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RESUM

Les hormones del sistema renina-angiotensina-aldosterona i la vasopressina son essencials pel
manteniment de ’"homeostasi del Na” i del volum del liquid extracel:lular. En el colon distal de
rata, ’aldosterona regula I’expressié del canal apical de Na® (ENaC) i U’activitat de I’ATPasa
depenent de Na® i K*, i també té efectes trofics, estimulant la proliferacié dels miofibroblasts
de la beina pericriptal. Els objectius principals d’aquest treball son aprofundir en els
mecanismes implicats en la funcié del colon en reabsorbir Na* i aigua, conéixer el paper de
’aldosterona i de la vasopressina i establir la funcié reguladora d’aquestes hormones a nivell
dels colonacits i dels miofibroblasts. Els estudis s’han fet en un model in vitro emprant
colonocits humans de la linia T84 i miofibroblasts de la linia CCD-18Co. L’aldosterona estimula
la proliferacio cel:-lular dels miofibroblasts, augmenta l’expressio de ’mRNA de UEGF i la seva
concentracio al medi de cultiu al cap de 24 h. L’addici6 exogena de UEGF estimula els
miofibroblasts de forma similar al tractament amb ’hormona. A més, quan els CCD-18Co son
pre-incubats amb ’anticos anti-EGF o amb ’inhibidor del receptor de UEGF i, posteriorment,
tractats amb U’aldosterona s’inhibeix la proliferacio cel-lular, fet que indica que els efectes de
’aldosterona sobre la proliferacié son mediats per U'EGF mitjancant les vies reguladores
PI3K/AKT i Ras/Raf/MAPK. La incubacié dels colonocits amb medi provinent dels CCD-18Co
tractats amb aldosterona (medi condicionat), incrementa la proliferacio cel-lular i ’expressio
de proteines de les unions estretes. Aquests efectes no s’han observat amb [’addicié directe de
’aldosterona als colonocits. Experiments realitzats in vivo suggereixen que UEGF també hi té
un paper mediador donat que s’observa un increment en la fosforilacio del receptor d’EGF en
els animals que presenten hiperaldosteronisme secundari. Pel que fa a la vasopressina, el
tractament dels miofibroblasts amb aquesta hormona estimula la proliferaciéo cel-lular i
’expressio de ’mRNA del PDGFA al cap de 24 h. El PDGFA afegit de forma exogena estimula les
cél-lules CCD-18Co de forma similar a 'observada amb la vasopressina. A més, quan les
cél-lules es pre-incuben amb ’anticos anti-PDGFA o amb U’inhibidor del receptor del PDGFA i
son tractats amb vasopressina, s’inhibeixen els efectes hormonals. La proliferacio cel-lular dels
CCD-18Co tractats amb vasopressina té lloc a través de l'activacio de les vies PI3K/AKT i
Ras/Raf/MAPK. Els colonocits incubats amb el medi condicionat provinent dels CCD-18Co
tractats amb vasopressina, incrementen la proliferacio cel-lular i 'expressid de proteines del
complex d’unié. Mentre que ’addicié directa de la vasopressina sobre els colonocits no ha
modificat cap variable. L’addici6 del PDGFA modifica la proliferacié dels colonocits. Aquest
estudi indica que l’aldosterona i la vasopressina cooperen en la regulacio de Uestructura i
funcio de les criptes del colon en resposta a canvis en la ingestié de Na* i d’aigua, com part del
mecanisme de regulacioé general de ’osmolalitat del liquid extracel-lular.
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RESUMEN

Las hormonas del sistema renina-angiotensina-aldosterona y la vasopresina son esenciales para
el mantenimiento de la homeostasis del Na* y del volumen del liquido extracelular. En el colon
distal de la rata, la aldosterona regula la expresion del canal apical de Na* (ENaC) y la actividad
de la ATPasa dependiente de Na" y K', y también tiene efectos troficos, estimulando la
proliferacion de los miofibroblastos de la vaina pericriptal. Los objetivos principales de este
trabajo son profundizar en los mecanismos implicados en la funcion del colon de reabsorber Na*
y agua, conocer el papel de la aldosterona y la vasopresina y establecer la funcion reguladora
de estas hormonas a nivel de los colonocitos y los miofibroblastos. Se realizaron experimentos
in vitro, utilizando colonocitos humanos de la linea T84 y miofibroblastos de la linea CCD-18Co.
La aldosterona estimula la proliferacion celular de los miofibroblastos, aumenta la expresion
del RNAm del EGF y su concentracion en el medio de cultivo a las 24 h. La adicion exogena del
EGF estimula los miofibroblastos de forma similar al tratamiento con la aldosterona. Ademas,
cuando los CCD-18Co son pre-incubados con el anticuerpo anti-EGF o con el inhibidor del
receptor del EGF y posteriormente tratados con la aldosterona, la proliferacion celular queda
inhibida, hecho que indica que los efectos de la aldosterona sobre los miofibroblastos son
mediados por el EGF a través de las vias reguladoras PI3K/AKT y Ras/Raf/MAPK. La incubacion
de los colonocitos con medio procedente de los CCD-18Co tratados con aldosterona (medio
condicionado) incrementa la proliferacion celular y la expresion de las proteinas de las uniones
estrechas. Estos efectos no se han observado con la adicién directa de la aldosterona sobre los
colonocitos. Los experimentos realizados in vivo sugieren que el EGF también tiene un papel
mediador ya que se observa un incremento de la fosforilacion del receptor del EGF en los
animales que presentan hiperaldosteronismo secundario. Por otro lado, el tratamiento con la
vasopresina sobre de los CCD-18Co estimula la proliferacion celular y la expresion del RNAm del
PDGFA a las 24 h. El PDGFA anadido exdgenamente estimula las células CCD-18Co de forma
similar a la observada con la vasopresina. Ademas, cuando las células se pre-incuban con el
anticuerpo anti-PDGF o con el inhibidor del receptor del PDGFA y son tratados con vasopresina
se inhiben los efectos hormonales. La proliferacion celular de los CCD-18Co tratados con la
vasopresina tiene lugar a través de la activacion de las vias PI3K/AKT y Ras/Raf/MAPK. Si los
colonocitos se incuban con el medio condicionado procedente de los CCD-18Co tratados con
vasopresina, la proliferacion y la expresion de las proteinas del complejo de union
incrementan, mientras que la incubacion directa con la hormona no modifica estas variables.
La adicion del PDGFA modifica la proliferacion celular. Este estudio indica que la aldosterona y
la vasopresina cooperan en la regulacion de la estructura y las funciones de las criptas del
colon en respuesta a cambios en la ingestion de Na" y agua, como parte del mecanismo de

regulacion general de la osmolalidad del liquido extracelular.
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SUMMARY

The hormones of the renin-angiotensin-aldosterone system and vasopressin are essential for
maintaining Na* homeostasis and extracellular fluid volume. In the rat distal colon, aldosterone
regulates the expression of apical Na® channel (ENaC), and the activity of the ATPase-
dependent Na® and K', and also has trophic effects by stimulating the proliferation of
myofibroblasts of the pericryptal sheath. The main objectives of this study are to deepen the
understanding of the mechanisms involved in the function of the colon to reabsorb Na* and
water, as well as the role of aldosterone and vasopressin and establish the regulatory effects of
these hormones at the colonocytes and myofibroblasts. Experiments were conducted in vitro,
using human colonocytes T84 and myofibroblasts CCD-18Co cell lines. The results indicate that
aldosterone stimulates the proliferation of CCD-18Co, increases the expression of EGF mRNA
and EGF concentration in the culture medium at 24 h. The exogenous addition of EGF
stimulates the myofibroblasts in a similar way to the hormone. Moreover, when the CCD-18Co
cells were preincubated with anti-EGF or the EGF receptor inhibitor and subsequently treated
with aldosterone, cell proliferation is inhibited, showing that the effects of aldosterone on the
myofibroblasts are mediated by the EGF through regulatory PI3K/AKT and Ras/Raf/MAPK
pathways. The colonocytes incubation with media previously treated with CCD-18Co cells and
aldosterone (conditioned medium) increases cellular proliferation and expression of tight
junction proteins. These effects were not observed by the direct addition of aldosterone. The
results of in vivo experiments suggest that EGF also plays a role as mediator because the rats
with secondary hyperaldosteronism have an increase in the phosphorylation of EGF receptor.
On the other hand, the treatment of myofibroblasts with vasopressin for 24 h augmented the
cellular proliferation and PDGFA expression. When PDGFA is added exogenously, it stimulates
the CCD-18Co cells similarly to vasopressin. In addition, when myofibroblasts were treated with
vasopressin and pre-incubated with the anti-PDGF antibody or anti-PDGF receptor inhibitor,
hormonal effects were inhibited. These results indicate that cellular proliferation of CCD-18Co
treated with vasopressin occurs through the activation of the PI3K/AKT and Ras/Raf/MAPK
pathways. When colonocytes were treated with conditioned medium in the presence of
vasopressin increased cellular proliferation and protein expression of tight junction proteins
was detected while the direct incubation with the hormone does not modify these variables.
The addition of PDGFA modifies cell proliferation. This study suggests that aldosterone and
vasopressin cooperate in regulating the structure and functions of the crypts of the colon in
response to changes in intake of Na" and water as part of the mechanism of regulation general

osmolality of extracellular fluid.
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INTRODUCCIO

1. APARELL DIGESTIU

L’intesti és la part del tracte gastrointestinal compresa entre el final de ’estomac i l'anus. Les
principals funcions de ’aparell digestiu son la digestié dels aliments i ’absorcio de nutrients
cap al torrent sanguini. A Uintesti prim hi podem distingir tres parts: el duodé, el jeju i Uili.
Dues de les accions basiques de intesti prim son la secrecio i ’absorcio. La secrecio intestinal
té diferents finalitats: facilitar el transit intestinal, finalitzar la digesti6, defensar |’organisme
de Uexterior i participar en U’homeostasi. L’intesti prim és on s’absorbeixen els nutrients
resultants de la digestio d’hidrats de carboni, proteines i lipids. L’intesti gros es pot dividir en
quatre segments: colon ascendent, colon transvers, colon descendent i colon sigmoide. Les
funcions del colon son absorbir ’aigua i ions, produir vitamines, formar les femtes i expulsar-
les de l’organisme. Els processos de putrefaccio i fermentacié que tenen lloc en Uintesti gros,

no son deguts a la secrecio d’enzims digestius sin6 a 'activitat de la flora intestinal.

1.1 EPITELI INTESTINAL

L’estructura de la paret del tracte gastrointestinal varia molt d’una regi6 a ’altra, tot i que
existeixen caracteristiques comunes en la seva organitzacio general. Histologicament, les capes
que formen Uintesti des de la llum intestinal a la capa més externa son: la mucosa, formada
per una monocapa d’epiteli, lamina propria i muscularis mucosae; la submucosa, la més
innervada, formada per teixit connectiu dens; la muscular, formada per una capa interna de
muscul circular i una d’externa prima longitudinal que regula la peristalsi; i la serosa, formada
per teixit connectiu i teixit epitelial en la que hi arriben els vasos sanguinis procedents de

I’aorta.

La gran superficie epitelial és necessaria pel procés d’absorcio i la mucosa es disposa formant
plecs anomenats vellositats. La mucosa del colon forma unes depressions anomenades criptes
de Lieberkiihn i, a diferéncia de la mucosa de Uintesti prim, no presenta vellositats (Rubin,
1999). L’epiteli intestinal té una taxa mitotica i una taxa metabolica elevades. En el fons de les
criptes hi ha les cél-lules indiferenciades, que son cél-lules pluripotents amb capacitat de
divisio. Aquestes cél:-lules van des del fons de les criptes fins a la superficie. Durant aquesta

migracié evolucionen i sintetitzen enzims i sistemes especifics per a ’absorcio, que els
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converteix en colonocits absorbents. Aquestes cél-lules son substituides per unes de noves cada
3-6 dies (Potten i Loeffler, 1990).

Les cél-lules amb funcio absortiva a U'intesti prim son els enterocits i en el Uintesti gros es
coneixen com a colonocits. Aquestes cél:-lules es caracteritzen per estar polaritzades distingint
una membrana apical que esta en contacte amb la llum intestinal i una membrana basolateral
orientada cap a l'espai intersticial. De manera que, a cada membrana s’hi poden trobar
proteines transportadores, diferents canals, a més de les unions estretes que permeten la unio

de les cél-lules entre elles.

Les cél-lules polaritzades son les responsables de l'alliberacié6 de mucus i es coneixem com
cél-lules calciformes o cél-lules goblet. L’element més abundant del mucus son les mucines,
proteines glicosilades que participen en la funcio de barrera epitelial (Khan i Collins, 2004). Els
mecanismes que duuen a terme consisteixen en fixar els bacteris i aixi, evitar la colonitzacio
epitelial i n’accelera la seva eliminaci6é i endarrereix la difusi6 de molecules potencialment

perilloses pels enterocits.

Un altre tipus cel-lular son les cél-lules endocrines, les quals son cél:lules columnars amb la
capacitat de produir una gran varietat d’hormones i transmissors. Flemstrom i Sjoblom (2005)
van caracteritzar-les com sensors luminals que detecten el contingut luminal de nutrients, aixi

com canvis en l’osmolalitat (Figura 1.1).

Al voltant dels anys 1980 es van establir diferents linies cel-lulars humanes com a models per
Uestudi de la diferenciacid cel-lular intestinal in vitro i aixi, estudiar i caracteritzar que
expressen fenotips altament diferenciats, aixi doncs, hi ha les cél-lules HT-29, les cel-lules
Caco-2 i les cél-lules T84. La linia cel-lular HT-29 que es va establir 'any 1975, deriva de
cel-lules d’adenocarcinoma de colon huma (Fogh, 1975). S’ha vist que aquesta linia en cultiu
presenta subpoblacions amb diversa capacitat de diferenciar-se. El 90-95% de les cel-lules son
morfologicament indiferenciades mentre que el 5-10% restant presenta caracteristiques
diferenciades que expressen diferents tipus d’enzims, ’antigen carcinoembrionari, la
glicoproteina de membrana MUC1 i altres mucines (Lesuffleur et al., 1990). A nivell genétic, les

cel-lules HT29 presenten alteracions tipiques de tumors colon rectals (Corzo et al., 2003).
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Figura 1.1. Esquema de [’epiteli del colon, les criptes de LieberKiihn i les cél:-lules que podem trobar
al llarg de la cripta. A la base de la cripta hi trobem les cél-lules mare i les cél-lules endocrines, després
hi ha distribuides les cel-lules de goblet, les regeneratives i les d’absorcio. Modificat de
www.studentconsult.com

L’any 1975 Fogh i Trempe van establir la linia cel-lular Caco-2, la qual també deriva d’un
carcinoma de colon huma. Aquesta linia presenta a nivell morfologic unes caracteristiques de
diferenciacio in vitro espontanies durant el desenvolupament del cultiu i assoleixen unes
caracteristiques morfologiques, bioquimiques i funcionals comparables a les dels enterocits
madurs de Uintesti prim (Pinto et al., 1983; Hidalgo et al., 1989). Les cel-lules Caco-2 formen
monocapes polaritzades amb preséncia de microvil:lis i una alta expressio d’hidrolases
intestinals. S’ha vist també que formen els complexos d’unid intercel-lulars i presenten
sistemes de transport caracteristics dels enterocits. La linia cel-lular T84, és una linia
establerta procedent d’un adenocarcinoma de colon huma i s’ha utilitzat com a model en
estudis de transport electrolitic perque esta regulat per diferents hormones i neurotransmissors
(Dharmsathaphorn et al., 1984; Madara et al., 1987). Aquesta linia cel-lular creix formant
monocapes que formen les unions estretes. També s’ha descrit que aquesta linia cel-lular

secreta clorurs a través dels canals apicals, i produeix i allibera mucines (Brady et al., 1984).
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1.2 MIOFIBROBLASTS INTESTINALS

En els darrers anys s’ha descrit que els miofibroblasts participen en la regulacié de processos
biologics fonamentals com la proliferacio, la diferenciacio, la motilitat, la morfogénesi,
apoptosi, reparacio i inflamacio cel:-lular. En el tracte gastrointestinal s’hi poden distingir dos
tipus de miofibroblasts: les cel-lules de Cajal (ICC, Interstitial Cells of Cajal) i els
miofibroblasts subepitelials intestinals (ISEMF, Intestinal Subepithelial Myofibloblast Cells). Les
ICC es van descobrir fa més de 100 anys i no va ser fins a finals del segle passat que se’ls va
identificar com fibroblast i no com a neurona (Sanders, 1996). Es troben localitzats a la
submucosa i la muscularis propria juntament amb el muscul llis de Uintesti, on faciliten la
propagacio eléctrica, modulen els neurotransmissors i regulen la motilitat intestinal del muscul
llis (Sanders et al., 2006) (Figura 1.2). Sanders et al., (2002) van veure que aquests
miofibroblasts actuen com a moduladors de la proliferacio, la fibrosi i en la reparacio. Pascal et
al., (1968) van descriure que els ISEMF es troben a la lamina propria per sota de les cél-lules
epitelials de les criptes amb major proporcié que en la superficie del colon. Els ISEMF
participen en el creixement i desenvolupament mucosal, la contraccié intestinal, reparacio
intestinal, fibrosi, neoplasia, transport d’aigua i ions, a més de participar en processos
immunologics i en la inflamacié (Powell et al., 2005). Els ISEMF es caracteritzen per expressar
proteines de la matriu extracel-lular (ECM, Extracellular Matrix), com el col-lagen, la laminina
i la fibronectina, a més, poden alliberar enzims com

les metal-loproteinases que s’encarregaran de la o o e O Ji e
(-

remodelacié de ’ECM o bé, els seus inhibidors. Andoh O
et al., (2005) va descriure que els ISEMF responen a '. O ) ———Colonécit
diferents factors com el factor de creixement ) —
. . X L & ~—Miofibroblast

epidermic (EGF, Epidermal Growth Factor), factors ( 5| *'O ‘
de creixement d’insulina | i Il (IGF-1 i IGF-II, Insulin- & O;l ﬁ"c\ - {

\ / \‘fj‘
like Growth Factor), Uinterleucina-18 (IL-18) i el N ), Q)

) fa
factor de necrosi tumoral (TNF-a, Tumor Necrosis Cj () Q/y
N o o,

Factor). Els miofibroblasts del colon formen una
xarxa que envolta les criptes, que es coneix amb el Figyra 1.2, Representacio de la ubicacio

nom de beina pericriptal. Aquesta beina participa en dels miofibroblasts en les criptes de
Lieberkiihn. Els miofibroblasts formen una
capa sota els colonocits. (Adaptat de Quante

davant de concentracions altes d’angiotensina Il i iWang, 2009).
d’aldosterona (Naftalin i Pedley, 1999).

el transport d’ions i aigua i incrementa el seu gruix
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Els miofibroblasts s’uneixen entre ells per les unions adherents, constituides principalment per
la cadherina-11, que s’uneix al citoesquelet d’actina a través de la B-catenina (Danjo i Gipson,
1998). Pero, el més important és que estan units a la matriu circumdant a través dun
fibronexus i no a la lamina basal (Mifflin et al., 2011). L’actina associada a muscul llis (SMA,
Smooth Muscle Actin) és molt caracteristica dels miofibroblast i la presenten tant els ISEMF
com els ICC (Powell et al., 1999) (Figura 1.3). Eyden (2008) defineix els miofibroblasts amb
molt de detall i amb uns criteris molt concrets, concretament han de presentar morfologia
estrellada o en forma de fus, han de ser positius per a-SMA, fibronectina i vimentina, negatius

per miosina de muscul llis negatiu.

Els miofibroblasts expressen i secreten un gran
nombre de citoquines, factors de creixement,
neurotransmissors, hormones, mediadors de la
inflamacio i proteines d’adhesio, aixi com també
expressen receptors pels seus lligands (Powell et
al., 2005; 2011). Les cél-lules CCD-18Co, és una
linia cel-lular establerta que presenta morfologia

de miofibroblast subepitelial i és de procedéncia

humana. Les seves propietats de creixement son Miofibroblasts
adherents i els investigadors Simon et al., (2002,

. i . Figura 1.3. Dibuix representatiu dels
1999) i Mahida et al., (1997) van descriure que marcatges dels miofibroblasts. En filaments

els miofibroblasts subepiteliales (CCD-18Co) Vvermells representats els filaments d’actina i en
taronja la cadherina 11 que forma les unions

s ,
expressaven els marcadors especifics d’aquestes i arents.

cel-lules: a-SMA, vimentina i cadherina.

El cocultiu de fibroblasts o miofibroblasts amb cel-lules epitelials dona lloc a proliferacio i
diferenciacio de les cél-lules epitelials (Del Buono et al., 1998; Halttunen et al., 1996). Del
Buono et al., (1998) van observar que el cultiu primari dels ISEMF era capa¢ d’estimular la
diferenciacié de les cél-lules humanes derivades de cancer de colon com les cél-lules HT-29 o
les cel-lules T84. En altres estudis van demostrar que factors de creixement com el factor de
creixement hepatic (HGF, Hepatocyte Growth Factor) estimulen la proliferacio i no la
diferenciacio de les cél-lules T84 mentre que el factor de creixement transformant-p (TGFp,

Transforming Growth Factor-p) té ’efecte oposat (Halttunen et al., 1996).
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1.3 ABSORCIO D’AIGUA | IONS

L’organisme huma absorbeix gairebé el 99% de l’aigua i dels ions que arriben al tracte
gastrointestinal. Els processos d’absorcio i de secrecid d’aquests elements es realitza
principalment al colon, que és molt eficient per realitzar aquesta funcio, ja que és capac
d’absorbir aigua en contra de gradients osmotics. L’absorcid esta protagonitzada pel Na*, que
pot ser absorbit per un mecanisme electroneutre o bé per un mecanisme electrogénic, mentre

que la secrecio esta conduida pel Cl.

El moviment d’ions pot realitzar-se per difusid, procés que no requereix energia perqué es
realitza a favor de gradient de concentracio, o bé per transport mitjancant unes proteines de
membrana que transporten soluts en contra de gradient electroquimic i per tant es necessita
un aport d’energia. Pel que fa als mecanismes d’absorcid, la part més distal de Uintesti gros hi
predomina |’absorcio electrogénica de Na“, que es realitza a través del canal epitelial de Na*
(ENaC; Epithelial Na*® Channel) situat a la membrana apical dels colonocits. La preséncia
d’aquest depén de diversos factors, entre els quals hi ha la regulacié hormonal per aldosterona.
L’aigua es pot moure per diferents vies: la paracel:-lular i la transcel-lular a través dels canals
d’aigua, anomenats aquaporines (AQP), que es troben localitzats a la membrana apical i la
basolateral (Wang et al., 2000). A més, el moviment d’aigua també es pot produir a través dels

transportadors de nutrients (Meinild et al., 1998).

1.4 FUNCIO DE BARRERA

L’epiteli intestinal constitueix la major superficie mucosa de ’organisme huma i funciona com
una barrera selectiva que permet el pas de nutrients, ions i aigua des de la llum intestinal cap
a la circulaci6 sistémica, alhora que restringeix el pas de substancies potencialment nocives
(Farhadi et al., 2003). Es per aixo, que el sistema gastrointestinal presenta diferents nivells de
defensa enfront de toxines, antigens i patogens. Aixi, hi ha mecanismes protectors no
especifics a la llum intestinal; el propi epiteli intestinal actua com a sistema de barrera; i les
respostes immunologiques a microorganismes i antigens formen un nivell de defensa més

especific.
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L’epiteli constitueix una barrera que esta exposada a constants agressions, donades les
caracteristiques del medi extern que sol ser forca agressiu. Aquesta funcié de barrera s’assoleix
gracies a la preséncia de les unions estretes, que mantenen la seva integritat i regulen la seva
permeabilitat tant en condicions fisiologiques com patologiques (Fasano i Shea-Donohue, 2005).
Des de Uepiteli, alguns tipus cel-lulars afavoreixen la sintesi i ’alliberacié de substancies
defensores, com el mucus produit per les cél-lules de goblet o la a-defensina produida per les
cél-lules de Paneth (Moal i Servin, 2006).

Els desmosomes, les unions adherents i les unions estretes formen el complex d’unio epitelial
que permet mantenir les cél-lules epitelials unides entre elles (Farquhar i Palade, 1963) (Figura
1.4). Les unions estretes generalment encerclen les cél-lules en 'extrem apical de la part
lateral de la membrana, que forma una barrera a la difusio paracel-lular que regula la
permeabilitat epitelial. A més, també restringeixen la difusio de components de membrana
entre la zona apical i la zona basolateral. Les unions adherents i els desmosomes sén unions

adhesives que estan unides al citoesquelet d’actina i als filaments intermedis, respectivament.

Figura 1.4. Uni6 intercel-lular epitelial. Representacié esquematica dels colonocits.
Les unions estretes i les unions adherents estan unides al citoesquelet d’actina mentre
que els desmosomes ho estan als filaments intermedis (Adaptat de
http://www.nature.com/scitable/topicpage/cell-adhesion-and-cell-communication-
14050486).
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A Uepiteli intestinal, els components de les unions adherents estan concentrats prop de les
unions estretes i colocalitzen amb un prominent cinturé d’actina, mentre que en altres tipus
d’epitelis estan distribuits al llarg de tota la membrana lateral. D’altra banda, els desmosomes

es distribueixen al llarg de la membrana basolateral (Matter i Balda, 2003).

La uni6 estreta esta formada per una placa citoplasmatica i tres tipus de proteines
transmembrana que son l'ocludina, les claudines i les JAMs (Junctional Adhesion Molecule),
que son unes proteines d’adhesid pertanyents a la superfamilia de les immunoglobulines
(Figura 1.5). Les unions estretes son estructures membranoses presents en diferents tipus
cel-lulars com les cél-lules epitelials, les endotelials i les mesotelials (Krause et al., 2008;
Mukherjee et al., 1988). Les unions estretes formen unes barreres entre les cél:-lules disposades
en capes que regulen la difusio de les molécules i els ions a través de l'espai intercel-lular
(Sawada et al., 2003). A més, també participen en la formacié d’una barrera polaritzada amb
una permeabilitat selectiva a l’aigua, soluts i molécules més grans que és essencial pel
manteniment homeostatic dins dels sistemes fisiologics dels vertebrats. La barrera formada per
les unions estretes evita I’entrada d’agents patogens a través de U’epiteli, i per tant actua com
a un component de la immunitat innata (Landau, 2006). Ara bé, també es pot produir una
desregulacio de les unions estretes que és una caracteristica fisiopatologica de moltes malalties
com per exemple, cancer, vessament cerebral, retinopatia diabética, malaltia inflamatoria dels
pulmons i malaltia inflamatoria intestinal (IBD, Inflammatory bowel disease) (Forster, 2008). Al
llarg dels anys, s’han anat atribuint funcions addicionals a les unions estretes; com la
diferenciacio cel-lular, la proliferacio, la migracié i les senyals de transduccié (Balda i Matter,
2009; Matter et al., 2005; Steed et al., 2010).

Figura 1.5. Representaci6 de les
proteines que constitueixen les unions
estretes entre dues membranes
lipidiques. (Adaptat de
www.nastech.com).
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La placa citoplasmatica de les unions estretes esta formada per diferents tipus de proteines,
que inclouen adaptadors com ara les proteines ZO-1, ZO-2 i ZO-3 (Zonula Occludens-1, -2 i -3) i
altres proteines reguladores i de senyalitzacio. Les proteines adaptadores es creu que estan
vinculades a les proteines transmembrana i recluten altres components citosolics, com

proteines quinases, GTPases i factors de transcripcio (Tsukita et al., 2002).

Les claudines i Uocludina son els elements més importants de les unions estretes, que
s’associen en heteropolimers i formen les bandes intramembranoses. S’ha proposat que en
aquestes bandes hi ha canals fluctuants que permeten la difusio selectiva d’ions i de petites
molécules hidrofiliques. Aixi doncs, la quantitat i els tipus de claudines i ocludines expressades
determinen la mida i la carrega de les substancies que poden difondre a través de la via
paracel-lular (Matter i Balda, 2003).

La uni6 adherent és un tipus d’unio intercel-lular membrana-citoesquelet que crea una xarxa a
través de les cél-lules, fonamental per a la coordinaciéo del comportament d’una poblacio
cel-lular (Gottardi et al., 2002). Les cadherines son proteines de la membrana plasmatica
associades a les unions adherents, que presenten importants contribucions en la funcié de
barrera, 'embriogénesi i ’homeostasi (Gumbiner, 2005; Halbleib i Nelson, 2006; Nishimura i
Takeichi, 2009). El component principal de la uni6 adherent és I’E-cadherina, que presenta un
domini extracel-lular responsable de les unions homofiliques dependents de Ca®* amb molécules
d’E-cadherina de la cél-lula adjacent, i un domini citoplasmatic que mitjancant altres proteines
s’uneix al citoesquelet d’actina. Aquestes proteines intermeédies son les catenines. La que
s’uneix directament a UE-cadherina és la B-catenina, que s’uneix també a |’a-catenina
(Imamura et al., 1999). Aquesta ultima s’ha vist que es pot unir tant a l’actina com a proteines
associades a [’actina, com la vinculina o I’a-actinina (Watabe-Uchida et al., 1998; Nieset et al.,
1997). L’associacio a-catenina-vinculina esta implicada en la formacio i el manteniment tant de

la unio adherent com de la uni6 estreta (Watabe-Uchida et al., 1998).

Els desmosomes no només son estructures especialitzades necessaries per a U'establiment i
manteniment de ’adhesid en teixits d’origen epitelial sind6 que també faciliten la comunicacio
cel-lular a través de senyals de transmissido. Aquestes unions es troben a la superficie lateral
entre cél-lules adjacents. Els desmosomes s’han observat en diferents tipus de teixits com ara
la mucosa intestinal, la vesicula biliar, el fetge, el pancrees, ’estomac, les glandules salivals i

la glandula tiroide i també en les cél-lules epitelials de la nefrona, tot i que sén més abundants

11
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a la pell i al miocardi (Holthofer et al., 2007). Un dels elements importants dels desmosomes
son les proteines transmembrana, desmogleina i desmocolina, que pertanyen a la superfamilia
de les cadherines i que formen una estructura semblant a una cremallera a Uespai
intercel:-lular (Banon et al., 2002). En el fragment citosolic d’aquestes proteines s’hi uneix la
placoglobina, que és un mediador tant per a l’associacié d’aquests complexos com per a la
segregacio dels seus components. La placoglobina juntament amb un altre membre de la
mateixa familia, la placofilina, formen la placa densa externa. Aquestes proteines s’uneixen als
filaments intermedis mitjancant la desmoplaquina, que és el principal component de la placa
densa interna (Huber, 2003).

2. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

Un dels mecanismes reguladors de |’homeostasi hidrica i electrolitica és el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS; Renin-angiotensin-aldosterone system). Aquest sistema inclou
un conjunt de reaccions quimiques en forma de cascada enzimatica, que es desencadenen per
Ualliberacié de la proteasa renina, per les cel-lules juxtaglomerulars del rony6. La renina
transforma ’angiotensinogen, una proteina plasmatica sintetitzada al fetge, en angiotensina I.
A mesura que la sang flueix a través dels capil:-lars, ’enzim convertidor d’angiotensina (ACE,
Angiotensin Converting Enzyme) transforma ’angiotensina | a angiotensina Il (Figura 1.6).
Aquesta hormona s’uneix als seus receptors situats a les glandules suprarenals, que activaran a
missatgers secundaris que incrementaran la concentracié de Ca®* intracel-lular que provoca la
produccié d’aldosterona (Williams, 2005; White, 1994; Timmermans et al., 1993). L’alliberacio
de renina al ronyo, esta regulada per diferents factors, entre els quals es troba la disminucio de
la pressio de perfusio al ronyo, la disminucié de la concentracid plasmatica de Na" i
’estimulacio B-adrenérgica. Els factors que inhibeixen la sintesi d’angiotensina Il son el K, el
peptid natriuretic atrial (ANP, Atrial Natriniuretic Peptide), la dopamina i/o 'estimulacio a-

adrenérgica.
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Figura 1.6. Representacié esquematica de I’activacié del RAAS. Una davallada de la
concentraci6 de Na" o de la pressio arterial activa la produccid de renina que
transforma l’angiotensinogen a angiotensina |. L’enzim convertidor d’angiotensina
(ACE) transforma l’angiotensina | en angotensina Il i aquesta estimula la secrecio
d’aldosterona en el cortex suprarrenal. L’aldosterona augmenta la reabsorcio i
’absorci6 de Na* i regula la pressio arterial. (Adaptada de www.health.on-topic.net.)

Els factors estimuladors de ’alliberacié de renina incrementen el 3’5’ adenosina monofosfat
ciclic (AMPc, Adenosine Monophosphate) mentre que els que l’inhibeixen, incrementen el GMPc
o activen la fosfolipasa C (Bader i Ganten, 2000). Tot i que la sintesi majoritaria de renina es
produeix als ronyons, també s’atribueix a altres teixits com el cervell, el cor, el teixit adipds,
les gonades, el pancrees i la placenta (Persson, 2003). Al colon també s’ha detectat la
presencia de renina i altres components, fet que suggereix la preséncia d’un RAAS local
(Hirasawa et al., 2002). Majoritariament, els nivells de renina circulants provenen dels ronyons,
malgrat que en humans i en animals que se’ls ha realitzat una nefrectomia bilateral els nivells
de renina circulant gairebé sén indetectables. Williams (2005) considera que els RAAS locals

actuen de forma autocrina i paracrina.
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3. ALDOSTERONA

L’any 1934 els investigadors Zwemer i Sullivan van proposar que hi havia d’haver alguna
substancia alliberada pel cortex adrenal amb capacitat d’influir en el metabolisme dels sucres i
de ’aigua. Vint anys més tard, el grup de Simpson et al., (1954) van identificar una substancia
amb aquestes propietats, que es trobava en ’orina, la sang i a extractes adrenals, que van
anomenar en un principi electrocortina. Posteriorment van saber que era d’origen adrenal i que

presentava estructura esteroidal i la van anomenar aldosterona.

La sintesi majoritaria d’aldosterona té lloc a les glandules adrenals tot i que s’ha descobert
sintesi extra-adrenal. Lockett i Retallack (1970) van descriure la preséncia de compostos amb
estructura esteroidal al miscul cardiac i al cor de gats. Fins anys més tard no es va identificar
I’mRNA de |’aldosterona sintasa al teixit vascular de rosegadors (Takeda et al., 1995).
Posteriorment, també es va identificar l’aldosterona sintasa a teixit cardiovascular huma,
musculatura llisa vascular i cél-lules endotelials (Hatakeyama et al., 1994; Takeda et al.,
1996). Davies i Mackenzie (2003) van identificar la sintesi de novo extra-adrenal de

’aldosterona al sistema cardiovascular i al sistema nervios central (SNC).

L’aldosterona és una hormona mineralocorticoide i actua a ronyons, colon i glandules salivals i
sudoripares (Webber, 2003). S’ha vist que el receptor mineralocorticoide (MR;
mineralocorticoid receptor) s’expressa en cél-lules epitelials com els queratinocits epidermics,
i en cél-lules no epitelials, com els miocits cardiacs, les neurones del SNC, les cel-lules

endotelials i les cél-lules musculars llises del sistema vascular (Farman i Rafestin-Oblin, 2001).

Els mecanismes que intervenen en la secreci6 de ’aldosterona actuen de forma simultania i

son:

¢ Sistema renina-angiotensina. Quan es produeix una davallada del volum sanguini ja sigui
causat per deshidratacio, deficit de Na® o hemorragia s’estimula la secrecio de la renina
que afavoreix la sintesi d’aldosterona. A nivell renal, ’aldosterona incrementa la
reabsorcié d’aigua, que incrementa el liquid extracel-lular (LEC) i la recuperacio de la
pressio arterial. A més, ’angiotensina Il amb la seva accié vasoconstrictora afavoreix

’increment de la pressio arterial.
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e Concentracié plasmatica de potassi. Un increment d’aquest catié en el LEC activa la
secrecié d’aldosterona al cortex suprarrenal que indueix [’eliminacio del K™ per part dels
ronyons. Els ions K* activen els canals de Ca** depenents de voltatge, per tant incrementa
la concentracié de Ca?* intracel-luar que estimula la secrecié d’aldosterona (Boon et al.,
1997).

e L’hormona adrenocorticotropica o corticotropina (ACTH, Adrenocorticotropic hormone).
Aquesta hormona és secretada per la hipofisi i la seva funcio principal és estimular el
creixement de la zona fasciculada i de la zona reticular del cortex adrenal. L’hormona
ACTH s’uneix als receptors que es troben a la membrana de les cél-lules
suprarenocorticals. Aquesta unié activa ’adenililciclasa i [’augment resultant de ’AMPc
intracel-lular activa a la proteinquinasa A, donant lloc a la formaci6 de pregnenolona i

dels seus derivats entre els quals hi ha l’aldosterona.

3.1 RECEPTORS DE L’ALDOSTERONA

Les hormones corticosteroides es poden unir a dos tipus de receptors: MR i el glucocorticoide.
Aquests receptors pertanyen a la familia de receptors nuclears que inclouen els receptors de
les hormones esteroides, tiroidals, vitamina D5 i acid retinoic (Farman i Rafestin-Oblin, 2001). A
I’MR s’hi poden unir els glucocorticoides i I’aldosterona amb una gran afinitat. La presencia de
’enzim 11B-hidoxiesteroid deshidrogenasa (118-HSD) juga un paper important en la prevencio

de l’ocupacié permanent de I’MR pels glucocorticoides.

De forma majoritaria, els efectes de les hormones esteroides son genomics, és a dir, inclou la
transcripcio de gens. S’ha descrit que l’aldosterona a més de les accions genomiques també en
presenta de no genomiques (Losel et al., 2004). L’aldosterona és de naturalesa lipofilica i entra
a la cél-lula per difusio a través de la bicapa lipidica (Boldyreff i Wehling, 2004). Un cop al
citoplasma, s’uneix a I’MR intracel-lular i tot el complex transloca cap al nucli, on s’uneix a
seqliencies especifiques del DNA i actua com a factor de transcripcio (Pippal i Fuller, 2008). Els
efectes derivats del mecanisme genomic es poden observar als 30 min de l’alliberacio o de
’administracio de ’hormona. Moltes accions de [’aldosterona no es poden descriure per aquest

model classic, perqué el temps de resposta és massa rapid. Les respostes no genomiques poden
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produir-se en pocs minuts, perquée no intervé la transcripcid. En aquest cas, estan involucrats

canvis en la concentracio o en l’activitat de missatgers secundaris (Boldyreff i Wehling, 2003).

S’ha vist que les rates sotmeses a una dieta amb baix contingut de Na* incrementen |’expressio
de 11B-HSD2 al colon (Ngrregaard et al., 2003). Aquest enzim també s’expressa en teixit
cardiac huma (Slight et al., 1996). Aixi doncs, la coexpressio de MR i [’118-HSD2 impedeix
’ocupacio permanent de I’MR per glucocorticoides, i permet la uni6é d’aldosterona depenent de
la seva concentracio (Seckl i Chapman, 1997; Funder et al., 1988). Un dels inhibidors selectius
de MR és Uespironolactona, farmac que s’utilitza en moltes malalties com antagonista de

’aldosterona.

L’espironolactona i ’eplerenona presenten una estructura similar i son els inhibidors selectius
de MR. L’eplerenona és un derivat de l’espironolactona que té més selectivitat pel receptor
de ’aldosterona que pels altres receptors esteroides (Brown, 2003). Els estudis realitzats in
vitro han demostrat una gran afinitat de l’espironolactona pels receptors de |’aldosterona
mentre que ’eplerenona els seus efectes son més evidents in vivo a una dosis més baixa
(Struthers et al., 2008).

3.2 EFECTES DE L’ALDOSTERONA A RONYO

L’aldosterona regula ’excrecid de Na*a través de MR i dels seus efectes genomics a la nefrona
distal del ronyo (Bhargava et al., 2001). L’aldosterona a part de la reabsorcié de Na" també
regula els fluxos d’altres ions. La reabsorcié de Na® esta acompanyada per la reabsorcié d’ions
com el Cl" i HCO; i afavoreix la retencio d’aigua. Alhora es produeix un increment de K* en
Uorina, i per evitar ’acidesa sanguinia hi ha una excrecié de H* cap a l'orina. Williams (2005)
va veure un increment de [’activitat del canal ENaC al colon distal i al ronyo. L’aldosterona
activa aquest canal en dues fases; la fase aguda i la fase cronica. La fase aguda esta
caracteritzada per un increment de 2 a 3 cops de la reabsorcié de Na* i es produeix al cap de
0,5 i 3 h. Durant aquesta fase no es modifica U’expressi6 de U'mRNA de cap de les tres
subunitats del canal de Na'. A partir de les 3 h es desencadena la fase cronica, que és
progressiva i hi ha un increment de [’absorcié de Na*" que a les 24 h és 20 cops la taxa inicial.
Aquesta reabsorcio de Na* s’aconsegueix bé per un increment del nombre de canals ENaC a la

membrana o bé per un increment de l’activitat. Aquesta activitat esta controlada per la
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proteina Nedd4-2, que en situacions de pseudoaldosteronisme participa en ’eliminacio dels
canals de la membrana, que alhora és inhibida per la quinasa regulada per serum i
glucorticoides (Sgk1; serum- and glucocorticoid-regulated kinasa) (Snyder et al., 2002;
McCormict et al., 2004). L’aldosterona incrementa ’expressio de [’Sgk1 tant al ronyé com al
colon (Chen et al., 1999; Naray-Fejes-Toth et al., 1999; Shigaev et al., 2000). A més, I’Sgk1 pot
fosforilar part del carboni terminal de la subunitat a de 'ENaC, que altera la seva activitat
(Diakov i Korbmacher, 2004) i regular U’expressio genica d’altres subunitats de diferents canals
(Boyd i Naray-Fejes-Toth, 2005). El factor inductor de U’hormona corticosteroide (CHIF;
Corticosteroid Hormone Induced Factor) present al colon incrementa l’afinitat de U’ATPasa
Na*/K* pel Na* de manera que podria explicar en part l’increment de ’activitat de I’ATPasa que

s’observa en resposta a l’aldosterona (Béguin et al., 2001) (Figura 1.7).

Membrana apical Membrana basolateral
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Figura 1.7. Representaci6 grafica de com una cél-lula epitelial respon a
I’aldosterona. L’aldosterona s’uneix al receptor mineralocorticoide (MR) i transloquen
a nucli, on es desencadenen diferents respostes com ara l’increment de U'expressio de
’ENaC (Canal epitelial de Na*) per regular ’absorcié de Na’, de I’Sgk (Quinasa
regulada per serum i glucocorticoides) necessaria per fosforilar la proteina NEdd4-2, i
del CHIF (Factor inductor de l’hormona corticosteroide) que augmenta [’activitat de
’ATPasa. Imatge adaptada de Fuller i Young, 2005.

S’ha descrit que ’aldosterona esta involucrada en la lesio renal incloent-hi la inflamacio,
’estres oxidatiu, la fibrosi, la proliferacié mesangial i el dany dels podocits en diferents models
animals (Shibata et al., 2007; Briet i Schiffrin, 2010; Nishiyama et al., 2004).
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A nivell renal, l’accié de ’aldosterona és profibrotica i mediada pel TGFp. De fet, l’aldosterona
in vitro incrementa U’expressio del TGFB i de la fibronectina (Lai et al., 2006). En estudis
realitzats en rates Dahl sensibles a la sal i amb insuficiencia cardiaca (DSHF, Dahl salt-sensitive
rat with heart failure), ’administracié d’aldosterona incrementa l’expressié del TGFp i aquest
efecte també s’ha observat tant en rates adrenotomitzades bilateralment (Chun et al., 2008)
com en rates normals (Juknevicius et al., 2004). El TGFB incrementa la sintesi de col-lagen,
redueix U’expressié de les metal-loproteinases de la matriu i promou la proliferacié dels
fibroblasts (Sun et al., 2000).

En els efectes profibrotics de l’aldosterona al rony6 també s’hi veuen involucrats altres factors
com el factor de creixement de teixit connectiu (CTGF, Connective Tissue Growth Factor) que
pot actuar per via depenent o independent del TGFB (Han et al., 2006). L’aldosterona
incrementa U'expressio de PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor) a les cel-lules mesangials i
aquests efectes son atenuats pel tractament amb antagonistes de MR (Brown et al., 2000).
Aquest increment de PAI-1 comporta una degradacio de UECM (Huang et al., 2008) i participa

en els efectes nocius de ’aldosterona al glomérul (Ma et al., 2006).

L’aldosterona incrementa la sintesi de col-lagen als fibroblasts renals, a través de la seva unid
a UMR i Uactivacio de la via ERK1/2 (Nagai et al., 2005). A més, el tractament amb aldosterona
indueix un canvi morfologic de les cél-lules del tubul renal que passen a tenir una aparenca
mesenquimal (Zhang et al., 2007). Aquest efecte és depenent de MR i de [’activacié de la via
ERK1/2 a través de les especies reactives d’oxigen (ROS; Reactive Oxygen Species).
L’aldosterona també estimula la proliferacié de les cél-lules mesangials a través de ’activacio
de la via Ras/Raf/MAPK (Otani et al., 2007; Terada et al., 2005). El receptor de ’EGF (EGFR)
també esta implicat en U'efecte de ’aldosterona sobre les cel-lules mesangials (Figura 1.8).
Huang et al., (2009) han mostrat que l’aldosterona incrementa la fosforilacio de EGFR i que
aquest efecte és bloquejat per antagonistes de ’MR. Aixo indica que l’aldosterona indueix la

fosforilacié de UEGFR via no genomica.
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Figura 1.8. Mecanismes de [’aldosterona al ronyé. L’aldosterona a través del
receptor mineralocorticoide (MR) indueix la produccido d’espécies reactives d’oxigen
(ROS). L’aldosterona en els podocits indueix dany tissular, inflamacio, fibrosis i
proliferacio cel-lular. A més, el ROS pot fosforilar 'EGFR i estimular la proliferacio de
les cél-lules mesangials a través de l’activacio de la via Ras/Raf/MAPK o PI3K/AKT.
Abreviatures: MR: receptor mineralocorticoide, ROS: especies reactives d’oxigen, P:
fosforilacid. Imatge modificada de Briet et al., 2010.

3.3 EFECTES DE L’ALDOSTERONA A COR

L’increment dels nivells d’aldosterona a nivell plasmatic afecta al sistema cardiovascular, on
altera Uexpressio de gens i influeix directament en el to cardiovascular i la contractilitat. Un
excés de mineralocorticoides juntament amb una concentraci6 inadequada de Na* actuen com
a intermediaris de la fibrosi del miocardi, de la hipertensid i de la hipertrofia ventricular
esquerre (Brilla i Weber , 1992; Young et al.,1994). Tant els cardiomiocits com els fibroblasts
cardiacs expressen MR amb una alta afinitat per !’aldosterona (Lombés et al., 1995). Rocha et
al., (2002) van demostrar que la fibrosi del miocardi induida per [’aldosterona estava precedida
per canvis pro-inflamatoris al teixit perivascular i que, tant la inflamacié com la fibrosi eren
previnguts amb ’adrenalactomia o bé, per ’administracié d’antagonistes de MR (Martinez et
al., 2002). S’ha demostrat que nivells elevats d’aldosterona desencadenen fibrosi aortica
(Neves et al., 2005) i hipertrofia (Lacolley et al., 2002) en diferents models de rates
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hipertenses i ’administracié de U’eplerenona atenua els efectes de la remodelacié vascular i
fibrosi desencadenats per |’aldosterona, que indica que el mecanisme d’acci6 és a través de
I’MR (Cachofeiro et al., 2008).

Diversos estudis han demostrat que pacients amb problemes cardiacs tenen la concentracio
d’aldosterona incrementada respecte els pacients normals (Laragh, 1960; 1962; O’Neil i
Hayhurst et al., 1985). Una alliberacié d’aldosterona constant incrementa la pressio arterial i
desencadena una hipertrofia del ventricle esquerre que promou la fibrosi cardiaca (Brilla i
Weber, 1992; Brilla et al., 1993; Robert et al., 1995). Per entendre la fibrosi cardiaca hi ha
diverses hipotesis, la més destacada és la que suggereix que ’increment de l’angiotensina té
un paper central. Harada et al. (2001) van demostrar que ’aldosterona incrementa |’expressio
de UmRNA de UACE, que comporta un increment de [’angiotensina Il, que alhora incrementa
’aldosterona circulant (Carey, 2010). Alguns investigadors han estudiat el sinergisme existent
entre les dues hormones (aldosterona i angiotensina) i la interaccié de MR i els receptors de
tipus | de l’angiotensina (Min et al., 2005; 2007).

L’aldosterona produeix estrés oxidatiu a les cél:-lules endotelials (Iwashima et al., 2008; Sun et
al., 2002), cél-lules VSMC (Callera et al., 2005), i cardiomiocits (Hayashi et al., 2008). La
generacio de ROS i U’activitat NADPH estan incrementades en els rosegadors amb hipertensio,
incloent-hi les rates transgéniques Ren2, les quals tenen incrementades |’expressio de la renina
(Stas et at., 2007). L’increment de U’activitat NADPH induit per ’aldosterona pot donar-se per
diferents vies entre les quals hi trobem MR que actua a través del C-Src i Rac1 (lwashima et
al., 2008) o a través de la quinasa 1 reguladora de l’apoptosi (ASK1; Apoptosis Signal-
Regulating Kinase 1) (Nakamura et al., 2009). L’estrés oxidatiu té un paper central en la
produccié de la fibrosi i de la remodelaci6 i esta regulat per ’activitat oxidasa de Nox2-NADPH.
En els models d’hipertensio, s’ha vist que ’aldosterona promou la infiltracio vascular de
monocits, macrofags i limfocits (Sun et al., 2002; Rocha et al., 2002). Aquesta inflamacid
vascular precedeix el desenvolupament de la fibrosi tant al cor com al sistema vascular (Sun et
al., 2002). A més, l’aldosterona és capac de promoure la proliferacié de les cél-lules VSMC de

forma independent de la inflamaci6 vascular (Min et al., 2005).
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3.4 EFECTES DE L’ALDOSTERONA A COLON

L’organisme necessita tant el Na" com el Cl" ja que son elements que l’organisme no pot
sintetitzar per si mateix i s’adquireixen per la ingesti6 de sal o clorur de sodi (NaCl). El Na"
ocupa un lloc central en el balang hidric i en el d’ions ja que és el catié més abundant del LEC i
’nic capac d’exercir una pressié osmotica significativa. Aixi doncs, tant la regulacio de la
ingesta de Na" com U’excrecié d’aquest i6, d’aigua i d’altres ions hi participen un gran nombre
de mecanismes homeostatics de l’organisme. En aquest manteniment de ’homedstasi hidrica i

ionica hi tenen un paper important tant el colon com el ronyo.

A Uepiteli del colon hi ha un gran nombre de transportadors que son capacos de moure els
soluts i l'aigua des de la llum intestinal cap als vasos sanguinis i viceversa amb una alta
eficacia. Aquests transportadors estan regulats per mecanismes endocrins, neurocrins i
paracrins, en els quals hi juga un paper important el RAAS i la vasopressina. Per augmentar la
reabsorcio de Na® i evitar-ne la seva excrecié per l'orina en una dieta amb baix contingut en

Na" es requereix [’activacio del RAAS (Sandle et al., 1984; Turnamian i Blinder, 1988).

En diversos estudis duts a terme per Naftalin et al., (1999) van veure que el colon distal tenia
una capacitat més elevada d’absorbir fluids en contra de gradient comparat amb el colon
proximal. Aquesta capacitat absortiva del colon distal era major quan els animals eren
sotmesos a una dieta amb baix contingut de Na™ i en canvi, no esta modificada quan els animals
consumien una dieta amb alt contingut en Na'. Aquest increment de ’absorci6 de Na* va
acompanyat d’un engruiximent de la beina pericriptal de miofibroblasts (Naftalin i Pedley,
1999). Aquesta beina delimita la zona pericriptal i genera un gradient osmotic que afavoreix
’absorcié d’aigua i la conseqiient deshidrataci6 de les femtes (Naftalin et al., 1999).
L’activacio del RAAS provoca ’alliberacio d’aldosterona que estimula en primer lloc "absorcio
de Na" al colon distal i la reabsorcié en el tubul distal del ronyd, mitjancant ’augment de
’expressio del canal ENaC a la membrana apical i Uincrement en Uactivitat ATPasa Na*/K" a la
membrana basolateral. En segon lloc, s’ha demostrat que L’aldosterona disminueix la
permeabilitat paracel-lular del Na' ja que augmenta ’expressid de les unions estretes,
concretament la claudina IV, i per tant, incrementa la resisténcia epitelial i la dificultat al
moviment d’ions a través de les unions intercel-lulars (Cristia et al., 2005). A més, aquesta
hormona estimula la proliferacio de la beina miofibroblastica pericriptal (augmenta l’expressio

de a-SMA i B-catenina) i, com a conseqiiéncia es forma una barrera als soluts i a la difusio de
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Na" cap la circulaci6 sanguinia. Aquest fenomen es pot interpretar com un mecanisme fisiologic
adaptatiu per absorbir el maxim de Na® davant una situacio de deficiéncia. La importancia
d’aquesta beina s’ha evidenciat en un estudi on s’han eliminat els fibroblasts del cec
mitjancant una radiacio ionitzant, el qual presenta un increment de la permeabilitat epitelial i
una reduccio de la seva capacitat de deshidratacid (Thiagarajah et al., 2000).

L’aldosterona és la responsable directa de tots aquests efectes i reprodueix tots els fenomens
derivats d’una dieta amb baixa concentracié de Na’. Aixi, s’exclou la participaci6 directa de
’angiotensina Il en la regulacio de [’adaptacio del colon distal al contingut en Na" de la dieta
(Cristia et al., 2005; Moreto et al., 2005) (Figura 1.9).

ADAPTACIONS A UNA INGESTA BAIXA EN NaCl

7ENaC

Claudina IV
3 ',- Cadherina 11
</ aSMA

B & Collagen IV
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Figura 1.9. Adaptacions del colon a una dieta baixa en NaCl. El canvi d’una dieta d’alt contingut de Na*
(HS) a una dieta amb baix contingut de Na* (LS) incrementa "expressio de U’ENaC, ’a-SMA, la claudina
IV, la cadherina 11 i hi ha un acimul de col-lagen a la matriu extracel-lular. També s’ha vist que !’activitat
de ACE (enzim convertidor d’angiotensina) esta incrementada.

22



INTRODUCCIO

3.5 RECEPTOR DEL FACTOR DE CREIXEMENT EPIDERMIC (EGFR)

Les cel-lules dels organismes responen davant estimuls dels seu entorn a través de receptors de
membrana els quals transmeten la senyal a Uinterior de la cél-lula. Aquests receptors de
membrana es classifiquen segons els lligands que reconeixen, les respostes que generen i la
seva estructura primaria. La familia més abundant és la que té activitat tirosina quinasa
intrinseca, que catalitza la transferéncia d’un fosfat de ’ATP a grups tirosina de les proteines
diana (Hunter, 1998). Aquesta familia de receptors presenten un domini intracel-lular i
seqliencies reguladores que poden autofosforilar-se o bé ser fosforilats per proteines quinases

heterologues (Schlessinger, 2000).

L’EGFR és una proteina de 170 kDa formada per una cadena polipeptidica de 130 kDa unida per
’extrem N-terminal a oligosacarids. L’EGFR també es coneix com ErbB1 o HER1 i va ser descrit
per primera vegada per Downward et al., 1984. Posteriorment, es van caracteritzar altres
membres de la familia de UEGFR o ErbB, com son: ErbE2 (Neu, HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4
(HER4). L’EGFR presenten un domini extracel-lular d’uni6 al lligand i un domini intracel-lular
que té activitat tirosina quinasa. Aquests receptors poden ser activats per metal:loproteinases

de UECM i un cop activats s’acoblen a proteines G (Prenzel et al., 1999; Asakura et al., 2002).

L’EGFR té un paper important en el desenvolupament embrionari i post-natal, ja que els
ratolins EGFR-/- (no expressen ’EGFR) majoritariament moren durant les etapes embrionaries i
els que aconsegueixen sobreviure tenen greus alteracions a les estructures epitelials com la
pell, fol:-licles pilosos, els ulls, intestins i pulmons, fet que indica que 'EGFR participa en la
proliferacio i la diferenciacio de les cel-lules epitelials (Sibilia i Wagner, 1995). A més, també
s’ha observat que ’EGFR té un paper important en el desenvolupament hepatic en ratolins
EGFR-/- presenten alteracions de la regeneracidé hepatica tot i presentar una funcionalitat

normal (Natarajan et al., 2007).

La unio de UEGF al seu receptor produeix |’autofosforilacio dels residus tirosina i desencadena
’activacio de diferents cascades de senyalitzaci6 com son la via la PI3K/AKT, la via
Ras/Raf/MAPK o la via JAK/STAT. La via de senyalitzacié PI3K/AKT esta implicada en la
proliferacio, la diferenciacio i és necessaria per la supervivencia de les cél-lules (Xu et al.,
2003, Goncharova et al., 2002). La via Ras/Raf/MAPK inclou un gran nombre de proteines
cel-lulars que tenen un paper important en la proliferacié cel-lular, la regulacié del cicle

cel-lular, la reparaci6 tissular i la migracié (Stacey, 2003). La darrera via JAK/STAT estimula la
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proliferacio cel-lular, la diferenciacio, la migracio cel-lular i 'apoptosi. L’activacio de la via
Ras/Raf/MAPK s’inicia amb [’activacio de RAS i consecutivament es fosforilen Raf, MEK1/2 i
finalment ERK1/2 que activa factors de transcriptors implicats en la proliferacié (Wong i
Guillaund, 2004). L’activacié de PI3K indueix l’activacid6 de ’AKT/PKB que activa diferents
factors de transcripcié. El tractament amb EGF també estimula la via de senyalitzacio
JAK/STAT, en la qual JAK fosforila STAT i activa la seva activitat transcripcional (Lin et al.,
2001) (Figura 1.10).

La unido de laldosterona a UMR indueix diferents condicions patologiques com son la
remodelacio tissular, la inflamacid, la fibrosi i la hipertrofia (Huang et al., 2009; Briet i
Schiffrin, 2010). Alguns d’aquests efectes podrien ser mediats per ’activaci6 de UEGFR.
Molécules com ’angiotensina Il, a través d’aquest receptor, poden induir la sintesi proteica
(Voisin et al., 2002), hipertrofia i remodelacio del teixit cardiac (Paradis et al., 2000; Thomas

et al., 2002). Quan s’ha inhibit UEGFR s’han atenuat aquests efectes fisiopatologics.

EGFR
EXTRACEL-LULAR
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Figura 1.10. Vies implicades en ’accié de ’EGF. La uni6 de 'EGF amb el
seu receptor (EGFR) fa que es fosforili i es desencadeni !’activacio de tres
vies de senyalitzacio: la PI3K/AKT, la JAK/STAT i la Ras/Raf/MAPK, que
participen en la proliferacio cel-lular.
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Els efectes del complex aldosterona-MR sobre la transactivacié del EGFR pot ser mediat per un
mecanisme genomic o bé també a través d’un mecanisme no genomic. L'aldosterona indueix la
fosforilaci6 de UERK mitjancant la transactivacio de UEGFR (Huang et al., 2009). S’ha
demostrat que els inhibidors de UEGFR son capacos deliminar rapidament els efectes de
l'aldosterona com la fosforilacio de ’ERK1/2, la sintesi d'’ADN, o ’expressio genica de ACE en
diferents tipus cel-lulars (Gekle et al., 2001; McEneaney et al., 2007; Min et al., 2005).

4. VASOPRESSINA

La vasopressina, coneguda també com a hormona antidiliretica, és un nanopeptid que es
sintetitza als nuclis neuronals supraoptic i paraventricular de ’hipotalem, s’emmagatzema a la
glandula pituitaria, i posteriorment, és alliberada a la circulacio per exocitosi. La produccio de
vasopressina s’activa quan hi ha una davallada del volum sanguini, un increment de
’osmolaritat plasmatica i/o0 de Na* i una disminucié de la perfusio renal (Kam et al., 2004). La

seva funcié principal és regular el contingut d’aigua i [’osmolaritat plasmatica.

Els estimuls osmotics com canvis en l’osmolaritat plasmatica regulen la secrecio de la
vasopressina a través d’osmoreceptors. D’altra banda, els estimuls no osmotics com
alteracions de la pressio arterial i del volum sanguini es detecten a través de mecanoreceptors i

indueixen la secrecio de la vasopressina (Kalra et al., 2001).

Un increment de la concentracioé de la vasopressina estimula els seus receptors que indueixen
la reabsorcio d’aigua i provoquen vasoconstriccio. La secrecido de la vasopressina pot ser
estimulada per substancies com és el cas de l’angiotensina Il i la norepinefrina (Yamamoto et
al., 1991; Rossi, 1993).

4.1 RECEPTORS DE LA VASOPRESSINA

La vasopressina actua sobre les cel-lules diana a través dels receptors de superficie. Existeixen
dos tipus de receptors de la vasopressina: el de tipus 1 (V,), que es subdivideix en V,, i Vy,; i els
tipus 2 (V,). Aquests receptors s’uneixen a la proteina G i es caracteritzen per tenir tres

segments extracel-lulars i tres segments intracel-lulars (Antunes-Rodrigues et al., 2004).
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L’any 2006, Rabinstein va descriure que els receptors de tipus V,, es troben a diferents teixits:
al fetge, al muscul llis i a estructures del sistema limbic. Aquests receptors estan implicats en
les accions centrals, a més, del control de la pressio arterial que dona lloc a la vasoconstriccio.
D’altra banda, els receptors de tipus V,, son responsables de U’estimulacié de [’hormona
adrenocorticotropica (Sugimoto et al., 1994). L’estimulacié d’aquests receptors produeix una
activacié de la via PI3K/AKT que disminueix el Ca*" citosolic (Carmichael i Kumar, 1994). En el
sistema cardiac, els receptors tipus V,, estan implicats en la secreci6 del glucago i promouen la

proliferacio cel-lular (Folny et al., 2003).

L’altre grup de receptors, els V,, es troben a les cél-lules endotelials, als ronyons i a la nansa
de Henle (Nielsen et al., 1999; Sands et al.,1987 i Bernat et al., 1997). La uni6 de la
vasopressina als receptors V, de la membrana basolateral dels tubs renals col-lectors produeix
un increment intracel-lular de 'AMPc que estimula ’activitat de l’adenilat ciclasa a través de
les proteines G. Aquests receptors son els responsables de l’accié antidilirética de la
vasopressina i ho aconsegueixen mitjancant la modulacio de les AQP2. La regulacié de ’AQP2
es pot produir per un control intracel:lular del trafficking d’AQP2 entre vesicules intracel-lulars
i la membrana plasmatica apical (Nielsen et al., 1995), o bé, per un efecte transcripcional tal
com s’ha observat en rates a les quals se les ha restringit l’aigua durant 24 h (Saito et al.,

1997) on I’abundancia de ’expressio de ’mRNA d’AQP2 i proteina es veuen incrementades.

Els efectes de la vasopressina poden ser inhibits per ’administracié d’antagonistes selectius per
un dels receptors o mitjancant antagonistes no selectius. El manning compound
((d(CH,)s', Tyr(Me)?,Arg®)-Vasopressina) és un antagonista selectiu del receptor tipus V, (Laszlo
et al., 1991). En el cas dels antagonistes dels receptors V,, es poden diferenciar dos grans
grups, els que tenen estructura peptidica i els d’estructura no peptidica. Els antagonistes
peptidics es caracteritzen pels seus efectes antidiiiretics, amb efectes molt variables segons
Uespecie. Els antagonistes no peptidics es van sintetitzar a partir dels anys 1990, amb un
avantatge clau, que molts d’ells poden ser administrats per via oral. Un dels primers que es va
comencar a estudiar i a utilitzar va ser el tolvaptan, també conegut com I’OPC-41061, que és

un antagonista selectiu molt potent dels receptors V, (Yamamura et al., 1998).
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4.2 EFECTES DE LA VASOPRESSINA A RONYO

L’acci6 més important de la vasopressina és el seu efecte antidiiirétic al ronyo, on incrementa
la permeabilitat dels conductes col-lectors i facilita "entrada d’aigua. Aquest moviment
d’aigua és independent de la captacio de soluts que desencadena un increment de l’osmolalitat
urinaria i una disminucié de l’osmolalitat plasmatica. L’orina que es forma té un menor volum i
és més concentrada. Aquest increment en la permeabilitat és mediat per U’estimulacio de la
sintesi de mRNA de les AQP-2 i la regulacio de la inserci6 de la proteina a la membrana

luminal mitjancant l’exocitosi (Fushimi et al., 1993; Saito et al., 1997).

Al ronyo, la vasopressina estimula la reabsorcio 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 ronyo la vasopressina és capag, per si sola, d’incrementar "expressio apical de I’ENaC
(Machida et al., 2003) que és una funcio tipica de l’aldosterona. En rates congénitament
deficients en vasopressina, s’ha observat que l’aldosterona disminueix l’expressio apical de
AQP2 al tub col-lector del ronyo (Nielsen et al., 2006). Aquestes observacions indiquen que
ambdues hormones poden actuar de forma sinérgica, ja que comparteixen certes funcions en
teixits diana comuns. Rates amb una concentracié elevada de vasopressina presenten un
increment de la proliferacio de les cél:-lules tubulars del ronyo les quals expressen els receptors
V, (Alonso et al., 2009). Tahara et al., (2008b), van veure que l’administracié de la
vasopressina in vitro sobre cél-lules mesangials de ronyo incrementava la producciéo de
col-lagen IV a través de la induccio de la sintesi de TGFB. Aquests efectes van ser revertits per
’administracié d’un antagonista selectiu del receptor V,,. La vasopressina té un paper
important en la progressio de la glomerulosclerosi en la nefropatia diabética on l’administracio
d’antagonistes selectius del receptor V,, pot ser beneficiés per prevenir el desenvolupament i

induir una regressio de ’expansiéo mesangial en la nefropatia diabética.

4.3 EFECTES DE LA VASOPRESSINA A COR

La hipertrofia cardiaca és un procés en el que intervenen variables hemodinamiques i estimuls
neuronals. La vasopressina esta implicada en la fisiopatologia de la hipertrofia cardiaca o la
fallada cardiaca, en les que els pacients que ho pateixen tenen la concentracio de vasopressina

incrementada (Kawano et al., 1997) i sovint esta associat a una hiponatrémia (Goldsmith i
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Gheorghiade, 2005). Es considera que l’accié de la vasopressina en el desenvolupament de la
hipertrofia és similar a un factor de creixement (Tahara et al., 1998; Nakamura et al., 2000).
En estudis posteriors realitzats in vitro, s’ha vist que la vasopressina estimula la proliferacio
cel-lular de fibroblasts cardiacs de rates neonatals (Zhao et al., 2003), joves (Yang et al., 2003)
i adultes (He et al., 2008a, 2008b; Yan-Ping et al., 2008). Aquest efecte sobre la proliferacio de
fibroblasts cardiacs és atenuat quan s’administra els antagonistes del receptor V, peré no amb

els antagonistes dels receptors V,.

4.4 EFECTES DE LA VASOPRESSINA A COLON

Al colon es produeix el pas d’aigua a través de Uepiteli per les vies paracel-lular i
transcel-lular. S’ha vist que la vasopressina també regula els mecanismes d’homeostasi
electrolitica i hidrica al colon. A la membrana apical de colonocits humans (Mobasheri et al.,
2005) com de colonocits de rata (Gallardo et al., 2001) s’ha vist que la vasopressina incrementa
[’expressié AQP2 i estimula ’absorcié H,0. Es important destacar que, tot i que I’aldosterona i
la vasopressina estan relacionades en alguns aspectes, no es coneix amb precisio el grau i el
tipus d’interaccions que es produeixen al colon. Aixi, les rates amb hiperaldosteronisme, ja
sigui induit per una dieta LS o bé per infusio d’aldosterona, tenen incrementada la
concentracié plasmatica de vasopressina (Fukushima et al., 2005). A més, la vasopressina
potencia algunes accions mediades per l'aldosterona, com la produccié de prostasina, una
serin-transferasa que es creu que té un paper crucial en el transport de Na* (Fukushima et al.,
2004), i de ’11-B-HSD2, que és ’enzim que transforma els glucocorticoids en metabolits amb
molt poca afinitat pels receptors de mineralcorticoids (Fukushima et al., 2005). Cristia et al.,
(2007) van veure que la vasopressina formava una acumulacié de Na* al voltant de la cripta i
observaven que hi havia una davallada de la permeabilitat capil-lar al colon. A més, van
observar un engruiximent dels miofibroblasts associat amb un increment de ’expressio de ’a-

SMA. Aquests efectes van ser revertits per |’administracio dels corresponents inhibidors.

4.5 RECEPTOR DEL FACTOR DE CREIXEMENT DERIVAT DE PLAQUETES (PDGFR)

El PDGF és una glicoproteina dimerica d’uns 30 kDa, que esta formada per dues cadenes
polipeptidiques que s’uneixen entre elles per ponts disulfur, en diferents combinacions: poden
ser dues cadenes A (PDGFA), dues cadenes B (PDGFB) o bé una de cada (PDGF-AB). En els

darrers anys s’han descrit altres tipus de PDGF en que les dues cadenes son C (PDGF-CC) o les

28



INTRODUCCIO

dues cadenes son D (PDGF-DD). El PDGF és expressat per diferents tipus cel-lulars com les
plaquetes, els macrofags, les cél-lules de muscul llis vascular, les cél-lules endotelials o
fibroblasts. Les diferents isoformes del PDGF produeixen ’activacié de dos receptors de tipus
tirosina quinasa, el PDGFR-a i el PDGFR-B. El PDGFR-a reconeix les cadenes A, B i C amb alta
afinitat mentre que el PDGFR-B tant sols les cadenes B i D (Fura i Uramoto, 2003). Ambdos
receptors participen en vies de senyalitzacio cel-lular, i poden activar la via Ras/Raf/MAPK i/o
la via PI3K/AKT (Tung et al., 2010; Descorbeth i Anand-Srivastava, 2010). Es generen respostes
cel-lulars diferents en funcié de la via que s’activi, i inclouen la proliferacio cel-lular, la
migracié i supervivéncia, la quimiotaxi i la prevencido de U’apoptosi (Alvarez et al., 2006;
Andrae et al., 2008). El PDGF esta altament regulat per mecanismes de control negatiu, com
per exemple la unido del PDGFR i el seu lligand indueix U’endocitosi del receptor, la
internalitzacid i finalitza amb la degradacio lisosomal dels receptors. L’increment de ’activitat
del receptor del PDGFR esta relacionada amb diferents condicions patologiques com el cancer,

malalties vasculars (Raines, 2003) i diferents estat fibrotics (Bonner, 2004).

Els PDGFs i els seus receptors participen en diferents tipus de cancers com el de pulmd, el
renal, leucémies i glioblastomes (Oseini i Roberts, 2009). També hi ha evidéncia del paper del
PDGF en els desordres vasculars com ’aterosclerosi i la hipertensiéo pulmonar (Hansson, 2005).
En aquestes patologies, la senyalitzacio paracrina del PDGF és a través del PDGFRB . En el cas
de Uaterosclerosi s’ha vist que es produeix una resposta inflamatoria a les artéries que fa que
es produeixi una acumulacio de cél-lules i de la matriu extracel-lular a Uespai intimal. A nivell
pulmonar, el PDGF desencadena la proliferacio cel-lular que esta relacionat amb ’increment
de la pressio arterial que pot desencadenar amb ’atrofia del ventricle dret i la mort. En estats
fibrotics de ronyd, pell, fetge, intesti, cor, pell i teixit adipos s’han vist involucrats els PDGF
que produeixen un increment de la proliferacio cel-lular, de col-lagen i altres proteines de la
matriu que fan que es produeixi una pérdua de la funcionalitat dels organs. En aquest cas de

fibrosis estan implicats els dos tipus de receptors.
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L’adaptacio a una dieta amb baix contingut en Na" déna lloc a canvis estructurals i funcionals a
les criptes del colon distal. Aquesta resposta comporta una reduccio de la permeabilitat de la
mucosa degut a canvis en les propietats de les unions entre les cel-lules epitelials del colon i de
la beina pericriptal formada per miofibroblasts. L’objectiu d’aquesta tesi és aprofundir en els
mecanismes implicats en la regulacié de les funcions de les criptes del colon durant
I’adaptacié a una dieta amb baix contingut en Na'. Per poder dur-ho a terme s’ha
caracteritzat dues linies cel-lulars representatives dels tipus cel-lulars implicats en els
efectes que anteriorment s’havien observat in vivo (Cristia et al., 2005; Moreté et al.,
2005).

El colon distal, juntament amb el ronyod, participa en el manteniment de 'homeostasi hidrica i
electrolitica de lorganisme. Entre els principals mecanismes reguladors d'aquesta condicio,
destaquen el sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) i la vasopressina. L'aldosterona ha
estat considerada com l'hormona clau que regula I'homeostasi de Na* i, per tant, del principal
i0 determinant de l'osmolalitat del plasma i del volum extracel:lular. Diversos estudis realitzats
in vivo, demostren que ’absorcié de Na* al colon distal depen de la permeabilitat epitelial, del
seu transport i del desenvolupament de la beina de miofibroblasts de la zona pericriptal
(Naftalin i Pedley, 1999). En estudis posteriors sha comprovat que laldosterona,
independentment del contingut de Na* a la dieta i de la concentracié d'angiotensina Il, és la
principal hormona estimuladora del creixement dels miofibroblasts. A més, aquesta hormona
augmenta lexpressio de les proteines del complex d’unié i, per tant, disminueix la
permeabilitat paracel-lular de l'epiteli i impedeix el retorn dels ions Na* altra vegada cap a la
llum intestinal (Moreté et al., 2005; Cristia et al., 2005). Com a resultat, s'afavoreix tant
l'absorcié d'aigua com d'ions en contra de grans gradients osmotics. Per tant, ens hem proposat
estudiar els efectes de [’aldosterona sobre colonocits de la linia T84 i miofibroblasts de
la linia CCD-18Co i aprofundir en la comunicacio entre les dues linies cel-lulars. Es pretén
veure quins son els efectes de |’aldosterona en cada una de les linies cel-lulars i,
posteriorment, veure els canvis que comporta la incubacié del medi que ha estat amb contacte

amb els miofibroblasts en els colonocits.

Al colon té lloc el pas d’aigua a través de U'epiteli per les vies paracel-lular i transcel:-lular. En
estudis que s’han realitzat amb colonocits de rata com en humans s’ha vist que la vasopressina
estimula ’absorcio d’aigua regulant U’expressido AQP-2. Cristia et al., (2007) van veure que

+

rates amb elevada concentracio sanguinia de vasopressina presentaven una acumulacié de Na
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al voltant de la cripta i un engruiximent de la beina de miofibroblasts. Alhora, també van veure
que hi havia una davallada de la permeabilitat capil-lar. El darrer objectiu d’aquesta tesi és
analitzar els efectes de la vasopressina sobre les cél-lules T84 i les cel-lules CCD-18Co i
profunditzar en la comunicacio entre T84 i CCD-18Co. De manera que, s’estudiara el paper
de la vasopressina sobre cadascuna de les linies cel-lulars i s’analitzaran els mecanismes

reguladors implicats.

El coneixement dels mecanismes reguladors d’aldosterona i vasopressina en el colon tenen
interés fisiologic i fisiopatologic. En el primer cas, perqué formen part dels mecanismes
homeostatics generals, i des del punt de vista fisiopatologic, perqué aquests mecanismes poden

ser similars als que provoquen fibrosis en algunes patologies cardiaques i renals.

34



	1.Tapa
	2.Contratapa
	3.Autorització
	4.Finançament
	agraiments_lluisa_AHP_2_rev
	5.Contratapa index
	6.Index
	7.Contratapa ABREVIATURES
	8.Abreviatures
	9. Contratapa RESUM DE LA TESI
	9.1 Resum català 10 gener
	9.2 Resum castellà
	9.3 Resum angles
	10.Contratapa INTRODUCCIÓ
	11.introducció. LLM-APB (Copia conflictiva de Anna Pérez 2012-01-22)
	12.Contratapa PLANTEJAMENTS I OBJECTIUS
	13. Objectius 11 gener

