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INTRODUCERE

Bolile cardiovasculare reprezintd principala cauza de mortalitate la nivel global, cu
infarctul miocardic acut si ateroscleroza coronariana fiind printre cele mai frecvente cauze de
deces. In cazurile de moarte subiti, care include si decesele de cauza cardiaci, autopsia joaci
un rol esential in stabilirea cauzei decesului, contribuind la o Intelegere mai profunda a
mecanismelor patologice si la imbunatatirea interventiilor preventive.

Teza de doctorat prezentata cuprinde trei studii, fiecare aducand contributii valoroase
in domeniul hitopatologiei si medicinii legale. Primul studiu, de tip observational retrospectiv,
analizeazd cazurile de moarte subita cardiaca autopsiate in cadrul Serviciului Judetean de
Medicind Legala Maramures. Acest studiu subliniazd dificultatea identificarii infarctului
miocardic incipient, o provocare majord in medicina legala. Studiul scoate in evidenta
importanta metodelor de diagnosticare histopatologice.

Al doilea studiu prezinta un amplu review al literaturii de specialitate, concentrandu-se
pe utilizarea markerilor imunohistochimici pentru diagnosticarea ischemiei miocardice.
Markeri precum complexul C5b-9, fibronectina si troponinele cardiace joaca un rol crucial in
detectarea ischemiei in stadii timpurii, in special in cazurile in care leziunile macroscopice si
microscopice nu sunt evidente. Acest studiu reitereazd importanta tehnicilor avansate de
imunohistochmie.

Cel de-al treilea studiu, de natura experimentald, exploreaza expresia
imunohistochimica a proteinelor ATP1A3 si PKP2 ca markeri potentiali pentru diagnosticarea
ischemiei miocardice. Concluziile acestui studiu, sugerdnd cd ATP1A3 prezinta un potential
promitator in diagnosticul ischemiei, in timp ce PKP2 nu demonstreazd o corelatie
semnificativd in acest sens.

In concluzie, cercetarea doctorala subliniaza importanta markerilor imunohistochimici
in detectarea precoce a ischemiei miocardice si atrage atentia asupra necesitatii unor studii
suplimentare. Dezvoltarea unor metode de diagnostic mai avansate si precise are potentialul de

a Tmbunatati acuratetea diagnosticarii infarctului miocardic acut.



. PARTEA GENERALA

1. Moartea subita de cauza cardiaca

1.1 Introducere

Bolile cardiovasculare constituie principala cauza de mortalitate la nivel global. Dintre
afectiunile cardiovasculare, mortalitatea de cauza cardiaca ocupa primul loc. Exemple de cauze
de deces asociate patologiei cardiovasculare includ infarctul miocardic acut, ateroscleroza
coronariand severd, fibrilatia ventriculard, cardiomiopatia dilatativd, cardiomiopatia
hipertrofica, cardiomiopatia aritmogena a ventriculului drept si miocardita. Infarctul miocardic
si ateroscleroza coronariand reprezintd principalele cauze de mortalitate cardiovasculard de
cauza cardiaca, fiind responsabile pentru 85% din totalitatea deceselor de cauza cardiaca.
Aceste doud patologii au implicatii considerabile asupra vietii sociale si asupra sistemului de
sanatate

Cazurile de moarte subita cardiaca sunt frecvent incadrate ca si cazuri medico-legale,
in conformitate cu prevederile din Codului Penal si Codului de Procedura Penala care se refera
la decesele suspectate de a fi violente sau cele cu cauza necunoscuta. ldentificarea exacta a
cauzei MSC poate fi dificila chiar si Tn urma intestigatiilor complementare post-mortem,
deoarece unele patologii, precum spasmul coronarian, sunt greu de obiectivat. Cea mai
frecventa cauza de MSC este patologia coronariana aterosclerotica, care poate duce la ischemie
miocardica cu declasarea de aritmii ventriculare sau unui infarct miocardic (1). Ischemia
miocardica este etapa premergatoare oricarui tip de infarct miocardic. Ca urmare folosirea
markerii imunohistochimici este esentiala in detectarea precoce a ischemiei (2).

1.2 Epidemiologie

La nivel global, MSC cauzeaza peste 7.000.000 de decese anual. In Statele Unite, MSC
este responsabild pentru aproximativ 300.000 de decese, iar in Uniunea Europeana, pentru
aproximativ 250.000. In urma studiilor a fost observat ca barbatii prezinti o susceptibilitate
mai ridicatd a MSC, datoritd unui cumul de factori ce pot contribui la diferentele de incidenta
intre cele doud sexe. In plus, se considerd ci rolul protector hormonal la sexul feminin
contribuie la diferentele de incidentda MSC (3). Grupa de varsta cea mai afectata este intre 50
si 60 de ani.

1.3 Fiziopatologia mortii subite cardiace

MSC este cauzatd de interactiuni intre factori structurali, functionali si de gradienti
electrici care afecteaza miocardul. Nivelurile crescute de catecolamine, stresul oxidativ si

mutatiile genetice pot declansa aritmii ventriculare maligne (4). Daunele endoteliale asociate
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stresului oxidativ pot conduce la ateroscleroza si vasospasm, care duc la ischemie miocardica
si infarct.

1.4 Ischemia miocardica si infarctul miocardic acut

Ischemia miocardica

Ischemia miocardica reprezinta o insuficienta de oxigen la nivelul muschiului cardiac,
care poate fi reversibila, spre deosebire de infarctul miocardic acut, care implica necroza. Ca
si factori ce pot intarzirea deteriorarea ireversibila a cardiomiocitelor au fost descrisi blocantii
canalelor de calciu (5).

Infarctul miocardic

Infarctul miocardic implica necroza tesutului miocardic si este clasificat clinic Tn cinci
tipuri, cele mai frecvente fiind tipul unu (rupturd de placd aterosclerotica) si tipul doi
(dezechilibru intre aportul si cererea de oxigen). Tipul unu este responsabil pentru aproximativ
60% din cazuri (6), iar tipul doi este mai frecvent la femei, varstnici si cei cu comorbiditati
multiple. O de clasificare histopatologica ghidata de clasificarea clinica a fost efectuata de
Asociatia Europeana de Patologie Cardiovasculara (7).

1.4.1 Infarctul miocardic cauzat de tromboza coronariana acuta

Tromboza coronariand acutd este recunoscutd ca principala cauza a infarctului
miocardic, fiind responsabild pentru aproximativ 60% din cazurile de infarct miocardic acut
(6). Fiziopatologic, pe masura ce ateroscleroza progreseaza, striurile aterosclerotice evolueaza
catre placi mai avansate, ducand in cele din urma la blocarea arterelor si incetinirea fluxului
sanguin. Studii recente au demonstrat ca, inainte de aderarea trombocitelor la nivelul placii de
aterom rupte, are loc depunerea fibronectinei plasmatice si a altor proteine la nivelul placii.
Acest proces a fost identificat recent ca un mecanism ce precede adeziunea trombocitelor. Dupa
ruptura placii aterosclerotice, proteinele componente ale matricei lipidice, printre care
colagenul, factorul von Willebrand (FVW), fibrinogenul si fibronectina, determind un raspuns
rapid al trombocitelor. Ulterior acestui mecanism se produce adeziune, activarea si agregarea,
trombocitelor. Acest lucru poate duce la ocluzia partiala sau completd a vasului, ducand la
evenimente ischemice si ulterior la infarct miocardic (8).

1.4.2 Infarctul miocardic acut cauzat de dezechilibrul dintre cererea si oferta de
oxigen la nivelul tesutului miocardic

Infarctul miocardic clasificat clinic ca infarct miocardic de tip II rezulta din ischemia
prelungitd cauzatd de un dezechilibru intre cererea si oferta de oxigen, altul decat cel de cauza
tromboticd. Acest mecanism poate fi determinat de diversi factori, inclusiv patologie sistemica,

cardiacd sau coronariand, care pot compromite echilibrul intre cererea si oferta de oxigen cétre
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miocard (9). Acest mecanism include si ateroscleroza coronariana fara tromboza acuta, cat si
boli coronariene non-aterosclerotice relativ rare, cum ar fi spasmul, disectia spontana sau
embolizarea coronariana (10). Cauzele care perturba echilibrul dintre cerere si oferta pot fi
clasificate pe baza cresterii cererii miocardice de oxigen sau a scaderii aportului la nivelul
miocardului (11-13).

1.4.2.1 Infarctul miocardic acut ca urmare a scaderii aportului de oxigen la nivelul
tesutului miocardic

Ateroscleroza implicd acumularea de lipide si tesut fibros pe peretii arteriali, conducand
la reducerea fluxului sanguin si la ischemie miocardica etapa premergatoare infarctului
miocardic (14). Spasmul arterelor coronare reprezintd o constrictie intensd a vaselor
coronariene, care poate duce la ocluzie partiala sau totald, rezultand o ischemie acuta. De
obicei, apare in contextul aterosclerozei, dar poate afecta si vase coronariene normale.
Mecanismele includ hiperreactivitatea muschilor netezi, disfunctia endoteliala si deficienta de
magneziu. Stresul fizic si mental, precum si substantele vasoconstrictoare sunt factori
declansatori(15-17). Disectia spontana a arterei coronare poate duce la infarct miocardic acut
prin ruperea endoteliului vascular, afectand fluxul sanguin. Disectia aortica de tip A se poate
extinde in arterele coronare. Embolia coronariana, care poate aparea din cauza fibrilatiei atriale,
cardiomiopatiilor sau endocarditei, obstructioneaza fluxul coronarian, provocand ischemie si
infarct. Socul, fie ca este hipovolemic, cardiogen sau septic, reduce perfuzia coronariana,
provocand ischemie si infarct. Embolia pulmonara poate cauza ischemie miocardica prin
cresterea presiunii ventriculului drept, ducand la infarct (18).

1.4.2.2 Infarctul miocardic acut cauzat de cresterea cererii de oxigen poate avea
multiple cauze, fiecare contribuind la suprasolicitarea miocardului.

Aritmiile, in special tahiaritmiile, cresc cererea de oxigen la nivelul inimii si sunt o
cauzi frecventa a infarctului de tip II (10). In cazurile de cardiomiopatie hipertrofica si stenoza
aorticd, hipertrofia ventriculara stangd determinata de acestea creste semnificativ cererea de
oxigen, contribuind la ischemie (19). Insuficienta renala cronica creste riscul de infarct prin
acumularea de lichide, hipertrofie ventriculara si disfunctie endoteliala (20). Cardiomiopatia
Takotsubo, adesea indusa de stres fizic sau emotional, declanseaza o crestere temporara a
cererii de oxigen, provocand ischemie. Talasemiile si anemia falciforma pot obstructiona
microcirculatia coronariand, provocand crize vaso-ocluzive si infarct. De asemenea, cazuri rare
de infarct miocardic de tip II sunt asociate cu embolii, sarcina sau afectiuni gastrointestinale

(21).



2. Markeri imunohistochimici de identificare a ischemiei si necrozei miocardice

2.1 Markeri imunohistochimici ai sistemului complement

Complexul C5b-9, denumit si complex complement terminal sau complex de atac
membranar. Acest marker este recunoscut ca un standard de referintd in evaluarea leziunilor
ischemice. Acest marker are o sensibilitate crescutd ce face ca C5b-9 sa fie detectabil dupa
aproximativ 40 de minute de la debutul ischemieistudiile au demonstrat o corelatie intre
expresia C5b-9 si severitatea ischemiei miocardice. De asemenea, componentele C1, C3, C8 si
C9 joaca un rol important in inflamatia asociata infarctului miocardic. C1 si C3 sunt activi in
primele faze ale ischemiei iar C8 si C9 apar in etapa finala de activarea a complementului (22).

2.2 Markeri imunohistochimici mediatori ai inflamatiei

Inflamatia joaca un rol esential In patogeneza infarctului miocardic, contribuind
semnificativ la agravarea leziunilor cardiace. Galectina-3 este un marker asociat cu inflamatia
si fibroza, fiind activ in perioadele ischemice. Studiile indica o corelatie intre infiltrarea
macrofagelor pozitive pentru Galectina-3 si progresia fibrozei in infarctul miocardic (23).
Imunohistochimia permite vizualizarea localizarii si intensitatii expresiei IL-1p, IL-6 si IL-15
in tesutul miocardic ischemic (24). Markeri precum CD15, CD18 si triptaza sunt prezenti in
timpul ischemiei si necrozei, fiind detectabili in stadiile incipiente ale leziunilor cardiace.

2.3 Markeri imunohistochimici specifici proteinelor cardiomiocitelor

Desmina, alfa-actinina si vinculina sunt proteine esentiale pentru mentinerea structurii
cardiomiocitelor, iar degradarea lor in timpul ischemiei indica afectarea severa a structurii
celulare. H-FABP (proteina care leaga acizii grasi) este un marker sensibil pentru ischemia
miocardica, considerat superior markerilor, cum ar fi creatinkinaza si mioglobina.
Troponinele cardiace (I si T) sunt markeri esentiali pentru diagnosticarea infarctului miocardic,
variatiile lor imunoreactive fiind detectabile la o ora dupa infarct. Zonula occludens-1 joaca un
rol In mentinerea jonctiunilor celulare si a activitatii electrice a cardiomiocitelor, fiind un
marker utilizat pentru a detecta ischemia miocardica. Conexina-4 formeaza canalele
jonctiunilor gap, facilitdnd activitatea electricd Intre cardiomiocite si este consideratd un
marker sensibil pentru ischemia miocardica. Peptidele natriuretice, inclusiv peptida natriuretica
de tip B (BNP), sunt markeri pentru stresul cardiac si insuficienta cardiaca, fiind folositi pentru

evaluarea ischemiei (2).



2.4 Markeri imunohistochimici specifici proteinelor plasmatice si necrozei
miocardice

Fibronectina este unul dintre primii markeri care pot fi detectati in ischemia miocardica,
jucand un rol important Tn evaluarea extinderii necrozei (25). S100A1, un marker sensibil,
devine vizibil la scurt timp dupa debutul ischemiei si este deosebit de util in evaluarile medico-
legale. Prezenta sa indica afectarea miocardica timpurie, permitdnd o evaluare precisa a
evenimentelor ischemice (26).

2.5 Markeri imunohistochimici specifici hipoxiei

HIF1-alfa este un marker de hipoxie care poate fi detectat prin imunohistochimie in
cazurile de infarct miocardic, fiind stréns legat de raspunsul organismului la ischemie. Expresia
sa creste In conditii de oxigen scazut, contribuind la adaptarea celulelor la stresul ischemic
(27). Galectina-1, de asemenea un marker de hipoxie, prezinta o depletie rapida dupa debutul
ischemiei (28)

2.6 Markeri imunohistochimici specifici de destabilizare a placii aterosclerotice

Metaloproteinazele matriceale, cum ar fi MMP-9, sunt implicate in degradarea matricei
extracelulare si au un rol esential in destabilizarea placilor aterosclerotice, contribuind la
progresia bolii cardiovasculare si la riscul de infarct. Mieloperoxidaza este un marker
inflamator important, asociat atdt cu destabilizarea placilor aterosclerotice, cit si cu
remodelarea cardiacd post-infarct. Prezenta sa indica activarea proceselor inflamatorii si
contribuie la evolutia ischemiei.(29)

2.7 Markeri imunohistochimici specifici apoptozei
Apoptoza este un proces esential in necroza miocardica. Markeri precum BCL2 si caspaza-3

sunt implicati in detectarea apoptozei in tesuturile miocardice afectate (30, 31).



II. CONTRIBUTII PERSONALE

3. Ipoteza de lucru/Obiective

Premisele acestei lucrari au pornit de la observatia ca, in cazul decesului subit de cauza
cardiaca, diagnosticul de infarct miocardic acut poate sd fie omis in timpul examinarii
histopatologice microscopice. Semnele microscopice de ischemie pot sd nu fie evidente daca
pacientul nu a supravietuit suficient de mult timp de la debutul ischemiei, etapa premergatoare
infarctului miocardic acut. Utilizarea IHC poate ajuta la detectarea ischemiei chiar si in primele
minute de la debut, inainte ca modificarile sa fie vizibile prin coloratie H&E.

Scopul acestei lucrari a fost de a realiza o analiza cuprinzatoare a datelor existente in
literatura de specialitate, pand in prezent, referitoare la ischemia miocardica si infarctul
miocardic acut, cu un accent deosebit pe aspectele anatomopatologice si pe markerii IHC
cunoscuti pentru detectarea ischemiei si a IMA.

Obiective:

e Evaluarea datelor existente in literatura de specialitate cu privire la ischemia

miocardica si infarctul miocardic acut, centratd pe aspectele anatomopatologice.

e Evaluarea datelor existente in literatura de specialitate referitoare la markerii
imunohistochimici cunoscuti pentru detectarea ischemiei si a infarctului miocardic
acut.

e Realizarea unei analize statistice retrospective privind importanta numarului de
cazuri de moarte subitd cardiaca intdlnite in laboratoarele de prosectura medico-
legala, avand ca scop obiectivarea diagnosticelor finale de deces raportate n cadrul
investigatiilor medico-legale in cazurile de moarte subita cardiaca.

e Realizarea unei clasificari a markerilor imunohistochimici pentru detectarea
ischemiei miocardice si a infarctului miocardic acut in functie de mecanismul
implicat si/sau localizarea markerilor la nivelul cardiomiocitelor.

e Investigarea unor potentiali noi markeri ai ischemiei miocardice si infarctului
miocardic acut, cum ar fi proteinele ATP1A3 si PKP2, localizate in intracelular si la
discurile intercalare ale cardiomiocitelor, care prezintd specificitate si sensibilitate

ridicata.



4. Metodologie generala a cercetarii

Designul studiilor si culegerea datelor

Studiul 1 a fost de tip observational retrospectiv, desfasurat pe o perioada de 3 ani
(2021-2023). Studiul 2 a fost un review sistematic. Studiul 3 a fost de tip observational
retrospectiv, desfasurat pe o durata de 4 ani (2020-2023).

Datele utilizate pentru studiile efectuate au fost colectate din:

Studiul 1 si 3: realizate pe baza datelor si cazurilor medico-legale ale Serviciului
Judetean de Medicina Legala Maramures.

Studiul 2: realizat cu baza de date PubMed, Scopus, Science Direct, American
Chemical Society, Springer, ProQuest si Wiley.Cercetarea de fatd respecta Declaratia de la
Helsinki.

Locatia si infrastructura de cercetare

Studierea bazei de date s-a realizat la sediul Serviciului Judetean de Medicind Legala
Maramures. Lamelele colorate cu hematoxilind-eozina din cazurile incluse 1n studiul 3 au fost
revizuite de un anatomopatolog in cadrul Serviciului Judetean de Medicina Legala Maramures.
Coloratia imunohistochimica a fost realizatd in cadrul laboratorului Spitalului MedLife
Humanitas din Cluj-Napoca.

Markeri imunohistochimici utilizati

Au fost achizitionati 3 anticorpi:

Anti-ATP1A3 antibody [XVIF9-G10] ab2826, cantitate 100ug, concentratie 0.1
mg/mL (ABCAM);

Anti-Plakophilin 2/PKP2 antibody ab189323, cantitate 100pug, concentratie 0.1 mg/mL
(ABCAM);

Anti-C5b-9 antibody ab55811, cantitate 100pg, concentratie 0.5 mg/mL (ABCAM).

Procedura de colorare imunohistochimica a fost cea recomandata de producator.

Analiza statistica

Analiza statistica descriptiva a fost realizata cu ajutorul pachetelor statistice Microsoft
Office 2010 si a programului SPSS 17. Pentru analiza descriptiva, s-au folosit mai multe
variabile si testul Chi-patrat, iar pentru corelatiile imunohistochimice s-a folosit testul de

corelatie Pearson si ROC.
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S. STUDIUL I: Analiza statistica a cauzelor de deces si a diagnosticului

histopatologic in investigatiile medico-legale din cadrul mortilor subite cardiace

5.1 Ipoteza de lucru si obiective specifice

Decesele subite de cauza cardiaca sunt in crestere la nivel global, fiind asociate cu
multiple cauze. Anual, aproximativ 350.000 de persoane in Europa si intre 300.000 si 400.000
de persoane in Statele Unite decedeaza ca urmare a unei patologii asociate MSC. Cauzele
principale includ ateroscleroza coronariand avansatd, infarctul miocardic acut, aritmiile,
cardiomiopatiile, spasmele arterelor coronare si dezechilibrele electrolitice .

Premisele acestui studiu se bazeaza pe observatia ca multe cazuri de infarct miocardic
acut raman nediagnosticate, desi acest diagnostic ar trebui sd fie frecvent stabilit. Aceasta
situatie poate fi explicatd prin faptul cd un infarct miocardic incipient poate fi omis ca
diagnostic dacd pacientul nu a supravietuit suficient de mult pentru ca modificarile
microscopice si, ulterior, cele macroscopice sa devind evidente.

Scopul studiului de fata este de a investiga fondul patologic al pacientilor decedati in
contextul mortii subite cardiace si de a efectua o analizd statisticd descriptiva a cazurilor
ntalnite.

Obiective:

» Realizarea unei analize statistice a cauzelor de deces inregistrate in perioada 2021-
2023, folosind baza de date a Serviciului Judetean de Medicind Legald Maramures, in contextul
cazurilor de MSC.

« Efectuarea unei analize statistice a diagnosticelor microscopice intalnite in cazurile de
MSC pentru a identifica tiparele si frecventa acestora.

5.2 Material si metoda

Criterii de colectare si includere a datelor

Acest studiu a fost de tip observational descriptiv, care a investigat cauzele patologice
cardiace ce au determinat decesul si diagnosticul histopatologic asociat cu MSC 1n perioada
2021-2023. Cazurile analizate provin din diverse regiuni ale judetului Maramures, Romania,

si au inclus toate cazurile de moarte subita cardiaca raportate in aceasta perioada.
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Criteriile de excludere au vizat cazurile in care examenele toxicologice au evidentiat
prezenta substantelor de abuz sau a intoxicatiilor acute, precum si cazurile in care, dupa
efectuarea examenului histopatologic, s-a identificat o altd cauza de deces, care initial
fusese atribuita MSC. Aceste cazuri au fost eliminate din studiu, asigurandu-se astfel
includerea exclusiva a cazurilor de MSC, ceea ce a permis o evaluare precisa a fondului
patologic cardiac asociat MSC.

Dimensiunea esantionului

Tn total, au fost efectuate 1.186 de autopsii in perioada 2021-2023 in cadrul Serviciului
Judetean de Medicina Legala Maramures. Numarul de autopsii pe fiecare an este urmatorul:
417 1n 2021, 394 in 2022 si 375 in 2023. Dintre acestea, 126 de cazuri in 2021, 89 de cazuri
in 2022 si 61 de cazuri in 2023 au fost identificate ca morti subite cardiace. Astfel,
esantionul de studiu a constat din 276 de cazuri de moarte subita cardiaca, care constituie
baza de date a acestui studiu.

Examen histopatologic

Fiecare caz inclus in studiu a fost supus unei examinari histopatologice microscopice
detaliate a tesutului miocardic, unele cazuri incluzand multiple fragmente de tesut
miocardic recoltate din diferite zone ale miocrdului. Majoritatea lamelor examinate provin
de la nivelul ventriculului stang.

Diagnosticele histopatologice microscopice au fost clasificate in cinci grupuri distincte
pentru a facilita analiza statistica:

1. Leziuni miocardice: Include cazuri de tromboza coronariand acutd (leziune
indirectd miocardicd), infarct miocardic acut, infarct miocardic in faza de
organizare a tesutului conjunctiv si infarct miocardic vechi (cicatricial).

2. Fibroza miocardicd avansatd (FMA): Cuprinde toate cazurile in care a fost
observata fibroza miocardica avansata.

3. Lipomatozad: Caracterizatda prin acumularea anormald de celule adipoase in
interiorul tesutului miocardic.

4. Ateroscleroza coronariana: Include cazurile cu ateroscleroza coronariand avansata.

5. Cardiomiopatie: include cazuri de cardiomiopatie dilatata si hipertrofica.

Diagnosticele finale ale rapoartelor medico-legale (2021-2023) in caz de moarte subita
cardiaca intalnite in cadrul prosecturii se pot incadra in una dintre cele sase categorii.
Aceste diagnostice au fost sustinute de examinarile histopatologice microscopice si sunt

printre cele mai des intalnite Tn cazurile de MSC.
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IMA: Modificarile histologice apar intre 6 si 12 ore dupa eveniment, prima modificare
fiind necroza coagulativa. Dupa necroza, un aflux de neutrofile este observat in
intervalul 12-24 de ore. Carioliza se produce intre zilele 1 si 3, fagocitoza de catre
macrofage intre zilele 3 si 7, iar formarea tesutului de granulatie la margini are loc
ulterior (12).

Fibroza miocardica avansata (MFA): Acest diagnostic este adesea unul de excludere,
utilizat atunci cand nicio alta patologie cardiaca nu poate explica cauza mortii. Fibroza
miocardicd apare intr-o multitudine de patologii cardiace de cauza ischemica sau non-
ischemica, cum ar fi hipertensiunea arteriala, cardiomiopatia dilatativa, ateroscleroza
coronariand, miocardita etc. (32). Fiziopatologic, fibroza avansata poate duce la aparitia
unei aritmii ventriculare care sa conduca la deces (33, 34). MFA se caracterizeaza prin
cresterea activitatii miofibroblastelor cu depunerea de colagen la nivelul matricei
extracelulare (35).

Infarct miocardic cicatricial (IMC): Formarea completa a cicatricei miocardice dureaza
aproximativ 2 luni. Cel mai adesea, aceastd patologie cardiacd duce la deces prin
aparitia unei aritmii ventriculare. Infarctul miocardic vechi este asociat si cu
cardiomiopatia dilatativa post-infarct miocardic (12).

Cardiomiopatie dilatata (CMD): Aceasta include dilatarea atriilor si a ventriculelor,
impreuna cu restul modificarilor patologice asociate acestei afectiuni (36).

Hipertrofie cardiacd (HC): Macroscopic, se observa o ingrosare a peretelui ventricular
stang Tn majoritatea cazurilor. Cauzele hipertrofiei ventriculare stangi sunt multiple:
hipertensiunea arteriald, patologii valvulare, amiloidoza etc. Microscopic, se observa
nuclei mariti in volum cu dezorganizarea arhitecturii miocitelor hipertrofiate, care apar
ramificate si pot fi insotite de o cantitate variabild de fibroza interstitiala (37).
Ateroscleroza coronariand (ATSC): Aceasta categorie include Ingustarea vaselor
coronare din cauza placilor aterosclerotice, care pot conduce la reducerea fluxului
sanguin si, in final, la moarte subita cardiaca (38).

Analiza statistica

Datele au fost introduse in tabele in programul Excel si analizate ulterior prin utilizarea

statisticilor descriptive si a altor tehnici analitice. Pentru a evalua diferentele statistice

dintre diverse grupuri, a fost folosit testul Chi-patrat, acesta fiind deosebit de util Tn analiza

datelor pe categorii, cum ar fi diferentele intre diagnosticele de deces in functie de sex (39).

De asemenea, a fost utilizat testul AMOVA unifactorial pentru a examina diferentele de
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varsta medie Intre diferitele diagnostice de deces, ajutand la determinarea daca variatiile de
varsta au avut un impact semnificativ asupra prevalentei diferitelor patologii cardiace (40).

Interpretarea datelor

Rezultatele au fost prezentate prin tabele si reprezentari grafice, permitand interpretarea
clard a diagnosticelor de deces in MSC si a diagnosticelor microscopice asociate MSC.
Aceastd abordare a permis o intelegere aprofundata a fondului patologic si a tendintelor
asociate cu cazurile de MSC in populatia studiata.

5.3 Rezultate

Pe parcursul anilor 2021, 2022 si 2023, Serviciul Judetean de Medicina Legala
Maramures a efectuat un total de 1.186 de autopsii, incluzand atat decese traumatice, cat si
netraumatice. Dintre acestea, 276 de cazuri au fost atribuite mortii subite cardiace.
Aproximativ 23% din toate autopsiile, care includ decese traumatice si netraumatice, s-au
datorat MSC (Figura 5.1). A doua reprezentare grafica ilustreaza proportiile dintre totalul
autopsiilor efectuate si cele atribuite MSC 1n anii 2021, 2022 si 2023.
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Figura 5.1: Grafic care aratd numarul total de autopsii (albastru) si MSC (rosu) pe intreaga

perioada de studiu.
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Figura 5.2: Grafic care arata distributia de gen in randul esantionului de studiu.



Figura 5.2 ilustreaza distributia pe sexe a cazurilor de moarte subita cardiaca (MSC) pe toata
durata studiului. Este de remarcat faptul ca, decesele subite cardiace sunt aproximativ 75%
barbati (albastru) si 25% femei (rosu). Acest procent de distributie pe sexe este consecvent in

fiecare an 2021, 2022 si 2023.
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Figura 5.3: Grafic care arata numarul de cazuri pentru fiecare interval de varsta.

Tabelul 5.1: Frecventele diferitelor cauze de MSC pentru fiecare interval de grupa de varsta.

Grupd de

varsta

>70 22 (51%) 5 (11.65%) 6 (14%) 5 (11.65%) 3(7%) 2 (4.7%) 43
30-40 2 (22.3%) 4 (44.4%) 1 (11.1%) 1 (11.11%) 0(0%) 1 (11.1%) 9
41-50 21 (39.6%) 8(15.1%) 9 (17%) 5 (9.4%) 10 (18.9%) 0 (0%) 53
51-60 38 (39%) 19 (19.2%) 20 (20.3%) 7 (7.2%) 12 (12.2%) 2 (2.1%) 98
61-70 32 (43.8%) 12 (16.4%) 14 (19.2%) 4 (5.5%) 10 (13.7%) 1 (1.4%) 73
Total 115 48 50 22 35 6 276

Procentul (%) reprezintd ponderea fiecarui diagnostic in fiecare grupd de varsta.

Tabelul 5.1 prezintd o descriere detaliatd a frecventelor diferitelor cauze de moarte
subita cardiaca (MSC) pe diferite intervale de vérsta. In cadrul setului de date, cea mai
frecventd cauza a MSC pentru grupa de varsta de peste 70 de ani a fost fibroza miocardica

avansata (MFA), cu 22 de cazuri, contribuind semnificativ la totalul de 43 de cazuri din acest
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interval de varstd. Ce se mai poate observa ca incidenta IMA si a ATSC creste odata cu varsta,
n timp ce DCM nu se observa asa frecvent la grupele de varsta inaintata.

Analiza datelor indicd o schimbare a cauzelor predominante de MSC pe masura ce
varsta creste, MFA fiind mai raspanditd in randul grupelor de varsta mai inaintate. Numarul
total al cazurilor aratda ca MFA este cauza cea mai frecventd in ansamblu, cu 115 cazuri din
276.

Tabelul 5.2: Analiza comparativa a cauzelor de moarte subitd cardiaca in functie de gen si

varsta.
Diagnostic Valori Barbati Femeli Total P value
Frecventa pe gen
MFA (%) 38.46% 51.47% 41.67% 0.13
Varsta (M+SD) 58.4+10.4 64+11 60+10.9 0.4**
Frecventa pe gen
(%)
IMA 20.19% 8.82% 17.39% 0.045***
Varsta (M+SD) 56+10 59.8+10.8 56.6+10
Frecventa pe gen
ATSC (%) 15.87% 25.00% 18.12% 0.09
Varsta (M£SD) 57.2+£9.6 62.2+11 58.9+11.3
Frecventa pe gen
HC (%) 9.62% 2.94% 7.97% 0.12
Varsta (M+SD) 58.75+11.7 67+18.4 59.5+12
Frecventa pe gen
CMD (%) 13.46% 10.29% 12.68% 0.53
Varsta (M+SD) 55.35+8.9 63+14.3 56.9+10.5
Frecventa pe gen
IMC (%) 2.40% 1.47% 2.17% 0.39

Varsta (M£SD)  55.613.6 72 58.3+13.9
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** Valoarea P din ANOVA unifactorial, care nu arata diferente semnificative in varstele medii intre
cele sase grupuri (MFA, IMA, ATSC, HC, CMD si IMC ).
*#* Indica o diferentd semnificativa intre barbati si femei In ceea ce priveste frecventa AMI, in favoarea
barbatilor.

Tabelul 5.2 prezintd o analizd comparativa a mortii subite cardiace in functie de sex si
varsta. Datele aratad ca barbatii se confruntd cu o frecventd mai mare a IMA comparativ cu
femeile, cu o diferenta semnificativa observata (20,19% la barbati fata de 8,82% la femeli, p =
0,045). Alte cauze ale MSC (HC, CMD si IMC) au aratat diferente mai mari la sexul masculin
comparativ cu cel feminin, dar fara semnificatie statistica. In schimb, sexul feminin prezinti o
frecventd mai mare a (ATSC) (25,00%) comparativ cu sexul masculin (15,87%) si o frecventa
mai mare a MFA (51,47%) comparativ cu barbati (38,46%), desi aceasta diferentd este
nesemnificativ statistic (p = 0,09). Varsta medie la care apare fiecare conditie variaza, fara
diferente semnificative gasite in varsta medie intre grupuri (p = 0,4), obtinuta prin testul
ANOVA unifactorial. In ciuda acestor variatii, tendinta generala indica faptul cd ambele sexe
sunt afectate de cauze diferite de moarte subita cardiaca la varste diferite, IMA fiind mai
raspandita la barbati si ATSC mai frecventd la femei.

5.4 Discutie

Moartea subitd cardiaca este definitd ca moartea care se presupune a fi de origine
cardiacd care are loc in decurs de 1 ora de la debutul simptomelor cardiace sau la 24 de ore de
la ultima observare a persoanei in stare de sanatate aparenta (41).

Prin urmare, stabilirea unor definitii universal valabile ar ajuta si ghida spre incadrarea
mai precisd si realizarea unor studii mai exacte in cea ce priveste MSC. Un protocol national
ar facilita o codificarea mai precisa a cazurilor de MSC la care s-a efectuat autopsie medico-
legala sau anatomopatologica.

Dupd cum am observat in studiu, decesele subite cardiace (MSC) reprezinta
aproximativ 23% din toate autopsiile medico-legale efectuate in regiune intre 2021 si 2023, cu
o aparitie predominanta la sexul masculin (75%). Populatia studiatd reflecta indeaproape
tendinta globald a unei predispozitii masculine mai mari de a dezvolta o patologie ce duce la
moarte subita cardiaca (42).

Fibroza miocardicd avansata (MFA) a aparut ca cea mai frecventa cauza de MSC, in
special in randul grupelor de varstda mai inaintatd, constituind 41,6% din cazuri. Alte cauze
semnificative IMA si ATSC, cu IMA mult mai frecvent la sexul masculin (20,19%) comparativ

cu sexul feminin (8,82%), diferenta care a atins semnificatie statistica (p = 0,045).
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Grupa de varstd 51-60 a ardtat cea mai mare prevalentd a tuturor cauzelor de MSC.
Acest lucru este in concordanta cu alte studii care au raportat constatari similare (43-45). A
doua grupa de varsta cu cel mai mare numar de pacienti este grupa de 61-70 de ani.

Pacientii din aceste grupe de varsta trebuie evaluati pentru modificarile stilului de viata,
schimbarile 1n rutinele zilnice si alti factori care pot fi modificati pentru a scddea
susceptibilitatea la boli care pot duce la MSC.

MFA a fost diagnosticul cel mai raspandit in toate grupele de varsta, cu exceptia
grupului de varsta intre 31 si 40 de ani 1n aceastd grupa de varsta IMA a Inregistrat cea mai
mare prevalenta (44,4%). Aceste constatari subliniaza importanta luarii in considerare atat a
sexului, cét si a varstei in Intelegerea si prevenirea MSC.

Multi factori de risc au fost identificati in contextul MSC, inclusiv toti factorii de risc
pentru bolile cardiovasculare aterosclerotice (BCV), hipertrofia ventriculara stanga si patologi
genetice. Riscul MSC a fost raportat a fi relativ scazut in populatiile cu incidentd mai mica de
BCV si boli cardiace structurale.

Conform literaturii de specialitate, boala coronariana, incluzand ateroscleroza
coronariand, este considerata responsabild pentru majoritatea cazurilor de MSC (46).

In studiul de fata a rezultat ca fibroza miocardica este principala cauza de deces in MSC.
Fibroza miocardicd poate sd apara independent de boala aterosclerotica coronariand si
reprezinti o leziune ce se intalneste la multiple alte patologi cardiace. In acest studiu de fata
ATSC a reprezentat doar 18% din cazurile de MSC. Aceasta situatie poate fi explicata si prin
utilizarea frecventa a diagnosticului de excludere de fibroza miocardica, precum si prin
omisiunea unor cazuri de infarct miocardic acut, in care leziunile microscopice nu sunt
evidente. Aceasta subdiagnosticare poate duce la o statistica incompleta a cauzei MSC. Aceasta
controversa histopatologica poate fi explicatd prin mai multi factori. Dacd decesul survine
imediat dupa debutul ischemiei, aceasta nu poate fi obiectivata prin microscopie in coloratia
uzuala H&E. Tn plus, microinfarctele pot fi omise in timpul autopsiei de rutini, mai ales daci
sunt in zone cicatriciale sau in zone cu fibroza miocardicad avansata.

MSC poate rezulta, de asemenea, din factori declansatori non-ischemici, cum ar fi
aritmiile din anumite canalopatii genetice.

Dupa cum s-a raportat in studiul nostru, cea mai frecventd cauza de deces si diagnostic
microscopic observatd in autopsiile Tn moartea subitd cardiaca a fost MFA. Fibroza cardiaca
este un proces de remodelare patologica a matricei extracelulare, care afecteaza functia
miocardului. Fibroza muschiului cardiac apare cel mai frecvent dupa infarctul miocardic; cu

toate acestea, exista diverse alte afectiuni care au potentialul de a promova fibroza cardiaca,
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cum ar fi boala cardiaca hipertensiva, miocardita, stenoza aortica, hipertensiunea pulmonara,
fibrilatia atriala, cardiomiopatia hipertrofica diabetica si cardiomiopatia dilatativa idiopatica
(34, 47).

Boala cardiaca ischemica implica scaderea aportului de sange din cauza aterosclerozei
care duce la fibroza; hipertensiune arteriald cronica poate tensiona miocardul si poate duce la
modificari structurale; cardiomiopatiile sunt diverse afectiuni ale miocardului care afecteaza
functia si duc la fibroza; miocardita este o inflamatie cauzata de infectii sau afectiuni
autoimune, care are ca rezultat fibrozd pe masurd ce tesutul se vindecd; cardiomiopatie
hipertrofica diabeticd; stenoza aortica; hipertensiune pulmonara; fibrilatie atriala; expunerea la
agenti cardiotoxici; imbatranirea duce in mod natural la acumularea de tesut fibros; tulburarile
genetice predispun indivizii la fibroza din cauza mutatiilor care afecteaza proteinele muschiului
cardiac. Acest diagnostic al fibrozei miocardice avansate (scleroza miocardicd) este utilizat
frecvent in cazurile de MSC in Romania.

Este bine stabilit cd ateroscleroza este principala cauza de deces in bolile
cardiovasculare si cd infarctul miocardic cel mai frecvent apare ca o complicatie a
aterosclerozei coronariene (48, 49).

Cu toate acestea, analiza noastra statistica a aratat ca cea mai frecventa cauza de deces
in diagnosticul cardiac si microscopic este fibroza miocardica difuza avansatd. Este important
de subliniat cd acest diagnostic este unul de excludere, utilizat doar atunci cand nicio alta
patologie cardiacd nu poate explica cauza mortii.

Imunohistochimia este o metoda prin care se poate stabili un diagnostic mai precis in
cazurile Tn care se suspicioneaza 0 ischemie miocardica, etapa premergatoarea infarctului
miocardic. In cazurile cu implicatii legale semnificative, se recomandi utilizarea
imunohistochimiei pentru a determina prezenta si amploarea ischemiei la nivelul miocardului.

Examinarile macroscopice si microscopice efectuate in cazurile de MSC sunt esentiale
pentru o mai bund intelegere a patologiei cardiace subiacente. Moartea subitd cardiaca
reprezintd o amenintare majora pentru orice persoand, datorita naturii sale imprevizibile si a
dificultatii de a fi detectatd si prevenitd in mod eficient. Aceste investigatii contribuie
semnificativ la clarificarea cauzelor ascunse si la dezvoltarea unor strategii preventive
adecvate.

O abordare multidisciplinara cu cercetare bazata pe dovezi este necesard pentru a
imbunatati si mai mult capacitatile de diagnosticare in cazurile de MSC. De asemenea, este

larg acceptat faptul ca factorii genetici joaca un rol esential in incidenta MSC. Prin urmare,
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devine 0 necesitate evaluarea bazei genetice a deceselor subite cardiace cu ajutorul
laboratoarelor de genetica (50-52).

Desi acest studiu ofera informatii valoroase asupra epidemiologiei si patologia mortii
MSC in judetul Maramures, Romania, studiul prezinta limitari.

Laboratorul de histopatologie al Serviciului Judetean de Medicina Legala nu dispune
infrastructura necesara pentru a efectua tehnici de imunohistochimie. Aceasta limitare poate
conduce la subdiagnosticarea infarctelor miocardice. Implementarea tehnicilor
imunohistochimice ar imbunatati considerabil precizia diagnosticului in astfel de cazuri. De
asemenea, studiul nu ia In considerare prezenta comorbiditatilor sau a altor factori care pot
contribui la MSC. Includerea acestor date ar permite o analizd mai detaliatd si concludenta,
oferind o perspectivi mai completd asupra cauzelor multiple care pot influenta MSC.
Dimensiunea esantionului, desi semnificativa, este limitatd la o anumitd zona geografica si
interval de timp, ceea ce poate afecta generalizarea rezultatelor la alte regiuni. Tn plus, factorul
uman poate juca un rol important in diagnosticarea MSC, experienta profesionala influentand
acuratetea diagnosticului final. Prin urmare, standardizarea procedurilor la nivel national ar
minimiza impactul factorului uman n diagnosticarea MSC.

5.5 Concluzie

Dupa cum s-a observat Tn analiza statistica efectuata in regiune, exista o tendinta care
se aliniaza cu alte studii care indica faptul cd populatia masculina este mai afectata de MSC, in
special in intervalul de varstd 50-60 de ani. O perspectivda noud adusa de acest studiu se refera
la utilizarea frecventa a FMA ca si principala cauza de deces, aspect ce poate rezulta din
limitdrile examenului histopatologic microscopic in coloratia uzuald de hematoxilina eozina.
Acest aspect subliniazd necesitatea elabordrii unor protocoale de diagnostic imbunatatite,
inclusiv integrarea markerilor imunohistochimici specifici pentru ischemie, cu scopul de a
creste acuratetea investigatiilor postmortem.

Avand in vedere natura complexa a MCS, este vital sd se dezvolte protocoale
standardizate care implica si tehnici de imunohistochmie si genetice. O astfel de abordare ar
putea oferi diagnostice mai precise si 0 mai bund intelegere a mecanismelor de baza ale MCS.

Scopul final al acestei cercetari este nu numai de a imbunatati acuratetea diagnosticelor
MCS, si de a deschide calea pentru strategii mai bune de prevenire. Aceastd cercetare reprezinta
un apel pentru integrarea imunohistochimiei in diagnosticul histopatologic microscopic pentru

o evaluare mai precisa a patologiei MSC.
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6. STUDIUL IlI: Noi perspective asupra expresiei markerilor

imunohistochimici in recunoasterea post-mortem a infarctului miocardic

6.1 Ipoteza de lucru si obiective specifice

Imunohistochimia joacd un rol esential in detectarea infarctului miocardic prin
utilizarea markerilor specifici in analiza histologica a cardiomiocitelor. Acesti markeri permit
identificarea modificarilor moleculare si structurale care apar in cardiomiocitele ischemice
sau dupa instalarea necrozei. Prin evidentierea proteinelor specifice asociate cu necroza si
inflamatia celulara, imunohistochimia ofera un instrument precis pentru diagnosticarea
precoce si evaluarea extinderii leziunilor miocardice, contribuind astfel la acuratetea
diagnosticului.

Premisele acestui studiu au fost stabilite in urma dificultatii intdmpinate in
identificarea particularitatilor markerilor IHC in literatura de specialitate. O sinteza actualizata
a markerilor, bazata pe sensibilitatea si specificitatea lor, este esentiald pentru a selecta
markerul adecvat in functie de particularitatile fiecarui caz. Aceasta problema este amplificata
de caracterul fragmentat al informatiilor disponibile in literatura de specialitate, ceea ce
complica procesul de diagnosticare si evaluare a ischemiei miocardice in diferite contexte
patologice. Lipsa unei sinteze coerente a datelor privind markerii specifici pentru ischemie
miocardicad post mortem face dificila aplicarea unor protocoale clare in practica medico-legala
s1 anatomo-patologica. Acest lucru subliniazd necesitatea unor studii mai ample si detaliate
care sd clarifice rolul markerilor imunohistochimici. O mai buna intelegere a acestor variabile
ar permite nu doar o evaluare mai precisd a IMA dar si dezvoltarea unor metodologii de
diagnostic mai eficiente, adaptate fiecarui tip de caz. in diagnosticul post-mortem. Progresele
continue n utilizarea markerilor imunohistochimici pentru diagnosticarea ischemiei la nivelul
cardiomiocitelor ne-au condus la realizarea unei analize sistematice (review) care sa ofere o
imagine detaliatd asupra markerilor utilizati Tn detectarea ischemiei miocardice.

Scopul acestui studiu nu este doar de a prezenta cei mai relevanti markeri
imunohistochimici, ci si de a-i clasifica in functie de mecanismul implicat si/sau localizarea lor
la nivelul cardiomiocitelor. Datele au fost sintetizate intr-un tabel accesibil, care oferd o
imagine clard asupra expresiei markerilor in functie de: localizarea markerilor, timpul efectiv
in care acestia devin detectabili dupa debutul ischemiei si caracteristicile principale ale fiecarui
marker, inclusiv specificitatea. Tabelul are ca scop sprijinirea medicilor anatomopatologi si
legisti in alegerea markerilor adecvati pentru diagnosticarea a ischemiei miocardice etapa

premergatoare infarctului miocardic acut. Prin urmare, acest studiu isi propune sd ofere o
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sintezd cuprinzatoare, prezentand o perspectiva unificatd asupra markerilor de ischemie
miocardicd si a modalitatilor de aplicare a acestora in diagnosticul post-mortem.

Obiective

¢ Identificarea markerilor directi utilizati in imunohistochimie, precum si a celor secundari,
implicati in detectarea ischemiei si a infarctului miocardic acut.

e Elaborarea unei clasificari a markerilor n functie de mecanismul lor de actiune.

e Crearea unui tabel care sd includa particularititile specifice markerilor utilizati in
detectarea ischemiei si a IMA.

6.2 Material si metoda

Am realizat o analiza (review) de tip sistematic asupra studiilor publicate 1n domeniul
imunohistochimiei, axatd pe ischemia miocardica si infarctul miocardic acut.

Strategia de cautare

Am efectuat o cautare in bazele de date a PubMed, Scopus, Science Direct, American
Chemical Society, Springer si Wiley folosind cuvintele cheie ani, precum ,,Infarct Miocardic
Acut,” ,Ischemie,” ,,Hipoxie,” ,,Medicina Legald,” ,,OMS,” ,,detectie imunohistochimica,”
,Patologie Medico-Legala,” ,, markeri,”, ,,C5b-9,” ,,Troponina,”, ,, CK-MB,”, ,, GBPP” si ,,
HIF”. Au fost incluse studii din ultimii 10-15 ani.

Textul complet al studiilor relevante identificate a fost evaluat, iar in final, am
identificat peste 25 de markeri imunohistochimici folositi in detectia ischemiei miocardice si
infarctul miocardic acut.

6.3 Rezultate

In urma unei cercetrii tip sistematic (review), au fost identificati mai multi markeri
asociati cu ischemia miocardica. Acesti markeri includ proteine si alte molecule implicate in
mod direct in mecanismele de raspuns celular la evenimentele ischemice si necrotice.

In Tabelul 6.1, markerii au fost clasificati in functie de mecanismul lor de actiune,
oferindu-se o imagine clara asupra rolului specific pe care il joacd in cascada patologica
asociata ischemiei miocardice. Un aspect evidentiat a fost este timpul de reactie al fiecarui
marker de la debutul ischemiei, precum si modul in care acestia manifestd o expresie pozitiva
sau sufera depletia la nivelul compartimentelor citoplasmatic, membranar sau nuclear.
Particularitdtile fiecarui marker, relevante din punct de vedere morfopatologic.

Aceste informatii permit o mai buna intelegere a dinamicii temporale si spatiale a
markerilor Tn contextul ischemiei miocardice, oferind o baza solidd pentru evaluarea

potentialului lor diagnostic.
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Tabelul 6.1: Clasificarea si particularitatile markeri imunohistochimici utilizati pentru

recunoasterea post-mortem a ischemiei si infarctului miocardic acut (2).

MARKER DETECTIE EXPRESIA PARTICULARITATI
TIMPURIE MARKERULUI
OBSERVATA

TN STUDII

Markeri ai
Complementului
si Inflamatiei
Complex C5b-9

Cl, C3, C8si C9 2 ore (studiu Colorare IHC - detectarea cea mai
pe animale) pozitiva timpurie a complementului
C31n cadrul studii
experimentale pe animale
de laborator (54

Markeri ai
Mediatorilor
Inflamatori
Galectina-3 = 20 minute Colorare IHC - cardiomiocitele si celulele
pozitiva endoteliale exprimd GAL-3
n timpul evenimentului
ischemic.
- dupa 24 de ore post
infarct miocardic,
neutrofilele exprima GAL-
3
Familia IL-1p,
IL-6, IL-15, IL-8,
ST-2
TNF-alfa Colorare IHC - nu este un marker specific

pozitiva pentru infarctul miocardic;
producerea de TNF-a poate
fi promovata de ischemia
miocardica, reperfuzie,
chirurgia de bypass cardiac
si insuficienta cardiaca
cronica (56).
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CD15, CDI8 si
triptaza

Proteine
Celulare
Cardiace

Proteina de
legare a acizilor
grasi din inima
(H-FABP)

Desmin, alfa- Pierderea - desmin si a-actinina sunt
actinina §i colorarii [HC potrivite markeri nu sunt
vinculina rezistenti la
autolizd/putrefactie. pot fi

folositi pana la 1-2 zile
post-mortem (54, 59).

Troponinele
cardiace (CTns)

Creatin Kinaza Pierderea - CK-MB este unul dintre
MM, BB si MB colorarii IHC cei mai utilizati markeri de
ischemie.

- pierderea expresiei CK-
MB in zona de periferie
infarctului este mai
evidenta decat 1n centru

Cx43

Z0-1 Colorare pozitiva = - marker al ischemiei
IHC miocardice (65).
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Peptidele
natriuretice

Pierderea - unul dintre cei mai de
colorarii IHC Tncredere biomarkeri
utilizati pentru
diagnosticarea in cazul IM.
- expresia
imunohistochimica a
mioglobinei ar putea fi
utilizatd pentru detectarea
infarctului miocardic n 2-3

Mioglobina

Markeri specifici
pentru
proteinele
plasmatice si
necroza
miocardicd
Fibronectina

Colorare pozitiva - nu este un marker
IHC specific, deoarece expresia
pozitiva poate fi vazuta si
in cazuri de miocardita.

- putrefactia avansata nu
are un efect daunator
asupra colorarii
fibronectinei (25).

S100A1

Markeri specifici
pentru hipoxie
HIF si HIFI-alfa

Galectina-1 | 20 minute Pierderea - are un rol semnificativ ca

(studiu pe colorarii IHC marker diagnostic Tn
animale) infarctul miocardic
timpuriu.

- celulele care sunt capabile
sd supravietuiasca in zona
ischemica si sunt situate la
marginea exterioara a
leziunii tisulare (zona
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Markeri ali
destabilizarii
placii
Metaloproteinaze
matriceale

Mieloperoxidaza

Colorare pozitiva
IHC

infarctului) prezinta
expresie crescutd de GAL-

- imunopozitivitatea MMP-
9 a fost observata in
principal in celulele
polimorfonucleare
endovasculare, marker al
ischemiei miocardice
timpurii, ,,indirect”.

Proteina Colorare pozitivd - PAPP-A este detectabila
plasmatica IHC in sange si in tesutul
asociata sarcinii cardiac timp de pana la
A cateva zile dupa infarctul
miocardic.
- nu este un marker
specific, poate fi crescut in
alte miopatii.(73, 74
Alti Markeri
Markeri ai Colorare pozitivd = - proteinele care regleaza
Apoptozei IHC apoptoza, precum Bcl-2 si
Caspaza-3, au fost de
asemenea utilizate n
infarctul miocardic recent,
dar nu sunt specifice (30,
31, 75).
6.4 Discutii

In cadrul studiului actual, au fost identificati si analizati peste 25 de markeri

ege w0

ischemiei miocardice si a infarctului miocardic acut. Fiecare marker a fost supus unei evaluari

individuale, 1ar ulterior, au fost clasificati in functie de mecanismele patologice implicate si/sau

localizarea lor specifica la nivelul cardiomiocitelor. Aceastd clasificare este menita sa

simplifice alegerea markerilor adecvati in contextul diagnosticului ischemiei miocardice,

asigurand utilizarea lor optima in functie de particularitatile fiecarui caz. Pentru o prezentare
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clara si concisa, rezultatele studiului au fost sintetizate si organizate intr-un tabel. Acest tabel
oferd o privire de ansamblu asupra fiecarui marker, evidentiind contributia sa in evaluarea
ischemiei miocardice.

6.5 Concluzii

Am discutat principalele tipuri de markeri diagnostici care pot fi folositi sub forma de
anticorpi pentru colorarea imunohistochimica a sectiunilor de tesut miocardic fixate in blocuri
de parafina. In contextul dificultitilor de diagnostic post-mortem al infarctului miocardic acut
(IMA), mai ales in absenta necrozei si a leziunilor celulare vizibile, este esential sa identificim
markerii relevanti care pot fi detectati inca din stadiile incipiente ale evenimentului ischemic,
inainte de instalarea necrozei. Printre markerii esentiali specifici infarctului miocardic acut, se
numard troponinele cardiace, care reprezinta un indicator sensibil si specific al leziunilor
miocardice, precum si componentele complementului, in special complexul C5b-9, care
reflectd activarea cascadei imune. De asemenea, peptidele natriuretice joaca un rol semnificativ
in evaluarea disfunctiei cardiace si sunt folosite frecvent pentru a evalua stresul hemodinamic.
Alaturi de acestia, markerii asociati cu ischemia oferd informatii valoroase cu privire la
prezenta si severitatea evenimentului ischemic.

Cu toate acestea, unii dintre acesti markeri prezintd anumite limitari notabile. De
exemplu, in cazurile unde autoliza este intr-un stadiu avansat, acuratetea detectdrii si
interpretdrii lor poate fi redusd semnificativ, limitdnd astfel utilitatea lor diagnostica
postmortem. Pentru a spori acuratetea diagnosticului si a reduce riscul de erori, se recomanda
utilizarea acestor markeri intr-o combinatie de cel putin trei sau patru. Aceastd abordare poate
oferi o evaluare mai completd a patologiilor cardiace, cu un accent deosebit pe detectarea

timpurie a infarctului miocardic.

27



7. STUDIUL III: Studiu imunohistochimic al ATP1A3 si Plakophilinei 2 ca

potentiali noi markeri in diagnosticul ischemiei miocardice

7.1 Ipoteza de lucru si obiective specifice

In situatiile in persoana decedeaza in primele 6 ore de la debutul ischemiei miocardice etapi
premergatoare infarctului miocardic acut modificarile histologice nu sunt vizibile microscopic
folosind coloratia standard cu hematoxilind-eozina.

Printre cei mai fiabili si frecvent utilizati markeri de ischemie se numara complexul
C5b-9, fibronectina si troponinele cardiace (2).

Proteinele de jonctiune ,,gap”, proteinele canalelor ionice, proteinele transportoare,
precum si cele implicate in semnalizare si reglare joaca un rol crucial in mentinerea integritatii
si functiondrii eficiente a cardiomiocitelor. Aceste studii subliniazd complexitatea
mecanismelor implicate nivelul la discurilor intercalare.

PKP2 este o proteina din clasa plakofilinelor cu proprietati de adeziunine celulara. Pe
langa rolul lor structural in desmozomi, placofilinele sunt implicate in diferite procese de
semnalizare si reglare intracelulara (24, 25).

ATP1A3 a fost identificatd in discurile intercalate si intracelular, iar la modelele
animale a fost confirmata in sarcolema cardiomiocitelor. ATP1A3 este o subfamilie a Na+/K+-
ATPazei si este o proteina integrald de membrand responsabild de stabilirea si mentinerea
gradientilor electrochimici ai ionilor de sodiu (Na) si potasiu (K) in membrana plasmatica. Se
exprima in principal in creier si cardiomiocite. Studii recente au evidentiat rolul sau complex
in patologiile cardiace si neuronale (26-30). ATP1A3 joc un rol in procesul de autofagie
neuronald ” autosis” indusa de hipoxie (76).

Premisele acestui studiu se bazeaza pe observatia ca markerii imunohistochimici
disponibili In detectarea ischemiei si a infarctului miocardic nu ofera un nivel suficient de
sensibilitate si specificitate. Detectarea ischemiei miocardice la nivelul cardiomiocitelor intr-
un stadiu cat mai precoce dupa debutul acesteia ramane incad o provocare in medicina legala.
In acest context, identificarea si validarea unor noi markeri imunohistochimici pentru
detectarea ischemiei etapd premergatoare IMA reprezintd o prioritate in medicina legala.

Scopul acestui studiu a fost descoperirea de noi markeri imunohistochimici pentru
ischemia miocardica cu specificitate si sensibilitate crescute, care sa fie de real folos in practica
anatomo-patologica si medico-legala. In acest scop au fost alese doud proteine localizate la

nivelul discurilor intercalare si anume PKP2 si ATP1A3.
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markerilor PKP2 si ATP1A3 sa fie influentate in contextul ischemiei miocardice, etapa
premergatoare infarctului miocardic acut. Distributia si nivelurile de expresie ale PKP2 si
ATP1A3 au fost comparate cu cele ale complexului C5b-9 pentru a evalua potentialul acestor
markeri de a furniza rezultate concordante cu un marker cunoscut pentru ischemie.

7.2 Material si metoda

Pentru acest studiu retrospectiv, am avut acces la certificatele de deces si la examenele
histopatologice aferente unui numar de 1184 de cazuri autopsiate in cadrul departamentului de
medicina legald, in perioada 2020-2023. Din acest esantion, au fost selectate 85 de cazuri,
pentru care au fost extrase din histotecd blocurile de parafind si sectiunile histopatologice
colorate cu H&E ale tesutului miocardic si ale arterelor coronare. Probele de tesut au fost
prelevate preponderent din ventriculul stang, iar numarul de sectiuni H&E examinate a variat
ntre cazuri.

Criteriile de includere au permis selectia cazurilor indiferent de wvarsta, Sex,
comorbiditati sau daca au fost sau nu efectuate manevre de resuscitare. Criteriul de excludere
a vizat eliminarea cazurilor in care autopsiile au fost efectuate la mai mult de 72 de ore de la
deces si cazurile care prezentau semne de autoliza pe sectiunile histopatologice in coloratia
H&E desi se incadrau in intervalul de 72 de ore. In plus, au fost excluse cazurile in care initial
resuscitarea a avut succes, urmatd de o perioada variabild de supravietuire.

Astfel cele 85 de cazuri au fost impartite in patru grupuri in functie de cauza decesului
stabilitd post-mortem din rapoartele medico-legale. La determinarea cauzei de deces s-a tinut
cont si de datele de ancheta, investigatiile toxicologice negative, examindrile macroscopice
si/sau microscopice efectuate pe sectiunile de hematoxilina si eozina.

In primul grup, au fost selectate 10 cazuri in care cauza decesului a fost atribuitd IMA.
In fiecare dintre aceste 10 cazuri, examenul histopatologic in coloratia H&E, a confirmat
infarctului miocardic acut. Sectiunile miocardice colorate cu H&E au evidentiat zone cu
necroza coagulativa, necroza in banda carioliza, aldturi de infiltrarea polimorfonuclearelor
neutrofile.

In al doilea grup, au fost incluse 25 de cazuri de moarte subiti cardiaci atribuite
trombozei coronariene acute, ATSC, infarctului miocardic vechi, CMD, HC si MFA, pentru
toate aceste cazuri examenul histopatologic microscopic nu a evidentiat semne de ischemie
miocardicd pe sectiunile examinate din tesutul miocardic in coloratia hematoxilind-eozina. Am

utilizat doud grupuri de control, cu decese atribuite asfixiei mecanice prin spanzurare.
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Al treilea grup a constat in 25 de cazuri in care cauza de deces a fost atribuita asfixiei
mecanice prin spanzurare. In acest grup, subiectii examenul histopatologic macroscopic si/sau
microscopic au pus in evidentd una din urmatoarele afectiuni: ateroscleroza coronarina, infarct
miocardic vechi, hipertrofie cardiaca, cardiomiopatie dilatatd si fibroza miocardica avansata.
Examenul histopatologic microscopic nu a pus in evidentd semne de ischemie miocardica in
coloratia hematoxilind-eozina.

Al patrulea grup a inclus 25 de cazuri care au implicat tesut miocardic de la indivizi
care au murit din cauza asfixiei mecanice acute. Aceste cazuri nu au prezentat nicio patologie
histologica la nivel macroscopic si/sau microscopic, fard semn de ischemie vizibile
microscopic.

Toate sectiunile histopatologice 1n coloratie H&E provenite de la cele 85 de cazuri au
fost reexaminate de catre un anatomopatolog cu experienta. Accentul principal a fost pus pe
identificarea modificarilor de ischemie miocardica.

Imunohistochimie

Sectiunile ATP1A3, Plakophilin 2 si C5b-9 au fost colorate utilizand un sistem
automatizat (DAKO Autostainer Plus). Procesul a inclus deparafinizarea, rehidratarea si
extractia epitopului folosind modulul PT-link (10 minute la 97°C).

Acelasi anatomopatolog a examinat cu atentie lamelele imunohistochimic colorate
folosind markerii ATP1A3, PKP2 si complexul C5b-9 din cele 85 de cazuri. Examinarea a fost
realizata la diferite obiective (10x, 20x, 40x si 100x cu imersie). S-au examinat cu atentie
expresia si distibutia markerilor inclusiv modificarile histopatologice la nivelul discurilor
intercalate, nucleului si citoplasmei.

Tabelul 7.1: Anticorpii investigati si scala de gradare

Marker Gradul 0 Gradul 1 Gradul 2
S-a observat o O usoara pierdere a | Pierderea expresiei
expresie pozitiva expresiei markerului in
uniforma, cu markerului. celulele grupului se
ATP1A3 minime exceptii la observa un aspect
nivelul regiunii de mozaic.

subendocardice si
muschilor papilari
Expresia markerului | Prezinta o pierdere | Expresie foarte

pozitiva la nivelul discretd a slaba sau absentd a
PKP?2 Qiscuri lor intensité;ii_ expresiei markerull_Ji
intercalare. markerului la comparativ cu un
nivelul discurilor standard intern de
intercalare. miocard normal.
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Negativ, fara Pozitivitate redusa, | Pozitivitate intensa

expresia indicand o prezentd | si sau difuza pe o
markerului. minima a arie marita,
markerului. demonstrand o
expresie lar
C5b-9 Complex P g

raspandita sau
puternica a
markerului la
nivelul citoplasmei
cardiomiocitelor.
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Figuré ?.irSéala semicuantitativi ad 0, aceeasi reprezentare a lamei histlogice pentru H&E
si IHC, (20x), bara de scala 100 um: (a) Colorare H&E a cardiomiocitelor intr-o sectiune
longitudinala fara semne de ischemie; (b) Complexul C5b-9, expresie negativa; (c) PKP2
puternic exprimat la nivelul discurilor intercalare; (d) ATP1A3 model uniform fara depletie a

markerului.
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Figura 7.2: Scala semicuantitativa de grad 1, aceeasi reprezentare a lamei histologice pentru

H&E si IHC, (20x), bara de scald 100 um: (a) Colorare H&E a cardiomiocitelor intr-o sectiune
longitudinald fara semne de ischemie; (b) Complexul C5b-9 usor pozitiv, reflectind prezenta
markerului; (c) PKP2 expresie slaba la nivelul discurilor intercalare in regiunea ischemica; (d)
ATP1A3 o usoara pierdere a expresiei intracelulare si la nivelul discurilor intercalare observata

n grupul de celule.
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Figura 3: Scala semicuantitativa de grad 2, cu aceeasi reprezentare a lamei histologice pentru

H&E si IHC, (20x), bara de scala 100 um: (a) Necroza coagulativa a miocitelor observata n
coloratia H&E, caracterizata prin absenta nucleilor, impreuna cu infiltrat neutrofil interstitial.
In plus, un vas de sange prezinta dovezi de trombozi; (b) Complexul C5b-9, expresie pozitiva,
arata o delimitare brusca intre tesutul vital si zonele necrotice; (¢) PKP2 prezinta expresie foarte
slaba sau absenta a discurilor intercalare in zona infarctata; (d) ATP1A3 expresie de tip mozaic

in grupurile de celule.

7.3 Rezultate
Tabelul 7.2: Frecventele gradelor IHC (0, 1 si 2) folosind cei trei markeri din fiecare grup.

Marker Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4
(n=10) (n=25) (n=25) (n=25)

Grad 0 0% 12% 76% 88%

Grad 1 10% 36% 16% 8%
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ATP1A3 | Grad 2 90% 52% 8% 4%
(%)
Grad 0 30% 64% 96% 96%
Grad 1 50% 16% 4% 4%
PKP2
0,
(%) Grad 2 20% 20% 0% 0%
Grad 0 0% 44% 92% 96%
CSb-9 | Grad1 10% 32% 8% 4%
(%)
Grad 2 90% 24% 0% 0%
Tabel 7.3: Rezultatele Testului de Corelatie Person
Grup Marker Marker Coeficient Valoare Relatie Semnificatie
1 2 de p statistica
corelatie
Pearson
Grupl PKP2 C5b-9  -0.063 0.8627  Corelatie Nesemnificativ
(n=10) negativa foarte  din punct de
slaba, fara vedere statistic
relatie intre
markeri
Grupl APT1A3 C5b-9 1.0 6.65e-  Corelatie Semnificativ din
(n=10) 64 pozitiva punct de vedere
puternica, statistic
markerii ofera
informatii
despre infarctul
miocardic
Grup2 PKP2 C5h-9 0.184 0.3784  Corelatie Nesemnificativ
(n=25) pozitiva slaba,  din punct de
fara relatie vedere statistic
semnificativa
intre markeri
Grup2 APT1A3 C5b-9  0.674 0.00022 Corelatie Semnificativ din
(n=25) pozitiva punct de vedere
puternica, statistic
markerii ofera
informatii
relevante
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Grup3 PKP2 C5b-9  -0.060 0.7750  Corelatie Nesemnificativ

(n=25) negativa foarte  din punct de
slaba, fara vedere statistic
relatie intre
markeri

Grup3 APT1A3 C5b-9  0.548 0.0046  Corelatie Semnificativ din

(n=25) pozitiva punct de vedere
moderata, statistic
markerii
sugereaza o
relatie
semnificativa

Grup4 PKP2 C5b-9  -0.042 0.8432  Corelatie Nesemnificativ

(n=25) negativa foarte  din punct de
slaba, fara vedere statistic
relatie intre
markeri

Grup4 APT1A3 C5b-9  0.602 0.0015  Corelatie Semnificativ din

(n=25) pozitiva punct de vedere
puternica, statistic
markerii ofera
informatii
relevante

7.4 Discutii

Scopul acestui studiu a fost de a evalua potentialul proteinelor ATP1A3 si PKP2 ca
markeri specifici pentru ischemia miocardica. In vederea realizarii acestui obiectiv, cazurile au
fost repartizate Tn patru grupuri distincte.

Primul grup a inclus 10 cazuri de IMA, confirmat ca fiind cauza decesului. Acest grup
a fost selectat deoarece se cunoaste ca expresia markerilor IHC poate varia in functie de timpul
scurs de la debutul ischemiei. Anumiti markeri prezintd o exprimare pozitiva in stadiile precoce
sau sufera o depletie rapida, in timp ce altii devin detectabili doar in etapele mai avansate ale
ischemiei sau ulterior instaldrii necrozei (54). Prin intermediul acestui grup, S-a urmarit
evaluarea modificarilor In expresia sau distributia celor doi noi markeri in stadiile incipiente
ale IM. In cazul in care nu se observa modificari semnificative, se poate concluziona ca acesti
markeri nu detin sensibilitatea necesara pentru a detecta ischemia sau etapele initiale ale
infarctului miocardic.

Tn toate cele 10 cazuri, nu s-a observat depunerea de colagen, procesul de depunere a
colagenului incepe, de obicei, dupa aproximativ o saptamana de la debutul infarctului (12, 77).

Este cunoscut faptul ca, pe aceeasi sectiune histopatologica examinata in coloratia H&E se pot
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observa unele zone cu necroza de coagulare, in timp ce alte zone pot prezenta un aspect ondulat
al miocitelor.

Pentru PKP2, am observat o expresie a markerului la nivelul discurilor intercalare.
Zonele cu semne histopatologice de infarct miocardic acut au prezentat o expresie slaba (gradul
1) si foarte slaba sau absenta (gradul 2), in special in regiunile cu infiltrare crescuta de
polimorfe neutrofile si cu necroza de coagulare. Interpretarea gradului PKP2 la discurilor
intercalare a fost mai usor de efectuat in sectiunile longitudinale ale cardiomiocitelor. In zonele
de fibroza miocardica, evaluarea distributiei si a intensitatii expresiei PKP2 devine mai dificila.
Cu ajutorul coloratie H&E au fost identificate zonele de IMA cu infiltrare de polimorfe
neutrofile interstitiale si unde cardiomiocitele prezentau hipereozinofilie, fiind mai putin
afectate de necroza de coagulare. Apoi, am analizat aceeasi regiune pe lama histopatologica
marcatd cu PKP2. Markerul a prezentat o expresie pozitiva intensad incadrabila in gradul 0 in
zona de infarct miocardic. Markerul de control, complexul C5b-9, a testat pozitiv pentru
ischemie si necroza in aceleasi zone. Acest tipar a fost observat in mod constant Tn mai multe
cazuri, ceea ce ne-a condus la concluzia ca PKP2 ar putea pierde expresia mai tarziu in evolutia
IMA.

Pentru ATP1A3, am observat expresia markerului atat la nivelul discurilor intercalare,
cat si la nivel intracelular (78). In primul grup, a fost observati o depletie a markerului in toate
cazurile, majoritatea fiind clasificate la gradul 2. Pentru acest grad, sectiunea transversald a
cardiomiocitelor din zona infarctului miocardic a prezentat o expresie tip mozaic in grupurile
de celule, cu unele cardiomiocite prezentand o depletie totald a markerului intracelular, altele
avand o pierdere partiala, iar unele de aspect normal fata de un stadard intern. La mariri mai
mari (40x si1 100x cu imersie) intracelular se poate observa o depletie variabild a acestuia cu
modificiri histopatologice interpretate ca edem miofibrilar si rhexis. In sectiunile
longitudinale, cardiomiocitele au relevat discuri intercalare cu depletie variabild a colorarii si
modificari histopatologice, precum distorsiuni si rupturi ale discurilor intercalare.

Al doilea grup a fost ales pentru a evalua daca markerii isi modifica expresia in stadiul
incipient al ischemiei. Tn acest scop, am inclus cazuri cu o probabilitate ridicata de a indentifica
ischemia miocardica cu ajutorul IHC, dar fara modificari histopatologice evidente in coloratia
H&E. Acest grup a cuprins, de asemenea, cazuri de tromboza coronariana acuta si ateroscleroza
coronarian avansata cu infarcte miocardice vechi, dar fara semne histopatologice de ischemie.
In unele cazuri, tromboza coronariani acuti observatid la autopsie nu prezinti semne de
ischemie sau infarct atunci cand este examinatd cu coloratia H&E. Datorita intervalului scurt

dintre debutul ischemiei si deces, semnele histopatologice ale ischemiei si necrozei, care sunt
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in mod obisnuit observate in coloratia H&E, nu au suficient timp sa se dezvolte. Scopul acestui
studiu a fost sa determinam daca acesti markeri pot detecta specific ischemia in stadiul
incipient, mai degrabd decat necroza. Acest grup nu a fost inclus in analiza ROC deoarece nu
am putut clasifica cu certitudine subiectii ca avand sau nu infarct miocardic (IM) din cauza
utilizarii a unui singur marker de control C5b-9.

Al treilea grup a inclus cazuri de asfixie mecanica (spanzurare) asociate cu patologie
miocardicd. Patologia cardiacd asociata acestor cazuri a fost documentata fie prin examinare
macroscopica fie prin examen microscopic. Am utilizat acest grup ca martor pentru a determina
dacd patologia miocardicd din aceste cazuri ar putea influenta distributia sau expresia
markerilor APT1A3 si PKP2 si pentru a evalua daca modificarile observate in primul si al
doilea grup sunt prezente atunci cand decesul survine in cateva minute din cauza asfixiei
mecanice. In cazurile de asfixie mecanica, cel mai adesea stopul cardiac survine in cateva
minute fie prin asistolie sau fie prin activitate electrica fara puls, ambele fiind ritmuri
nonsocabile.

Au existat si cateva cazuri in care am observat diferente in gradele de APT1A3 si
complexul C5b-9. Acest grup a inclus doar cazuri de asfixie mecanica, in care indivizii au fost
gasiti decedati la locul faptei, Gradele 1 si 2 pentru APT1A3 si complexul C5b-9 pentru in
cazurile de asfixie poate fi explicat printr-o perioada prelungita de agonie. Se stie ca diferite
tipuri de spanzurare pot duce la o perioada prelungita de agonie si astfel sunt influentati anumiti
biomarkeri.

Al patrulea grup a fost utilizat ca martor de baza pentru a evalua markerii in tesutul
miocardic fara modificari patologice observate macrosopic si microscopic in cazurile de asfixie
mecanicd. Acest grup a servit ca referinta negativa, contribuind la evaluarea valorii predictive
negative a noilor markeri.

Modificérile in expresia diferitilor markeri imunohistochimici in ischemia sau necroza
miocardicd pot fi explicate prin factori diversi. Localizarea specifica si functiile fiecarui marker
sunt determinante. Expresia complexului C5b-9 depinde in principal de leziunile mediate de
complement sau de un raspuns inflamator, absenta expresiei ATP1A3 poate fi asociatda cu
depletia energetica si stresul ischemic, iar absenta PKP2 este influentatd de modificarile
moleculare suferite la nivelul discurilor intercalare. Factorul timp joaca un rol crucial,
deoarece schimbarile moleculare declansate de ischemie apar intr-0 succesiune de evenimente.
Alti factori, cum ar fi vulnerabilitatea selectiva a proteinelor, variatiile in raspunsurile celulare
la stres, intervalele post-mortem si variabilitatea in prelevarea histologica, pot contribui si ele

la aceste variatii in expresia markerilor.
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Limitarile studiului

Studiul a prezentat cateva limitari. Natura retrospectivd a acestuia, impreuna cu
dimensiunea redusa a sectiunilor histopatologice analizate. De asemenea, existad posibilitatea
unor rezultate fals pozitive cu ATP1A3 in cazurile de deces atribuite altor cauze decéat ischemia
miocardicd, ceea ce nu poate fi explicat in acest studiu In plus, eforturile de resuscitare nu au
fost luate in considerare in analiza statistica din cauza numarului redus de cazuri din esantion,
desi se stie ca resuscitarea poate influenta modelele de distributie si exprimarea markerilor. O
alta limitare este neincluzerea cazurilor in care autopsia a fost efectuatd la mai mult de 72 de
ore dupa deces, ceea ce Tnseamna ca nu am putut evalua daca markerii sunt afectati de autoliza.

7.5 Concluzie

Majoritatea cazurilor de deces non-violent examinate in autopsiile medico-legale sunt
atribuite mortii subite cardiace. Uneori, stabilirea cauzei decesului ca infarct miocardic
reprezintd o provocare semnificativi. In astfel de situatii, imunohistocolorarea pentru
detectarea ischemiei timpurii care precede infarctul miocardic a devenit un instrument esential.
Gasirea de noi markeri imunohistochimici care ofera o specificitate si sensibilitate mai ridicata
este de o importantd majora. In acest studiu, am investigat pentru prima dati potentialul
markerilor imunohistochimici APT1A3 si PKP2 in detectarea ischemiei in tesutul miocardic.
In analiza statistica a celor patru grupuri, markerii APT1A3 si C5b-9 au demonstrat corelatii
pozitive puternice, semnificative din punct de vedere statistic, sugerand o relatie de incredere
in care ambii markeri oferd informatii corelate despre infarctul miocardic. PKP2 si C5b-9 nu
au prezentat nicio corelatie in primele doud grupuri, indicAnd absenta unei relatii solide sau de
incredere Intre acesti markeri In seturile de date analizate. Pentru APT1A3 au fost observate
cazuri in care a prezentat grade 1 sau 2, in timp ce complexul C5b-9 a avut grade 0 sau 1,
sugerand ca APT1A3 ar putea detecta ischemia timpurie mai eficient decat C5b-9. Putem
concluziona ca markerul APT1A3 ar putea fi utilizat in combinatie cu alti markeri pentru
detectarea ischemiei in tesutul miocardic. Cercetdrile viitoare asupra acestui marker
imunohistochimic ar putea fi benefice pentru a-i stabili si imbunatiti sensibilitatea si

specificitatea.
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8. Concluzii si contributii personale

Cele trei studii analizate Tn cadrul acestei teze de doctorat abordeaza teme esentiale si
de actualitate in domeniul patologiei cardiace si medicinii legale. Acestea se concentreaza in
mod special pe ischemie etapa premergatoare infarctul miocardic, un subiect de mare relevanta
in contextul medicinii legale, si pe utilizarea markerilor imunohistochimici pentru
diagnosticarea acestuia. Studiile contribuie semnificativ la avansarea cunostintelor in domeniul
patologiei cardiace si al medicinii legale, oferind metode noi pentru diagnosticarea si evaluarea
infarctului miocardic in cadrul examenului histopatologic. Aceasta lucrare reprezintd prima
realizatd in Romania care se concentreaza pe utilizarea markerilor imunohistochimici in
contextul ischemiei si infarctului miocardic acut. In plus, este unica in literatura de specialitate,
nefiind identificate studii anterioare care sa investigheze utilizarea markerilor ATP1A3 si
PKP2 pentru identificarea precoce a ischemiei miocardice, etapa premergdtoare infarctului
miocardic acut.

Rezultatele celor trei studii contribuie la 0 mai buna intelegere a urmatoarelor aspecte
esentiale:

¢ Prevalenta crescutd a mortii subite cardiace (MSC) in randul barbatilor (75%), cu o
incidentd maxima in grupa de varsta 50-60 de ani (Capitolul 5.3).

¢ Fibroza miocardica avansatd (FMA) a fost identificatd ca fiind cea mai frecventa
cauzd a MSC, reprezentand 41,6% din totalul cazurilor. Aceastd constatare ridica
probleme legate de diagnosticarea ischemiei miocardice, deoarece fibroza miocardica
avansata este adesea un diagnostic de excludere (Capitolul 5.3, 5.4 51 5.5).

e Se evidentiaza necesitatea elaborarii unor protocoale nationale care sd uniformizeze
modul de diagnosticare si raportare a cazurilor de MSC in investigatiile
anatomopatologice si medico-legale (Capitolul 5.3, 5.4 51 5.5).

e Microscopia cu coloratia H&E s-a dovedit a fi insuficientd in anumite cazuri pentru
diagnosticul infarctului miocardic acut, evidentiind nevoia folosirii markerilor
imunohistochimici Tn diagnosticul histopatologic.

e [dentificarea rapidd a markerilor adecvati pentru fiecare caz contribuie la acuratetea
diagnosticului (Capitolul 6.3).

e Clasificarea markerilor in functie de mecanismul lor de actiune (Capitolul 6.3).

e ATP1A3 are un potential ridicat ca marker imunohistochimic pentru ischemia

.....
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e Un alt aspect important evidentiat este faptul ca ATP1A3 poate fi utilizat in
combinatie cu alti markeri cunoscuti, precum complexul C5b-9, pentru a oferi o
imagine completa asupra ischemiei (Capitolul 7.5).

e PKP2 nu a ardtat o corelatie clard in toate cazurile studiate, ceea ce sugereaza ca acest
marker nu este optim pentru diagnosticarea ischemiei cardiace sau a infarctului
miocardic (Capitolul 7.5).

Recomandari si perspective viitoare

Cele trei studii realizate in cadrul acestei teze ofera concluzii valoroase si directii clare
pentru cercetdri viitoare in domeniul ischemiei miocardice si al infarctului miocardic. Una
dintre principalele recomandari este necesitatea integrarii tehnicilor de imunohistochimie n
diagnosticul standard al mortii subite cardiace si al infarctului miocardic acut, In special in
cazurile Tn care examindrile histopatologice conventionale nu ofera rezultate concludente.

Standardizarea protocoalelor: Se recomanda elaborarea unor protocoale standardizate
care sa includa utilizarea markerilor imunohistochimici in examinarile post-mortem, pentru a
imbunatati acuratetea diagnosticelor si pentru a preveni subdiagnosticarea infarctului
miocardic acut.

Utilizarea combinatd a markerilor: Pentru a creste specificitatea si sensibilitatea
diagnosticului, se recomanda utilizarea combinatd a markerilor imunohistochimici. De
exemplu, combinatia markerilor ATP1A3, C5b-9 si fibronectind poate oferi o imagine
completa a ischemiei si poate imbunatati semnificativ diagnosticarea infarctului miocardic
acut.

in concluzie, aceste studii au adus contributii semnificative la diagnosticarea ischemiei,
etapa premergatoare infarctului miocardic acut, si au evidentiat necesitatea unor metode mai
precise de diagnostic in cazurile de moarte subitd cardiaca si infarct miocardic. O abordare
multidisciplinara si integrarea tehnicilor avansate de imunohistochimie si genetice pot duce la

imbunatatirea semnificativa a diagnosticului si, ulterior, a preventiei infarctului miocardic.
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