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“O mundo e o universo são lugares extremamente belos, 
e quanto mais os compreendemos, 
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RESUMO 

 

A colite ulcerativa pertence ao grupo das doenças inflamatórias intestinais, que são 

inflamações crônicas e recorrentes do trato gastrointestinal cujos sintomas incluem dor 

abdominal, cólicas, diarreia persistente, fadiga e perda de peso. Na colite ulcerativa, 

esta inflamação se restringe ao cólon e ao reto, apresentando infiltrado linfocitário e 

inflamação epitelial na mucosa e submucosa. Durante o processo inflamatório, são 

expressas no endotélio vascular as moléculas de adesão VCAM-1, MadCAM-1 e E-

selectina, que facilitam a transmigração dos leucócitos presentes na corrente 

sanguínea para o tecido intestinal. Estudos recentes apontam que a proteína HspB5 

está envolvida na expressão destas adesinas. Esta proteína faz parte da família de 

pequenas proteínas de choque térmico, agindo como chaperona molecular. Muito 

conservada na maior parte das espécies, a HspB5 modula diversos processos 

celulares, tais como degradação proteica, apoptose, angiogênese, câncer e doenças 

inflamatórias. Até o presente momento, não há um tratamento capaz de reverter 

permanentemente o quadro da colite ulcerativa. Neste sentido, na procura por 

possíveis alvos terapêuticos, objetivamos avaliar a presença da HspB5 por imuno-

histoquímica nas células endoteliais no tecido intestinal inflamado, utilizando para tal 

amostras do modelo experimental de colite ulcerativa induzido por DSS (dextran 

sulfato de sódio) a 2%. Foi observada uma tendência do tecido inflamado a apresentar 

maior quantidade de vasos positivos para HspB5 no citoplasma das células endoteliais 

(29,2±8,1%). Além disto, também observamos que o grupo doente apresentou uma 

quantidade total maior de vasos (média 25,2±4,2 por amostra, p= 0,0325), sugerindo 

que possa ter ocorrido angiogênese durante o período de indução da doença. Dando 

seguimento ao trabalho, pretendemos avaliar a presença das adesinas VCAM-1, 

MadCAM-1 e E-selectina, a fim de analisar se a expressão das mesmas correlaciona 

com a presença de HspB5 no tecido inflamado. 
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INTRODUÇÃO 

 

As Doenças Inflamatórias Intestinais (DII) são inflamações crônicas e 

recorrentes do trato gastrointestinal, cujos sintomas incluem dor abdominal, cólicas, 

diarreia persistente, fadiga e perda de peso (Ahmed et al, 2016). Embora a etiologia 

das DII seja desconhecida, estudos indicam que a disfunção da mucosa intestinal 

está relacionada à suscetibilidade genética, poluição e alterações na microbiota 

gastrointestinal (Sartor et al, 2006; Harper & Zisman, 2016). As principais 

manifestações das DII são a doença de Crohn (CD) e a colite ulcerativa (UC). 

Enquanto a doença de Crohn pode afetar qualquer segmento do trato 

gastrointestinal, apresentando um processo inflamatório transmural de aspecto 

granulomatoso com úlceras, a UC é uma inflamação que se restringe ao cólon e ao 

reto, apresentando infiltrado linfocitário e inflamação epitelial na mucosa e 

submucosa (Klein & Eliakim, 2010; Lee & Lee, 2016). 

 

Altas incidências das DII têm sido relatadas no norte da Europa, no Reino 

Unido e na América do Norte. Atualmente, a incidência anual de DC é mais alta na 

América do Norte (20,2 para cada 100.000 habitantes), enquanto que a incidência 

anual da UC e maior na Europa (24,3 a cada 100.000 pessoas). Nesse sentido, a 

prevalência das DII tem aumentado nos últimos 50 anos, sendo mais alta na 

Europa (505 para UC e 322 para DC a cada 100.000 habitantes). O Brasil se 

encontra no grupo de baixa incidência da doença, semelhante à encontrada em 

outros países da América latina, porem essa classificação pode estar equivocada 

devido à falta de dados e registros da frequência de DII. As pessoas jovens são as 

mais afetadas pelas DII; enquanto na UC o pico de incidência e entre 30-40 anos e 

o sexo masculino e o mais afetado, na DC o pico ocorre entre 20-30 anos, sendo o 

sexo feminino o mais afetado (Burisch et al. 2013; Ponder et al. 2013). 

 

Os tratamentos atualmente disponíveis para a UC consistem principalmente 

de aminosalicílicos, corticoesteróides, imunossupressores, e anticorpos 

monoclonais anti-TNF-α; entretanto, estes tratamentos visam apenas manter o 

estado de remissão e aliviar os sintomas clínicos das UC, além de poderem causar 

uma maior suscetibilidade a infecções intracelulares oportunistas, como tuberculose 

no caso de agentes anti-TNF-α, além de existir um risco potencial de linfoma e 

outras malignidades (Pithadia et al, 2011; Vermeire et al, 2011). Estes métodos 

visam principalmente manter o estado de remissão e aliviar seus sintomas clínicos, 
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não havendo tratamento disponível que consiga reverter permanentemente o 

quadro da doença até o momento.  

 

Durante o processo inflamatório, citocinas pró-inflamatórias, como o fator de 

necrose tumoral (TNF-α), são produzidas pelas células do sistema imunológico 

residentes no tecido do intestino, levando à ativação das células do endotélio 

vascular pela via NFκB (fator nuclear kappa B), o qual regula a expressão de 

moléculas de adesão como E-selectina, VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) 

e MadCAM-1 (Mucosal addressin-cell adhesion molecule) na membrana celular do 

endotélio vascular (Pober & Sessa, 2007). Enquanto a E-selectina promove uma 

interação fraca com os leucócitos que passam pelo sangue, diminuindo a 

velocidade de rolamento destes no fluxo sanguíneo, VCAM-1 promove a adesão 

dos leucócitos ao vaso, sendo expresso em pacientes com DII e pouco presente no 

tecido não-inflamado (Dieterich et al, 2013, Habtezion et al, 2016; Lobatón et al, 

2014). A proteína MadCAM-1, por sua vez, promove a migração destes leucócitos à 

mucosa, sendo expressa predominantemente no endotélio vascular intestinal em 

situação inflamatória (Briskin et al, 1997). Desta forma, estas moléculas de adesão 

promovem a migração de leucócitos presentes na corrente sanguínea para a 

mucosa do cólon (Jones et al, 1995), desempenhando assim um papel fundamental 

no desenvolvimento da inflamação. 

 

A proteína αB-cristalina (HspB5) faz parte da família de pequenas proteínas 

de choque térmico e auxilia na recuperação celular em situações de estresse 

(Boelens, 2014). Muito conservada na maioria das espécies – desde procariotos até 

humanos – esta proteína modula diversos processos celulares, tais como 

degradação proteica, apoptose, angiogênese, câncer e doenças inflamatórias 

(Rothboard, 2012). A HspB5 é expressa em diversos órgãos, como na lente ocular, 

auxiliando na manutenção da transparência da mesma; no coração, atuando na 

manutenção das células sob o estresse oxidativo; e no cérebro, onde é mais 

presente na massa branca, possivelmente atuando na proteção das bainhas de 

mielina.  Além disso, essa proteína já foi encontrada em outros órgãos como rim, 

pulmão, placenta, pele, esôfago, fígado e nos tecidos muscular e adiposo (Horwitz, 

1992; Christians et al, 2012; Schmidt et al, 2012; Reddy & Reddy, 2015).  

 

Embora a expressão aumentada de HspB5 tenha sido relatada em algumas 

doenças inflamatórias (Cherneva et al, 2012; Yeboah & White, 2001; Sreekumar et 

al, 2010; Rothboard et al 2012;  Ousman et al 2007; van Noort et al, 2013; Shao et 
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al, 2013) seu efeito no processo inflamatório, ainda não está bem elucidado.  No 

estudo de Dieterich e colaboradores (2013), foi demonstrado que HspB5 induziu a 

superexpressão da molécula de adesão E-selectina em resposta a TNF-α em 

células endoteliais HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). O mesmo foi 

observado em linhagem de células endoteliais (MyEnd - myocardial microvascular 

endotelial cells), nocaute para HspB5, que apresentou a redução da expressão de 

E-selectina e VCAM-1 na presença de TNF-α, em comparação ao grupo wild type. 

Estes dados sugerem que um aumento nos níveis de HspB5 poderia apresentar um 

efeito pró-inflamatório, devido ao aumento da expressão de adesinas e 

consequente migração de leucócitos. 

 

O estudo do mecanismo de recrutamento de células inflamatórias para o 

intestino na UC e a sua relação com HspB5 permitirá uma melhor compreensão dos 

processos celulares e moleculares envolvidos na doença, para no futuro possibilitar 

novas estratégias de intervenção terapêutica. De nosso conhecimento, não há 

estudos na literatura sobre a relação entre alterações na expressão de HspB5 e 

UC, ressaltando a relevância deste estudo no desenvolvimento de novas terapias. 

Desta forma, no presente trabalho buscamos avaliar a expressão da proteína 

HspB5 no cólon de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de indução 

experimental de UC aguda.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Locais de realização  

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Patologia Experimental (UPE) e no 

Centro de Terapia Gênica do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), bem como na Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).  

 

Análise histopatológica 

O escore histológico foi determinado por patologista que desconhecia a 

composição dos grupos experimentais, conforme Dieleman e colaboradores (1998) 

(Tabela 1). Cada parâmetro histológico, como severidade da inflamação (0-3), 

profundidade da inflamação (0-3), regeneração (0-4) e dano à cripta (0-4), foi 

multiplicado pela porcentagem de comprometimento do tecido (1 ponto para 1-25%, 

2 pontos para 26-50%, 3 pontos para 51-75%, 4 pontos para 76-100%). Portanto, a 

severidade e a profundidade da inflamação tiveram uma escala de pontuações de 0 

a 12, a regeneração e o dano à cripta de 0 a 16. O índice histológico da doença foi 

calculado como a soma dos produtos de todos os parâmetros. 

 
Fonte: Dieleman et al., 1998. 
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Reação de imuno-histoquímica 

 

Foram avaliadas 6 amostras de material biológico de camundongos 

C57BL/6 submetidos ao modelo experimental de UC aguda, induzida por 2% DSS 

(dextran sulfato de sódio) na água de beber ad libitum por 7 dias, bem como de 6 

camundongos saudáveis como controle. Tais amostras já se encontravam em 

blocos de parafina e provêm do projeto GPPG110244 de nosso grupo de pesquisa, 

previamente aprovado pela CEUA e desenvolvido na Unidade de Experimentação 

do HCPA. 

Cortes longitudinais de 4µm de espessura do intestino grosso foram obtidos 

no micrótomo na UPE para a realização das reações de imuno-histoquímica, que 

foram realizadas pelo método da imuno-histoquímica indireta com anticorpo 

secundário conjugado a Horseadish peroxidase. A desparafinização das amostras 

foi realizada em banhos consecutivos de álcool e xilol. Para a recuperação 

antigênica, os cortes foram imersos em tampão citrato pH 6,0 durante 20 minutos, a 

95°C. A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada em banhos consecutivos 

de peróxido de hidrogênio 5% em metanol (v/v), por 10 minutos, à temperatura 

ambiente. As reações inespecíficas com foram bloqueadas (ProteinBlock REF DPB-

125) por 10 minutos. Em seguida, o anticorpo primário contra a proteína HspB5 

(CRYAB, αB-crystallin, Sigma Aldrich, SAB4500485, 1 mg/mL produzido em 

coelho), diluído em PBS na proporção 1:100, foi adicionado às lâminas que ficaram 

a 4°C overnight. Após lavagem com água corrente e PBS, o Goat anti-rabbit IgG 

HRP conjugate (Millipore 1 mg/mL) foi adicionado na concentração de 1:200 e 

mantido por 30 minutos seguido de revelação. 

 

 

Análise da marcação imuno-histoquímica  

Foi analisado 1cm de comprimento da porção mais distal do intestino de 

cada amostra. As amostras foram analisadas manualmente em microscópio óptico 

no aumento de 400x, sendo contabilizado o número de vasos sanguíneos positivos 

e negativos para a marcação imuno-histoquímica (Figura 1). Foram quantificados 

apenas os vasos conservados que apresentavam lúmen e mínimo de uma célula 

endotelial com núcleo bem definido. 
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Figura 1: Classificação dos vasos na imunohistoquímica. Os vasos foram classificados em: 

positivos para HSPB5 (citoplasma positivo) (1) e negativos para HSpB5 (sem marcação) (2). 

Legenda: M = camada mucosa, MM= camada muscular da mucosa, SM = camada 

submucosa, MU = camada muscular. Lâminas de imuno-histoquímica, microscópio óptico, 

aumento de 400x. 

 

Análise estatística 

Os dados foram analisados no software estatístico GraphPad utilizando o 

teste t de student não-pareado, sendo utilizado um intervalo de confiança de 95%, 

ou seja, foram considerados significativos os dados que apresentaram o valor de 

p<0,05. 
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RESULTADOS 

A análise histológica demonstrou que o modelo de indução de UC resultou 

em animais com inflamação intestinal na mucosa e na submucosa, ocorrendo 

quase completa degeneração da estrutura das glândulas da mucosa no grupo 

doente. O escore histológico médio dos animais controles foi 0  0, enquanto o 

escore dos animais doentes foi em média de 7.8 ±0.7, indicando a efetividade do 

modelo DSS na indução da inflamação (figura 2). 

 

Figura 2: Características histológicas de colite induzida por DSS A. Lâmina de HE de 

indivíduo controle apresentando mucosa do cólon conservada. B. Lâmina de HE de 

indivíduo doente apresentando dano à estrutura das glândulas da mucosa do cólon. 

Microscopia óptica, aumento 200x. C. Gráficos do escore histológico, demonstrando 

diferença significativa entre animais controle e doentes (DSS). Inflamação, regeneração e 

dano às criptas p=0,008; extensão p=0,0015. Fonte: Gonçalves et al., 2014. 
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A análise imuno-histoquímica demonstrou que no grupo doente 

29,19±8,15% dos vasos apresentavam marcação positiva para HspB5, contra 

15,08±4,22% no grupo controle (figura 3). Tal resultado não obteve significância 

estatística, entretanto, é importante observar que há uma clara tendência do 

endotélio vascular a apresentar maior presença desta proteína em processos 

inflamatórios.  

 

Figura 3: Quantidade de vasos com citoplasma da célula endotelial positivo para HspB5. A. 

Gráfico da quantificação de vasos positivos para a HspB5. B. Lâmina de imuno-histoquímica 

de amostra do grupo controle apresentando um vaso com citoplasma da célula endotelial 

negativo. C. Lâmina de imuno-histoquímica de amostra do grupo doente apresentando três 

vasos com citoplasma da célula endotelial positivo Legenda: M = camada mucosa, SB = 

camada submucosa. Microscopia óptica, aumento 400x. 
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Durante as análises observamos também uma superioridade no número 

total de vasos no grupo doente, que apresentou uma média de 25,16±4,29 vasos 

por amostra na porção analisada, comparado a 11,50±2,61 vasos nos animais do 

grupo doente (p= 0,0325) (figura 4). 

 

 

Figura 4: Quantidade total de vasos por grupo. A. Gráfico representativo da quantidade total de vasos 

por grupo B. Lâmina de imuno-histoquímica de amostra do grupo doente apresentando quatro vasos em 

uma mesma imagem. Legenda: M = camada mucosa, MM= camada muscular da mucosa, SB = camada 

submucosa. Microscopia de luz, aumento de 400x.  
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DISCUSSÃO 

 

Até o presente momento, pouco é conhecido sobre a atuação da HspB5 em 

doenças inflamatórias. Em pacientes de doença pulmonar obstrutiva crônica, a 

HspB5 tem sua expressão aumentada, atuando como um imunossupressor 

endógeno, na tentativa de controlar a inflamação excessiva (Cherneva et al, 2012). 

No estudo de Dieterich e colaboradores (2013), a proteína HspB5 induziu a 

superexpressão de E-selectina em resposta a TNF-α em células endoteliais 

HUVEC. Na linhagem de células endoteliais MyEnd nocaute para HspB5 se 

observou a redução da expressão de E-selectina e VCAM-1 na presença de TNF-α, 

em comparação ao grupo wild type. Indicando um envolvimento de HspB5 com o 

aumento da expressão de adesinas, migração de leucócitos e consequentemente 

com a inflamação.  

 

Em uma célula em situação não-inflamatória, a via do NfKB é inibida pelo 

IKB, que o sequestra para o citosol, impedindo que este entre no núcleo e atue 

como fator de transcrição. Quando citocinas pró-inflamatórias como TNF-a e IL1B 

se ligam à membrana plasmática, o inibidor de IKB (IKKB) é ativado e irá fosforilar e 

degradar o IKB. Com isto, NfKB fica livre para ir para o núcleo, onde promove a 

transcrição de proteínas inflamatórias como VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina. Em um 

estudo com uma linhagem de mioblastos, observou-se que, em resposta ao 

tratamento com TNF-a, a HspB5 se liga ao IKKB, ativando sua atividade quinase, 

facilitando a degradação de IKB, uma etapa inicial da ativação da via do NfKB 

(Adhikari et al, 2011), conforme ilustrado na figura 6. 

 

 Como anteriormente mencionado, foi demonstrado que a expressão 

ectópica de HspB5 em células endoteliais induziu a superexpressão de E-selectina 

em resposta a TNF-a, enquanto células nocaute para HspB5 demonstraram inibição 

da expressão das adesinas E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 mesmo na presença de 

TNF-α, tal fato foi associado ao alto nível de IκB (inhibitor of kappaB) nas mesmas 

(Dieterich et al, 2013). Assim, acredita-se que a HspB5 atue de forma coadjuvante 

ao TNF- α na ativação da via do NfKB.  
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Figura 6: Ilustração da atuação da proteína HspB5 na via do NfKB, mostrando o interior de 

um vaso sanguíneo. Em rosa: células endoteliais expressando as adesinas VCAM-1, 

MadCAM1 e E-selectina. Em lilás: leucócitos presentes no fluxo sanguíneo sendo atraídos 

para dentro do tecido inflamado. 

 

Para que tal processo ocorra, seria necessária a presença da proteína 

HspB5 no citoplasma da célula, por ser este local em que o NfKB se encontra 

quando não está ativo. Nossos dados estão de acordo com estes estudos, pois se 

verificou maior quantidade de HspB5 no citoplasma das células endoteliais no 

tecido inflamado do que no saudável, indicando uma possível atuação desta 

proteína nesta via. Estes dados, apesar de não significativos, sugerem uma maior 

tendência do tecido inflamado a apresentar HspB5 em processo de inflamação 

intestinal, podendo essa proteína apresentar um efeito pró-inflamatório. 

 

Entretanto, em um modelo experimental de encefalomielite autoimune, foi 

demonstrado a ligação da proteína HspB5 a moléculas pró-inflamatórias de forma 

temperatura-dependente no meio extracelular, diminuindo a inflamação do tecido 

(Rothboard et al, 2012). Por outro lado, foi demonstrado que a ativação in vitro de 

células da micróglia humana com HspB5 desencadeou o aumento da expressão 

das citocinas IL-6 e IL-1B (pró-inflamatórias) podendo acarretar a ativação de 
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lesões de esclerose múltipla (Bsibsi et al, 2013). Kore & Abraham (2014) 

demonstraram que a ativação das células gliais com TNF-a e IL1B elevou 

significativamente os níveis de HspB5 intracelular e da secretada via exossomos 

para o meio extracelular. Tais dados conflitantes parecem sugerir que a HspB5 

pode atuar de forma diferenciada conforme o tipo celular onde é encontrada.  

 

Por fim, em nossa análise observamos uma maior quantidade total de vasos 

no grupo doente em relação ao controle. Tal resultado pode ser relacionado a uma 

maior angiogênese no tecido durante o breve período de indução do modelo 

experimental. A angiogênese é estimulada principalmente pelo VEGF-A (Vascular 

endothelium growth factor A), cuja interação com a HspB5  já foi reportada (Kase et 

al, 2010). É interessante notar que a proteína HspB5 interage com VEGF-A na 

mesma região com a qual ela reconhece e se liga a proteínas desnaturadas, o que 

sugere que ela tenha a função de estabilizar o VEGF-A (Kerr & Byzova, 2010). 

 

 No interior de tecidos carcinogênicos, costuma existir um ambiente de 

hipóxia, o que eleva a expressão de HspB5 (Yaung et al, 2008). Em células 

epiteliais de retina submetidas a hipóxia foi verificado que HspB5 e VEGF-A estão 

co-localizadas no citoplasma. Neste mesmo estudo, foi visto que camundongos 

nocaute para HspB5 demonstraram pouca expressão de VEGF-A. Dimberg e 

colaboradores (2008) observaram que vasos de tumores em camundongos nocaute 

para a HspB5 apresentaram uma menor formação de vasos, além de altos níveis 

de apoptose nos vasos existentes, parecendo haver um papel importante da HspB5 

na estimulação de neovascularização. Tais dados estão de acordo com nossos 

resultados, onde tivemos maior presença de HspB5 no citoplasma celular e maior 

quantidade total de vasos sanguíneos no grupo doente.  
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CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Podemos concluir que foi encontrada uma tendência a maior expressão da 

HspB5 no cólon de camundongos submetidos a modelo experimental de colite 

ulcerativa. Entretanto, mais estudos são necessários para determinar sua função, 

bem como a relação desta com as moléculas de adesão VCAM-1 e E-selectina.  

 

Dando continuidade ao trabalho, iremos analisar a presença das adesinas 

VCAM-1 e E-selectina – os anticorpos já foram padronizados e as lâminas já foram 

confeccionadas, faltando realizar apenas a contagem e a posterior análise dos 

dados. Além disto, acreditamos ser interessante avaliar a presença de TNF-a no 

tecido, a fim de observar se nossos dados condizem com uma possível ativação da 

via do NfKB na mesma proporção da expressão da HspB5. 

 

Além disto, no que condiz à diferença entre a quantidade de vasos positivos 

para a proteína HspB5 entre os grupos, o número amostral de apenas 6 indivíduos 

por grupo pode não ter sido suficiente para evidenciar significância estatística. 

Sendo assim, pretendemos aumentar o número amostral. 

 

Desta forma, buscamos complementar o presente trabalho, investigando a 

influência da expressão da proteína HspB5 na inflamação intestinal. 
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