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Les investigacions que s’han portat a terme han
permeés aprofundir en I’'estudi de la regulaci6 de
les adaptacions funcionals i estructurals del colon
distal en resposta a canvis en la ingesta de sodi.
Els objectius plantejats han permeés identificar
els mediadors responsables d’aquestes
adaptacions. En aquest apartat hi ha un recull
dels resultats exposats en els dos articles i en el
manuscrit que s’adjunten i s’ofereix una discussié
més global de tots ells.

Efectes del contingut en sodi de la dieta en
la funcio del colon distal

En una primera fase s’han comprovat els efectes
del contingut en la ingesta de sodi en la funcio
del colon distal mitjancant un model animal
d’activaciéo del RAAS. En aquest model s’ha
controlat I'aport de sodi dels animals mitjancant
I'aigua de beguda. S’han utilitzat dues dietes,
una amb baix contingut en sodi (LS; /low sodium)
i I'altra amb alt contingut en sodi (HS; high
sodium), on la quantitat de sodi és 1000 cops
superior a la dieta LS. L'objectiu és estudiar
I’adaptacioé del colon quan es disminueix el sodi
de la dieta, per tant, s’han comparat animals
adaptats a una dieta HS amb animals que han
estat 3 dies amb una dieta LS.

Els resultats de les variables fisiologiques obtinguts
en aquest model experimental es poden consultar
en l'article 1 (Moretd et al., 2005). La concentracio
d’aldosterona que s’obté en aquests grups
experimentals esta dins el rang d’experiments
anteriors on s’ha descrit que en rates Wistar la
concentracié plasmatica d’aldosterona és tres
cops superior en rates HS que en rates LS,
després de 10 dies de dieta (Abayasekara et al.,
1993; Naftalin et al., 1999). En el nostre estudi,
en 3 dies de dieta LS s’aconsegueix doblar la
concentracié plasmatica d’aldosterona respecte
la dieta HS. La concentracié plasmatica
d’angiotensina II també és significativament més
alta en el grup LS. La concentracid plasmatica
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de sodi dels dos grups experimentals es manté en el
rang considerat fisiologic, altament regulat entre 135
a 144 mEq/L pel RAAS. Pel que fa als ions en orina,
en els animals alimentats amb dieta HS la concentracié
i la quantitat de sodi excretada és, naturalment, molt
superior que en els animals amb dieta LS. Aixi doncs,
es comprova la validesa de les dietes utilitzades en
la posta a punt del model.

Per determinar les adaptacions del colon distal en la
permeabilitat epitelial i el transport de sodi s’ha
estudiat I’'expressio d’ENaC, I'acumulacié de sodi en
la zona pericripal, la permeabilitat a macromolécules,
l'estructura de les unions estretes i les variables
eléctriques intestinals. En I'estudi de la beina de
miofibroblasts de la zona pericriptal del colon distal
s'han determinat la densitat de les proteines que
formen les unions adherents i les caracteristiques
estructurals de la zona pericriptal.

L'augment en l'absorcié de sodi s’ha comprovat en
observar que la transicié d’una dieta HS a una dieta
LS en el colon de rata dona lloc a I'activacié del
transport de Na*, com ho demostren I'augment en
I’'expressié de la subunitat Y-ENaC en els colonocits,
I'increment de la concentracié de sodi a la zona
pericriptal i I'augment de la diferéncia de potencial
i de la intensitat de corrent de curt-circuit, que
indiquen una activacié del transport d’electrolits. En
les variables eléctriques s’ha comprovat la implicacié
del canal ENaC amb I'amilorida, un inhibidor d’aquest
canal, ja que aconsegueix revertir 'augment observat
en aquestes variables. Resultats similars en les
variables eléctriques i I’'efecte del tractament amb
amilorida s’han descrit en altres ocasions (Fromm i
Hegel, 1978; Horster et al., 1994). La inducci6 de
I'expressié d’ENaC degut a una dieta LS ha estat
descrit amb anterioritat tant en el cdlon com en el
ronyé (Asher et al., 1996). El canal ENaC forma part
dels mecanismes reguladors de que disposa
I'organisme, augmentant |'absorcié de sodi al colon
i la seva reabsorcié al ronyd en situacions on la
concentracié plasmatica de sodi es veu disminuida.
En els nostres estudis s’ha escollit la subunitat Y-
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ENaC degut a que en el colon |'aldosterona
augmenta principalment la transcripcié de les
subunitats i Y-ENaC mentre que la unitat -ENaC
esta expressada de manera constitutiva (Snyder,
2005). L'acumulacié de sodi en la zona pericriptal
depén de l'activitat ENaC, pero també depéen de
I’ATPasa Na*/K* de la membrana basolateral, del
retorn de Na* de I'espai pericriptal cap al lumen
i de la seva sortida cap a l'espai intersticial.

En el colon la xarxa pericriptal de miofibroblasts
crea una barrera a la difusié que permet la creacid
d’'un compartiment hipertonic que enlenteix el
pas cap als capil-lars sanguinis i afavoreix I'absorcid
tant d’electrolits com d’aigua, creant la tensié de
succid suficient per deshidratar les femtes en
aquest segment intestinal (Naftalin et al., 1999).
En el grup LS, els resultats mostren una activacio
del creixement d’aquesta beina de miofibroblasts,
amb un augment en I'expressio de a-SMA, proteina
gue s’utilitza com a marcador de miofibroblasts
(Jain et al., 1998), d'OB-caderina, una de les
molécules d'adhesié que uneixen els miofibroblasts
entre si (Hinz et al., 2004), i un increment en la
deposicié de col-lagen 1V, un dels productes dels
miofibroblasts (Mahida et al., 1997). A més, també
s’observa un increment de la densitat de I'ECA i
dels receptors AT1 i TGF-B, tots ells elements
implicats en la proliferacié i creixement tissular
(Weber i Brilla, 1991; Weber et al., 1997). Aquests
efectes de la dieta LS i del captopril sobre I'o-
SMA, el col-lagen 1V, I'ACE i els dos receptors, ja
s'‘observen en els estudis de Thiagarajah i
col-laboradors (2002). La diferéncia amb els
nostres estudis radica en que en el seu estudi
observen aquesta induccié en rates que s’han
alimentat amb una dieta LS durant 10 dies. En el
nostre cas, s’ha demostrat que aquesta induccio
ja es produeix al cap de tan sols 3 dies de dieta
LS. Aquests resultats posen de manifest que el
creixement de la zona pericriptal durant I'adaptacié
a una dieta amb baix contingut en sodi és simultani
a l'augment en el transport transepitelial de sodi,
confirmant que la funcié absortiva del colon depén
tant de les cél-lules luminals de la cripta com dels
miofibroblasts.

La disminucié de la permeabilitat de la paret

epitelial s’ha confirmat amb la comprovacioé que
una dieta LS redueix la permeabilitat de la paret
al dextra, augmenta |'expressio de les unions
estretes, concretament de la claudina 4, i
incrementa la resisténcia eléctrica, que depeén
de l'estructura de les unions intercel-lulars. Tot
i que les unions estretes poden estar formades
per tres elements, ocludines, claudines i per la
molécula d’adhesié JAM, hi ha resultats que
indiquen que la familia de les claudines és
suficient per formar aquestes unions estretes
(Tsukita et al., 2001). Es per aquest motiu que
es va decidir escollir un membre de la familia
de les claudines, la claudina 4, per estudiar
aquesta estructura ja que ha estat identificada
en colon distal de rata (Tsukita et al., 2001).
La induccié que observem en el nostres estudis
en l'expressio de claudina 4 reafirma la
disminucié en la permeabilitat al sodi que
observen Van Itallie i col-laboradors (2001) al
sobreexpressar aquesta proteina, ja que amb
Iincrement de claudina 4 augmenta la densitat
de I'estructura de les unions estretes, dificultant-
se aixi el moviment dels ions a través de les
unions intercel-lulars. Lincrement en la densitat
de les unions estretes concorda amb l'augment
en la resisténcia de |'epiteli que observem en
els animals amb dieta LS. La prova funcional
de la disminucié de la permeabilitat es realitza
amb l'estudi de la permeabilitat al dextra, que
es relaciona tant amb el pas paracel-lular a
través de les unions estretes com amb els
miofibroblasts de la zona pericriptal. Thiagarajah
i col-laboradors (2001b) van demostrat que la
beina que conformen els miofibroblasts
intestinals té un paper en el transport de
macromolécules, comprovant I'acumulacié de
dextra en la zona pericriptal de les criptes de
colon distal de rata i de ratoli. A més, s’ha
comprovat que en el cec la permeabilitat al
dextra és superior que en el colon (Thiagarajah
et al., 2001a), fet que es relaciona amb l'abséncia
dels miofibroblasts pericriptals i amb la
impossibilitat d’absorbir fluids en contra de gran
resisténcia hidraulica d’aquesta zona intestinal
(Naftalin i Pedley, 1999). La disminucio6 de la
permeabilitat, doncs, és coherent amb el reforg
de I'estructura en les unions estretes, I'augment




en la resisténcia transepitelial i la proliferacié de
la zona pericriptal observats en el cas de la dieta
LS, demostrant que I'activacié del RAAS dificulta
el retorn dels ions cap al lumen un cop absorbits.

La implicacié del RAAS en totes aquestes
adaptacions del colon a una dieta LS respecte a
una dieta HS s’ha comprovat mitjancant I'Us
d’inhibidors d’aquest sistema en el grup LS.
L'administracié de captopril, un inhibidor de I’'ECA,
de losartan, inhibidor del receptor
d’angiotensina de tipus 1, i d’espironolactona,
un antagonista del receptor mineralcorticoide,
va revertir tots els efectes observats deguts a
una dieta LS, demostrant la implicacié de
I'angiotensina II i I'aldosterona en aquestes
adaptacions.

un

La posta a punt del model experimental d’activacié
del RAAS en rates, doncs, ha permés obtenir un
model que reprodueix les adaptacio del colon
distal quan es produeix una disminuci6 del
contingut en sodi de la dieta. Aquestes adaptacions
consisteixen en I'augment en l'absorcié de sodi,
una disminucié de la permeabilitat epitelial de
les criptes, que impedeix el retorn de Na* de
I’espai pericriptal cap al lumen, i l'activacio del
creixement miofibroblastic a la zona pericriptal.
Tot i que s’ha comprovat la implicacié del RAAS
en aquestes adaptacions, les accions concretes
de l'aldosterona i I'angiotensina II en aquests
efectes no es poden separar. L'aldosterona ha
estat considerada com I'hormona clau que regula
I'nomeodstasi del sodi pero ambdues hormones
han estat implicades en el desenvolupament de
fibrosi al cor i al ronyd, per tant, el seu possible
paper en el creixement miofibroblastic al colon
restava per establir.

Efectes de la deshidratacié en la funcié del
colon distal

En aquest model animal d’activacié del RAAS
s’ha comprovat |'efecte del grau de deshidratacio
en les funcions del colon distal. Els animals
alimentats amb dietes HS i LS s’han sotmés a
24 h de restriccié d’aigua i s’han estudiat les
mateixes variables que en I'estudi de I'efecte del

Esther Cristia Civit

RESULTATS | DISCUSSIO

contingut en sodi de la dieta. Els resultats es poden
consultar en el manuscrit que s’adjunta. L'eficacia
del tractament de deshidratacié ve confirmada per
les variables fisiologiques. Els animals deshidratats,
independentment de la dieta, presenten els efectes
tipics de la deshidratacié descrits a la bibliografia
(Desai et al., 2005; Gottlieb et al., 2006), una excrecid
menor d’orina amb una major osmolalitat i un augment
en |'hematocrit i en l'osmolalitat del plasma.
L'osmolalitat del plasma esta altament regulada en
el rang de 280 a 292 mOsm/kg d’aigua (Robertson
et al., 1982), per tant, I'estimul osmotic de I'augment
de I'osmolalitat plasmatica per sobre d’aquest rang
és el causant de l'activacié de la secrecié de
vasopressina, com s’observa en tots els nostres
animals deshidratats. La deshidratacid, en canvi, no
afecta la sintesi d’aldosterona, com s’observa en el
grup amb dieta HS i amb 24 h de restriccié d’aigua;
aquest fet ha estat descrit en altres estudis (Schneider
et al., 1985). L'augment en la concentracio plasmatica
d’aldosterona en el grup LS és deguda a l'efecte de
la dieta. Per tant, el grup LS deshidratat té
concentracions plasmatiques elevades tant
d’aldosterona com de vasopressina. En aquest cas,
per poder descartar |'efecte de |'aldosterona, s’ha
administrat captopril als animals per evitar-ne la seva
sintesi. A alguns animals, a més, se’ls ha administrat
un antagonista especific per a cadascun dels receptors
de vasopressina, per tal de comprovar la possible
participacié d’aquests receptors en cadascun dels
efectes observats. Ambdos antagonistes reverteixen
els efectes de la vasopressina en l’excrecid i
I'osmolalitat de I'orina.

Els efectes de la deshidratacié en el colon distal
consisteixen en un augment de I'acumulacié de sodi
a l'espai pericriptal i una disminucié de la permeabilitat
al dextra, i aquests efectes sén independents del
contingut en sodi de la dieta. Aquests efectes
s’observen tant en animals amb concentracions
plasmatiques altes d’aldosterona i vasopressina, com
en el cas de concentracions altes tan sols de
vasopressina. La deshidratacid, en canvi, no activa
I'expressié d’ENaC. Respecte a I'efecte en el creixement
miofibroblastic, mitjangant la deshidratacié hi ha un
cert augment de I'expressio de a-SMA, i tot i que en
tots els grups és significatiu respecte el grup control
HS, aquest increment és superior quan hi ha presencia
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d’aldosterona. Aquests tres efectes es veuen
revertits amb [‘administracié d’ambdéds
antagonistes, demostrant la implicacié de la
vasopressina.

Donat que la vasopressina esta implicada en
I’'homeostasi hidrica, s’ha estudiat I'efecte de la
deshidratacio en el moviment d’aigua al colon
distal a través de les aquaporines, canals especifics
pel pas de l'aigua. Es va triar ’AQP-2 ja que esta
regulada per vasopressina (Fushimi et al., 1993)
i s’ha descrit la seva preséncia en el colon distal
de rata (Gallardo et al., 2001; Mobasheri et al.,
2005). Els nostres resultats han confirmat que la
deshidratacid incrementa I'expressié d’aquesta
aquaporina en el colon distal, a través dels
receptors V>, ja que tan sols I'administracié de
I'antagonista d'aquest receptor reverteix |'efecte.
L'aldosterona, en canvi, no té cap efecte sobre
I'expressio d’AQP-2 i, per tant, en el transport
d’aigua, com es demostra en els grups d’animals
que tan sols tenen concentracions plasmatiques
altes d’aldosterona. Gallardo i col-laboradors
(2001) van demostrar que la restriccié d’aigua en
la rata augmenta I'expressié d’AQP-2 en la
membrana apical de les cél-lules absortives de la
superficie mucosa, perd no és present en les
cél-lules de l'interior de la cripta. La preséncia
d’AQP-2 en les cél-lules del colon distal tal i com
passa en el ronyd semblava logica. Ambdods teixits
participen en I'homeostasi hidrica i, de fet, les
cél-lules principals de la nefrona distal i les cél-lules
absortives del colon distal comparteixen similituds
a nivell cel-lular. Aixi, en la membrana basolateral
s’ha descrit la preséncia d’altres membres de la
familia d’aquaporines, I’AQP-3 i ’'AQP-4, tant en
el ronyd (Knepper, 1997) com en el colon (Frigeri
et al., 1995; Ramirez-Lorca et al., 1999). A més,
ambdos tipus cel-lulars expressen les tres unitats
del canal ENaC a la membrana apical (Duc et al.,
1994) i I'ATPasa Na*/K* a la membrana basolateral
(Verrey, 1995).

Per tant, els efectes de la deshidratacié en el colon
distal de rata consisteixen en una disminucié de
la permeabilitat epitelial, una activacié del
creixement miofibroblastic de la zona pericriptal
i un augment del moviment d'aigua a la membrana

apical dels colonocits.

Paper de I'angiotensina II, |I'aldosterona i
la vasopressina

Un cop descrits i confirmats els canvis funcionals
i estructurals en el colon distal deguts a
I'adaptacid a una dieta LS, s’ha estudiat el paper
concret de tres hormones implicades en
I’hnomeostasi hidrica i electrolitica, I'angiotensina
II, I'aldosterona i la vasopressina. La metodologia
ha consistit en partir del model experimental
d'activacié del RAAS, establint grups
experimentals on tan sols hi haguessin
concentracions plasmatiques elevades de cada
una de les tres hormones. Els resultats s’han
verificat mitjangant I’Us de tractaments inhibidors
0 antagonistes. En el cas de les hormones del
RAAS, als animals se'ls ha realitzat una operacio
d’adrenalectomia i se’ls han administrat de
manera exogena ambdues hormones. En el cas
de la vasopressina, als animals se’ls ha
administrat de manera exogena I’hormona, per
estudiar si és la responsable dels efectes que
s’‘observen mitjancant la deshidratacio.

Els resultats obtinguts a partir del model
experimental per augmentar les concentracions
plasmatiques d’aldosterona i angiotensina II es
detallen en els dos primers articles (Moretd et
al., 2005; Cristia et al., 2005). L'operacid
d’adrenalectomia, que consisteix en eliminar
les glandules adrenals, aconsegueix disminuir
la concentracié plasmatica d’aldosterona a nivells
inapreciables atés que les glandules adrenals
son el lloc principal de sintesi de I'aldosterona.
Les dosis administrades d’aldosterona i
angiotensina II mitjancant I’is de bombes
osmotiques d’alliberacié controlada, van
permetre mantenir unes concentracions
plasmatiques elevades d’ambdues hormones.

El fet d’administrar una dosi alta d'aldosterona
en el grup HS, que fisioldgicament tindria una
concentracié molt baixa d’aquesta hormona,
altera les variables fisiologiques de manera
similar al cas de la sindrome de Conn, on I'excés
d’aldosterona plasmatica ddéna lloc a una




depleccid intensa de K* que provoca polilria i
polidipsia (Fardella i Mosso, 2002). En efecte,
aquest grup experimental presenta un increment
substancial de la ingesta d’'aigua i,
conseqlientment, de I'excrecié d’orina, i una
concentracié plasmatica de K* molt baixa en
comparacié amb els controls. En el grup amb
dieta LS i administracié d’aldosterona, tot i que
pel fet de la dieta s’esperés una activacio del
RAAS i, per tant, un augment en la concentracié
plasmatica d’angiotensina II, els resultats ens
mostren que la concentracié d’aquesta hormona
no es veu alterada. Una possible explicacio seria
que en situacions on lI'increment de la secrecio
d’aldosterona podria ser inapropiada
fisiologicament, com en el cas de suplementacio
amb mineralcorticoids, el sistema renina
angiotensina no s’activa (Muller, 1998). Pel que
fa a l'increment de pes dels animals, el grup
d’animals adrenalectomitzats amb dieta LS i
sense suplementacié hormonal presenten una
reduccio del 12% del pes corporal durant els tres
dies de gabia metabolica, que es correlaciona
amb el baix consum de pinso. Aquests efectes
eren els esperats, ja que és el grup amb les
condicions menys favorables per sobreviure,
degut a que no disposa d’aldosterona per
compensar la poca quantitat de sodi ingerida. A
més, la manca d’aldosterona podria provocar una
menor ingesta d’'aliment, tal com s’ha descrit en
babuins (Shade et al., 2002). No obstant aixo,
el mateix grup experimental pero amb dieta HS
tampoc té aldosterona i, en canvi, els animals
no presenten pérdues de pes. Per tant, un altre
factor que podria actuar com a responsable seria
I'angiotensina II, ja que s’ha descrit que té efectes
anorexigens en rata (Porter i Potratz, 2004) i
esta molt augmentada en aquest grup.

Els resultats de transport de Na*, permeabilitat
epitelial i de proliferaci6 de la beina
miofibroblastica han demostrat que I'aldosterona
i la vasopressina estan implicades en les
adaptacions del colon distal a la ingesta de sodi
de la dieta. Els efectes de |'aldosterona impliquen
I'increment de I'expressid de Y-ENaC, I'acumulacié
de sodi a la zona pericriptal, la disminucié de la
permeabilitat de la paret al dextra i 'laugment
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tant de la diferéncia de potencial i la intensitat de
curt circuit com de la resisténcia eléctrica. Els estudis
amb vasopressina demostren que també augmenta
I'acumulacié de sodi a la zona pericriptal i disminueix
la permeabilitat al dextra, perd no té cap efecte en
I'expressio d’'ENaC. A més, la vasopressina incrementa
I'expressid d’AQP-2 en el colon distal. En canvi,
I'angiotensina II no sembla intervenir directament
en les adaptacions del colon distal a una dieta LS ja
que, per si sola, no aconsegueix reproduir-les.

Els resultats obtinguts en I'estudi del paper de les
tres hormones en I'expressié d’ENaC concorden amb
la bibliografia. La regulacié d’ENaC en el colon distal
per part de l'aldosterona és ben coneguda (Asher et
al., 1996). Aquesta accié és predominantment
genomica perd també esta regulada post
transcripcionalment per proteases com la prostasina
(Narikiyo et al., 2002) i la sgk (McCormick et al.,
2004). No hi ha antecedents que l'angiotensina II
tingui un paper directe estimulant I'expressié d’ENaC.
En canvi, la vasopressina estimula la sintesi d'ENaC
en el ronyé (Machida et al., 2003), pero no s’ha
aconseguit demostrar en el colon (Nicco et al., 2001).
De fet, la regulacié d’ENaC es caracteritza per ser
heterogénia segons I'0rgan, el teixit i I'hormona
(Stokes i Sigmund, 1998). Per tant, aquests resultats
estan d’acord amb l'accié classica de I'aldosterona,
que augmenta el transport de Na* al colon distal i al
ronyd mitjangant I'augment de l'activitat d’ENaC i de
I’ATPasa Na*/K*.

La regulacié del moviment d’aigua és una questio
que encara presenta moltes incognites. En els nostres
estudis en el colon distal la implicacié de la
vasopressina és clara ja que s’ha vist un augment
en I'expressié d’AQP-2 en el colon distal de rata en
el cas tant d’animals deshidratats durant 24h com
en animals tractats amb vasopressina exogena. En
el ronyé també s’ha demostrat que tant la
deshidratacié (Nielsen et al., 1995; Kishore et al.,
2005) com l'administracié de vasopressina (Kishore
et al., 1996; Terris et al., 1996) augmenten I'expressid
d’AQP-2. La vasopressina regula aquesta aquaporina
a través dels receptors V- mitjangant dos mecanismes:
un efecte agut que controla el trafic intracel-lular de
I’AQP-2 i, en segon lloc, un efecte transcripcional que
s’observa a les 24h de la deshidratacio. La major
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novetat dels nostres resultats radica en la
demostracid de la implicacié dels receptors V- de
vasopressina en el colon, ja que un antagonista
selectiu per aquests receptors, el Tolvaptan,
reverteix |'accié de la vasopressina en l'expressio
d’aquesta aquaporina mentre que un antagonista
V1 no té cap efecte. El Tolvaptan és un antagonista
selectiu pels receptors V>, no peptidic i, per tant,
amb bona disponibilitat oral. La seva administracid
oral a rates incrementa el volum d’orina, disminueix
I'osmolaritat de manera dosi-depenent i, a més,
incrementa |I’'excrecié de sodi (Yamamura et al.,
1998; Hirano et al., 2000). En els nostres estudis
hem observat aquests mateixos efectes. L'AQP-
2 esta relacionada amb situacions patologiques,
com en la fallada cardiaca, 'activacio dels receptors
V, degut a I'augment en la concentracié de
vasopressina ddéna lloc a I'increment d’expressio
d’AQP-2, que provoca retencié d'aigua (Goldsmith
i Gheorghiade, 2005). En l'actualitat s’estan portant
a terme diferents estudis clinics en humans per
determinar els beneficis de I'administracié de
Tolvaptan en els casos de fallada cardiaca (Sanhgi
et al., 2005).

Pel que fa a I'efecte en I'estimulacié del creixement
miofibroblastic de la zona pericriptal en el colon
distal, la principal hormona implicada és
I'aldosterona, ja que reprodueix els efectes de la
dieta LS en l'increment de I'expressié de a-SMA.
La vasopressina tot i no tenir una accié fibrotica
tan potent com l'aldosterona, aconsegueix
incrementar |'expressioé de o-SMA en comparacid
a una dieta HS, en animals administrats amb
vasopressina o deshidratats durant 24h. En canvi,
I'angiotensina II no actua directament en I'activacié
d’aquest estat de fibrosi, ja que en animals amb
concentracions plasmatiques altes d’aquesta
hormona, sense aldosterona, no aconsegueix
incrementar |'expressio de o-SMA ni de col-lagen
IV. En el cas de les tres hormones, s’ha descrit la
seva accio fibrotica en altres teixits. L'aldosterona
incrementa la proliferacié fibroblastica en el cor
(Chun i Pratt, 2004) i en el ronyd (Nagai et al.,
2005), promovent la sintesi de col-lagen. En el
cas de l'angiotensina s’ha descrit el seu efecte
fibrotic en teixits com el cor (Schulz i Heusch,
2005), el ronyd (Ruiz-Ortega et al., 2006) i el

fetge (Bataller et al., 2005). L'angiotensina II
estimula la formacié de TGF-B (Campbell i
Katwa, 1997) i promou la deposicié de col-lagen
mitjangant la inhibicié de proteases i, per tant,
evitant la degradaci6 proteica (Wolf, 2000). En
el cas de la vasopressina s’ha vist que també
pot augmentar l'expressié de i TGF-B el seu
mMRNA en el rony6 (Harada et al. 1998). Aquests
autors suggereixen que la vasopressina pot
estar involucrada en la proliferacié glomerular
i en I'expansié de la matriu extracel-lular in vivo
(Sanghi et al., 2005). En aquesta linia, s’ha
demostrat que la vasopressina estimula la
hipertrofia cel-lular miocardica en rates, tal i
com poden fer les hormones del RAAS (Tahara
et al., 1998).

En el cas de I'angiotensina II, aquesta accio
heterogénia segons el teixit es pot explicar pel
diferent paper que el creixement fibrotic
desenvolupa en cada organ i per diferents factors
implicats. Aixi doncs, en el colon el creixement
miofibroblastic forma part d’'un mecanisme
fisiologic adaptatiu. En canvi, en el cor o el
ronyo l'estat de fibrosi és patologic, degut a
I'accio paracrina de I’Ang II sintetitzada
localment. A més, I'angiotensina II podria fins
i tot inhibir la formacio de col-lagen degut a
I’activacié de la sintesi d’adrenomedulina
(Minamino et al., 1995), que activa les
col-lagenases de la matriu extracel-lular (Mishima
et al., 2003; Tsuruda et al., 2004) i s’expressa
en el colon d’humans i rates (Washimine et al.,
1995). L'adrenomedulina s’ha vist que inhibeix
la proliferacid i la sintesi de col-lagen induida
per angiotensina II en fibroblasts cardiacs de
rata in vitro (Horio et al., 1999; Tsuruda et al.,
1999), el que suggereix un possible paper
d’aquest factor com a atenuant de la remodelacio
cardiaca. No es pot descartar tampoc la
implicacié de I’Ang (1-7), ja que antagonitza
les accions proliferatives de lI'angiotensina II
(Chappell et al., 2004). Tant 'augment de la
permeabilitat al dextra que hem trobat en els
animals amb altes concentracions plasmatiques
d’angiotensina II com la disminucié de la
diferéncia de potencial que s’ha descrit
anteriorment (De los Rios et al., 1980) es podrien




explicar per aquesta inhibicié de la proliferacio
de la matriu extracel-lular quan no hi ha
aldosterona.

Aixi doncs, tant I'aldosterona com la vasopressina
intervenen en la creacio de la barrera al pas de
soluts del lumen a la circulacié sistemica, que en
el colon distal permet |'absorcié eficag d'aigua i
electrolits. Degut a que en el colon el moviment
de I'aigua es troba amb una forta oposicié degut
a l'alta osmolalitat de les femtes (Ma i Verkman,
1999) sembla que la beina de miofibroblasts
actua de barrera per als soluts, dificultant la
difusié del Na* cap als capil-lars sanguinis, de
manera que es crea un espai hipertonic en aquesta
zona de la paret intestinal (Naftalin i Pedley,
1999). La pressio negativa déna lloc a un gradient
osmotic que afavoreix I'absorcié d’aigua i electrolits
des de la llum de la cripta. Aquesta teoria concorda
amb les accions de l'aldosterona i de la
vasopressina disminuint la permeabilitat a
macromolécules i incrementant I'acumulacio de
sodi a I'espai pericriptal.

Per tant, els resultats d’aquest treball demostren
que l'aldosterona és la responsable directa de
I'augment en el transport de Na*, de la disminucié
de la permeabilitat i del creixement miofibroblastic,
al disminuir la ingesta de sodi de la dieta. En
condicions de deshidratacio, la vasopressina
també disminueix la permeabilitat de I'epiteli i
afavoreix el desenvolupament de la beina
pericriptal, a més de regular el moviment d'aigua
a través d’aquaporines mitjancant els seus
receptors V- al colon distal de rata.

Els resultats obtinguts demostren la gran
complexitat dels mecanismes que intervenen en
les adaptacions funcionals i estructurals del colon
distal al contingut en sodi de la dieta i la connexio
entre |'epiteli i la capa de miofibroblasts subjacent.
El coneixement fisiologic dels mecanismes de
regulacié del transport hidric i electrolitic al colon
permet entendre les situacions fisiopatologiques
i el desenvolupament de noves estrategies en el
tractament dels processos patologics del colon,
com poden ser les malalties inflamatories
intestinals, el carcinoma de colon o, menys greu,
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els estats de diarrea. A més, el coneixement dels
agents que intervenen en els mecanismes reguladors
en el colon, es pot aplicar a altres teixits i organs on
intervenen aquests mateixos mecanismes, com poden
ser el cor i el ronyo. A partir d’aqui, seria interessant
aprofundir en els mecanismes d’accié implicats en
tots aquests fenomens, especialment en la relacio
existent entre I'epiteli i la capa de miofibroblasts de
la zona pericriptal, per obtenir més informacié sobre
el mecanisme d’accié de I'aldosterona i la vasopressina,
a més de la possibilitat de la implicacié d’altres
mediadors.
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La posta a punt del model animal d’activacié del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS) mitjancant I'adaptacid a dietes amb diferent contingut en sodi (alt sodi, HS; baix
sodi, LS) permet concloure:

=Una disminucié en la ingesta de sodi augmenta el transport electrogénic d’aquest i6 a la
membrana apical mitjangant un augment en I’expressié del canal epitelial de sodi (ENaC),
augmenta I'acumulacié de sodi a la zona pericriptal i redueix la permeabilitat paracel-lular
de l’epiteli mitjancant un augment en |'expressié de claudina 4 intercel-lular.

*El desenvolupament miofibroblastic de la zona pericriptal, caracteritzat per un augment
de I'expressio d'a-actina de muscul llis (a-SMA) i de col-lagen 1V, en la dieta LS, contribueix
a I'acumulacié de sodi en aquesta zona i a la disminucié de la permeabilitat paracel-lular.

=| 'administracié de captopril, inhibidor de I'enzim convertidor d’angiotensina, de losartan,
inhibidor dels receptors d’angiotensina de tipus 1, o d’espironolactona, antagonista del
receptor mineralcorticoide, reverteix els efectes de la dieta LS en el colon distal, demostrant
el paper essencial del RAAS en aquesta resposta adaptativa.

Les conclusions que s’extreuen del model animal d’administracié exogena tant d’aldosterona
com d’angiotensina II en animals adrenalectomitzats i alimentats amb dietes HS i LS, que
permet separar les accions d’ambdues hormones, sén les segients:

=| 'aldosterona, independentment del contingut en sodi de la dieta i de la concentracio
d’angiotensina II, reprodueixen tots els efectes de la dieta LS en el colon distal, disminuint
la permeabilitat paracel-lular, incrementant la resisténcia epitelial, induint I'acumulacié de
sodi a la beina pericriptal i augmentant I'expressié d’ENaC, de claudina 4 i de a-SMA.

=| 'angiotensina II, per si sola, no té un paper directe en la permeabilitat ni indueix el
creixement miofibroblastic de la zona pericriptal, ja que no aconsegueix reproduir cap dels
efectes de la dieta LS.

De l'estudi de I'efecte del grau de deshidratacio en el model animal d’activacié del RAAS se
n’extreuen les conclusions seglents:

*L'adaptacio del colon distal a la deshidratacié va acompanyada d’una disminucié de la
permeabilitat de I'epiteli i d’'un augment del creixement miofibroblastic, que afavoreixen
I'acumulacié de sodi a la zona pericriptal. Aquest fenomen és independent de la ingesta de
sodi.

=L a supressié d’aigua durant 24 hores incrementa I'expressié d’aquaporina-2 (AQP-2) en la
membrana apical de les cél-lules epitelials del colon distal.

A partir del model animal d’administracido exdgena de vasopressina en rates alimentades
amb dietes HS i LS s’extreuen les seglients conclusions:
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CONCLUSIONS

=l 'administracié de vasopressina, independentment del contingut en sodi de la dieta i
de la concentracio plasmatica d’aldosterona, reprodueix els efectes de la deshidratacio
en el colon distal disminuint la permeabilitat de I'epiteli, incrementant I'acumulacio de
sodi a la zona pericriptal i augmentant |'expressié d'a-SMA i d'AQP-2.

=La vasopressina disminueix la permeabilitat epitelial i indueix el creixement miofibroblastic
per via tant dels receptors Vi com V2, perd no regula I'expressié d’'ENaC en el colon
distal.

*La induccié d’AQP-2 per part de la vasopressina esta mediada per receptors V,, ja que
esta inhibida pel Tolvaptan, un antagonista especific d’aquests receptors. En canvi, els
receptors V: no intervenen en la regulacié de |'expressié d’AQP-2.

Aixi doncs, I'estudi de la regulacié de I'adaptacio del colon distal al contingut en sodi de
la dieta destaca |'aldosterona com la responsable directa de I'augment en el transport
de Na*, de la disminuci6 de la permeabilitat i del creixement miofibroblastic al disminuir
la ingesta de sodi de la dieta, descartant un paper directe de I'angiotensina II en aquests
efectes. En condicions de deshidratacid, la vasopressina també disminueix la permeabilitat
de l'epiteli i indueix el desenvolupament de la beina pericriptal, a més de regular el
moviment d’aigua a través d’aquaporines mitjancant els seus receptors V- al colon distal
de rata.
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ABSTRACT

When sodium intake dimunishes, both the kidney and
distal colon contribute directly to sodium homeostasis. In
response to a diet with low amounts of sodium the body
hormonal profile changes to produce different effects on
crypt colon permeability and absorption and in the
pericryptal sheath surrounding distal colonic crypts. This
adaptation produces an increase In Na’ absorption, a
decreased crypt wall permeability and an activation of the
pericryptal myofibroblasts growth. The separate roles of
the two main hormones 1mplicated 1n the process,
aldosterone and angiotensin IL tll now have been unclear.
Experiments conducted on adrenalectomized rats on low
and high sodium diets, implanted with osmotic pumps
perfusing either aldosterone or angiotensin II. allow us to
discriminate between the effects of these hormones. In the
distal colon aldosterone acts as a trophic agent on the
myolibroblasts layer and 1s the key hormone controlling
colonic permeability, but angiotensin II alone has no
discernable direct role in the process.

Key words: distal colon, aldosterone, myofibroblasts,
permeability
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INTRODUCTION

The distal colon has a key function in NaCl and water
absorption. It has been demonstrated that distal colon
absorptive function depends both on crypt luminal cells
and on the myofibroblast cells of the surrounding
pericryptal sheath (1). This layer of myofibroblasts
generates collagen IV and 1s held together predominantly
by intercellular adhesion molecules (2) which links with
the cytoskeletal smooth muscle actin (0-SMA) (3) via
adherens junctions in the cell membrane (4). Colonic Na~
absorption is influenced by a low sodium (LS) diet

following activation of the renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS) by increasing renin secretion. This mn turn
activates a process which generates angiotensin II (ANG
II), which stimulates aldosterone (ALDO) production and
secretion within the adrenal cortex (5). Aldosterone
stimulates the sodium absorption by distal colon and renal
distal tubule by enhancing expression of the epithelial Na’
channel (ENaC) in apical membranes and increasing the
Na /K~ ATPase activity in the basolateral membrane (6).
Another consequence is that the crypt wall permeability to
both Na™ and dextran (mol wt 10 kDa) is decreased, as
determined by monitoring the rates of equilibration of
fluorescein labelled dextran across the crypt wall using
confocal microscopy of tissue in vitro taken from
adrenalectonused rats pre-treated with aldosterone via an
osmotic minipump (7). RAAS-related events in the distal
colon also stimulate myofibroblast growth (8) in the
pericryptal sheath, as determined by increased expression
of smooth muscle actin in these cells. Animals fed a LS
diet accumulate high sodium concentrations in the
pericryptal space, whereas animals fed on HS diet do not
accumulate hypertonic Na™ in the pericryptal sheath. The
presence of this stable hypertonic solution surrounding the
crypts provides a large driving force for water absorption
across the crypt wall (9) and 1s used to create a suction
tension within the crypt lumen which is employed to
dehydrate faeces in the colonic lumen.

As a LS diet increases plasma levels of both aldosterone
and angiotensin II, 1t is difficult to discriminate between
the effects of each hormone in colonic permeability and in
pericryptal myofibroblasts growth so their specific role or
the possibility of a synergic action has till now been
unclear.

Both aldosterone and angiotensin II have been shown to
have roles in fibrosis in other tissues like the heart and the
kidney. Mineralocorticoid receptors have been detected in
cardiac myocytes and endothelial cells (10). The RALES
trial (11), which evaluated the benefits of spironolactone
therapy on congestive heart failure, showed that
aldosterone-receptor blockade decreased morbidity and
excessive  Intracardiac

mortality  associated  with



myofibroblast stimulation. On the other hand, angiotensin-
converting enzyme (ACE) activity (12, 13) and ANG II
type | receptors (ATrl) have been observed at sites of
fibrosis (14). In cardiac myofibroblasts ANG II has trophic
effects. increasing o-SMA expression after 2 days. and
increasing collagen synthesis after 14 days of infusion
(15,16). As ACE inhibitors do not inhibit aldosterone
synthesis completely, prolonged exposure or increased
sensitivity aldosterone results in cardiac remodelling and
eventual failure (17).

ROLES OF ALDOSTERONE AND ANGIOTENSIN II

Post adrenalectomy (ADX) osmotic mini-pumps were
implanted to Sprague-Dawley rats to maintain plasma
concentrations of both hormones, as described (18, 19).
The actions of aldosterone and ANG II are followed during
the three days after changing from high sodium (HS, 150
mM NaCl in drinking water) to a low sodium diet (LS, 150
uM NaCl)). To study the transport and permeability
properties of the crypt wall the following variables were
observed: Na  accumulation in the pericryptal space,
dextran permeability across the crypt wall, the electrical
variables, transmural potential difference (PD), short-
circuit current (Isc) and transepithelial electrical resistance
(TER) in the presence or absence of amiloride, and
expression of ENaC in colonocytes. Myofibroblast growth
was studied by the tissue growth factor f receptor (TGFpr)
and ANG II type | receptor (ATrl) expression, E- and OB-
cadherin expression, ACE activity, o-SMA and claudin IV
expression and collagen IV production. To corroborate that
each hormone is active, separate groups of animals
recetved the ACE ihibitor, captopril; the angiotensin II
receptor type I inhibitor, losartan; or the aldosterone
antagonist, spironolactone.

Our results showed that aldosterone alone reproduced
all the typical effects of a LS diet in the distal colon,
without angiotensin I present and independent of salt
intake.  Aldosterone infusion decreased crypt wall
permeability to dextran (Fig. 2) and increased Na'
accumulation in the pericryptal sheath (Fig. 1) and raised
the expression of ENaC in colonocytes (Fig. 3). Increases
in PD, Isc and TER were observed with aldosterone
perfusion (18). The aldosterone-sensitive decrease in crypt
wall  permeability to dextran correlates with the
aldosterone-dependent increase i TER and these changes
relate to the increased Na” accumulation in the pericryptal
space as Na~ accumulates in part because its leakage across
the crypt wall is diminished. In contrast, angiotensin II
perfusion had no effect on these electrical variables and
increased dextran permeability across the crypt wall (18).
The ANG II-dependent rise in dextran permeability may
possibly result from ANG II-dependent activation of
adrenomedullin, which in turn is known to activate matrix

metralloproteinases, thereby causing breakdown of the
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extracellular matrix (20) and hence increased leakage of
dextran across the crypt wall and a reduced TER.

Increased pericryptal  sheath growth, relating to
pericryptal sheath myofibroblasts was observed within 3
days of LS diet. We studied the separate roles of
aldosterone and ANG II on the myofibroblast growth,
expression of 0-SMA, a myofibroblast specific protein,
collagen IV, an exclusive product of myofibroblasts, and
claudin IV,

epithelial barrier function and regulates paracellular

a junctional protein that participates in

permeability (21). The trophic effects of aldosterone were
demonstrated in the adrenalectomized animals with
aldosterone mfusion. as 1t increased o-SMA (Fig. 3) and
claudin IV expression and collagen IV production in the
same extend as a LS diet, where both aldosterone and
angiotensin II are present (19). Angiotensin II perfusion
has no positive trophic effect on the extracellular matrix.

It has also been reported mn cardiac muscle that
aldosterone alone can stimulate myofibroblasts growth
(22). Angiotensin II in the absence of raised aldosterone,
inhibits collagen synthesis and this increases the view that
angiotensin II could activate adrenomedullin, which in turn
it has been demonstrated that activates collagenases n the

extracellular matrix (23).
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Fig. 1. Pericryptal sodium results in control and ADX groups fed HS or
LS and supplemented with ALDO, ANG II or vehicle. HS and LS:
control groups; LS+CAP: effect of captopril in a LS group. 4ADX:
animals  adrenalectomized and supplemented with  aldosterone
(ADX+ALDQO), angiotensin II (ADX+ANG II) or vehicle (ADX). Values
are mean £ SEM (n=4-5 animals). ‘P < 0.05 vs HS “P < 0.05 marks
captopril effect
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Fig. 2. Dextran permeability results in control and ADX groups fed HS
or LS and supplemented with ALDO, ANG II or vehicle. HS and LS:
conirol groups; LS+CAP: effect of captopril in a LS group. 4DX:
animals adrenalectomized and supplemented with aldosterone
(ADX+ALDQO), angiotensin II (4DX+ANG II) or vehicle (4DX). Values
are mean = SEM (n=4-5 animals). ‘P < 0.05 vs HS "P < 0,05 marks
captopril effect
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Fig. 3. Expression of o-SMA and ENaC in control and ADX groups fed
HS or LS and supplemented with ALDO, ANG II or vehicle. HS and
LS: control groups; LS+CAP: effect of captopril in a LS group. 4DX:
animals adrenalectomized and supplemented with aldosterone
{(ADX+ALDO), angiotensin I (ADX+ANG II) or vehicle (ADX). Values
are mean = SEM (n=4-5 animals). "P < 0.05 vs HS “P < 0.05 marks
captopril effect

CONCLUSION

It is evident from these studies that aldosterone is the
primary effector of both colonic absorptive function and of
the trophic response of pericryptal myofibroblasts to LS.
ANG II has no direct effect on these functions. Aldosterone
not only induces the proteins which control transcellular
Na" transport, but also the junctional proteins necessary to
maintain vectorial transport across epithelia; without
which, neither net fluid, nor electrolyte flow can exist. The
aldosterone effect on myofibroblasts may result from a
direct genomic response on adhesion molecule expression
between adjacent colonocytes and between the colonocytes
and the myofibroblasts adhering to the colonocytes basal
membranes. Alternatively the myofibroblast growth may
be an indirect response related to stretch. resulting from
enhanced fluid absorption distending the pericryptal space
between the myofibroblasts and basal membranes of the
colonocytes and the lateral intercellular spaces. as has been
observed with myofibroblasts in culture (24). Although our
results unequivocally show that aldosterone is the key
hormone in colonic permeability and pericryptal
myofibroblasts growth, further work is required to establish
possible synergisms between aldosterone and other factors
implicated in sodium and water homeostasis, such as

vasopre ssin.
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