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INTRODUÇÃO

            A perda auditiva é a mais prevalente é a desordem sensorial crescendo acentuadamente a
nível mundial. A perda auditiva induzida pelo ruído (PAIR) é a segunda maior causa de dano
auditivo mundial. Além dos impactos na saúde pública, há também grandes impactos na saúde
individual, especialmente referente a comunicação entre as pessoas. (WHO, 2017). 

          A PAIR ocorre por estresse que danifica células ciliares da cóclea. Neste sentido, a atuação
proteínas com ação citoprotetora, como as proteínas do choque térmico de 70kDa (Heat Shock
Proteins – HSP70), podem atuar protegendo a audição  (MATHEW; MORIMOTO, 1998; YOSHIDA,
N.; KRISTIANSEN, A.; LIBERMAN, M. C, 1999)

            A imunohistoquímica (IHQ) é uma técnica utilizada diagnóstico de diferentes doenças que
visa identificar proteínas especificas através de reações antígeno-anticorpo (Ag-AC) e a seguir,
identificação específica por coloração. (RAMOS-VARA, BEISSENHERZ, 2000; FERRO, 2013). O
objetivo desse trabalho foi realizar uma revisão sobre a IHC utilizada para identificar a expressão
de HSP70 no tecido coclear.

METODOLOGIA

            Este estudo é uma revisão integrativa da literatura sobre a técnica de IHQ. Para o
levantamento da literatura foi realizada a busca nas seguintes bases de dados: The Scientific
Electronic Library Online – SciELO, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciências da
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Saúde (LILACS), Periódicos CAPES, e pesquisas locais na Biblioteca Mario Osorio Marques da
UNIJUI. Foram utilizados, os seguintes descritores e suas combinações nas línguas portuguesa e
inglesa: “Imunohistoquímica”, “Método”, “Cóclea”, “Perda da audição” e “Exposição ao ruído”.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

            A exposição ao ruído leva a uma intensa atividade metabólica na cóclea sendo responsável
por levar a um quadro de estresse oxidativo, podendo ocasionar danos considerados transitório ou
premente,  dependendo do grau e tempo de exposição ao ruído. (HENDERSON et al.,  2006).
Portanto, os estudos geralmente relacionam a expressão de HSP70, considerado um fator de
proteção ao dano coclear,  com dados sobre estresse oxidativo e inflamação.  (YOSHIDA, N.;
KRISTIANSEN, A.; LIBERMAN, M. C, 1999; HECK; SCHÖLER; DE BITTENCOURT, 2011).

            A IHQ pode ser usada para poder visualizar a intensidade de estresse celular pela
quantificação da expressão tecidual/celular de HSP70 no tecido coclear (MAHALE, A. et al; 2017).
A IHQ visa identificar proteínas especificas através de reações antígeno-anticorpo (Ag-AC) através
da  coloração.  Contudo,  ao  conjugar  um  anticorpo  a  um  corante  fluorescente  aumenta  a
sensibilidade de detecção, o que representa grande avanço na técnica (FERRO, 2013). Portanto,
são empregados dois tipos de métodos na IHQ: enzimático e fluorescência. (SALLES, et al., 2009)

            Na técnica imunoenzimática por fluorescência, anticorpos são acoplados a chamados
flurocromos. Tais flurocromos sofrem processo de exposição à luz ultravioleta, emitindo espectros
de luz visível,  observada de forma especifica por meio de um microscópio de fluorescência.
(FERRO, 2013)

            O método enzimático é o método de mais comum uso, pois permite principalmente, a
visualização em microscópio óptico. Através desse método é possível visualizar a estrutura geral
do tecido e a marcação da IHQ.  (DARKO, 2009; FERRO, 2013)

            Por meio da ação enzimática, é possível obter produtos finais coloridos a partir de
cromogênios incolores. Entretanto, a coloração varia de acordo com o tipo de enzima e substrato
utilizados. As enzimas mais utilizadas são a Horseradish Peroxidase - HRP; a Fosfatase Alcalina
(Calf intestine Alkaline Phosphatase); e Glucose Oxidase (Aspergillus niger) (FERRO, 2013)

            A enzima mais utilizada é a Horseradish Peroxidase ou HRP, que é obtida da raiz do
rábano  (Armoracia  rusticana).  (O’LEARY  TJ,  BECKER,  FRISMAN  DM;  2003).  A  HRP  oxida
indiretamente os cromogénios ao reagir com o peróxido de hidrogénio. Os cromogênios utilizados
são substâncias que na sua forma oxidada são coloridas e estáveis, conferindo cor ao local da
reação.  A intensidade da coloração depende dos procedimentos de coloração usados ​​além o
conteúdo de proteína em si. (UMEMURA et al, 2004). Como o conteúdo de HSP70 em células
diante de situações de estresse pode chegar até 5% das proteínas totais (HECK et al, 2011),
geralmente o método colorimétrico é suficiente para detecção destas proteínas.
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            Para haver reação entre o antígeno e o anticorpo em materiais fixados por aldeídos é
necessário desmascarar os antígenos, desfazendo as pontes intermoleculares formadas durante a
fixação.  Com esse  objetivo,  utiliza-se  um procedimento  denominado  recuperação  antigênica.
Existem diversos mecanismos para se recuperar os antígenos em um tecido. A escolha do método
ideal depende do tipo de tecido a ser analisado e da prática do laboratório. A técnica serve para
desmascarar epítopos possibilitando restaurar a conformação de epítopos de interesse, para a
adesão de  anticorpos  primários  nas  estruturas  teciduais  e  possível  interação.   (MOLINARO,
CAPUTO, 2010; FERRO, 2013)

            Outro elemento capaz de causar reais inespecíficas é a peroxidasse endógena tecidual. No
método enzimático, o substrato cromógeno tende a reagir· tanto com a peroxidasse ligada ao
anticorpo da reação quanto com a peroxidasse tecidual. O bloqueio da peroxidasse endógena é
realizado  utilizando  água  oxigenada  a  3%,  então  dilui-se  o  anticorpo  primário  em  solução
albumina a 1%, incuba-se o anticorpo primário, em câmara úmida, em overnight por refrigeração
a 4ºC. 38. Para avaliação da HSP70, as lâminas são tratadas com anticorpo monoclonal primário
anti-HSP70 na concentração 1:500. (MOLINARO, CAPUTO, 2010)

            Após o tempo de incubação as lâminas são então mergulhadas em tampão PBS, tampão de
lavagem sendo que a laminas são lavadas 2x 5 min. Posteriormente, adiciona-se o anticorpo
secundário marcado com peroxidasse 1:100 por 2h em câmara úmida por 30 minutos. Ao chegar
no fim o tempo de incubação é realizado em temperatura ambiente e novamente lavadas em PBS
2x  5min.  Por  fim,  é    adicionado  o  substrato  cromogênio,  diaminobenzina  (DAB),  3,3’  -
diaminobenzidina tetrahidrocloreto) 0,1% por 10 minutos realizando mais uma lavagem em água
corrente  e  contra  corado  com  hematoxilina  de  Harrys  e  montadas  para  visualização  em
microscópio óptico. (CAMBRUZZI, E. et al, 2011)

            A colocação marrom do DAB é separada da hematoxilina pela técnica de deconvolução de
cor e a intensidade pelo número de pixels avaliará quantitativamente a intensidade de HSP70 nas
cócleas, analisadas pelo software gratuito ImageJ® ( VARGHESE et al., 2014; MAHALE et al.,
2017).

CONSIDERAÇÕES FINAIS

            A imunohistoquímica se baseia na capacidade de atração de substancias aos anticorpos,
que  quando  interagem,  possibilitam  identificação  molecular  de  elementos  teciduais  em  um
microscópio  comum.   Com o  propósito  de  identificar  alguns  elementos  teciduais  é   preciso
reconhecer  proteínas  específicas.  Para  reconhecer  a  HSP70 a  técnica  de  imunohistoquímica
podem ser utilizada, sendo uma técnica que pode auxiliar no maior entendimento dos processos
fisiopatológicos envolvidos na PAIR.
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