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V. DISCUSSIO




Discussio

L’i6 Na* és U’element majoritari del LEC (liquid extracel-lular) i el principal determinant de
’osmolalitat del plasma aixi com també del volum del LEC. La seva concentracié plasmatica
presenta un rang forca estret que es troba entre 135 i 144 mM. La regulacio del volum i de la
concentracio de Na" del LEC es duu a terme, principalment, a través del Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (RAAS) i de I’hormona vasopressina, que actuen de forma coordinada

sobre els seus teixits diana que son, principalment, el ronyo i el segment distal del colon.

Al colon hi ha un gran nombre de transportadors d’ions que s’encarreguen de moure soluts i
aigua des de la llum de la cripta als vasos sanguinis, com també a ’inrevés. El Na* entra a favor
de gradient electroquimic, principalment, a través del canal especific ENaC (acronim de
Epithelial Na® Channel) present a la membrana apical dels colonocits de la regi6 proximal de
les criptes. Quan la ingesta de Na* disminueix, el colon s’adapta per absorbir el Na* amb major
eficacia i evitar la pérdua d’aquest i0. Aixo s’aconsegueix mitjancant ’augment de \’expressio
apical de ’ENaC i també incrementant l’activitat de la Na’, K'-ATPasa de la membrana
basolateral, que bombeja Na* cap a |’espai intersticial (Garty i Palmer, 1997). La resposta
adaptativa a una dieta baixa en Na®, no solament augmenta la capacitat de transport del Na*
sind que també incrementa el gruix de la capa de miofibroblasts situada immediatament per
sota de les cél-lules epitelials. En aquesta situacio, la capa de miofibroblasts, juntament amb
el col-lagen secretat, formen els components principals de la beina pericriptal. Aquesta beina
actua com una barrera i dificulta la difusio del Na* cap als capil-lars sanguinis, la qual cosa
permet mantenir una elevada concentracio del catié en 'espai pericriptal (Naftalin i Pedley,
1999). En aquestes condicions, s’assoleix un elevat gradient osmotic que afavorira |’absorcio de

[’aigua des de la llum de la cripta cap a |’espai pericriptal (Naftalin, 2004).

D’altra banda, ’activacié del RAAS desencadena un ampli nombre de patologies que afecten als
sistemes cardiovascular i renal entre d’altres. Al cor, dietes amb alt contingut en Na* en
presencia d’aldosterona, dona lloc a un augment en la proliferacio de miofibroblasts i de la
sintesi de col-lagen (Brilla, 2000). L’hiperaldosteronisme té efectes pro-inflamatoris a mig-llarg
termini que provoquen fibrosi perivascular i 'alliberacié de citocines pro-inflamatories com el
TNF-a (Sun et al., 2000), que contribueix al deteriorament progressiu de la funcio renal
(Brewster i Perazella, 2004). Aixi doncs, l’increment de la concentracio de vasopressina que
acompanya a U’hiperaldosteronisme (Goldsmith i Gheorghiade, 2005) augmenta la permeabilitat
de la membrana a ’aigua contribuint, d’aquesta manera, a l’augment de la tensio tissular

induida per ’aldosterona (Verbalis, 2003).
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S’han descrit noves accions de l’aldosterona que li confereixen noves funcions al SNC i,
sobretot, accions no genomiques al ronyd i al colon (Alvarez de la Rosa, 2005; Oberleithner,
2004). En altres teixits no epitelials com ara el cervell, el cor i els vasos sanguinis (Connell i
Davies, 2005; Oberleithner, 2007; Teiwes i Toto, 2007) s’ha vist que presenten U’MR
(Mineralocorticoid receptor) i, per tant, I’aldosterona pot exercir la seva funcio. L’aldosterona
va ser descoberta per Zwemer i Sullivan Uany 1934 i té multiples accions en el colon
relacionades amb el balanc hidroelectrolitic de lorganisme, que es poden resumir en
l'estimulacié de la reabsorcié de Na" i aigua. El mecanisme pel qual l'aldosterona exerceix els
seus efectes és complex i hi intervenen els diferents elements que formen part de les criptes
del colon distal (Cristia et al., 2005).

Els estudis in vivo en un model d’hiperaldosteronisme secundari en rata, Moreté et al., 2005,
van demostrar que |’adaptacié a una dieta amb baix contingut de Na’ augmenta l'absorcio
d’aquest catio, disminueix la permeabilitat de la paret de la cripta i estimula el creixement
dels miofibroblasts de la beina pericriptal, amb un increment de l'actina associada al muscul llis
(a-SMA), del col-lagen IV i de la cadherina 11 (Cristia et al., 2005; 2007). Aquests efectes son
atribuits a l’aldosterona actuant a través de MR ja que son inhibibles per ’espironolactona
(SPI, Spironolactone) (Moretd et al., 2005; Cristia et al., 2005). No obstant aixo, en alguns
teixits ’aldosterona estimula ’alliberacié de productes cel-lulars que es comporten com a
mediadors. L’aldosterona té efectes profibrotics al ronyo i al colon que son, en part, deguts al
TGFB (Briet i Schiffrin, 2010, Thiagarajah et al., 2002). En el teixit cardiac s’ha vist que una
dieta amb un baix contingut en Na’, en situacions d’hiperaldosteronisme o amb una
concentracio elevada d’angiotensina, incrementen el grau de fibrosi cardiaca (Rickard i Fuller,
2011; Messaoudi et al., 2011) quan es produeix la transformacio de fibroblasts a miofibroblasts
(Powell et al., 2011). Alguns factors de creixement com el TGFB, ’endotelina 1 i el factor de
creixement del teixit connectiu (CTGF; connective tissue growth factor), estan desregulats en
les lesions fibrotiques (Moulin, 1995; Trojanowska et al., 1998). Hi ha també evidéncia de que
la unié de l’aldosterona amb U’MR esta associada a un increment de l’activacié de la
senyalitzacio del TGFB (Juknevicius et al., 2004; Wickert et al., 2004). Lai et al., (2006) veuen
en el ronyé que ’aldosterona incrementa en part la concentracié del TGFB, que indueix un
increment de "expressio de la fibronectina a través del factor de transcripcié Smad2. El TGFB
és el responsable de desencadenar estats fibrotics en diferents organs com és el cas del colon
(Thiagarajah et al., 2002), del ronyd (Lai et al., 2006) i del fetge (Rosenbloom et al., 2010).

Per tant, els canvis morfologics i funcionals que es produeixen a la mucosa del colon distal
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durant ’adaptaci6 a una dieta en baix contingut de Na* atribuits a ’aldosterona no exclouen la
participacio d'altres mecanismes de regulacid. L'objectiu principal d'aquesta tesi és estudiar el
mecanisme d’accio de laldosterona i de la vasopressina en els canvis adaptatius que es
produeixen en el colon distal, en passar d'una dieta amb alt contingut de Na" a una dieta amb

baix contingut de Na” i identificar els mediadors responsables d'aquestes adaptacions.

Per estudiar el paper de ’aldosterona i de la vasopressina s'ha treballat in vitro amb dues linies
cel-lulars diferents, colonocits T84 i miofibroblasts CCD-18Co. En la caracteritzacio de les
cél-lules CCD-18Co hem comprovat amb diferents técniques que presenten el fenotip
caracteristic dels miofibroblasts subepitelials. Es a dir, aquestes cél-lules expressen [’a-SMA, la
vimentina i la cadherina-11 tal i com ho havien descrit Simon et al., (1999 i 2002) i Mahida et
al., (1997). A més, s’observa que els miofibroblasts expressen MR i el receptor de tipus 1 de la
vasopressina. Per tant, la preséncia d’aquests receptors contribueix que sigui una linia cel:lular
optima per realitzar Uestudi del paper de les hormones aldosterona i vasopressina sobre

aquesta linia cel-lular.

Respecte a les cél-lules T84, originaries d’un adenocarcinoma de colon huma, els resultats
obtinguts de la seva caracteritzacié ens ha permés conéixer que aquesta linia presenta els
marcadors especifics dels colonocits. Les cél:-lules creixen de forma adherent i formen unes
monocapes estables al cap de 15 dies que permet reproduir els estudis de permeabilitat. El
cultiu de colondcits, s’utilitza com a model en els estudis de transport electrolitic que esta
regulat per diferents hormones i neurotransmissors (Dharmsathaphorn et al., 1984; Madara et
al., 1987). Amb les immunolocalitzacions realitzades s’ha vist que un cop han format aquesta
monocapa el marcatge de proteines del complex d’unié com claudina IV, la B-catenina, UE-

cadherina i la ZO-1 és uniforme i ben definit, tal i com estava descrit (Prasad et al., 2005).

Les cel-lules T84, un cop formen la monocapa, presenten propietats tipiques dels epitelis, és a
dir, s6n capaces de generar un corrent de curt circuit i de mantenir un flux de Na" des del
canto mucosal al serosal. Quan s’addiciona amilorida, que és un inhibidor especific de ’ENaC,
el corrent no es modifica, indicant que ENaC es troba poc expressat en aquesta linia cel-lular.
Un altre aspecte important abans de seguir amb ’estudi era saber si T84 expressen MR en les
nostres condicions de treball, atés que hi havia informacions contradictories (Tsugita et al.,
2009; Fukushima et al., 2004). Els nostres estudis demostren que les cél-lules T84 expressen

I’MR i la subunitat y de UENaC, indicant per tant que és una linia cel-lular adequada per
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realitzar "estudi de ’aldosterona. Ara bé, a diferencia del que s’ha observat in vivo (Cristia et
al., 2005) I’aldosterona no modifica l’expressio d’ENaC. Per aquest motiu es va voler estudiar si
es podia estimular per algun altre mecanisme, com havia demostrat Fukushima et al., (1999)
emprant butirat com agent estimulant. En el nostre cas, la incubaci6 amb butirat va generar un
petit increment de la corrent de curt circuit (Mir6 et al., 2008). Aixo confirma les observacions
de Fukushima et al., (1999) en les quals les cel-lules T84 tractades amb butirat de Na’
incrementaven U’expressio de MR i de les subunitats a i y de ’ENaC (lordache i Duszyk, 2007).
El butirat és un acid gras produit per Uintesti prim en condicions de fermentacié anaerobiques
(Young et al., 2005). Es la principal font d’energia pels colondcits i té efectes antitumorals en
les linies cel-lulars de colon, en les quals estimula la diferenciacio i ’apoptosi (Heerdt et al.,
1994). A part, s’ha vist que té un paper important en l’absorcio de Na" a través de
Uintercanviador Na*/H" (Musch et al., 2001). A la linia cel-lular HT-29/B6 i al colon distal de
rata, el butirat incrementa 'expressié de les subunitats a, B i y de ’ENaC augmentant
’absorcié de Na'. En aquest cas, el mecanisme d’acci6 és conseqiiéncia de l’activacio de
factors de transcripcio (Zeissing et al., 2007) i alhora es produeix un increment de ’absorcio de
Na’. Els resultats obtinguts de la incubacié de [’aldosterona en els colonocits indiquen que, tot
i que aquestes cél-lules expressen MR, no responen a |’aldosterona de la mateixa manera que

els colonocits de rata in vivo (Cristia et al., 2005).

L'aldosterona participa en malalties cardiovasculars com la hipertensio, l'arteriosclerosi i la
fibrosi cardiaca, en que es produeix un increment de la proliferacié dels fibroblasts i un
augment de la sintesi i U'alliberament de col-lagen. L'administracié d'inhibidors especifics
reverteix aquests estats fibrotics (Pearce et al., 2003, Bravo, 2003). El tractament amb
aldosterona in vitro sobre les cel-lules CCD-18Co estimula la proliferacio cel-lular i aquests
efectes tenen lloc a través de I’MR. Els miofibroblasts subepitelials regulen les funcions
importants de les cél-lules epitelials per diferents mecanismes com pot ser la secrecio de
citocines o autocines (Powell et al., 2011). Per aix0, s’ha estudiat la resposta secretora de les
cel-lules CCD-18Co quan son tractades amb aldosterona. Entre el gran nombre de candidats per
estudiar la interaccio dels miofibroblasts s’ha escollit el TGFB1, ’EGF i el VEGFa. Pel que fa al
TGFB1, s’ha descrit que en cultius primaris de miofibroblasts subepitelials millora la funcio de
barrera (Belting et al., 1999), i que també participa en resposta a les lesions per radiacions
ionitzants (Thiagarajah et al., 2000). La fibrosis induida per radiacié incrementa la quantitat
del TGFB1, TGFB2 i TGFB3 a lintesti prim tant en les cél-lules mesotelials com en les

endotelials. ELl factor de creixement endotelial vascular (VEGF) és l’altre factor escollit, ja que
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participa en la reparacio epitelial i és secretat pels CCD-18Co sota regulacié hormonal (Bulut et
al., 2008). El darrer factor en el cas de [’aldosterona va ser ’EGF, ja que és indispensable per a
l'activacio de la proliferacio de les cél-lules intestinals epitelials (Suzuki et al., 2010). Els
resultats obtinguts mostren que l’aldosterona incrementa l'expressio de U'EGF en les cél:-lules

CCD-18Co i que aquest efecte és mediat per 'MR.

L’aldosterona no modifica ’expressio dels receptors de UEGF ni la del receptor de tipus 1 del
TGFB dels miofibroblasts. El fet que UEGFR no es vegi modificat concorda amb els resultats
obtinguts per Han et al., (2011) en cél:-lules pancreatiques. Pel que fa al TFGB, s’ha demostrat
que rates tractades amb una dieta LS presenten un increment de U’expressio del TGFB R1 en els
miofibroblasts del colon descendent (Thiagarajah et al., 2002). Aquest increment es produeix
al cap d’1 a 3 mesos i va acompanyat per un increment de a-SMA, de col-lagen i del TGFpB. Per
tant, és probable que sigui un fenomen que es produeix a mig o llarg termini, lluny dels
periodes de temps emprats en el present estudi, de 24 i 48 h. Els estudis realitzats in vivo, en
rates amb hiperaldosteronisme secundari, s’observa un increment de la proliferacio dels
miofibroblasts de la beina pericriptal (Naftalin i Pedley, 1999). Aquest efecte s’ha pogut
reproduir in vitro, on 'aldosterona estimula la proliferacio de les cél-lules CCD-18Co al voltant
del 70%. A més, afegint ’EGF de forma exogena s’obté una resposta de la proliferacio cel-lular
de la mateixa magnitud que amb ’aldosterona. S'ha descrit que l'aldosterona pot actuar a
través de MR o mitjancant la fosforilacié de EGFR (Grossmann i Gekle 2008, McEneaney et
al., 2010). Davant d’aquesta possibilitat, el pre-tractament amb [’anticos neutralitzant de
’EGF o Uinhibidor de UEGFR (AG1478) fa que els efectes de l’addicié de 'aldosterona quedin
atenuats. Aquests resultats confirmen que el mecanisme d’accio de ’aldosterona a través de
’MR requereix la secrecid de UEGF i ’activacio de 'EGFR. Aquest mecanisme és similar al que
havien descrit Huang et al., (2009) que demostren que ’EGFR regula la proliferacié induida per

’aldosterona en les cél-lules mesangials.

L’EGFR és capac d’activar diferents vies de senyalitzacié com la PI3K/AKT o la Ras/Raf/MAKP
desencadenant respostes de proliferacié (Zhang et al., 2011), de migracio, d’invasio,
d’angiogénesi i de metastasi (Wheatley-Price i Shepherd, 2008; Hirsch et al., 2006). El
tractament amb aldosterona incrementa la proliferacié cel-lular en diferents tipus cel-lulars
com ara, les cel-lules M1-CCD (McEneaney et al., 2010), les cél-lules mesangials (Huang et al.,
2009) i les cel-lules RASMC (Ishizawa et al., 2005). En totes aquestes linies cel-lulars el pre-

tractament amb un inhibidor de la MEK anomenat PD98059, bloqueja la proliferacié cel-lular.
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La via Raf/Ras/MAPK té un paper important en el control del creixement i la diferenciacié. Una
altra via de senyalitzacié cel-lular de ’aldosterona a les cél-lules mesangials és la via PI3K/AKT
(Huang et al., 2009). Es coneix que aquesta via participa en processos de proliferacio i de
supervivencia (Klippel et al., 1998). Yuan et al., (2011) descriuen que !’aldosterona estimula la
proliferacio de les cél-lules mesangials a través de la via PI3K/AKT. L’aldosterona en ceél-lules
epitelials dels conductes tubulars de ratoli, estimula l'expressio de UENaC a través de PI3K/AKT
(Helms et al., 2005). En aquesta tesi s’ha observat que el LY294002, que és un inhibidor de
PI3K, bloqueja completament els efectes de |’aldosterona sobre la proliferacio cel:lular,
demostrant la importancia d’aquesta via en la proliferacié de les cél-lules CCD-18Co. Aquests
resultats donen suport al mecanisme d’acci6 de |’aldosterona en la proliferacio dels
miofibroblasts subepitelials el qual té lloc a través de MR, afavorint ’alliberacié de EGF en
el medi de cultiu per part de les cél-lules CCD-18Co i l’activacié de UEGFR. Aquest mecanisme
s’ha identificat en la proliferacio de les cél-lules mesangials tractades amb aldosterona (Huang
et al., 2009) i en Uestimulacio cardiaca per intercanviador de Na*/H" (De Guisti et al., 2011).
Grossmann et al., (2007) descriuen que l’aldosterona actua a través de ’EGFR interaccionant

amb el promotor de UEGFR, el qual és especific per ’MR ja que es pot bloquejar amb U’SPI.

Atés que l'addicio d'aldosterona sobre els colonocits T84 no modifica ni la proliferacio cel:-lular
ni lexpressio de les proteines dunio, fa pensar que els efectes de l’aldosterona son
conseqiiéncia d’algun producte secretat pels miofibroblasts que seria el qué actuaria sobre els
colondcits. Aixi doncs, la incubacié dels colonocits amb medi condicionat procedent dels
miofibroblasts tractats amb aldosterona presenten un increment significatiu de la proliferacio
cel-lular. En canvi, aquest efecte no es veu quan els miofibroblasts s’incuben conjuntament
amb U’aldosterona i U’SPI. A més, d’aquest increment de la proliferacio cel-lular, també hi ha
canvis en U"expressio de les proteines del complex d'unioé dels colonocits com ara la B-catenina i
la claudina IV. Aquest efecte no s’observa quan el medi condicionat prové dels miofibroblasts
tractats amb aldosterona i SPI. Per determinar si el producte alliberat és 'EGF, s’afegeix al
medi condicionat |’inhibidor de EGFR o bé ’anticos neutralitzant de l’EGF (a-EGF), observant-
se, en ambdods casos, que la proliferacié cel-lular dels colonocits queda inhibida. Aixi doncs,
aquests resultats suggereixen que 'EGF és el producte secretat pels miofibroblasts al medi de
cultiu i aquest EGF és capac d’estimular la proliferacié de les cél-lules T84 i modular les

propietats de la permeabilitat epitelial.
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Hi ha evidéncia que ’aldosterona afecta l’expressio de UEGFR (Florian et al., 2001; Dorrance
et al., 2001) i té un efecte dosi-depenent en la fosforilacio de UEGFR (Krug et al., 2003). En
cél-lules MDCK, ’aldosterona incrementa ’expressié6 de ’EGFR i aquest efecte s’inhibeix per
U’SPI (Krug et al., 2003). D’acord amb aquests resultats i els obtinguts in vitro, s’ha reproduit in
vivo, el model d’hiperaldosteronisme secundari utilitzat per Moreto6 et al. (2005), per estudiar
la implicacié de UEGF i la fosforilacio de U’EGFR. Els resultats obtinguts amb els animals
tractats amb una dieta amb baix contingut en Na*, mostren que U’expressio de 'RNA de 'EGF a
la mucosa del colon no es troba modificat. L’expressio de EGFR total no canvia en les rates
adaptades a la dieta amb baix contingut en Na’. Ara bé, l’analisi de la fosforilacié de ’EGFR es
troba incrementada un 23% respecte al grup control sotmes a una dieta amb alt contingut de
Na’. Aquests resultats indiquen que ’aldosterona present en colon, actua a través de UMR,
estimula la fosforilacié de UEGFR que esta implicat en els efectes observats en [’adaptacio a la
dieta amb baix contingut de Na*. D’acord amb els resultats, es confirma les observacions vistes
anteriorment que en rates amb infusié d’aldosterona déna lloc a un increment de la fosforilacié
de UEGFR en el teixit renal (Sinphitukkul et al., 2011).

Els animals sotmesos a una restriccid d’aigua durant 24 h presenten un augment de Na" a
I’espai pericriptal i una disminucié de la permeabilitat pericriptal, que son independents del
contingut de Na’ de la dieta (Cristia et al., 2007). Als animals als quals se’ls hi indueix una
deshidratacio no presenten modificacions en U'expressié de ’ENaC. Ara bé, quan s’estudia la
proliferacio cel-lular dels miofibroblasts s’observa que la deshidratacido comporta un lleuger
increment de U'expressio de ’a-SMA i que aquest efecte és revertit per ’administracié de dos
antagonistes de la vasopressina, el tolvaptan i el manning compound, demostrant la implicacio
de la vasopressina en 'augment del gruix de la beina pericriptal. Els animals, als quals se’ls
restringeix ’aigua de beguda tenen incrementada U’expressié de les aquaporines (AQP-2) en el
colon distal i ’administracio dels antagonistes de la vasopressina atenua aquest efecte. La
regulacio de U'expressio de UENaC és molt heterogenia i varia segons l’organ, el teixit i
I’hormona (Stokes i Sigmund, 1998). A nivell cerebral, la vasopressina incrementa el transport
de Na" a través dels receptors V; (O’Donnell et al., 2005). Al ronyd, la vasopressina estimula
’expressio de ENaC (Machida et al., 2003); en canvi, no s’han observat efectes en el colon
(Nicco et al., 2001; Cristia et al., 2007). Aquests estudis recolzen els resultats obtinguts en
incubar les cel-lules T84 a diferents concentracions de vasopressina en qué no s’observen

modificacions de ’expressio de ’ENaC.
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A part dels mecanismes homeostatics en el control hidric i electrolitic de la vasopressina,
aquesta hormona també pot actuar com un factor de creixement, estimulant diferents tipus
cel-lulars, incloent-hi cél-lules mesangials (Tahara et al., 2007), hepatocits (Bhora et al.,
1994), cel-lules osteoblastiques (Lagumdzija et al., 2005) i cél-lules epitelials (Chiu et al.,
2002). Tahara et al., (1998) descriuen que la vasopressina estimula la hipertrofia miocardiaca
en rates, de forma similar a com ho fan les hormones del RAAS. Posteriorment, Sanghi et al.,
(2005) han demostrat in vivo que la vasopressina esta involucrada en la proliferacio glomerular
i Uexpansi6 de UECM (Extracellular matrix). El tractament amb la vasopressina sobre els
miofibroblasts intestinals incrementa la proliferacio cel:-lular en tant sols 24 h. Aquest efecte
en la proliferacié cel-lular no s’observa quan en el medi de cultiu hi ha la preséncia dels
inhibidors de la vasopressina. Per tant, els resultats recollits en la seccié 3 indiquen que el

mecanisme d’acci6 de la vasopressina té lloc a través dels receptors V; i V,.

Per a lUestudi dels factors de creixement implicats en la proliferaci6 induida per la
vasopressina, s’ha triat com a candidats el PDGFA, el PDGFB i UEGF. Els membres de la familia
dels PDGFs tenen un paper important durant el desenvolupament embrionari perqué estimulen
la diferenciacio i la proliferacio de determinats tipus de cél-lules mesenquimals en els diferents
organs, com ara les ceél-lules musculars llises, les ceél-lules mesangials a ronyo, els
miofibroblasts alveolars dels pulmons i les cél-lules glials del SNC (Smith i Tallquist, 2011). Per
aquesta rao, s’analitza Uexpressio del PDGFA, perqué aquest factor estimula el creixement dels
fibroblasts cardiacs i estimula la sintesi de col-lagen (Liao et al., 2010). El segon factor escollit
és el PDGFB, per que s’ha descrit que és ’inductor de la proliferacio de les cél-lules mesangials
(Van Roeyen et al., 2005). El darrer factor és UEGF perque la seva expressio estava
incrementada pel tractament hormonal amb [’aldosterona i és indispensable per a l'activacié de
la proliferacié de les cel-lules intestinals epitelials (Suzuki et al., 2010). Els resultats obtinguts
indiquen que la vasopressina afavoreix, significativament, l’increment de !"expressio del PDGFA
en les cel-lules CCD-18Co. Quan s’addiciona el factor de creixement de forma exogena
s’obtenen valors de proliferacié similars als obtinguts amb la incubacié amb la vasopressina.
Per tant, la vasopressina pot actuar a través dels seus receptors V; i V, (Cristia et al., 2007) o
bé, a través del PDGFR. Per confirmar que el PDGFA participava en aquest procés de
proliferacio s’utilitza un anticos neutralitzant d’aquest factor de creixement i s’inhibeix el
PDGFR amb AG1296. La inhibici6 del factor de creixement present en el medi de cultiu com el

bloqueig del PDGFR, fa que la proliferacio dels CCD-18Co quedi atenuada, tot i la preséncia de
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la vasopressina en el medi de cultiu. Aixi doncs, el PDGFR participa en la regulacié de la

proliferacio cel-lular induida per la vasopressina.

Certs efectes observats de la vasopressina estan mediats a través de 'activacio de la via de la
Ras/Raf/MAPK, com és el cas de les cél:-lules aortiques de muscul llis (Akamatsu et al., 2004;
Kaida et al., 1999) i dels fibroblasts cardiacs de rata (Yang-Ping et al., 2008). Pel que fa al
paper de la vasopressina en [’activacio cel:-lular mitjancant la via de senyalitzacié PI3K/AKT, hi
ha pocs estudis realitzats. Suga et al., (2005) estudien que els efectes de la vasopressina a
cél-lules aortiques de muscul llis té lloc a través d’aquesta via reguladora. A causa dels pocs
estudis disponibles, s’ha analitzat si |’addicié d’inhibidors de les vies esmentades anteriorment
afectaria en la resposta causada per la vasopressina en els CCD-18Co, i entendre el mecanisme
d’acci6 d’aquesta hormona a nivell del colon. El pre-tractament amb el PD98059 o amb
LY294002 atenua la proliferacio dels miofibroblasts. Per tant, en el decurs de ’adaptacio a una
dieta amb baix contingut en Na“, les vies Ras/Raf/MAPK i la PI3K/AKT participen en ’activacio

de la proliferacio dels miofibroblasts.

Tal i com havia succeit amb ’aldosterona, el tractament dels colonocits amb la vasopressina no
ha modificat "expressio de les proteines del complex d’unio, ni la subunitat y de ’ENaC com
tampoc ha canviat la proliferacio cel-lular, suggerint que tot i expressar-se, el receptor AVPR1
no és funcional en aquest tipus cel-lular. Ara bé, quan els colonocits s’han tractat amb el medi
condicionat procedent dels miofibroblasts tractats amb vasopressina ha incrementat la
proliferacio cel-lular de les cél-lules T84. També s’ha observat un increment de U’expressio de
les proteines del complex d’unid, concretament de la B-catenina i de la claudina IV. Quan la
incubacio dels colonocits és amb medi condicionat procedent de miofibroblasts tractats amb
vasopressina i els seus inhibidors de forma conjunta, tant la proliferacié cel-lular com
’expressio de les proteines del complex d’unié son similars de la condicio control. Aquests
resultats indiquen que hi ha quelcom en el medi de cultiu responsable d’aquests efectes. Per
poder esbrinar si el factor de creixement implicat és el PDGFA s’ha bloquejat el receptor del
PDGFA en els colonocits com també s’ha inhibit el PDGFA present en el medi condicionat. Fent
aquestes incubacions la proliferacié dels colonocits queda inhibida respecte la condici6 amb

vasopressina indicant que el PDGFA és el responsable dels efectes observats.

D'acord amb els resultats obtinguts en aquesta tesi, es pot concloure que l'aldosterona estimula
la proliferacio dels miofibroblasts i, alhora, indueix l'alliberament de substancies reguladores al

medi, com ara I’EGF, responsables de modificar les proteines d'unio intercel-lular i incrementar
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la proliferacio cel-lular en els colondcits per tal de regular la permeabilitat de les criptes. En el
cas de la vasopressina, sembla que el mediador implicat en el seu mecanisme d’accio és el
PDGFA, si bé es necessiten experiments addicionals per corroborar-ho. Tant l'aldosterona com
la vasopressina estimulen la proliferacio dels miofibroblasts que dona com a resultat
’engruiximent de la beina pericriptal, la qual cosa alenteix la difusié del Na" que es mou a
favor de gradient, des del compartiment pericriptal, molt hipertonic a causa de |’acumulacio

de Na“, cap als capil-lars sanguinis.

Existeix evidencia que ’aldosterona i la vasopressina es complementen en la regulacio general
del volum i la pressio osmotica del LEC; en canvi, no es coneix amb precisio el grau i el tipus
d’interaccions que es produeixen a nivell del colon. Aixi, les rates amb hiperaldosteronisme, bé
sigui induit per una dieta amb baix contingut en Na" o bé per infusi6 d’aldosterona, tenen
incrementada la concentracié plasmatica de vasopressina (Fukushima et al., 2005; Cristia et
al., 2007). A més, la vasopressina potencia algunes accions dutes a terme per ’aldosterona,
com la produccio6 de prostasina, una serin-transferasa que esta implicada en el transport de Na*
(Fukushima et al., 2004), i de 11-B-HSD2, que és ’enzim que transforma els glucocorticoides en
metabolits amb poca afinitat pels MR (Fukushima et al., 2005). Al ronyd, la vasopressina
estimula la reabsorcié de Na* al tub col-lector (Schafer i Hawk, 1992) on també té efectes
sinérgics amb [’aldosterona (Hawk et al., 1996). Es interessant destacar que al ronyd la
vasopressina és capag, per si sola, d’incrementar "expressio apical de ’ENaC (Machida et al.,
2003) que és una funcio tipica de 'aldosterona. A més, en rates congénitament deficients en
vasopressina, s’ha observat que l’aldosterona disminueix ’expressio apical de les AQP al tub
col-lector del ronyo (Nielsen et al., 2006), que és una funcio tipica de la vasopressina. Aquestes
observacions indiquen que ambdues hormones poden actuar de forma sinérgica, compartint

certes funcions a determinats teixits diana.

Tant U’aldosterona com la vasopressina tenen un paper fisiologic molt important en el
manteniment de I’homeostasi hidrica i electrolitica. Ambdues estan també implicades en la
fisiopatologia cardiaca i renal amb efectes trofics que desencadenen un creixement exagerat
dels fibroblasts que pot alterar la funcié d’aquests dos organs (He et al., 2008a; Blasi et al.,
2003). En el model d’adaptaci6 a dietes amb baix contingut en Na’, s’ha vist que la
concentracio de ’aldosterona i de la vasopressina estan elevades, regulant ’homeostasi hidrica
i salina; els efectes trofics sobre els miofibroblasts de la mucosa no tenen conseqiiéncies

patologiques, sin6 que reforcen el seu paper homeostatic regulador del transport de Na' i
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I’expressio d’aquaporines. L’estudi de ’aldosterona i de la vasopressina realitzat in vitro ha
demostrat que ambdues hormones tenen un mecanisme d’accié6 similar. Totes dues
incrementen la proliferacié dels miofibroblasts intestinals i estimulen ’alliberacié de factors
reguladors (com EGF i PDGFA) que seran els mediadors encarregats de modular la permeabilitat

dels colonocits presents en la cripta.

Aquest estudi posa de manifest que aldosterona i vasopressina, actuen conjuntament en la
regulacio de variables sistéemiques, també ho fan en el control local de variables que
contribuiran a l’estabilitat de les primeres. Dels tres principals teixits que participen en la
regulacio del volum del LEC (digestiu, renal, tegumentari) hem estudiat el colon, emprant un
model in vitro molt simple en el que s’ha pogut demostrar que aldosterona i vasopressina no
actuen directament sobre Uepiteli, sind que ho fan mitjancant mediadors secretats pels
miofibroblasts que U’envolten. Sera interessant estudiar si altres mediadors també hi estan
implicats i quin és el seu paper; quina sera la resposta quan les dues hormones es trobin
simultaniament en contacte amb els miofibroblasts; quina importancia relativa tenen les vies
genomica i no genomica en les accions de ’aldosterona; i, finalment, quin és el grau de
cooperacio o de sinérgia entre aldosterona i vasopressina no solament al colon sin6 també al
ronyo i a la pell. Les respostes a aquestes preguntes ens permetran entendre millor els

mecanismes reguladors generals i el paper fisiologic i fisiopatologic d’ambdues hormones.
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De U’estudi dels efectes de [’aldosterona en models in vitro i in vivo es pot concloure que:

e L’aldosterona estimula la proliferacié dels miofibroblasts mitjancant ’alliberacio
d’EGF, que actua de forma autocrina a través de UEFGR per un mecanisme en el que
participen les vies reguladores Ras/Raf/MAPK i PI3K/AKT.

e L’EGF, alliberat pels miofibroblasts en resposta a |’aldosterona, redueix la permea-
bilitat de la monocapa epitelial de colonocits ja que incrementa U’expressio de

proteines del complex d’unié intercel-lulars.

e L’estudi in vivo en el model d’hiperaldosteronisme secundari en rata indica que
’aldosterona incrementa la fosforilacio del receptor de 'EGF a la mucosa del colon

distal, resultat comparable en les observacions in vitro.

De ’analisi dels efectes de la vasopressina es poden extreure les seglients conclusions:

e La vasopressina estimula la proliferacio dels miofibroblasts a través de la produccio del
PDGFA pels propis miofibroblasts. Aquest factor de creixement actua a través del
PDGFR mitjancant les vies reguladores Ras/Raf/MAPK i PI3K/AKT.

e El PDGFA esta implicat en la proliferacio dels colonocits i aixi com també incrementa
U’expressio de proteines del complex d’unid, aixi regula el flux d’aigua i soluts per la

via paracel-lular.

Aquest estudi demostra que ’aldosterona i la vasopressina actuen conjuntament en la regulacio
de 'osmolalitat i el volum del LEC. Ambdues hormones regulen la permeabilitat i el transport

d’ions al colon a través de factors locals secretats per la beina pericriptal.
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