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"Somente quando de tudo desesperamos € que a esperanga comega a ser a

verdadeira forga."

(Gilbert Keith Chesterton)



RESUMO

Introducdo - O enfarte agudo do miocardio (EAM) é considerado a causa de
morte natural mais comum. Em mortes potencialmente criminosas a presenca
de um enfarte recente pode ser relevante na determinagdo da causa ou como
contribuindo para a morte. O anticorpo primario anti humano C9 tem sido
utilizado em varios estudos por diversos investigadores, com os mais diversos
resultados e com técnicas mais ou menos complexas no diagnéstico de
enfartes recentes. A importancia da mieloperoxidase no diagnostico do EAM

tem sido descrita em contexto clinico por varios autores.

Objectivos — Este trabalho tem como objectivos optimizar uma técnica de
imunohistoquimica para o diagnéstico de enfarte do miocardio recente (menos
de 6 horas de evolugdo); determinar as alteragées imunohistoquimicas do
enfarte do miocardio recente em amostras colhidas em cadaveres e elaborar
um protocolo de uma técnica de imunohistoquimica, ndo s6 sensivel para a
observacdo de lesbes recentes do miocardio, como também em tecidos

moderadamente autolisados.

Métodos - Foram analisadas 50 amostras de miocardio provenientes de
cadaveres autopsiados no Instituto Nacional de Medicina Legal (INML)
Delegacgao de Centro, Servico de Patologia Forense. Foram seleccionados os
casos com informagao de morte por enfarte do miocardio, morte subita natural,
causa ignorada ou mesmo em casos que o patologista suspeite de EAM.
Foram efectuadas duas técnicas imunohistoquimicas, uma com o anticorpo
primario anti humano MPO e outra com o anticorpo primario anti humano C9.

Foi efectuada a classificacdo e contagem das células por dois observadores.

Resultados - A marcagédo imunohistoquimica com o anticorpo primario anti
humano C9 foi satisfatéria, embora dificil de aferir, conseguindo-se visualizar
0s miocitos necrosados tal como consta da literatura. Como controlo interno
positivo foram observadas artérias cuja camada subendotelial estava
arterosclerosada podendo-se observar as diferentes classificagdes utilizadas:

0, +1, +2 e +3. A marcagao imunohistoquimica com o anticorpo anti humano



MPO foi satisfatoria, sendo possivel a visualizagdo das estruturas identificadas
na literatura. Visualizaram-se correctamente os polimorfonucleares neutréfilos e
foi possivel a sua contagem, podendo-se observar as diferentes classificagbes

utilizadas: 0, +1 e +2.

Discussao - O anticorpo primario anti humano C9 é um anticorpo ainda pouco
estudado e necessita de ser testado num maior numero de amostras e em
condicdes controladas. E uma técnica com resultados contraditérios, pouco
sensivel, de dificil interpretacéo e classificagcdo da imunomarcag¢ao; em alguns
casos foi dificil haver concordancia entre os dois observadores, pelo que nao
recomendamos que esta técnica seja utilizada como auxiliar no diagndstico de
EAM em fragmentos retirados de autdpsias médico legais, como foi objecto
desta investigacdo. A marcagédo imunohistoquimica para o anticorpo primario
MPO foi adequada. A técnica protocolada foi facil e rapida de executar, o
anticorpo demonstrou ser sensivel para diagnosticar este tipo de patologia,
proporcionando uma correcta visualizacdo dos polimorfonucleares neutréfilos
em todos os casos que macroscopicamente se diagnosticou EAM, em alguns
casos (n=13) onde se tinham suspeitas de EAM sem confirmacéo
macroscopica ou por métodos de rotina e ainda em alguns casos de causa de

morte ignorada.

Conclusdao — Os objectivos deste trabalho foram alcangados. A técnica
imunohistoquimica eleita foi a do anticorpo primario anti humano MPO sendo
esta uma técnica reprodutivel. A utilizacdo do anticorpo primario C9 para o

diagndstico de EAM recente € matéria que carece de uma maior investigacao.



ABSTRACT

Introduction — Acute myocardial infarction (AMI) is now considered the most
common cause of natural death. In probable criminal deaths, the presence of an
a recent infarction can be a relevant factor in determining the cause of death, or
as a contributor to death itself. The primary anti-human C9 antibody has been
used by many researchers in studies showing various results and using more or
less complex techniques in the diagnosis of recent infarctions. The relevance of
myeloperoxidase in diagnosing MI has been described in clinical context by

various authors.

Objectives — The aim of this project is to optimize an immunohistochemistry
technique for the diagnosis of the recent myocardial infarction (less than 6
hours evolution); to determine the immunohistochemical changes of the recent
myocardial infarction in samples collected on corpses and prepare a protocol
covering an immunohistochemistry technique to aid visualization of recent

myocardial lesions and moderately autolysate tissues.

Methods — 50 myocardial samples from autopsied corpses were analysed at the
Instituto Nacional de Medicina Legal — INML (Forensic Medicine Institute),
Centre Delegation, Forensic Pathology Service. We selected the cases with
myocardial infarction, sudden death, cause of death unknown or even the cases
where the pathologists suspected Ml as being the cause of death. We used two
immunohistochemical techniques, one using the primary anti-human MPO
antibody and the other using the primary anti-human C9 antibody. Cells were

classified and counted by two observers.

Outcomes — The immunohistochemical marking with the primary anti-human C9
antibody was satisfactory, although difficult to assess, and we were able to
visualize the necrotic myocytes, as mentioned in literature. For the purpose of
internal positive controls, we visualized arteries with atherosclerosed
subendothelial layer, and showed the different classifications used: 0., +1. +2
and +3. The immunohistochemical marking with the primary anti-human MPO

antibody was satisfactory, and we were able to visualize the structures identified



in literature. The polymorphonuclear neutrophils were visualized correctly and

were counted, and showed the different classifications used: 0. +1 and +2.

Discussion — The primary anti-human C9 antibody has not yet been thoroughly
studied and needs to be tested on a larger number of samples and in controlled
environments. The results of this technique are contradictory, scarcely
perceptible, the immunomarking is difficult to interpret and classify; in some
cases, it was difficult to have the agreement of both observers and, therefore,
we do not recommend this technique to be used as a MI diagnostic aid in
fragments obtained from forensic autopsies, as in the case of this research. The
immunohistochemical marking for the primary anti-human MPO antibody was
adequate. The technique covered by the protocol was easy and quick to
implement, the antibody proved to be sensitive in the diagnosis of this type of
pathology, providing a proper visualization of the polymorphonuclear neutrophils
in all the cases where microscope diagnosis revealed MI, in some cases (n=13)
where MI was only suspected without the microscope confirmation or by means

of routine methods, and even in some cases of death due to unknown cause.

Conclusion — The aims of this project were achieved. The immunohistochemical
technique chosen was the primary anti-human MPO antibody, and this is a
reproducible technique. The use of the primary anti-human C9 antibody in the

diagnosis of recent acute myocardial infarction needs further research.
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Diagndstico precoce de enfarte agudo do miocardio utilizando técnicas imunohistoquimicas, | Sara Alves
sua aplicacao forense

Capitulo |

1.1 — INTRODUGAO

A tematica da morte subita por causas cardiacas ha muito que vem a ser
estudada, correspondendo em 1986 a 20% de todas as causas de morte nos
paises desenvolvidos, sendo que destas 88% eram provocadas por doenca
cardiaca®.

Em 1988, o enfarte agudo do miocardio (EAM) ja era considerado a causa de
morte natural mais comum, correspondendo a 80% dos casos®°.

A morte subita € muitas vezes a uUnica manifestacdo de doenga coronaria,
sendo responsavel por 50% de todas as mortes por doencga cardiovascular em
paises desenvolvidos, segundo um estudo realizado em 1999%.

Estudos mais recentes indicam que cerca de 50% das mortes sujeitas a
autdpsia sao de causa natural, sendo que grande parte corresponde a mortes
subitas. A doenga coronaria corresponde actualmente a 80% das mortes de
causa cardiaca, estando a maioria destas mortes subitas relacionadas com
EAMY.

E sabido que o EAM pode ocorrer sem sintomas significativos, ° que a idade
de um enfarte é dificil de estabelecer em seres humanos, que a morte subita
pode ser causada por arritmia, e que a arritmia pode ser precipitada por stress
fisico ou emocional. Nao tdo conhecidos, no entanto, os processos patoldgicos
que ocorrem no miocardio e artérias coronarias nos ultimos minutos ou horas
antes da morte inesperada.

Em mortes potencialmente criminosas, a presenga de um enfarte recente pode
ser relevante na determinagdo da causa ou como contribuindo para a morte.
Assim, é de extrema importancia realizar um exame histolégico completo,
procurando evidéncias de lesdo no miocardio utilizando todos os meétodos
disponiveis.

Uma autdpsia que demonstre um enfarte recente pode ter profundas
implicagbes médico-legais. Num acidente de viagéo, ferroviario ou numa queda

fatal de um avido, a prova da existéncia de uma lesdo aguda do miocardio no

1
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maquinista ou no piloto, respectivamente, pode ser vital na investigacao
forense, tendo implicagdes legais relevantes®,

Numa autopsia médico-legal, mesmo que as lesdes traumaticas observadas no
cadaver sejam fatais e suficientes para provocar a morte, o EAM pode estar
presente concomitantemente, podendo ser a principal contribuigdo para a

producao destas lesoes.

1.2 - ENQUADRAMENTO TEORICO

A definicdo universal de EAM indica que este deve ser diagnosticado quando
existe evidéncia de necrose relacionada com isquémia e sugere que qualquer
aumento nos biomarcadores de necrose dos cardiomiocitos no contexto deve
ser diagnosticado como EAM".

Existem dois tipos de enfarte do miocardio, cada qual exibindo uma morfologia
e significado clinico distintos. O tipo mais comum é o enfarte transmural, no
qual a necrose isquémica envolve a totalidade, ou quase a totalidade, da
espessura da parede ventricular no trajecto de uma unica artéria coronaria.
Este padrao de enfarte esta usualmente associado a arteriosclerose coronaria,
ruptura de placa de ateroma e trombose. Em contraste, o enfarte
subendocardico (ndo transmural) consiste numa pequena area de necrose
isquémica, ou de coagulagao, limitada ao tergo interno ou no maximo a metade
da parede ventricular, estendendo-se amiude lateralmente, para além do
territorio de perfusao de uma artéria coronaria.

No entanto, os dois tipos de enfarte estdo intimamente relacionados, pois em
modelos experimentais o enfarte transmural comega como uma zona de
necrose subendocardica, que se estende numa “frente de onda” através de
toda a espessura da parede ventricular. Deste modo, um enfarte
subendocardico pode ocorrer como resultado da ruptura da placa de ateroma,
seguida por trombo coronario, que se torna lisado antes que a necrose

miocardica se estenda através da espessura total da parede®.
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1.2.1 - PATOGENIA DO ENFARTE AGUDO DO MIOCARDIO

Trombos, associados a presenca de placas de ateroma, sdo a principal causa
do EAM. Os trombos sao originados por dois principais processos:
e 25% dos casos formam-se numa ulceragao superficial do endotélio,
sobre uma placa de ateroma.
e 75% dos casos sao devidos a fissuras da placa de ateroma, resultando
numa fenda profunda na placa rica em lipidos que potencia o
desenvolvimento do trombo no lumen, ou causa sangramento no corpo

da placa e consequente balonizagdo da mesma®’.

Num caso tipico, a seguinte sequéncia de eventos podera ocorrer:

e O evento inicial € uma subita modificagdo na morfologia da placa
ateromatosa, isto €, hemorragia intraplaca, ulceragao ou fissura.

e As plaquetas sao expostas ao colagénio subendotelial e ao conteudo
necroético da placa, levando a adesao, agregacgao, activagao e libertagao
de adenosina-difosfato (ADP), com a instituicdo de uma massa de
plaquetas. A massa de plaquetas pode dar origem a embolia ou
potencializar a trombose oclusiva.

¢ Simultaneamente, a tromboplastia tecidual € libertada, activando a via
extrinseca da coagulagéo.

e Plaquetas activadas e aderentes libertam factores plaquetarios,
predispondo a coagulagao, favorecendo ao vasospasmo e somando-se
a massa do trombo.

e Frequentemente, em questdo de minutos, o trombo evolui para se tornar

completamente oclusivo®.

Assim, quase todos os enfartes tém como origem lesdes arteromatosas e suas
complicagdes. Apenas alguns resultam de outro tipo de obstrugéo coronaria, tal
como poliartrite, outras vasculites, embolismos de varios tipos, estenose aodrtica
severa, algumas anomalias congénitas das artérias coronarias ou dos grandes
vasos, aneurisma dissecante da aorta e tumores ou sarcoidose afectando os

vasos coronarios?.
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1.2.2 - O DIAGNOSTICO AUTOPTICO DE ENFARTE DO MIOCARDIO
RECENTE

Clinica e epidemiologicamente, a morte subita é definida como inesperada, que
ocorrendo muitas vezes em poucas horas desde o inicio dos sintomas e sendo
geralmente de causa natural.

Na investigacdo médico-legal, a morte subita pode ser catalogada como
funcional ou como lesional. Nesta, existem achados macroscopicos,
histopatoldgicos (infiltragdo inflamatéria no miocardio com necrose das fibras
musculares) ou bioquimicos suficientes para explicar a morte'®.

A maior parte das vezes nao € possivel estabelecer a causa de morte como
EAM pois este € muito dificil de detectar macroscopicamente nas primeiras 2 a
3 horas. Uma zona palida amarelada detectada a secgdo do miocardio néo
fixado pode ser suspeita de enfarte recente, assim como a reacg¢ao negativa ao
TTC™ (trifeniltetrazdlio).

A maior parte dos EAM detectados nas autdpsias estdo localizados na parede
posterior do ventriculo esquerdo, sendo a sua observagdo minuciosa de
extrema importancia. O aspecto edemaciado e hiperemiado do miocardio pode
também ser suspeito de enfarte, uma vez que estes fendmenos lhe sao

caracteristicos nas primeiras duas horas®®.

1.2.3 — O DIAGNOSTICO ANATOMO-PATOLOGICO

A identificacdo precoce de EAM por patologistas constitui um problema dificil,
em particular quando a morte ocorreu dentro de alguns minutos até algumas
horas apds o estabelecimento da lesdo isquémica, pois as alteracdes
morfolégicas diagnosticaveis séo tardias em relacédo a lesédo real. Segundo
alguns autores, os enfartes do miocardio com menos de 12 horas de evolugéo
sd0 invisiveis ao exame macroscopico™®.

E possivel, no entanto, através de técnicas histoquimicas realcar a area de
necrose. A imersdao de cortes teciduais numa solucdo de cloreto de

trifeniltetrazolio (TTC) concede uma coloragdo de ‘“tijolo” ao miocardio nao
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necrosado, ou seja, ndo enfartado onde as enzimas desidrogenases estédo
preservadas (Figura 1).

Sal de tetrazol + substracto + desidrogenase

l

Deposito de formazano em zonas normais

Como as enzimas desidrogenases estdo depletadas na area de necrose
isquémica ou de coagulagdo, a zona enfartada é revelada como uma zona
palida ndo corada pelo reagente, o que é especialmente evidente apds a
fixagcdo quando o miocardio n&o corado exibe coloragdo discretamente
acastanhada. ApoOs este periodo, a evolugdo das lesbes € Vvisivel
macroscopicamente. Em torno das 18 a 24 horas, a lesdo pode ser identificada
nos cortes mais espessos de rotina fixados com formol a 10%, inclusivamente
aqueles nao corados previamente com TTC, em decorréncia da palidez ou da
cor vermelho azulada gerada pelo sangue estagnado. De um modo
progressivo, o enfarte torna-se uma area mais nitidamente definida, amarelada,
algo amolecida, que em 10 dias a 2 semanas é margeada por uma zona

hiperémica de tecido de granulagéo altamente vascularizada.

Figura 1: Técnica do Trifeniltetrazolio
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Durante as semanas seguintes, a regido lesada evolui para uma cicatriz fibrosa
observada com uma coloragao de rotina (hematoxilina- eosina) e mesmo a olho
nu®2,

Posto isto, e ndo sendo possivel histopatologicamente observar as alteragbes
microscopicas de necrose coagulativa por corantes teciduais rotineiros antes
das 12 horas, e ser este o intervalo de tempo em que o enfarte do miocardio
levanta duvidas para os patologistas forenses, é importante que novas técnicas
sejam desenvolvidas neste sentido, como € o caso das técnicas de
imunohistoquimica.

O musculo necrosado gera uma inflamagdo aguda e consecutivamente uma
infiltrag&o por polimorfonucleares neutrofilos, sendo mais proeminente apos 2 a
3 dias, nao sendo visualizavel por corantes rotineiros antes disso. Depois os
macrofagos removem os midcitos necrosados e a zona lesada é
progressivamente substituida por tecido de granulagdo, que se vai tornando

mais fibroso com o tempo, formando a cicatriz observavel macroscopicamente
(Quadro1).

Tempo Histoquimica Microscopia Alteracdes
Optica Macroscopicas

0-1/2h Diminuicao das
desidrogenases, oxidases,
fosforilases e glicogénio.
Diminuicao do K e aumento
doNa'eCa'™

1-2h Ondulagdes das fibras
nas bordas

4-12h Inicio da necrose de
coagulagéo, edema,

hemorragia, inicio do
infiltrado neutofilico

18-24h Necrose por | Palidez
coagulacéo, palidez
(picnose dos nucleos,
citoplasma eosinofilico)

24-72h Necrose de coagulacdo | Palidez, algumas
total com perda dos | vezes hiperémia

nucleos e estriacoes;
intenso infiltrado
intersticial de neutrofilos

Quadro 1 — Sequéncia de alteragées no enfarte do miocardio®
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1.2.4 - LEUCOCITOS, CITOCINAS, PROTEINA C REACTIVA, SISTEMA DE
COMPLEMENTO, FACTOR TECIDUAL E MOLECULAS DE ADESAO

Os leucécitos podem ser cativados por lesdo tecidual (necrose ou isquémia),
pela presenga de LDL — colesterol oxidada, ou pela presengca de um agente
infeccioso na parede vascular. Uma vez activados, iniciam a producao de
diferentes citocinas interleucinas, factor de necrose tumoral alfa e interferon
gama. Especialmente, a interleucina-6 (116) estimula os hepatécitos a produzir
RNAm para a producédo de proteinas de fase aguda (fibrinogénio, proteina C
reactiva, amiloide sérico A). Entre as proteinas de fase aguda, a proteina C
reactiva destaca-se por apresentar um tempo de vida plasmatico curto
(aproximadamente 19h) e a sua concentragdo plasmatica exclusivamente
relacionada a sintese nesse periodo. Através de técnicas imunohistoquimicas,
a Proteina C reactiva tem sido também observada nos tecidos inflamados, no
miocardio enfartado e nas placas de arterosclerose. O seu papel biolégico ndo
esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que é capaz de activar o sistema de
complemento, intimamente relacionado aos estadios iniciais do processo de
formacao da placa de arterosclerose e, também, relacionado ao estimulo da
sintese de factor tecidual pelos mondcitos (efeito pré coagulante). As citocinas
estimulam ainda a expressdo de moléculas de adesao, contribuindo para a
interaccdo entre mondcitos e células endoteliais. Por outro lado, a proteina C
reactiva também apresenta accado anti-inflamatéria ao inibir a adesdao de
neutrofilos e células endoteliais através da inibicao da expressao de L-selectina
e ao inibir a producéo de superoxido, pelos neutréfilos e estimular a sintese de

antagonista do receptor de II-1, pelos mondcitos?”%°.

1.2.5 - METODOS HISTOQUIMICOS

Na coloracdo de hematoxilina eosina (HE), o aumento da eosinofilia
citoplasmatica € um sinal precoce de lesao celular, parcialmente resultante do
aumento da ligagdo da eosina pelas proteinas citoplasmaticas. Na coloragéo
convencional a eosina € carregada negativamente (Figura 2). As ligagdes

podem aumentar devido a grande exposi¢ao da carga positiva reactiva ao
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longo das cadeias polipetidicas apos a sua desnaturacdo. A perda de basofilia
citoplasmatica normalmente reflecte a libertacédo e difusdo dos polissomas das
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, sendo considerada uma outra
causa da eosinofilia.

A intensidade da eosinofilia aumenta por vezes uniformemente, mas com
frequéncia é padrdo na lesdo avancada. E mais distintamente visto na
coloragcédo por HE e em cortes de congelagédo e pode ser realgado colocando
um filtro verde na luz do microscopio 6ptico. Padrdes de hipercromasia podem
ser observados, contudo tem um valor diagnéstico limitado. As alteragdes
precoces nao sao habitualmente visiveis nas primeiras 8 a 12 horas apés o
presumivel enfarte. Foi sugerida a utilidade da fucsina acida na demonstracéo
do enfarte do miocardio precoce em experiéncia animal e humana, mas
verificou-se que é inconsistente e inconstante*?°.

A coloragdo Hematoxilina/fucsina basica/ acido picrico foi usada para a
demonstracdo da isquémia do miocardio precoce mesmo em amostras com

algum grau de autdlise, mas os resultados obtidos por esta técnica

demonstraram ser contraditérios e inconstantes, portanto n&do possuindo valor
4,26

para diagnostico

Fig.2- Enfarte agudo do miocardio. Coloragéo hematoxilina — eosina
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1.2.6 - METODOS DE FLURESCENCIA

Os métodos de fluorescéncia tém sido aplicados para demonstrar enfartes
recentes e degeneracdo do miocardio em miocardio humano e animal
utilizando acridin Orange para corar amostras nao fixadas seccionadas no
criéstato.

A coloragédo acridin Orange cora secgdes de miocardio intacto no cridstato
mostrando uma fluorescéncia de cor castanho dourado, em contraste com uma
coloragdo esverdeada com o aumento do tempo de isquémia. As areas
coradas com eosina em amostras incluidas em parafina mostram uma
coloracao de fluorescéncia verde azeitona, que muda para amarelo em tecidos
lesados. A autdlise post-mortem nao parece ter um efeito significativo na
fluorescéncia. A maior desvantagem dos métodos classicos descritos € a falta
de conhecimento acerca das reacgdes que provocam estas mudancas de
coloragdo. Considerando as implicagbes legais nao parece razoavel a

utilizagdo de tais métodos de diagndstico para questdes forenses* 2%,

1.2.7 - METODOS IMUNOHISTOQUIMICOS

A imunohistoquimica apresenta bons resultados na Anatomia Patoldgica clinica
e na patologia forense, tendo o crescente numero de anticorpos existentes sido
alvo de inumeras publicagbes e de avangos no diagndstico anatomopatoldgico.
Também no diagnostico do EAM recente tém sido testados varios anticorpos,
tanto em amostras de origem humana como animal, marcadores de membrana
como o colagénio IV e laminina, proteinas do citosqueleto celular como actina e
desmina, moléculas de adesdo como a vinculina, proteinas de membrana como
a distrofina e muitos outros, sendo os resultados ou contraditérios ou as

técnicas muito complexas de realizar'®%,
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1.2.8 — O COMPLEMENTO DE ATAQUE DE MEMBRANA

O primeiro indicador de lesdo dos midcitos € a caridlise e o concomitante fluxo
de polimorfonucleares neutrdfilos a lesdo. Este fendmeno comeca por
acontecer aproximadamente 6h apos a isquémia, e € considerado diagnostico
de enfarte recente do miocardio. Subsequentemente, a necrose de coagulagéo
dos midcitos comeca a ser evidente aumentando o numero de células
inflamatdrias, que vai tornar o EAM evidente®’.

As células inflamatérias compostas inicialmente por neutréfilos sao
quimicamente atraidas pelos factores C3a e C5a do complemento cascata®. A
parte das propriedades vasoactivas e quimioestaticas directas destes
componentes, o complemento cascata vai produzir o seu produto final, o
complemento de ataque de membrana (MAC). Por se inserir no plasma das
membranas das células alvo, o MAC cria poros transmembranares que vao por
sua vez interferir com a homeostase das células, promovendo a lise osmoética
das células afectadas. Por definigdo, C9/MAC — midcitos positivo sdo ceélulas
necrosadas. Assim sendo, o complemento C9 joga com uma série de
complementos de activagcdo mediante lesao tecidular e mais especificamente
lesdo dos midcitos®°.

Estudos recentes tém sugerido que a imunoreactividade do C9 poderia ser

usada como indicador do enfarte recente do miocardio '°17:4%:48:55

1.2.9 - AMIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima contida nos granulos primarios
(azurdfilos) dos neutréfilos*®. Mais de 95% da MPO esta presente nos granulos
dos neutrofilos, existindo os restantes 5% nos mondcitos circulantes; o gene da
MPO est4 localizado no cromossoma 17 892,

Esta enzima catalisa a oxidacdo de substancias na presencga de peroxido de
hidrogénio (H202) e de um halogénio, constituindo a ligacdo perdxido de
hidrogénio-halogénio-MPO um sistema altamente toxico para os
microrganismos. Os granulos dos neutréfilos contendo MPO sao libertados

mediante estimulagcdo por imunocomplexos, catecolaminas ou durante a morte

10
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celular*. Dado corresponder a MPO circulante no plasma em grande
percentagem a que provém dos neutrofilos e sendo libertada em situagdes de
inflamacéo e necrose, talvez seja um marcador fiavel em casos de EAM
recente.

A MPO ¢ responsavel pela quase totalidade da actividade epinefrina oxidase
do plasma que oxida a epinefrina a adrenocromio®®, num processo que envolve
a geracao de formas reactivas de oxigénio®.

A MPO encontra-se elevada nos casos de lesdes corondrias que apresentaram
fissura ou ruptura em pacientes com morte subita por causas cardiacas. Varias
evidéncias sugerem mecanismos de ligagao entre a mieloperoxidase, tanto em
quadros inflamatorios, como na doenga cardiovascular'’.

Os niveis plasmaticos de mieloperoxidase sdo preditores de risco de eventos
cardiovasculares, existindo uma relagao directa entre o aumento do nivel desta
enzima e seu potencial preditivo de ocorréncia de EAM em fase inicial’’.

A mieloperoxidase € um imunomarcador de neutréfilos e granulécitos, comum
no diagndstico anatomopatoldgico, importante no diagnéstico diferencial entre
patologias de origem linféide ou mieldide®.

Este anticorpo podera ser muito importante na identificacdo dos neutréfilos

presentes na lesdo isquémica do miocardio.

1.3 - ESTUDOS RECENTES

O anticorpo primario anti human C9 tem sido utilizado em varios estudos por
diversos investigadores, com os mais diversos resultados e com técnicas mais
ou menos complexas. Num recente estudo, foi utilizado o imunosoro C9 em
comparagao com o anticorpo primario anti human CD15 que marca os
leucdcitos polimorfoncleares, monocitos e seus derivados®®®.

Baseado no facto de os leucécitos polimorfonucleares serem fortemente
atraidos ao miocardio enfartado durante as primeiras horas apos a lesdo*’, as
células positivas para o anticorpo primario anti human CD15 foram entdo
contadas ao microscopio optico por dois dos autores, em 3 campos com a
objectiva de 10, incluindo as células contidas nos vasos™®. Relativamente ao

anticorpo primario anti human C9, os investigadores concluiram que este

11
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apenas marcava algumas células, possivelmente aquelas onde o enfarte seria
mais antigo, n&o retirando grandes conclusdes referentes a este.

A importancia da mieloperoxidase no diagnéstico do EAM tem sido descrita em
contexto clinico por varios autores, concluindo que niveis iniciais elevados de
MPO no plasma é factor de risco de EAM'".

A inflamacéo esta ligada a resultados adversos nas sindromes coronarianas
agudas. A mieloperoxidase € uma enzima abundante nos leucdcitos, sendo
elevada em lesdes com ruptura nos pacientes com morte subita cardiaca.
Numerosas linhas de evidéncia sugerem ligagbes entre mieloperoxidase,
inflamacéo e doenga cardiovascular. A mieloperoxidase € um marcador que
pode ser utilizado para identificar doentes com iminente risco de EAM,
independentemente de evidéncia de necrose do miocardio clinicamente®®®.
Assim, o anticorpo primario anti human MPO podera ser um marcador util no
diagnostico de EAM recente em cadaver em situagbes meédico legalmente
relevantes, nas quais a morte €& aparentemente violenta, mas que

correspondem de facto a morte de causa natural*®4%3.

1.4— COLHEITA DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo deste estudo as amostras foram colhidas em cadaveres
autopsiados no Servico de Patologia Forense da Delegacdo do Centro do
Instituto Nacional de Medicina Legal, com informacgao clinica de enfarte, morte
subita, morte de causa ignorada ou em casos que o patologista suspeite de
EAM sem que macroscopicamente existam evidéncias, num intervalo de tempo
até 24 horas pdés-mortem. Este deve ser o intervalo de colheita uma vez que,
num periodo de tempo mais alargado, havera processos degradativos do tecido
devido a autdlise ou destruicdo dos antigénios necessarios a marcagao
imunocitoquimica, devido a elevada exposicdo ao frio, nos casos em que 0s

cadaveres aguardam pela autépsia conservados no frigorifico.

12
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1.5 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os fragmentos de miocardio colhidos devem ser imediatamente sujeitos a
fixagdo, existindo varios fixadores capazes de uma preservagcao tecidular
conveniente, onde se incluem os fixadores formaldeidicos, sendo o formaldeido
tamponado a 10% considerado por varios autores como o fixador éptimo e o
utilizado no nosso laboratério. Apds a fixagdo, os tecidos serdo sujeitos ao
processamento histoldégico habitual para inclusdo em parafina e cortados em
secgbes finas para posterior coloragdo de rotina HE e marcacgéo

imunohistoquimica®.

1.5.1 — TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA

Os fragmentos sdo seccionados no micréotomo em cortes histolégicos de 3
micra. A marcagao dos miocitos lisados € realizada com uma técnica
imunohistoquimica utilizando o anticorpo primario anti human C9. Para a
marcagao dos polimorfonucleares neutrofilos é utilizado o anticorpo primario
anti human MPO, sendo utilizado o método de amplificacdo de sinal baseado
na peroxidase. A revelacdo em microscopia Optica é conseguida com 3,3

diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) *™°.

13
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1.6 — OBJECTIVO DO TRABALHO

Este trabalho tem como objectivo geral:
e Optimizar uma técnica de imunohistoquimica para o diagnoéstico de EAM
recente (menos de 6 horas de evolugao)
Como objectivos especificos:
e Determinar as alteragdes imunohistoquimicas do EAM recente em
amostras colhidas em cadaveres;
e Elaborar um protocolo de uma técnica de imunohistoquimica, ndo so6
sensivel para a observagdo de lesdes recentes do miocardio, como

também em tecidos moderadamente autolisados.

Esta nova técnica tem um notavel interesse no diagnéstico do EAM
considerado recente, no ambito da Medicina Legal.

Deste modo pretende-se correlacionar os resultados obtidos com os de outros
investigadores de modo a comparar diversas metodologias e comprovar a
validade da técnica elegida.

A utilizacdo da Mieloperoxidase como método de diagndstico de EAM recentes

em secgdes histologicas ainda ndo esta descrita na literatura.

14
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1 - TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental descritivo, longitudinal onde foram
analisadas 50 amostras de miocardio proveniente de cadaveres autopsiados no
Servigo de Patologia Forense da Delegagao do Centro do Instituto Nacional de
Medicina Legal. Foram seleccionados os casos com informagdo de morte por
enfarte do miocardio, morte subita natural, morte de causa ignorada ou mesmo
em casos que o patologista suspeite de EAM, com o objectivo da amostragem

conter maioritariamente casos positivos de enfarte.

2.2 - TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Apds a colheita, os fragmentos colhidos foram imediatamente fixados em
formol tamponado a 10% e acondicionados num recipiente de tamanho
apropriado s suas dimensées. A entrada no laboratério foram processados em
concentracdes crescentes de alcool, diafenizados em xilol e embebidos em
parafina. Seguidamente, foram incluidos em parafina e cortados no micrétomo
de corrediga Microm em secgdes finas de 3 micras. Finalmente foi feita uma

lamina de coloragao de rotina HE de cada amostra.

2.3 — ATECNICA IMUNOHISTOQUIMICA

Para o estudo imunohistoquimico foram obtidas secgbes finas com
aproximadamente 3 micra dos fragmentos processados.

Foram utilizados os anticorpos primarios anti humano C9 da Santa Cruz
Biotecnology (complemento C9) e anti humano MPO Dako (mieloperoxidase).
Como técnica de deteccdo/amplificacdo foi usado o sistema Dako REAL™
EnVision™ Peroxidase/DAB, coelho/rato. A revelagdo foi feita aplicando as

seccgdes o cromogéneo DAB da Dako (3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto).
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2.3.1 - Protocolo de imunohistoquimica para C9 (X197)

1. Cortar secgdes histologicas das amostras de miocardio (50 Iaminas) a 3 micras
e colocar as secgoes histologicas em laminas adesivadas Menzel® — Glasser®,
superfrost® plus;

2. Promover a adeséo das secgdes histologicas as laminas, na estufa (Memmert)
65°- 30 min;

3. Desparafinar com xilol VWR™ Prolabo e hidratar com alcool a 99° AGA (1min),
96° Proclinica (1min) e 70° Proclinica (1min);

4. Lavar em agua destilada - 2min

5. Inibir a peroxidase enddégena com peréxido de hidrogénio Merck® a 3% - 10
min.

6. Lavar em agua corrente -2min. Passar por agua destilada

7. Realizar a recuperagao antigénica por alta temperatura com tampéao Tris EDTA
pH 9.0 Labvision em panela de pressédo Hawkins —120s;

8.Promover o arrefecimento no tampao de recuperagao- 10min.

9. Lavar em agua corrente- 5min

10. Lavar em PBS/Tween 20 Dako -5min

11. Incubar com Anticorpo 1° mouse monoclonal antibody anti human C9 (X197) ,
Santa Cruz Biotechnology,INC; diluigdo 1:10- 60 min

12. Lavar em PBS/Tween 20 Dako — 2X 5min.

13. Incubar & temperatura ambiente com Dako REAL™ EnVisioN™ /HRP (ENV),
Rabbit/Mouse do KIT Dako REAL™ EnVisioN™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse — 3 gotas, (35 min)

14. Lavar em PBS/Tween 20 -2x5 min

15. Revelar com Dako REAL™ DAB+ Chromogen e Dako REAL™ Substrate Buffer
do KIT Dako REAL™ EnVisioN™ Detection System,
Peroxidase/DAB+,Rabbit/Mouse- 2x 5min

16. Lavar em agua da torneira

17. Contrastar com Hematoxilina de Harris Merck® -5 s

18. Azular em agua corrente morna — 5 min

19. Lavar em agua destilada

20. Desidratar com alcool 70° Proclinica, 96° Proclinica, 2x 99° AGA (1min) e

montar com entellan Microm®.
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2.3.2 - Protocolo de imunohistoquimica para Mieloperoxidase

1. Cortar secgbes histologicas das amostras de miocardio (50 laminas) a 3
micras e colocar as secgdes histolégicas em laminas adesivadas Menzel® —
Glasser®, superfrost® plus;

2. Promover a adesao das secgbes histologicas as laminas, na estufa
(Memmert) 65°- 30 min;

3. Desparafinar com xilol VWR™ Prolabo e hidratar com alcool a 99° AGA
(1min), 96° Proclinica (1min) e 70° Proclinica (1min);

4. Lavar em agua destilada- 2min

5. Inibir a peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio a 3% Merck® - 10
min.

6. Lavar em agua corrente -2min. Passar por agua destilada

7. Lavar em PBS/Tween 20 Dako -5min

8. Incubar com Anticorpo 1° Monoclonal Mouse anti-human Myeloperoxidase
clone MPO — 7 da Dako; com a dilui¢do de 1:6000 - 30 min

9. Lavar em PBS/Tween 20 Dako — 2X 5min.

10. Incubar a temperatura ambiente com Dako REAL™ EnVisioN™ /HRP
(ENV), Rabbit/Mouse do KIT Dako REAL™ EnVisioN™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse— 3 gotas, (35 min)

11. Lavar em PBS/Tween 20 -2x5 min

12. Revelar com Dako REAL™ DAB+ Chromogen e Dako REAL™ Substrate
Buffer do KIT Dako REAL™ EnVisioN™ Detection System,
Peroxidase/DAB+,Rabbit/Mouse- 2x 5min

13. Lavar em agua da torneira

14. Contrastar com Hematoxilina de Harris Merck -5 s

15. Azular em agua corrente morna — 5 min

16. Lavar em agua destilada

17. Desidratar com alcool 70°Proclinica (1min), 96° proclinica (1min), 2x 99°

AGA (1min) e montar com entellan Microm.
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2.4 - METODO DE CLASSIFICAGAO DA IMUNOMARCAGAO

As células com marcagdo Imunohistoquimica com o anticorpo primario anti
humano C9 foram avaliadas por 2 observadores no microscopio 6ptico com a
objectiva de 10x (sendo um deles um patologista experiente em patologia

cardiaca) e classificadas em 3 scores***862;

0 — Nenhuma célula marcada de forma especifica com o soro anti humano C9.
+1 — Uma célula isolada marcada com o soro anti humano C9.

+2 — Varias células marcadas ou pequenos grupos de células marcadas com o
soro anti humano C9.

+3 — Muitos e grandes grupos de células marcadas com o soro anti humano
Co.

Tendo como base que os polimorfonuclerares neutrofilos sdo atraidos para as
zonas de enfarte do miocardio durante as primeiras horas, propde-se verificar
através da contagem do numero de células com marcagdo com o soro anti
humano MPO, a existéncia de enfartes recentes e estimar a sua idade
relativa®.

As laminas marcadas com o anticorpo anti humano MPO foram contadas
manualmente pelos mesmos 2 observadores no microscopio 6ptico com a
objectiva de 10x. As células positivas para MPO que se encontravam dentro
dos pequenos vasos foram incluidas, células positivas para MPO que se
encontram em “lagos” venosos ficaram excluidas. Foi feita a média entre as
duas contagens em cada amostra. A contagem das células foi realizada em
zonas de maior celularidade positiva especificamente para o anticorpo anti

humano MPO em 3 campos e classificadas nos seguintes intervalos®®.

0 — [0 = MPO = 20] - Casos sem enfarte (poucas células MPO positivas)
+1 —[21 < MPO < 40] - Casos com enfarte recente (menos de 1 hora até 6
horas)

+2 — [MPO = 41] - Casos com enfarte menos recente (de 6 a 12 horas)
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Os dados recolhidos das observagdes realizadas serao descritos nas seguintes
tabelas (Tabelas 1 e 2).

C9

Laminas

1
2

(...)

Tabela 1 — Grelha de avaliagédo anticorpo primario C9

MPO
Laminas
0 +1 +2
[0 < MPO =< 20] [[21 < MPO £40] | [MPO 2 41]
1
2
(...)

Tabela 2 — Grelha de avaliagao anticorpo primario MPO

Todas as laminas foram observadas pelos mesmos 2 observadores para os 2
anticorpos primarios em estudo (anti humano C9 e anti humano MPO), sendo
considerada a qualidade da imunomarcagao para assim se aferir a melhor
técnica (sensibilidade do anticorpo, intensidade de marcagéo) e contabilizadas
apenas as células marcadas de forma especifica. O anticorpo anti humano C9
possui uma marcagao citoplasmatica em midcitos isquémicos*® e o anticorpo
anti humano MPO uma marcagcdo de membrana dos polimorfonucleares
neutrdfilos®. A marcacéo inespecifica € um factor de ma qualidade da técnica,

que deve ser minima para uma imunomarcag¢ao com qualidade e rigor4'13.

Durante toda a experiéncia foram utilizados controlos positivos e negativos, ou
seja, miocardio ndo necrosado (controlo negativo) e miocardio francamente
necrosado (controlo positivo).

As laminas foram posteriormente fotografadas com auxilio do microscépio
optico Olympus com camara fotografica acoplada Progres C3 da Jenoptik

Germany.
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Os resultados foram processados como auxilio do programa informatico
Tecplot.
2.5 -ETICA

Foram salvaguardadas todas as questdes éticas e legais na elaboragédo deste
trabalho, tendo o0 mesmo sido, em fase de projecto, aprovado pelo Concelho de
Etica da Faculdade de Medicina de Coimbra.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

Para facilidade da discussao, os resultados serdo apresentados ponto a ponto
iniciando-se com a descricdo dos resultados da técnica histoldgica, seguida
dos resultados da marcagao imunohistoquimica com as respectivas fotografias,
graficos e da avaliagao das tabelas dos dois anticorpos.

3.1 — ATECNICA HISTOLOGICA

Aplicando a técnica histoldégica descrita na metodologia, verifica-se que foi
possivel a preservacdo das amostras de modo adequado possibilitando a

marcagao imunohistoquimica.

Analisando as imagens dos cortes histolégicos, pode-se observar uma boa

preservagao do miocardio e uma boa marcagdo imunohistoquimica, sem

artefactos (Figura 3).

Fig.3 — midcitos necrosados com marcagao com o anticorpo anti human C9 controlo positivo para o anticorpo C9, 50x.
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3.2 - AMARCAGAO IMUNOHISTOQUIMICA

A marcacao imunohistoquimica com o anticorpo primario anti humano C9 foi
satisfatoria e embora sendo dificil de aferir a técnica, conseguiu-se visualizar os
midcitos necrosados tal como consta da literatura**®®2. Como controlo interno
positivo foram observadas artérias cuja camada subendotelial estava
arterosclerosada. A deposicdo vascular parece estar relacionada com a idade

do individuo e com o grau de arterosclerose®.

Nas imagens seguintes, podem-se observar as diferentes classificacoes

utilizadas: 0 (Figura 4), +1 (Figura 5), +2 (Figura 6) e +3 (Figura 7)

r/'

ri 3 . ad 8|
Fig.4 — 0 - C9 controlo interno vasos marcados, nenhuma célula marcada positivamente com o anticorpo C9, 400x
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Fig. 5 - Uma unica célula C9 positiva - +1, 400x

Fig.6 - varias células C9 positivas - +2, 50x
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Fig.7 - Varios grupos de células C9 positivas - +3, 50x

A marcagao imunohistoquimica com o anticorpo anti humano MPO foi satisfatéria,
sendo possivel a visualizagdo das estruturas identificadas na literatura.
Visualizaram-se correctamente os polimorfonucleares neutréfilos e foi possivel a
sua contagem (Figura 8).

Nas imagens seguintes, podem-se observar as diferentes classificagbes utilizadas:
0 (Figura 9), +1 (Figura 10) e +2 (Figura 11)

Fig.8 - Neutrofilos marcados positivamente com o soro MPO, 50x
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Fig.9 - Sem enfarte — 0 (nenhuma célula MPO positiva), 50x

Fig.10 — Enfarte recente - +1 (menos de 1 hora até 6 horas) varios neutréfilos marcados positivamente com o anticorpo
anti humano MPO, 400x.
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Fig.11 - Enfarte mais antigo +2 (de 6 a 12 horas) muitas células marcadas positivamente para o anticorpo anti humano
MPO, 400x.

3.3 - AVALIAGAO DAS LAMINAS

Foi efectuada a avaliagdo das laminas nos cortes histolégicos. Para cada
anticorpo foi elaborada uma tabela e preenchida segundo os critérios pré
estabelecidos na metodologia pelos 2 observadores. Os resultados podem ser

observados nas Tabelas 3 e 4.

26



Diagndstico precoce de enfarte agudo do miocardio utilizando técnicas imunohistoquimicas,
sua aplicacao forense

Sara Alves

A- Observador 1
B- Observador 2

A Anticorpo primario C9
Laminas
0 +1 +2 +3
1 A B
2 A B
3 AB
4 AB
5 A B
6 A B
7 AB
8 AB
9 AB
10 AB
11 AB
12 B A
13 B A
14 B A
15 AB
16 AB
17 AB
18 A B
19 AB
20 B A
21 A B
22 AB
23 AB
24 A B
25 A B
26 A B
27 B A
28 AB
29 AB
30 AB
31 B A
32 AB
33 AB
34 AB
35 AB
36 AB
37 AB
38 AB
39 AB
40 AB
41 AB
42 AB
43 A B
44 AB
45 AB
46 AB
47 A B
48 AB
49 AB
50 AB

Tabela 3 - tabela de avaliagdo do anticorpo primario C9
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Anticorpo primario MPO

A- Observador 1
B- Observador 2

Laminas 0 +1 +2
0-21 21-40 +41

1 AB
2 AB
3 AB
4 A B
5 B A
6 AB
7 A B
8 AB
9 A B
10 AB
11 A B
12 AB
13 AB
14 AB
15 AB
16 AB
17 AB
18 A B
19 AB
20 AB
21 AB
22 A B
23 AB
24 B A
25 AB
26 AB
27 AB
28 AB
29 A B
30 AB
31 AB
32 AB
33 A B
34 A B
35 AB
36 AB
37 AB
38 AB
39 A B
40 A B
41 AB
42 AB
43 AB
44 AB
45 AB
46 AB
47 AB
48 AB
39 AB
50 AB

Tabela 4 — Tabela de avaliagédo do anticorpo primario MPO
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Pela observacdo das Tabelas 3 e 4 é possivel verificar que para o anticorpo
primario C9 os dois observadores nao estiveram de acordo na sua avaliagéo

em 36% da amostra (n=18) — Grafico 1.

Soro C9 - Comparagao entre observadores

N Observador 1
. Observador 2
N R a3 e a e s o @ N
7 e & L — 8 + &
»
(&
| f=—=e H—a——= g ™ .
9l = Hsielefsfee» e sae—fo e o ——3
| | | [ | | 1 | | [ | | [ | | |
10 20 30 40 20
Lamina

Grafico 1 — Comparagéao entre observadores para o anticorpo primario C9

Nas laminas em que a avaliagdo dos dois observadores divergiu, foi efectuada
uma reavaliacdo. A avaliacdo final da amostra encontra-se representada no
Grafico 2.

29



Diagndstico precoce de enfarte agudo do miocardio utilizando técnicas imunohistoquimicas,

Sara Alves
sua aplicacao forense

Soro C8 - Classificagéo final

IS

C9

0

Lamina

Grafico 2 — Classificagao final das laminas para o anticorpo primario C9

Para o anticorpo primario MPO os dois observadores nado estiveram de acordo
nas suas avaliacdes em 24% da amostra (n=12) — Grafico 3.

Soro MPO - Comparacao entre observadores

o

T

L ]
(¢]
(#]

] MPO - Observador 1
MPOQ - Observador 2

MPO
|
4]
[ ]
|

Grafico 3 — Comparagao entre observadores para o anticorpo primario MPO
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Para o anticorpo primario MPO, nas laminas onde a avaliagdo divergiu foi

efectuada recontagem e calculada uma média entre as contagens dos 2

observadores. A avaliagao final da amostra esta representada no Grafico 4

MPO

Soro MPO - Classificacéo final

f
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Grafico 4 - Classificagao final das laminas para o anticorpo primario MPO

Foi efectuada a comparagcao de sensibilidade das duas técnicas, que se

encontra

representada no Grafico 5
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Comparagédo C8 vs MPO
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Grafico 5 — Comparagéo das duas técnicas C9 e MPO

Pela observagao dos Graficos 2, 4 e 5 é possivel verificar que as duas técnicas
variam mais significativamente em 40 % da amostra (n=20) e concordam
totalmente também em 40%, sendo que em 20% as técnicas estdo de acordo
parcialmente, ou seja, ambas identificam um enfarte mas classificam-no em
grupos diferentes.

E também evidente no Grafico 5 que o anticorpo primario C9 identificou como
enfarte 25 casos que correspondem a 50% da amostra e o anticorpo primario

MPO identificou 34, correspondendo a 68% da amostra.
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CAPITULO IV
DISCUSSAO

4.1 — TECNICA HISTOLOGICA

ApOs avaliagéo dos cortes histoldégicos podemos verificar que, para ambos os
anticorpos, foi possivel a marcagdo imunohistoquimica, assim como a
visualizacao das estruturas pretendidas sem presenca de artefactos.

As amostras utilizadas neste procedimento experimental sdo provenientes de
autopsias, sendo por essa razao mais dificeis de manipular. Na maioria das
situagdes, os fragmentos ja se encontravam com um elevado grau de autdlise,
o que dificultou o processamento. Assim, é possivel que possa vir afectar uma
correcta recuperagao antigénica e introduzir um enviesamento dos resultados,
uma vez que esta etapa é uma etapa crucial na técnica imunohistoquimica.
Uma falha neste procedimento pode acarretar uma total auséncia de marcacéao
ou presenca de fundo e artefactos da reacgdo. No entanto, foi possivel
ultrapassar estas dificuldades de modo a que a recuperagao antigénica nao
viesse a afectar os resultados.

As secc¢des histoldgicas retiradas de fragmentos de autépsia, mal preservados,
soltam-se mais facilmente das laminas, pelo que deverdo ser sempre
colocadas em laminas adesivadas.

Todas as solucdes utilizadas na execugao das duas técnicas devem obedecer
a concentragdes rigorosas e protocoladas de forma criteriosa, de modo a
maximizar a reprodutibilidade da técnica.

Todos os procedimentos protocolares destas técnicas sdo consequéncia do

tipo de material em manipulagao.
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4.2 - MARCAGAO IMUNOHISTOQUIMICA - ANTICORPO PRIMARIO C9

O C9 (X197) é um anticorpo primario monoclonal de ratinho. Os anticorpos
monoclonais sdao produzidos a partir de um unico linfécito B que é clonado
produzindo assim sempre o mesmo tipo de anticorpo. Ao contrario dos
anticorpos policlonais que possuem diferentes especificidades e diferentes
clones de anticorpos, os anticorpos monoclonais apresentam como vantagens
a sua alta especificidade, afinidade, homogeneidade, facilidade de
caracterizagao e sobretudo apresentam uma reduzida variabilidade de lote para
lote, permitindo assim uma melhor qualidade da técnica. Na bibliografia
consultada foram utilizados, para a mesma experiéncia, clones do anticorpo
primario C9 policlonais de cabra, mas pelas razdes acima apresentadas foi
decidido usar nesta investigagao um anticorpo monoclonal de ratinho.

Este protocolo foi elaborado de forma a obter os melhores resultados, feito de
inimeras experiéncias, fazendo variar diluicbes, tempos de incubacao,
recuperagoes antigénicas e solugbes tampao, pelo que para obter os
resultados apresentados foi necessario despender de mais de 3 meses para
aferir a técnica. Este processo foi no entanto extremamente dificil, pois existem
poucas referéncias sobre o anticorpo, a sua diluigdo, recuperagao antigénica
ou controlo positivo.

O anticorpo primario C9 ao longo da experiéncia demonstrou ser muito sensivel
a variagdes de temperatura ambiente. Como o laboratério onde foi realizada a
imunomarcacao nao apresenta climatizagdo e como a experiéncia foi realizada
tanto em periodos de verdo como de inverno, esta acabou por ser influenciada
provavelmente por este factor, tendo-se verificado alguns falsos negativos.

O anticorpo primario C9 é um anticorpo ainda pouco estudado e necessita de
ser testado num maior numero de amostras e em condi¢gbes controladas.
Concluimos portanto que é uma técnica com resultados contraditérios, pouco
sensivel, de dificil interpretacado e classificagdo da imunomarcagdo. Como se
pode verificar, em muitos casos nao houve concordancia entre os dois
observadores, devido a presenca de marcagao inespecifica pelo que nao

recomendamos que esta técnica seja utilizada como auxiliar no diagndstico de
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EAM em fragmentos retirados de autdpsias médico legais, como foi objecto

desta investigacao.

4.3 - MARCAGAO IMUNOHISTOQUIMICA - ANTICORPO PRIMARIO MPO

A marcacao imunohistoquimica para o anticorpo primario MPO foi adequada.

A técnica protocolada foi facil e rapida de executar, o anticorpo demonstrou ser
sensivel para diagnosticar este tipo de patologia, proporcionando uma correcta
visualizacdo dos polimorfonucleares neutréfilos em todos os casos que
macroscopicamente se diagnosticou EAM, em alguns casos (n=13) onde se
tinham suspeitas de EAM sem confirmagcdo macroscopica ou por métodos de
rotina e ainda em alguns casos de causa de morte ignorada.

Foi possivel a sua contagem, apesar de nem sempre os dois observadores se
encontrarem de acordo (em 12 casos), problema que foi contornado pelo facto
de ter sido realizada de uma média das duas contagens. E importante salientar
que as células marcadas especificamente com este anticorpo foram contadas
uma a uma. Posto isto, foi possivel classificar com sucesso a amostra nos
intervalos propostos (Tabela 2), contagem esta que divergiu pela diferenga de
experiéncia dos dois observadores; recordemos que um dos observadores é
um meédico Patologista experiente em patologia cardiaca.

Este anticorpo podera ser de grande utilidade no auxilio do diagndstico do EAM
recente, uma vez que os polimorfonucleares neutrofilos sdo detectados em
namero considerado significante em menos de uma hora pds o
estabelecimento da lesdo isquémica, o que vai de encontro ao descrito por

1112343841 apesar de a amostra testada ser muito pequena

varios autores
(n=50).

Este anticorpo € utilizado na rotina hospitalar, estando por isso disponivel em
varias casas comerciais da area, sendo portanto de facil acesso e de baixo
custo. A técnica tem uma elevada reprodutibilidade e os resultados sado faceis

de interpretar.
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4.4 — CLASSIFICAGAO DA IMUNOMARCAGAO - C9 vs MPO

O anticorpo Primario C9 é classificado em 4 categorias segundo a maior parte

15,45,62

da bibliografia consultada (0, +1, +2 e +3), sendo que o 0 é considerado

um resultado negativo e +3 descrito como positivo para vastas areas de

194562 consideram que com a classificacdo

necrose isquémica. Alguns autores
+1 ja existe necrose isquémica apesar de apenas uma unica célula se
encontrar marcada positivamente. Consideramos apds a visualizagdo das
laminas e das dificuldades sentidas em as classificar que se deveria considerar
a classificagéo 0 e +1 como resultado negativo, uma vez que uma unica célula
marcada positivamente sera insuficiente para um diagnostico de enfarte.
Também as categorias +2 e +3 sugerimos que sejam avaliadas como uma so,
tendo em consideragcdo que ambas se referem a grupos de células marcadas
especificamente com o anticorpo C9 diagnosticando zonas de enfarte.

Posto isto, este anticorpo apenas podera dar indicagao de presenca ou nao de
necrose isquémica no miocardio e nao serve como auxiliar na determinagéo da
idade do enfarte, ndo apresentando por isso, na nossa opinido, aplicabilidade
forense.

Sugerimos que a técnica protocolada seja repetida num maior numero de
casos com diagndstico conhecido (com e sem EAM), utilizando a classificagéo
proposta, ou seja, 0 para um resultado negativo, nenhuma célula marcada
especificamente e + em casos positivos para necrose isquémica que
corresponde a vastas areas marcadas especificamente como anticorpo
primario C9, sendo portanto a classificacdo proposta constituida apenas por
duas categorias.

Relativamente ao anticorpo primario MPO, a classificagdo proposta foi de 3
categorias tendo em consideracéo 3 intervalos referentes ao numero de células
positivas presentes em 3 campos de observacao de 10x. Esta classificagao foi
proposta tendo em consideracdo o descrito na bibliografia®® para um estudo

semelhante, com um anticorpo com especificidades semelhantes.
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Por analogia ao anticorpo primario C9, os intervalos foram classificados em 0,
+1 e +2, categorias estas que permitem verificar o numero de células marcadas
positivamente para este anticorpo e classificar a imunomarcagdo com uma
cronologia permitindo datar o enfarte como foi proposto.

Apos a visualizagao de todas as laminas da amostra e posterior tratamento de
dados, consideramos a classificacdo que propomos adequada a técnica

executada e com resultados fiaveis.
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CAPITULO V
CONCLUSAO

1. Pode-se concluir que os objectivos propostos para este trabalho foram
alcancados.

2. A técnica eleita (anticorpo primario MPO) ira estar disponivel em breve
no laboratério de Histopatologia do Servico de Patologia Forense do
Instituto Nacional de Medicina Legal (Delegagdo do Centro), para
utilizagdo como método complementar no diagndstico do EAM recente.

3. E uma técnica reprodutivel e os resultados vdo de encontro ao descrito
empiricamente na literatura.

4. A utilizagao do anticorpo primario C9 para o diagndstico de EAM recente
€ matéria que carece de uma maior investigagéo, sendo pertinente a sua
aplicacdo em casos de arquivo com diagndstico confirmado de EAM, de

modo a retirar mais algumas conclusdes sobre a sua utilidade.
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