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PROLOGO

Los factores que controlan la motilidad del intestino
grueso son complejos y aun incomprendidos. Al igual que la
motilidad de otras porciones del tubo digestivo, la del colon
estd influenciada por al menos 3 factores: a) las propiedades
intrinsicas del musculo 1liso, propiedades miogénicas; b) el
sistema nervioso, tanto intrinsico como extrinsico; y c¢) por
factores humorales, tanto hormonales como substancias liberadas
localmente. Estos dos ultimos factores actuan modificando las
propiedades miogénicas de las células musculares.

Dentro de 1las propiedades miogénicas que regulan 1la
contraccién del misculo liso del tubo digestivo estan las
fluctuaciones del potencial de membrana. Se distingen dos tipos
de oscilaciones espontaneas del potencial de membrana, las ondas
lentas y los potenciales espiga. Estas oscilaciones propician el
ingreso de <calcio hacla el interior de 1las células,
desencadenando la contraccion del misculo liso.

La presencia de ondas lentas en la capa circular del colon
canino fue descrita en numerocsos estudios, los cuales emplearon
diferentes técnicas de registro. Sin embargo, la presencia de
espigas en esta capa muscular es motivo de discusién. El presente
estudio termina con tal controversia. El1 misculo circular del
colon muestra espigas y ondas lentas, generande ambas
contracciones. Los potenciales de espiga son observados en las
células musculares de la superficie del plexc mientérico,

fundamentalmente durante 1la estimulacién con carbacol o
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tetraetilamonio. Mientras, ondas lentas de gran amplitud estan
presentes siempre en células de la superficie submucosa de la
capa circular.

El material descrito en el texto principal forma parte de
dos articulos que que se encuentran en prensa (Barajas-Lépez y
Huizinga, 1988a,b) y un resumen publicado (Barajas-Lépez Yy
Huizinga, 1987).

Los mecanismos electrofisiolégicos que generan las ondas

lentas son analizados en los apéndices "A" y “B",



RESUMEN

DIFERENTES MECANISMOS ELECTROFISIOIOGIONS EN IA GENERACION DE CONTRACCION EN
EL MUSCUIO_CIRCULAR DEL COION DE PERRO. Barajas-Idpez Carlos. Tesis Doctoral.

" Diferencias marcadas fueron observadas en la actividad eléctrica
intracelular tanto espontinea como inducida por la presencia de carbacol o
tetraetilamonio, al comparar las superficies submicosa y la del plexo
mientérico de la capa de misculo circular del colon canino. las caracteristicas
distintivas de las células de la superficie mientérica fueron: a) un potencial
de membrana menor (-10 mV), b) una onda lenta de menor amplitud y ¢} la
.ocurrencia de potenciales espigas, Ademds de las ondas lentas pequenas
ocbservadas en esta superficie, se registraron ondas lentas ocon grandes
depolarizaciones iniciales (-2.5 veces mds grandes que la amplitud de 1la
meseta) en -35% de las preparaciones. Esta gran depolarizacién fue dependiente
de un cambio regenerativo en el potencial de membrana (una espiga) durante la
propagacidén pasiva de las ondas lentas hacia las células de la superficie del
plexo mientérico. Tal espiga es dependiente del flujo de iones de calcio y fue
provocada o reforzada por la aplicacién de pulsos eléctricos, por la presencia
de carbacol en el medio de perfusién o después de bloguear una conductancia al
potasio sensible al tetraetilamonio. El potencial de membrana umbral para la
generacién de contraccién (umbral mecdnico) fue =44 mV. No se cbservé gradiente
alguno en el umbral mecinico entre las células de las superficies subwmcosa y
del plexo mientérico. Este umbral fue rebasado durante la depolarizacién
inicial y la fase de meseta de las ondas lentas espontaneas de la superficie
submicosa y por las espigas de suficiente amplitud que ocurriercn en 1la
superficie del plexo mientérico. El carbacol produjo cambios especificos en las
actividades tanto eléctrica como mecAnica los cuales fueron inhibidos por el
bloqueo con D600 del flujo de calcio: a) el incremento en la duracidn de las
ondas lentas; b) el incremento en la depolarizacién durante la fase de meseta;
<) el reforzamiento de la actividad espiga; y d) el incremento en la fuerza de
contraccién. El bloquec de estos efectos del carbacol con D600 muestra que la
conductancia al calcio se incrementa significativamente en la presencia de
carbacol en células de ambas superficies de la capa circular, El incremento en
la conductancia al calcio pusde ser resultado de una accién directa del
carbacol scbre la corriente de calcio o, al mencs parcialmente, ser mediada
por una dismimicion en la corriente saliente. Ia ultima sugerencia se apoya
en el hecho de que la depolarizacién inducida por el carbacol se asocié a
un incremento en la resistencia de la membrana y ambas no fueron sensibles
al D600. Ademis, el empleo de un blogueador de la corriente saliente, el
tetraetilamonio, produjo efectos similares scbre las actividades eléctrica
y mecanica que los inducidos por el carbacol. los resultados muestran cque
un estimilo excitador incrementa la fuerza de comtraccién del misculo circular
a través de diferentes mecanismos electrofisiolégicos en cédlulas de una y otra
superficie de la capa circular del colon. En conclusidn, al menos dos tipos de
células existen en esta capa miscular, con marcadas diferencias en sus
propiedades electrofisioldgicas. las ondas lentas se generan en la superficie
submucosa y se propagan hacia las capas celulares internas, donde estas inducen

espigas.




INTRODUCCION

El colon recibe material semiliquido el cual es tfahsportado
de su porcién proximal hasta el recto. En el curso de este
movimiento, el intestino qiueso extrae agua y electrélitos
cambiando su contenido a una masa relativamente sélida. El recto
y la porcidén distal del colon evacuan periédicamente su contenido
{Szurszewski, 1987).

Las funciones de mezcla y almacenamiento ocurren
principalmente en el colon proximal y distal, respectivamente.
Cannon (1902) estudié los patrones de contraccién que sustentan
dichas funciones, usando técnicas radiograficas en el gato. Este
autor, describié los movimientos peristalticos caracteristicos
del colon ascendente derecho y de la porcién derecha del colon
transverso, ademds de las contracciones c:lrcular\es y ténicas de
la porcidén izquierda. cannon (1902) también describié 1la
presencia de una contraccién fuerte y extensa dque mnueve el
contenido colénico de su porcidn izquierda hasta el canal anal.
Posteriormente, Barcroft y Sterggerda (1929) mostraron la
presencia de movimientos similares en el colon exteriorizado de
perro.

Todos estos movimientos colénicos son consecuencia de los
cambios de potencial eléctrico observados en las células del
misculo liso de las capas circular y longitudinal, las cuales
conforman la capa muscular externa del intestino grueso (Bowes et
al., 1978; Szurszewki, 1987).

Existe una amplia diferencia entre los tipos de actividad



SUMMPARY
DIFFERENT FLECTROPHYSIOIOGICAL MECHANISMS OF CONTRACTION GENERATTION IN CIRCULAR
MUSCIE OF THE DOG_OOION. Barajas-Ldpez Carlos. Doctoral Thesis.

Marked differences were cbserved in the intracellular electrical activities
(spontaneous, and carbacol and tetraethylammonium induced) ocamparing the
submucosal and myenteric plexus surfaces of the circular mscle of the dog
colon. Distinct characteristics of the cells at the myenteric plexus surface
were: a less (10 mV) polarized membrane, a lower amplitude slow wave, and the
occurrence of burst type spiking activity. However, slow waves with a high
upstroke amplitude (- 2.5 times higher than the plateau) were obsexved in - 35%
of the preparations. This high upstroke amplitude was dependent on the
occurrence of a regenerative membrane potential change (a spike) during the
slow wave propagation into the myenteric plexus surface. Such a spike was
mediated by calcium influx and could be evoked or enhanced by electrical
pulses, carbachol or by blocking a tetraethylammonium-sensitive potassium
conductance. In the presence of carbacol or tetraethylammonium the spikes
occurred in burst. Smooth muscle cells from the circular muscle layer of the
dog colon showed a mechanical threshold of -44 mV. No gradient in mechanical
threshold was measured between the cells from the sulnmucosal and myenteric
plexus surface. The threshold was passed during the upstroke and the plateau
phase of the spontaneous slow wave activity from cells at the submucosal
surface, and by spikes of sufficient amplitude occurring in cells at the
myenteric plexus surface, Carbachol induced specific changes in electrical and
mechanical activities which were inhibited by calcium influx blockade: a)
increase in slow wave duration; b) imcrease in plateau depolarization; c)
enhancement of spiking activity; d) increase in contractility. This shows that
calcium conductance was significantly increased in the presence of carbachol in
cells at both surfaces of the circular muscle layer. The increase in calcium
conductance could be the result of a direct action by carbachol on the calcium
current or could, at least in part, be mediated by an decrease in outward
current. The latter is suggested by the carbachol induced menbrane
depolarization, associated with a decrease in the input membrane resistance,
which were both D600 insensitive. The results show that an excitatory stimilus
generates contraction of the circular muscle at both sides of the muscle layer
via different electrophysiological activities. In addition, the pattemns of
spontanecus electrical activity and the different responses to carbachol
stimlation provide further information about the heterogeneous nature of the
electrical activities within this muscle layer. The slow waves are generated in
the submucosal surface and propagated to the cells of the myenteric plexus
surface, where they ewvcke spikes.




INTRODUCCION
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de su porcién proximal hasta el recto. En el curso de este
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cambiando su contenido a una masa relativamente sélida. El recto
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eléctrica espontdnea, y por consiguiente en 1los patrones
mecdnicos, registrados en las capas longitudinal y circular del
colon del perro (Chambers et al.., 1984; Chow y Huizinga, 1987;
El-Sharkawy, 1983).

Chow y Huizinga (1987) mostraron que el potencial de
membrana de las células musculares longitudinales del colon
canino es de -50 mV. Estos investigadores mostraron también que
estas células presentan descargas de espigas en rdfagas, las
cuales ocurren en frecuencias de 0.7 por minuto y duran 27
sequndos en promedio. Las espigas de cada rafaga, se presentan en
frecuencias de 20 cpm, con amplitudes gue oscilan de 9 a 24 nV ¥y
con una duracién promedio de 1.1 s. Este tipo de actividad eh
rafagas, provocan la contraccién del misculo longitudinal (Chow y
Huizinga, 1987).

En contfaste, las células musculares de la capa circular del
colon canino, poseen un potencial de membrana de =72 mV, el cual
es mis negativo que el registrado en las células musculares
longitudinales (Barajas-Lépez y Huizinga, 1987). Ademas,
diferentes grupos de investigadores describieron la presencia de
cambios de voltaje en forma de ondas lentas que ocurren
espontédneamente en el misculo circular colénico del perro
~ (El-Sharkawy, 1983; Chambers et al., 1984; Chow y Huizinga, 1987:
Smith et al., 1987a).

Estas ondas lentas son oscilaciones miogénicas espontdneas
del potencial de membrana, las cuales no se observan en las

células de la capa longitudinal (El-Sharkawy, 1983; Durdle et
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al., 1985; Chow y Huizinga, 1987). Las ondas lentas fueron
registradas en las células superficiales del lado de la submucosa
del musculo circular. Estas se caracterizan por una rapida
depolarizacién con amplitud de -35 mV, seguida inmediatamente
por una repolarizacién parcial (-5 mV) y entonces por una meseta
(El-Sharkawy, 1983; Durdle et al., 1985; Chow y Huizinga, 1987).
Las ondas estan asociadas con la contraccién del mdisculo circular
y muestran una duracién similar y una frecuencia idéntica a la
de la actividad mecénica fasica del misculo circular.

Los estimulos farmacoldgicos al inducir cambios sobre las
ondas lentas, alteran la actividad motora del colon canino. asi,
sustancias excitadoras, tales como la sustancia P, pentagastrina,
acetilcolina y su andlogo carbacol, incrementan la duracién de
las ondas lentas en el colon de perro (Huizinga et al., 1984a,b).
Este incremento se correlaciona con una reduccién en la
frecuencia de las ondas lentas y por consiguiente en la de la

actividad mecanica.
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Adicionalmente, Huizinga et al. (l1984ab), usando la técnica
de trampa de sacarosa, encontrd que durante la prolongacién de la
fase de meseta, lo cual significa una depolarizacidén prolongada
miscular, aparecen espigas gque generan contracciones prolongadas
y fuertes (figura 1). Sin embargo, estudios intracelulares no
mostraron la presencia de espigas en las células de la capa
circular. Por lo que varios autores sugieren gque este tipo de
actividad no existe en esta capa circular (Smith et al. 1987a).
Por ejemplo, Hara y Szurszewski (1981ab), no encontraron estas
espigas aun después de afadir carbacol. Aunque, los estudios
de registro intracelulares realizados por estos autores,
analizaron unicamente 1la actividad eléctrica en células
musculares de la superficie submucosa.

Posiblemente el empleo de la técnica de trampa de sacarosa
prodria detectar la presencia de tales espigas en células
profundas, puesto que esta técnica permite registrar la actividad
eléctrica de una gran poblacién de células, incluyendo aquellas
cercanas a la superficie del plexo mientérico de la capa circular
colénica. Estos estudios sugiereﬁ que las espigas registradas en
esta capa, podrian ser generadas inicamente en las células
musculares mids profundas de la capa muscular y no en las células
superficiales del lado de la submucosa. Tal situacién explicaria
la incapacidad de los estudios intracelulares para detectar 1la
presencia de estas espigas.

Los resultados descritos sugieren que las células musculares

de la superficie del plexo mientérico de 1la capa circular
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colénica tienen caracteristicas eléctricas intrinsicas diferentes
de aquellas observadas en las células de su superficie submucosa.

Por 1lo tanto, es probable gque varios mecanismos
electroéisiolégicos contribuyan a generar la actividad contractil
en el misculo circular del colon canino. También es probable que
el potential del membrana podria rebasar el nivel umbral para
generar contraccién durante la fase de meseta de las ondas
lentas, tal como ocurre en el estémago (Szurszewski, 1987), o
bien que esta contraccién podria ser mediada por los potenciales
espigas.

El estudio de 1la heterogeneidad de 1las propiedades
eléctricas del misculo circular proporcionara informacién bisica
sobre los mecanismos de generacién de la actividad mecédnica y
ademds sobre el acoplamiento.funcional entre las diversas células
del misculo circular. Los resultados de estos estudios aumentaréan

nuestra informacién sobre el sistema de control miogénico,

fundamental para la motilidad gastrointestinal.

1. HIPOTESIS:

‘a) Las propiedades eléctricas de las células musculares de la
superficie del plexo mientérico poseen caracteristicas
eléctricas distintas de aquellas observadas en células de la
superficie submucosa de la capa circular del colon canino.

b) Las espigas registradas en el misculo circular del colon
durante la estimulacién con carbacol son generadas en las

células de la superficie del plexo mientérico.



c)

d)

14
E1l carbacol incrementa la fuerza y la duracién de 1las
contracciones del musculo circular principalmente al
incrementar la conductancia de la membrana al calcio. Este
efecto podria ser resulﬁado de una accién directa del
carbacol sobre la conductancia al calcio o el resultado de
un decremento de la corriente saliente.

Tanto las ondas lentas como las espigas generan contraccién

 en el misculo circular del colon de perro.

2. OBJETIVOS:

a)

b)

c)

d)

Investigar las caracteristicas de la actividad eléctrica
esponténea de las células de ambas superficies del misculo
circular del colon canino.

Estudiar 1los afectos del carbacol sobre 1la actividad
eléctrica intracelular de las células de las dos superficies
de la capa circular del colon del perro.

Analizar el mecanismo de accién que utiliza el carbacol para
modificar la actividad eléctrica de las células del misculo
circular.

Investigar las relacidénes funcionales entre la actividad
eléctrica intracelular y su contraccién de las células de

ambas superficies del misculo circular.
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METODOS
1. Preparacién del tejido.
Perros de cualquier sexo fueron anestesiados con pentobarbital
i.v. (35 mg/Kg). El1 colon fue expuesto mediante una incisién
abdominal, extrayendose un segmento de 10 a 12 cm del colon
proximal 5 cm distal a la unién ileocecal. El segmento se colocé
en solucidn de Krebs y corté por su borde mesentérico. El tejido
se £1)6 mediante alfileres al "Sylgard" localizado en el fondo de
una caja de petri, la cual se mantuvo llena con solucién de
Krebs aerada constantemente (95% 0 y 5% CO3). En esta situacidn
se remow)ié la mnmucosa. E1 misculo 1liso longitudinal fue
cuidadogsamente separado totalmente del misculo circular con 1la
ayuda de una aguja y de un microscopio de diseccién. E1 andlisis
histolégico de este tipo de preparacién muestra la presencia de
parte del plexo mientérico y 1la ausencia de células muscular
longitudinales.
8 es e : (=]

La mayoria de preparaciones consistieron en tiras de misculo de
capa circular de 15 mm de longitud obtenidas mediante cortes
paralelos a las bandas musculares. Las tiras de 1.5-2 mm de ancho
fueron montadas en una cémara de estimulacién dividida (Abe y
Tomita, 1968; figura 2). La longitud del tejido dentro del
compartimiento de estimulacién fue de 8 a 10 mm (Bywater and
Taylor, 1980) su borde distal fue atado a un transductor de
- fuerza (midgrafo). La camara de estimulacién dividida tiene 6 ml

de capacidad y se perfundié con solucién de Krebs a flujo



16
constante. lLa velocidad de perfusién fue de 3-10 ml/min.

El registro de la actividad eléctrica se realizé unicamente
en las células mads superficiales de la cara submucosa o de la
cara del plexo mientérico. Para registrar estas células, se
colocaron las tiras musculares con la superficie submucosa o la
del plexo mientérico hacia arriba. Entonces, el nicroelectrodo
penetré la tira de musculo en direccién perpendicular en etapas
de -5 1m, hasta 0.1 mm por debajo de la superficie de la tira. ILa
identificacién de la superficie se realizd por la ocurrencia de
un potencial de "punta” transitorio. En cada etapa una oscilacién
corta (-20 ms) del amplificador permitié la penetrécién de las

células.

@ Flqura 2.
NES [] div. « Una de
\ \\ @ las placas de estimalacién divide a
NN la cimara en dos porciones. A
\ N la derecha se nuestra el
\ N capartimiento de estimulacién y a
la izquierda se observa el
A\ - lcompartimiento de registro (Rbe y

Tomita, 1968).
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Los microelectrodos se prepararon con capilares de vidrio
de 1.2 mm de didmetro externo (WPI). Las resistencias de los
microelectrodos oscillaron entre 25 a 50 MX, cuando fueron
llenados con una solucién de KCl 3M. El microelectrodo se conectéd
a la sonda de un electrémetro de alta impedancia (M-707A, WPI),
la salida del cual, fue conectada a un osciloscopio de memoria
(Gould, 1425) y a un reproductor en papel (28005, Gould).

Se estimulé a las tiras de miscule con un generador de
pulsos (Grass $88) conectado a los electrodos de estimulacién a
través de una unidad de aislamiento (s1us, Grass). El gradiente
de voltaje en el compartimiento de estimulacién (intensidad de
campo eléctrico) se midié con dos elecﬁrodos de plata colocados
2 mm aparte y localizados a la mitad del compartimiento de
estimulacién. A su vez, este compartimiento consistia en dos
placas de plata colocadas 10 mm aparte (figura 1). Tanto las
.placas de plata como los electrodos para el registro de 1la
intensidad de campo, se cubrieron cuidadosamente con cloruro de
plata, usando para é¢llo una solucién de 0.1 M de HCl y el
estimulador Grass.

Para aislar la superficie del electrodo de estimulacidén
orientada hacia el compartimiento registro, est4& se cubrié con
una capa de enamel. Los potenciales electroténicos se indujeron
con pulsos de corriente con una duracién de 1.5 a 3 8 y con una
amplitud entre 8 y 25 V.

Para medir el potencial de membrana al cual el misculo

comienza a contraerse ("umbral mecanico") en células de ambas
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superficies de la capa circular colénica, dos diferentes tiras
musculares (15 x3 mm) fueron preparadas. Una porcién de las tiras
(5 mm de largo) contenia a la capa circular completa, la segunda
porcién (10 mm de 1longitud) contenia una banda de misculo
circular, de la superficie submucosa (preparacién "submucosa") o
de la superficie del plexo mientérico (preparacién "mientérica").
Las preparaciones submucosas (n=8) se prepararon mediante la
extirpacién del 60+5 % (determinado histolégicamente) del misculo
circular adyacente a la superficie del plexo mientérico (véase
figura 14). Las preparaciones mientéricas (n=4) se prepararon
removiendo el 50:8% del misculo circular adyacente a la
superficie submucosa (véase figura 15). Estas preparaciones
se fijaron en la cémara de registro antes descrita, la cual
carecia de las placas de estimulacién. El extremo mas delgado de
las preparaciones se até al transductor de fuerza. La porcién
completa de misculo circular se sujeto con alfileres y se empleé
para el registro de la actividad eléctrica intracelular, ya sea
de células de la superficie submucosa o del plexo mientérico en
las preparaciones submucosas o mientéricas, respectivamente. Para
determinar 1las relaciones de fuerza-voltaje, 1las actividades
eléctrica y mecanica se registraron simultineamente, mientras
el misculo era depolarizado hasta diferentes niveles
incrementando la concentracién de KCl en el medio de perfusién.
Las concentraciones de KCl en el bafio se incrementaron hata 25.9,
30.9, 35.9, 40.9, o 45.9 nM,

Las preparaciones se equilibraron en la cdmara de registro

S e

Ty
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por la menos 2 horas o hasta que los siguientes criterios se
observaron: a) en la superficie submucosa, las ondas lentas
tenian una duracién promedio minima de 3 s, esto se alcanzé
después de 2 horas en 12 de 14 preparaciones, y dentro de 1la
tercer hora en las otras 2 restantes; b) en células del plexo
nientérice, las ondas lentas tenian una amplitud minima de 5 mv,
lo cual se alcanzé a las 2 horas en la mnayoria de las
preparaciones (25 de 33) y dentro de los asiquientes 90 min en el
resto, Antes de que estos criterios se alcanzaran, los
potenciales electroténicos eran de muy baja amplitud (<8
nv/{V/cm)]) o estaban ausentes (figura 3). Cuando los criterios
se alcanzaron también 1la amplitud de 1los potenciales
electroténicos se incrementé hasta - 20 mv/({V/cm]. Esto sugiere
un periodo transitorio de bajo acoplamiento eléctrico entre las
células de dichas preparaciones.

En la superficie del plexo mientérico, este acoplamiento
eléctrico pobre se asocid con células que no presentaban
oscilaciones del potencial de membrana (5 preparaciones) o con
células que mostraban oscilaciones de mayor frecuencia (10-20
cpm) gque las ondas lentas. Este tipo de oscilaciones no se
correlacionaron con la generacién de contracciones fésicas
(figura 3; 3 preparaciones). En 3 de las 5 preparaciones de
células sin oscillaciones, las ondas lentas aparecieron
gradualmente. En las otras 2, oscilaciones de alta frecuencia del
potencial de membrana aparecieron transitoriamente, las cuales

alcanzaron amplitudes de hasta 30 mV. La frecuencia de 1las
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oscilaciones se decrementd gradualmente hasta alcanzar 1la
frecuencia caracteristica de 1las ondas lentas (-4-7 cpm).
Paralelamente, se desarrollo el patrén caracteristicos de estas
ondas lentas, asi como su sincronizacién con la actividad
mecanica fasica del musculo circular (figura 3). Ademds siempre
se observé un incremento significativo en la amplitud de 1los
potenciales electroténicos concomitante con la aparicién de
ondas lentas. El potencial de membrana no fue diferente durante
este periodo de bajo acoplamiento eléctrico. Fue posible observar
todos estos cambios pudieron ser observados en registros
continuos dentro de una misma célula (figura 3),

Actividad el ica del pl

Flaura
mientérico bajo condiciones de
lVIcm| ‘1}_‘ acoplami e co, El trazo

superior (mV) de cada tablero represen-
tan porciones del registro de la activi-
e | dad eléctrica espontinea de la misma
célula. En estas y las siguientes figuras
las 1lineas discontinuas indican un
' : -'-'-.-'-.'- WS ST iy WWM de =40 V. Los
. ‘trazos os (V/cm) representan el
i b e potencial de campo medido en el
compartimiento de estimilacién. Ios
trazos inferiores (mN) representan 1la
- actividad mecédnica desarrollada por la
¢ tira de misculo circular, En "a' los
OV W IS DN registros se efectuaron después de
i permitir a la preparacién equilibrarse
——— | durante 2 horas. Oscilaciones espontineas
} pequefias del potencial de membrana no se
M,\/\,J\,\[\,\/\,V\J\,W correlacionan con 1la contraccién
muscular. Lo cual se asocié con pequefios,
Trmn casi indistinguibles, potenciales
I electrotdnicos. "b"* y "c" son registros
realizados 40 y 90 min después de "a".
Posteriormente, en "b" las oscilaciones espontédneas del potencial de menbrana
ocurrieron no sincronizadas con las contracciones fasicas y se associaron con
pequefios potenciales electroténicos. En "c", se cbservan ondas lentas, tipicas de
la superficie del plexo mientérico. ILas cuales estan sincronizadas ocon la
actividad mecdnica y con los potenciales electroténicos maximos.

40 mVI ————————————
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3. Soluciones y drogas.
Todos los experimentos se realizaron utilizando solucién de Krebs
equilibrada con 95% de 0 y 5% de €O, a una temperatura de
36.5-37.5°C. La composicién de la solucién de Krebs fue de (en
mM): NaCl, 120.3; KCl, 5.9; CaCly, 1.2; NaHCO5, 20.0; NaHpPO,.
1.2 y Glucosa, 115 La soluciones con alto contenido en K fueron
obtenidas remplazando NaCl por cantidades eguimolares de KCl. La
osmolaridad y PH medidos fueron de 293%2 mOsm/Kg and 7.33+0.02
(n=12), respectivanmente. Los registros de la actividad
espontdnea se realizaron tanto en presencia de tetrodotoxina
(5%x10"7M) ; Sigma Co. USA) como en ausencia de la misma. Esta
sustancia, utilizada para bloguear 1la transmisién neural, fue
disuelta previamente en solucién de Krebs (Hagiwara, 1983).
El metoxiverapamil (D600; donado por Knoll, Alemania Occidental)
fue _agregado a la solucién de Krebs hasta alcanzar una
concentracién de 10°6M. La relacién dosis respuesta para el
carbacol (Sigma Co.) en colon canino fue rreviamente investigada
con tdcnicas de registro extracelular (Huizinga et al., 1984a).
El presente estudio se realizé con una concentracién de 10~7M
para comparar los efectos del carbacol sobre 1la actividad
eléctrica intracelular de una y otra superficie del musculo
circular del colon. También se investigaron los efectos del
tetraetilamonio (TEA: Kodak Co.) reemplazandoc NaCl por una
cantidad equimolar de TEA-Cl (30 mnM). Los experimentos de
correlacién fuerza-voltaje se realizaron en presencia de TTX

(5%10"7M), ésto con el propésito de bloquear los potenciales de
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accién de las fibras nerviosas, cuya excitabilidad estaria
aumentada por la depolarizacién en altas concentraciones de
potasio. Este efecto depolarizante sobre las terminales nerviosas
rovocaria la liberacién de neurotransmisores. Con el propdsito de
bloquear las acciones muscarinicas de la acetilcolina liberada
estos experimentos también se realizaron en presencia de atropina
(10~6M; Sigma Co.).

4. Apdlisis de los datos.

Unicamente se analizaron 1los datos obtenidos de registros
intracelulares estables durante al menos 10 min. En el caso de
los experimentos con estimulaciones farmacolégicas, solo se
analizaron aquellos resultados obtenidos de registros
intracelulares estables durante al menos 7 min en presencia de
los fédrmacos., Se cuantificaron en periodos de 2 min 1los
siguientes parametros: el potencial de membrana maximo, 1la
duracién y 1la frecuencia promedio de las ondas 1lentas, 1la
amplitud de la fase de meseta, el potencial de membrana durante
la fase de la meseta, la tasa de cambio promedio durante 1la
- depolarizacién inicial y 1la amplitud de los potenciales
electroténicos. Estos para&metros se valoraron antes y después de
la adicién de cada uno de los férmacos. En el esquema de la
figura 4 s8se definen 1los parédmetros eléctricos valorados.
La duracioén fue medida'en el momento en que el potencial de
meseta alcanzé su valor maximo. Los datos se analizaron
comparando los valores obtenidos antes y después de alguna

maniobra experimental. Las diferencias estadisticas se
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determinaron empleando la prueba t de Student correlacionada
cuando los datos a comparar provenian de las mismas
preparaciones. En el caso contrario las diferencias se
determinaron con la prueba4t de Student no correlacionada. Una
diferencia fue considerada significativa cuando P<0.05. Para
determinar el umbral mec&nico los valores de tensién muscular
obtenidos durante las diferentes concentraciones de potasio, se
normalizaron considerando la maxima fuerza desarrollada por cada
musculo como el 100%. La relacién fuerza-voltaje se analizé
empleando estos valores normalizados. El potencial de membrana

para la fuerza cero fue calculado usando el modelo de regresién
lineal.

0 mv
PR
PM PM
o Sl A
AD L\\ u AD Indicados gqunos de los pardmetros
a? : eléctricos medidos. PR, Potencial de
nembrana de Reposo; AD, Amplitud de la
DU | pepolarizacién inicial; PM, Potencial de
. ]K\__ Meseta; AM, Amplitud de la Meseta; DU,
AM AM Dracién de las ondas lentas.
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RESULTADOS
1. Actividades eléc a ecdnica en solucidn de Krebs normal.
tivid eléctrica espontdnea de las células de la
superficie submucosa.

Como fue descrito previamente (El-Sharkawy, 1983; Chow Yy
Huizinga, 1987; Durdle et al., 1984; sSmith et al, 1987a). Las
células de esta superficie poseen una prominente actividad de
onda lenta (figura Sa,b). En nuestros registros el potencial de
membrana médximo varié entre las distintas preparaciones desde -62
hasta -84 mV (X{EE= -71%+1.0 mV; n=20 preparaciones). Las ondas
lentas fueron iniciadas por una “"rapida" depolarizacisén de 11019
mnV/s con una amplitud promedio de 39:1.5 mv, con un rango de 30
a 50 mV entre las distintas preparaciones. Esta depolarizacién
fue seguida por una repolarizacién parcial (4.530.4 mV) vy
entonces por un potencial de meseta. El1 potencial de membrana
durante la meseta (potencial de meseta) se mantuvo relativamente
constante (-37t1.0 mV). La frecuencia de las ondas lentas y su
duracion variaron de 3 a 7 cpm (4.8t0.1 cpm) y de 3 hasta 12 s

(5.1t0.4 s), respectivamente.
ca_e tane e 8_células de 1

puperficie mientérica.

Las células superficiales de esta cara mostraron un potencial de
membrana de reposo significativamente menor (P<0.001) con
respecto a las cédlulas de la superficie submucosa. Su potencial
varié de -48 hasta =75 mV (~60t1.4 mV; n=33 preparaciones; figura

5c,d). Las ondas lentas ocurrieron con una frecuencia (4.5%0.1
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cpm) y una duracién (4.9:0.5 s) similar a las de la superficie
submucosa. En este. caso la amplitud de la depolarizacién inicial
(152 mV), la tasa de cambio promedio (15.2+2.2 m/s) y la
amplitud de la meseta (9t0.7 mV), fueron significativamente
menores (P<0.001) que aquellos valores registrados en las
células de la superficie opuesta. El potencial de meseta ocurrié
a un nivel mas polarizado, =~51t1.3 mV (P<0.001).

La morfologia de las ondas lentas fue variable entre las
distintas preparaciones. En 8 de las 33 preparaciones, se
registrd una onda lenta de pequefia amplitud (de 5 a 15 mV) con
una tasa de cambio promedio baja (de 4 a 10 mV/s). En las
preparaciones restantes (25) se observé un componente tipo espiga
durante la depolarizacién inicial de las ondas lentas. Este
componente se distinguié por 1la presencia de un punto de
- inflexién durante la depolarizacién (figura 6b). La amplitud de
la espiga fue variable (de 5 a 30 mV) y alcanzé un valor mayof a
10 mV en 10 de las 25 preparaciones (17.5t1.6 mV), con una tasa
de depolarizacién promedio de 40.5t6.0 mV/s y una duracién
promedio de 1.7t0.3 s (figuras 5d y 6b). Las espigas fueron
provocadas o aumentadas en amplitud por 1la aplicacién de
corriente depolarizante o durante 1la apertura de pulsos de
corriente hiperpolarizantes (figura 7). Estas espigas no se
modificaron por la presencia de tetrodotoxina, un bloqueador de
log canales de scdio (Hagiwara, 1983). La amplitud de tales
espigas y su insensibilidad a la tetrodotoxina, sugieren que ésta

provocada por un incremento en la conductancia al calcio.
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Fiqura 5 Reqgistro intracelular de
la _actividad eléctrica de ambas
superficies a__cont idén
asociada del misculo cjrcular,

los trazos superiores e inferiores
("a"=td") representan los registros
simultidneos del potencial de
membrana (nV) y la tensién (md) del
misculo circular, respectivamente.
va" y "p" son registros tipices
provenientes de oélulas de 1la
superficie submucosa. "c* y "d
muestran dos distintas formas de
ondas lentas observadas en la
superticie del plexo mientérico. En
"d" 1a meseta de la onda lenta esta
uUnicamente representada por un punto
de inflexién durante 1la
repolarizacién. la actividad de onda
lenta de ambas superficies muestra
la misma frecuencia y una duracién
similar cue la actividad mecinica
fasica. las lineas entre las ordas
lentas indican un potencial de
membrana de =40 mV en esta y las
fiquras siguientes.
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Fiqura 6 la actividad de onda lenta

en la superficie del plexo

. mientérico muestra un componente

‘ R M espiga. los trazos superiores en

a o L "at y "p" (mV) muestran los cambios

- = = =i == = — — — legpontineos en el potencial de

N NN NN N nembyana  (ondas lentas) da células

T : de la superficie del plexo mientéri-

co provenientes de dos diferentes

tiras musculares. Los trazos

1. min inferiores representan la actividad

mecdnica asociada (mN) del misculo

circular. En "a", se muestra 1la

b actividad de onda lenta, caracteris-

/ —p ] = )~ 3 — §—|ticamente da amplitud baja, donde la

. / : depolarizacién inicial es indistin-

gquible de la amplitud de la meseta.

En "b", dos pendientes pueden ser

. distinguidas durante la depolariza-

2s A 1 min cién inicial, mostrando 1la existen-

cia de dos componentes: el primero

similar a las ondas lentas chserva-

das en "a" y scbreimpuestas en éste,
una espiga.

Iostrazosawior

coryiente,

inferior representan 1 acl::lvidad

eléctrica intracelular (W) Yy la
— —] — -intensidad de campo eléctrico
'(V/cm), respectivamante, Ondas
lentas de amplitud baja se
‘cbservaron en esta
preparacién. La estimulacidén

{gud.
grandes depolarizaciones iniciales.
Estos cambios se cbservaron oon
1 min pulsos depolarizantes o durante la
apertura de pulsos
hiperpolarizantes.
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1.3. Correlacion entre las actividades eléctrica y mecanica.

El misculo circular presentdé contracciones fasicas espontdneas de
una amplitud promedio de 0.1910.02 mN (n=53 preparaciones). Estas
ocurrieron en asociacién con las ondas lentas - de ambas
superficies, por lo cual presentaron la misma frecuencia (figuras
§,6). La duracién de estas contracciones fasicas fue similar
a la de las ondas lentas, encontrandose una buena correlacién
entre ambas en todas las preparaciones (coeficientes de

correlacion >0.8).,

s_del D600 sobre las_ac ades é ca mecdnica
o ar.

s _d v elé c
strada intracelularmente de 8 8

El cuadro I sintetiza los efectos del D600 (10~6M) sobre 5
preparaciones cuyas células de la superficie del plexo mientérico
mostraron espigas grandes (figura 8). E1 D600 inhibié
completamente a las espigas sin afectar la amplitud de la meseta.
Por consiguiente, la amplitud de la depolarizacién inicial fue
disminuida en un promedio de 18 mV (60% de su amplitud mé&xima),
mientras que en la superficie submucosa ésta fue inhibida en solo
un 23% (9 mvV); conjuntamente, la tasa de depolarizacién promedio
disminuyé. El D600 disminuyé la  duracién e incrementd 1la
frecuencia de las ondas lentas en ambas superficies. En 1la
superficie submucosa este farmaco disminuyé la amplitud e
incrementé el potencial dé la meseta. En la superficie del plexo

mientérico ningun cambio se observé en estos parametros. El
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potencial de membrana no se modificé.
2.2. Correlacién entre las actividades eléctrica y mecanica
del misculo circular en presencia y ausencia de D600.

Los cambios sobre la actividad eléctrica en células de ambas
superficies inducidos por el D600 se acompafiaron por una
disminucién en la fuerza de la contracciéﬁ; Este decremento
ocurrié desde 0.18+0.03 hasta 0.02:+0.01 mN (figura 8). Una
inhibicién completa de la actividad mecdnica se presenté en 3 de

11 preparaciones.

El carbacol provocé una disminucién significativa (P 0.001) en el

valor del potencial maximo de membrana (desde -71.9t1.8 hasta
=-67.8%+1.8 mV; n=26 células, 14 preparaciones; figura .9.) y en el
potencial de meseta (dqsde =-37.412.0 hasta 33.6f1.1 mV). la
duracién de las ondas lentas se incrementé desde 4.710.4 hasta
7.210.6 8. lLa frecuencia de estas ondas disminuyé desde valores
controles de 4.8:0.2 hasta 4.410.2 cpm (P 0.0l1). Ningun cambio
significativo se observé en la amplitud de la mesata (de 34.6%1.7
hasta 34.3+1.7 nV), en la amplitud de la depolarizacién inicial
(desde 39,0t1.9 hasta 39.5%1.9 mV) en la tasa de cambio promedio
de la depolarizacién inicial (desde 129.6¥19.4 hasta 125.4135
nV/s). En presencia del carbacol, en algunas de las

preparaciones, se observé un patron de onda lenta caracterizado
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por ondas de gran duracién (>10 s) alternadas con 1 a 3 ondas de
menor duracidn. Se presentaron en forma espontdnea o en presencia
de carbacol, oscilaciones pequefias en el potencial de membrana
(<5 nV) sobreimpuestas sobre la fase de meseta y con una
frecuencia entre 40 y 70 cpm. El carbacol también produjo 1la
aparicién esporadica de actividad espiga, tan en solo 2 de 14

preparaciones.

SUBMUCOSA

“ NN Jdadooda:

1 =N

MIENTERICA

1 min

...... -X°) ambas _superf] Los trazos
superioms e interioms representnn el potencial de ma:bnm (V) y la activi-
‘dad mecdnica (m), respectivamente. Los registros a la izquierda representan
registros control y a la derecha se encuentran registros efectuaios después de
10 min en D600 (1076M). Los registros de la actividad eléctrica son de las
mismas cdlulas. En la superficie submucosa, D600 disminuyd la duracidn de las
ondas lentas y la amplitud de la meseta y la depolarizacién inicial. En la otra
superficie, D600 disminuyd la duracién y la amplitud de la depolarizacién
inicial, lo ultimo al inhibir el componente espiga.
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CUADRO T

PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE CELULAS
DE AMBAS SUPERFICIES ANTES Y DURANTE LA PRESENCIA DE D600

Submucosa (n=6) Mientérica (n=5)€

Control En D600 Control En D600
PR mV =70.0 * 1.4 =70.3 % 1.6 -60.8 + 1.5 =-60.4 * 1.7
P< NS NS
FR cpn 4.0 £ 0.2 4.8 £ 0.2 4.3 ¢+ 0.3 5.5 £ 0.3
P< 0.05 NS
AD nV 39.5 £ 2.4 30.5 = 3.7 29.8 ¢+ 1.9 11.8 + 1.1
P< 0.005 NS
TC mV/s 95.0 £ 10.6 41.7 %+ 13.5 26.8 ¢ 2.3 7.2 £ 1.2
P< 0,01 0.005
PM mV -35.9 ¢ 1.8 -42,2 ¢+ 2.8 -47.8 £ 1.6 -50.6 £ 3.0
P< 0.005 0.01
AM nv 34.1 % 1.5 28,1 % 3.1 13.0 + 0.4 11.8 £+ 1.1
P< 0.005 0.05
DU s 6.9 1.0 2.8 £ 0.5 6.5 £ 1.0 3.4 0,2
P< 0.05 0.05

@, Datos obtenidos de preparaciones que mostraron ondas lentas
con grandes depolarizaciones iniciales en la superficie del plexo
mientérico.

PR, Potencial de membrana de Reposo.

FR, Frecuencia de las ondas lentas.

AD, Amplitud de la Depolarizacién inicial.

TC, Tasa de Cambio promedio.

PM, Potential de Meseta.

AM, Amplitud de la Meseta,

DU, DUracién de las ondas lentas.

P, Valores obtenidos con la prueba t correlacionada.

n = nimero de preparaciones.
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3.2. Efectos del _carbacol (10=IM) sobre la_ actividad

eléctrica de las célulags de la superficie del plexo
mientérico.
El carbacol provocd una disminucidn significativa (P 0.001) en el

potencial de membrana maximo, éste descendidé desde -60*1.2 hasta
-48.8t1.4 mV (n=29 células, 15 preparaciones; figura 10). Al
nismo momento de dicha depolarizacién, se observaron rafagas de
espigas en 21 células provenientes de 12 de las 15 preparaciones.
La amplitud promedio de estas espigas fue de 19.1%2.2 Vv
(variando desde 5 hasta 38 mV), su duracién fue 1.5:+0.1 s (desde
1 hasta 3 s), su tasa de cambio promedio de depolarizacién fue
33.2145.1 mV/s; su frecuencia dentro de cada radfaga fue de 2110.5
cpm; Yy la duracidén y la frecuencia de las rafagas de espigas fue
de 10.4%1.1 s y 4.0%0.3 cpm, respectivamente.

En presencia del carbacol, las ondas lentas se distinguieron
-unicamente en 4 de las 15 preparaciones (figura 10). Se propuso
que las ondas lentas son generadas en la superficie submucosa y
propagadas pasivamente hacia la superficie del plexo submucoso
(Smith et al., 1987a). Consistente con esta hipétesis fue la
observacién de que el carbacol cambié las ondas lentas de una
manera similar a la observada en 1la superficie submucosa.
El potencial de meseta y la frecuencia de onda lenta disminuyeron
significativamente (P<0.05; n=10 células, 4 preparaciones) desde
=51.4%+1.2 hasta =-47.0%1.,0 mV y desde 4.7+0.1 hasta 4.130.2 cpn,
respectivamente. Mientras que la duracién de las ondas lentas

se incrementé desde 5.7+0.5 hasta 8.5t0.4 s.
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Fiqura 9. Cambios _inducidos por
el carbacol sobre 1la actividad

. eléctrica istrada _intracelular-

i pente en la superficie _submmico-
sa, Registro contimw del potencial
de membrana (nV) y la fuerza
miscular (mN) de la tira de misculo
circular, El carbacol dismimyd el
potencial de membrana miximo y el
pobemial de meseta, incremento la
duracién de las andas lentas y
disminuyé su frecuencia. El incre-
mento en la duracidn de la fase de
meseta se asocié ocon una mayor
duracién de las contracciones
figicas. la depolarizacién de la
fase de meseta se correlaciond con

imimxtomlamdela

sequnda parte de la contraccidn.
Arbas actividades se

mi_em_g_ig& El carbacol dismimybel

de membrana vy
indujo la apari-
cién de espigas. Estas aparecieron
sobreimpuestas scbre las ondas
se correlacionaron con

fasicas del

potencial
concomi.

contracciones
o circular.
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En preparaciones que no presentaron ondas lentas debido a
la presencia del carbacol, estas aparecieron cuando el tejido se
repolarizé hasta un nivel aproximado al potencial de membrana
maximo original (figura 1lla; 5 preparaciones). Cuando 1la
depolarizacién inducida por carbacol fue simulada por inyeccién
de corriente, las ondas lentas fueron igualmente indistinguibles
y rafagas de espigas aparecieron (figura 11b). Sin embargo, las
espigas inducidas por corriente mostraron una amplitud
significativamente menor (9.412.9 nV) que las espigas inducidas
por la estimulacién con carbacol (21.0%3.2 mV; P<0.05; 5
preparaciones).
3.3, Correlacién entre la actividades eléctrica y mecénica
de]l misculo circular en presencia de carbacol.

Las ondas lentas registradas en una u otra superficie, y las
contracciones fasicas del misculo circular mostraron una duracién
y frecuencia similares (figuras 5,6,9,8,10). Se observé una
correlacién buena entre la duracién de las ondas lentas y 1la
de las contracciones, tanto en ausencia como en presencia del
carbacol (coeficiente de correlacién >0.8). Una correlacioén
también buena se observéd entre la duracién de las rafagas de
espigas, en la superficie del plexo mientérico, y la duracidén de
las contracciones (fiquras 10,12b).

Los cambios en 1la actividad eléctrica inducidos por el
carbacol se asociaron con un incremento marcado en la fuerza de
las contracciones, la cual se modificé desde su valor control de

0.20+0.02 hasta 1.4%#0.1 mN en la presencia de carbacol (29
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preparaciones). Adicionalmente, en 14 de 29 preparaciones un
incremento significativo en el tono se presenté (0.43+0.01 mN).
Este desarrollo de tono no se correlacioné con alguna actividad
eléctrica en las células de la capa submucosa (figura 12),
puesto que el valor del potencial de membrana entre las ondas
lentas permanecié muy por debajo del "umbral mecanico! (umbral
mecanico = ~ =44 mV; vease mas adelante). En contraste, en las
células de la superficie del plexo mientérico, el valor del
potencial de membrana entre las rafagas de espigas se mantuvéd
cerca del nivel del "umbral mecanico" y ocurrieron pequefas
oscilaciones en el potencial de membrana las cuales rebasaron
este umbral (figura 12). El potencial de membrana en la parte
superior de estas oscilaciones fue de =411 mV,

Durante la estimulacién con carbacol las contracciones de 19
de las 29 preparaciones registradas, fueron bifésicas. La primera
parte de la contraccién se correlacioné temporalmente con la
presencia de la depolarizacién inicial, mientras que la segunda
parte se correlacioné con la fase de meseta de la onda lenta
(figuras 9,13). La fuerza de la segunda parte de la contraccién
fisica se correlaciond linealmente con el potencial de membrana
durante la fase de meseta, con un coeficiente de correlacién
entre 0,73 y 0.96 (figura 13). Usando los datos de estas
correlaciones, el potencial de membrana calculado durante un

desarrollo de tensién cero fue de =38.0%1.0 (5 preparaciones).
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potencial de membrana, los trazos superiores e inferiores en ta® y “pv
representan registros similtanecs del potencial de membrana (mV) y del
potencial de campo (V/cm), respectivamente. Ambos registros del potencial
de membrana fueron realizados en la misma cdiula de la superficie del plexo
mientérico. "a" se realizé en presencia de carbacol (10°7M) y "b* 8 mirnutos
después de retirar el carbacol. Las ondas lentas no son distinguibles cuando la
menbrana es depolarizada por pulscs de corriente depolarizantes ("b%) o por la
presencia de carbacol (“a"), pero aparecen cuande la oélula es hiperpolarizada
por la inyeccién de corriente. las espigas desaparecen cuando la tira muscular
fue hiperpolarizada y aparece en rafagas durante la aplicacién de pulsocs
depolarizantes o en la presencia de carbacol. El esquema superior representa la
lp:dr:epzn'ac:lcbn y las placas de estimilacién (PE). ME, microelectrodo; MI,

dgrafo.
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enara contracciones fasjcas y ténicas superiores e inferiores
en ‘av y W, la actividad eléctrica intracelular (mV) y 1la
actividad mecdnica del misculo circular (m), respectivamente. los registros a
la izquierda representan las actividades control y los de la derecha, las
actiyvidades después de 5 mimutos de haber iniciado la perfusién de carbacol
(10°"M). los cambios en la actividad eléctrica se asociaron estuvieron
asociados con un incremento en la fuerza y la duracién de las contracciones.
Oscilaciones pequefas de la tensidn durante las contracciones fésicas no se
correlacionaron con alquna actividad eléctrica en la superficie submucosa.
Oscilaciones en la tensién oon una frecuencia similar, son generadas por las
espigas registradas en la superficie del plexo mientérico. El carbacol
increments el tono en las dos preparaciones. En la superficie sulrmoosa el
potencial de membrana entre las ondas lentas esta lejos del *umbral mecanico"
(44 mWV; las lineas entre las ondas lentas representan un potencial de membrana
de -40 nV). Sin embargo, el potencial de membrana entre las rafagas de espigas
mestra oscilaciones pequefias , las cuales alcanzan este urbral, permitiendo
asi la generacién de tono.
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CONTRACCION MAXIMA (%)

1
-28 JWW

POTENCIAL DE MESETA (mV) 1 min

Gl SR AL a0 G NRSOLA COIVE COLLOLd 1
con la fuerza de contraccidn.  Los trazos superiores e infericres en "a* y
vp' (diferentes preparaciones), muestran la actividad eléctrica (mV) y mecénica
(mN), respectivamente. Los presentes registros se realizaron durante la
presencia de carbacol (10~'M).

Se cbservé una correlacién importante (coeficiente de correlacidén, “a“, 0.96
y "b" 0.73) entre el potencial de membrana durante la fase de meseta
(potencial de meseta) y el porcentaje de la fuerza mixima desarrollada durante
la sequnda parte de la contraccién. las lineas fueron calculadas utilizando una
regresion linear simple.
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Se presentaron oscilaciones pequefias en la fuerza durante
las contraccliones faAsicas, las cuales se observaron durante la
estimulacién con carbacol (figura 12). Estas oscilaciones se
notaron en aproximadamente el 60% de las preparaciones, cuando la
sefial mecanica se amplificé adecuadamente. Tales oscilaciones
maeca&nicas se correlacionaron temporalmente con las espigas
observadas en la superficie del plexo mnmientérico y ambas
ocurrieron con la misma frecuencia (20-25 cpm). Las ocacilaciones
mecédnicas no se correlacionaron con algun evento
electrofisioldégico de las células de la superficie subnmucosa
(figura 12).

Tanto la actividad eléctrica como la contractil se
racuperaron después de suspender la perfusién con carbacol
(figura 9). Todos los cambios inducidos por este fadrmaco fueron
prevenidos por la presencia de atropina en el medio de perfusién
(10"6M; 4 preparaciones). Lo cual sugiere que los efectos del
carbacol sobre la actividad micgénica de la capa circular son
mediados por un receptor muscarinico (Bolton, 1979).

3.4, Determinacién del "umbral® mecanico.
lLos resultados previos sugieren que la actividad contractil
del muisculo circular es consecuencia tanto de la actividad de
onda lenta como de las espigas. Con el propdésito de probar esta
sugerencia, se determind el umbral mecénico en las células
musculares de una y otra superficie de la capa circular del
colon. El potencial de membrana y la fuerza muscular se midieron

simultdneamente en presencia de diferentes concentraciones de
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KCl, desde 25.9 hasta 45.9 mM (vease métodos y figuras 14,15,16).
Las células de ambas superficies mostraron potenciales de
membrana similares cuando el medio de perfusién contenia altas
concentraciones de Kt (figura 16B).

La grdfica de la figura 16B, representa el potencial de
membrana como una funcién ‘del logaritmo de la concentracién de
potasio en el medio extracelular. Esto, tanto en las
preparaciones submucosas como en las mientéricas. Teéricamente,
si las membranas fueran perfectamente selectivas para potasio,
estas curvas tendrian una pendiente de 61 mV (a 37(a 37°C; Hille,
1984) . Como se puede notar en la figura 16B, la relacién entre
el potencial de membrana y el logaritmo de la concentracién de
potasio no es 1linear. Al parecer la permeabilidad de las
membranas al potasio incrementa con 1la depolarizacién. Los
valores promedio de las respuestas a concentraciones altas de
potasio (desde 25.9 hasta 45.9 mM), se ajustaron con un modelo de
regresién lineal. La pendiente de la mejor recta calculada fue
de 83 y 65 mV para las preparaciones submucosas y mientéricas,
respectivamente. Por debajo de 25.9 mM de potasio extracelular
_la pendiente es menor para los dos tipos de preparaciones
(figura 16B).

En 3 de las 8 p_reparaciones submucosas y en 2 de las 4
mientéricas, incrementos pequefios en el tono se observaron con
una concentracién de 25.9 mM KCl, cuando el potencial de membrana
era de aproximadamente -46 mV (figura 16). El tono se incrementé

en todas las preparaciones cuando éstas se depolarizaron hasta
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aproximadamente -41 m, en presencia de 30.9 mM of KCl. Un agudo
incremento en el tono se observé cuando las preparaciones se
depolarizaron adicionalmente (figuras 16). Ninguna diferencias
siqnificativaé se observé en el umbral mecdnico entre las
preparaciones submucosas (-45t1.4 =nV; 8 preparaciones) vy
mientéricas (-42t1 mV; 4 preparaciones). Adicionalmente, un
umbral mec&nico similar (-44:1.3 mV: 2 preparaciones) se calculé
en preparaciones de la capa circular completa. El potencial
mecanico en las 14 preparaciones fue de -4410.9 nv.

3.5, Mecanismos de accién de carbacol.
Los cambios de la actividad eléctrica y mecénica inducidos por
el carbacol sugieren que este fiArmaco provoca un incremento en
el flujo de calcio al interior de las células, Por tal razon,
decidimos estudiar los efectos de bloquear el flujo de calcio con
D600 (10‘5u) sobre la actividad eléctrica provocada por carbacol
(figura 17}, En 1la superficie submucosa, el D600 disminuyé
(P<0.05, 4 preparaciones) la amplitud de la meseta (desde un
valor promedio de 39,.5+2.1 hasta 30.5+2.7 mV), la amplitud de la
depolarizacién inicial (desde 46.5%2.9 hasta 32.5t2.8 mV), la
tasa promedio de la depolarizacién inicial (desde 110t7 hasta
75¢12 mV/s) y la duracién de la onda lenta (desde 8.3+0.3 hasta
2.7t0.2 8). Por otro lado se observéd un incremento significative
de la frecuencia de las ondas lentas (desde 3.8%0.3 hasta 5.7+0.2
cpm) y del potencial de meseta (desde -3210.8 hasta 40.0f1.5 mV).
Ningun cambio significativo se observé en el potencial de

membrana (de -71.5%2.8 a =70.5%3.3 mV).
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y 1a_actividad mecdnica agociada, Los trazos mxperiores e int‘eriores (en
“a"-"d") representan el potencial de membrana (mV) y la actividad contractil
(mN) , respectivamante de una preparacién "sulmucosa". Los registros eléctricos se
realizaron en diferentes células. Al inicio de cada trazo empleza la perfusién
con una solucidn de Krebs con distintas concentraciones de potasio ("a%, 25.9;
*H", 30.9, "c*, 40,9; “d", 45.9 mM). El esquema superior representa la prepara-
cién "mientérica"; ME, microelectrodo; MI, midgrafo.
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(en *a"="a") representan el potencial de membrana (aV) y la actividad contractil
(mN), respectivamente de una preparacién 'mienterica". Los registros eléctricos
se realizaron en la misma célula. Al comienzo de cada trazo se inicié la
perfusién con solucidn de Krebs con distintas concentraciones de potasio (“a*,
25.9; "H", 30.9, “e", 40.9:; A", 45.9 nM). El esquema superior representa la
preparacién “submicosa"; ME, microelectrodo; MI, midgrafo.
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Fiqura 16. Ias relacidnes fuerza-

=tensid en_ las reparaciones
submucosa y mientérica fueron
similares, A. muestra 1la
oorrelacién entre el potencial de
membrana, en diferentes concentra-
ciones de potasio (valores dentro de
la grifica expresados en m¥) y la
mixima contraccién ténica asociada.

B. Efectos de las oconcentra-
ciones elevadas de potasio socbre el
potencial de membrana de las
células de la superficie submucosa
Y de la del plexo mientérico.

Ios circulos representan los

‘valores promedios de 8 preparaciones
‘Msubmucosas" y 4 mientéricas. Ias
‘barras representan el error estandar

de la media.
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En la superficie del plexo mientérico, la actividad tipe
espiga que se observé durante la presencia de carbacol se
eliminé completamente por la presencia del D600 (figura 17: 4
preparaciones). La amplitud de la meseta no mostré cambios y la
ondas lentas surgieron en preparaciones (n=3) donde previamente
eran indistinguibles. Estos datos sugieren que la presencia de
espigas enmascara las ondas lentas durante la estimulacién con
carbacol. El D600 no modificé al potencial de membrana. Las
contracciones desaparecieron dentro de 1los siguientes 15 min
después de comenzar la perfusién con el D600 (figura 17).

A excepcién de la depolarizacién el bloqueo del flujo de
calcio previno todos los efectos inducidos por el carbacol sobre
las actividades eléctrica y mecénica de la preparacién (figura
18) . La depolarizacién alcanzé la misma magnitud en ausencia

(8.5t1 mV) o en presencia del D600 (7.8%0.7 mV; 4 preparaciones).

SURMUCOSA
oo | O qura_17. D600 _revirtié los
CANLO6 €] a8 _actividades electrlca
P | Q [NECAIL 16 [ ARG, RGOS EX) =2 AL AT
AN VAW VAVAVV AV, WV, lol, Los trazos superiores e

infericres representan la actividad

pléctrica intracelular (mv) y la

actividad mecanica (mN) del misculo

MIENTERICA " lcircular, respectivamente. los

-registros fueron realizados en

I presencia_de carbacol (10-7M). El
- 1ce trazos.

1 min

wmvl
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Fiqura 18. Ia depolarizacidn

a ;inducida por carbacol no fue
0ot | = 2 pezmotomnlimoliebiaibalicilin <Ll BTEVED L blogueo del

M\f\/\f\f\r\ interjor de la célula. L o s
v | trazos superiores e inferiores
en "a" y "b" representan la
actividad eléctrica
v intracelular (nv) y la activi-
dad wecénica (mN) del misculo
circular, respectivamente.
Anbos registros muestran los
—_— cambics en las actividades

! min eléctrica y mecénica después de
agregar el carbacol (10~/M) al
principio de los trazes. Ilos
registros provienen de 1la
misma preparacién, en Krebs
nommal ("a") y en presencia de
D600 (107%M; "bv),
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Con el propésito de determinar un posible cambio en 1la
conductancia de la membrana como mecanismo de accidén del carbacol
se valoré "resistencia de 1la membrana" ("membrane input
resistance") utilizando las pendientes de las relaciones
corriente/voltaje. La corriente se injecté corriente mediante
electrodos extracélulares (Abe y Tomita, 1968). Es importante
nencionar que varias fuentes de error, identificadas por Bolton
(1976), son comunes en el uso de esta técnica especialmente
cuando de trata de musculo espontdneamente activo. Un error
particularmente importante es introducido cuando los puntos de
registro y de inyeccién de corriente difieren apreciablemente,
en tal situacién cualgquier incremento en la amplitud de los
potenciales electroténicos es subestimado. Una fuente de error
menos importante surge por la posibilidad de un cambio en 1la

resistencia interna (determinada por la suma de resistencias
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intercelulares) provocado por el carbacol (Bolton, 1976), lo cual
- afectaria la cantidad de corriente injectada, la conduccién de
los potenciales electroténicos y por consiguiente, la amplitud de
los potenciales electroténicos.

En el presente estudio intentamos disminuir al maximo estas
fuentes de error, midiendo el potencial de membrana en la misma
célula y a una distancia menor de 2 mm de la placa de
estimulacién y en algunos experimentos hasta 0.1 mm. Lo cual
corresponde a un valor menor que la constante de espacio de este
tejido (2.6 mm; Huizinga and Chow, 1988). Otra fuente de error
proviene de la no linealidad de la relacién corriente/voltaje,
este error se evité al considerar uUnicamente los cambios de
pendientes de 1las porciones 1lineales de 1las curvas de
corriente/voltaje (Bolton, 1976). )

En las células de la superficie submucosa se provocaron
potenciales electroténicos por aplicar pulsos de corriente
hiperpolarizante durante el potencial de membrana de reposo.
Mientras que se indujeron potenciales electroténicos durante la
fase de meseta al aplicar corriente depolarizante (figura
19). Las pendientes de las curvas de corriente/voltaje durante
la fase de meseta fueron significativamente mis pequeiias (6.0t0.3
nV{V/cm)) que aquellas obtenidas durante el potencial de membrana
de reposo (20.8+2.5 mv/(V/em]): P<0.001; n=14 células, 9
preparaciones), lo cual revelé la presencia de una alta
conductancia de la membrana durante la fase de meseta. Es

probable que esto sea resultado de 1la presencia de una
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conductancia rectificante de salida, también observada en el
musculo circular del estdmago (Szurszewski, 1978). Para evaluar
cualquier posible cambio en la resistencia de la membrana vy
debido a la presencia de esta conductancia, en este estudio
consideraremos unicamente los cambios en la porcién linear de las
curvas de corriente/voltaje en su cuadrante hiperpolarizante.
lLas pendientes de las curvas de corriente/voltaje para pulsos
hiperpolarizantes, se incrementaron significativamente (P<0.01;
n=15 células 9 preparaciones) durante la estimulacién con
carbacol, desde 22.8%2,9 hasta 27.213.4 nV/(V/cm], sugiriendo un
incremento en la resistencia de la membrana. Adicionalmente,
durante la presencia de carbacol, los potenciales electroténicos
provocados durante la fase de meseta alcanzaron un nivel aun nmas
depolarizado; tal situacién podria indicar inhibicién de 1la
conductancia saliente rectificante (figura 19).

En la superficie del plexo submucoso, las pendientes de las
curvas de corriente/voltaje obtenidas con pulsos
hiperpolarizantes también se incrementaron durante la aplicacidén
del carbacol (P<0.01; n=1S células, 10 preparaciones), desde
27.8£3.2 hasta 32.3 mV/({V/cm}; sugiriendo un incremento de 1la
resistencia de la membrana (figura 20). La presencia de actividad
tipo espiga dificulté la cuantificacién de 1los potenciales
electroténicos para pulsos depolarizantes. También en presencia
del D600, se observd un incremento similar en la pendiente desde
26.8%£1.7 hasta 30.5%1.8 mV/[V/cm] (n=6 células, 4 preparaciones).

En ausencia de actividad tipo espiga, se observé una fuerte
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rectificacidén saliente en potenciales menores de --50 mV. En
presencia de carbacol, la depolarizacién alcanzada en el momento
de la aplicacidén de la corriente, durante la fase de meseta fue
slempre mads grande que la observada durante la perfusién con
Krebs normal. Esto podria indicar wuna inhibicién de 1la

conductancia saliente rectificante (figura 21).

»mvlmwmwmm b 1o, B savtncn. sgcrments
la_resistencia de 1a membrana en

1 Viem| _ -

"a¥ y ¥hY representan la activi

en "a" y vi-

b dad eléctrica intracelular (mV) y la
ALYV ALY intensidad de campo eldctrico
(V/cm), respaectivamente. "a",

i registros en Krebe normal y “b" en

. n y , pregsencia de carbacol (10~7M), ambos
| registros se cbtuvieron en la misma

1 min célula,
La grédfica relaciona 1la
viem intensidad de campo en el
I o " compartimento de estimulacién
-zur"—"—"'"—"“""‘ y el potencial de membrana durante
. . loa pulsos de ocorriente hiperpolari-
oo zante antes (circulos claros) y
o durante la presencia de carbacol
(cimnos llenca). El incremento en
la perdiente sugiere un incremento
de la resistencia de la mexbrana
durante la presencia del carbacol.
Notese la fuerte rectificacién
saliente en el potencial de meseta.
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trazcs superioms e inferioms en "a“ y "o
representan lstmsimltaneosdelpotencialdewbrana(W)ydala
intensidad de campo eléctrico (V/am), respectivamenta. la poreién "a® miestra
la actividad en solucidn normal de Krebs y la porcién 'b" en presencia de
carbacol (10~7M) en la misma célula. Se indujeron espigas por pulsos de
corriente depolarizante, durante la apertura de pulsos hiperpolarizantes y por
1a presencia de carbacol.

la grafica relaciona la intensidad de campo eléctrico en el compartimiento
de estimulacién y el potencial de membrana durante los pulsos de corriente
hiperpolarizante antes (circulos claros) y en la presencia de carbacol
{circulos llencs). El incremento en la perdiente sugiere un incremento de la
resistencia entrante de la membrana durante la presencia del carbacol.



51

ugm_u_._m_iepgh”__iﬁ_i.@
inducida por carbacol en la presen-

trazos
inferiores en "a" y *b*

(V) y la intensidad de campo
eléctrico (V/cm), respectivamente.
En "a%, los registros se realizaron
en pmsenc:l.a de Krebs normal y en
h¥, en presencia de carbacol
(10°7M). Ambos registros fuaron
realizados en la presencia de D600
(10 y provienen de la misma
célula de la superficie del plexo
mientérico. “a", se realizé solo en

p:uenchdegsoo b, en D600 mAs
carbacol (10°'M).

La grifica relaciona el
potencial de campo en el
compartimento de estimulacién
y el de membrana durante
los pulscs de ocorrients hiperpolari-
zante antes (circulos claros)
y en presencia da carbacol (circulos
llenos). El incremento en 1la
pendiente suglere un incremento de
la resistencia entrante de 1la
membrana durante la presencia
del carbacol. Nétese 1la fuerte
rectificacién saliente en poten-
ciales de membrana mencs negativos
Qe =50 mV.
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4. Efectos del TEA sobre las actividades eléctrica y mecénica del
4.1. Efectos del TEA sobre la actividad eléctrica de células
de_ambas superficies.

El TEA (30 mM) provocd una depolarizacién de magnitud similar en

ambos grupos de células (figuras 22a-c,23a=-c; Cuadro II) y un

incremento en la amplitud de los potenciales electroténicos

(figura 24). Esto. se interpreté como el resultado de una

disminucién de la conductancia de la membrana. La frecuencia de

las ondas lentas no se modificé. Tanto el potencial de membrana
como la amplitud de meseta se disminuyé, mientras que la duracién
se aumentd en ambas superficies. También la amplitud y la tasa
de cambio de 1la depolarizacién 4inicial se incrementé
significativamente en 1las células de la superficie del plexo
mientérico. Este incremento en la amplitud de la depolarizacién
inicial fue dependiente de un incremento en el tamaio de 1la
espiga. Ademds, en esta superficie el incremento en la duracién
de onda lenta provocado por el TEA unicamente fue evidente en
células con una onda lenta de amplitud mayor a 4 mV, es decir en

5 de las 9 preparaciones. En el resto, la duracién de la meseta

no pudo ser distinguida en presencia de TEA (figura 23b,c).

En lo relativo a la superficie del plexo mientérico, en
presencia de TEA, 8 de las 9 preparaciones mostraron espigas,
usualmente en rdfagas. Cada rafaga de espigas estuvo sobreimpues-
ta sobre las ondas lentas (figura 23a) y se presenté en una

forma correlacionada con la contraccién de la tira de misculo
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circular (figura 23b,c). la amplitud de las espigas oscilé
desde 5 hasta .55 nv, su duracién de 0.1 a 4.0 8 y su frecuencia
desde 20 hasta 28 cpm. En la superficie submucosa, las espigas se
observaron unicamente en células de 2 de 7 preparaciones. Las
easpigas se observaron como parte de una depolarizacién inicial
(notada por la presencia de un punto de inflexién) y sobre. la

fase de meseta en una de las tiras musculares (figura 22c,24b).

4.2, correlacién entre la actividad eléctrica de ambas

superficjes y la contraccién del misculo_ circular.
En todas las preparaciones, las ondas lentas en ambas superficies
Y la contraccién asociada mostraron una duracién similar y
frecuencia idéntica. La correlacién entre la duracién de las
ondas lentas y contraccién muscular se observé en presencia
tanto Krebs normal como de TEA (coeficientes de correlacidén
>0.8). El TEA aumenté la fuerza de contraccién desde un promedio
.de 0,19%0.03 hasta 1.26t0.45 mN (16 preparaciones). El
desarrollo de espigas ‘en una u otra superficle se acompaiié
siempre de fuertes contracciones musculares (figuras
22¢,23a-¢c,25). Sin embargo, no se encontré correlacién entre
algunas contracciones con alguna actividad eléctrica, en
particular en la superficie Subnucosa (figura 26). Por ejemplo,
las pequenias oscilaciones en la tensién muscular durante 1las
contracciones fdsicas. Sin embargo, dichas oscilaciones mecénicas
se presentaron con la misma frecuencia que las espigas

registradas en la superficie del plexo mientérico (figura 26).
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CUADRO I

PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE CELULAS
DE AMBAS SUPERFICIES ANTES Y DURANTE LA PRESENCIA DE TEA

Submucosa (n=10) Mientérica(n=13)

Control En TEA control En TEA
PR mV -71.3 £ 1.8 -64.6 £ 2.0 -60.0 + 2,1 -52.5 + 1.8
P< 0.001 0.01
FR cpm 4.3 £ 0.2 4.2 £ 0.2 4.7 £ 0.2 4.6 ¢+ 0.2
P< NS NS
AD mV 40.0 = 1.9 41.8 + 3.1 17.8 ¢+ 3,2 28.9 + 3.4
P< NS’ 0.01
TC nV/s 75.5 £ 12.5 162.4 * 57.0 13.0 t 3.5 32.7 £ 6.2
P< NS 0.01
PM nV -38.0 * 1.2 -33.6 t 1.2 =-50.6 + 1.4 -43.8 + 1.4
P< 0,005 0.001
AM nv 33.3 ¢ 1.7 30.8 + 2.3 9.6 + 1.2 8.5 + 1.5
P< 0.05 0.05
DU s 4.9 £ 0.4 6.6 £ 0.4 4.5 £ 0.3 5.7 ¢ 0.5@
P< 0.05 0,005

PR, Potencial de membrana de Reposo.

FR, Frecuencia de las ondas lentas.

AD, Amplitud de la Depolarizacién inicial.

TC, Tasa de Cambio promedio.

PM, Potential de Meseta.

AM, Amplitud de la Meseta.

DU, DUracién de las ondas lentas.

P, Valores obtenidos con la prueba t correlacionada.
8 = ndgero de células.

v nN=
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Fiqura 22, Efectos de] tetraetil-

o ca
en la superficle submucosa. L o s
trazos superiores e inferiores
("a"="c") representan registros

....... mmmmmsimult&neos del potencial de
[UIIU\JUUUUU\NU\M membrana (mV) de células de 1la
superficie sulmucosa y la tensidn

(mN) desarrollada por la tira de

misculo circular, respectivamente.

" b 1os trazos a la izquierda correspon-
VAVVAVIVI SN IYIWY S YNden a  registros ocontrol de 3

w3 diferentes tiras musculares. Loe
registros a la derecha se efectuaron

c en las mismas células que los
Koo o e ooy g N U g e controles pero, 5 min despuds de
tetraestilamonio (30 »M) a 1a

lucién de Krebs. La depolarizacidn

te en "c", se cbservan espigas
sobreimpuestas en la meseta, las
cuales generan actividad mecénica.

b 0. Los trazos superioru e
.inferiores ("a"-"c") representan
registros simultinecs del potencial
de membrana (nV) de océdlulas de la
superfi icie del plexo mientdrico y la
» tensién (mN) desarrollada por 1la
'°"‘"I Wiy s va ™ ge  musculo  eircular,
VI . NS Nrespectivamente. Ios  trazos a
la izquierda correspornden a
registros control provenientes de 3
e distintas preparaciones; mnientras
S Ll jque 1os de la derecha registros a la
\J\N derecha se efectuaron en las mismas
U\M]\Aj\,q\f\mcélmﬂ que los controles pero, 5
1 min tetraetilamonio (30mM) a 1la
solucién de Krebs. El tetraetilamo-
nio indujo espigas las cuales
generan actividad mecinica.




56

SUBMUCOSA : Viem

Ao 2 UW

80 mv

1 Viem|

mv

&wmmww AT

. g
MLENTERICA Viem
[+
RN NCANS \:/\—J\J\__/\ —
: 1 f ‘
v U ld !
d £
20

“140

-
2
=

-

el

es. los trazos superiozves e :lnferiores ("a"-"d")
representan la actividad eléctrica intracelular (mV) y la intensidad de campo
eléctrico (V/cm), respectivamente. las porciones "a" y “c", son registros
realizados en presencia de Krebe normal. Mientras que "bY y "d" se realizaron
en las mismas células, 5 minutos despuss de iniciarlapernmimcmtatxutil-
amonio (30 mv)..
1Ias grificas relacionan el potencial de campo (V/cm) en el compartimento de
estimulacién, con la anplitud de los potenciales electroténicos (mV; grafica
guperior, n=4 e inferior, n=6), durante la perfusién con Krebe normal (circulos
claros) y durante la perfusién con tetraetilamonio (circulos llence). las
barras indican el error estandar de la media y los asteriscos los valores de P:
* <0.05, ** <0.01,
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25,

mviastividad wmecinjca en el misculo
__uggg_ El trazo superior muestra
el potencial de membrana registrado
intracelular (mv) de una célula de
la superficie del plexo mientérico.
El trazo inferior, corresponde a la
tensién (mN) muscular. Los registros
se efectuaron en presencia de
30 mM de tetraetilamonio. 1las
espigas que se presentaron en
presencia de tetraetilamcnio se
asociaron con fuertes contraccicnes.

Los trazos oy

Ya" y "bY representan la activi-
t:d eléctrica intracelular (sv) y la
actividad mecanica del misculo
circular (mN), respectivamente. los
registros se realizaron - 5 mimitos
después de haber iniciado 1la
perfusién con tetraetilamonio
(30 mM). Oscilaciones pequefias en la
tensién, las cuales se presentaron
durante las contracciones fésicas,
mno se ocorrelacionaron con alguna

vidad eléctrica en la superticie
sumucosa (Ya"). las oscilaciones en
1a tensién, ocon uma frecuencia
similar, son generadas por 1las
esplgas cbservadas en la superficie
del plexo mientérico (“b“).
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DISCUSION

Se observaron diferencias marcadas tanto en el potencial
de membrana como en la actividad de onda lenta de las células de
una y otra superficie del misculo circular. Comparada con la mis
estudiada superficie submucosa (Chamber et al., 1984;
El-Sharkawy, 1983; Hara y Szurzewski 198la,b; Sanders and
Smith, 1986; Smith et al., 1987a,b), la actividad eléctrica de la
superficie del plexo mientérico se caracterizé por la presencia
de una membrana celular menos polarizada (lo cual resultd, en un
gradiente de voltaje de 10 mV), la presencia de un componente
tipo espiga de una amplitud mayor a 10 mV en el - 35% de las
preparaciones; Ademds de una menor amplitud de la meseta y de la
depolarizacisén inicial de las ondas lentas.

La hetercgeneidad en la actividad eléctrica dentro de esta
capa muscular muestra que existen al menos dos diferentes tipos
de células en élla. Aquellas con una membrana mas polarizada que
generan depolarizaciones grandes durante la fase de meseta y
aquellas que presentan depolarizaciones pequefias durante vy
espigas durante esta fase. Una heterogeneidad morfoldgica en los
componentes celulares de este misculo fue reportada reciéntemente
(Berezin et al., 1988); en la superficie submucosa, se describié
la presencia de un plexo de células de Cajal. E1l hecho de que las
. ondas lentas desaparecieron después de la extirpacién de una
délgadé capa de células de la cara submucosa (Durdle et al.,
1983; Smith et al., 1987a), sugiere que las ondas lentas de gran

amplitud son generadas por las células interticiales de cajal. De
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acuerdo con esta sugerencia, grandes ondas lentas son registradas

en el interior de esta células interticiales (figura 27).

Figura 27, Ondas lentas de gran amplitud pueden ser reqistradas dentro_de

A. Electramicrografias seriadas de una
célula interticial de Cajal dentro de la cual se realizé el registro mostrado en
B. Los dos cortes de la derecha muestran una pequefia lesion circular en el
citoplasma (indicadas por las flechas), a la derecha del nucleo celular, Esta se
ocaciond al fijar el tejido con glutaraldehido (al 2%) mientras se mantenia el
microelectrodo en el interior de la célula. Ios cortes histolégicos fueron
efectuados en un plano perpendicular al trayecto del microelectrodo. El corte a
la izquierda es el mis superficial. Se injecté por microiontoforesis azul de
metileno, haciendo pasar corriente anddica (usando una corriente deuows) a través
del microelectrodo. Esta injeccién se realizé durante 8 min, camenzando 5 min
antes de la perfusién con glutaraldehido. En la periferia de la 1lesién
citoplasmitica se cbserva la presencia de un material mias electrodenso que el
resto del citoplasma, el cual probablemente corresponde al azul de metileno. En
la migrafia de la derecha (la mis profunda de las tres) la lesién ha desaparecido
y solo se cbserva el material mas electrodenso en el citoplasma (flecha). Estas
observaciones son datos de un estudio realizado por Huizinga, Berezin y
Barajas-Idpez (manuscrito en preparacién).
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La amplitud de las ondas lentas disminuye exponencialmente a
través del grosor de 1la capa muscular, lo cual sugirié
propagacién pasiva de las ondas lentas hacia el plexo mientérico
(Smith et al., 1987a). Esta propagacién pa‘siva explica la pequefia
meseta, caracteristica de las células de la superficie del
plexo mientérico. Sin embargo, la propagacién pasiva no explica
la gran depolarizacién inicial (-2.5 veces mayor que la amplitud
de la meseta) registrada en el -35% de las preparaciones y la
cual es dependiente de la presencia de espigas. La desaparicién
de las esplgas ocacionada por la presencia del D600, sugiere que
ésta es mediada por el flujo de calcio al interior de las
células. Asi, la propagacién pasiva de las ondas lentas dentro de
la capa muscular circular induce cambios regenerativos en el
potencial de membrana, como se mostré que ocurre en la capa
circular del estdémago (Bauer et al., 1985). El hecho de que las
espigas son aumentadas durante la presencia de TEA indica que la
propagacién de estos cambios es regulada por la presencia de la
conductancia saliente sensible al TEA.

El TEA (30 mM) disminuyé el potencial de membrana e
incrementé la resistencia de la membrana de una manera similar en
ambas superficies, Estos efectos del TEA son consistentes con el
blogqueo de una conductancia al potasio, lo cual es el mecanismo
de accién del TEA en otras células musculares (Hille, 1984;
Tomita, 1982; Snape y Tan, 1987). También el TEA disminuyé el
potencial de meseta e incrementé la duracién de las ondas lentas

en células de ambas superficies, sugiriendo con ello que una
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conductancia al potasio sensible al TEA esta involucrada en la
regulacién del potencial de meseta y en la terminacién de la
ondas lentas, de una forma similar a como ocurre en el estomago
(Szursewski, 1978).

El D600 disminuyé la amplitud de la meseta y la duracién de
las ondas lentas en la superficie submucosa. Lo que sugiere que
la corriente entrante, responsable de la depolarizacién de meseta
y de la prolongacién de las ondas lentas, depende del flujo de
calcio al interior de la célula. En esta superficie, parte de la
depolarizacién inicial es también mediada por el flujo de calcio.
Se observéd ademas, una depolarizacién inicial de gran amplitud
en presencia del D600, lo cual suglere cque otras conductancias,
distintas a la sensible al D600, estan involucradas en su
generacioén.

En las células de ;a superficie del plexo mientérico, las
lentas se- presentan con una meseta caracteristica de baja
amplitud, aun en células con un potencial de membrana grande
(~ =70 mV). El potencial de membrana durante la meseta se
presenté a un nivel mas hiperpolarizado que en 1la otra
superficie, la diferencia fue de - 15 mV. Estas observaciones
muestran que la menor amplitud de las ondas lentas no se debe al
menor potencial de membrana de las células de la superficie del
plexo mientérico, como fue propuesto (Smith et al., 1987). Una
explicacién seria que la ausencia de mesetas de gran amplitud en
esta utima superficie se deba a la ausencia de una conductancia

depolarizante responsable de la meseta, o a la presencia de una
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corriente saliente mds intensa. E1 D600 disminuyé la amplitud de
la meseta (en la superficie submucosa) y la duracidén de las ondas
lentas, lo cual sugirié que la depolarizacidn durante la fase de
meseta es mediada por el flujo de calcio al interior de 1la
célula.

Ademés del gradiente observado durante el potencial de
meseta, un gradiente de -10 mV se registré entre el potencial de
membrana maximo de las células de una y otra superficie. Estos
dos gradientes pueden ser importantes en la regulacién de la
actividad de onda lenta. El1 gradiente durante el potencial de
membrana maximo puede estar involucrado en la iniciacién de las
ondas lentas grandes de las células de la superficie submucosa.
Mientras, el gradiente observado durante el potencial de meseta
puede estar involucrado en la terminacién de tales ondas lentas.

Bauer y Sanders (1985) reportaron 1la existencia de
gradientes eléctricos similares en el miscule circular del antro
gastrico. El bloqueo de la bomba secdio/potasio con ouabaina
eliminéd los gradientes en potencial (Bauer y Sanders, 1986), 1lo
cual se interpreté a favor de la hipétesis de que una diferencia
en la actividad de una bomba electrogénica sodio/potasio es
responzable de los gradientes de potencial. Un mecanismo similar
puede estar involucrado en los gradientes eléctricos del misculo
circular del colon.

El potencial de membrana disminuyd linealmente con respecto
al logaritmo de la concentracién externa de potasio, cuando ésta

era entre 25.9 y 45.9 mM. Esto ocurrié con una pendiente de 65 mV
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en las células de la superficie del plexo mientérico (figura
16B). Esta pendiente es muy cercana a la prevista por la ecuaciéﬁ
de Nerst (61 mV, a 37°C; vease Hille, 1984), sugiriendo que las
membranas de estas células se comportan casi perfectamente como
un electrodo de potasio, es decir son altamente selectivas al
potasio., En las células de la superficie submucosa la pendiente
de la relacién entre el voltaje y la concentracién de potasio fue
de 83 nV. Es decir 22 mV mayor que la esperada con la ecuacién de
Nerst. Esto podria indicar que al ser depolarizadas, las células
de esta superficie incrementan su permeabilidad para otro ion,
diferente al potasio, y probablemente con un potencial de
equilibrio menor (menos negativo) gque el del potasio. Tal
conductancia iénica puede estar correlacionada con la responzable
de la fase de meseta, ya gque la meseta se desarrolla entre
potenciales de aproximadamente =40 y =30 mV. al ser
depolarizadas.

En concentraciones de potasio menores que 25 mM el potencial
de menmbrana se aleja del potencial de equilibrio del potasio,
fundamentalmente en las células de la superficie del plexo
submucoso. Esto sugiere una menor permeabilidad para el potasio
a bajas concentraciones de este ion. El hecho de que exista un
gradiente de potencial en concentraciones bajas de potasio puede-
explicarse por la presencia de una corriente entrante més intensa
o bien una menor conductancia al potasio en este ultimo grupo de
células con respecto al de las células de la superficie

submucosa.
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La medicién simultanea de la depolarizacién y la contraccion
muscular, revelé un umbral mecdnico de ~44 mV. Este valor esta
dentro del rango de los umbfales, mecaniqos reportados en otros
misculos lisos gastrointestinales‘ (Bauer ‘y Sanders, 1985; Hara et
al., 1986; Morgan y Szurszewski, 1980). Este potencial es
similar al potencial umbral de activacién (- =40 mV) de 1los
canales de calcio, reportado en la tenia coli del cuyo (Yoshino
et al., 1988). Estudios previos reportaron la existencia de un
gradiente en el umbral mecénico dentro de la capa muscular del
yeyuno (Hara y Szurszewski, 1986; Morgan y Szurszewski, 1980)
y del antro gistrico (Bauer y Sanders, 1985). Ninguin gradiente
fue observado en la capa circular del colon.

En la superficie submucosa, el umbral mecanico es rebasado
por la depolarizacién inicial y por la meseta de las ondas
lentas. Esto sucedié durante la actividad esponténea y durante la
presencia de carbacol. Adem&s, se observé una correlacién buena
entre la depolarizacién alcanzada durante la fase de meseta y la
fuerza de la contraccién muscular. El potencial de membrana de
reposo registrado durante la estimulacién con carbacol alcanzé
valores bastante mis negativos que el umbral mecidnico; lo cual
sugiere que las células de la superficie submucosa no contribuyen
a incrementar el tono.

En la superficie del plexo submucoso el potencial umbral es
rebasado por las espigas. Durante la estimulacién con carbacol,
se observaron rafagas de espigas en estrecha correlacién con

la generacién de la actividad mecanica fésica. Adicionalmente,
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lag células de la superficie del plexo submucoso parecen estar
involucradas en 1la generacién de tono. Las oscilaciones del
potencial de membrana (<5 mV) y ocacionalmente las espigas (vease
la figura 18a), se presentaron entre las contracciones fasicas.
Estas fueron de tal magnitud que sobrepasaron el umbral mecanico
Y por lo tanto pueden ser responsables del incremento del tono
inducido por 1la estimulacién con carbacol en algunas de las
preparaciones. Este mecanismo, el cual permitiria incrementar el
tono en los misculos lisos del tracto digestivo constituye una
explicacién alterna para la sugerencia de que algunos canales de
caleio, no sensibles al voltaje, son mediadores de la generacién
del tono (Morgan y Szurszewski, 1980).

La ondas lentas probablemente son generadas en células de la
superficie submucosa y se propagan pasivamente hacia las células
de la superficie del plexo mientérico (Smith et al., 1987). lLas
espigas son generadas en células de la superficie del plexo
mientérico y sobreimpuestas sobre las ondas lentas. Por
consiguiente, la actividad de onda lenta controla la actividad
mecanica fasica directamente, cuando las ondas lentas pasan el
umbral mecénico e indirectamente induciendo la generacién de
espigas. Registros como los mostrados en la figura 12, revelan
la contribucién de la actividad eléctrica de ambas superficies
en la generacién de la contraccién del muisculo circular. Asi,
las oscilaciones pequefias de la tensién muscular durante las
contracciones fasicas, ocurrieron con la misma frecuencia que las

espigas en la superficie del plexo mientérico. En la superficie
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submucosa ninguna actividad eléctrica se correlacioné con estas
oscilaciones mecanicas (figura 12).

La actividad mecinica espontinea del misculo circular puede
ser generada principalmente en células cercanas a su superficie
submucosa. Esto ocurriria porque 1la actividad eléctrica
espontédnea presenta mayores y mds prolongadas dépolarizaciones en
las células de la superficie submucosa. La actividad eléctrica de
lags células de la superficie del plexo mientérico contribuyen
principalmente al desarrcllo de fuerza durante estados de
estimulacion, cuando estas desarrollan rafagas de espigas. Esto
sugiere que los agentes estimulantes regulan la fuerza de las
contracciones fidsicas en dos formas: a) controlando el nivel de
depolarizacién alcanzado durante las ondas lentas o espigas y b)
controlando el numero de células dentro del sincicio muscular que
pasan el umbral mecdnico.

Carbacol indujo cambios especificos en la actividad
eléctrica que fueron inhibidos por el bloqueo del flujo de
calcio: a) el incremento en la duracién de las ondas lentas; b)
el incremento en la depolarizacién durante la meseta; c) la
potenciacién de la actividad espiga y d) el incremento en 1la
fuerza de contraccién. Esto indica que el flujo de calcio es
incrementado durante 1la presencia del carbacol en células de
ambas superficies de la capa circular. El1 incremento en el flujo
de calcio podria ser resultado de una accién directa sobre 1la
conductancia al calcio (Benham et al., 1985; Bolton, 1979). Sin

embargo, probablemente este no es el uUnico mecanismo de accién
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del carbacol, ya que la presencia del D600 ni inhibié ni previno
la depolarizacién inducida por esta sustancia. Tal depolarizacién
pudo resultar de un incremento en la corriente entraﬁta o de una
disminucién en la corriente saliente. La depolarizacién inducida
por el carbacol estuvo asociada con un incremento en la pendiente
de las curvas corriente/voltaje. Esto sugiere un incremento en la
resistencia de la membrana durante tal estimulacién. Apoyando la
hip6tesis de que la estimulacién muscarinica disminuye una
corriente saliente, como ha sido observado ocurre en el misculo
liso del yeyuno (Benham et al., 1985) y del estémago de sapo
(Sims et al, 1986a,b). El incremento en la conductancia al calcio
en la presencia de carbacol podria ser mediada, al menos en
parte, por esta disminucioén en la corriente saliente. Esta
hipétesis es apoyada por el hecho dea que los cambios inducidos
por el carbacol fueron andlogos aquellos producidos por el TEA,
un bloqueagor de los canales de potasio (Hagiwara, 1983; Hille,
1984).

Recientemente, Smith et al., (1987a) reportaron que las
células del plexo mientérico tienen un potencial de membrana de
=43 mV, un nivel bastante mis depolarizade que el potencial de
menmbrana registrado en el presente estudio, =60 mV.
Adicionalmente, estos autores reportaron que tales células
carecian de eventos eléctricos con caracteristicas de ondas
lentas, o eventos sincronizados con las ondas lentas de la
superficie submucosa. En un estudio subsecuente, Smith el

at., (1987b) describieron la presencia de oscilaciones eléctricas
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en las células de la superficie del plexo mientérico. El gran
gradiente en el potencial de membrana de reposo (- 44 mV) entre
las células de las dos superficies de la capa circular y la
ausencia de ondas lentas en el lado del plexo mientérico,
sugieren un desacople eléctrico entre las células de ambas
superficies. Las tiras de musculo usadas en estos estudios fueron
prepuradas de manera diferente que las usadas en el presente
estudio. Preparaciones de 500 lm de grosor fueron obtenidas
nmediante dos insiciones paralelas entre si y perpendicularmente a
las bandas del misculo circular (figura 3). lLa longuitud celular
en la superficie submucosa y en la del plexo mientérico de 1la
capa circular es de tan solo -~ 250 y -~ 500 lm, respectivamente
(Berezin, Huizinga y Barajas-Lépez, resultados no publicados),
usando el "método de Gabella" '(1976). Esto indica que 1la
preparacién usada por Smith et al. (1987a,b) era una monocapa, a
lo mé&s una bicapa de células, resultando en pocas probabilidades
de gque 1las células de la superficie submucosa estuviesen
acopladas con las del plexo mientérico. La pobre densidad de "gap
junctions" (Berezin et al., 1988) y el mayor tamatio de las
células del lado del plexo mientérico podrian resultar en un dafo
funcional mayor en estas células. Células silentes o con
oscilaciones eléctricas de alta frecuencia fueron también
observadas en el presente estudio. Tales eventos estuvieron
asociados con un bajo acoplamiento eléctrico (vease la figura 3).
Esto solo ocurrié transitoriamente y en relativamente pocas

preparaciones. El hecho de que el tamafio y la densidad de las
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“gap junctions" sea mayor y que la longitud de las células en el
lado submucoso sea menor, podria explicar porque los datos
electrofisioldgicos en este bordo del presente estudio y los
reportados por Smith et al. (1987a,b) son similares.

En conclusién, evidencia experimental fue presentada acerca
de la marcada heterogeneidad en la propiedades intrinsicas de
células del misculo circular del colon canino. Células de la
superficie submucosa, posiblemente las células interticiales de
Cajal, generan grandes ondas lentas. La propagacién pasiva de las
ondas lentas dentro de las células mAs internas del musculo
circular inducen cambios regenerativos de potencial de membrana
(espigas mediadas por el flujo de calcic) en cédlulas de 1la
superficie del plexo mientérico. La generacién de esta espiga es
regulada (inhibida) por una conductancia al potasio, sensible
al TEA. La marcada heterogenidad en la actividad eléctrica de
células de las superficies submucosa y del plexo mientérico fue
mds evidente en presencia de carbacol o TEA. Asi, réfagas de
espigas fueron observadas en las células de la superficie del
plexo mientérico mientras, ondas lentas de gran duracién fueron
observadas en las células de la superficie submucosa.

La contraccién del musculo circular es mediada por un flujo
de calcio dependiente del voltaje, el cual es activado
aproximadamente en potenciales de membrana menores que =44 nV.
Esta conductancia al calcio es activada durante las ondas lentas
en células de la superficie submucosa y durante las espigas en

células de la superficie del plexo mientérico. Carbacol
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incrementd la fuerza de las contracciones fasicas al incrementar
el nivel de depolarizacién y la duracidn de las ondas lentas, en
las células de la superficie submucosa y al reforzar la actividad
espiga en la superficie del plexo mientérico. Los cambios en
la actividad eléctrica inducidos por el carbacol son mediados por
un incremento en el flujo del calcio hacia el interior de 1las
células misculares. Esto es, al menos en parte, mediado por una
disminucién en 1la conductancia al potasioc. Los diferentes
patrones de actividad eléctrica, espontinea o inducida por
carbacol y TEA, brindan evidencia para 1la hipétesis de 1la
existencia de heterogeneidad en las propiedades eléctricas

de las células del misculo circular colénico.
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ABSTRACT
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The role of the sodium pump in the generation of slow wave activity
in circular muscle of the dog ocolon was investigated using a
partitioned 'Abe-Tomita' type chamber for voltage control.

Blockade of the sodium pump by omission of extracellular K%, by
ouabain, or the combination of 0 mM Nat and ouabain, depolarized the
membrane up to ~ -40 mV and abolished the slow wave activity.
Repolarization back to the control membrane potential by
hyperpolarizing current restored the slow wave activity.

Slow waves continued to be present in Na-free solution with Nacl
replaced by Licl.

The depolarization induced by the procedures to block sodium pump
activity was associated with an increase in input membrane resistance.
Qurrent/voltage relationships in the presence of ouabain or 0 mM
K' suggested the presence of an imward rectifier (potassium)
conductance. A block of this oconductance may contribute to the
depolarization by ocuabain.

Reduction of temperature depolarized the membrane, and decreased the
slow wave frequency and amplitude. The slow wave amplitude was
restored by repolarization of the membrane.

Brief depolarizing pulses evoked premature slow waves. Brief
hyperpolarizing pulses terminated the slow waves.

We conclude that abolishment of slow wave activity by sodium pump
blockade is an indirect effect of membrane depolarization and that the
sodium pump is not responsible for the generation of the slow wave.

Our results are consistent with the hypothesis that pacemaker activity
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in =mooth muscle is a consaquence of membrane conductance changes
vhich are metabolically dependent.
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INTRODUCTION

By actively transporting more Na' ions out of the cells than X' ions
in, the Na-K pump can directly contribute to the cell membrane potential
in a variety of tissues. Furthermore, oscillations in the membrane
potential have been postulated to be related to cyclic activation of an
electregenic sodium pump in nerve cells (Airapetyan, 1969), beta cells of
the pancreas (Atwater and Meisner, 1975) and smooth muscle (Prosser and
Mangel, 1972) including circular muscle of the cat colon (Caprilli and
Onori, 1972). Evidence that the sodium pump is involved in the generation
of the electrical slow waves or pacemaker activity in intestinal smooth
muscle has primarily been cbtained from the longitudinal muscle cells of the
small intestine, and was recently reviewed by Szurszewski (1987).
Observations consistent with this hypothesis are: A. Slow waves disappear
after blockade of the sodium pump in the cat (Conner Prosser and Weems 1974;
Dalms, Prosser and Suzuki, 1987; Liu, Prosser and Job, 1969) and rabbit
(El-Sharkawy and Daniel, 1975b) small intestine. In the cat it was shown
that sodium pump blockade depolarized the cell more that the amplitude of
the slow wave and that repolarization did not restore slow wave activity
(Conner et al. 1974). B. Voltage clamp studies in the sucrose gap suggested
mtmmmnmﬁamedmngesocmneddurhgﬂxeslwwave (Conmner
et al. 1974), and irvard current oecillations were seen at the resting
membrane potential level. C. Metabolic inhibition changed slow wave
activity. cooling decreased the slow wave frequency in the rabbit small
intestine (El-Sharkawy and Daniel 1975a) and abolished activity in the cat
(Conner Kreulen and Prosser 1976).

The aim of the present study was to elucidate the role of the
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sodiun pump in the generation of the slow waves in colonic smooth mascle,
utilizing the ‘Abe-Tamita' type stimilating chamber (Abe and Tomita, 1968)
for voltage control. Our conclusion is that ionic permeability changes but
not the sodium purp activity generate colonic pacemaker activity.



METHODS
Tissue preparation., Dogs, either male or female, were anesthetized
using pentobarbital (35 my/kg) given i.v. The colon was exposed by a midline

80

abdominal incision. A 10 to 12 cm segment of proximal colen was removed, 5 .

cn distal to the ileccecal junction. The segment was placed in oxygenated
Krebs solution and opened flat., Colonic contents were carefully removed. The
segment was then pirmed flat to the Sylgard bottom of a dissecting dish
filled with oxygenated Krebs solution and the micosa was removed.
Iongitudinal muscle was carefully removed by sharp dissection.

Recording of the electrjcal activitjes. Circular muscle strips, 15 mm
long, were prepared by cutting them parallel to the burdles; the tissue was
1.5 mm wide over a length of 10 mm and became gradually wider to 3 mm. These
strips were mounted in a partitioned stimilating chamber (Abe and Tomita,
1968) with the 1.5 mm wide section in the stimlation compartment. The
length of the tissue inside the stimilation compartment was at least 8 mm
(Bywater and Taylor, 1980), the end of this strip was tied to a force trans-
ducer. The electrical recordings were wade in cells situated closer than 2
mm to the stimilating plate, and only from superficial cells from the
submucosal surface; the microelectrode penetrated the strip perpendicularly,
up to 0.1 mm under the strip surface. The strip surface was easily
identified by the occurrence of a characteristic transient tip potential,
thereafter the microelectrode was driven into the tissue in steps of -5 1m,
using a Narishige micyamanipulator, (ML-8, Medical Systems Corp., NY). At
each step a short (-25 ms) oscillation from the preamplifier led to
impalement of the cells.

Microelectrodes were prepared from 1.2 mm outside diameter glass



capillaries (WPI) and filled with 3M KCl. The tip resistances were 30-50 MX.
The electrode was connected to a probe of a high impedance electrameter
(M=707A, WPI). The ocutput of the electrometer was comected to a Gould
storage oscilloscope (1425, Gould, Co. Cleveland, Ohio) and a pen ink
recorder (2800S Gould). The muscle stripe were stimulated by a Grass S88
electrical stimilator through a stimilus isolation unit (SIUS, Grass
Instruments, Co. Quincy, MA). The voltage gradient in the stimalating
canpartment (field stremgth) was measured with two silver electrodes 2 mm
apart, located in the middle of the stimilating compartment. This
compartment consisted of two silver plates 10 mm apart. The silver plates
ard the recordirg electrodes for the field strength were coated carefully
with silver-chloride using a 0.1 N HCl solution and the Grass stimilator for
generation of current. The surface of the silver-plate facing the part of
the tissue in which the microelectrode was placed, in the recording
corpartment, was coated with M-coat A for imsulation (Intertechnology Inc.
Don Mills, Ont., Canada). Electrotonic potentials were induced by current
pulses from 1.5 8 to several mimutes in duration and from 8 to 25 V applied
voltage.

Solytions and drugs. Most experiments were performed in prewarmed
(36.5-37.0°C) Krebs solution and equilibrated with 95% O, -5% CO;. The
partitioned stimulation chamber, of 6 ml capacity, was contimously perfused
with Krebs solution at a constant rate (3-7 ml/min). The composition of
this solution was (mM): Nacl 120.3; KCl 5.9; CaCly 2.5; MClp 1.2; NaHOD,
20.0; NaH;PO, 1.2 ard glucose 11.5. The pH was 7.30-7.35.

In order to obtain Na* free conditions, HEPES buffered solution was
used to avoid NaHCO;. The composition was (mM): HEPES 5, NaCl 136.4,
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caCly 2.5, KHPO, 1.2, MJCl, 1.2, glucose 2.5. The pH was adjusted to 7.35
using KOH resulting in a final (K) of 7 mM, This affected samewhat the basal
characteristics of the electrical activity (n=8): The resting membrane
potential changed from =72,7¢1.7 to -67.5+1.8 (<0.05); the upstroke
amplitude from 36.713.2 to 33.412.9 and the average rate of rise from 196 *
32 to 165 + 25 nV/s. The slow wave duration and frequency remained
unchanged. A sodium free solution was cbtained by replacing NaCl with Licl.

Data analysis, Slow waves oonsisted of a membrane depolarization
(upstroke anplitude) followed by a partial repolarization, and subsequently
a plateau phase, vhich in turn was succesded by a caplete repolarization.
The plateau amplitude was the voltage difference between the resting
membrane potential and the highest point of tha slow wave plateau phase. The
plateau potential was the actual membrane potential at this highest point
of the plateau phase. The duration was measured at half-maximal plateau
amplitude of the slow wave. Data were obtained usially from the same cells,
before and in the presence of a drug or after ion substitution. A difference
was considered significant with P<0.05.
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All experiments were performed on superficial cells of the submicosal
surface of the circular miscle of the dog ocolon (r=36 preparations). The
resting membrane potential of these cells was -71.0t1.0 mV. Slow wave
activity was amipresent, after reaching an initial maximum depolarization
{upstroke amplitude of 37.111.4 mV) a partial repolarization to a plateau
occurred. The membrane potential during the plateau (plateau potential) was
=38.011.0 oV, the slow wave duration was  3.9t0.3 8, its frequency
5.140.2 cpm. The average rate of risa of the upstroke potential was
120225 niV/8. These data are similar to those previously described
(El-Sharkawy, 1983; Smith, Reed and Sanders, 1987; Huizinga and Chow, 1987;
Barajas-Iopez and Huizinga, 1988). In about 26% of the stripes (9 out of 36
preparations), an inflection point was noted in the upstroke of the slow
wave. An initial depolarization, of 7,140.9 mV in amplitude with an average
rate of rise of 20.913.0 mV/s was followed by a second depolarization of
32.42.0 nV in amplitude and an average rate of rise of 127+15 nV/s (figure

To investigate a possible role of ths sodium pup in the generation of
the slow wave activity, we studied the effects of sodium pump blockadae by
Nat free sclution, K free soluticn, cuabain and cooling.

Sodium pump activity depends on the presence of intracellular sodium.
Perfusion of the tissue with 0 mM Na' will quickly deplete intracellular
sodiun (Friedman, 1974). The temporal correlation between the membrane
potential and the upstroke amplitude after omission of extracellular Nat is

a3



illustrated in figures 2 and 3, and carried out in HEPES buffered solution
(see methods), A transient hyperpolarization of 4.310.8 mV (n=7) was
cbeerved within 6 min after the start of the perfusion with the Nat-free
HEPES; thereafter a gradual depolarization of the membrane oocurred with a
time constant of 18.3:l.1 min, The membrane was depolarized from -63.3%2.9
nv to -54.412.5 mV after 20 min and to -48.912.4 after 30 min (P<0.001).
concamitantly the upetroke amplitude significantly reduced from 34.413.5 to
20.6x2.5 and to 12,613 nV after 20 and 30 min, respectively (P<0.001), with
a time constant of 18.1t1.9, similar to that of the depolarization (figure
3). The average rate of rise decreased (P<0.001) from 121+21.9 to 13.3%4.9
/s, 30 min later. The slow wave frequency (from 5.2:0.1 to 4.840.4 cpm),
the slow wave duration (from 3.9:0.3 to 5.710.7 s), and the plateau
potential (from -37. 0£0.8 to -35.9+1.4 mV) did not change significantly.

Figure 1,
Slow waves in the circular muscle layer of the canine colon usually show a

fast upstroke followed by partial repolarization and a plateau phase. This
figure shows a recording representing -~ 26 % of the recordings in which a
small depolarization preceded the slow wave. The dashed lines between the
slow waves indicate the - 40 nV membrane potential in this and the following

figures,
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1 min

Figure 2.

Effect of 0 mM extracellular sodium,

vhen sodium was replaced by lithium (at arrow) the cells, aftexr an initial
small hyperpolarization, gradually depolarized and concamittantly the slow
wvave amplitude was reduced. The figure shows 2 sections from a omtimuous
recording. There is a time gap of 15 min between the 4th and S5th panel.
After 30 min in 0 mM Nat, slow wvave activity continued to develop at
unchanged frequency. Hyperpolarization restored the slow wave amplitude,
suggesting that the decrease in amplitude was due to membrane
depolarization. ‘
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Figure 3 - ‘
Temporal oorrelation between the menbrane potential and the upstroke
amplitude (slow wave amplitude) after omission of extracellular sodium. In a
HEPES buffered solution, sodium was replaced by lithium, at time 0.
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To investigate whether the slow wave inhibition was specifically due to
Nat/K" pump blockade or a consequency of the associated depolarization, the
smooth muscle cells were repolarized back to the control membrane potential.
Tissues were repolarized after 30 min. Current induced repolarization of the
membrane potential in 0 mM extracellular Nat fup to -68.412.7 nV) increased
the upstroke amplitude to 26.6:2.8 mV. The frequency became 4.7:0.7 cm,
and the duration 2.510.3 8 (n=5). These data suggest that the decrease in
the wstroke amplitude after omission of extracellular sodium was caused by
the depolarization.

The oocurrence of slow wave activity was also studied up to 2 hrs in
sodium free HEFES solution in the presence of ouabain (10~5M; figure 4). The
oontrol slow wave activity occurred with a frequency of 5.7+0.2 cpm, an
upstroks amplitude of 43i1.7 mV, a rate of rise of 121.7+24.6 nV/s, and with
a duration of 3.3#0.6 s (n=3). In sodium free HEPES and ocuabain (107°M),
the tissues were depolarized fram -72.7:+1.8 mV to -37{2.4 mV and no slow
wave activity was observed.

1 Viem | Figure 4
Sodium free solution with
ouabain (10-5M) abolished
slow wave activity
o o (upper panel). 60 min
thereafter current induced

repolarization broiuiht
- back slow wave activity
] J (lower panel).

1 min
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Repolarization induced recovery of slow wave activity oocurred up to 2
hr in O mM Na™ in the presence of ouabain (10°%M; figure 4). Tissues were
hyperpolarized to -78+2 nmV and slow wave activity occurred at 3.7+1.7 cpm,
with an upstroke amplitude of 33.315.8 mV, and an average rate of rise of
30¢5.8 nV/s, and with a durat:ion of 2.5%0.3 s.

Sodium purp activity is also dependent on extracellular potassium, and
perfusion of 0 mM K inhibits pump activity (Fleming, 1980). K" free Krebs
solution caused a gradual depolarization of the muscle cells from a membrane
potential of -72.312.3 mV up to -48.0+2.8 after 20 min (ne§; figures 5 and
6). The depolarization occurred with a time constant of 6.2%0.7 min,
significantly lower than that of the depolarization in Nat free solution
(P<0.01) . After 20 min in K' free solution, slow wave activity was reduced
from  32.843.0 to 4.6+2.2 mW and completaly abolished in 50% of the
preparations. The reduction in upatroke amplitude oocurred with a time
omstant of 7.2t1.5 min, not different from the time oonstant of the
depolarization. The slow wave frequency (5.210.6 cm) was similar than
control (6.010.3 cpm). The mexbrane potential at the top of the remaining
slow waves (-36.7:4.7 mV) was not different from the control value of the
plateau potential (-39.5t2.8 mV). After 28 min the slow wave activity was
canpletely abolished in 5 out of 6 tissues. The preparations were allowed
to recover in nommal Krebs solution after 28 min in K+ free solution. The
merbrane potential recovered gradually, and after 6 min complete recovery
was obtained (figure 6). Concomittant with the membrane potential, the
upstroke amplitude recovered 80+6%.
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Figure § :
Effects of 0 mM K' Krebs on the electrical activity, and effect of current
induced repolarization. ‘
Upper panel: at arrow, K' was amitted, sections are shown from a continuous
recording from 1 cell. The dotted lines represent -40 mV membrane potential.
Lower panel: Current induced hyperpolarization occurred at 10 and 30 min
after amission of Kt and restored slow wave activity.
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Figqure 6 B
Temporal correlation between the membrane potential and the slow wave
anplitude after addition of ouabain (10-°M; n=6; open circles) and or after
addition of 0 mM K+ Krebs (n=6; closed circles).

At time O, tissues were either superfused with 0 mM K' Krebs solution
or normal Krebe with ocuabain. At arrow, those stripe in 0 mM K* were allowed
to recover in normal Krebs. A direct relationship is seen between decrease
in membrane potential and decrease in slow wave amplitude.



Ouabain -(107%M) caused similar effects as K' free solution (figures 6

and 7). A gradual membrane depolarization developed within 10 nin from a
membrane potential of =70,4+1.3 mV to —45.7:2,5 mV, with a time constant of
4.61.0 min not different from that of the depolarization induced by Kt free
solution. After 28 min the membrane potential was -44.6+1.5. A decrease in
the upstroke amplitude occurred from 31.741,9 mV to 1.841.4 mV with a time
constant of 4.111.1 min, similar to that of the depolarization. The
membrane potential at the top of the remaining slow waves (-41.00.5) was
‘ not different from the control value of the plateau potential (-43.211.4).
After 30 min in cuabain, slow waves were completely blocked in all preparat-

ions.

0.5 Vicml

1 min

Figure 7

Effects of ouabain (10-M) on the electrical activity, and effect of current
induced repolarization.

Upper panel: at arrov, ouabain was added, sections are shown from a
oontinuous recording from 1 cell.

Lower panel: current induced hypexpolarization occurred after 30 min and
restored slow wave activity.
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During repolarization in 0 mM Kt (to ~70.742.9 n¥) and in the presence
of ocuabain (to ~70.033.5 mV), the slow wave activity was always present,
even in those tissues in vhich the slow waves had oapletely disappeared (10
out of 12 strips). Tissues were repolarized after 20 min, when maximm
effects on membrane potential and slow wave activity were cbserved. The time
corresponds with the time maximum binding of ocuabain ocours in vascular
smooth muscle (Deth and Iynch, 1980). The upstrcke amplitude recovered to
20.443.0 mv in K free solution and to 22.412.9 nV in the presence of
ocuabain, The frequency became 5.030.4 cpm and 4.5%0.7 cpm, the duration
2,0£0.3 8 and 4.140.5 8, in 0 mM X' and cuabain, respectively.

Because sodium pump activity is temperature sensitive, the effect of
cooling on slow wave activity was investigated (figure 8). Reduction of the
tamperature from 37° to 21° depolarized the cells by 11 mV from -66.6:2.4 to
=55.4%1.1 nV, with a time constant of 5.9+1.3 min. Depolarization reached a
maximm within 10 min and reduced the upstroke amplitude from 30.0+2.6 to
16.1$2.1 nV, with a time constant of 8.7+1.5 min. Furthermore, the slow wave
frequency decreased from 4.910.3 to 1.110.3 com; the slow wave duration
increased from 3.810.8 to 5.310.6 s. The plateau potential remained stable
from -40.912.5 to ~39.811.4 mv.,

The reduction in upstrcke anplitude during cooling to 21° C was
reverted to 26.0f1.4 nV by repolarization of the membrane. The slow wave
frequency did not recover (1.410.3 cpm), although in 3 out of 6 preparations
the slow wave frequency increased by repolarization (figure 8).

The recovery of slow wave activity by repolarization of the membrane,
under conditions of sodium pump blockade, indicates that an oscillating
sodium pump is not the generator of this activity. :
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es in the membrane resistance during the Nat/kt pump blockade.

In order to investigate whether the depolarization by sodium pump
blockade was (in part) due to a membrane resistance change, we calculated
the slope of the current-voltage curves at the resting membrane potential
and during the maximm depolarization under the various experimental
circumstances.

A significant (P<0.05) increase in the slopes of the I/V plots, from
27.7£3.7 nV/[V/cm] to 3815.2 mV/[V/cm), was ocbserved during the
depolarization induced by Nat-free HEPES (figure 9). An increase in the
slopes of the I/V curves was considered as indicative of an increase in
the input membrane resistance. This suggested that the depolarization is in
part mediated by a decreased in the K' membrane conductance. However,
Na*-free solution will block the Na pump and it is possible that at least
part of the .depolarizatim is madiated by this mechaniem.

10 mVI Fiqure 9.

Depolarization induced by Na-free
HEPES was followed by an increase in
the input membrane resistance. Upper
ard lower tracings of each panel
represent simultaneous recor-
dings of the membrane potential
(V) and the field strength (V/cm)
in the stimilation campartment,
respectively. The upper panel shows
electrotonic potentials in normal
HEPES, and the lower panel shows the
electrotonic potentials in Na-free

1 Viem |

Field Strength HEPES, after 45 min. Both recordings
o were made in the same cell. The
gt PR S graph shows the relationship between

the field strength and the membrane

(o]
/ g potential during the field stimila-
/ g tion, during the noxmal (closed
s ° .15 33 circles) and Na-free HEPES (open
e 0 2 circles). An increased slope was
o 3 observed in the presence of Na-free

HEPES, at the linear part of
—100 the I/V relationships.

o/.f—’:“'/
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In the presence of ouabain or K' free solution, the I/V plots in the
hyperpolarizing quadrant were linear at the range of studied menbrane
potentials up to approximately =90 mV; at more negative potentials, irward
rectification was observed. The slopes were calculated from the linear
portion of the I/V relationship (figure 10). The slopes of the I/V curves
during maximm depolarization by Kt free solution were larger than those of
the control, increasing fram 28.6411.9 to 60.7i27.8 mV/{V/cm] (P<0.0l).
A slight imward rectification was cbserved at membrane potentials larger
than =100 =V. During ocuabain perfusion, the I/V relationship was linear
between the steady state potential of --45 mv and ~=75 nV, but the slope was
significantly larger than the ocontrol, 64.9t16.9 ocompared to 26.419.3
nV/{V/cm] (P<0.05). At more polarized membrane potentials the slcpe was not
different from that of comtrol.

Figure 10 .
Effect of 0 mM K' Krebs and
x‘m .(10'5u) on input

| I/N curves were obtained
in normal Xrebs solution at a

potential of =45 mV (squares),
or on 0 mM at a membrane
potential of -48 mV (circles).
Slopes are calculated by linear
regression analysis. In the
presence of ouabain the slope
was obtained from the linear
portion of the curve, since
’ strong irmard rectification was
6o cbserved, There is a marked
increase (P<0.05; n=6) in the
slope of the I/V curves in O mM
K* and ouabain compared to
control.

AW U
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Igitiétion of slow waves by current pulses

Since the sodium pump is excluded as the generator of the slow wave
arﬂmoﬂwrimcaxrierishwntobeelectmgmic,meiohicamxts
generating the slow wave must depend on changes in membrane conductance. In
support of this, a slow wave was induced by a amall depolarization induced
by a short current pulse. Shortlasting depolarizing pulses (500 ms) evcked
premature slow waves as shown in figure 11, Upon repetitive stimilation, the
slow wave frequency was adopted to the stimlus frequency up to 15 cpm
(n=10). Figure 11 shows a preparation with spontanecus slow wave activity
at 4 cpm, vhich was increased to 9 cpm. The finding that a complete slow
wave develops aftar a brief depolarizing pulse suggests that the slow wavy

I a regenerative phencmenon dependent on the membrane potential,
Further evidence came from hyperpolarizing current which hyparpolarized the
membrane only 3 «5 nV when applied in between slow waves, but invariably
caused termination of the slow wave when applied during the plateau phase of
the slow wave (n=10).

The excitability of the membranes was greatly reduced at 20° C.:
whereas a 9 cpm pulse train could easily entrain the slow waves at 37°, a 4
cmm pulse train at 21° only evoked slow waves at 2 com (figure 8),
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Brief cwrent induced depolarizations evoke slow waves, a 9 cpm pulse train
paced slow wave activity,




DISCUSSION

The present study provides evidence that the ion currents imvolved in
the generation of the slow wave activity depend on membrane conductance
changes, and not on an oscillating sodium punp activity. When the tissue is
perfused with HEPES buffer in which Na* is replaced by Ii*, slow wave
activity remains, at the same frequency but with reduced amplitude. The
reduction in amplitude however is the result of depolarization induced hy
Na* free buffer since repolarization back to the control membrane potential
restores the slow wave amplitude. Tissues sutmerged in Nat free buffer for
30 min will have an intracellular sodium concentration of less than 1 m{
(as measured in vascular smooth muscle, Friedman 1974), which will reduce
if not abolish sodium pump activity (Rang and Ritchie, 1968: Keynes and
Swan, 1959). To exclude any possible purp activity, tissues were studied up
to 2 hr in 0 mM Na* in the presence of ocuabain. Although slow waves were
abolished by this procedure this was seen to be due to wmembrane
depolarization, since hyperpolarization back to control levels xestored slow
wave activity.

The slow wave activity was also abolished after other procedures which
block sodium pump activity,i.e. 0 mM K& or ocuabain (10~5M). We have shown
that the disappearance of the slow waves occurs because of the associated
depolarization. When the membrane potential is brought back to its original
level during sodium pump blockade, slow wave activity continues to develop.

Exclusion of the sodium pump as the generator of the slow waves
strengthens the hypothesis that ionic permeability changes underly the
development of the slow waves., For the small intestine this hypothesis was
developed by El-Sharkawy and Daniel (1975¢) and Daniel and Sarma (1978).
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if not abolish sodium pump activity (Rang and Ritchie, 1968; Keynes and
Swan, 1959). To exclude any possible pump activity, tissues were studied up
to 2 hr in 0 mM Nat in the presance of ouabain. Although slow waves were
abolished by this procedure this was seen to be due to membrane
depolarization, since hyperpolarization back to control levels restored slow
wave activity.

The slow wave activity was also abolished after other procedures which
block sodium pump activity,i.e. 0 sM X' or ouabain (10°5M). We have shown
that the disappearance of the slow waves occurs because of the associated
depolarization. When the membrane potential is brought back to its original
level during sodium pump blockade, slow wave activity contimues to develop.

Exclusion of the sodium pump as the generator of the slow waves
strengthens the hypothesis that ionic permeability changes underly the
development of the slow waves. For the small intestine this hypothesis was
developed by El-Sharkawy and Daniel (1975¢) and Daniel and Sarma (1978).
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For the colon, it is supported by our observation that slow waves can be
» triggered or terminated by electrical pulses. A voltage dependent
conductance change can be evoked by a brief and small depolarizatiom,
It has been shown that the sodium pump is independent of tha membrane
potential (Marmor, 1971). In some preparations, the spontanecus slow waves
seem to be tricggered by a lower amplitude depolarization (figure 1) which
may represent pacemaker activity distant from the cell recorded from. We
cbserved that it is possible to pace the slow wave activity by current
pulses which has also been adbserved in smooth muscle of the small intestine
(Sarma and Daniel, 1974; Specht and Bortoff, 1972) and stomach (Kelly and
laForce, 1972). A role for the sodium pump in the generation of pacemaker
activity was also considered for the beta cells of the pancreas (Atwater and
Meisaner, 1975) and neurons (Airapetyan, 1969) but ionic conductance changes
are shown to underly the activity in these tissues (Atwater, Dawson, Ribalet
and Rojas, 1979; Cook, 1984; Adams and Benson, 1985).

Depolarization and abolishment of slow wave activity by sodium punp
blockade has also been cbserved in the small intestine (Daniel, 1965; Liu et
al. 1969). This led to the conclusion that the slow waves were the result
of a rhytimic electrogenic sodium pump. Using the sucrose gap technique to
voltage clanp the membrane potential, Corner et al. (1974) did not cbserve
reoovery of slow wave activity in the presence of cuabain after current
induced hyperpolarization. Although proceedings of a meeting (Taylor, Daniel
and Tomita, 1975) showed contradictory findings, the hypothesis that an
oscillating sodium pump caused slow wave activity persisted (Prosser and

Mangel, 1982).
Intracellular iontophoresis of sodium, but not of potassium, enhanced
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the slow wave amplitude in longitudinal muscle fibers of cat jejumm (Liu,
Prosser and Job, 1969). Since the increase in intracellular sodium will
enhance the sodium pump activity, this was sean as evidence for the sodium
purp being the generator of the slow waves. However. increased intracellular
sodium can also affect membrane conductance. Increased intracellular sodium
has been shown to inhibit ocutward currents (Hille, 1984; Singer and Walsh,
1984) . This ocould lead to increase in slow wave amplitude. The amplitude of
the slow wave is determined by the level of the resting membrane potential
and that of the plateau poctential. The plateau potential is requlated, in
part, by an outward potassium conductance (Szurszewski, 1978; Barajas-lLopez
and Huizinga, 1988).

The marked senmsitivity of the slow wave frequency to temperature
suggests that a metabolic coponent is involved in the generation of the
slow wave activity. Previous studies in the small intestine came to the
same conclusion but used it as evidence for an involvement of the sodium
pap in the generation of tha slow wavea (Conmer et al. 1976). We have shown
that slow waves occur independent of the sodium pump and depend on membrane
conductance changes. This suggests that the membrane conductance changes
responsible for slow wave generation are metabolically dependent.
Metabolically dependent ion chamnels have been shomn to exist in other
tissues. For instance, in the beta cell of the pancreas, a potassium channel
requlated by the ATPY/ADF~ ratio has been characterized (Dunne and
Peterson, 1988). An ATP induced block of an imvard rectifier potassium
conductance has been shown to evoke depolarization in these cells (Peterson
and Findlay, 1987). In addition, the ATP regulates, blocks, another K
channel in cardiac muscle cells (Noma, 1983). A possible role of this
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channel in the generation of the pacemaker activity was discussed (Kakei
and Nowa, 1984).

The depolarization developing after treatment with ouabain, zero K
or zero Na' was, at least in part, mediated by a decrease in membrane
conductance, probably a K conductance, Part of the depolarization may be due
to block of an electrogenic pump. Recently the presence of an electrogenic
pup has been suggested to be present in this tissue (Burke, Reed and
Sanders, 1988). The relative contribution of the sodium pump and the
membrane conductance change to the depolarization camnot be assessed. In
arteriolar smooth muacle, ouabain also causes increase in membrane
resistance; in this tissue the sodium pump is thought not to contribute
appreciably to the resting membrane potential (Hirst and Van Helden, 1982).
It is interesting that maximal activation of the sodium pump in the guinea
pig taenia coli (by readmission of KCl after potassium depletion) caused
hyperpolarization accampanied by a large decrease in input membrane
resistance (Tomita and Yamamoto, 1971). These data indicate that classical
maneuvers to block the sodium pump can affect the membrane conductance and
when they do, they can not be used to assess the contribution of the sodium
puarp to the resting membrane potential.

The current voltage relationships revealed the presence of irward
rectification below approximately =90 mV. Inward rectification was not
cbserved in the absence of extracellular K* within the range of membrane
potentials studied, i.e. up to -100 mV. This suggests the presence of an
inward rectifier K conductance, since a characteristic of this conductance
is that it is decreased by reduction of extracellular K" (Hagiwara, 1983).
Another characteristic of the imward rectifier K conductance is its voltage
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dependency: it is decreased by membrane depolarization (Hagiwara S, 1983).
The carrent voltage relationship suggests a change in membrane resistance
from a low to a high level around ~ 70 nV. This could be explained by the
turning off of the inward rectifier K channel. Therefore, it is possible
that depolarization cbserved after ouabain, zero K or zero Na* treatment, is
due to sodium pump blockade and to the blockade of this potassium
condictance. Extracellular sodium is an endogenous blocker of the irwvard
rectifier potassium conductance (Hille, 1984). The transient
hyperpolarization cbserved after perfusion of 0 m¥ Nat, could be explained
by activation of this potassium conductance by reduction of extracellular
sodium.

In conclusion, slow waves are not generated by oscillating sodium
pop activity. The sodium pump has a sacondary role on the slow wave
activity, maintaining physioclogical ion concentrations and the resting
membrane potential., Slow waves are dependent on cyclic membrane conductance
changes, which are metabolically dependent.
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Diseage Research Unit is supported by the Canadian Foundation for Ileitis
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ABSTRACT

1,

2.

3.

4.

5.

6.

7.
B.

9.

The lonic basis of the slow waves, in particular the ionic conductances
involved in their initiation, in the circular muscle of the dog colon
was investigated using an Abe~Tomita type chamber for voltage control.
The sodium channel blocker tetrodotoxin did not affect the slow wave
anplitude nor its rate of rise.

After abolishment of the Na* gradient by replacing NaCl with sucrose
or N-methyl D-glucamine, large slow waves continued to develop although
scme changes in slow wave characteristics occurred.

Slow wave activity contimied to develop after blockade of calcium
influx by D600 (107°M). D600 did not affect the membrane potential but
reduced the slow wave amplitude and abolished the plateau potential.
Slow waves were abolished after amission of extracellular calcium,

The cambination of Na free solution and D600 depolarized the cells and
abolished slow wave activity. However, repolarization caused slow
waves to retum. _

Replacement of 91t the chloride by iscthionate did not affect the
menbrane potential nor the slow wave amplitude.

CQurrent induced depolarization to -=40 mV abolished slow wave activity.
with similar depolarization by 30.9 mM KC1l, slow waves of large
amplitude continued to develop.

In conclusion, sodium and chloride ions are not essential for
injtiation of slow wave activity. Slow waves are dependent on
extracellular calcium indicating involvement of a calcium (D600
insensitive) or calcium dependent conductance. Blockade of a potassium
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conductance likely contributes to the initiation of the slow waves.
10. Colonic pacemaker activity can be the result of cyclic changes in
a K conductance and/or a calcium or calcium deperdent conductance,
insensitive to D600,



INTRODUCTION

The mechanism of pacemaker generation in colonic smooth miscle has
received some attention in the early seventies when it was cbserved that
the slow waves in the cat colon were sensitive to changes in extracellular
calcium and sodium (Wienbeck and Christensen, 1971; Caprilli and Onori,
1971), The sodium sensitivity indicated, according to Caprilli and Oneori,
a dependency on active extrusion of sodium from the cell. The hypothesis
of a role for the sodium pump in generating electrical slow waves was also
being developed for the small intestine (Daniel, 1965; Liu, Prosser and
Job, 1969; Connor, Prosser and Weems, 1974). Although a recent study
maintained that the sodium pump plays a crucial role in slow wave generation
(Dalms, Prosser and Weems, 1987), this has also been questioned (El-Sharkawy
and Daniel, 1975b). We have provided conclusive evidence that the sodium
purp does not play a role in slow wave generation in circular muscle of the
canine colon (previous paper). The possible ionic mechanisms that could
generate the initial depolarization responsible for the pacemaker activity
in the ocolonic circular muscle are: an increase in irward currents and/or a
decrease in the outward currents through the cellular membrane.

Based on the intracellular ion concentrations reported for gut smooth
miscle (Casteels, 1971; El-Sharkawy and Daniel 1975a), and the resting
membrane potential existent in the cells from the sulmucosal surface of the
oolonic circular muscle (about =70 mV; Barajas-Lépez and Huizinga, 1988;
El-Sharkawy, 1983; Smith, Sanders and Reed, 1987), irward current could be
carried by Cl~, Nat and ca?* ions. Potassium conductances could carry
outward current.

El-Sharkawy and Daniel (1975b) concluded that the slow wave
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depolarization in the small intestine is a result of an increase in inward
Na crrent, secondary to an increase in Na permeability. This hypothesis was
based on the findings that a transient increase in Na influx occurred during
the slow wave depolarization (Job, 1969), and that the slow waves were
complately blocked when the extracellular Nat was decreased below 20 mM
(Liu, Prosser and Job, 1969; Comner, Prosser and Weems, 1974; El-Sharkawy
and Daniel 1975b). However, Liu, Prosser and Job (1969) concluded that the
disappearance of the slow waves, after decreasing the extracellular Nat,
tock too long to be consistent with slow waves being dependent on a Na
gradient. Studies on the slow waves of the circular muscle of the cat colon
showed that Na free solution did not affect the slow wave amplitude,
althowgh the rate of rise decreased (Wienbeck and Christensen, 1971).
Nevertheless, the conclusion was that cat oolonic slow waves are sodium
dependent.

Controversial reports exist about the effect of Ca2* cmission from the
perfusion medium. 0 mM Ca2t aholished slow wave activity in the rabbit small
intestine (El-sharkawy and Daniel, 1975), and in the cat colon (Wienbeck
and Christensen, 1971; Caprilli and Onori, 1972). However, no effect on the
slow wave amplituda was observed in the cat small intestine (Liu, Prosser
and Jcb, 1969).

Chloride ions have been implicated in the generation of the inter-slow
wave depolarization, since the frequency of the slow waves was decreased by
replacing C1~ by less permeable, and increased by more permeable anions
(El-sharkawy and Daniel, 1975b). In addition, chloride ions were thought
to be involved in the plateau depolarization.

In the above described studies, no role was seen for K conductances in
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the generation of the slow waves. However, recently the importance of the K
conductance to the slow wave activity was shown using specific K conductance
blockers such as TEA. TEA increased the slow wave duration in the circular
muscle of the antrum (Szursewski, 1978) and the colon (Barajas-Idpez and
Huizinga, 1988).

In summary, data on the mechanisms underlying the pacemaker activity in
the colon are scarce and contradictory. The data on the small intestine are
also inconsistent. This is due, at least in part, to the absence of
information about changes in resting membrane potential in some of these
studies, and to the lack of information about the effects of membrane
potential changes which occur during some jon substitutions, on the slow
wave activity.

In the present study we investigated the role of different ionic
conductances in the generation of the slow waves in the canine colon. The
study was carried out using intracellular recording only, and the Abe
Tomita type chamber that allowed us to study the effects of menbrane
potential changes. Contrary to current ideas, as sumarized by Szurszewski
(1987), we found that neither Na* nor C1™ are necessary for the generation
of the slow waves. The results suggest that the pacemaker activity is
generated by: (i) cyclic oscillations in the K* conductance, and/or (ii)
cyclic oscillations in a Ca conductance (D600 insensitive) and/or a Ca
dependent conductance.

Some of these data have appeared in abstract form (Huizinga,
Barajas-Iépez, Den Hertog and Chow, 1988; Barajas-Iépez and Huizinga,

1988aj).
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METHODS

Circular muscle from the proximal colon was excised fram dogs, either
male or female, The tissue preparation and the method of recording
electrical activities, the composition of solutions and the method of data
analysis were as described in the previous paper. It has been reported that
in gut smooth muscle the concentration of intracellular Nat is 19 mM
(Castesls, 1971). To abolished this gradient we decreased the Na* in the
Krebs solution by either sucrose or N-methyl-D-glucamine. Sucrose Krebs was
prepared by replacing the NaCl (120.3 mM) for 240.6 nM of sucrose, leading
to a final concentration of Na* of 21.2 mM. N-methyl-D-glucamine Krebs was
prepared by replacing the total Nacl and 10 mM, out of 20 M, NaHO, by
130.3 ¥M of N-methyl-D-glucamine, leading to a final concentration of Na* of
only 11.2 M. The pH of this sclution was adjusted to 7.35 with HCl.
Ca?*-fres Krebs was prepared by amitting the CaCly from the Krebs solution
and 1 mM of EGIA was added. D600 was added to the Krebs solution to reach a
final concentration of 1075M, The isotheonate Krebs was prepared by
replacing the total NaCl by Isctheonate-Na. The Nat-free HEPES solution was
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replacing NaCl for Kcl.




RESULTS

The spontaneous activity of the cells at the submicosal border of the
circular muscle layer of the dog colon was similar to that described
previously (previous paper).

Role of sod slow wave t.

We investigated the role of Na' ions in the generation of the slow
waves by using a specific sodium channel blocker (tetrodotoxin, TTX) amd by
studying the effects of the abolishment of the Nat gradient across the
menbrane.

TIX effects were analyzed in contimious recordings from the same cells
and were measured after 10-15 min. TIX did not influence the resting
membrane potential (from =-72.614.0 to =-72.414.1 nV; m=6), the upstroke
amplitude (from 4212.4 to 42.212.7 mV), the average rate of rise (from
87.0%15.7 to 89.0+12.9 mV/s), the pla@u amplitude (from 36.2+2.2 to
36.642.7 nV), and the plateau potemtial (from -36.4:tl.9 to =35.8+1.8 mvV).
The slow wave duration increased from 4.210.6 to 5.3#0.9 s, and the
frequercy decreased from 5.0£0.3 to 4.5£0.2 cpm (P<0.05). A blockage of
possible Na' channels by TTX would not increase the plateau duration
therefore, these TIX effects are likely mediated by blockage of tonic
inhibitory neural activity present in the colon (Christensen, 1987).

Figures 1 and 2 show representative recordings of slow wave activity
after abolishment of the Na* gradient due to the replacement of NaCl by
suwrose or N-Methyl-D-Glucamine, respectively. After 10 min in suwcrose
Krebs (21.2 mM of Nat) the following electrical parameters were
significantly decreased: a) the membrane potential from -66.8t1.6 to

-62.4 mV (P<0.005; n=5); b) the upstroke amplitude from 30.2%1.8 to 22.2%2.5
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nv (P<0.05); c¢) the rate of rise from 7819.2 mV/s to 41¢12.3 (P<0.05); and
d) the slow wave duration fram 4.510.7 to 2,1t0.2 s (P<0.05). The slow wave
frequency increased from 4.310.2 to 5.7+0.3 cpm (P<0.05). After 10 min in
N-iethyl-D-Glucamine Krebs (11.2 mM Na*) similar changes were cbeerved in
the slow wave activity. A decrease was cbserved in the slow wave duration
(5.5£0.8 to 3.3£0.2 P<0.01; nm6), the upstroke potential (from 35.3%2.9 to
28.0+3 mV; P<0.0l), and the average rate of rise (from 106+17.6 to 40%13.5
nv/s; P<0.0l). The slow wave frequency was increased from 4.2%0.1 to 5.2
cmm (P<0,005). No significative changes were chserved in the mewbrane
potential (from -71.5i2.4 to =70£1.9 mV). In both solutions with low Nat, a
plateau phase of the slow wave ocould usually not be distinguished (9 ocut of
11 preparations), The fact that large slow waves were cbeerved in low Nat
Krebs, a condition that abolishes Na currents, indicates that an oscillating
Na conductance is not involved in initiating the slow wave activity.

Role of calcium in slow wave generation,

The role of Ca?t in the generation of slow wave activity was
investigated by studying the effects of the calcium influx blocker D600,
and by omission of extracellular ca?t,

D600 (10™6M; n=8) did not affect the resting membrane potential
(from =71.2¢1.6 to -71.0t1.2 mV), but reduced the amplitude of the slow wave
upstroke (from 40.8+2.,0 to 32.412.9 mV; P<0.005), the mean rate of rise
(from 115+15.9 to 60+15.9 mV/s; P<0.001), the plateau amplitude (from
35.111.6 to 29.642.5 mV; P<0.05), and the duration of the slow wave (from
6.0£0.9 to 2.6:0.4 s; P<0.005). D600 increased significantly the slow wave
frequency (from 4.6:0.3 to 5.110.3 cpm; P<0.05), and the plateau potential
(from -35,9t1,3 to -41,6+1,5 nV P<0.05).
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Figure 1
Effect of abolisiment of the
Nat gradient (1).

This and all other fiqures
show intracellular recording
only. The dashed line repre-
sents the =40 mV membrane

level.

To abolish the Nat
gradient, all NaCl was replaced
by sucrose (see methods),

the tracing. After 15 min, slow
wave activity contimied to
develop. The plateau potential
was abolished under these
ciramstances.

Figure 2
Effect of abolislment of the
Nat gradient (2).

NacCl and part of the
Nal(Dy (10 out of 20 mM) was
replaced by
NeMathyl-D-Glucamine, at the
beginning of the tracing,
leaving 11.2 mM Na*. After 15
min when the Nat gradient was
abolished (Friedman, 1974),
slow wave activity contimued to
be present.

117



To analyze the possibility that a D600 insensitive Ca conductance could
be involved in slow wave generation we perfused the tissue with Ca2* free
Krebs (with 1 mM EGTA), The merbrane depolarized from =73,0¢3.0 to
-50.0¢3.5 mV (n=6) after 10 min, with a time oconstant of 6.0:0.2 min.
The upstroke amplitude decreased with a significantly lower time constant of
2.0$0.5 min (P<0.001; figures 3,4), after 6 min the slow waves were always
abolished. Repolarization back to the original membrane potential did not
regtore slow wave activity (n=3; figqure 3). These data suggests that a
calcium conductance (insensitive to D600) and/or a cCa?t dependent
conductance could be involved in the generation of the slow wave activity.

0 mv | NI Son 2 = m e = o oo
A

T 1 Viem)

-~ — L

1 min

Figure 3

The slow wave activity disappeared in the absence of extracellular
ca?t, Upper and lower tracings show the intracellular electrical activity
(V) and the field strength (V/cm) in the stimilation compartment,
respectively. Arrows indicate superfusion with cal*-free Krebe solution
(plus ) nM BEGTA). A depolarization of the mewmbrane and a decrease in the
slow wave amplitude were observed immediately after starting the perfusion.
The slow wave activity disappeared campletely after 5 min. The associated
depolarization is probably not the cause of the abolishment of the slow
waves because repolarization did not bring back this activity.
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Figure 4

Teamporal correlation between the depolarization and the decrease of the
slow wave amplitude after superfusion with Ca?t-free (closed circles) and
30.9 mM KC1 Kreha solution (open circles).



Sodium omission after D600 treatment.

Five strips perfused with D600 (1076M) for 15 to 20 min, were then
perfused with 0 mM Na HEPES solution during the continued presence of D600.
The effects of Na™ cmission in the presence of D600 were quantitatively
different from those cbtained in the absence of D600 (figure 5). Omission of
Nat after calcium influx blockade caused a small amd transient
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hyperpolarization of 411.4 nvV, 2 to 4 min after the start of the perfusion.

After this, a marked depolarization was observed from a membrane potential
of -64.7+2.3 to ~-43,810.8 nV after 30 min, with a time constant of 11.7+2.6
min, significantly smaller than that in the aksence of D600 (P<0.05).
Concomitantly, a decrease in the slow wave amplitude from 31.442.4 to
1.210.7 mV was cbeerved; slow waves disappeared in 3 out of 5 preparations.
The decrease in amplitude occurred with a time constant of 10.0+2.9 min,
significantly smaller (P<0.05) than in the absence of D600 (fiqure 5).
Ourrent induced repolarization of the membrane potential (up to =67.0%1.7
V) brought back large amplitude slow waves of 29.5:2.8 nV, with a frequency
of 4.110.1 cpm and a duration of 2.910.3 s (figure 6; n=4). Such a recovery
of the slow wave activity was cbeerved even after 1 to 2 hours in Nat-frees
HEPES, when the intracellular Nat will be expected to be minimal (Friedman,
1974). The effects of the omission of Na* on membrane potential and slow
wave amplitude were reverted by returning to normal HEPES solution (figure
67 n=4), These cbservations suggest that neither sodium nor D600 sensitive
calcium chamnels are esgential for slow wave initiation. The marked
depolarization caused by D600 in low Na suggests the presence of a
Ca-deperdent Kt conductance which may be involved in slow wave generation.
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Figqure 5

Slow wave activity was abolished by the absence of extracellular Na bhut only
when the tissues were previously treated with D600. Upper 2 and lower
2 panels are contimius recordings of cells from two different preparations,
in the presence of HEPES solution without (upper) and with (lower) D600
(107%M). Perfusion with Na-free HEPES was started at the begimning of the
tracings. Both cells were slightly hyperpolarized by the drop in the
extracellular Na, after 2-5 min. Iater a decrease in both membrane
potential and slow wave amplitude were observed. The absence of Na by
itself 4id not abolish the slow wava activity whereas, in the presence of
D600 the depolarization was higher, faster and the slow wave activity

Graph:

Tamporal correlation between the membrane potential (upper part) and
the slow wave amplitude (lower part) by Na-free solution in the presence
(open circles) and in the absence of D600 (open circles). The X-axis
indicates the time (in min) after omission of sodium. The data from
experiments without D600 are taken from the previous paper (Barajas-Idpez,
Chow, Den Hertog and Huizinga, 1988) and repeated here for ocamparative
purposes.,
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Figure 6
The abolishment of the slow wave activity by Na-free HEPES (in the presence
otDSOO)mudhedbyunmdqomuaum Upper and lower
wt: mpmmmmtmmw/a)m
the tion ompartment, respectively. Upper pansl: ocontrol recording in
the presence of D600. The preparation was perfused with Na-free HEPES and
two hours later (lower panel) the tissue was hyperpolarized leading to
recovery of the slow wave activity. The arrow indicates the time when the
ion with normal HEPES (plus D600) started, which led to the recovery
of the membrane potential and slow wave activity.




Role of chloride in the slow wave generation.

The involvement of Cl~ in the generation of the slow waves was
investigated by replacing 90.7% of the €1~ by isctheonate (r=5). No
significant changes occurred in membrane potential (from -74.6:1l.2 to
=74,7t1,2 1V), plateau amplitude (from 37:0.4 to 36.4%2.0 mV}, plateau
potential (fram -37.611.9 to =38.211.9 mV), and the average rate of rise
(from 124.4+18.9 to 175.2:58.6 mV/s; figure 7). However, the perfusion with
low C1™ solution decreased the slow wave duration significantly from 4.610.4
to 1.6£0.1 8 (P<0.005), and the slow wave frequency from 5.2:0.3 to 3.20.4
cpm (P<0.05) . The upstroke amplitude was increased from 41.6%1.7 to 46.642.2
nv (P<0.05). These results suggest that a C1™ conductance neither
contributes to the resting membrana potential nor is necessary for the
geheration of slow wave activity.

Effects of the 90.7% Cl
substitution by te on
Bl Tl Rl Sl W W —_ﬂnslwwaveactivltym
upper tracing represents
control electrical ac!:ivity :ln
normal Krebs solution.
lower tracing comes from the
1 min same cell 10 min after the
substitution of Cl.
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Role of the membrane potential in the generation of the slow wave activity.
The depolarization that initiates the slow wave activity could be
evoked by an increase in imnward cwrent and/or by a block of outward
current. Similarly, blockade of slow waves can oocur by inactivation of
possible imward currents (for instance a Ca?t current) and/or by the
parsistent blockage of possible outward currents (for example the irwvard
rectifier K conductance). We have seen that slow wave activity was blocked
by depolarizing the circular muscle to about =40 niV by perfusing the tissue
with cuabain or K" free Krebs (previous paper), or Nat free HEPES plus D60O.
It seemed likely that the study of the mechaniem by which the depolarization
abolished the slov waves could reveal information about their generation.

To confirm that depolarization per se abolishes the slow wave activity
we depolarized the tissue by long-lasting cwrent pulses. The slow wave
amplitude decreased with depolarization (figure 8a). When the cal-ll ware
depolarized up to the plateau potential (=38.312.8 mV; rn=7), slow waves
disappeared or were of very low amplitude (mean: 3il mV). Hyperpolarizing
pulses resulted in an increase in the amplitude of the slow waves. The
relationship between the electrotonic potentials and the current injected
revealed the presence of outward and irward rectification (figure 8b).

To further explore the mechanism by which the depolarization abolished
the slow waves, the cells were depolarized (up to ~ =40 nV) by increasing
the KC1 up to 30.9 mM in the Krebs solution. This maneuver will inactivate
irward currents to a similar extent than equivalent depolarization by
current or sodium purp blockade (previous paper), but it will keep the
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membrane potential close to the K equilibrium potential.  Therefore,
possible K conductarnces, for instance the imward rectifier K conductance,
will not be blocked persistently (Hagiwara 1983; Hille 1984).

The cells were depolarized by KCl (30.9 mM) from =69.3:1.9 to -42.740.7
v (P<0.001; n=6) with a time oonstant of 3.3:£0.4 min (fiqures 4 and 9).
After 10 min in high K*, slow waves with an upstroke amplitude of 16.012.8
v, (from 37.8+1.7 mV; P<0.001), were observed. This in contrast to the
depolarization by cuabain, K=free perfusion (previous paper), Na-free HEPES
plus D600, or current=injection, when no slow wave activity was observed. In
presence of 30.9 mM KC1, the frequency of the slow wave was increased fram
4.5:0.1 to 6.580.7 cpm (P<0.05). The plateau amplitude, the plateau
potential, and the rate of rise were significantly decreased from 30.7:1.8
to 13.7£2.0 mV (P<0.001), from -38.8+1.1 to =-28.7+1.7 mV (P<0.01), and from
96,7+15.4 to 24.218.8 mV/s (P<0,005), respectively.

The large slow waves (16 mV) superimposed on a membrane potential of
=43 mV in the presence of 30.9 nM KCl, suggests that the permanent
inactivation of an outward conductance rather than a voltage inactivation
of an irmard conductance, is responsible for the slow wave inhibition by the
depolarization induced by current or sodium pump blockade.
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Flgure 8a

Effect of current induced depolarization on slow wave activity.
Depolarization, induced by long-lasting current pulses, caused reduction of
the slow wave amplitude and rate of rise.

Figure 8b

The oonstruction of an I/V relationship using these data and those of

hyperpolarizing pulses confirmed the presence of imward rectification and
outward rectification (see also previous paper).



1 min

Figqure 9 :
A decrease in the membrane potential by 30.9 mM K" to a level similar to
that obtained by injection of current (figure 8) did not abolish slow wave
activity, This is oonsistent with a role of the inward rectifier potassium
conductance in slow wave generation, since this conductance will be
persistently blocked by current induced depolarization but not by 30 mM K*
which keeps the K equilibrium potential close to the resting membrane
potential (see also discussion).
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DISCUSSION

The results of the present paper support the hypothesis that slow waves
in the circular muscle of the canine colen are generated by ionic
conductarce changes.

Slow wave generaticn is dependent on extracellular calcium since slow
waves are abolished within 6 minutes in ca?t free solution. The
disappearance of the slow waves ooccurred before the depolarjzation developed
in ca?t fres solution, Furthermore, slow waves do not appear aftar current
indwed hyperpolarization. In addition, perfusion with Ca* free solution
depolarized the membrane to between -50 and =65 mV. Similar depolarization
by current injection (this study ) or Na' free HEPES (previcus paper) did
not abolish the slow waves. These data imdicate that the disappearance of
the slow waves was not the result of membrane depolarization. The
abolisiment of the slow wave in the absence of extracellular calcium can be
explained by a) a participation of a D600-insensitive calc-im conductance,
and/or a calcium dependent conductance in the slow wave generation; b) an
essential role of calcium in metabolic processes imvolved in slow wave
generation (Paul, 1987).

The generation of tha slow waves does not depend on an increase in
sodium permeability. No evidence for a TIX sensitive Na conductance was
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cotained. Furthemmore, large slow waves ococurred after abolisiment of the -

sodiun gradient. Iow sodium solutions did affect the shape and the
fraquency of the slow waves, in a mamner similar to that of D600. For
ingtance the upstroke potential decreased - 20%, and the plateau potential
wag inhibited. This indicates that low sodium solutions inhibit the
Deao-sensitive calcium conductance, which could result by a direct effect,



or by enhancing the outward conductances during the lowering of the Nat
concentration.

The sodium dependency of the slow wave generation may be different in
the small intestine (El-Sharkawy and Daniel, 1975b). Low sodium solutions
(13% of normal) abolished slow wave activity without depolarization of the
membrane. This was interpreted as evidence for a dependency of slow wave
generation on a sodium conductance. However, the replacement of sodium by
lithium or sucrose is likely affecting calcium conductance in this tissue as
well, since spiking activity and contraction are abolished even before any
change in slow wave activity was noted. This indicates that there are
similar indirect effects of the substances used to replace the Na' on the
small intestine and the colon. Therefore, an alternative explanation for
the aholishment of the slow wave activity in intestinal preparations
might be a higher sensitivity to the indirect effects of Ii and sucrose.

It has been suygested that an increase in the C1I° oconductance is
involved in the depolarization phase during development of the slow wave in
the =mall intestine. This hypothesis was based on the cbservation that
the slow wave frequency decreased by replacing chloride ions by 1less
permeable, and increased by more permeable anions (El-Sharkawy and Daniel,
1975b). In the colon, a decrease in the slow wave frequency was also
cheerved when most of the C1~™ was replaced by the less permeable ion
isctheonate. If chloride would be carrying imwvard current for the slow wave
depolarization, and if inhibition of this current would be the cause of the
decrease in slow wave frequency, one would expect that the slow wave
upstyoke and rate of rise decreased as well. In contrast, the slow wave
amplitude and the average rate of rise were increased when C1™ was replaced
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by isothacnate. These last cbservations suggest that the decrease in the
slow wave frequency is not due to the low C17. This hypothesis is supported
by the fact that when we replaced NaCl by sucrose (only 13.3 niM of chloride
present), the slow wave frequency increased. These results suggest that
the generation of slow wave activity is not dependent on a C1™ conductance.
In support of this, it was reported that in the smooth muscle of the vas
deferens the transmembrane movement of C1™ is mainly if not solely through
carriers (Aickin and Brading, 1983).

Both low €1 solutions used in the present study decreased the duration
of the plateau phase of the slow waves: the plateau could be distinguished
only by the presence of an inflexion point during the repolarization phase
in isotheonate Krebe, However, the plateau amplitude and the membrane
potential during the plateau (plateau potential) were not modified.
Therefore, it is very unlikely that a C1™ conductarnce is determining the
depolarization level during the plateau in the circular miuscle of the dog
colon. A direct effect of the isctheonate on the mechanisms that regulate
slow wave activity is an altemative explanation. Isotheonmate can chelate
ca?* (christoffersen and Skibsted, 1975), possibly intracellularly, and this
could be responsible for the decrease in slow wave duration and frecquency,
and would explain the abolishment of contractile activity in isotheonate
Krebs (Barajas-Iépez and Huizinga, unpublished cbservation). The egfect of
isotheonate Krebs (this study) and the effect of lowering calcium (< 0.5 mM;
Barajas-Idpez, Daniel and Huizinga, 1988c) are similar both in the dog colon
and the small intestine (El-Sharkawy and Daniel, 1975b).

Previous studies suggested the involvement of a calcium dependent K
conductance (Kop) in the requlation of the plateau potential. From the
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present study scme evidence emerges for a role of this conductance in the
generation of the slow wave. When tissue was perfused with Na free HEPES,
the membrane depolarized to - =50 mV and slow waves of reduced amplitude
continuad to develop. When D600 was added, the tissues depolarized within
minutes to -~ ~43 mV and slow waves disappeared. This disappearanca was
mediated by depolarization since repolarization caused return of slow wave
activity. The depolarization induced by blockade of calcium influx is
likely due to inhibition of a Ky conductance. It is likely that in normal
Krebs, other K conductances maintain the resting membrane potential since
D600 does not affect the membrane potential under these control conditions.
However, in Na free HEPES, two factors increase the Koy conductance: the
depolarization (Hagiwara, 1983; Hille, 1984) and the reduction in
intracellular Nat (Hille, 1984: Marty, 1983; Singer and Walsh, 1984).

Slow waves can be seen as switching between two wembrane potential
levels, the resting membrane potential (- =70 V) and the plateau potential
(- =40 mV). The I/V curves suggest that between these two potentials there
is an area of high membrane resistance. This hich membrane resistance can

131

be explained by the characteristics of the imward rectifier potassium

conductance which closes after a small depolarization. Similar I/V curves
have been cbserved in other cells (Sakmann and Trube, 1984; Gallin and
Livengood, 1981; Lindau and Fernandez, 1986; Barajas-Ldpez and Huizinga,
1988d). ‘The closing of the irward rectifier K conductance will be expected
to oocur during the slow wave depolarization. The slow wave generation could
be initiated by a blockade of the irmard rectifier conductance. This
hypothesis is supported by: a) the clear dependency of the slow wave
activity on the membrane potential, the slow waves disappear when the



membrane is depolarized to - -40 mV; b) the depolarization (up to - =40 mv)
induced by 0 mM K, O mM Na in the presence of D600, or ouabain, was
associated with a decrease in the inward rectifier potassium conductance
(previous paper); c) After depolarization to - =40 mV, without blockade of
the inward rectifier K conductance (by high potassium) slow waves of large
amplitude were still present.

To test the hypothesis that slow waves are a consequence of a change in
mavbrane conductance, the input membrane resistance at resting membrane
potential and slow wave plateau have bean conmpared, using short current
pulses, A problem with this approach is that short depolarizing current
pulses evoke premature slow waves at the resting membrane potential level
and hyperpolarizing pulses terminate slow waves when applied at the plateau
level. Oamparing hyperpolarizing pulses at the resting membrane potential
and depolarizing pulses at the plateau level, Szurszewski cbserved an
increase in membrane conductance at the plateau level (Szurszewski, 1978).
We obtained a similar finding (previous paper, fiqure 9). However, this
increase in membrane conductance is likely caused by activation of the
outward rectifier conductance. It likely that this approach does not
reveal input resistance changes caused by the conductance(s) involved in
initiating the slow wave activity.

In conclusion, slow waves are generated by cyclic membrane conductance
changes. The pacemaker activity oould be the result of: i) cyclic
oscillations in a K conductance 1ii) cyclic oscillations in a
D600-insensitive Ca2t conductance, and/or iii) a Ca-dependent conductance.
The conductance changes will be metabolicaly dependent. This suggests, that
pacemaker mechanisms in gut smooth muscle have common characteristics with
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the pacemaker activity in cardiac cells and beta cells of the pancreas,
which are also closely related to the metabolism, the potassium conductance,
and ca2t ions.
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