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INTRODUCAO

A perda auditiva é a mais prevalente é a desordem sensorial crescendo acentuadamente a
nivel mundial. A perda auditiva induzida pelo ruido (PAIR) é a segunda maior causa de dano
auditivo mundial. Além dos impactos na satde publica, ha também grandes impactos na saide
individual, especialmente referente a comunicacdo entre as pessoas. (WHO, 2017).

A PAIR ocorre por estresse que danifica células ciliares da coclea. Neste sentido, a atuacao
proteinas com agao citoprotetora, como as proteinas do choque térmico de 70kDa (Heat Shock
Proteins - HSP70), podem atuar protegendo a audicao (MATHEW; MORIMOTO, 1998; YOSHIDA,
N.; KRISTIANSEN, A.; LIBERMAN, M. C, 1999)

A imunohistoquimica (IHQ) é uma técnica utilizada diagndstico de diferentes doencas que
visa identificar proteinas especificas através de reagdes antigeno-anticorpo (Ag-AC) e a seguir,
identificacdo especifica por coloracdo. (RAMOS-VARA, BEISSENHERZ, 2000; FERRO, 2013). O
objetivo desse trabalho foi realizar uma revisao sobre a IHC utilizada para identificar a expressao
de HSP70 no tecido coclear.

METODOLOGIA

Este estudo é uma revisdo 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 Ciéncias da
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Satde (LILACS), Periddicos CAPES, e pesquisas locais na Biblioteca Mario Osorio Marques da
UNIJUI Foram utilizados, os seguintes descritores e suas combinagdes nas linguas portuguesa e
inglesa: “Imunohistoquimica”, “Método”, “Céclea”, “Perda da audigao” e “Exposicao ao ruido”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicao ao ruido leva a uma intensa atividade metabdlica na cdclea sendo responsavel
por levar a um quadro de estresse oxidativo, podendo ocasionar danos considerados transitério ou
premente, dependendo do grau e tempo de exposicdo ao ruido. (HENDERSON et al., 2006).
Portanto, os estudos geralmente relacionam a expressao de HSP70, considerado um fator de
protecao ao dano coclear, com dados sobre estresse oxidativo e inflamagdo. (YOSHIDA, N.;
KRISTIANSEN, A.; LIBERMAN, M. C, 1999; HECK; SCHOLER; DE BITTENCOURT, 2011).

A THQ pode ser usada para poder visualizar a intensidade de estresse celular pela
quantificacdao da expressao tecidual/celular de HSP70 no tecido coclear (MAHALE, A. et al; 2017).
A THQ visa identificar proteinas especificas através de reagoes antigeno-anticorpo (Ag-AC) através
da coloracao. Contudo, ao conjugar um anticorpo a um corante fluorescente aumenta a
sensibilidade de detecgdo, o que representa grande avango na técnica (FERRO, 2013). Portanto,
sdo empregados dois tipos de métodos na IHQ: enzimatico e fluorescéncia. (SALLES, et al., 2009)

Na técnica imunoenzimética por fluorescéncia, anticorpos sdo acoplados a chamados
flurocromos. Tais flurocromos sofrem processo de exposicao a luz ultravioleta, emitindo espectros
de luz visivel, observada de forma especifica por meio de um microscépio de fluorescéncia.
(FERRO, 2013)

O método enzimatico é o método de mais comum uso, pois permite principalmente, a
visualizacdo em microscépio optico. Através desse método é possivel visualizar a estrutura geral
do tecido e a marcacao da IHQ. (DARKO, 2009; FERRO, 2013)

Por meio da agdo enzimatica, é possivel obter produtos finais coloridos a partir de
cromogénios incolores. Entretanto, a coloragdo varia de acordo com o tipo de enzima e substrato
utilizados. As enzimas mais utilizadas sdo 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
rabano (Armoracia rusticana). (O’'LEARY T]J, BECKER, FRISMAN DM; 2003). A HRP oxida
indiretamente os cromogénios ao reagir com o perdxido de hidrogénio. Os cromogénios utilizados
sdo substancias que na sua forma oxidada sao coloridas e estaveis, conferindo cor ao local da
reacdo. A intensidade da coloracdo depende dos procedimentos de coloragdo usados além o
conteido de proteina em si. (UMEMURA et al, 2004). Como o contetido de HSP70 em células
diante de situagdes de estresse pode chegar até 5% das proteinas totais (HECK et al, 2011),
geralmente o método colorimétrico é suficiente para detecgao destas proteinas.
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Para haver reacdo entre o antigeno e o anticorpo em materiais fixados por aldeidos é
necessario desmascarar os antigenos, desfazendo as pontes intermoleculares formadas durante a
fixagcdo. Com esse objetivo, utiliza-se um procedimento denominado recuperagdo antigénica.
Existem diversos mecanismos para se recuperar os antigenos em um tecido. A escolha do método
ideal depende do tipo de tecido a ser analisado e da pratica do laboratodrio. A técnica serve para
desmascarar epitopos possibilitando restaurar a conformacao de epitopos de interesse, para a
adesdo de anticorpos primarios nas estruturas teciduais e possivel interagao. (MOLINARO,
CAPUTO, 2010; FERRO, 2013)

Outro elemento capaz de causar reais inespecificas é a peroxidasse enddgena tecidual. No
método enzimatico, o substrato cromdgeno tende a reagir- tanto com a peroxidasse ligada ao
anticorpo da reagdo quanto com a peroxidasse tecidual. O bloqueio da peroxidasse enddgena é
realizado utilizando agua oxigenada a 3%, entdo dilui-se o anticorpo primario em solugao
albumina a 1%, incuba-se o anticorpo primario, em camara imida, em overnight por refrigeracdo
a 4°C. 38. Para avaliagao da HSP70, as laminas sdo tratadas com anticorpo monoclonal primdrio
anti-HSP70 na concentracdo 1:500. (MOLINARO, CAPUTO, 2010)

Apds o tempo de incubacdo as laminas sdo entdao mergulhadas em tampao PBS, tampao de
lavagem sendo que a laminas sdao lavadas 2x 5 min. Posteriormente, adiciona-se o anticorpo
secundério marcado com peroxidasse 1:100 por 2h em camara umida por 30 minutos. Ao chegar
no fim o tempo de incubagéao é realizado em temperatura ambiente e novamente lavadas em PBS
2x 5min. Por fim, é adicionado o substrato cromogénio, diaminobenzina (DAB), 3,3’ -
diaminobenzidina tetrahidrocloreto) 0,1% por 10 minutos realizando mais uma lavagem em agua
corrente e contra corado com hematoxilina de Harrys e montadas para visualizacdao em
microscépio optico. (CAMBRUZZI, E. et al, 2011)

A colocagao marrom do DAB é separada da hematoxilina pela técnica de deconvolugao de
cor e a intensidade pelo nimero de pixels avaliara quantitativamente a intensidade de HSP70 nas
cocleas, analisadas pelo software gratuito Image]® ( VARGHESE et al., 2014; MAHALE et al.,
2017).

CONSIDERACOES FINAIS

A imunohistoquimica se baseia na capacidade de atracao de substancias aos anticorpos,
que quando interagem, possibilitam identificacao molecular de elementos teciduais em um
microscopio comum. Com o propdsito de identificar alguns elementos teciduais é preciso
reconhecer proteinas especificas. Para reconhecer a HSP70 a técnica de imunohistoquimica
podem ser utilizada, sendo uma técnica que pode auxiliar no maior entendimento dos processos
fisiopatoldgicos envolvidos na PAIR.

Palavras-chave: imunohistoquimica; perda auditiva; proteina de choque térmico;

Keywords: immunohistochemistry; Hearing Loss; heat shock protein;
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