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RESUMEN

ntroduccion: Las anexinas A1y A2 se han relacionado con el
mantenimiento de la integridad tisular. Han sido identificadas en
varios tejidos humanos pero su expresion en el tracto aerodigesti-
Vo superior es poco conocida. El objetivo de este trabajo es estudiar
la expresion de estas proteinas en la mucosa del tracto aerodigesti-
vo superior. Material y métodos: Se estudian muestras de mucosa
respiratoria (nasal y laringea) y digestiva (de cavidad oral y faringe)
de pacientes intervenidos de cirugia no oncoldgica. La expresion de
las anexinas A1y A2 se estudia por inmunohistoquimica. Resulta-

dos: Ambas anexinas se expresan tanto en el epitelio ciliado pseu-
doestratificado como en el plano poliestratificado no queratinizado,
pero con un patrén diferente; la anexina A1 se expresa en las célu-
las mas diferenciadas, mientras que la A2 lo hace en las menos dife-
renciadas (con la excepcion de los cilios de las células ciliadas).
Conclusién: Aunque las anexinas A1y A2 estan estructural y filoge-
néticamente relacionadas, su diferente expresion en la mucosa del
tracto aerodigestivo superior sugiere que participan en funciones cla-
ramente diferenciadas.

PALABRAS CLAVE: Anexinas. Epitelio. Tracto aerodigestivo. Funcion.

ABSTRACT
EXPRESSION OF ANNEXINS A1 AND A2 IN THE MUCOSA OF THE UPPER AERODIGESTIVE TRACT

ntroduction: Annexins A1 and A2 have been related with the
maintenance of tissue integrity. They have been identified in a wi-
de variety of tissues, but little is known regarding their expression
in upper the aerodigestive tract. The aim of this work is to describe
the expression of these proteins in the mucosa of the upper aerodi-
gestive tract. Material and methods: Tissue samples from respiratory
(nasal and laryngeal) and digestive (oral and pharyngeal) mucosa
from non-oncological patients were studied. Annexin A1 and A2 ex-

pression was determined by immunohistochemistry. Results: Both
annexins were expressed in the ciliated and in the stratified non-ke-
ratinized epithelia, but with a different pattern; ANXA1 was expres-
sed in the more differentiated cells whereas ANXA2 was expressed
in the less differentiated ones (with the exception of the cilia of cilia-
ted cells). Conclusion: Although annexins A1 and A2 are structurally
and philogenetically related its expression pattern in the upper aero-
digestive tract suggests that they have different functions.
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INTRODUCCION

Las anexinas constituyen una familia de protei-
nas caracterizadas por su capacidad de union a fos-
folipidos en presencia de ion calcio. Las anexinas
humanas pertenecen a la subfamilia A de las anexi-
nas de los vertebrados, habiéndose identificado 12
miembros. Se designan con el simbolo ANX seguido
de un subfijo que indica el numero de anexina, des-
de la A1 a la A11 y luego la A13, pues no hay ane-
xina A12'. Desde el punto de vista estructural se ca-
racterizan por un nucleo formado por cuatro
dominios repetitivos homologos (ocho en la anexina
AG) de 68-69 aminoacidos cada uno, precedido de
una secuencia amino-terminal Unica®. Las diversas
funciones de los miembros de la familia vienen con-
feridas por las divergencias en la secuencia del nu-
cleo central y por el dominio amino-terminal unico.

La anexinas se han implicado en un amplio es-
pectro de procesos celulares y moleculares, que in-
cluyen la modulacién de la actividad fosfolipasa A2
y tirosin-quinasa en la transduccion de senales, el
mantenimiento de la integridad del citoesqueleto y
la matriz extracelular, el crecimiento y la diferencia-
cion tisulares, la inflamacion y la coagulacién san-
guinea®. Sin embargo la funcion exacta de las dife-
rentes anexinas permanece desconocida. La
anexinas A1 y A2 (ANXA1 y ANXA2 respectiva-
mente) se hallan estructuralmente relacionadas y
han sido implicadas en la diferenciacién y manteni-
miento de la estructura tisular®**. Dichas anexinas
han sido identificadas en una amplia variedad de
tejidos humanos®, pero los estudios que detallan la
localizaciéon de estas proteinas a nivel celular en di-
chos tejidos son escasos. Solo un estudio previo®
ha analizado la expresion de la ANXA1 y la ANXA2
en el epitelio del tracto aerodigestivo superior, pero
no en detalle, al tratarse de un estudio sobre diver-
sos tejidos. La informacion sobre la localizacion
exacta de estas proteinas en los diferentes tejidos
podria ser util para profundizar en el conocimiento
de sus funciones fisiolégicas, que se hallan aun en
investigacion. Con esta intencién estudiamos la ex-
presion de las anexinas A1 y A2 en el tracto aero-
digestivo superior mediante inmunohistoquimica.

MATERIAL Y METODOS
Muestras tisulares

Las muestras de mucosa del tracto aerodigesti-
vo superior fueron obtenidas de pacientes someti-
dos a cirugia no oncoldgica, previa obtencion del
consentimiento informado de los mismos. Las
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muestras de mucosa nasal se obtuvieron del cor-
nete medio en pacientes intervenidos de septo-
plastia. Las muestras de mucosa de la cavidad
oral y de la faringe se obtuvieron en pacientes in-
tervenidos de amigdalectomia. Finalmente, las
muestras de mucosa laringea se obtuvieron de la
cara laringea de la epiglotis en pacientes interveni-
dos de microcirugia laringea. Las muestras fueron
fijadas inmediatamente en formol tamponado y
posteriormente deshidratadas en alcoholes de dife-
rentes grados e incluidas en parafina.

Estudio inmunohistoquimico

Las muestras incluidas en parafina se cortaron
en secciones de 4 mm y desecadas en portaobje-
tos especiales para capilaridad (ChemMate; Bio-
TEK Solutions, Santa Barbara, CA, USA). Las sec-
ciones fueron desparafinadas con xilol e hidratadas
de forma convencional. La recuperacién del antige-
no se realiz6 mediante tratamiento con proteinasa
K en el caso de la ANXA1 y mediante calor (calen-
tando las muestras en una olla a presion durante
10 minutos en tampon citrato) en el caso de la AN-
XA2. Las tinciones se realizaron a temperatura am-
biente de forma automatizada en una estacién de
trabajo TechMate 1000 (BioTEK Solutions) de una
sola vez para cada marcador. Las muestras estu-
vieron 15 minutos en un medio bloqueante (peréxi-
do de hidrégeno al 3%) y posteriormente reaccio-
naron con el anticuerpo primario: el anti-ANXA1
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA) a
una concentracion de 1:200 y el anti-ANXA2 (Zy-
med Laboratories, San Francisco, CA USA) a una
concentracion de 1:400, durante 30 minutos. La in-
munodeteccion se realizdé con el sistema Envision
(Envision Plus, Dako, Carpinteria, CA, USA) emplean-
do como cromégeno la diaminobenzidina. Una tin-
cion con hematoxilina durante 1 minuto fue el paso
final. Tras la tincién las secciones fueron deshidra-
tadas y montadas con un cubreobjetos empleando
un medio estandar. Se incluyeron controles negati-
vos con omision del anticuerpo primario. El endote-
lio vascular, en el que previamente se ha demos-
trado expresiéon de ambas anexinas, se empled
como control positivo de expresion.

RESULTADOS
Epitelio respiratorio

El epitelio respiratorio (ciliado pseudoestratifica-
do) de la mucosa nasal y laringea mostroé expresion
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de ambas anexinas, aunque con un patrén diferen-
ciado. La ANXA1 se expresaba intensamente en los
cilios y en la superficie apical de las células ciliadas,
de forma moderada en los nucleos de estas células
y débil en el citoplasma de las mismas. No se ob-
servo expresion de la ANXA1 en las células basales
ni en las caliciformes (Figura 1A). La ANXA2 tam-
bién se expresaba intensamente en la superficie
apical y los cilios de las células ciliadas, y tampoco
se expresaba en las células caliciformes. Una débil
expresion se podia apreciar en la membrana lateral
de las células ciliadas. Pero, en contraposicion a la
ANXA1, la ANXA2 mostraba una intensa expresion
membranosa en las células basales y débil en el ci-
toplasma de las mismas, no existiendo en ningun
caso expresion nuclear (Figura 1B).

Epitelio digestivo

El epitelio plano poliestratificado no querati-
nizado de la cavidad oral y la faringe también

L

-

T

- .
d V-
b i.l.:‘ e w
Figura 1. Expresion de las anexinas A1 (A) y A2 (B) en el epitelio
ciliado respiratorio (hematoxilina, X400).

mostraba expresion de las dos anexinas estu-
diadas vy, al igual que en el epitelio respiratorio,
el patron de expresion era diferente para cada
anexina. La ANXA1 mostré una expresion cre-
ciente desde las células parabasales hacia la
superficie del epitelio. Las células basales y pa-
rabasales no mostraban expresién de esta pro-
teina; la expresidon era membranosa en las cé-
lulas de la capa intermedia del epitelio, y tanto
de membrana como citoplasmatica en las célu-
las mas superficiales, en las cuales también se
observaba expresion nuclear (Figura 2A). La
ANXA2 mostré un patron de expresion opuesto,
la expresion disminuia desde las células basa-
les hacia la superficie del epitelio. Asi, las célu-
las basales y del estrato intermedio del epitelio
presentaban una tincibn membranosa, mas in-
tensa cuanto mas basal se localiza la célula,
mientras que las células superficiales, mas dife-
renciadas, no mostraron expresion de la AN-
XA2. No se observd expresion nuclear de esta
proteina (Figura 2B).

Figura 2. Expresion de las anexinas A1 (A) y A2 (B) en el epitelio
plano estratificado no queratinizado (hematoxilina, X400).
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Epitelio glandular

Las glandulas seromucosas existentes en la
mucosa respiratoria nasal y las glandulas salivares
accesorias de la mucosa digestiva mostraban un
patron de expresion similar para las ANXA1 y ANX
A2. Las células acinares fueron negativas para
ambas anexinas (Figura 3A y 3C), mientras que el
epitelio de los conductos excretores si mostraba
expresion de las mismas, aunque con un patrén
diferenciado (Figura 3B y 3D): la ANXA1 se expre-
saba intensamente en el citoplasma y el ndcleo de
las células del epitelio ductal, mientras que la ANX
A2 sélo lo hacia en la superficie apical de las mis-
mas, y débilmente en las membranas laterales.

DISCUSION

Aunque las anexinas A1 y A2 se hallan estre-
chamente relacionadas, tanto desde el punto de
vista filogenético como estructural, su patron de
expresion en las mucosas del tracto aerodigestivo
superior sugiere que ambas proteinas participan
en funciones claramente diferenciadas. En el epi-
telio plano poliestratificado no queratinizado apre-
ciamos como las anexinas A1 y A2 presentan un
patron inverso de expresion: mientras que la ex-
presion de la ANXA1 aumenta desde las capas
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Figura 3. Expresion en las glandulas seromucosas de la anexina
A1 (A, en las células acinares y, C, en los ductos excretores) y de
la anexina A2 (B, en las células acinares y, D, en los ductos
excretores) (hematoxilina X400).
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basales a las mas superficiales, la expresién de la
ANXAZ2 disminuye. Igualmente, en el epitelio cilia-
do, aunque ambas anexinas se expresan en los ci-
lios, la ANXA2 se expresa en las células basales,
hallandose ausente en las mismas la ANXA1. Esto
sugiere que la expresion de estas anexinas se ha-
lla relacionada con el estatus de diferenciacion de
las células epiteliales. En las glandulas salivares y
seromucosas apreciamos una ausencia de la ex-
presion de ambas anexinas en las células acina-
res, hallandose expresadas en el epitelio ductal.
Esto hace suponer que estas anexinas también
podrian tener un papel en el intercambio de iones
y proteinas.

Nuestros hallazgos coinciden con lo descrito
previamente, aunque con menos detalle, para la
ANXA1 por Dreier y cols.’. Sin embargo, estos au-
tores no hallan expresion de la ANXA2 en el epite-
lio plano estratificado del tracto digestivo superior,
aunque si en el epitelio ciliado respiratorio (pero
no especifican en qué células). Los diferentes anti-
cuerpos empleados por dichos autores y nosotros
pueden explicar estas discrepancias. A favor de
nuestros hallazgos, recientemente se ha descrito
la expresion de la ANXA2 a nivel de ARNm en el
epitelio esofagico normal®, similar al faringeo.

El patron de expresion hallado en nuestro estu-
dio es concordante con alguna de las funciones
propuestas para las anexinas. La ANXA1 ha de-
mostrado tener actividad anti-inflamatoria y sus ni-
veles mas elevados de expresion se encuentran
en las células implicadas en la respuesta inflama-
toria, en concreto en las células mieloides’. Ade-
mas de esta accion anti-inflamatoria, en otros tipos
celulares, la ANXA1 ha sido implicada en varias
funciones celulares como la transduccién de sefna-
les, la union entre el citoesqueleto y la membrana,
y el control de la proliferacion y diferenciacion®. De
esta forma, nuestro hallazgo de un aumento de la
expresion de la ANXA1 a mayor diferenciacién ce-
lular (capas mas superficiales) en el epitelio plano
estratificado apoya su papel en la diferenciacion
celular. Aunque la funcion exacta de la ANXA2 no
ha sido tampoco bien establecida, se ha sugerido
su participacion en la coagulacion sanguinea, la
remodelacién de la matriz extracelular, la exocito-
sis dependiente de Ca*, la endocitosis y la adhe-
sion celular®. El patron de expresidon que encontra-
mos en el epitelio estratificado del tracto
aerodigestivo superior es similar al descrito para
otras moléculas implicadas en la adhesion celular,
como son la E-cadherina y las CD44"" lo cual
sugiere que también la ANXA2 pudiera participar
en esta funcion en este epitelio.

Otra funcion en que han sido implicadas las
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anexinas A1 y A2 es en la organizacion de los do-
minios de la membrana celular en las células pola-
rizadas situadas en las superficies luminares, como
por ejemplo las células ciliadas del epitelio respira-
torio. Esta funcion la podrian realizar mediando en
los contactos membrana-membrana o membrana
citoesqueleto®. En este sentido, nuestro hallazgo de
una intensa expresion de ambas anexinas en la su-
perficie apical y los cilios de las células ciliadas es
concordante con esta funcion. Este patron de ex-
presion de las ANXA1 y ANXA2 ha sido descrito en

otras partes del aparato respiratorio™ y en otras cé-
lulas ciliadas de otros 6rganos™.

En conclusion, la expresion de las anexinas A1
y A2 en la mucosa del tracto aerodigestivo supe-
rior que hallamos en este estudio sugiere que am-
bas tienen funciones diferenciadas. Ambas pare-
cen estar relacionadas con la organizacion de la
membrana celular en las células ciliadas, pero
ademas la ANXA1 parece tener un papel en la di-
ferenciacion celular mientras que la ANXA2 lo ten-
dria en la adhesion.
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