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Introducao

O ruido constante e em alta intensidade pode trazer consequéncias a saude tanto de humanos
como de animais. Este tipo de estresse pode gerar aumento da pressao arterial, aumento da
tensdo muscular, dificuldades do sono, transtornos neuroldégicos, problemas digestivos,
transtornos comportamentais, falta de atengao e concentracao. Além disso, o ruido é potencial
causador de problemas auditivos como zumbido, vertigem e perda auditiva induzida pelo ruido
(PAIR) (SERVILHA; DELATTI, 2012).

A PAIR é um dos principais problemas de satde, sendo um distirbio considerado evitavel
(BRAMATTI; MORATA; MARQUES, 2008). Segundo a Associagao Brasileira de
Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-facial (ABORL-CCF 2003) a exposigao a sons intensos nao
atinge somente profissionais que trabalham em locais com elevado nivel de ruido, mas pode
acontecer situacgoes que sao frequentes no dia-a-dia da maioria das pessoas.
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Outro gerador de danos auditivos é o agente quimioterdpico cisplatina, utilizado para tratamento
de alguns tipos de cancer (GONCALVES et al., 2013). O ruido e a cisplatina induzem na cdclea,
através de uma intensa atividade metabdlica, uma condicdo de estresse oxidativo, que produz as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, podendo provocar um dano, definitivo ou temporario,
nas células sensoriais do érgdo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; HENDERSON et al., 2006).

Alguns estudos demonstram que a proteina de choque térmico de 70kDa (HSP70) tem sido
apontada como protetora do dano auditivo. Sua eficacia foi comprovada em pesquisas feitas com
camundongos submetidos ao choque térmico, gerando um aumento na expressao da HSP70
coclear, que protegeu os animais de um dano por ruido enquanto os niveis de HSP70 na cdclea
estavam elevados (YOSHIDA; KRISTIANSEN; LIBERMAN, 1999). A expressao elevada de HSP70
(iHSP70) intracelular representa uma protecao das células por mecanismos anti-inflamatorios
(HECK; SCHOLER; DE BITTENCOURT, 2011). A expressio de HSP70 pode ser potencializada por
estratégias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas. Por exemplo, a sua suplementacao com
glutamina atua positivamente no estoque intracelular de glutationa (GSH), uma importante defesa
antioxidante, e aumenta a expressao de iHSP70 aumentando a protecdao dos tecidos ao estresse
oxidativo (PETRY et al., 2014). Assim a L-glutamina e a administracdo de HSP70 ex6gena
(exHSP70) podem constituir um novo tratamento para a PAIR e perda auditiva pela cisplatina.

Contudo, para verificar se estas substancias realmente sdo protetoras das células coclea é
necessario que se possa observar a localizacao celular da HSP70, uma vez que possui efeitos
citoprotetores no citoplasma e no nucleo das células, e representa uma situacao de estresse
extremo, quando localizada préxima as membranas celulares, o que indica um sinal proé-
inflamatorio (Heck et al, 2017). Assim, analisar morfologicamente as células sensoriais envolvidas
na audicdo torna-se imprescindivel. Neste sentido, a padronizagao de uma técnica de coloragao de
laminas que seja eficiente para avaliar a viabilidade celular apés inducdo do dano coclear pelo
ruido ou pela cisplatina é parte fundamental da andlise de estresse celular, assim como torna
possivel avaliar se os efeitos citoprotetores da L-glutamina ocorrem mediante expressao de
HSP70. Portanto o objetivo deste estudo é padronizar a técnica de coloracdao por hematoxilina e
eosina para a visualizagdo das células da cdclea, constatando e quantificando a viabilidade das
células ciliares da coclea.

Metodologia

Foram utilizados 4 ratos Wistar adultos, provenientes do biotério da UNIJUI. Os animais
receberam ragdo padronizada para animais de laboratério (Nuvilab CR-1) e foram mantidos em
temperatura controlada (22 * 2 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas e receberam agua e racao ad
libitum. O projeto foi aprovado na CEUA-UNIJUI (n°. 058/15).

Estes animais foram eutanasiados para a coleta da céclea que foi rapidamente dissecada, janelas
oval e redonda abertas. Em seguida, as cdcleas foram submetidas a fixagdo com paraformaldeido
4% pH 7.0 e mantidas na mesma solucdo por 6h. Apds foram lavadas em solucao de PBS e
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colocadas em solugdo de descalcificagdo EDTA 10% por 4 dias a 4°C. Depois deste periodo as
cocleas foram submetidas a desidratacdo por passagem em solugdes crescentes de etanol (etanol
30% 1h, 40% 1h, 50% 1h, 60% 1h, 70% overnight, 80% 1h, 90% 1h, 96% 1h e 100% 1h), e ao
processo de clarificagao, passando em Xilol 100% por 2 vezes, 1h cada passagem. Posteriormente
foi realizada a infiltracdo em parafina liquida a 602C (2x 40min), e em seguida inclusao em bloco
de parafina. A microtomia foi realizada em cortes de 8 nm, paralelo ao eixo modiolar.

Para que fosse possivel a coloracdo dos tecidos foi feita a retirada da parafina passando no Xilol I
por 3 minutos e ap6s no Xilol II por mais 3 minutos. Depois é feita a hidratacdo passando em
Alcool 100% por 3 minutos, depois em Alcool 90% por 3 minutos, em Alcool 70% por 3 minutos e
entdo é feita a lavagem com agua destilada.

Apéds estes procedimentos se iniciou o processo de coloragdo: a lamina foi colocada em
Hematoxilina por 5 minutos, apods é feita a lavagem com agua destilada e entao a lamina é
submetida & Eosina por 5 minutos. Em seguida é feita a desidratacéo passando em Alcool 95% por
2 minutos, em Alcool I 100% 3 minutos, em Alcool II 100% 3 minutos, Xilol I (utilizado na retirada
de parafina) por 3 minutos e em Xilol II por 3 minutos. E entdo é feita a montagem pingando uma
gota de Entelan na laminula e colocando a lamina sobre esta, retirando as bolhas de ar. Esta
coloracgdo permite a comparagdo com as laminas feitas com a técnica de imunohistoquimica, que
juntas possibilitardo determinar se a HSP70 estd localizada intra ou extracelularmente (NEAL et
al., 2015)

Resultados e Discussao

A coloracao permitiu que fossem visualizadas os nucleos das células, em tons arroxeados, e
também o citoplasma, em tons de rosa (Figura 1). A contagem das células ciliadas podera ser
realizada em microscdpio 6ptico. Os cortes realizados e a coloragdo permitiram a aquisigao de
imagens que representam a totalidade da cdclea integra. Os cortes propostos e permitem a
contagem celular por espira basal, média e apical. A presenca de célula ciliada é definida como
nucleo intacto e esférico, localizado na metade basal da célula (NEAL et al., 2015).
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Fig 1. Imagem ilustrativa da coloracdo da cdclea de ratos wistar com hematoxilina e eosina A)
Corte da cdclea de 8 um, no eixo paramodiolar, colorido por Hematoxilina e Eosina Aumento de
50x. B) Corte do érgéo de corti de 8 um, paralelo ao eixo modiolar, colorido por Hematoxilina e

Eosina. Aumento de 400x.

A céclea é um canal espiralado de formato parecido com a concha de um caracol, inserida no osso
temporal. Possui de 30 a 35 mm de comprimento e seu limen tem trés compartimentos: a rampa
média (ou ducto coclear), rampa vestibular e rampa timpéanica. A estrutura que forma o assoalho
do ducto coclear e o separa da rampa timpéanica é a membrana basilar. Sobre esta membrana esta
o orgdo de Corti, um epitélio especializado de células pilosas e células de suporte (OVALLE;
NAHIRNEY; NETTER, 2014). Estruturas que foram possiveis de observar nas imagens obtidas.

A hematoxilina é um corante natural obtido de uma arvore originalmente encontrada na América
Central. E um método de coloragéo antigo utilizado desde o final do século XIX e tem sido um
método de coloragdo padrdao (LLEWELLYN, 2009). O uso da colora¢do com hematoxilina e eosina
permite localizar o ntcleo celular. Os nicleos das células, que sdo ricos em acidos nucleicos, por
terem afinidade com a hematoxilina ficam com uma tonalidade arroxeada. Ja o citoplasma e a
matriz extracelular geralmente tem afinidade com a eosina e se coram em tonalidade rosada
(OVALLE; NAHIRNEY; NETTER, 2014).

Em estudos de ZHANG et al., (2013) , que realizou uma comparagdo entre a coloragao por
Hematoxilina & Eosina e de violeta de metila, foi observado que apesar da primeira ser mais
demorada, esta tem vantagens pois pode exibir a morfologia celular e distinguir os componentes
celulares de forma mais explicita e as laminas podem ser permanentemente armazenadas.
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Consideracoes finais

A técnica de preparacao histoldégica e de coloracao por Hematoxilina e Eosina utilizada foi
adequada para estudos morfolégicos cocleares. Esta padronizacdao abre perspectiva para a
continuidade dos estudos em estresse celular causado pelo ruido ou pela quimioterapia. Além de
propiciar o estudo de caracteristicas morfoldgicas, a técnica aqui apresentada representa a
primeira etapa dos estudos inéditos sobre a localizacdo e quantificacao de proteinas de estresse
celular na coclea, como a HSP70.

Palavras-chave: Coclea; Proteinas de Choque Térmico HSP70; Glutamina; Histologia.
Keywords: Cochlea; HSP70 Heat-Shock Proteins; Glutamine; Histology.
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