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Aquest apartat de metodologia inclou un recull
general del material i métodes que s’han utilitzat
en tot el periode experimental de la tesi doctoral.
Tot i que en cada un dels articles i en el manuscrit
que s’adjunten es pot consultar el material i
meétodes concret, aqui s’ofereix una visié general
de tot el treball i una explicaci6 més detallada
de les técniques experimentals utilitzades.

NIMALS D'EXPERIMENTACIO

Els animals utilitzats en I'estudi han estat
rates Sprague-Dawley mascles, subministrades
per la casa comercial Harlan Ibérica, Barcelona.
El pes el dia del sacrifici ha estat aproximadament
d’entre 200-250 g. El manteniment dels animals
s’ha realitzat al Servei d’Estabulari de la Facultat
de Farmacia de la Universitat de Barcelona on
s’han mantingut en condicions optimes de
temperatura i humitat, amb un cicle de llum-
foscor de 12 hores. Tots els protocol
d’experimentacid utilitzats han estat aprovats
pel Comité Etic d’Experimentacié Animal de la
Universitat de Barcelona.

En tots els periodes experimentals s’ha realitzat
un control del pes corporal. Tots els animals s’han
mantingut individualment en gabies metaboliques
durant els 3 ultims dies abans del seu sacrifici.
En aquests tres dies es determinen els efectes
de les dietes i tractaments utilitzats. Les gabies
metaboliques permeten la total separacié de
I'orina i les femtes produides. A més, permeten
fer estudis de balang energétic, ja que es pot
controlar en tot moment el menjar i la beguda
consumits pels animals. Per tant, durant aquest
periode de tres dies s’ha realitzat el seguiment
del pes corporal, del consum de pinso i d’aigua
de beguda i del volum d’orina. La recol:leccio
d’orina ha permés calcular-ne el volum diari
excretat i determinar la concentracié dels ions i
I'osmolalitat.
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IETES
Tant el pinso com l'aigua de beguda s’han
administrat ad libitum. La dieta que han

rebut els animals consisteix en blat i ordi en proporcié
1:1. Aquesta dieta aporta tots els nutrients necessaris
per a una dieta equilibrada, perdo amb continguts
baixos de NaCl. Per tal d’establir condicions amb una
diferent ingesta de sodi, s’ha modificat la quantitat
de NaCl en l'aigua de beguda, obtenint els seglients
dos tipus de dieta:

=Dieta amb un alt contingut en sodi (HS, high
sodium). Solucié de NaCl 150 mM en aigua
desionitzada.

=Dieta amb un baix contingut en sodi (LS, low
sodium). Solucié de NaCl 150 uM en aigua
desionitzada.

ISSENY EXPERIMENTAL

Per assolir els objectius proposats s’han
posat a punt 4 models animals.

» Model d’activacié del RAAS

A rates mascle Sprague-Dawley se’ls ha administrat
la dieta HS. Després de 4 dies, es separen els animals
en dos grups, un dels quals continua amb la dieta
HS (grup HS), i un segon grup que passa a ser
administrat amb la dieta LS (grup LS), durant 3 dies.
Per tant, en el grup LS s’estudia I'efecte de la
disminucié de la ingesta de sodi respecte una condicié
amb una alta ingesta de I'i6. En I'esquema que es
mostra a continuacié s’inclou el perfil hormonal que
s’obté per a cada grup experimental de la concentracié
plasmatica d’angiotensina II (Ang II) i d’aldosterona
(Aldo).

Per comprovar la implicacié de les hormones del
RAAS a alguns animals LS se’ls ha administrat un
inhibidor d’algun dels passos de la cascada enzimatica
d’aquest sistema. El captopril (CAP), un inhibidor de
I'enzim convertidor d’angiotensina, i el losartan (LOS),
un inhibidor del receptor I'angiotensina tipus 1, s’han
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administrat en l'aigua de beguda a la dosi de 65 mg/Kg/dia i 30 mg/Kg/dia, respectivament.
Finalment, I'espironolactona (SPI), un antagonista del receptor mineralcorticoide, s’administra per
via oral dissolt en una solucié del 25% de propilenglicol a la dosi de 10 mg/Kg/dia. Els tres
tractaments es realitzen durant 3 dies, conjuntament amb la dieta LS.
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Flgura 1-M. Esquema del model experimental d’activacié
del RAAS on es mostren la dieta i el seu temps
d” admlmstracm, els grups experimentals i el seu perfil
hormonal.

» Model d'administracié d'angiotensina
Ii d'aldosterona

Per separar les accions de l'angiotensina II i
I'aldosterona s’ha posat un punt un model per
controlar la concentracié plasmatica de cada una
d’aquestes hormones. Per eliminar la sintesi
d’aldosterona endogena, es realitza una operacio
d'adrenalectomia (ADX) i es creen grups
experimentals amb un perfil hormonal diferent
administrant aldosterona o angiotensina II
mitjancant bombes osmotiques d’alliberacid
controlada. L'aldosterona (Sigma) s’ha dissolt en
propilenglicol i s’ha administrat a la dosi de 450
pHg/Kg/dia. L'angiotensina II (Sigma) s’ha dissolt
en serum fisiologic a la dosi de 288 ng/Kg/dia.
Els grups control s’han administrat amb sérum
fisiologic. Després de 4 dies de dieta HS, durant
els quals els animals es recuperen de I'operacio,
la meitat dels animals per a cada un dels
tractaments hormonals passen a la dieta LS. En
total doncs, I'administracié hormonal es realitza
durant 7 dies.
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Figura 3-M. Esquema del model experimental per separar
les accions de I'angiotensina II i 'aldosterona on es mostren
la dieta i el seu temps d’administracié, el tractament
hormonal, els grups experimentals i el seu perfil hormonal.
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Figura 2-M. Esquema del model experimental amb inhibidors
del RAAS on es mostren la dieta i el seu temps
d’administracié, el tractament inhibidor, els grups
experimentals i el seu perfil hormonal.

» Model de deshidratacié amb activacié
del RAAS

Amb les mateixes dietes i la mateixa pauta que
el model d’activacié del RAAS, s’ha estudiat
I’efecte de la deshidratacié mitjancant 24 h de
restriccié d’aigua. Aixi doncs, les Ultimes 24 h
de dieta els animals no tenen accés a l'aigua
de beguda. Per inhibir la sintesi d’aldosterona
en el grup LS s’ha administrat captopril en
|'aigua de beguda a la dosi de 65 mg/Kg/dia
durant la dieta LS. La participacié de cada un
dels receptors de vasopressina s’ha estudiat
mitjangant I'administracié d’un antagonista
especific dels receptors V1 (VR1), el Manning
peptide (Sigma) a la dosi de 1 ug/Kg per via
intraperitoneal, i I'administracié d’un antagonista
especific dels receptors V2 (VR2), el Tolvaptan
(donacié d’Otsuka Pharmaceutical Co., Japd),
dissolt en hidroxipropilmetilcel-lulosa a la dosi
de 5 mg/Kg per via oral. La pauta hormonal
gue s’indica en l'esquema fa referéncia a la
concentracio plasmatica de vasopressina (AVP)
i d’aldosterona.
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Figura 4-M. Esquema del model experimental de
deshidratacié on es mostren la dieta i el seu temps
d’administracio, el tractament farmacologic, els grups
experimentals i el seu perfil hormonal.
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» Model d'administracié de vasopressina

Per augmentar la concentracid plasmatica de
vasopressina en animals alimentats amb dietes
LS i HS, s’ha administrat Arg-AVP (Sigma)
mitjancant bombes osmotiques d’alliberacid
controlada per via subcutania. La pauta
d’administracié de vasopressina, que s’ha dissolt
en sérum fisiologic, és de 1 ng/Kg/min durant 3
dies. En el grup HS s’ha estudiat |'efecte del
receptor V2 mitjangant I'administracié de
Tolvaptan amb la mateixa pauta que la descrita
en el punt anterior. En el grup LS, s’ha inhibit la
sintesi d'aldosterona mitjancant I'administracié
de captopril, també amb la mateixa pauta que
la descrita anteriorment.
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Figura 5-M. Esquema del model experimental d’augment de
la concentracié plasmatica de vasopressina on es mostren la
dieta i el seu temps d’administracid, el tractament
farmacologic, els grups experimentals i el seu perfil hormonal.

ROTOCOL EXPERIMENTAL

» Adrenalectomia

Totes les operacions d’adrenalectomia s’han
realitzat de 8 a 9 hores del mati. Abans
d’administrar I'anestésia, s’ha administrat als
animals metamizol magnésic (Nolotil® ampolles,
Boehringer Ingelheim, Espanya) com a analgésic
per via subcutania a la dosi de 5 mg/kg.
L'anestésia s’ha realitzat amb gas isofluora 4%
per via respiratoria, emprant un equip d’anestesia
per inhalacié (Hallowell, Pittsfield, EUA), en el
servei d’estabulari.

Per realitzar I'operacid s’afaita el pél del dors de
I'animal i es desinfecta la pell amb solucié de
iode (Betadine®, Viatris Pharmaceuticals,
Espanya). Amb el material quirdrgic degudament
esterilitzat amb iode i alcohol, es realitza un sol
tall dorsal longitudinal mig. Es desplaga la pell
lateralment i, a cada cantd, es realitza el minim
tall possible per tal de localitzar les glandules
adrenals i extreure-les. Es cusen els dos talls i
s'espolsa sobre la capa muscular pols de
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sulfanilamida (Azol®polvo), per prevenir infeccions
locals. Es cus la pell amb grapes quirdrgiques i es
desinfecta la zona amb iode. Aixi doncs, mitjancant
aquesta operacid s’elimina el principal lloc de sintesi
d’'aldosterona a I'organisme. Per comprovar l'eficacia
de l'operacié es determina la concentracié plasmatica
d’aldosterona de tots els animals mitjancant
radioimmunoassaig.

L'extraccié de les glandules adrenals implica, a més,
I’eliminacid de la sintesi de glucocorticoids. Per aquest
motiu, a tots els animals adrenalectomitzats se’ls ha
administrat una dosi minima de dexametasona
(Sigma), 12 pg/Kg/dia amb les bombes osmotiques,
per no afectar el creixement dels animals, la taxa de
filtracié glomerular (GFR) i la concentracié d’insulina
i glucosa, com s’ha descrit anteriorment (Stanton et
al., 1985).

» Administracié hormonal

Tots els tractaments hormonals s’han realitzat
mitjangant bombes d’alliberacié controlada. Les
bombes osmotiques utilitzades (ALZET® Mini-osmotic
Pumps model 2002) tenen una pauta d’alliberacié de
0,5 pL/h durant 14 dies (12 plL/dia). Les bombes
s‘omplen en condicions esteérils sota campana de flux
amb 200 pL de la solucié hormonal. El control de
volum es realitza pesant les bombes abans i després
d’omplir-les. Aquestes bombes es poden implantar
subcutaniament en rata i ratoli o per via intraperitoneal
en rata.

Figura 6-M. Mini-osmotic Pumps model 2002 ALZET®.

» Obtencio i tractament de les mostres

Tots els animals es sacrifiquen entre les 9 i les 11
hores del mati per tal d’evitar possibles influéncies
de I'hora del sacrifici en les variables fisiologiques.
Els animals s’anestesien amb solucié de Ketamina
(90 mg/kg, Imalgéne 1000®, Merial Laboratories,
S.A., Francga) i Xilacina (10 mg/kg, Rompun®, Bayer,
Alemanya) per via intraperitoneal.

La mort dels animals es produeix a causa de la
hipovolémia deguda a I'extraccié de sang per puncié
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cardiaca. Els tubs on es recull la sang contenen
EDTA a la concentracié de 1.5 mg/mL per evitar-
ne la coagulacio i inhibidors de proteases (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma), en concret de les
serines, cisteines, aspartic i metaloproteases, per
evitar la degradacié de proteines. El procés es
realitza en fred i amb la precaucié de no hemolitzar
la sang. La sang es centrifuga a 4000 rpm durant
20 minuts a 4°C (Megafuge 2.0R, Heraeus). El
plasma es reparteix en aliquotes que es congelen
a -80°C fins que es realitzen la determinacié
d’hormones i d’ions.

A continuacio, es realitza una laparatomia i s’extreu
el colon distal. Seguidament es renta el teixit amb
PBS i s’obre longitudinalment. Pels estudis
d’electrofisiologia s’utilitza el teixit sencer. Per la
resta d’estudis, I’'estudi de I'acumulacié de Na*
pericriptal, la permeabilitat al dextra i I'estudi
immunohistoquimic, es realitza un raspat de la
mucosa per tal de separar-ne la capa serosal.
Totes les manipulacions del teixit es realitzen en
fred, en un bany de gel.

ETERMINACIONS EN PLASMA 1
ORINA

» Determinacio de I'osmolalitat
L'osmolalitat de I'orina i del plasma es determina
mitjangcant un osmometre (Osmomat 030,
Gonotec). La determinacié de I'osmolalitat total
en solucions aquoses es realitza en relacié amb
el punt de congelacié de l'aigua. L'aigua pura té
un punt de congelacié de 0°C i una solucié amb
una concentraci6 de sal de 1 Osmol/kg té un punt
de congelacié de -1,856°C.

El principi de 'osmometre es basa en la congelacié
de la mostra, mentre que al mateix temps es
mesura electronicament la seva temperatura.
Quan la mostra arriba a una temperatura per sota
del punt de congelacié de l'aigua, la cristalitzacid
de la solucié s’inicia automaticament. Aquesta
temperatura és la que utilitza I'aparell per realitzar
els calculs. La disminucié del punt crioscopic es
produeix en funcié de la concentracié de soluts
osmoticament actius de la solucié, donant lloc a
la determinacié de I'osmolalitat.

S’ha determinat I'osmolalitat tant del plasma
com de l'orina. Per fer-ho es necessiten 50 pL
de mostra. Cada determinacié s’ha fet per
duplicat per a cada animal, i amb el promig per
a cada rata s’ha calculat la mitjana del grup
experimental.

» Determinacio d’ions

La concentracio de Na* i de K* en orina s’ha
determinat per espectroscopia d’emissio optica
de plasma acoblat inductivament (ICP-OES) als
Serveis Cientifico-Técnics (SCT) de la Universitat
de Barcelona. L'aparell utilitzat és un
espectrometre d’ICP-OES Thermo Jarrell Ash
model ICAP 61E (Genesis Laboratories Systems
Inc., Colorado, EUA). Aquesta técnica es basa
en la vaporitzacio, dissociacio i ionitzacié dels
diferents elements quimics de la mostra en
I'interior d’un plasma. Dins el plasma els atoms
neutres i ions s’exciten i durant el procés de
desexcitacié emeten radiacio electromagnética
en la zona de l'ultraviolat visible. Aquestes
radiacions, caracteristiques de cada element,
es separen en funcié de la seva longitud d’ona
i finalment se’'n mesura la intensitat.
Pel que fa als ions plasmatics, la concentracio
de Na*, K* i CI"s’ha determinat per
potenciometria directa mitjangant eléctrodes
selectius a ions (Hitachi 717, Beckman Coulter
Corporation, EUA) a I'Hospital General de
Granollers. Els meétodes potenciométrics es
basen en la mesura de la diferéncia de potencial
entre dos eléctrodes. Aquesta diferéncia de
potencial és la que es relaciona proporcionalment
amb la concentracio de l'io.

» Determinacio hormonal

La determinacié d’aldosterona, angiotensina II
i vasopressina s'ha determinat per
radioimmunoassaig, tant en mostres d’orina
com en mostres de plasma. Els
radioimmunoassaigs son metodes de valoracid
quantitativa de substancies presents en mostres
bioldogiques. Aquesta tecnica es basa en afegir
a la mostra problema una certa quantitat de la
mateixa substancia que es vol valorar pero
marcada amb un element radioactiu. L'isotop
I*?> emet fotons gamma i és un dels tracadors
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que s’utilitza per marcar substancies
radioactivament. El conjunt es fa reaccionar amb
un anticos especific, al qual s’uniran tant la
substancia present inicialment a la mostra (no
radioactiva) com la radioactiva. EI complex
antigen-anticos es pot separar mitjancant diferents
procediments com, per exemple, precipitacio,
filtracio, adsorcid, cromatografia o electroforesis
i es mesura la radioactivitat de la mostra final.
La determinacio exacta de la concentracioé de
substancia a la mostra es realitza per interpolacié
en la recta patré obtinguda amb solucions de
concentracié coneguda.

Els RIA tenen una gran sensibilitat, arribant a
detectar quantitats de I'ordre del picogram. A
més, tenen una gran especificitat, podent
determinar una substancia amb el minim
d’interferéncies. Actualment es valoren per aquest
metode un gran nombre de substancies,
principalment hormones (tiroides, hipofisaries,
pancreatiques, suprarenals, sexuals), enzims,
immunoglobulines i farmacs.

» RIA aldosterona

La quantificacié de la concentracié d’aldosterona
en plasma s’ha realitzat mitjangant un
radioimmunoassaig competitiu (Aldosterone
Radioimmunoassay (RIA) kit, Immunotech). El
principi de I'assaig es basa en incubar les mostres
i els estandards d’aldosterona en tubs recoberts
d’anticos especific contra aldosterona amb un
tracador d’aldosterona marcat amb I'%. El tracador
consisteix en aldosterona marcada amb I!?5 en
presentacio liquida amb un suport de proteines
i un colorant.

Les concentracions d’estandards d’aldosterona
que s’han utilitzat son les seglients (pg/mL): 12,
40, 160, 600 i 2000. El volum de mostra necessari
és de 50 pL. Després de 3 hores d’incubacié
entre 18-25°C i en moviment, s’aspira el contingut
dels tubs. L'aldosterona present a les mostres
s’uneix a lI'anticos que recobreix el tub i queda
marcada amb I'%*, que emet la radioactivitat que
a continuacié es determina en un comptador
gamma. La sensibilitat del kit és de 6 pg/mL.
Totes les mostres s’han processat per duplicat.
El comptatge s’ha realitzat en un comptador de
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centelleig solid (1282 Compugamma CS Universal
Gamma Counter, Wallac) del Servei de Radioisotops
de la Facultat de Farmacia de la Universitat de
Barcelona. Les mostres s’han comptat durant 3 minuts
obtenint-se el registre de l'activitat, expressada en
cpm, de tots els tubs.

Els calculs per obtenir la concentracié d’aldosterona
consisteixen en calcular les cpm promig dels duplicats
i restar-hi les cpm promig del blanc per tal d’obtenir
les cpm netes de cada tub. Seguidament, es calcula
el percentatge d’unié (B/T) dividint les cpm netes de
cada tub per les cpm netes dels tubs de radioactivitat
total (T), els quals tan sols contenen el tracador i,
per tant, es consideren com el 100% de radioactivitat.
La formula que s’obté, per tant, és la seglent:
B/T (%)= cpm netes / cpm T netes x 100
En la recta patrdé es representen els percentatges
d'unié en les concentracions
d’aldosterona dels estandards en I'eix horitzontal,
podent-se interpolar els valors obtinguts de
percentatge d’unié de les diferents mostres obtenint
finalment la concentraciéo d’aldosterona.

I'eix vertical i

» RIA angiotensina II i vasopressina

Per a la determinacié de la concentracié d’angiotensina
II en plasma, s’ha utilitzat un radioimmunoassaig de
doble anticos (RIA 1'% Ang II, Blihlmann Laboratories).
El principi de I'assaig es basa en una modificacié del
meétode descrit per Emanuel i col-laboradors (1973).

Les mostres de plasma extret amb EDTA i els
estandards s’incuben durant 16 hores amb un anticos
anti-Ang II. S’hi afegeix 1'#°-Ang II, que competeix
amb I'’Ang II present en les mostres pels mateixos
llocs d’unid de l'anticds en un segon pas d’incubacié
de 6 hores. A continuacio s'afegeix un segon anticos
a la mescla, anticos contra conill unit a fase solida,
i s'incuba durant 30 minuts. La fraccié unida a I'anticos
sedimenta mitjancant centrifugacio i es compta la
radioactivitat que emet mitjangant un comptador
gamma. La sensibilitat del métode és de 0,7 pg/mL.
Els estandards d’angiotensina II utilitzats tenen les
concentracions seglients (pg/mL): 2, 5, 20, 100 i
500. El volum de mostra necessari és de 500 pL.
Totes les mostres s’han processat per duplicat.
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El comptatge s’ha realitzat en un comptador de
centelleig solid (1282, Compugamma CS Universal
Gamma Counter, Wallac) del Servei de Radioisotops
de la Facultat de Farmacia de la Universitat de
Barcelona. Les mostres s’han comptat durant 3
minuts.

Els calculs per obtenir la concentracid
d’angiotensina consisteixen en calcular les cpm
promig dels duplicats i restar-hi les cpm promig
del blanc per tal d’obtenir les cpm netes de cada
tub. Seguidament, es calcula el percentatge d’unio
(B/Bo) dividint les cpm netes de cada tub per les
cpm netes dels tubs de maxima unié (MB), els
quals es consideren com el 100% d'unid:

B/Bo= cpm netes / cpm MB netes x 100

En la recta patro es representen els percentatges
d’unié en l'eix vertical i les concentracions
d’angiotensina dels estandards en I'eix horitzontal,
podent-se interpolar els valors obtinguts de
percentatge d’unié de les diferents mostres
obtenint finalment la concentracié d’angiotensina.

LECTROFISIOLOGIA

La determinacié de les propietats
electriques intestinals es pot realitzar mitjangant
les anomenades cambres d’'Ussing, en honor a la
gran contribucié que el doctor Ussing va aportar
en el camp de l'electrofisiologia (Ussing i Zerahn,
1951). Les cambres d’Ussing sén un sistema de
cambres de metacrilat que permeten separar el
cantd mucosal i el cantd serosal de la paret
intestinal. D'aquesta manera, permeten incubar
fragments intestinals amb diferents solucions i
tractaments a cada canto intestinal. El teixit es
manté en condicions fisiologiques mitjangant un
bany de calor, que permet mantenir la temperatura
a 37°C, i un circuit d'aire, que permet carbogenar
el teixit. Dins els pous, i en contacte amb la
solucid, es connecten eléctrodes que s’encarreguen
de fer les mesures eléctriques. Aquests eléctrodes
normalment sén de clorur de plata, dos dels quals
mesuren el potencial i la resta mesuren la intensitat
de corrent. Els eléctrodes poden anar connectats
a un sistema d’enregistrament i processament de
les dades automatic.

eléctrodes Dpt

eléctrodes Isc

() ih

Figura 7-M. Esquema del funcionament de les cambres d’Ussing
on es mostren els dos compartiments d’una cambra, on es
col-loca el teixit, el sistema de carbogenacio i els electrodes.

» Medis

Medi PBS pH 7,4 (mM): 154 NacCl, 4
NaH,PO4-H,0, 16 Na,HPO, en aigua desionitzada
MilliQ (Millipore, Massachussets, EUA). El pH es
valora amb un pH-metre Micro-pH 2001 (Crisson
Instruments, S.A., Espanya).

Medi Krebs pH 7,4 (mM): 115 NaCl, 25 NaHCOs,
2 KH,PO,, 8 KCI, 1,2 CaCl,, 1,1 MgCl,:6H.0 en
aigua desionitzada MilliQ. El pH es valora després
de carbogenar la solucid.

» Procediment

Un cop extret el colon distal i s’ha rentat en
PBS, es munta en les cambres d’Ussing (Dipl.-
Ing. K. Mussler Scientific Instruments, Aachen,
Alemanya), tenint en compte la posici6 del cantd
mucosal i del cant6 serosal. Entre I'extraccid i
el muntatge no passen més de 5 minuts. Sempre
s’han escollit els ultims 5 cm de colon distal.
Un cop muntats els teixits, els dos cantons de
cada cambra s‘'omplen al mateix temps, per
evitar diferencies osmotiques i danys al teixit,
amb 4 mL de solucié tamponada de Krebs, pH
7.4. Al canté serosal s’afegeix una solucio de
glucosa 10 mM que es compensa osmoticament
amb solucié de mannitol 10 mM al canté
mucosal. Els teixits es mantenen a 37°C i es
carbogenen (95% 02-5% CO2) continuament.
Les cambres estan connectades a un sistema
d’enregistrament (Clamp v.2:14, Aachen,
Alemanya) que mesura les seglients variables
eléctriques: la diferéncia de potencial (PD, mV),
el corrent de curt-circuit (Isc, pA/cmZ) ila
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resisténcia transmural (TER, ohm-cmz). Després
d’uns 30 minuts d’estabilitzacié, quan
I’enregistrament és prou estable, es comencen
a tenir en compte les mesures i es pot estudiar
I'accié de diferents tractaments sobre les 3
variables electriques. Per inhibir els canals ENaC
i, per tant, inhibir el transport electrogénic de
sodi, s'afegeix solucié d’amilorida a la concentracié
de 0,1 mM al canté mucosal. En la seglent figura
es pot apreciar un exemple d’enregistrament de
I'Isc i I'efecte de I'amilorida.

nEgq/h cm? M1z I

o
4:45:40 4:47:46 4:49:82 4:51:57 T

Arvillorde 0,1 i

Figura 8-M. Mesura de la Intensitat pel programa Clamp
connectat a les cambres Ussing.

L'analisi dels resultats s’ha realitzat comparant
els valors basals abans d’afegir el tractament
amb els valors de després del tractament. Les
mesures basals corresponen al promig de les
mesures dels 5 Ultims minuts abans de l'inhibidor.
Un cop es fa el promig dels 5 minuts seglents
d’afegir I'amilorida es calcula I'increment d'Isc,
de PD i de TER respecte les mesures basals, per
comparar |'efecte de l'inhibidor en els diferents
grups experimentals.

Esther Cristia Civit
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ETERMINACIO DE Na* A LA ZONA
PERICRIPTAL

Aquesta tecnica s’utilitza per mesurar I'acumulacio
de sodi que es concentra en l'espai pericriptal
mitjangant microscopia confocal. El fonament es basa
en utilitzar un cromofor sensible al Na* de poca
afinitat (Sodium Red) i un cromofor insensible al Na*
(BODIPY-fl) units a unes bases de poliestiré (beads)
(Jayaraman et al., 2001). Quan hi ha sodi al medi,
aquest i6 s'uneix al Sodium Red i s’obté fluorescéncia.
La ratio entre el Sodium red i el BODIPY ddna lloc a
un augment en la fluorescéncia a mesura que
augmenta la concentracidé de sodi. La técnica utilitzada
és una modificacié de la descrita per Thiagarajah i
col-laboradors (2001b).

» Medis

Medi Earl pH 7,4 (mM): 115 NaCl, 6,2 KCl, 2,5 CaCl,,
2 KH,PO4, 1,2 MgS04:-7H,0, 24,8 NaHCOs3, 0,5 -
hidroxibutirat sodic, 2,5 L-glutamina, 5 D-glucosa en
aigua desionitzada MilliQ. El pH es valora després de
carbogenar la solucid.

» Preparacié del complex cromofors-beads
S'utilitzen beads de 50 nm de diametre en suspensio
a I'1% en una solucioé al 2% d’aigua/metanol. En un
primer pas, a la suspensio s’hi afegeix una soluci6 5
mM de BODIPY-fl (Sigma) en DMSO i es centrifuguen
10 minuts a 49C. Seguidament, en el pellet s’hi
afegeix una solucié 1 mM de Sodium red (Molecular
Probes, Eugene, OR) dissolt en etanol i es realitza
una segona centrifugada durant 30 minuts a 4 °C.
La relacié final en els beads entre el BODIPY i el
Sodium red ha de ser de 1:5. Els cromofors queden
immobilitzats a la base de poliestiré durant més de
dos mesos si es mantenen a 4°C i en foscor.

» Procediment

Un cop s’ha rentat el colon distal en PBS i s’ha realitzat
el raspat, es retalla un fragment de teixit, d'uns 0,5
cm? de superficie, i es col-loca amb la superficie
mucosal cap avall en una placa d’incubacié (Mat Tek
Corporation, Ashland, EUA) banyat amb medi Earl
saturat d’O,. Tot seguit s’hi afegeixen 200 pL de la
suspensié preparada de cromofors-beads i es
preincuba durant 30 min a 37°C i amb ambient humit
en el microscopi, per tal que el colorant penetri a
I'espai pericriptal. Als 30 minuts es prenen imatges
mitjancant microscopia confocal. S‘obtenen imatges
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per a cada 5 pm dels 0 als 40 um de profunditat, per a cada un dels cromofors, és a dir, de la
mateixa profunditat s’obtenen parelles d'imatges, una per al Sodium red (fluorescéncia vermella)

i una pel BODIPY-fl (fluorescéncia verda).

Per obtenir una recta patré es realitzen mesures identiques amb 4 solucions de concentracions
conegudes de NaCl (mM): 70, 140, 250 i 500. Es col-loquen 50 pL de solucié de NaCl a la placa
d’incubaci6 i 10 L de la suspensié de cromofors-beads i s'obtenen imatges de fluorescéncia pel

Sodium red i pel BODIPY-fl.

BODIPY

Sodiumn Red

Ratio

Sodlvm Red/BODIFY

profunditat

10 pm

15 pm 20 pm

Figura 9-M. Exemple d’'imatges obtingudes per a cada cromofor a diferents

profunditats i la imatge que s’obté

ERMEABILITAT AL DEXTRA

La permeabilitat de la paret de la cripta
es determina mesurant el flux d'un tragador

d’elevat pes molecular. En aquest cas hem
utilitzat dextra de pes molecular 10 kDa
conjugat a isotiocianat de fluoresceina (FITC)
segons la técnica descrita per Naftalin i Pedley
(1999).

» Medis

Medi Earl pH 7,4 (mM): 115 NacCl, 6,2 KClI,
2,5 CaCl, 2 KH,PO,, 1,2 MgS04:7H20, 24,8
NaHCOs, 0,5 -hidroxibutirat sodic, 2,5 L-
glutamina, 5 D-glucosa en aigua desionitzada
MilliQ. El pH es valora després de carbogenar
la solucid.

» Procediment

El tractament del teixit és idéntic al descrit
en la determinacié de Na* a la zona pericriptal.
Un cop es té el teixit en una placa d’incubacio
banyat en medi Earl s'hi afegeixen 10 pl d’'una

e la ratio entre Sodium Red i Bodipy.

solucié 20 uM de FITC-dextra (Sigma) en aigua
desionitzada i es deixa a 35°C en atmosfera de
carbogen durant uns minuts per tal de mantenir
el teixit en condicions fisiologiques i atemperar-
lo.

En afegir el dextra al teixit, aquest entra a la llum
de les criptes i passa progressivament per la via
paracel-lular cap a lI'espai pericriptal a favor del
seu gradient de concentracié. El procediment es
visualitza en el microscopi confocal al llarg del
temps. Les mesures de fluorescéncia es realitzen
cada 5 minuts durant un periode maxim de 20
minuts al llarg de tota la profunditat de la cripta.
Per a cada teixit s‘'obtenen mesures de 5 pm al
llarg de la cripta. Transcorreguts els 20 minuts
s’obté el recull d'imatges per a cada profunditat
i per cada temps. La seglient figura mostra un
exemple de la galeria d'imatges que s’obté per a
cada teixit. Es pot observar com hi ha 5 quadrats
amb 7 imatges cadascun d’ells. Cada quadrat
correspon a les imatges obtingudes per a cada
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temps, per tant, tenim els quadrats dels 0, 5,
10, 15i 20 minuts. Les 7 imatges de cada temps
corresponen a diferents profunditats del teixit.
Per tant, per a una mateixa profunditat obtenim
les imatges de dextra al llarg del temps, podent
observar en una mateixa profunditat com el
dextra va penetrant a la cripta i passa a |'espai
pericriptal.

AL
TR TR
!

Figura 10-M. Exemple de la galeria d'imatges que s’obté amb el
microscopi confocal per a cada teixit. Observem 5 quadrats, un
per a cada temps (0, 5, 10, 15, 20 m|n2 cadascun d’ells amb 7
imatges, corresponents a les diferents profunditats.

MMUNOHISTOQUIMICA

Aquesta técnica permet localitzar una
determinada proteina en una mostra de teixit
mitjancant l'especificitat de la unié antigen-
anticos. El marcatge s’ha realitzat mitjancant la
incubacié de la mostra amb un anticos especific,
anomenat primari, per a la proteina que es vol
determinar. Aquest anticos primari és reconegut
per un segon anticos, anomenat secundari,
conjugat a un fluorocrom. Els fluorocroms
presenten la propietat que poden ser excitats a
una determinada longitud d’ona i emeten
fluorescéncia a una longitud d’ona més llarga,
que pot ser detectada per un microscopi de
fluorescencia.

» Medis
Solucié de blocatge: PBS suplementat amb 1%
d’albumina sérica bovina (BSA, Sigma) i glicina.

Solucié de permeabilitzacio: 0,2% Tritd (Sigma)
en solucié de blocatge.

Esther Cristia Civit
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Solucié d'anticossos primaris:

=ENaC: dilucié 1/100 de I'anticos sintetitzat en conill

contra la subunitat Y-ENaC de rata (Alpha Diagnostics

Intl., San Antonio, TX, EUA).

=SMA: dilucié 1/100 de I'anticos monoclonal contra

o-actina de muscul llis clon IA4 (Sigma, Sant Louis,

Missouri, EUA).

=Col-lagen IV: dilucié 1/100 de I'anticos sintetitzat

en conill contra col-lagen tipus IV (Chemicon,

California, EUA).

=ACE: dilucié 1/100 de I'anticos sintetitzat en ratol
i contra I'enzim convertidor d’angiotensina (Chemicon,

California, EUA ).

=OB-caderina: dilucié 1/100 de I'anticds contra OB-

caderina (Santa Cruz, California, EUA).

sE-caderina: dilucié 1/100 de I'anticds contra E-

caderina (Research diagnostics, Anglaterra).

=ATr1: dilucié 1/100 de I'anticos monoclonal sintetitzat

en conill contra el receptor de I’Ang II de tipus 1

(Chemicon, California, EUA ).

=Receptor TGF-B: dilucié 1/100 de I'anticos sintetitzat

en conill contra el receptor 1 del factor de creixement

tumoral B (Santa Cruz, Califérnia, EUA).

=Claudina 4: dilucié 1/100 de I'anticds contra claudina

4 (donacié de la Dr. Maria Balda).

=AQP-2: dilucié 1/50 de I'anticos sintetitzat en conill

contra el canal aquaporina-2 (Sigma, Sant Louis,

Missouri, EUA).

Solucid d’anticossos secundaris:

=Alexa 488 NeutrAvidin: dilucié 1/100 de I'anticos
contra conill Alex-488 (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, EUA).

=Texas Red: dilucié 1/100 de l'anticos contra IgG
de ratoli (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA).

Tots els anticossos, tant els primaris com els
secundaris, s’han diluit en solucié de blocatge.

» Fixacio de les mostres

Els teixits raspats es retallen en fragments d’uns 0,5
cm? de superficie i es fixen amb paraformaldehid
(Sigma) al 4% durant 24 hores a 4°C. A les 24 hores
els teixits es renten 3 cops amb PBS i es mantenen
en aquest medi a 4°C fins a realitzar la
immunohistoquimica.
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» Procediment del marcatge

Els teixits fixats s’incuben en la solucié de
permeabilitzacié durant 30 minuts a
temperatura ambient. Aquesta solucié bloqueja
els possibles llocs d’unié inespecifica a I'anticos
primari i alhora permeabilitza la mostra. A
continuacio, es renten 3 vegades amb PBS a
temperatura ambient. A continuacid les
mostres s’incuben amb la solucié d’anticossos
primaris durant 90 minuts a temperatura
ambient. El control negatiu s’ha fet incubant
dos fragments amb solucié de blocatge sense
anticos. Es torna a realitzar el pas de rentat
anterior i s’incuben els teixits amb I'anticos
secundari corresponent durant 1 hora a
temperatura ambient. Durant aquesta
incubacié les mostres han estat protegides de
la llum. Després d’un pas final de rentat els
teixits es munten en un medi que les protegeix
de la decaiguda de la fluorescéncia (Mowiol
488, Calbiochem, Alemanya). Les mostres es
deixen durant 2 h a temperatura ambient per
tal que el Mowiol polimeritzi i es guarden a
40C fins al moment d’observar-les al microscopi
confocal. Les dilucions d’anticos utilitzades
son les que s’han considerat més optimes
després de fer les corresponents proves prévies
de dilucio.

ICROSCOPIA CONFOCAL

Un fluorocrom absorbeix llum a una
longitud d’ona i emet I’'energia absorbida en

forma de llum fluorescent a una longitud d’ona
superior. La microscopia de fluorescéncia
utilitza aquest fenomen per poder observar i
obtenir imatges d’'una mostra marcada amb
fluorescéncia. Els fluorocroms poden ser
intrinsecs a la mateixa mostra
(autofluorescéncia natural) o poden ser
fluorocroms que s’utilitzen per marcar
estructures i/o processos d’interés dins de la

mostra. Utilitzant técniques de marcatges
fluorescents, es poden combinar fluorocroms
amb diferents longituds d’ona d’excitacid i
emissio i obtenir imatges de marcatges
multiples.

La microscopia confocal, a diferéncia de la

microscopia de fluorescéncia convencional, permet
eliminar el senyal fluorescent provinent d’una
mostra semitranslicida i que esta fora de focus,
amb la qual cosa s’aconsegueixen, de manera no
destructiva, seccions optiques a diferents plans
de la mostra. Aquestes seccions poden ser
utilitzades per fer-ne una analisi tridimensional o
per a I'observacié d'una part interna de la mostra.
Per tant, és imprescindible per a treballar amb
teixit sencer i permet obtenir imatges d’'un sol pla
focal.

La microscopia confocal produeix un augment
significatiu de la resolucid optica i del contrast de
les imatges, avantatges que la converteixen en
una eina imprescindible en I'obtencié d’'imatges
d’alta resolucié i en estudis de col-localitzacié. Les
seccions optiques que se n‘obtenen contenen la
informacid per a poder fer posteriorment una
analisi tridimensional: quantificacié volumetrica,
distribucié de la fluorescéncia, analisi de la
col-localitzacié entre d’altres.

» Obtencié de les imatges

L'equip que s’ha utilitzat és el Microscopi Confocal
Leica SPII, dels SCT de la Universitat de Barcelona.
Es tracta d'un microscopi invertit automatitzat DM
IRBE. Consta d’un sistema amb deteccié de
fluorescéncia selectiva des de 400 fins a 800 nm,
amb quatre canals de fluorescéncia més un canal
per contrast de fases. El sistema és automatitzat
en totes les direccions, permet I'adquisicié en
temps real i estudis en 4D. També disposa de
cambra climatica amb control de temperatura i
CO; i sistema de microinjeccié aplicat a la
microscopia.

Figura 11-M. Microscopi confocal Leica SPII.

Totes les imatges obtingudes s’han agafat sempre
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amb les mateixes condicions optiques, gain i
tamany de seccid, per tal de poder-les comparar
entre elles. Les imatges s’han captat a 400 Hz
de velocitat (a més velocitat, menys soroll de
fons), a una resolucié de 1024 per 1024 bytes
i sén imatges de 8 bits, és a dir, tenen 256 nivells
de grisos.

» Analisi de les imatges

L'analisi de les imatges que s’han obtingut per
microscopia confocal es realitza mitjancant el
programa de quantificacié d’'imatges de domini
public Image J (Image J 1.32,
http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). En els
seglients apartats es detalla I'analisi especifica
per a cadascuna de les técniques.

» Estimacio de la concentracié de Na*
pericriptal

El programa Image J permet obrir per separat
les imatges de fluorescéncia vermella (Sodium
red) de les imatges de fluorescéncia verda
(BODIPY) obtingudes per cada teixit. El parell
d’imatges obtingudes, que inclouen imatges de
les diferents profunditats, es promitgen obtenint
una nova imatge amb la integracidé de les dues
fluorescencies. A continuacié es realitza una
projeccié Z, que consisteix en agrupar en una

METODOLOGIA

un exemple de representacio de la relacié entre el
nombre de pixels normalitzats i la intensitat per a
cada una de les solucions patro i una recta de calibracio
on es relaciona la suma de pixels normalitzats i la

concentraciéo de sodi en la zona pericriptal.

Suma pixels normalitzats

N pixels normalitzats

Recta de calibracio NaRed

50 -
40 |
30 |

20 -
10 y = 0,0847x + 3,3108
R? = 0,0025
0 : : : : : .
0 100 200 300 400 500 600

Concentracid (mh)

100 150 200 250 300

Intensitat

Figura 12-M. Representacio de la relacié entre el nombre de pixels
normalitzats i la intensitat per a cada una de les solucions patro.
Exemple d’una recta de calibracié del Sodium red on a partir del
valor de la suma de pixels normalitzats es pot extrapolar la
concentracio de sodi en la zona pericriptal per a cada grup
experimental.

mateixa imatge totes les profunditats. A partir
d’aquesta imatge es selecciona una cripta i el
seu espai pericriptal i el programa ddna un llistat
de valors que representen la intensitat obtinguda
per cada nombre de pixels. Entre ells, la intensitat
que té el major nombre de pixels és el valor
modal. A partir d’aqui es realitza una normalitzacio
dels pixels que consisteix en dividir el nombre
de pixels de cada una de les intensitats pel valor
modal. La suma dels pixels normalitzats déna un
valor a cada cripta. Per a cada teixit es
quantifiquen entre 3 i 4 criptes i se’n calcula la
mitjana.

» Estimacié de la fluorescéncia de FITC-
dextra

A partir dels canvis de concentracié del dextra
pericriptal es pot determinar la permeabilitat de
I’epiteli al tracador. El programa d’analisi d'imatges
permet diferenciar entre la zona de la llum de la
cripta i I'espai pericriptal. Per a la quantificacié es
calcula la relacié entre la mitjana de la fluorescéncia
de la llum de la cripta i la de I'espai pericriptal per
a cada temps. Per cada teixit es quantifiquen 4 0 5
criptes i s’escull sempre un mateix rang de profunditat.
La formula que s’aplica és la seglient:

Tots aquests passos es realitzen també a partir
de les imatges de les solucions de concentracio
coneguda de NaCl. La suma de pixels normalitzats
per a cada concentracioé de sodi permet establir
una recta patrd i extrapolar els valors de
cadascuna de les mostres desconegudes per
establir la concentracié de Na* a la zona pericriptal
de cada una d’elles. En la figura 8-M es mostra

(tx=Ln(1-(B/A))

on:
tx= relacié obtinguda a cada temps x (on x pot ser
0, 5,10, 15 0 20 min)

B= quantitat fluorescencia a l'espai pericriptal
A= quantitat fluorescencia a la llum de la cripta
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Els valors obtinguts als quatre temps estudiats
s’ajusten a una recta. El pendent de la recta
s’utilitza com a index de permeabilitat per
comparar entre les diferents condicions. Aixi,
en el cas de teixits molt permeables el pendent
és molt pronunciat i, a l'inrevés, en teixits poc
permeables s’obté un pendent poc pronunciat.

( X =a+btx )

on
X = temps

b = pendent de la recta
a = ordenada en l'origen

Index de permeabilitat = pendent de la recta
(min'l)

La figura 10 mostra un exemple representatiu
de les imatges que s’obtenen en el cas de
condicions HS i LS a tres temps (5, 10 i 15
minuts). Al llarg del temps s’aprecia el pas
del FITC-dextra (en color vermell) des de la
[lum de la cripta a l'espai pericriptal.

Grup HS

5 min

10 min
El dextra va penetrant

cap a I'espai pericriptal
al llarg del temps

15 min

15 pm profunditat

AOxtrd an criptes do colon obtingudes ai llarg del temps en
la condicié HS.

» Estimacio de la fluorescéncia en els
marcatges

El programa d’analisi permet quantificar la
intensitat de fluorescencia per area
segmentada de cada anticos, és a dir,
quantificar unicament les zones on hi ha
anticos, desestimant les zones sense
fluorescéncia que ens podrien subestimar la
qguantificacié. Tenint en compte els controls
negatius, s’estableix un llindar d’intensitat
adequat de bins/pixel, considerant tot el que

queda per sota d’aquest llindar com a fons. Per
a cada condicid es quantifiquen diversos teixits,
en els quals s’estableix sempre el mateix rang de
profunditat, i es calcula la mitjana per a cada
animal. Seguidament es calculen les mitjanes per
grup experimental.

En les seglients figura es mostra una imatge
representativa de tinci6 de -SMA en criptes de
colon de rata on s’indica la situacié de les criptes
i de I'espai pericriptal. El marcatge de I'anticos es
representa en color groc-vermellds. Al costat es
mostra la imatge obtinguda aplicant el llindar
d’intensitat, on tan sols es mostren les zones amb
marcatge.

i icriptal
criptes espai pericriptal

Figura 14-M. Tincié de -SMA en cripta de colon de rata. A)

Imatge real d’'un animal del grup LS. B) Imatge resultant de
I"aplicacio del llindar d’intensitat.

NALISI ESTADISTICA

L'analisi estadistica dels resultats s’ha realitzat
mitjancant I’analisi de la variancia (ANOVA)
utilitzant el programa SPSS (Chicago, Illinois,
EUA). Les comparacions multiples entre els grups
s’han realitzat mitjangant la prova post hoc de
Scheffe en el cas de variancies iguals o la prova
post hoc T2 de Tamhane, en el cas de no assumir
variancies iguals. En tots els casos s’ha acceptat
com a significatiu un nivell de probabilitat inferior
o igual al 5%. En cada un dels articles es detallen
les comparacions entre els diferents grups
experimentals.
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