EFEITO DA PROTEINA ANEXINA 1 COMO UM RECURSO
TERAPEUTICO NO TRANSPLANTE DE PELE. Fernanda Vargas e Silva

Castanheira, Sonia Maria Oliani, Rodrigo Antonio Parra Teixeira ¢ Amilcar Sabino Damazo. —
Morfologia— Ciéncias Bioldgicas — Depto de Biologia — Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas — Campus de Sao José do Rio Preto.

A mais de uma década, vdrios estudos t€m descrito o papel da proteina anexina-Al (AnxAl) na
funcdo leucocitdria, na fisiofarmacologia dos mediadores inflamatérios e no processo de ativacido e
recrutamento dos neutréfilos (PERRETTI & D’AQUISTO, 2006). A AnxAl foi identificada
originalmente como responsavel por vdrios efeitos antiinflamatérios dos glicocorticéides, como a inibi¢ao
dos eicosandides (FLOWER & BLACKWELL, 1979) e a regulacio da adesdo dos neutréfilos
(PERRETTI, 1997). Virios trabalhos t€m caracterizado a regido N-terminal da AnxAl como promotora
da acdo antiinflamatéria, sendo que os resultados experimentais com peptideomiméticos (seqiiéncias
curtas de 1,5 a 3,5 kDa da regido N-terminal), tais como o peptideo Ac2-26, confirmam a presenga desse
sitio ativo antiinflamatério (OLIANI et al, 2001, GAVINS et al., 2003). Alguns trabalhos sugerem que a
AnxAl atua como uma proteina de estresse celular, apresentando similaridades as proteinas de choque
térmico (Hsp), como por exemplo, na regulacao da morte celular em timdcitos de ratos tratados com H,0,
(GIDROL et al., 1996) e na reducdo do dano cardiaco induzido por leucdcitos associado com a lesdo por
isquemia/reperfusao (GAVINS et al., 2005).

A AnxAl também regula os efeitos pré-apoptéticos dos glicocorticdides em vérios leucdcitos e
células epiteliais, através da ativacdo da caspase 3 e/ou influxo de célcio intracelular (SOLITO et al.,
2001). Além disso, a ANXA1 exdgena estimula o aumento de cdlcio intracelular seguido pela
desfosforilacio da proteina pré-apoptética Bad, induzindo apoptose em neutrdfilos, detectada pelo
aumento da expressdo da proteina anexina 5 (SOLITO et al., 2003). A apoptose de leucdcitos,
principalmente linfécitos, podem proteger tecidos lesados contra a morte necrética induzida pela interagdo
de antigenos e receptores de células T, inibindo a liberagdo de mediadores citotdxicos e enzimas
proteoliticas (PERRETTI & SOLITO, 2004).

Diante da acdo protetora da AnxAl, investigamos a acdo do peptideo da AnxAl como um recurso
terapéutico na inibicdo da resposta inflamatdria da rejeicao do aloenxerto de pele, entre duas linhagens de
camundongos completamente incompativeis quanto ao complexo de histocompatibilidade (MHC):
C57BL/6 (receptores) e Balb/c (doadores).

Os animais foram anestesiados pela administragdo intraperitoneal (i.p.) de Dopalen (60%) e
Anasedan (40%) dissolvidos em PBS estéril. Para obtencdo do enxerto, uma incisao sagital (1 cm da base
da cauda) foi feita na pele dos animais BALB/c. Em seguida, outra incisdo transversal foi realizada em
torno da cauda, sendo a pele removida e colocada em solucdo fisioldgica, onde permaneceu até o
momento do uso. A implantacio do aloenxerto foi iniciada com a tricotomia, seguida da retirada de 1 cm”
de pele no dorso dos animais receptores C57BL/6. Apds, o segmento de pele da cauda do animal doador,
BALB/c, foi implantada e fixada por sutura com fio 0,8.

Os animais do grupo tratado receberam 100 pg i.p. do peptideo Ac2-26, derivado da regido N-
terminal da proteina AnxAl, por 4 dias consecutivos. A droga foi administrada no dia —1 (um dia antes do
procedimento cirudrgico), no dia O (dia do transplante) e nos dias +1 e +2. No 5° dia pds-transplante, os
camundongos foram novamente anestesiados para coleta de amostras de sangue (1 ml por animal) para
quantificacdo dos leucdcitos na cdmara de Neubauer. Em seguida, apds o sacrificio, os leucdcitos isolados
do sangue e fragmentos de pele foram fixados (paraformaldeido a 4% e em glutaraldeido a 0,5%) por 2
horas, a 4°C. Apds, foram desidratados em série crescente de etanol e incluidos na resina LRGold
(London Resin Co., Reading, Berkshire, UK) para andlise morfolégica. Finalmente, para quantificagdo de
células em apoptose, seccdes de pele foram incubadas com o anticorpo primadrio rabbit policlonal contra a
anexina 5 (AnxAS5) humana (Santa Cruz, Santa Cruz, Califérnia, USA), seguido do anticorpo secundério
goat anti-rabbit IgG (Fc fragmento especifico) conjugado com ouro coloidal de 5 nm (British Biocell
International, Cardiff, UK) e contra coradas com hematoxilina/eosina. Para quantificacdo da expressio da



proteina endégena AnxAl, utilizou-se o anticorpo primdrio rabbit policlonal anti-AnxAl (Zymed
Laboratories, Cambridge, UK), seguido do secunddrio fluorescente FITC anti-rabbit 1gG (Serotec,
Oxford, UK). A reacdo de imunofluorescéncia foi analisada densitametricamente com o software
Axiovision acoplado no microscépio AXIOSKOP 2 (ZEISS).

O grupo de animais C57BL/6 submetido ao transplante de pele apresentou 100% de rejeicdo do
aloenxerto no 10° dia ap6s o procedimento cirdrgico, o que foi evidenciado por apresentar 90% de necrose
epitelial. Entretanto, nos animais tratados com o peptideo Ac2-26, a rejeicdo do aloenxerto foi retardada,
ocorrendo apenas no 15° dia, demonstrando a eficiéncia deste peptideo em prolongar a sobrevida do
aloenxerto de pele. Para melhor compreender os mecanismos de retardo da rejei¢do tecidual, realizamos
andlises da cinética celular, morfologia e imuno-histoquimica apds 5 dias do transplante. A anélise
estatistica dos leucdcitos circulantes no sangue periférico demonstrou que houve uma reducio
significativa na quantidade de neutréfilos (0,9i0,1)(106 e 0,6i0,1>(106 células/ml, respectivamente nos
grupos sem tratamento e tratado) e de linfécitos (2,210,1)(106 e 1,440,1x10° células/ml).

A andlise histologica do aloenxerto dos animais sem tratamento, 5 dias apds o transplante,
mostrou a presenca de um infiltrado de células inflamatérias na regido da derme profunda. Entre estas
células, destacamos os neutrdfilos transmigrados para a derme profunda (170,0+2,6 células/mmz) € a
presenca de células inflamatdrias residentes, tais como os mastécitos localizados préximos aos vasos
sanguineos e com caracteristicas de desgranulacdo (4,4+0,2 e incidéncia de 84%). Nos animais com
tratamento, observamos um aumento do nimero de vasos sanguineos, principalmente na derme, sugerindo
que a AnxAl estimulou a produgdo de fatores angiogénicos. Neste grupo, o tratamento induziu a redugio
do nimero de neutrdfilos transmigrados (102,0+4,2), enquanto os mastdcitos apresentaram um aumento
no ndmero (5,2+0,1) e na incidéncia do processo de desgranulagdo (100%), principalmente na regido do
processo de inflamag@o da derme profunda.

As andlises imuno-histoquimicas no aloenxerto indicaram que a porcentagem de leucdcitos
positivos para AnxAS5 foi maior no grupo tratado em relacio ao ndo tratado (71% e 49%,
respectivamente), demonstrando que um dos mecanismos de inibicdo da rejei¢dao tecidual da AnxAl
atuam na indug@o do processo de apoptose dos leucécitos do aloenxerto. Em relagdo a expressdo da
AnxAl end6gena observamos pela imunofluorescéncia que os neutréfilos do grupo tratado apresentavam
uma maior imunorreatividade em relagdo aos do grupo ndo tratado (72,1%1,5a.u. e 51,4%1,5a.u.
respectivamente). Este fato sugere que o peptideo Ac2-26, quando administrado, pode ligar-se aos
receptores (FPR) na membrana dos leucécitos desencadeando os efeitos anti-migratérios e induzindo a
expressdo de AnxA1 endégena, que por sua vez pode atuar autocrinamente/paracrinamente nos leucdcitos.

Em conclusdo, os dados obtidos nas investigacdes do processo pds-transplante, sugerem que o
peptideo Ac2-26 apresenta importante papel regulatério na inibicdo da rejeicdo tecidual no aloenxerto de
pele, atuando com mecanismos moleculares distintos no recrutamento e na ativacdo das células
inflamatdrias, sobretudo mastécitos e neutréfilos. Assim, nds sugerimos que a proteina AnxAl atua na
biodindmica da angiogénese e na supressao do dano tecidual induzido pelos leucécitos, indicando um
possivel papel imunossupressor no transplante de pele.
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