios casos de mortes violentas como afogamentos, enforcamentos e asfixias em geral.
(48) (49)

Em mortes que ocorrem por falta de oxigenacao sanguinea (hipdxia) ou pela propria falta de
fluxo sanguineo no cérebro (isquémia), podem ndo existir alteracBes celulares visiveis, quando o
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6bito ocorre muito préximo ao evento, o que é muito frequente nos casos ML. Para que se
estabelecam alteracdes visiveis (macro- e microscopicas) é necessario algum tempo de sobrevida,
0 que pode nem sempre ocorre. (49)

Barranco et al. estudaram véarios marcadores IHQ para evidenciar estas alteracGes, em
parénquima cerebral. Dos marcadores testados, a MAP 2 e a Calbidina-D28K mostraram-se 0s
mais Uteis. Mas foram também estudados outros anticorpos, entre os quais a Vim e GFAP que,
segundo este estudo, precisam de algum tempo de sobrevida para se mostrarem Gteis. (49)

Ja Gutjahr e Madea utilizaram técnicas HQ e IHQ para estudar alteracbes pulmonares em
casos de asfixia, partindo do pressuposto de gue, neste tipo de mortes, existe uma concentracdo
alveolar de macréfagos elevada. Assim, foram utilizadas técnicas IHQ para evidencia¢do dos
macrofagos, e técnicas HQ para excluir doencas cronicas. (48)

As técnicas HQ utilizadas foram o EVG e o Prussian Blue, para observagdo de fibrose e
hemossiderofagos, respetivamente, que sdo indicadores de doencas cronicas. Relativamente a
IHQ, utilizou-se 0 CD68 que marca macréfagos e mondcitos, e a proteina S100 que esta presente
em mondcitos em transformacdo para macréfagos (mas ndo em macréfagos maduros). (48)

Verificou-se que a aplicabilidade destas técnicas no contexto do estudo ainda tem bastantes
limitagBes, pelo que sdo necessarias mais investigagdes para permitir a implementagdo destes
métodos em contexto forense, sendo que os resultados obtidos ndo se revelaram superiores aos
dos métodos ja estabelecidos (como a H&E). (48)

Existem ainda publicacGes acerca de técnicas HQ e IHQ para datar “sulcos de ligadura”, no
sentido de estimar a data da morte, com o intuito de estabelecer uma relacdo de causalidade entre
0 “sulco” e a morte. Esta informacdo pode ser bastante Gtil em casos de homicidio em que o
agente tenta esconder o crime através de uma encenagéo de suicidio por ligadura. (50) (51)

Foram estudados varios marcadores, incluindo a Catepsina D, P-Selectina, Triptase,
Fibronectina, entre outros. Contudo, ndo existe nenhum marcador que, por si so, revele resultados
fidveis. Mesmo utilizando um conjunto de técnicas, é necessario realizar mais estudos e testar as
técnicas de forma a valida-las para que possam ser utilizadas na prética forense. (50) (51)

Tendo em conta que, no geral, a utilizacdo de técnicas especiais em contexto de mortes
violentas ainda ndo apresenta resultados suficientemente robustos, a sua aplicabilidade é bastante
limitada. Assim sendo, nos casos estudados para este trabalho, ndo se verificou utilizacdo de
nenhuma das técnicas mencionadas, nos contextos descritos. Porém, se mais estudos continuarem
a ser realizados, e se os resultados obtidos comecarem a ser mais confidveis, poderd ser
interessante testa-las, uma vez que existe um elevado nimero de mortes relacionadas com eventos
asfixicos.

No presente estudo foram identificadas algumas limitacGes. A primeira relacionada com a
repeticdo das técnicas, porque muitas vezes a mesma técnica € realizada em diferentes laminas do
mesmo 0rgdo. Sem observar ao microscopio todas as laminas, torna-se dificil interpretar qual a
utilidade dos pedidos, nomeadamente nestes casos, porque ndo sabemos se todas as laminas
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daquele 6érgdo tém presentes os achados que levaram ao estabelecimento da causa de morte ou
relativos a outras patologias. Apesar de se poder compreender o interesse na realizacdo das
técnicas, é impossivel prever se todas as repeticfes foram necessarias, ou se teria sido suficiente
realizar as técnicas apenas numa lamina.

Adicionalmente, os pedidos de técnicas complementares no contexto forense, ndo seguem
obrigatoriamente as guidelines estabelecidas no contexto clinico de diagndéstico, o que pode levar
a uma maior ou menor variabilidade de técnicas utilizadas, nas quais o anatomopatologista terd
uma influéncia determinante. Assim sendo, é espectavel que exista uma maior variacdo entre, ndo
apenas 0 numero, mas também os prdprios protocolos pedidos, de acordo com o
anatomopatologista que analisa cada caso. Para ultrapassar esta limitagdo, é necessario a adogao
de guidelines adequadas e adaptadas ao contexto ML, que tenham em vista os objetivos principais
de uma autodpsia forense e que ndo estejam centrados no diagnoéstico com intuito terapéutico.

A decomposigdo cadaveérica pode ser um fator limitante na aplicabilidade de técnicas HQ e
IHQ, uma vez que pode comprometer os seus resultados. Principalmente no contexto ML, que é
mais suscetivel a este tipo de situagdes, é necessario ter atencdo as condigdes de preservacdo do
cadaver e das amostras colhidas, antes observar as Iaminas, porque a sua interpretacdo pode ser
seriamente influenciada por este fator. (31)

Sendo a IHQ uma técnica que depende do estabelecimento de ligagdes entre proteinas, e que
estas mesmas proteinas sdo degradadas ao longo do processo de decomposicéao, a utilizacdo de
imunomarcagdo em tecidos em mau estado de preservagdo pode conduzir, ndo s6 a auséncia de
marcacdo, como também se pode verificar marcacdo inespecifica que pode conduzir a resultados
menos fiaveis. (31)

Deste modo, torna-se necessario que seja realizada uma descri¢do do estado de conservagdo
dos 6rgdos e do cadaver como um todo, para que a interpretagdo dos resultados se possa ajustar a
cada contexto particular. Segundo Lesnikova et al. ha tecidos que preservam a sua antigenecidade
por periodos de tempo mais longos, como é o exemplo do tecido neural; enquanto tecidos
epiteliais, pulmdo e figado, sdo afetados de forma mais rapida. Na presenca de neoplasias
malignas, as células que as compdem também tém tendéncia a iniciar rapidamente o processo de
degradacdo. (31)

Quando as amostras em estudo ja se encontram em avangado estado de decomposicéo, e caso
seja necessario realizar um estudo IHQ, deve-se tentar recorrer a anticorpos que tenham sido
estudados nestas condicGes, e que demonstraram resultados fiaveis. Nomeadamente, as
citoqueratinas que s&o conhecidas pela sua fiabilidade, ndo produzindo marcacdo inespecifica.
(32)

Outra limitagdo que ndo pdde ser abordada neste estudo, prende-se com realizacdo de técnicas
IHQ para caracterizacdo de tumores. Muitas das vezes, e principalmente em casos de tumores em
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estados avancados, ou com tratamentos ja realizados, a caracterizagao tumoral tera sido realizada
em vida, num contexto hospitalar. Assim sendo, quando j& existe este tipo de informagé&o,
podemos verificar duas situacBes: [1] se a morte foi violenta, ndo estando relacionada com o
tumor, e como este ja foi caracterizado, ndo serd necessario realizar técnicas para uma nova
caracterizacdo; ou [2] no caso de uma morte natural, em que a neoplasia possa ter contribuido
para 0 Obito, a caracterizacdo pode ser feita para confirmar os resultados obtidos em meio
hospitalar (e descartar a hipétese de erro médico), mas apenas o essencial para garantir que os
resultados coincidem, ndo sendo necessario utilizar marcadores preditivos de diagndstico ou
prognostico. Como neste trabalho, ndo tivemos acesso a informacdes clinicas, ndo pudemos
avaliar a pertinéncia da realizacdo de todas as técnicas IHQ, neste tipo de situacdes.

No futuro, seria interessante analisar as informacgdes clinicas disponiveis e compara-las com
as técnicas realizadas no contexto forense, de forma a perceber se sera possivel reduzir o nimero
de IHQ pedidas, nomeadamente em situa¢Oes de neoplasias ja conhecidas.

Outro estudo interessante sera comparar os resultados dos marcadores IHQ mais utilizados e
das técnicas HQ mais realizadas, em diferentes estados de decomposi¢do cadaveérica. Apesar de ja
existirem alguns estudos sobre esta matéria, é espectavel que exista alguma variabilidade de
resultados tendo em conta o anticorpo especifico utilizado (marca, clone...), as solu¢bes de
recuperacao antigénica e o préprio protocolo em vigor em cada local.

Tendo em conta a variedade de artigos disponiveis relativamente ao anticorpo C5b-9, seria
também interessante testar o seu desempenho em contexto de identificacdo de EAM, em
diferentes estados de preservacdo tecidular. De forma a comprovar a sua eficécia, e talvez
implementar este protocolo no futuro, se se mostrar adequado a necessidades do INMLCF, I.P..

Estes estudos, e tantos mais, poderiam ser realizados no intuito de estabelecer guidelines
especificas para aplicabilidade em contexto forense, no sentido de criar orientagdes mais
especificas para este propoésito, de forma a uniformizar a variabilidade de protocolos e anticorpos,
permitindo, assim, tornar mais eficiente a analise histoldgica e a escolha das técnicas
complementares.

A evolucdo cientifica aponta para um decréscimo das técnicas HQ e consequente aumento
das técnicas IHQ, que apresentam uma sensibilidade bastante superior. Porém, o avango
tecnologico também pode ter impacto sua aplicabilidade, uma vez que alteracBes
cardiovasculares, por exemplo, nas quais ainda sdo utilizados muitos protocolos HQ, poderéo vir
a ser estudadas de um ponto de vista imagiolégico, com recurso a Postmortem Computed
Tomography Angiography. (42)
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6. Conclusao

Através deste trabalho podemos concluir que a aplicabilidade das técnicas HQ e IHQ no
contexto ML ¢é diferente do contexto clinico e, como tal, deve ter uma abordagem distinta, com
maior énfase na determinacao da causa de morte, ao invés do diagnéstico com fins de prognéstico
e terapéutica.

Ao analisar os casos da Delegacdo do Centro do INMLCEF, I.P., podemos observar que as
técnicas especiais tém um papel preponderante na caracterizacdo de achados macro- e
microscépicos (por H&E), mostrando-se menos Uteis a evidenciar causas de morte, por si s6. Ou
seja, as técnicas essencialmente permitem complementar os resultados ja observados na H&E,
podendo ser muito importantes para determinar que a severidade das lesdes encontradas é (ou
n&do) suficiente para causar a morte, naquelas circunstancias.

Observamos, ainda, que existe uma diferenca na aplicabilidade das técnicas especiais de
acordo com o tipo de morte. Em morte naturais, as técnicas conseguem contribuir com mais
detalhes sobre a causa de morte do que nas mortes violentas, onde as técnicas sdo utilizadas mais
no sentido de caracterizar patologias existentes, mas que ndo levaram ao Obito. Este facto
verificou-se tanto nas técnicas HQ, como IHQ.

Podemos detetar a existéncia de 196 pedidos de técnicas aos quais foi atribuido o score “0”,
muitas delas por ndo constar no relatorio anatomopatoldgico qualquer descri¢do ou referéncia ao
6rgdo onde foram realizadas. Apesar deste nimero ndo ser muito elevado, tendo em conta o
nimero total de pedidos (n=1576), deverd ser sempre um objetivo diminui-lo. Verificam-se,
ainda, 784 técnicas as quais foi atribuido o score “1”, que esta associado a procedimentos que nao
acrescentam informacdo diretamente relacionavel com a causa de morte. Tendo em vista que o
objetivo principal de uma autépsia ML é determinar a causa de morte, podemos considerar que
foi realizado um elevado niumero de técnicas que ndo tiveram repercussdes significativas para a
conclusdo do relatério ML.

Para diminuir estes nimeros, sugere-se a criacdo de guidelines especificas para o contexto
ML, nas quais sejam especificados os protocolos HQ e marcadores IHQ mais adequados, com
vista no estabelecimento da causa de morte. Seria também importante estabelecer, em casos de
neoplasias, quais os marcadores IHQ que mais fazem sentido na prética forense, uma vez que nao
se pretende cumprir 0s mesmos objetivos que na pratica clinica, esclarecendo, ainda, em que
situacBes se justifica, de facto, realizar esta caracterizacdo e em quais casos ndo seria relevante
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para o desfecho ML (por exemplo, quando as neoplasias ja foram caracterizadas em vida, e ndo
contribuiram para a morte).

Finalmente, seria importante ponderar a implementacdo de novos marcadores IHQ que
permitam resultados fidedignos, mesmo perante avancados estados de decomposicao,
demonstrando especial relevancia no contexto ML como, por exemplo, o C5b-9.
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