
/) 2'tl 

··~>X~ 
•'•,' 

. "/ , ..... 
·t(~~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
FACULTAD DE MEDICINA 

DIFERENTES MECANISMOS ELECTROFISIOLQGICOS EN LA GENEBACION 
DE CONTRACCION EN EL MUSCULO CIRCULAR 

PRESENTA: 

ASESORES: 

DEL COLON DE PERRO 

TESIS PARA OBTENER EL GRADO 
DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS, 

AREA FISIOLOGIA 

CARLOS BARAJAS LOPEZ 
MEDICO CIRUJANO 

MAESTRO EN CIENCIAS BIOMEDICAS 
(AREA FISIOLOGIA) 

CRUZ REYES VAZOUEZ 
DOCTOR EN CIENCIAS 
PROFESOR TITULAR 11A11 

UNAM 

JAN D. HUIZINGA 
DOCTOR EN CIENCIAS 
PROFESOR ASOCIADO 
McMASTER UNIVERSITY 

MEXICO, D.F., SEPTIEMBRE DE 1988. 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO 

DEDICATORIAS • •••••• , •••••••• , •••••••••••••••••••• , •••• , •• , •••••• 4 

PR9WGO •••• , ••••• , ••• , ••••• ,, •• , ••• , ••••••••••••• , •••• , •••••• ,5-6 

RESUMEN •••• , ••••• , •••••••••••••••••• , •••••••••••• , •• , •• ,., •••••• 7 

StJliDIA.RY , • • , , • • , • • , • , , , • , • • • • • • , , • , , , , • , , , , • , , , , , , • , , , • , , • , , • , , • • 8 

INTRODUCCION, •••••• , , , • , , , •• , , • , , • , , •• , • , , , , , , • , , • , , •• , , , , ••. 9-14 

l. Hipótesis 

2. Objetivos 

ME'I'ODOS •••• , ••••••••••••• , •• ,,.,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, .15-23 

l. Preparación del tejido. 

2. Registro de las actividades eléctrica y mecánica. 

3, Soluciones y drogas. 

4. Análisis de los datos. 

RESULTADOS •• •• , •• , , •• , ••• , • , , • , , , • , •• , , , , , , , , • , •• , , , •• , • , •• , 24-57 

l. Actividades eléctrica y mecánica en solución de I<rebs 
normal. 

l.l. Actividad eléctrica espontanea de las células de la 
superficie submucosa. 

1.2. Actividad eléctrica espontanea de las células de la 
superficie mientérica. 

1.3. Correlación entre las actividades eléctrica y mecánica. 

2, Efectos del 0600 sobre las actividades eléctrica y mecánica 
del músculo circular. 

2.1. Efectos del 0600 sobre la activiaad eléctrica 
intracelular de ambas superficies. 

2.2. Correlación entre la actividades eléctrica y mecánica 
del músculo circular en la presencia y ausencia de 
0600. 

3, Efectos del carbacol sobre las actividades eléctrica y 
mecánica del músculo circular. 



3.1. Efectos del carbacol (lo-7M) sobre la actividad 
eléctrica de las células de la superficie submucosa. 

3.2. Efectos del carbacol (10-7M) sobre la actividad 
eléctrica de las células de la superficie del plexo 
mientérico. 

3. 3. correlación entre la actividades eléctrica y mecánica 
del músculo circular en presencia de carbacol. 

3.4. Determinación del "umbral" mecánico. 

3.5. Mecanismos de acción de carbacol. 

4. Efectos del TEA sobre las actividades eléctrica y mecánica 
del músculo circular. 

4.1. Efectos del TEA sobre la actividad eléctrica de células 
de ambas superficies. 

4.2. correlación entre la actividad eléctrica de ambas 
superficies y la contracción del músculo circular. 

DISCUSION ••• • , , •••• , •• , •• , ••• , •••••• , ••••••• , •••••••••••• , •• 58-70 

REFERENCIAS • •• , ••••••••••• , ••••••• , , , •••• , , • , , • , •••••••••••• 71-74 

APENDICE "A''·•••••••••••••••••••• •••••••••••••••••••••••••75•107 

5. 11 Pacemaker generation in colonic smooth muscle. I. Role of 
the sodium pump. 11 

APENDICE "B",, ••• ,,. , , • , , , • , •• , , , , , •• , , • , •• , , • , • , , , , , , • , .108-137 

6. 11 Pacemaker generation in colonic smooth muscle. II. Ionic 
basis. 11 



DEDICATORIAS 

A MI ESPOSA: 

A MIS PADRES: CONSUELO Y CARLQS 

A MIS HIJOS: ALMA ROSA, JQAN CARLOS Y GERARDO 

A MIS HERMANOS: GERARDO Y FRANCISCO 

A MIS MAESTROS: CRUZ REYES-VAZQUEZ Y HECTOR BRUST-CARMONA 

GRACIAS POR SU APOYO, DEDICACION Y PACIENCIA. 



5 

PROLOGO 

Los factores que controlan la motilidad del intestino 

qrueso son complejos y aún incomprendidos. Al iqual que la 

motilidad de otras porciones del tubo diqestivo, la del colon 

está influenciada por al menos 3 factores: a) las propiedades 

intrinsicas del músculo liso, propiedades mioqénicas: b) el 

sistema nervioso, tanto intrinsico como extrinsico: y c) por 

factores humorales, tanto hormonales como substancias liberadas 

localmente. Estos dos últimos factores actuan modificando las 

propiedades mioqénicas de las células musculares. 

Dentro de las propiedades mioqénicas que requlan la 

contracción del músculo liso del tubo diqestivo estan las 

fluctuaciones del potencial de membrana. Se distinqen dos tipos 

de oscilaciones espont6neas del potencial de membrana, las ondas 

lentas y los potenciales espiqa. Estas oscilaciones propician el 

inqreso de calcio hacia el interior de las células, 

desencadenando la contraccion del músculo liso. 

La presencia de ondas lentas en la capa circular del colon 

canino fue descrita en numerosos estudios, los cuales emplearon 

diferentes técnicas de reqistro. Sin embarqo, la presencia de 

espigas en esta capa muscular es motivo de discusión. El presente 

estudio termina con tal controversia. El músculo circular del 

colon muestra espiqas y ondas lentas, generando ambas 

contracciones. Los potenciales de espiqa son observados en las 

células musculares de la superficie del plexo mientérico, 

fundamentalmente durante la estimulación con carbacol o 

.! 
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tetraetilamonio. Mientras, ondas lentas de gran amplitud están 

presentes siempre en células de la superficie submucosa de la 

capa circular. 

El material descrito en el texto principal forma parte de 

dos artículos que que se encuentran en prensa (Barajas-López y 

Huizinga, 1988a,b) y un resumen publicado (Barajas-López y 

Huizinga, 1987). 

Los mecanismos electrofisiológicos que generan las ondas 

lentas son analizados en los apéndices "A" y 11 B11 • 



1 
._.) 

' l 
/ _, 

7 

RESUMEN 
DIFERENTES MECANISMJS EIECI'ROFISIOIOOI<m EN IA mNERACION PE a:>Nl'RACCION EN 
EL MUScm.o CIRa.JIAR DEL <X>IDN DE ~. Barajas-I.ópez caries. Tesis Doctoral. 

· Diferencias marcadas fueron obseivadas en la actividad eléctrica 
intracelular tanto espontánea ccm:1 iniucida por la presencia de carbaool o 
tetraetilamonio, al caiparar las superficies sul2tuccea y la del plexo 
rnientérioo de la capa de músculo circular del oolon canino. Ias características 
distintivas de las células de la superficie rnientérica fUeron: a) un potencial 
de membrana menor (·10 mV), b) una onda lenta de menor anplitu:i y c) la 
ocurrencia de potenciales espigas. Me.más de las amas lentas pequeñas 
observadas en esta superficie, se registraron amas lentas oon grames 
depolarizaciones iniciales ( ·2. 5 veces nás grandes que la anplitud de la 
meseta) en ·35% de las preparaciones. Esta gran depolarización fue depen:liente 
de un call1bio regenerativo en el potencial de llll!llilrana (una espiga) durante la 
propagación pasiva de las ondas lentas hacia las células de la superficie del 
plexo rnientérico. Tal espiga es deperxli.ente del flujo de iones de calcio y fue 
provocada o reforzada por la aplicación de pulsos eléctrioos, por la presencia 
de carbaool en el medio de perfusión o despJés de bloquear una oonductancia al 
potasio sensible al tetraetilamonio. El pot:en::ial de meJl'brana umbral para la 
generación de contracción (umbral mecánico) file -44 mV. No se cbsetvó gradiente 
alguno en el umbral mecánico entre las células de las superficies suhtuoosa y 
del plexo rnientérico. Este umbral fue tebasado durante la depolarización 
inicial y la fase de meseta de las amas lentas espcnt4naas de la superficie 
subllloosa y por las espigas de suficiente anpl.itud que ocurrieron en la 
superficie del plexo rnientérico. El cazmcol pt'Odujo cant>ios específicos en las 
actividades tanto eléctrica cano mecánica los cuales fUeron inhibidos por el 
bloqueo con 0600 del flujo de calcio: a) el ir.ctemento en la duración de las 
ol'kÜlS lentas; b) el incremento en la depolarización durante la fase de meseta: 
c) el reforzamiento de la actividad espiga; y d) el inc:remento en la fuerza de 
contracción. El bloqueo de estos efectos del catbaool oon 0600 lll.lestra que la 
oooouctancia al calcio se incrementa siqnificativmnente en la presencia de 
camaool en células de ambas superficies de la capa circular. El ~to en 
la comuctancia al calcio pu00e ser resultado de una acción directa del 
camacol sobre la corriente de calcio o, al menos parcialmente, ser mediada 
por una disminución en la corriente saliente. Ia última sugerencia se apoya 
en el hecho de que la depolarización imucida por el carbacol se asoció a 
un incremento en la :resistencia de la lllllllbrana y mrbas no fueron sensibles 
al 0600. Ade!Ms, el enpleo de un bloqueador de la corriente saliente, el 
tetraetilaronio, produjo efectos similares sc:bre las actividades eléctrica 
y mecánica que los ilñucidos por el cazmcol. I.cs resultados Jl'l1eStran que 
un estÍl!Ulo excitador incrementa la fuerza de ocntracx:ión del llÚSCUlo circular 
a través de diferentes mecanisn'OS electrofisiológiocs en oélUlas de una y otra 
superficie de la capa circular del colon. En conclusión, al menos dos tipos de 
células existen en esta capa lllliswlar, oon marcadas diferencias en sus 
propiedades electrofisiológicas. ras ondas lentas se generan en la superficie 
submucosa y se propagan hacia las capas celulares intemas, dome estas iOOUcen 
espigas • 
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INTRODUCCION 

El colon recibe material semiliquido el cual es transportado 

de su porción proximal hasta el recto. En el curso de este 

movimiento, el intestino qrueso extrae aqua y electrólitos 

cambiando su contenido a una masa relativamente sólida. El recto 

y la porción distal del colon evacúan periódicamente su contenido 

(Szurszewski, 1987). 

Las funciones de mezcla y almacenamiento ocurren 

principalmente en el colon proximal y distal, respectivamente. 

cannon (1902) estudió los patrones de contracción que sustentan 

dichas funciones, usando técnicas radioqráficas en el gato. Este 

autor, describió los movimientos perist4l ticos caracteristicos 

del colon ascendente derecho y de la porción derecha del colon 

transverso, además de las contracciones circulares y tónicas de 

la porción izquierda. cannon (1902) también describió la 

presencia de una contracción fuerte y extensa que mueve el 

contenido colónico de su porción izquierda hasta el canal anal. 

Posteriormente, Barcroft y sterqqerda (1929) mostraron la 

presencia de movimientos similares en el colon exteriorizado de 

perro. 

Todos estos movimientos colónicos son consecuencia de los 

cambios de potencial eléctrico observados en las células del 

músculo liso de las capas circular y longitudinal, las cuales 

conforman la capa muscular externa del intestino grueso (Bowes et 

al., 19781 szurszewki, 1987). 

Existe una amplia diferencia entre los tipos de actividad 
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SUMMARY 
DIFFEREm EIECl'ROFHYSIOI.OGICAL MEQIANISM.S OF CX>NTRACl'ION GENERATION IN CIRCUIAR 
MUSCIE OF 'lllE OOG OOI.W. Barajas-I.ópez carlos. Doctoral 'lhesis. 

Marked differenoes were d:lseJ:ved in the intracellular electrical activities 
(spontaneous, atxl carba.col an:l tetraethylanunonium Wuced) oaiparing the 
sul::m.1oosal. an:l myenteric plexus surfaoes of the circular 11USCle of the dog 
colon. Distinct dlaracteristics of the oells at the myenteric plexus surface 
were: a less (10 mV) polarizecl membrane, a lower arrplitude slc:M wave, atxl the 
oocurrence of burst type spikinJ activity. However; slc:M waves with a high 
upstroke anplitude e- 2.s times higher than the plateau) were obserVed in • 35% 
of the preparations. 'Ibis high upstroke anplitude was deperxlent on the 
oocurrence of a regenerative lllE!llbrane potential cllarge (a spike) during the 
slow wave prcpagation into the myenteric plexus surface. such a spike was 
mediated by calcium influx an:l oc:Wd be evoked or enhanced by electrical 
plises, camachol or by blocldn:J a tetraethylamnonium-sensitive potassium 
oonductance. In the presera of carllacol or tetraethylamnv:inium the spikes 
occurred in burst. snooth llD.ISCle cells fran the circular 1mJSCle layer of the 
dog colon ~ a mechanical threshold of -44 mv. No gradient in mec:hanical 
threshold was measuJ:ed between the cells fran the sul:llU.lcosal anl IT!Yenteric 
plexus surfaoe. '1he threshold was passed during the upstroke arñ the plateau 
¡;ilase of the spontanecAlS slow wave activity fran cells at the sul:rlucosal 
surfaoe, alñ by spikes of sufficient anplitude occurring in oells at the 
myenteric plexus surfaoe. calbachol in:iuoed specific c:han3es in electrical am 
mechanical activities whlch were .inhibited by calcium influx blockade: a) 
increase in slow wave duration; b) in::rease in plateau depolarization; e) 
enhancement of spikin:J activity; d) inciease in contractility. 'lhis shows that 
calcium ooniuctanoe was significantly increased in the presenoe of catbachol in 
oells at both surfaoes of the circular l!llSCle layer, 'lhe increase in calcium 
oorxluctanoe oould be the result of a direct action by ca.Ibachol on the calcium 
current or oould, at least in part, be mediated by an decrease in outward 
current. '1he latter is Blq3e&ted by the carbachol irxluoed membrane 
depolarization, associated with a decrease in the inp.it membrana resistance, 
whlch were both D600 insensitive. '1he resul.ts show that an excitatory stimulus 
qenerates oontraction of the cin:ul.ar JllJSCle at both sides of the muscle layer 
via different electrqhysiological activities. In addition, the pattems of 
spontaneoos electrical activity am the different responses to carbachol 
stinul.ation provide further information about the heteroqeneoos natura of the 
electrical activities within this ll'USCle layer. '1he slow waves are generated in 
the sul:.lrlloosal surface atxl propaqatecl to the cells of the IT!Yenteric plexus 
surface, where they evoke spikes. 

,. 
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INTRODUCCION 

El colon recibe material semiliquido el cual es transportado 

de su porción proximal hasta el recto. 

movimiento, el intestino grueso extrae 

En el curso de este 

agua y electrólitos 

cambiando su contenido a una masa relativamente sólida. El recto 

y la porción distal del colon evacúan periódicamente su contenido 

(Szurszewski, 1987). 

Las funciones de mezcla y almacenamiento ocurren 

principalmente en el colon proximal y distal, respectivamente. 

cannon (1902) estudió los patrones de contracción que sustentan 

dichas funciones, usando técnicas radiogrAficas en el gato. Este 

autor, describió los movimientos peristAlticos caracteristicos 

del colon ascendente derecho y de la p~rción derecha del colon 

transverso, ademAs de las contracciones circulares y tónicas de 

la porción izquierda. Cannon (1902) también describió la 

presencia de una contracción fuerte y extensa que mueve el 

contenido colónico de su porción 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 colónicos son consecuencia de los 

cambios de potencial eléctrico observados en las células del 

músculo 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 
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eléctrica espontánea, y por consiguiente en los patrones 

mecánicos, 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 -so mv. Estos investigadores mostraron también que 

estas células presentan descargas de espigas en ráfagas, las 

cuales ocurren en frecuencias de o. 7 por minuto y duran 27 

segundos en promedio. Las espigas de cada ráfaga, se presentan en 

frecuencias de 20 cpm, con amplitudes que oscilan de 9 a 24 mV y 

con una duración promedio de 1.1 s. Este tipo de actividad en 

r4fagas, provocan la contracción del músculo longitudinal (Chow y 

Huizinga, 1987). 

En contraste, las células musculares de la capa circular del 

colon canino, poseen un potencial de membrana de -72 mv, el cual 

es m6s negativo que el registrado en las células musculares 

longitudinales (Barajas-López y Huizinga, 1987). Además, 

diferentes grupos de investigadores describieron la presencia de 

cambios de voltaje en forma de ondas lentas que ocurren 

espont6neamente en el músculo circular colónico del perro 

(El-Sharkawy, 1983; Chambers et al., 1984; Chow y Huizinga, 1987; 

Smith et al., 1987a). 

Estas ondas lentas son oscilaciones miogénicas espont6neas 

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 músculo circular. Estas se caracterizan por una rápida 

depolarización con amplitud de • 3 5 mV, seguida inmediatamente 

por una repolarización 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 contracción del músculo circular 

y muestran una duración similar y una frecuencia idéntica a la 

de la actividad mecánica fásica del músculo circular. 

Los estimules farmacológicos 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 análogo carbacol, incrementan la duración de 

las ondas lentas en el colon de perro (Huizinga et al., 1984a,b). 

Este incremento se correlaciona con una reducción en la 

frecuencia de las ondas lentas y por consiguiente en la de la 

actividad mecánica. 

~-1·lliWl~ 
C15ol ' ' 

Figura l. .Actividad eg?iaa en el J!llsculo 
circular colónico registrada con la 
técnica de tranpa de sacarcsa· En cada 
tablero, los trazos superiores r 

0201 

1 · 

, representan la actividad eléctrica (mV) 
"-A_~......_,.._ y los inferiores la actividad mecánica 

(g) • a, actividad espontánea, nótese la 
presencia de ondas lentas OCI\ una espiga 
sobreimpuesta. La flecha indica la 

. adición de carl>aool (2xio-7M) • b y c, 
05• I trazos obtenidos despu6s de 5 y 15 min de 

¡ dw UillilllillWill iniciar la pertusión ccn el carbaool. 
' Nótese la aparición de ondas lentas de 

. mayor duración y sobre éstas, ráfagas de 
\ espigas. d, 5 min desp1és de retirar el 

05•1 U\..11-A."-_"" _"--"-__:'_:-_~..,...,~~---" carbaool (HUizin]a et al., 1984a). 
1 mln 
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Adicionalmente, Huizinga et al. (l984ab), usando la técnica 

de trampa de sacarosa, encontró que durante la prolongación de la 

fase de meseta, lo cual significa una depolarización prolongada 

múscular, aparecen espigas que 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 que este tipo de 

actividad no existe en esta capa circular (Smith et al. l987a). 

Por ejemplo, Hara y Szurszewski (198lab), no encontraron estas 

espigas aun después de añadir carbacol. Aunque, los estudios 

de registro intracelulares realizados por estos autores, 

analizaron únicamente la 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 población de células, incluyendo aquellas 

cercanas a la superficie del plexo mientérico de la capa circular 

colónica. Estos estudios sugieren que las espigas registradas en 

esta capa, podrian ser generadas únicamente en las células 

musculares mAs profundas de la capa muscular y no en las células 

superficiales del lado de la submucosa. Tal situación explicaría 

la incapacidad de los estudios intracelulares para detectar la 

presencia de estas espigas. 

Los resultados descritos sugieren que las células musculares 

de la superficie del plexo mientérico de la capa circular 
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colónica tienen características eléctricas intrínsicas diferentes 

de aquellas observadas en las células de su superficie submucosa. 

Por lo tanto, es pr.obable que varios mecanismos 

electrofisiológicos contribuyan a generar la actividad contractil 

en el músculo circular del colon canino. También es probable que 

el potential del membrana podría rebasar el nivel umbral para 

generar contracción durante la fase de meseta de las ondas 

lentas, tal como ocurre en el estómago (Szurszewski, 1987), o 

bien que esta contracción podría ser mediada por los potenciales 

espigas. 

El estudio de la heterogeneidad de las propiedades 

eléctricas del músculo circular proporcionará información básica 

sobre los mecanismos de generación de la actividad mecánica y 

además sobre el acoplamiento funcional entre las diversas células 

del músculo circular. Los resultados de estos estudios aumentarán 

nuestra información sobre el sistema de control miogénico, 

fundamental para la motilidad gastrointestinal. 

l. HIPOTESIS: 

a) Las propiedades eléctricas de las células musculares de la 

superficie del plexo mientérico poseen características 

eléctricas distintas de aquellas observadas en células de la 

superficie submucosa de la capa circular del colon canino. 

b) Las espigas registradas en el músculo circular del colon 

durante la estimulación con carbacol son generadas en las 

células de la superficie del plexo mientérico. 
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c) El carbacol incrementa la fuerza y la duración de las 

contracciones del músculo circular principalmente al 

incrementar la conductancia de la membrana al calcio. Este 

efecto podria ser resultado de una acción directa del 

carbacol sobre la conductancia al calcio o el resultado de 

un decremento de la corriente saliente. 

d) Tanto las ondas lentas como las espigas generan contracción 

en el músculo circular del colon de perro. 

2. OBJETIVOS: 

a) Investigar las caracteristicas de la actividad eléctrica 

espont6nea de las células de ambas superficies del músculo 

circular del colon canino. 

b) Estudiar los efectos del carbacol sobre la actividad 

eléctrica intracelular de las células de las dos superficies 

de la capa circular del colon del perro. 

c) Analizar el mecanismo de acción que utiliza el carbacol para 

modificar la actividad eléctrica de las células del músculo 

circular. 

d) Investigar las relaciónes funcionales entre la actividad 

eléctrica intracelular y su contracción de las células de 

ambas superficies del músculo circular. 

~ ¡ 

~ 

! 

~ 

1 
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METO DOS 

l. Preparación del.teiido. 

Perros de cualquier sexo fueron anestesiados con pentobarbital 

i.v. (35 mq/Kq). El colon fue expuesto mediante una incisión 

abdominal, extrayendose un seqmento de 10 a 12 cm del colon 

proximal 5 cm distal a la unión ileocecal. El seqmento se colocó 

en solución de Krebs y cortó por su borde mesentérico. El tejido 

se fijó mediante alfileres al 11Sylqard" localizado en el fondo de 

una caja de petri, la cual se mantuvo llena con solución de 

Krebs aerada constantemente (95' o2 y 5' co2). En esta situación 

se removió la mucosa. El músculo liso lonqitudinal fue 

cuidadosamente separado totalmente del músculo circular con la 

ayuda de una aquja y de un microscopio de disección. El an,lisis 

histológico de este tipo de preparación muestra la presencia ele 

parte del plexo mientérico y la ausencia de células muscular 

lonqitudinales. 

2. Registro de las actiyidades eléctrica y mecánica. 

La mayoria de preparaciones consistieron en tiras de músculo de 

capa circular de 15 mm de lonqitud obtenidas mediante cortes 

paralelos a las bandas musculares. Las tiras de 1.5-2 111111 de ancho 

fueron montadas en una º'mara de estimulación dividida (Abe y 

Tomita, 1968; fiqura 2), La lonqitud del tejido dentro del 

compartimiento de estimulaci6n fue de 8 a 10 mm (Bywater and 

Taylor, 1980) su borde distal fue atado a un transductor de 

fuerza (mi6qrafo). La cámara de estimulaci6n dividida tiene 6 ml 

de capacidad y se perfundió con solución de Krebs a flujo 
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constante. La velocidad de perfusión fue de 3-10 ml/min. 

El registro de la actividad eléctrica se realizó únicamente 

en las células más 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 microelectrodo 

penetró la tira de músculo en dirección perpendicular en etapas 

de -s lm, hasta 0.1 mm por debajo de la superficie de la tira. La 

identificación de la superficie se realizó por la ocurrencia de 

un potencial de "punta" transitorio. En cada etapa una oscilación 

corta (·20 ms) del amplificador permitió la penetración de las 

células. 

Figura 2. Esquema de la ®'ara de 
estimulación dividida. una de 
las placas de estinul.acic5n divide a 
la cámara en dos porcicnas. A 
la derecha se muestra el 
ocmputimiento de estinul.ación y a 
la izquierda se observa el 
ocmputimiento de registro (Abe y 
'l'anita, 1968) • 

,... 
1 
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( 

' 

~ 
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Los microelectrodos se prepararon con capilares de vidrio 

de 1.2 mm de diiimetro externo (WPI). Las resistencias de los 

microelectrodos oscillaron entre 25 a 50 MX, cuando fueron 

llenados con una solución de KCl JM. El microelectrodo se conectó 

a la sonda de un electrómetro 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 (2BOOS, Gould). 

Se estimuló a las tiras de ml1sculo con un qenerador de 

pulsos (Grasa SBB) conectado a los electrodos de estimulación a 

través de una unidad de aislamiento (SIUS, Grasa). El qradiente 

de voltaje en el compartimiento de estimulación (intensidad de 

campo •l,ctrico) se midió con dos electrodos de plata colocados 

2 mm aparte y localizados a la mitad del compartimiento de 

estimulación. A su vez, este compartimiento consistía en dos 

placas de plata colocadas 10 mm aparte (fiqura l). Tanto las 

placas de piata como los electrodos para el reqistro de la 

intensidad de campo, se cubrieron cuidadosamente con cloruro de 

plata, usando para éllo una solución de O.l M de HCl y el 

estimulador Grasa. 

Para aislar la superficie del electrodo de estimulación 

orientada hacia el compartimiento reqistro, estA se cubrió con 

una capa de enamel. Los potenciales electrotónicos se indujeron 

con pulsos de corriente con una duración de 1.5 a 3 s y con una 

amplitud entre 8 y 25 v. 

Para medir el potencial de membrana al cual el ml1sculo 

comienza a contraerse ("umbral mecAnico") en células de ambas 
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superficies de la capa circular colónica, dos diferentes tiras 

musculares (15 x3 mm) fueron preparadas. Una porción de las tiras 

r. 
l.: 

r: 
i 
' 

(5 mm de largo) contenia a la capa circular completa, la segunda ,_ 

porción (10 mm de longitud) contenia una banda de músculo 

circular, de la superficie submucosa (preparación 11 submucosa11 ) o 

de la superficie del plexo mientérico (preparación "mientérica11 ). 

Las preparaciones submucosas (n•S) se prepararon mediante la 

extirpación del 60±5 % (determinado histológicamente) del músculo 

circular adyacente a la superficie del plexo mientérico (véase 

', 
,_ 
1, .. 
r"' 
1 .. 
,.. 
1 .. 

figura 14). Las preparaciones mientéricas (n=4) se prepararon r-

removiendo el 50±8% del músculo circular adyacente a la 

superficie submucosa· (véase figura 15). Estas preparaciones 

se fijaron en la cámara de registro antes descrita, la cual 

carecia de las placas de estimulación. El extremo más delgado de 

las preparaciones se ató al transductor de fuerza. La porción 

completa de músculo circular se sujeto con alfileres y se empleó 

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 las relaciones de fuerza-voltaje, las actividades 

eléctrica y mecánica se registraron simultáneamente, mientras 

' t. 
,... 
¡ 
..,.. 

,... 
1 

l. 

1 .... 

~· 
1 .. 

el músculo era depolarizado hasta diferentes niveles ¡ 
~ 

incrementando la concentración de KCl en el medio de perfusión. 

Las concentraciones de KCl en el baño se incrementaron hata 25.9, 

30.9, 35.9, 40.9, o 45.9 mM. 

1 
¡ .. 

1 

Las preparaciones se equilibraron en la cámara de registro • 
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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 duración promedio minima de 3 s, esto se alcanzó 

después de 2 horas en 12 de 14 preparaciones, y dentro de la 

tercer hora en las otras 2 restantes; b) en células del plexo 

mientérico, las ondas lentas tenian una amplitud mínima de 5 mv, 

lo cual se alcanzó a las 2 horas en la mayoría de las 

preparaciones (25 de 33) y dentro de loa siguientes 90 min en el 

reato, Antes de que estos criterios se alcanzaran, los 

potenciales electrotónicos eran de muy baja amplitud (<8 

mV/[V/cm]) o estaban ausentes (figura 3). cuando los criterios 

se alcanzaron también la amplitud de los potenciales 

electrotónicos se incrementó hasta • 20 mv /[V /cm], Esto SUCJiere 

un periodo transitorio de bajo acoplamiento eléctrico entre las 

células de dichas preparaciones. 

En la superficie del plexo mientérico, este acoplamiento 

eléctrico pobre se asoció con células que no presentaban 

oscilaciones del potencial de membrana (5 preparaciones) o con 

células que mostraban oscilaciones de mayor frecuencia (10-20 

cpm) que las ondas lentas, Este tipo de oscilaciones no se 

correlacionaron con la <Jeneración de contracciones fAsicas 

(fi<Jura 31 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 las 

.. ~ .. .,~, ... , ..... ,,.,,~,~,~,;..-~·-'~· ................... ~· 
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oscilaciones se decrementó gradualmente hasta alcanzar la 

frecuencia característica de las ondas lentas (·4-7 cpm). 

Paralelamente, se desarrollo el patrón característicos de estas 

ondas lentas, así como su sincronización con la actividad 

mecánica fásica del músculo circular (figura 3). Además siempre 

se observó un incremento significativo en la amplitud de los 

potenciales electrotónicos concomitante con la aparición 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). 

b 

~ 
--~'""'----v-Y1r-Jt1.r 

~~ 
e 

~ 
1 

Figura 3. Actividad eléctrica del plexo 
mientérico bajo cordiciones de pobre 
acoplamiento eléctrico. El trazo 
superior (mV) de cada tablero represen
tan porciones del registro de la activi
dad eléctrica es¡:ontánea de la misma 
célula. En estas y las siguientes figuras 
las lineas discontinuas irxiican un 
potencial de llll!llbrana de -40 mV. ltlS 
trazos intel'medios (V/Oll) representan el 
potencial de campo medido en el 
compartimiento de estinl.tlación. ltlS 
trazos inferiores (mN) representan la 
actividad mecánica desarrollada por la 
tira de llllsculo cú:t:ul.ar. En "a" los 
registros se efectuaron después de 

---"-.-fL.....~: 

~¡ 
pemitir a la preparación equilibrarse 
durante 2 horas. OScilaciones espontáneas 
pequeñas del potencial de menbrana oo se 
correlacionan con la contracción 
llUSQllar. ID cual se asoció con pequeños, 

1 mln casi indistinguibles, potenciales 
1 el.ectrotárloos. "b" y 11c11 son registros 

realizados 40 y 90 min después de 11a11 • 

l\:lsterionlente, en ''b" las oecilacicnes espont&\eas del potencial de llll!llbrana 
ocurrieren oo sincrclli.zadas oca las cxintraocicnes fásicas y se assoc:iaron con 
pequefios potenciales electrot:ónioos. En "c", se cb6ervan aldas lentas, típicas de 
la superficie del plexo mientérico. Ias cuales astan sincronizadas oon la 

actividad mecánica y con los potenciales electrot:áú.oos l'léxilOOs. 

•· 

r 
" 1 
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3. Soluciones y drogas. 

Todos los experimentos se realizaron utilizando solución de Krebs 

equilibrada con 95% de o2 y 5% de co2, a una temperatura de 

36,5-37.5ºC. La composición de la solución de Krebs fue de (en 

mM): NaCl, 120.31 KCl, 5,9; CaCl21 l.2; NaHC03, 20.01 NaH2P04. 

l.2 y Glucosa, 115 La soluciones con alto contenido en K fueron 

obtenidas remplazando NaCl por cantidades equimolares de KCl. La 

osmolaridad y PH medidos fueron de 293±2 mosm/Kg and 7.33±0.02 

(n•l2), respectivamente. Los registros de la actividad 

espont6.nea se realizaron tanto en presencia de tetrodotoxina 

(5xl0-7M) 1 Sigma co. USA) como en ausencia de la misma. Esta 

sustancia, utilizada para bloquear la transmisión neural, fue 

disuelta previamente en solución de Krebs (Hagiwara, 1983). 

El metoxiverapamil (06001 donado por Knoll, Alemania Occidental) 

fue _agregado a la solución de Krebs hasta alcanzar una 

concentración de lo-6M, La relación dosis respuesta para el 

carbacol (Sigma co.) en colon canino fue ~reviamente investigada 

con t•cnicaa de registro extracelular (Huizinga et al., l984a). 

El presente estudio se real izó con una concentración de lo-7M 

para comparar loa efectos del carbacol sobre la actividad 

eléctrica intracelular de una y otra superficie del músculo 

circular del colon. También se investigaron los efectos del 

tetraetilamonio (TEA: Kodak Co.) reemplazando NaCl por una 

·1 cantidad equimolar de TEA-Cl (30 mM). Los experimentos de 
J 

correlación fuerza-voltaje se realizaron en presencia de TTX 

¡ 
_) 

(5xlo-7M), ésto con el propósito de bloquear los potenciales de 

J 
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acción de las fibras nerviosas, cuya excitabilidad estaría 

aumentada por la depolarización en altas concentraciones de 

potasio. Este efecto depolarizante sobre las terminales nerviosas 

rovocaria la liberación de neurotransmisores. Con el propósito de 

bloquear las acciones muscarinicas de la acetilcolina liberada 

estos experimentos también se realizaron en presencia de atropina 

(10-6M1 siqma co.). 

4. Análisis de los datos. 

Unicamente se analizaron los datos obtenidos de reqistros 

intracelulares estables durante al menos 10 min. En el caso de 

los experimentos con estimulaciones 

analizaron aquellos resultados 

farmacolóqicas, solo se 

obtenidos de reqistros 

intracelulares estables durante al menos 7 min en presencia de 

los fármacos. se cuantificaron en periodos de 2 min los 

siquientes parámetros: el potencial de membrana máximo, la 

duración y la frecuencia promedio de las ondas lentas, la 

amplitud de la fase de meseta, el potencial de membrana durante 

la fase de la meseta, la tasa de cambio promedio durante la 

depolarización inicial y la amplitud de los potenciales 

electrotónicos. Estos parámetros se valoraron antes y después de 

la adición de cada uno de los fármacos. En el esquema de la 

fiqura 4 se definen los parámetros eléctricos valorados. 

La duración fue medida en el momento en que el potencial de 

meseta alcanzó su valor ·máximo. Los datos se analizaron 

comparando los valores obtenidos antes y después de alquna 

maniobra experimental. Las diferencias estadísticas 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 prueba t de student no correlacionada. una 

diferencia fue considerada significativa cuando P<0.05. Para 

determinar el umbral mec6nico los valores de tensión muscular 

obtenidos durante las diferentes concentraciones de potasio, se 

normalizaron considerando la maxima fuerza desarrollada por cada 

ml1sculo como el lOOt. La relación fuerza-voltaje se analizó 

empleando estos valores normalizados. El potencial de membrana 

para la fuerza cero fue calculado usando al modelo da raqraaión 

lineal. 

PR 

PM 

AD 

AM AM 

O mV 

PM Figura 4. Bl!lprelentación tgm6t;iq de 
la actiy!tW! el.4ctrica d?eennm en las 
wperticit1 IYJ;nmcoaa <trazo a la 
izauierdl> Y del Plll!D mientérioo <a la 
dm!cha> di la 9'P' cimll.ar colónica· 
Indicados estan algunos de los par6metrcs 
eléctricos llll!didoa. PR, ~ial de 
l!lll!llt>rana de Repeso; AD, Auplitud de la 
Dapolarizaciál inicial; Hf, ~de 
Meseta; AM, Anplitud de la Meseta; ro, 

roración de las cmas lentas. 
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RESULTADOS 

l. Actividades eléctrica y mecánica en solución de Krebs normal. 

l. l. Actividad eléctrica espontánea de las células de la 

superficie submucosa. 

Como fue descrito previamente (El-Sharkawy, 1983: Chow y 

Huizinga, 1987; Durdle et al., 1984; smith et al, 1987a). Las 

células de esta superficie poseen una prominente actividad de 

onda lenta (figura 5a,b). En nuestros registros el potencial de 

membrana máximo varió entre las distintas preparaciones desde -62 

hasta -84 mV (X:t:EE• -11:1:1.0 mV; n•20 preparaciones). Las ondas 

lentas fueron iniciadas por una "rápida" depolarización de 110:1:9 

mV/s con una amplitud promedio de 39:1:1.5 mv, con un rango de 30 

a 50 mV entre las distintas preparaciones. Esta depolarización 

fue seguida por una repolarización parcial (4.5:1:0.4 mV) y 

entonces por un potencial de meseta. El potencial de membrana 

durante la meseta (potencial de meseta) se mantuvo relativamente 

constante (-37:1:1.0 mV). La frecuencia de las ondas lentas y su 

duración variaron de 3 a 7 cpm (4.8:1:0.l cpm) y de 3 hasta 12 s 

(5.1:1:0.4 s), respectivamente. 

l. 2. Actividad eléctrica esponUnea de las células de la 

superficie mientérica. 

Las c•lulas superficiales de esta cara mostraron un potencial de 

membrana de reposo significativamente menor (P<0.001) con 

respecto a las células de la superficie submucosa. Su potencial 

varió de -48 hasta -75 mV (-60:1:1.4 mV; n=JJ preparaciones: figura 

sc,d). Las ondas lentas ocurrieron con una frecuencia (4.5±0.1 
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cpm) y una duración (4.9±0.5 s) similar a las de la superficie 

submucosa. En este. caso la amplitud de la depolarización inicial 

(15±2 mV), la tasa de cambio promedio (15.2±2.2 m/s) y la 

amplitud de la meseta (9±0.7 mV), fueron significativamente 

menores (P<0.001) que aquellos valores registrados en las 

c•lulaa de la superficie opuesta. El potencial de meseta ocurrió 

a un nivel mAs polarizado, -51±1.3 mV (P<0.001). 

La morfologia de las ondas lentas fue variable entre las 

distintas preparaciones. En e de las 33 preparaciones, se 

registró una onda lenta de pequeña amplitud (de 5 a 15 mV) con 

una taaa de cambio promedio baja (de 4 a 10 mV/s) • En las 

preparaciones restantes (25) se observó un componente tipo espiga 

durante la depolarización inicial de las ondas lentas. Este 

componente se diatinguió por la presencia de un punto de 

inflexión durante la depolarización (figura 6b). La amplitud de 

la espiga fue variable (de 5 a 30 mV) y alcanzó un valor mayor a 

10 mV en 10 de las 25 preparaciones (17.5±1.6 mV), con una tasa 

de depolarización promedio de 40.5±6.0 mV/s y una duración 

promedio de l. 7±0. 3 s (figuras 5d y 6b) • Las espigas fueron 

provocadas o aumentadas en amplitud por la aplicación de 

corriente depolarizante o durante la apertura de pulsos de 

corriente hiperpolarizantes (figura 7). Estas espigas no se 

modificaron por la presencia de tetrodotoxina, un bloqueador de 

los canales de sodio (Hagiwara, 1983). La amplitud de tales 

espigas y su insensibilidad a la tetrodotoxina, sugieren ºque ésta 

provocada por un incremento en la conductancia al calcio. 
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Figura s Registro intracelular de 
la actividad eléctrica de ambas 
superficies y la contracción 
asooiacia del nnlsculo circular· 
Los trazos superiores e inferiores 
("a"-"d11) representan los registros 
simultáneos del potencial de 
l'llE!llbrana (mV) y la tensión (llfi) del 
11'11sc:ulo circular, respectivmnente. 
"ª" y ''b" sat registtcs tipioos 
provenientes de células de la 
superficie sul:lrucosa. 11c11 y "d" 
nuestran dos distintas formas de 
ondas lentas cbserYadas en la 
superficie del plexo mientárioo. En 
"d" la meseta de la a1da lenta esta 
Wrl.camente representada por un pmto 
de inflexión durante la 
repolarización. Ia actividad de onda 
lenta de md:>as superficies llLl8Stra 
la misma frecuencia y una duración 
similar que la actividad mac:Anica 
f4sica. las lineas entm las ordas 
lentas inlican un potencial de 
1l'IE!lli>rana de -40 rrN en esta y las 
figuras siguientes. 

•· 
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Figura 6 La actividad de oma lenta 
en la superficie del plexo 
mientérioo niestra \Dl oamx>nente 
~ Los trazos superiores en 
"a" y ''b" (mV) miestran lea cambios 

- - - - espontáneos en el potencial de 
membrana (mdas lentas) de células 
de la superficie del plexo mientéri-

1 mN 1 ~-~~-~~~-~-~-1 00 provenientes de dos diferentes 
tiras musculares. Los trazos 

1 min inferiores repxesentan la actividad 
mecánica asociada (nfl) del 1111saJlo 
circular. En "ª"• se Jll.l8St:ra la 
actividad da anda lenta, caracteris

- ticament:e da aq>litl.d baja, deme la 
depolarizaciál inicial es indistin
guible de la aJll)litl.d da la mseta. 
En "b", dos pen:lient:es pueden ser 

----~---~_,.__--~-!~ dmante la dapolariza-
2s 1 min ci6n inicial, mostrardo la existan

cia da dos CD!plllftt.-: el priman> 
similar a las adas lentas d:laerva
das en "ª" y ~ en Mt.e, 
una espiga. 

Figura 7. QmPios J!l!gBIFAtiyos en 
·el potencial. de ~ en la ¡ ....... .,.icie da1 pl111p mientcioo P 
I"!!l!OO!rJna por la inyacciá> de 
corriente. Zas trazos aiperior e 
inferior tep:asentan la actividad 
eldctrica intraoalular (lllV) y la 

80 mV _.:intensidad de campo e1'ctrico 
· (V/c:m), respectivamente. Ondas 
lentas de amplitud baja se 
·cbseJ:varcn ~ en eata 

!~~
preparación. La estimulación 

1 V/cm eldctric:a pt'CMlCÓ cald:>ios :nigenera-
tiVQS en el potencial de llll!llbrana y 
por ocasiguiente crdaa lentu oon 
gran:!es depolarizacicnes iniciales. 
F.stcs canbios se cl:laeJ:varcn oon 

1 mln pasos depolarizantes o cllrante la 
apertura de pulsos 
hipmpolarizantes. 
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1.3. Correlación entre las actividades eléctrica y mecánica. 

El músculo circular presentó contracciones fásicas espontáneas de 

una amplitud promedio de 0.19±0.02 mN (n=53 preparaciones). Estas 

ocurrieron en asociación con las ondas lentas de ambas 

superficies, por lo cual presentaron la misma frecuencia (figuras 

5,6). La duración de estas contracciones fásicas fue similar 

a la de las ondas lentas, encontrandose una buena correlación 

entre ambas en todas las preparaciones (coeficientes de 

correlación >0.8). 

2, Efectos del 0600 sobre las actiyidades eléctrica y mecánica 

del m~sculo circular. 

2.1. Efectos del 0600 sobre la actividad eléctrica 

registrada intracelularmente de alllbas superficies. 

El cuadro I sintetiza los efectos del 0600 (10-6M) sobre 5 

preparaciones cuyas células de la superficie del plexo mientérico 

moetraron espigas grandes (figura 8), El 0600 inhibió 

completamente a las espigas sin afectar la amplitud de la meseta. 

Por consiguiente, La amplitud de la depolarización inicial fue 

disminuida en un promedio de 18 mV (60t de su amplitud máxima), 

mientras que en la superficie submucosa ésta fue inhibida en solo 

un 23t (9 mV); conjuntamente, la tasa de depolarización promedio 

disminuyó. El 0600 disminuyó la· duración e incrementó la 

L 

.. 
frecuencia de las ondas lentas en ambas superficies. En la 

superficie submucosa este fármaco disminuyó la amplitud e 

incrementó el potencial de la meseta. En la superficie del plexo 

mientérico ningún cambio se observó en estos parámetros. El 
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potencial de membrana no se modificó. 

2.2. Correlación entre las actividades eléctrica y mecánica 

del müsculo circular en presencia y ausencia de 0600. 

Los cambios sobre la actividad eléctrica en células de ambas 

superficies inducidos por el 0600 se acompañaron por una 

disminución en la fuerza de la contracción. Este decremento 

ocurrió desde 0.18±0.03 hasta 0.02±0.01 mN (fiqura 8), Una 

inhibición completa de la actividad mecánica se presentó en 3 de 

11 preparaciones, 

3. Efectos del carbacol sobre las actividades eléctrica y 

mec6nica del müsculo circular. 

3.1. Efectos del carbacol <10-7M> s9bre la actividad 

el4ctrica de las células de la superficie aublnucoaa, 

El carbacol provocó una disminución significativa (P 0.001) en al 

valor del potencial m6ximo de membrana (desde -71.9±1.8 hasta 

-67.8±1.8 mV; n•26 células, 14 preparaciones; figura .9.) y en el 

potencial de meseta (desde -37,4±1.0 hasta 33,6±1.1 mV). La 

duración de las ondas lentas se incrementó desde 4. 7±0. 4 hasta 

7.2±0.6 s. La frecuencia de estas ondas disminuyó desde valores 

controles de 4.8±0.2 hasta 4,4±0.2 cpm (P o.Ol), Ningun cambio 

significativo se observó en la amplitud de la meseta (de 34.6±1.7 

hasta 34.3±1.7 mV), en la amplitud de la depolarización inicial 

(desde 39,0±1.9 hasta 39.5±1.9 mV) en la tasa de cambio promedio 

de la depolarización inicial (desde 129.6±19.4 hasta 125.4±35 

mV/s) , En presencia del carbacol, en algunas de las 

preparaciones, se observó un patron de onda lenta caracterizado 
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por ondas de gran duración (>10 s) alternadas con 1 a 3 ondas de 

menor duración. se presentaron en forma espontánea o en presencia 

de carbacol, oscilaciones pequeñas en el potencial de membrana 

(<5 mV) sobreimpuestas sobre la fase de meseta y con una 

frecuencia entra 40 y 70 cpm. El carbacol también produjo la 

aparición esporádica de actividad espiga, tan en solo 2 de 14 

preparaciones. 
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Figura 8. Efectos del bloqueo del fluio de calcio <oon D60Ql SC!bre las 
actiyi"""' el.4ctrica y mec:Mica de antias f!!prficies. L o a t r a z o s 
superiores e inferiores representan el potencial da menbrana (di) y la activi
dad mac6nica (ntf), respectivamente. IDS registros a la i~erda representan 
registros ocntrol y a la derecha se encuentran registros efect:uadoa clespJés de 
10 min en 0600 (l0-6M) , ID6 registros de la actividad elé::trica &a\ da las 
mismas células. En la superficie sulmloosa, 0600 disminuyó la duracidn da las 
amas lentas y la anplitud de la meseta y la depolarizacicln inicial. F.n la otra 
superficie, 0600 disminuyó la duración y la anplitud da la depolarización 

inicial, lo últim:> al inhibir el oooponente espiga. 
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CUADRO I 

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

s u b m u c o s a (n=6) 

Control En D600 

PR mV -70.0 ± 1.4 -70,3 ± 1.6 
P< NS 

FR cpm 
P< 

AD mV 
P< 

4.0 ± 0.2 4.8 ± 0.2 
o.os 

39.5 ± 2.4 30.S ± 3.7 
0.005 

TC mV/s 9S.O ± 10.6 41.7 ± 13.S 
P< (1,01 

PM mV -3S.9 ± 1.8 -42.2 ± 2.8 
P< O.OOS 

AM mv 
P< 

DU s 
P< 

34.1 ± 1.5 28.1 ± 3.1 
o.oos 

6.9 ± 1.0 2.8 ± o.s 
o.os 

M i e n t é r i c a (n=s)@ 

Control En D600 

-60.8 ± 1.5 -60.4 ± 1.7 
NS 

4.3 ± 0.3 S.5 ± 0.3 
NS 

29.8 ± 1.9 11.8 ± 1.1 
NS 

26.8 ± 2.3 7.2 ± 1.2 
o.oos 

-47.8 ± 1.6 -50.6 ± 3.0 
0.01 

13.0 ± 0.4 11,8 ± 1.1 
o.os 

6.S ± 1.0 
o.os 

3.4 ± 0.2 

@, 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 Depolarización inicial. 
TC, Tasa de Cambio promedio. 
PM, Potential de Meseta. 
AM, Amplitud de la Meseta. 
DU, Duración de las ondas lentas. 
P, Valores obtenidos con la prueba t correlacionada. 
n = número de preparaciones. 
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eléctrica de las células de la superficie del plexo 

· · · mi entérico. 

El carbacol provocó una disminución significativa (P 0.001) en el 

potencial de membrana máximo, éste descendió desde -60±1.2 hasta 

-48.8±1.4 mv (n=29 células, 15 preparaciones; figura 10). Al 

mismo momento de dicha depolarización, se observaron ráfagas de 

espigas en 21 células provenientes de 12 de las 15 preparaciones. 

La amplitud promedio de estas espigas fue de 19.1±2.2 mV 

(variando desde 5 hasta 38 mV), su duración fue 1.5±0.l s (desde 

1 hasta 3 s), su tasa de cambio promedio de depolarización fue 

33.2±5.l mV/s; su frecuencia dentro de cada ráfaga fue de 21±0.5 

cpm; y la duración y la frecuencia de las ráfagas 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 hipótesis fue la 

observación de que el carbacol cambió las ondas lentas de una 

manera similar a la observada en la superficie submucosa. 

El potencial de meseta y la frecuencia de onda lenta disminuyeron 

significativamente (P<0.05; n=lO células, 4 preparaciones) desde 

-51.4±1.2 hasta -47.0±1.0 mV y desde 4.7±0.1 hasta 4.1±0.2 cpm, 

respectivamente. Mientras que la duración de las ondas lentas 

se incrementó desde 5.7±0.5 hasta 8.5±0.4 s. 
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Figura 9. cambios itxlucidos por 
el carbaool sobre la actividad 
eléctrica registrada intraoelular
mente en la superficie suJ:l!luco
~ Registro continuo del potencial 
de membrana (mV) y la fuerza 
llllSCUlar (nfi) de la tira de núsc:ulo 

·- L-. ~ ~ ..... ._ ............... L e circular. El cañ:>aool disminuyó el 
rtI ti tJ tJ tJ tJ tJ tJ tJ tJ t l:Jtll potencial de 111E!lli>rana IMxiJm y el 
~" i potencial de meseta, incremento la 

i duración de las ama lentas y 
1-.. h 1-. 1-.. 1-. 1-. L L 1 1 disminuyó su frecuen:::ia. El incre
J \j \j tJ tJ tJ tJ tJ oooot'b'tlt'l f. mento en la duraciál de la fase de 
~ meseta se asoció ocn una mayor 

duración de las contracciones 

1 

fásicas. Ia depolarizacicln de la 
~Lfú'Dl. fase de meseta ae oorrel.aciai6 con 

. un in:remento en la tuerza de la 
---------- 1 segwm parte de la o:intraociát. 

1 mln 

CARR~COI. 

-----------~-

Antias actividades se recupararai 
OCll'pletamente desplés de retirar 
el cañ:>acol. 

1 mN 1 ~~Figura 10. IA presen;ia de camaool 
prqypoó la apariciál de rifaqas de 
espigas en la emerficie del plexo 

- - - - - - •. -. - -~-· -l·-~ -! -L-1.-1.-~ mientérico. El carbaool dismirNyó el 
fvúVV'v''-,..:\.~·v'\l'-- \J'V ·~ \PuV\.JI/'-""-' potencial de membrana y 

ooncanitantemente indujo la apari
~-~~/'-''J''.r'-f'VV'..!V'VV ciál de espigas. Estas aparecieron 

sobreimpuestas sobre las on:las 
lentas y se oorrelaciaw:m con 

.-ddtv\!1;.'.k:.OJJ.l\;,\).,jJ,,cJ.\l:d,l,t:l_l.;:--(O.i:J,IJjJ.Jk!W.IA. las contracciones fásicas del 
músculo circular. 

vv-V\J\J\/\NV\f\1VV\J\JVVv'"\ 

1 mln 
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En preparaciones que no presentaron ondas lentas debido a 

la presencia del carbacol, estas aparecieron cuando el tejido se 

repolarizó hasta un nivel aproximado al potencial de membrana 

máximo original (figura lla; 5 preparaciones). cuando la 

depolarización inducida por carbacol fue simulada por inyección 

de corriente, las ondas lentas fueron igualmente indistinguibles 

y ráfagas de espigas aparecieron (figura llb). Sin embargo, las 

espigas inducidas por corriente mostraron una amplitud 

significativamente menor (9,4±2.9 mV) que las espigas inducidas 

por la estimulación con carbacol (21.0±3.2 mV; P<0.05; 5 

preparaciones). 

3, 3. Correlación entre la actividades eléctrica y mecánica 

del músculo circular en presencia de carbacol. 

Las ondas lentas registradas en una u otra superficie, y las 

contracciones f ásicas del músculo circular mostraron una duración 

y frecuencia similares (figuras 5,6,9,8,10). Se observó una 

correlación buena entre la duración de las ondas lentas y la 

de las contracciones, tanto en ausencia como en presencia del 

carbacol (coeficiente de correlación >0.8). Una correlación 

también buena se observó entre la duración de las ráfagas de 

espigas, en la superficie del plexo mientérico, y la duración de 

las contracciones (figuras l0,12b). 

Los cambios en la actividad eléctrica inducidos por el 

carbacol se asociaron con un incremento marcado en la fuerza de 

las contracciones, la cual se modificó 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 presentó (0.43±0.01 mN). 

Este desarrollo de tono no se correlacionó 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 permaneció muy por debajo del "umbral mecánico" (umbral 

mecánico = • -44 mV; vease más adelante). En contraste, en las 

células de la superficie del plexo mientérico, el valor del 

potencial de membrana entre las ráfagas de espigas se mantuvó 

cerca del nivel del "umbral mecánico" y ocurrieron pequeñas 

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 -41±1 mv. 

Durante la estimulación con carbacol las contracciones de 19 

de las 29 preparaciones registradas, fueron bifásicas. La primera 

parte de la contracción se correlacionó temporalmente con la 

presencia de la depolarización inicial, mientras que la segunda 

parte se correlacionó con la fase de meseta de la onda lenta 

(figuras 9 1 13). La fuerza de la segunda parte de la contracción 

fásica se correlacionó linealmente con el potencial de membrana 

durante la. fase de meseta, con un coeficiente de correlación 

entre 0.73 y 0.96 (figura 13). Usando los datos de estas 

correlaciones, el potencial de membrana calculado durante un 

desarrollo de tensión cero fue de -38.0±1.0 (5 preparaciones). 
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Figura 11. ta actividad de orda lenta y las espiay sq> dm!enrtttnt:te del 
potencial de M'brana· Los trazos superioms a intariox89 en "ª" y ''b" 
representan registres silllll.taneoa del potencial de mad:nna (lllV) y del 
potencial de canp:> (V/an} , respectivamente. Ana. registros del potencial 
de ll8lbrana fUerCln realizados en la misma ollula de la f!.IP&Z'ficie del plexo 
mientérioo, 11a11 se realizó en presencia de carbacol (10-7M) y "b" 8 Jllimtos 
deapm de retirar el cal:bacol. Las cnSas lentas no aon c:U.stinguibles c:uan:So la 
l1lllld:>rana es depolarizada por pulses de corriente depolarizant. ( "b") o por la 
presencia de aubacol ("a"}, pero aparecen cuardo la °'1ula ea hipelpolarizada 
por la inyecciái de corriente. Las espigas deaaparecen c:uan:So la tira llUIC\llar 
fue hiperpolarizada y aparece en ráfagas durante la aplicaciái de pulsos 
depolarizantes o en la presencia de camaool. El esquema superior repnisenta la 
preparación y las placas de estilrul.ación (PE), ME, nú.c:raelectmdo; MI, 
JIÚ.ógrafo. 



37 

SUBMUCOSA 

40 mV 

MIENTERICA 

1 mln 

Figura 12, Ia activi rer1 eléctrica en la syperficie del Plexo mientérioo 
genera ocntracciqies f6sicas y tónicas. IDs trazos superiores e inferiores 
en "a" y ''b", representan la actividad eUictrica .intraoelular (mV) y la 
actividad JlleC4nica del llllsculo ciz:cul.ar (ntf) , respectivamente. IDs 1'91Jiatroa a 
la izquietda representan las actividades ocntrol y los de la derecha, las 
actividades después de 5 minutos da haber iniciado la perfUsiá'l da caibacol 
(10-7M) , Los cambios en la actividad eléctrica se asociatcn estuvieren 
asociadcs cat un in:rauento en la fuerza y la duración da las ccntraa::iC11SS. 
oscilaciones pequeñas de la tensión durante las contraccicmes fúicas no se 
correl.aciaw:cn con alguna actividad eléctrica en la superficie mmXX>M. 
oscilaciones en la tensión con una frecuencia similar, sen generadas por las 
espigu registradas en la superficie del pl81CO mient:érico, El caibacol 
ira:Wltó el tcno en las dos pnparacicrles. En la superficie a1\:mY'OM el 
patancial de 1111111i>rana entre las a1das lentas esta lejos del "uld:>ral mac6nioo" 
(-44 DN1 las lineas entre las cl1das lentas representan un potencial da -*>rana 
de -40 mV) , Sin embargo, el ~ial da ll8lt>rana entre las rifagas da espigas 
mastra oscilacicms pequeñas , las Qlales alcanzan este Ullbral, pendtierxlo 
asi la generación de talo. 
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POTENCIAL DE MESETA (mV) 1 min 

Figura 13. I.a "enlarización durante la fase de meseta estuyo comlacia 
cxm la tuarza de CXl!ltraociá>· lea trazos superiora e infarione en 111 11 y 
"b" (diferentes preparaciCNS) , nuastran la actividad el6::1:.rica (lllV) y -=4n!ca 
(ntt), respectivamente. lea pnisentes registres se realizaren durant:e la 
pnisencia de camacol (10-7M) • 

se d:Jservó una correlación inp>rtante (coeficiente de cmrelaciát, "a", o.96 
y ''b" o, 73) entre el potencial de JllE!lli>rana durante la fase de meseta 
(potencial de meseta) y el porcentaje de la fUerza máxima desarrollada durante 
la &egUOOa parte de la contracx:ión. las lineas fUeron calculadas utilizan:lo una 
regresión linear sinple. 
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se presentaron oscilaciones pequeñas en la fuerza durante 

las contracciones fAsicas, las cuales se observaron durante la 

estimulación con carbacol ( fiqura 12) • Estas oscilaciones se 

notaron en aproximadamente el 60% de las preparaciones, cuando la 

señal mecAnica se amplificó adecuadamente. Tales oscilaciones 

mec6nicas se correlacionaron temporalmente con las espigas 

observadas en la superficie del plexo mientérico y ambas 

ocurrieron con la misma frecuencia (20•25 cpm). Las oscilaciones 

mec6nicas no se correlacionaron con alqun evento 

electrofisiolóqico de las células de la superficie aubmucoaa 

(figura 12). 

Tanto la actividad eléctrica como la contractil se 

recuperaron después de suspender la perfusión con carbacol 

(figura 9). Todos loa cambios inducidos por este fArmaco fueron 

prevenidos por la presencia de atropina en el medio de perfusión 

(10-6M1 4. preparaciones). Lo cual sugiere que los efectos del 

carba.col sobre la actividad 111io9énica de la capa circular son 

mediados por un receptor muscarinico (Bolton, 1979). 

3.4. Determinación del "umbral" mecánico. 

Los resultados previos sugieren que la actividad contractil 

del ml1sculo circular es consecuencia tanto de la actividad de 

onda lenta como de las espigas. con el propósito de probar esta 

suqerenoia, se determinó el umbral mecánico 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 

simul tAneamente 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 perfusión contenía altas 

concentraciones de x+ (fiqura 16B). 

La qráfica de la figura 16B, representa el potencial de 

membrana como una función del loqaritmo de la concentración de 

potasio en el medio extracelular. Esto, tanto en las 

preparaciones submucosas como en las mientéricas. Teóricamente, 

si las membranas fueran perfectamente selectivas para potasio, 

estas curvas tendrían una pendiente de 61 mV (a 37(a 37ºC; Hille, 

1984) • Como se puede notar en la fiqura 16B, la relación entre 

al potencial de membrana y el loqaritmo de la concentración de 

potasio no es linear. Al parecer la permeabilidad de las 

membranas al potasio incrementa con la depolarización. Los 

valores promedio de las respuestas a concentraciones al tas de 

potasio (desde 25.9 hasta 45.9 mM), se ajustaron con un modelo de 

reqresión 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 preparaciones submucosas y en 2 de las 4 ,. 

mientéricas, incrementos pequeños en el tono se observaron con 

una concentración de 25.9 mM RCl, cuando el potencial de membrana 

era de aproximadamente -46 mV (fiqura 16). El tono se incrementó 

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 observó cuando las preparaciones se 

depolarizaron adicionalmente (figuras 16). Ninguna diferencias 

significativas se observó en el umbral mecánico entre las 

preparaciones· submucosas (-45±1.4 mV; 8 preparaciones) y 

mientéricas (-42±1 mV; 4 preparaciones). Adicionalmente, un 

umbral mecAnico similar (-44±1.3 mV; 2 preparaciones) se calculó 

en preparaciones de la capa circular completa. El potencial 

mecánico en las 14 preparaciones fue de -44±0.9 mv. 

3.5. Mecanismos de acción de carbacol. 

Los cambios de la actividad eléctrica y mecánica inducidos por 

el carbacol sugieren que este fármaco provoca un incremento en 

el flujo de calcio al interior de las células. Por tal razon, 

decidimos estudiar loa efectos de bloquear el flujo de calcio con 

0600 (10-6M) sobre la actividad eléctrica provocada por carbacol 

(figura l?)• En la superficie submucosa, el 0600 disminuyó 

( P<O. 05, 4 preparaciones) la amplitud de la meseta (desde un 

valor promedio de 39.5±2.l hasta 30.5±2.7 mV), la amplitud de la 

depolarización inicial (desde 46. 5±2. 9 hasta 32. 5±2. 8 mV) , la 

tasa promedio de la depolarización inicial (desde 110±7 hasta 

75±12 mV/s) y la duración de la onda lenta (desde 8.3±0.3 hasta 

2.7±0.2 s). Por otro lado se observó un incremento significativo 

de la frecuencia de las ondas lentas (desde 3.8±0.3 hasta 5.7±0.2 

cpm) y del potencial de meseta (desde -32±0.8 hasta 40.0±l.5 mV). 

Ningún cambio significativo se observó 

membrana (de -71.5±2.8 a -70.5±3.3 mV). 

en el potencial de 
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Figura 14. Q•p]!p=iza.cién celular inducida por potasio en la superficie sul:l!llc:osa 
y la activ"'"' .,.,niC!ll asociada. los trazos superiores e inferiores (en 
"a"-"d") wpresentan el potencial de ment>rana (mV) y la actividad ocntractil 
(llN) , respactivamante da una p;eparaciá'l 11sul::llllcosa11 • Les registres eléctricos se 
realizaron en diferentes células. Al inicio de cada trazo empieza la perfusión 
con una soluciá'l da Rrebs con distintas ocncentraciCX'ISB da potasio ("a", 25.9: 
"b", 30.9, 11c11 , 40.91 "d", 45.9 ll'M). El esquema superior representa la prepara
ciá'l ''mi.entérica": ME, micrcel.ectrodo: MI, miógrafo. 
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Figura 15. l'!!ml'1i.zaclm oal.ul.ar indugtda por potasio en la superficie del Plexo 
mient:Kico y 1a activitM l!l!!!"Anic;a asoo'•· Loa trazos supericn:es e intericn:es 
(en "a"-"d") representan el potencial de llll!llbrana (mV} y la actividad ccntractil 
(llfi) , reapectivament:e de una pt'eparlleién 1'mienterica", I.oa xeqistrcs elktricos 
se realizaron en la misma célula. Al oanienzo de cada trazo se inició la 
perfUsién ccn solución de Krebs ocn distintas oaxientraciaies de potasio ("a", 
25.9; 1'b11 , 30,9, 11c11 , 40.9; "d", 45.9 ntl). El esquema superior representa la 
preparación "submlcosa"; ME, microelectrodo; MI, mióqrafo, 
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Figura 16. ras relaciónes tuerza
-tensión en las preparaciones 
submucosa y mientérica fueron 
similares. A. muestra la 
correlación entre el potencial de 
lll!!ld::>rana, en diferentes ooncentra
cimes de potasio (valores dentro de 
la qráfica expresados en nM) y la 
máxima contracción tárl.ca asociada. 

e. Efectos de las ooncentra
ciones elevadas de potasio sc:t>re el 
potencial de membrana de las 
células de la superficie sul:rm1oosa 
y de la del plexo mient:4rico. 

Los circulas representan los 
:valores praneclios de 8 preparaciones 
'"sul:mxx:lsas" y 4 mientéricas. las 
·barras representan el error estamar 
de la media. 
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En la superficie del plexo mientérico, la actividad tipo 

espiga que se observó durante la presencia de carbacol se 

eliminó completamente por la presencia del 0600 (figura 17; 4 

preparaciones). La amplitud de la meseta no mostró 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 estimulación con 

carbacol. El 0600 no modificó al potencial de membrana. Las 

contracciones desaparecieron dentro de los siguientes 15 min 

después de comenzar la perfusión con el 0600 (figura 17). 

A excepción de la depolarización el bloqueo del flujo de 

calcio previno todos los efectos inducidos por el carbacol sobre 

laa actividades eléctrica y mecAnica de la preparación (figura 

18) • La depolarización alcanzó la· misma magnitud en ausencia 

(8.5±1 mV) o en presencia del 0600 (7,8±0.7 mV; 4 preparaciones). 

SUBMUCOSA 

40 ... v 1 

1 
.,.. 1 f\..JV\F\N\J\JV\..rv Los trazos superiores e 

40 mV 1 

1 mN 1 

MIENTERICA 

inferiores representan la actividad 
éctrica intracelular (mV) y la 

viciad mac:.tnica (nft) del llllsculo 
ircular, respectivamente. Los 

- - ~istros fueron real.izados en 
presencia de carbaool (10-7M). El 

'-''-J'-''-''--''--''-"--,..__,,_-"-"~-...ni;nn (l0-6ror) se agregó al inicio da 
'los trazos. 

1 mln 
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Figura 18. la depolarización 
. iniucida por carbaool no fUe 

40 mV 1 .~::,C)..;:.\.\.;.\"""".ul.!Av®M~"*'"IJJ.J.l<l.M,illJ.l)..>l)ll,\~! prevenida por el blocmeo del 
ltl.u1o de calcio l!acia el 

~-"""rv V\J"f\íV\ interior de la célula. L o s 
trazos superiores e inferiores 
en "a" y ''b" representan la 
actividad eléctrica 
intracelular (mV) y la activi-

~-.-.:-~-~-~-_,,,_--=----"'---=-~---==-o....=---=-"--='-""' -=<--e.e-=-¡ dad Jlll!Cánica (nfl) del naísculo 
-- circular, respectivamente. 
~~~~~~~~~~~~~~~~1.Alltxla J:aqisb:cs nuestran los 

1 mln 
cambios en las actividades 
eléctrica y mecánica desP.:tés de 
agregar el camaool (10-7M) al 
principio da los trazos. Los 
registros provienen de la 
misma preparación, en KrelJs 
1'10Xllll!l ("a") y en presencia de 
D600 (10,; "b") • 

Con el propósito de determinar un posible cambio en la 

conductancia de la membrana como mecanismo de acción del carbacol 

se valoró "resistencia de la membrana" ("membrana input 

resistance") utilizando las pendientes de las relaciones 

corriente/voltaje. La corriente se injectó corriente mediante 

electrodos extracélulares (Abe y Tomita, 1968). Es importante 

mencionar que varias fuentes de error, identificadas por Bolton 

(1976), son comunes en el uso de esta técnica especialmente 

cuando de trata de músculo espontáneamente activo. Un error 

particularmente importante es introducido cuando los puntos de 

registro y de inyección de corriente difieren apreciablemente, 

en tal situación cualquier incremento en la amplitud de los 

potenciales electrotónicos es subestimado. Una fuente de error 

menos importante surge por la posibilidad de un cambio en la 

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 inj ectada, la conducción de 

los potenciales electrotónicos y por consiguiente, la amplitud de 

los potenciales electrotónicos. 

En el presente estudio intentamos disminuir al máximo 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 

estimulación y en algunos experimentos hasta o .1 mm. Lo cual 

corresponde a un valor menor que la constante de espacio de este 

tejido (2.6 mm1 Huizinga and Chow, 1988). otra fuente de error 

proviene de la no linealidad de la relación corriente/voltaje, 

este error se evitó al considerar \lnicamente los cambios de 

pendiente• de las porciones lineales de las curvas de 

corriente/voltaje (Bolton, 1976). 

En las células de la superficie submucosa se provocaron 

potenciales electrotónicos por aplicar pulsos de corriente 

hiperpolarizante durante el potencial da membrana de raposo. 

Mientras que se indujeron potenciales electrotónicos durante la 

fase de meseta al aplicar corriente depolarizante (figura 

19). Las pendientes de las curvas de corriente/voltaje durante 

la fase da meseta fueron significativamente más pequeñas (6.0±0.3 

mV[V/cm]) qua aquellas obtenidas durante el potencial de membrana 

de reposo (20.8±2.5 mV/[V/cm]1 P<0.001; n•l4 células, 9 

preparaciones), lo cual reveló la presencia de una alta 

conductancia de la membrana durante la fase de meseta. Es 

probable que esto sea resultado de la presencia de una 
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conductancia rectificante de salida, también observada en el 

músculo circular del estómago (Szurszewski, 1978), Para evaluar 

cualquier posible cambio en la resistencia de la membrana y 

debido a la presencia de esta conductancia, en este estudio 

consideraremos únicamente los cambios en la porción linear de las 

curvas de corriente/voltaje en su cuadrante hiperpolarizante. 

Las pendientes de las curvas de corriente/voltaje para pulsos 

hiperpolarizantes, se incrementaron significativamente (P<O, 017 

n•l5 células 9 preparaciones) durante la estimulación con 

carbacol, desde 22.8±2.9 hasta 27.2±3.4 mV/[V/cm], sugiriendo un 

incremento en la resistencia de la membrana. Adicionalmente, 

durante la presencia de carbacol, los potenciales electrotónicos 

provocados durante la fase de meseta alcanzaron un nivel a~n mAs 

depolarizador tal situación podria indicar inhibición de la 

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 aplicación 

del carbacol (P<O.Ol1 n•lS células, 10 preparaciones), desde 

27.8±3.2 hasta 32.3 mV/[V/cm] 1 sugiriendo un incremento de la 

resistencia de la membrana (fiqura 20). La presencia de actividad 

tipo espiga dificultó la cuantificación de los potenciales 

electrotónicos para pulsos depolarizantes. También en presencia 

del 0600, se observó 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 observó una fuerte 
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rectificación saliente en potenciales menores de --so mv. En 

presencia de carbacol, la depolarización alcanzada en el momento 

de la aplicación de la corriente, durante la fase de meseta fue 

siempre más grande que la observada durante la perfusión con 

Krebs normal. Esto podria indicar una inhibición de la 

conductancia saliente rectificante (figura 21), 

• 
40mvl~ 
1 V/cml -r--¡¡--1'uP.----

1 mln 

V/cm 

·I o ., 
·21[ . . .. 
·O o o 

:e 

.V 

Figura 19. El CAJ:bocol im:gnmt:ó 
la :i:wiatancia da la 1l!!!!tmma en 
g11u111 da la pprtiqie FWP'!'% 
Itl8 trazm supariona • inferiores 
en "a" y "b" 1.-.nt:an la activi
dad el4ict:ric:a intraoelular (lllV) y la 
intensidad de campo eléctrico 
(V/cm), respectivamente. "a", 
registros en KJ:9bs ni:mnal y ''b" en 
pxesencia de caxtlacol c10-1M), ani>os 
registros se abtuviexat en la misma 
oélula. 

La grlific:a relaciona la 
intensidad de campo en el 
compartimento de eatimulación 
y el potencial. de llBlbrana durante 
loa pulaca de corriente hipezpolari
zante antes (círc:uloa clazaa) y 
durante la praem'ICia de cubacol 
(circuloa llanca), El incl:..rt:o en 
la pnilmte auqiere un ir.a&U11r.to 
de la :t:88iatencia de la JllBd3rana 
durante la presencia del cubacol. 
Notese la fuerte rectificación 
saliente en el potencial de meseta. 
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Figura 20. Qu1wnl incremento la resistencia de la menPraM en la superficie 
del pl.exp mient:Bioo· Im trazos superiores e inferiores en "ª" y ''b" 
nprM8lltan nqistroa siJiult:4neca del potencial de JllE!lllbrana (lllV) y de la 
intanllidad de caqx> eléctrico (V/an), xespectivarnente. la pcm::ión "a" lllJ8Stra 
la actividad en aoluciá'I n:mnal de Krebs y la porción ''b" en presencia de 
c:ubacol c10-7M) en la misma célula. se in:lujerai espigas por p.alaos de 
corriente depolarizante, durante la apertura de ¡:W.sos hipexpolarizantes y por 
la pnisencia de catbaool. 

La gráfica relaciona la intensidad de canp:> eléctrico en el caipartimiento 
de estinulación y el potencial de irembrana durante los p.11.sos de corriente 
hipetpalarizante antes (círculos claros) y en la presencia de carbaool 
(círculos llenos). El incremento en la peroiente sugiere un incremento de la 
resistencia entrante de la membrana durante la presencia del catbaool. 
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Fiaura 21. La depolarización 
imucida por carl:lacol en la wesen
cia de D600. es aoagt.ada por un 
irQ§!ento en la resistencia de la 
lll!!!l!brana· Im trazos superiores e 
inferiona mi "ª" y "b" rapx9S8l\tan 
la actividad el«:l:rica intracelular 
(mV) y la intensidad de canpo 
eléctrico (V/an), nispectivament:e. 
Eh "a", loa racJ~ ae raalizarai 
en presencia de 1Crel:la rmmal y en 
"b", en praaencia da cmbaool 
(10-7M). Am. racJistroa fueren 
realizadas ., la prmencia da ll600 
(lO'"CM) y pravicien da la misma 
cél.ula da la aiperticie del plexo 
mi~ico. "ª", ae raaliz6 aolo en 
preaencia da D600 y "b", en D600 m6s 
cubllcl)l (10-7M) • 

La grAfica relaciona el 
potencial da campo en el 
compartimento de estimulación 
y el pc:lt:mcial da Jlllmbnna durante 
loa p.1].acs da c::iorrimte hipexpolari
zante antes (circulo• claros) 
y mi presencia da c::mbacol (cirallcs 
llenos) • El incremento mi la 
perxliente auqiere un incnaanto de 
la resistencia mtrante de la 
membrana durante la presencia 
del caibacol. Nótese la fuerte 
ractificaci6n saliente en poten
ciales de Dll!llbrana menes negativos 
que -so rrw. 
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4. Efectos del TEA sobre las actividades eléctrica y mecánica del 

músculo circular. 

4.1. Efectos del TEA sobre la actividad eléctrica de células 

de ambas superficies. 

El TEA (30 mM) provocó una depolarización de magnitud similar en 

ambos grupos de células (figuras 22a-c, 23a-c: cuadro II) y un 

incremento en la amplitud de los potenciales electrotónicos 

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

disminución de la conductancia de la membrana. La frecuencia de 

las ondas lentas no se modificó. Tanto el potencial de membrana 

como la amplitud de meseta se disminuyó, mientras que la duración 

se aumentó en ambas superficies. También la amplitud y la tasa 

de cambio de la depolarización inicial se incrementó 

significativamente en las células de la superficie del plexo 

mientérico. Este incremento en la amplitud de la depolarización 

inicial fue dependiente de un incremento en el tamaño de la 

espiga. Además, en esta superficie el incremento en la duración 

de onda lenta provocado por el TEA llnicamente 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 duración 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, a de las 9 preparaciones mostraron espigas, 

usualmente en ráfagas. cada ráfaga de espigas estuvo sobreimpues

ta sobre las ondas lentas (figura 23a) y se presentó en una 

forma correlacionada con la contracción de la tira de músculo 
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circular (figura 23b,c). La amplitud de las espigas osciló 

desde 5 hasta 55 mV, su duración de 0.1 a 4.0 s y su frecuencia 

desde 20 hasta 28 cpm. En la superficie submucosa, las espigas se 

observaron únicamente en células de 2 de 7 preparaciones. Las 

espigas se observaron como parte de una depolarización inicial 

(notada por la presencia de un punto de inflexión) y sob.re. la 

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

4.2. Correlación entre la actividad eléctrica de alDbas 

syperficies y la contracción del músculo circular. 

En todas las preparaciones, las ondas lentas en ambas superficies 

y la contracción asociada mostraron una duración similar y 

frecuencia idéntica. La correlación entre la duración de las 

ondas lentas y contracción muscular se observó en presencia 

tanto Xrebs normal como de TEA (coeficientes de correlación 

>O.e). El TEA aumentó la fuerza de contracción desde un promedio 

de 0.19±0.03 hasta 1.26±0.45 mN (16 preparaciones). El 

desarrollo de espigas en una u otra superficie se acompañó 

siempre de fuertes contracciones musculares (figuras 

22c,23a-c,25). sin embargo, no se encontró correlación entre 

algunas contracciones con alguna actividad el6ctrica, en 

particular en la superficie ~· submucosa (figura 26), Por ejemplo, 

las pequeñas oscilaciones en la tensión muscular durante las 

contracciones fásicas. sin embargo, dichas oscilaciones mecánicas 

se presentaron con la misma frecuencia que las espigas 

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

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

s u b m u c o s a (n=lO) M i e n t é r i c a(n•l3) 

Control En TEA Control En TEA 

PR mV -71.3 ± 1.8 -64.6 ± 2.0 -60.0 ± 2.1 
P< 0.001 

FR cpm 4.3 ± 0.2 4.2 ± 0.2 4,7 ± 0.2 
P< NS 

AD mV 40.0 ± 1.9 41.8 ± 3.1 
P< NS 

TC mV/s 75.S ± 12.5 162.4 ± 57.0 
P< NS 

PM mV -38.0 ± 1.2 -33.6 ± 1.2 
P< o.oos 

AM mv 33.3 ± l. 7 30.8 ± 2.3 
P< o.os 

DU s 4.9 ± 0.4 6.6 ± 0.4 
P< o.os 

PR, Potencial de membrana de Reposo. 
FR, Frecuencia de las ondas lentas. 

17.8 ± 

13.0 ± 

-5o.6 ± 

9.6 ± 

4.S ± 

AD, Amplitud de la Depolarización inicial. 
TC, Tasa de Cambio promedio. 
PM, Potential de Meseta. 
AM, Amplitud de la Meseta. 
DU, Duración de las ondas lentas. 

3.2 

3.5 

1.4 

1.2 

0.3 

-s2.s ± 
0.01 

4.6 ± 
NS 

28.9 ± 
0.01 

32.7 ± 
0.01 

-43.8 ± 
0.001 

8.5 ± 
o.os 

S.7 ± 
o.oos 

P, Valores obtenidos con la prueba t correlacionada. ¡ • n~mero de células. 
1 n=9 

1.8 

0.2 

3.4 

6.2 

1.4 
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Figura 22. Efectos del tetraetil
anpnio SC'!bre la activ'sWt eléctrica 
en la superficie sutmJoosa• L o s 
trazos superiores e inferiores 

• - TEA :io mM . (
11a 11

-
11c11

) representan xagistrcs 
h-hh-h-h-h-h-h-h-h-h·h-h-h·h hh-h-hh-hll-h-h-h-h~ s imul tAneos del potencial de 
1 u u u u u u u u u u u u u u l J U U U U U U U U U u ~meni>rana (mV) de células de la 
~ ==:Jsuperficie snhnJCXl!Ul y la tensión 

(mN) desarrollada por la tira de 
Jll1sculo circular, respectivamente. 

" Les trazos a la izquierda con:espc11-
~ ~K.:Mjden a registres CXl\trol de 3 
__,....~~diferentes tiras DISClllare&. Les 

\registres a la derec:ha ae efectuara'i 

~~~~es m::, 5oélm'i!ias~ 1: 
A n •• , • n M A n n n \agregar tatraetilamanio (30 1111) a la 

~~---~~-J\j\JV\J\j\J\J'\J\J\J\J\Soluciá\ de I<taba. IA depolarizaciá\ 
~ ~ la fue de wata estse 

1iiiin" asocia ccn \Ul incl:ananto m la 
fuerza de ccnt:raociát. Micicnalmn
te en 11c11 , ae abaarvan espigas 
sci>reinplestas en la lllllS8ta, las 
C11al.es generan actividad mec4nica. 

Figura 23. Efectos del t.etraetil
angrlo S9bre la actiyidad el4c!:rica 

• Con1to1 TEA :io..,.. en la superficie del plexo mientéri-
~ ~ºº'- Los trazos auperiorea e 

_ . inferiores (11a11-"c") repreaentan 
~ ~ registres sillult4naca del potencial 

de menbrana (mV) de células de la 
superficie del plexo llient:é'ico y la 

- 11uuw.uJUu.11Luw tensión (ntt) desan:ollada p:ir la ~ ll.l.l1-.l~tira de m\laculo circular, 
~~ ---.J\J'-... respectivamente. ID9 trazos a 

la izquierda corresponden a 
registres CXl\trol provanient. de 3 

e distintas preparacicnasr aient:ras 
~ . _ _ _ _ que los de la derec:ha xagistrcs a la 

n ' 'I n n n n _ n , ••• !derecha se efectuara\ en las Jnismas 
\l\J\J\J\J\J \l\J\J\J\J\J\.J\J~oélulas que los OClltl:t>les pero, 5 
~ min después de haber agngado 

1 """ tetraetilamonio (30 lllM) a la 
solución de I<taba. El tetraetilmno
nio indujo espigas las cuales 
generan actividad mecánica. 
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Figura 24. El t.etraetilaJl!OJlio incrementa la resistenc:ia de la l!!!StmlM 
en ctl.ulas de aps superficies. Los trazos superiores e inferiores ("a"-"d") 
~ la actividad eléctrica intracelular (mV) y la intensidad da ampo 
el.«:t:rioo (V/an), X'8Sp8Ct:ivament:e. las pon:imes "ª" y "c", llCll\ nqiatrcs 
realizadoa en presencia de Krebs no:rmal. Mientras que ''b" y "d", ae realizarat 
e J.u llli.amas c6lulas, S mimtos después de iniciar la pertusi~ oon tetraetil
anaü.o (30 llM) •• 

las grificas relacionan el poten:::ial de canpo (V/an) en el caiprtJment:o da 
estilllllaci~, oon la anplitlñ de los potenciales electrotdnioos ("ffN; grifica 
superior, n=4 e inferior, n=6), durante la perfusi~ oon I<rabs nomal. (circules 
claros) y durante la perfusión con t.etraetilanaiio (círculos llenos). tas 
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Figura 25. Ee;pigas generan 
o mvactividad mecánica en el Jajsgllo 

birc:ular· El trazo superior mestra 
~ potencial de lnl!lli)rana :r:eqistrado 
'intracelular (mV) de una célula de 
la superficie del plexo mientérioo. 
El trazo inferior, oon-espcnde a la 
tensiál (llff) lllJSCular. Los reqistros 
se efectuaren en presencia de 
30 mM de tetraetilamonio. Ias 
espigas que se presentaron en 
presencia de tetraetilanarl.o se 
asociaren con fUertes contracciones. 

~ 
tamn2&ficie del plexo mientérioo. 

trazos supariOJ:eS e inferionis 
~ "ª" y "b" repzasent:an la activi
C!ad elá:trioa intraoelular (lllV) y la 
actividad mecAnica del llllsculo 
circular (DN) , respectivamente. Los 
registros se realizaron - 5 llÚnltCS 
deapu•a de haber iniciado la 
perfusión con tetraetilamonio 
: (30 JIM) • Oec:ilaciones pequatla8 en la 
tensiál, las cuales se presentaron 

~ ~~c:=CNScxnf':i: 
:vidad eléctrica en la superticie 

sulm:icoea ("a"). Ias oscilaciones en 
tensidn, con una ft'ecuen::ia 

similar, son qeneradas por las 
espi988 observadas en la superficie 
del pl~ mientérioo ("b"). 
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DISCUSION 

Se observaron diferencias marcadas tanto en el potencial 

de membrana como en la actividad .. éie onda lenta de las células de 

una y otra superficie del músculo circular. Comparada con la más 

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 caracterizó por la presencia 

de una membrana celular menos polarizada (lo cual resultó, en un 

gradiente de voltaje de 10 mV), la presencia de un componente 

tipo espiga de una amplitud mayor a 10 mV en el • 35t de las 

preparaciones; Además de una menor amplitud de la meseta y de la 

depolarización inicial de las ondas lentas. 

La heterogeneidad 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 más polarizada que 

generan depolarizaciones grandes durante la fase de meseta y 

aquellas que presentan depolarizaciones pequefias durante y 

espigas durante asta fase. Una heterogeneidad morfológica en los 

componentes celulares de este músculo fue reportada reciéntemente 

(Berazin et al., 1988); en la superficie submucosa, se describió 

la presencia de un plexo de células de cajal. El hecho de que las 

ondas lentas desaparecieron después de la extirpación de una 

delgada 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). 

::·;_,·r¡;' i .. JU\1I--. ·•¡; ¡l 
'-"'~\ ' ~~\ ¡1\· ; '~·· •.• ! 1 ·\ : ~ ' ... . • \ ,f . • ·¡ \ . . . 

\ ·\º . \,. º".\' ~ . : 1!l1 1 . ' ¡ 
_,,_·1\x~·1\,'-\ . B . , i.'' ! ,l 
.~ ·' \ \ ! 1 . ., 1 ' . .. ·· n·: \ ... vL .l i. , 

,,.': ~ .1\11 / '2Pm 1, l' i:, 
\:1·¡,\ ·~ 1os .. n··; ;· ' 
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Figura 27, QMas lentas de gran anpl.it:u:i pueden ser mistradas denttt> de 
las células interticiales de ca1ai. A. Elect:ranicrcqrafias seriadas de una 
célula intarticial de cajal dentro de la QJa1 se realizó el registro mostrado en 
B. Los dos cortes de la derecha lllleStran una pequeña lesion circular en el 
citoplasma (i.Micadas por las flechas), a la derecha del nuclec celular. Esta se 
ocacionó al fijar el tejido con glutaraldehido (al 2') mientras se mantenia el 
microelectrcdo en el interior de la célula. Los cortes histológicos fueron 
efectuados en un plano perpen:ilcular al trayecto del microelectrodo. El corte a 
la izquierda es el más superficial. Se injectó por mic:roiontoforesis azul de 
metileno, hacieroo pasar corriente anódica (usardo una corriente de10o ... ) a través 
del microelectrodo. Esta injeoción se realizó durante 8 min, oaoonzamo 5 min 
antes de la perfusión con glutaraldehido. En la periferia de la lesión 
citoplasmática se ctiserva la presencia de un material más electrodenso que el 
resto del citoplasma, el cual probablemente correspcn:ie al azul de metileno. En 
la migrafia de la derecha (la más prof'wm de las tres) la lesión ha desaparecido 
y solo se observa el material más electrodenso en el citoplasma (flecha) • Estas 
observaciones son datos de un estudio realizado por Huizin;Ja, Berezin y 
Barajas-López (manuscrito en preparación) • 
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La amplitud de las ondas lentas disminuye exponencialmente a 

través del grosor de la capa muscular, lo cual sugirió 

propagación pasiva de las ondas lentas hacia el plexo mientérico 

(Smith et al., 1987a). Esta propagación pasiva explica la pequeña 

meseta, caracteristica de las células de la superficie del 

plexo mientérico. Sin embargo, la propagación pasiva no explica 

la gran depolarización inicial (·2.5 veces mayor que la amplitud 

de la meseta) registrada en el ·35% de las preparaciones y la 

cual ea dependiente de la presencia de espigas. La desaparición 

da la• espigas ocacionada por la presencia del 0600, sugiere que 

•ata ea mediada por el flujo de calcio al interior de laa 

c4lulaa. Aai, la propagación pasiva de las ondas lentas dentro de 

la capa muscular circular induce cambios regenerativos en el 

potencial de membrana, como se mostró que ocurre en la capa 

circular del estómago (Bauer et al., 1985). El hecho de que las 

espigas son aumentadas durante la presencia de TEA indica que la 

propaqación de estos cambios es regulada por la presencia de la 

conductancia saliente sensible al TEA. 

El TEA (30 mM) disminuyó el potencial de membrana e 

incrementó la resistencia de la membrana de una manera similar en 

ambas superficies. Estos efectos del TEA son consistentes con el 

bloqueo de una conductancia al potasio, lo cual es el mecanismo 

de acción del TEA en otras células musculares (Hille, 1984; 

Tomita, 1982; snape y Tan, 1987). También el TEA disminuyó el 

potencial de meseta e incrementó la duración 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 

regulación del potencial de meseta y en la terminación de la 

ondas lentas, de una forma similar a como ocurre en el estomago 

(Szursewski, 1978). 

El 0600 disminuyó la amplitud de la meseta y la duración de 

las ondas lentas en la superficie submucosa. Lo que sugiere que 

la corriente entrante, responsable de la depolarización de meseta 

y de la prolongación de las ondas lentas, depende del flujo de 

calcio al interior de la célula. En esta superficie, parte de la 

depolarización inicial es también mediada por el flujo de calcio. 

Se obaervó ademAa, una depolarización inicial de gran amplitud 

en presencia del 0600, lo cual sugiere que otras conductancias, 

distinta• a la senaible al 0600, eatan involucrada• en su 

generación. 

En las células de la superficie del plexo mientúrico, 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 

presentó a un nivel mAs hiperpolarizado que en la 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 

explicación 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 más intensa. El 0600 disminuyó la amplitud de 

la meseta (en la superficie submucosa) y la duración de las ondas 

lentas, lo cual sugirió que la depolarización durante la fase de 

meseta es mediada por el flujo de calcio al interior de la 

célula. 

AdemAs del gradiente observado durante el potencial de 

meseta, un gradiente de ·10 mV se registró entre el potencial de 

membrana mAximo de las células de una y otra superficie. Estos 

dos gradientes pueden ser importantes en la regulación de la 

actividad de onda lenta. El gradiente durante el potencial de 

membrana mAximo puede estar involucrado en la iniciación 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 terminación de tales ondas lentas. 

Bauer y Sanders (1985) reportaron la existencia de 

gradientes eléctricos similares en el músculo circular del antro 

gAstrico. El bloqueo de la bomba sodio/potasio con ouabaina 

eliminó los gradientes en potencial (Bauer y Sanders, 1986), lo 

cual se interpretó a favor de la hipótesis de que una diferencia 

en la actividad de una bomba electrogénica sodio/potasio es 

reaponzable de los gradientes de potencial. un mecanismo similar 

puede estar involucrado en los gradientes eléctricos del músculo 

circular del colon. 

El potencial de membrana disminuyó linealmente con respecto 

al logaritmo de la concentración externa de potasio, cuando ésta 

era entre 25,9 y 45.9 mM. Esto ocurrió con una pendiente de 65 mV 
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en las células de la superficie del plexo mientérico (figura 

168), Esta pendiente es muy cercana a la prevista por la ecuación 

de Nerst (61 mv, a 37'Ci 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 relación entre el voltaje y la concentración de potasio fue 

de 83 mv. Es decir 22 mv mayor que la esperada con la ecuación 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) que el del potasio. Tal 

conductancia iónica puede estar correlacionada con la responzable 

de la fase de meseta, ya que 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 membrana se aleja del potencial de equilibrio del potasio, 

fundamentalmente en las c•lulas da 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 m6s 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 medición simultanea de la depolarización y la contracción 

muscular, reveló un umbral mecánico de -44 mV, Este valor está 

dentro del rango de los umbrales mecánicos reportados en otros 

müsculos lisos gastrointestinales (Bauer y Sanders, 1985; Hara et 

al., 1986; Morqan y szurszewski, 1980). Este potencial es 

similar al potencial umbral de activación ( • -40 mV) de los 

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 mecánico dentro de la capa muscular del 

yeyuno (Hara y szurszewski, 1986; Morgan y szurszewski, 1980) 

y del antro q4strico ( Bauer y Sanders, 1985) • Ninqün gradiente 

fue observado en la capa circular del colon. 

En la superficie submucosa, el umbral mecánico es rebasado 

por la depolarización inicial y por la meseta de las ondas 

lentas. Esto sucedió durante la actividad espont6nea y durante la 

presencia de carbacol. Adem6s, se observó una correlación buena 

entre la depolarización alcanzada durante la tase de meseta y la 

fuerza de la contracción muscular. El potencial de membrana de 

reposo registrado durante la estimulación con carbacol alcanzó 

valorea bastante más negativos que el umbral mecánico; lo cual 

sugiere que las c•lulas 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 estimulación con carbacol, 

se observaron r6fagas de espigas en estrecha correlación con 

la generación de la actividad mecánica fásica. Adicionalmente, 

1 
.... 
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las células de la superficie del plexo submucoso parecen estar 

involucradas en la generación de tono. Las oscilaciones del 

potencial de membrana (<5 mV) y ocacionalmente las espiqas (vease 

la fiqura 18a), se presentaron entre las contracciones fásicas. 

Estas fueron de tal maqnitud que sobrepasaron el umbral mecánico 

y por lo tanto pueden ser responsables del incremento del tono 

inducido por la estimulación con carbacol en alqunas de las 

preparaciones. Este mecanismo, el cual permitiria incrementar el 

tono en los mllsculos lisos del tracto diqestivo constituye una 

explicación alterna para la auqerencia de que algunos canales de 

calcio, no sensibles al voltaje, son mediadores de la qeneración 

del tono (Mor9an y szurszewski, 1980). 

La ondas lentas probablemente son qeneradas en células de la 

superficie submucosa y se propagan pasivamente hac:ia las células 

de la superficie del plexo mientérico (Smith et al., 1987). Las 

espigas son qeneradas en células de la superficie del plexo 

mientérico y sobreimpuestas sobre las ondas lentas. Por 

consiguiente, la actividad de onda lenta controla la actividad 

mecánica fásica directamente, cuando las ondas lentas pasan el 

umbral mecánico e indirectamente induciendo la generación de 

espigas. Registros como loa mostrados en la figura 12, revelan 

la contribución de la actividad eléctrica de ambas superficies 

en la generación de la contracción del mllsculo circular. Asi, 

las oscilaciones pequeñas de la tensión muscular durante las 

contracciones fásicas, ocurrieron con la misma frecuencia que las 

espigas en la superficie del plexo mientérico. En la superficie 



66 

submucosa ninguna actividad eléctrica se correlacionó con estas 

oscilaciones mecánicas (figura 12). 

La actividad mecánica espontánea del músculo circular puede 

ser generada principalmente en células cercanas a su superficie 

submucosa. Esto ocurriría porque la actividad eléctrica 

espontánea presenta mayores y más prolongadas depolarizaciones en 

las células de la superficie submucosa. La actividad eléctrica de 

las células de la superficie del plexo mientérico contribuyen 

principalmente al desarrollo de fuerza durante estados de 

estimulacion, cuando estas desarrollan ráfagas de espigas. Esto 

sugiere que los agentes estimulantes regulan la fuerza de las 

contracciones fásicas en dos formas: a) controlando el nivel de 

depolarización alcanzado durante las ondas lentas o espigas y b) 

controlando el número de células dentro del sincicio muscular que 

pasan el umbral mecánico. 

Carbacol indujo cambios específicos en la actividad 

eléctrica que fueron inhibidos por el bloqueo del flujo de 

calcio: a) el incremento en la duración de las ondas lentas; b) 

el incremento en la depolarización durante la meseta; c) la 

potenciación de la actividad espiga y d) el incremento en la 

fuerza de contracción. Esto indica que el flujo de calcio es 

incrementado durante la presencia del carbacol en células de 

ambas superficies de la capa circular. El incremento en el flujo 

de calcio podría ser resultado de una acción directa sobre la 

conductancia al calcio (Benham et al., 1985; Bolton, 1979), Sin 

embargo, probablemente este no es el único mecanismo de acción 
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del carbacol, ya que la presencia del 0600 ni inhibió ni previno 

la depolarización inducida por esta sustancia. Tal depolarización 

pudo resultar de un incremento en la corriente entrante o de una 

disminución en la corriente saliente. La depolarización 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 estimulación. Apoyando la 

hipótesis de que la estimulación muscarinica disminuye una 

corriente saliente, como ha sido observado ocurre en el m~aculo 

liso del yeyuno (Benham et al., 1985) y del estómago de aapo 

(Sims et al, 1986a,b). El incremento en la conductanoia al calcio 

en la presencia de carbacol podria ser mediada, al mano• en 

parta, por esta disminución en la corriente saliente. Esta 

hipótaaia •• apoyada por el hacho de qua loa cambio• inducido• 

por el carbacol fueron anAlogos aquellos producidos por el TEA, 

un bloqueador de los canales de potasio (Hagiwara, 19831 Hilla, 

1984). 

Recientemente, Smith et al., (1987a) reportaron qua las 

células del plexo mientérico tienen un potencial da membrana de 

-43 mv, un nivel bastante mAs depolarizado que el potencial de 

membrana registrado · en el presente estudio, -60 mv. 

Adicionalmente, estos autores reportaron que tales células 

carecian de eventos eléctricos con caracteristicaa 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 músculo usadas en estos estudios fueron 

prep21radas de manera diferente que las usadas en el presente 

estudio. Preparaciones de 500 lm de grosor fueron obtenidas 

mediante dos insiciones paralelas entre si y perpendicularmente a 

las bandas del músculo circular (figura 3). La lonquitud celular 

en la superficie submucosa y en la del plexo mientérico de la 

capa circular es de tan solo • 250 y • soo lm, respectivamente 

(Berezin, Huizinga y Barajas-López, resultados no publicados), 

usando el "método de Gabella" (1976). Esto indica que la 

preparación usada por Smith et al. (1987a,b) ara una monocapa, a 

lo m6s una bicapa de células, resultando en pocas probabilidades 

de que las células de la superficie submucosa estuviesen 

acopladas con las del plexo mientérico. La pobre densidad de 11gap 

junctions" (Berezin et al., 1988) y el mayor tamaño de las 

células del lado del plexo mientérico podrian resultar en un daño 

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 ocurrió transitoriamente y en relativamente pocas 

preparaciones. El hecho de que el tamaño y la densidad de las 
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"qap junctions" sea mayor y que la longitud de las células en el 

lado submucoso sea menor, podria explicar porque los datos 

electrofisiolóqicos en este bordo del presente estudio y los 

reportados por Smith et al. (l987a,b) son similares. 

En conclusión, evidencia experimental fue presentada acerca 

de la marcada heteroqeneidad en la propiedades intrinsicas de 

células del músculo circular del colon canino. Células de la 

superficie submucosa, posiblemente las células interticiales de 

Cajal, generan qrandas ondas lentas. La propaqación pasiva de las 

ondas lentas dentro de las células m6s internas del músculo 

circular inducen cambios raqenarativos da potencial da membrana 

(Hpiqaa mediadas por el flujo da calcio) en células de la 

superficie del plexo mientérico. La generación de esta espiga es 

regulada (inhibida) por una conductancia al potasio, sensible 

al TEA. La marcada hetarogenidad en la actividad eléctrica da 

células de las superficies submucoaa y del plexo miantérico fue 

mAa evidente en presencia de carbacol o 'rEA. Aai, r6fagaa da 

espiqas fueron observadas en las células de la superficie del 

plexo miantérico mientras, ondas lentas de gran duración fueron 

observadas en las células de la superficie submucosa. 

La contracción del músculo circular ea mediada por un flujo 

de calcio dependiente del voltaje, al cual es activado 

aproximadamente en potenciales de membrana menores qua -44 mV. 

Esta conductancia al calcio es activada durante las ondas lentas 

en células de la superficie submucosa y durante las espiqas en 

células de la superficie del plexo mientérico. carbacol 
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incrementó la fuerza de las contracciones fásicas al incrementar 

el nivel de depolarización y la duración 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 las 

células músculares. Esto es, al menos en parte, mediado por una 

disminución en la conductancia al potasio. Los diferentes 

patrones de actividad eléctrica, espont4nea o inducida por 

carl:>acol y TEA, brindan evidencia para la hipótesis de la 

existencia de heterogeneidad en las propiedades eléctricas 

de las células del músculo circular colónico. 
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ABSl'RACT 

l. 'lhe role of the sodium p.mp in the generation of slow wave activity 

in circular nuscle of the dog colon was investigated usin;J a 

partitiooed ·~ta' type chamber for voltage cmtrol. 

2. Blockade of the sodium p.mp by anission of extraoellular K", by 

o.iabain, or the canbination of o ll'M Na+ and cuabain, dapolarized the 

membrana up to • -40 mv an:i abolished the slow wave activity. 

Repolarization back to the control membrana potantial by 

hyparpolarizin;J current restored the slow wava activity. 

3. Slow waves oontinued to be present in Na-free solutiCll with NaCl 

replaced by LiCl. 

4. 'lha dapolarizatiCll iMucad by the prooeduras to block sodim punp 

activity was associatecl with an increase in i.rpit JDellbrana rMistanca. 

s. OJrrent/VOltage :r:elatiCllShips in the presen:ia of cuabain or o 1111 

K" suggasted the presenoe of an inward rec:tifiar (potassium) 

oon:iuct:aooe, A block of this conduct:ance may ccntr.ibite to the 

depolarization by ooabain. 

6, Reduction of tenperature depolarized the membrana, mi decreased the 

slow wava frequency mi mrplitude. 'lbe slow wave aJll)lituda was 

restored by repolarization of the membrana. 

7. Brief depolarizin;J ¡:W.ses evoked pranature slow waves, Brief 

hypm:polarizin;J ¡:W.ses terminated the slow waves. 

B. We oonclu:le that abolishment of slow wave activity by sodium p.mp 

blockade is an irdirect ef fect of membrane depolarizatiCll an:i that the 

sodium p.mp is not responsible for the generation of the slow wave. 

9. our resulta are oonsistent with the hypothesis that paoemalcer activity 
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in m:>Oth JlllSCle is a consequence of membrane ocn:!uct:ance c:hanges 

t.hlch are met:abolical.ly depen:lent. 
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INmOllJCl'ION 

By actively transportin¡ more Na+ ions cut of the c:ells than xi- ions 

in, the Na-K pmp can direc:tly contriblte to the c:ell nembrane potential 

in a variety of tissues. FurtheI?nore, oscillations in the membrana 

pJtential have been postulated to be relatad to cyclic activaticn of an 

elec:trogenic sodium pmp in netve c:ells (Airapetyan, 1969), beta cells of 

the pancreu (Atwater and Meisner, 1975) and smooth llllSCle (Pl'Qsser and 

Mm;¡al., 1972) inclUdinq circular llllSCle of the cat colen (caprilli and 

onori, 1972). Evidence that the scxlium p.mp is involved in the generaticn 

of the electrical alow waves or pacemaker activity in inteatinal. amooth 

llllSCle has primarily been obtained fran the lcn;Jitudinal. llUSCl.e cells of the 

small intestine, an:l was recently reviewed by Szurszewsld (1987) • 

Observatiaw ocnsistent with this hypothesis are: A. Slow waves disa~ 

after blockade of the scxli\DI\ purrp in the cat (CDlner Prcsser and W8ell& 1974; 

D!lhna, Pralser mi SUzuki, 1987; Liu, Prcsser an:l Joo, 1969) mi ral:lbit 

(El-sharkawy an:l Daniel, l975b) small intestina. In the cat it was ahawn 

that acxlium pmp blockade depolarized the cell mre that the anplitude of 

the slow wave mi that :repolarization did not restore slow wave activity 

(CQlner et al. 1974) • B. Voltage clanp studies in the sucrcse gap suggested 

that no JllSllbrane c:xn1uctance c::han:;¡es oocurred durin) the slow wave (Cau'ler 

et al. 1974), and inward cmnnt oscillatiC11S were seen at the restin) 

menmane potential level. c. Metabolic i.nhibiticn c:hanqed slow wave 

activity. COOlin) dec:reased the slow wave frequen::y in the rabbit small 

intestina (El-Sharkawy ard Daniel 1975a) ard abolished activity in the cat 

(Conner l<l'eulen ard Prosser 1976). 

'1he aim of the present study was to elucidate the role of the 
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ESTA TESIS N9 DEIE 
SALIR DE LA BIBUDTECA 

sodium punp in the qeneration of the slcw waves in oolonic SIOOOth l\USCle, 

utilizin¡ the 1.Abe-'l'an.ita1 type stinlllatin¡ c:hamber (Abe anc1 Tallita, 1968) 

for vol.tage ocntrol. ~ o:n::lusion is that ionic permeability changes but 

nct the sodium punp activity generate colalic pacemaker activity. 

: ~ ' 

•i .·• 

, .. -,, 
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Tissue m'!Mrntion. Dogs, either male or female, were anesthetized 

usin;J pentcba%bital (35 ng/kg) qiven i.v. '1he colon was elCpOSed by a midline 

abdaninal incision. A 10 to 12 an segment of proximal colon was nn:ived, 5 

on distal to the ileocecal junction. '1he segment was placed in oxyqenated 

1<rebs solution and q>enecl flat. o:>lcnic cxntents were carefUlly removed. 'lbe 

segment was then pi.nned flat to the Sylqard. bottan of a dissect.in;J dish 

filled with oxygenated 1Crebs solutiai and the 11UOOSa was removed. 

I.on;Jitudinal. JlllSCle was carefUlly removed by shatp dissection. 

RecloÑim of the e1ectrica1 activities, circular muscle strips, 15 11111 

lon;J, were preparad by cuttinJ thau parallel to the b.uñles; the tissue was 

1.5 m wide C1l/8r a lergth of 10 m and became qradually wider to 3 m. '1hese 

strips were namted in a partitiam stinLll.atin;J chamber (Abe and Tanita, 

1968) with the 1.5 m wide section in the sti.nul.ation oaipart:ment, '1he 

leir;ith of the tissue inside the stilllllation cxrrpart:ment was at least 8 11111 

(ByWater mi Taylor, 1980), tha end of this strip was tied to a force trans

ducer, 'Iba electrical. reconlings were JMde in oells situated closer than 2 

11111 to the stillul.ating plat.e, and only fran superficial cella fran the 

sul:lrucosal surfaoe1 the microelect:xcde penstrated the strip peipendicularly, 

up to 0.1 11111 un:ler the strip surfaoe. '1he strip surfaoe was easily 

identified by the oocurrence of a dlaracteristic transient tip pXent:ial, 

thereaft.er the microelectrode was driven into the tissue in steps of ·5 llll, 

usin;J a Narishiqe micrananipilator, (MirB, Medical Systems o:>tp,, NY). At 

eac:h step a short (•25 ms) oscillation fran the preanplifier led to 

ilrpalement of the cells. 

Microelec:trodes were prepared fran 1.2 mn outside diameter qlass 
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capillaries (WPI) and filled with 3M KCl.. 'lbe tip resistarxles wre 30-50 MX. 

'l1le electrode was ccnnac::ted to a proba of a high i:qiedance electrmat:er 

(M-707A, WPI) • 'l1le aitp.¡t Of the elect:raneter was ccmect:ed to a Gculd 

storage cscillosocpe (1425, Gculd, OO. Cleveland, alio) and a pen ink 

recordar (2BOOS Gculd) • 'lbe 1111SCle strips were st:lnulated by a Gras& sea 

electrical. stinul.ator through a stJnüus isolatian unit (SnJS, Grasa 

InatNnents, OO. Quirv::y, MA), 'lbe voltage gradient in the sti:llulatin¡ 

caiprbnant (field at.rerqth) was maasuted with b«J silver electrodas 2 m 

apart, loc:ated in the middle of the st:llllllatin;J cx:aprtmant, '1h1a 

caiprbnant OCl'ISisted of two silver platea 10 11111 apart, 'lbe silver platea 

ard the recordiDJ elec::b:odes for the field stJ:en:,Jth wra ooated carefully 

with ailwr-chl.orida usm¡ a 0.1 N HC1 soluticn and the Grasa sti:llulator for 

gerwraticn of current. 'lbe surface of the sil~late facin) tha part of 

the tiasue in ~ the microelec:Uode was placed, in the recording 

oaipartmant, was ooated with M-ooat A for .insulaticn (Intert:edlnology Inc. 

Den Milla, ~· , canllda) , Electtotcnic potentiala were induced by curr.tt 

pilaa8 frclll 1,5 s to aeveral mirutes in duraticn md fran 8 to 25 V applied 

volt:age, 

Solutiqis and dnps. Most experimenta were perfo?lllBd in pmwmnad 

(36.S-37 .O'C) I<rel:ls soluticn and equilibrated with 95' ~ -5' ~· 'l1le 

partitioned st:lnulation dlantler, of 6 ml capacity, was ccntinualsly perfusad 

with l<rd» soluticn at a CCl'IStant rata (3-7 ml/lllin) • 'l1le cxmp:1Biticn of 

thia solution was (nM): NaCl 120.3; KCl 5.9; caC12 2,5; ~2 l.2; NaffCD.3 

20.01 NaH2m4 1.2 ani glucose 11.5. '1be ¡il was 7.30-7.35. 

In ol'der to ctitain Na+ free ocnlitiais, HEPES buffered solutia1 was 

usad to avoid NaHC03• '1he caTpJSition was (ntl): HEP&S 5, NaCl 136.4, 
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caC12 2.s, I<H2ro4 1.2, M;JC12 1.2, gluocse 2.5. 'lbe ~ was adjusted to 7.35 

usin;J mi resul.tin;J in a final [K] of 7 JIM, 'lbis affec:ted sanewhat the basal 

characteristics of the electrical activity (n=8) : 'l\1e J:eStin;J membrane 

potential dum;Jed fran -72.7±1.7 to -67.5±1.B (<O.OS) 1 the upstroke 

anplitude fran 36. 7±3.2 to 33.4±2.9 aJd tha average rate of rise fran 196 ± 

32 to 165 ± 25 llN/s. 'l\1e slOll wava duratiat aJd frequency renained 

unchan;Jed. A sodi\Dll free solutiat was d:Jt:ained by replacin) NaCl with LiCl. 

!l!ta analysis. Slow waves CC11Bistecl of a Jlll!!llbrane depolarizatiCl'l 

(upstroka anplitude) followed by a partial. repolarizatiCl'l, and subsequentl.y 

a plateau pbase, which in tum was aucceeded by a oarplete repolarizatiCl'l. 

'l\1e plateau anplitude was the voltaqe differenoe between the J:eStin;J 

llll!llbrane patential and the highest point of the slow wava plateau ¡:Nse. 'l\1e 

plateau potential. was the actual 1lll!llbrane potential. at this highest point 

of tha plateau ¡Nsa. 'Dla duratiCl'l wu mu\Jred at half-maximal. plateau 

anplitude of the slow wava. Data ware cbtaJnad usually tzm the sama cella, 

befare &ni in the preaenoa of a dmrJ or att:er icn substituticn. A differenca 

was OCll&iclared significant with P<0.05. 
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All exper.iments were perfoxmed on superficial oells of the su1:1111m1ga]. 

surface of the circular llllSCle of the dog colon (n=36 preparatiaw) • 'Ihe 

z:estizv¡ Jlll!llli>rane potential of these cells was -71.o±l.O mv. Slcw wave 

activity was annipresent, after reachinq an initial maxilll..nn depolarizatiai 

(upstraka 11q1litude of 37.l±l.4 lllV) a partial repolarizaticn to a plateau 

oocurred. '!be lllllltlrane potential. durizv¡ the plateau (plateau potential.) was 

-38.o±l.O "6N, the alow wave duraticn was 3.9±0.3 s, its fJ.1.!qU1911Cy 

s.1:1:0.2 qm. 'lbe average rate of risa of the upstrake potential. was 

120±25 "6N/a. 'Ihese data are similar to thoee previously described 

(El-Bhar:bwy, 1983; Smith, Raed ancl Bandera, 19871 lllizinga and Ch:Jw, 19877 

Baraju-Iql82: and Jllizinga, 1988) • In abaut 26t of the stripa (9 cm of 36 

pnparationa) , an inflection point waa noted in the upstroke of the slcw 

wave. An initial depolarization, of 7. lio. 9 'lfN in anplitude with an average 

rata ot rile _of 20.9±3.0 llN/a wu followad by a seocncl depolarization of 

32.4:1:2.0 "6N in aq:>lituda and an average rata of risa of 127:1:15 'lfN/a (fÍ9\ft 

1). 

Effects of ngdium punp inhibitiai and &!polarization 

'lb invastigat:e a possible role of the sodium punp in the qeneratiai of 

the slow wave activity, we studied the effec:ts of sodium punp blockade by 

Na+ free solution, r free soluticn, CA.Jabain an:i CX)Olirr,¡. 

SOdi\1111 punp activity depends on the preseme of intracellular sodiUlll. 

Perfusicn Of the tissue With 0 Jlft Na+ will quickly deplet:e intracellular 

sodium (Friedman, 1974). 'Ihe t:enp:>ral. oorrelatiai betwen the llll!lli>rana 

potential aro the upstroke anplitude after anission of extracellular Na+ is 
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illustrated in figures 2 an:i 3, an:i carried cut in HEPES b.lffered solution 

(see methods). A transient hypetp0larizaticm of 4.3±0.8 mv (~7) was 

cbserVed within 6 min after the start of the perfusicn with the Na+-free 

HEPES; thereafter a gradual depolarizaticm of the llll!llbrana oocurred with a 

time ccnstant of 18.3:1:1.1 min. '1he l!ll!llli>rane was depolarized fran -63.3:1:2.9 

mV to -54.4±2.5 llN after 20 min and to -48.9±2.4 after 30 min (P<0.001). 

CDllXlllitantly tha upatroke l!llll>lituda signifieantly reduced fran 34.4:1:3.5 to 

20.6±2.5 and to 12.6±3 mv after 20 m1 30 min, respectivel.y (P<O.OOl), with 

a time OCl1Stant of 18.1±1.9, similar to that of the depolarization (figure 

3). 'Iba average rata of riae dacreaaed (P<0.001) frclll 121±21.9 to 13.3±4.9 

rrN/s, 30 min later. '1he slow wave trequency (tren 5,2:1:0.1 to 4.8:1:0.4 cpn), 

the slCM wave duraticm (frm 3.9±0.3 to 5.7±0.7 s), and tha platee.u 

potential (frm -37. o±0.8 to -35.9±1.4 rrN) did not dlanJ8 significantly. 

1os 

Figure l. 
Slow waves in the circular nuscle layar of the canina colm usually show a 
fast upstroka followed by partial . repolarizatim m1 a plateau phase. '1his 
figure shcMs a recordin) repr:esentin;r • 26 t of the reoordinga in lo'hich a 
small depolarizatim preceded the slow wave. '1he dashed lines between the 
slow waves iniicate the - 40 mv membrana pctential in this and the followilq 
figures. 
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Figum 2. 
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Effect of o nM extraoellular sodium. 
Ylln 90di\lll was raplaced by lithi.Ulll (at am:iw) tha oells, att:er an initial 
ana11 hypatpolarizaticm, gradually depolarized an:l ocncanittantly the alow 
waw "aq,J.it:ude was reducad. 'Die figure shaWB 2 sectiais fral a ccntinJCUS 
~. 'l118M is a tJm qap of 15 min between tha 4th and !5th panel. 
Aftc 30 min in o 1IM Na+, slaw wave activity cx:ntinJed to devalcp at 
un::hmJed trequency. Hypetp>larizatiCI\ reatored tha slaw wava miplitude, 
suggesting that the decrease in anpl.itude was di.la to ..mane 
depolarizatiai. 
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Figura 3 
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'1'arp>ral correlaticn between the llV:!llbrane potential ard the upstrake 
anplitude (slow wave anplitl.kle) after anission of extraoellular sodium. In a 
HEPm l:luffered solutiat, sodium was replac.ed by lithium, at time o. 
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'10 investiqate Wet:her the slow wave inhibition was specifical.ly due to 

Na+ JK'" pmp bloc:kade or a consequency of the associated depolarizatiai, the 

smooth nuscle cella were repolarized back to the CDltrol membrana potential.. 

Tissues were repolarized after 30 min. airrent induced repolarizatiai of the . 
1lllldn'ana patential in O nM extraoellular Na+ (up to -68.4:!:2. 7 111'1) incraued 

the upstraka anplitude to 26.6:!:2.8 mV. 'lhe frequency became 4.7:t0.7 c:pn, 

and tha duration 2.s:t:o.3 a (n-5). 'lhese data suggeat that tha dacreue in 

the upatrak8 anplitude after anission of extracellular sodium wu causad by 

the dlpolarizatiai. 

'lha oocurrenca of ala.r wava activity was a1so atmied. up to 2 hra 1n 

aoclim free HEPES solutiai in tlla presence of cubain (10·5"1 figure 4). 'lha 

ocntrol. llla.r wava activity occurred with a frequancy of 5.7:to.2 c:pn, an 

upatroka anplitude of 43±1.7 mv, arate of rise of 121.7:!:24.6 trN/s, and with 

a duration of 3.3:!:0.6 s (n-3). In sodium free HEPm mi ouabain c10·5t1>' 

the tissuaa ~ depolarized fran -72. 7:!:1.8 mV to •37:!:2.4 trN and no sla.r 

wave activity was observed. 

1 V/cm 1 ---------------

L ....... .:.._¡-
1 mln 

Figure 4 
Sodi\Dll free solutiai with 
ouabain c10·5M) aboU.ahad 
slow wave activity 
(upper panel) • 60 min 
ther:eafter current imucec1 
repolarization brought 
back sla.r wave activity 
(lawer panel) • 
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Repolarization m:Iuoed reJXNery of slCM wave activity ocx:urred up to 2 

hr in o llM Na+ in the presenoe of ouabain (10-5M; figure 4). Tissues were 

hypeXpolarized to -78±2 1IN an:l slCM wave activity ocx:urred at 3. 7±1. 7 qm, 

with an upstrcke anplitude of 33,3±5.8 rrN, arñ an average rate of risa of 

3o±5.8 llN/s, arñ with a duration of 2.5±0,3 s. 

Sodim punp activity is also deperxient ai extraoellular potassim, arñ 

perfusiai of O llM !& inhibits punp activity (Fleuin¡, 1980), !& free Rtebs 

aoluticn c:aused a gradual depolarizatim of the lll.ISOle oells fran a Jlll!lli:>rana 

potential of -72.3±2.3 mV up to -4B.o±2.8 after 20 min (n-6; figures 5 and 

6). 'lbe depolarizatiai ocx:urred with a tima cxinstant of 6.2±0. 7 min, 

aignificantl.y lawer than that of the depolarization in Na+ ttaa 110lutiai 

(P<0,01), After 20 min in ¡& free solutiai, SlCM wava activity WU rac!ucad 

fran 32,8±3,0 to 4,6±2,2 JIN arñ cxmpletely aboliahad in 50t Of the 

preparaticns. 'lbe nduction in upatroke anplitude ocx:urrad with a tima 

oonatant Of 7,2±1,5 min, not different fmll tba tiJll9 oonatant Of the 

depolarizatian. 'lbe slCM wave frequency (5,2±0.6 qm) waa similar than 

OCl'ltrol (6,o±0.3 cpn), 'lbe membrane potential at the tc:p of tba 1'9lllainin;J 

alCM waves (-36, 7±4. 7 mV) was not different fJ:m the ocntrol va1ue of the 

plateau potential (-39.5±2.8 mV). After 28 min tba slCM wava activity waa 

caipletely abolished in 5 ~ of 6 tissues. 'lbe preparaticns WIBX'8 allcwad 

to nwxwar in no:mll. Rrebs solution after 28 min in ~ free solutiai. 'lbe 

Jlllld)rane potential recavered gradual.ly, and after 6 min caiplete recavery 

was Clbtained (figure 6). Olncanittant with the men'brane potential, the 

upstroke anplitude reoavered 80±6%. 
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Figure 5 
Effecta Of 0 di l(f' Krebs en the electrical activity, and effect of curra1t 
m!ucad xepolarizaticn. 
Upr penal: at arrcw, r was anitted, sectiais ar:e shcwn fran a ocatimcWI 
racordin;J fran l cell. 'Die dotted linea npresent -40 mV 1lll!d>rana potential. 
IDW8r panel: Olrr8nt iniucecl hypmpolarizatim occurred at 10 an:I 30 min 
after anissicn of l(+- and restored slaw wave activity. 
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Figure 6 
'l'eq>oral. correlation between the meni:>rane potential and the slow wave 
anplitude after addition of ouabain (l0-5M: n=6: open circles) and or atter 
addition of O llM K*" J.<rebs (n=6: closed cil'Cles) • 

At time o, tissues were either superfUsed with O nM K*" Knlba soluticn 
or rv:>rmal Rrebs with c:uabain. At arrow, those strip& in o llM K*" wera allowad 
to reoover in mnnal J.<rebs, A di.rect relationshi.p is seen betwen decrease 
in membrana potential and decrease in slow wave anplitude. 
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Cluabain (10-5M) caused similar effects as K'" free soluticn (figures 6 

and 7) • A gradual membrana depolarization developed within 10 min ftall a 

mesii:>rane patential of -70.4±1.3 mv to -45. 7±2.5 mv, with a time CXlllltant of 

4.6±1.0 min not different fran that of the depolarizaticn iJñuced by K'" fraa 

solutim. After 28 min the mesii:>rane potential was -44.6±1.5. A decreue in 

the upstroke anplitude oocurred fran 31. 7±1,9 mV to 1.8±1.4 mV with a ti.ne 

ccrwtant of 4.1±1.l min, similar to that of the depolarizaticn. '!ha 

llllllli>rane patential at the top of the remaininJ slow waves (-41.o±o,5) was 

not diffexant ftall the control value of the plateau potential (-43.2±1.4). 

After 30 min in cuabain, slow waves wm:e oaipletely blockecl in all preparat

iCl'IS. 

1 mln 

Figure 7 
Effects of ouabain (l0-5M) m the electrical activity, and effect of currant: 
iMuced repolarizatiai. 
Uppar panel: at arrcw, aiabain was added, sectiCl'IS are ahawn fran a 
oontin.lcus reoordin:J fran l cell. 
LCJWer panel: current in:iuced hyperpolarization oocurred after 30 min and 
restored slow wave activity. 
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Durirq repolarization in o mM W- (to -10. 7±2.9 mV) and in the presence 

of a.Jaba.in (to -10.0±3.5 mV), the slCM wave activity was always p:resent, 

evan in thcse tissues in wtúc:h the slCM waves had oarpletely disappeared (10 

out of 12 strips) • 'l'issues were repolarized after 20 min, ltlhen IMXillum 

effects on 1Dl!lli:>rane potential an:i slow wave activity were álserved. '1he time 

oo:rrespam with the time tMXim.ml bi.nclin;r of cuabain oocurs in vascular 

sm:>oth nuscl.e (Deth and ~. 1980) • 'lbe upstroke anplitude reoovered to 

20.4±3.0 'llN in K free solution and to 22.4±2.9 mv in tha pnmence of 

cuabain. 'Iba fraquency became 5.o±0.4 cpn and 4.5±0. 7 cpn, the duraticn 

2.o±o.3 s anti 4.l±o.s s, in o lltl ~ and ouabain, respectively. 

Because sodium punp activity is t.enprature sensitive, the effect of 

oooli.n;J on slow wave activity was investiqated (figure 8). ReductiCI\ of the 

tenprature frall 37° to 21° depolarized the cella by 11 'di fran -66.6±2.4 to 

-55.4±1.l DN, with a time ccnstant of 5.9±1.3 min. Depolarizaticn reac:hed a 

maxinmi within 10 min and reduoed the upstroke Bllplitude fran 30.o±2.6 to 

16,1.±2.l DN, with a time ccnstant of 8.7±1.S min. ~. the slow wave 

frequency decreased fran 4.9±0.3 to l.l.±0.3 cpn; the slOll wave duration 

increased fran 3.8±0.8 to 5.3±0.6 s. '1he plateau potential remained atable 

fran -40.9±2.5 to -39.8±1.4 mv. 
'1he reduction in upstroke anplituie duri.n;J coolin¡ to 21' e was 

reverted to 26.o±l.4 mv by repolarization of the membrane. '1he slow wave 

frequency did not reoaver (l.4±0.3 cpn), although in 3 out of 6 preparations 

the slow wave frequency increased by repolarization (figure 8). 

'lhe reD:Nerf of slow wave activity by repolarization of the memt>rana, 

urder ccnditicns of sodium punp bloc:kade, indicates that an oecillatin¡ 

sodium punp is not the generator of this activity. 
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Figure 8 
Effect of ooolin:J on slow wave act:ivity and ll8lbrana excitability. RaconlinlJ 
ia ccntimc:Alll fran 1 oell. a. slaw wave activity at 36° with a pilll8 train 
of 9 qn (500 m pllse duration) ent:rainad the slaw Wave9. 'Iba taipratura 
was ~ quickly to 21° at anw. b,c. Rab::tion of slow wava ~ 
in 21°. d. A pllse train of 4 c:pn imuoed pmaature slow wava, but pacinq at 
4 qm iniuced slow waves at only 2 c:pn. a. Hypatpolarization back to tha 
restirq Jlll!ll'lbrane potential, increased the slow wave frequency but not to tha 
control value. 
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Qiames in the lllelllbrane resistance during the Na±$ pu!!p blockade. 

In o:cder to investigate tmether the depolarization by scxlium p.mp 

bloc:kade was (in part) due to a membrana resistance chan]e, we calculated 

the slcpe of the current-voltage cw:ves at the restinq membrana potential 

and durinq the maximJm depolarization umer the various experimental 

circumstances. 

A •ignificant (P<0.05) increase in t:he slopes of the I/V plots, fran 

27.7±3.7 mV/[V/cm] to 38±5.2 mV/[V/an], was cbsetVed durin;J the 

depolarizatial induced by Na+-free HEPES (figure 9). An increase in the 

slopes of the I/V CU1V8S was ccnsidered as indicativa of an increase in 

the i.rplt membrana resistance. '1his suggested that the depolarization is in 

part mediated by a decreased in the K" llll!ll'brane oorñuctance. However, 

Na+-free aoluticn will block the Na pmp an:i it is possible t:hat at least 

part of the depolarizatim is madiated by this mechanism • . 
1 K~-~-¡yffrfi·K~·Mr~-Kh-~Th.h IQ mV •u'l'-'V~'-''-'~V"~U\..11UUVV\ 

1 mln 

Ficld Strcngth 
V/cm 

-1 ... ---~°'-" __ .,...y -50 

-too 

Figure 9. 
Depolarization irduoed by Na-free 
HEP&S was followed by an increase in 
the iql1t membrana resistance. Upr 
ard lower tracinqs of eac:h panel 
represent simultaneous recor
dirgs of the membrana potential 
(mV) alñ the field streDjth (V/an) 
in the stÍJllllation c:xmpartment, 
respectively. '1he ~ panel shows 
electrotonic potentials in normal 
HEP&S, am the lower panel shows the 
electrotonic potentials in Na-free 
HEP&S, after 45 min. Bol:h reooJ:dinqs 
were mde in the sama cell. 'lbe 
gra¡:h shows the relaticnihip between 
the field strength alñ the Jlll!IÑ)rane 
potential durinq the field stÍJlllla
ticn, durinq the nonnal. (closed 
ciI'Cles) alñ Na-free HEPm (open 
ciI'Cles) • An increased slope was 
observad in the presenoe of Na-free 
HEPES, at the linear part Of 
the I/V relationships. 
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In the presenoe of ooabain or 1(1- fl:ea solution, the I/V plots in the 

hyperpolarizin;J quadrant wre linear at the Rn18 of stldied membrana 

potentials up to approximately -90 JJN; at lllOJ:8 negativa potential.s, inward 

rectification was c:ilserved. 'lba slcpes were calc:Wated fmn the linear 

portian of the I/V relationship (figul'a 10). 'Iba slopes of the I/V curves 

durin;J lMXhum depolarization by ~ free soluticn wre l~ t:han 1:hcse of 

tlle oontrol, increasin;J fran 28.6±11.9 to 60. 7:1:27.8 JJN/[V/an] (P<O.Ol). 

A slight innlrd rectificaticn was c::ixlarYad at Jl8lbrana pat:antials larqer 

than -100 1IN. Dlrin;J cmbain perfusion, tha I/V relatiaiship was linear 

betwaen the ateady &tate potential Of •-45 J/N ard ·-75 J/N 1 llut tha &lepa wa& 

significantly largar than tha ocntrol, 64.9:1:16.9 cxmpraS to 26.4:1:9.3 

111V/[V/a11) (P<0.05). At llDl'8 polarizad llS1b:ane potentials tha slcpa was nct 

differant fraa that of ccntrol.. 

V/crn 
-0.6 o 

30 

60 

t> 

Figura 10 
Effect of o 1IM ~ Km:ls and 
ouabain ( lo-511) on input 
reaistanca. 

I/V QD:W8 wre abl:ained 
in nozm1 Knibs solution at a 
..mane pot:ential of -72 1IN 
(cliallam) , in the pr:asence of 
ouabain (10-5tt) at a mdlraJle 
potential of -45 1IN (squares), 
or on o 1IM 1(1- at a meartirane 
potential of -48 1IN (circles). 
Slqx19 are calculated by linear 
regxession analysis. In the 
pxesence of ouabain the slope 
was obt:ained fran tha linear 
portien of the curve, sinoe 
strcnJ i.nrlard rec:tification was 
obsenacl. 'lbere is a marlced 
increase (P<0.05; n=6) in the 
slope of the I/V curves in o nM 
1(1- mi ouabain oc:mpared to 
ocntrol. 
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Initiation of slow waves by current p.l],ses 

si.nce the sodium pmp is excluded as the qenerator of the slow wave 

an:l no ot:her icn carrier is knawn to be electtogenic, the iatl.c c:urrents 

generatin¡ the slow wave nust depelÜ en changes in 1llSllbrane CCl'lductance. In 

support of this, a slow wave was induced by a smal.l depolarizaticn iniuced 

by a ahort cmrent pulse. Shortlastin;J depolarizin:J p.ilses (500 ms) evo1ced 

premature slow waves as &hown in figure 11. V'pcn repetitiva stinulaticn, the 

slow wave fz:oequeooy was lldqJted to tbe stbulus trequency up to 15 c:pn 

(n-10). Figure 11 show& a preparaticn with spcntanecus slow wave activity 

at 4 cpn, which was increasad to g cpn. 'Iba findin:J that a oarplete slow 

wave devalqia aftar a brief depolarizin) pulse aiggests that tha alow WfNY 

I a r:agenaratiw ¡ilelanancn dependant en the 1lll!lllbr:ane pot:ential. 

rur:tber avidence came fr:m hyper:polarizin) cmrent Wich hypeJ:polarized tbe 

meni>rane cnly 3 -s 1lN when applied in betwael\ alow waves, bJt invariably 

causad t.er:mination of the alow wave when applied durin) the plateau phase of 

the slow wave (n-10) • 

'Iba excitability of tba lDBllb:anes was qr:eatly r:aduoed at 2oO c. : 

wareas a 9 cpn PJ].se train cool.d easily entr:ain tba slow waves at 37°, a 4 

cpn PJ].se train at 21° cnly evoked slow wavea at 2 cpn (figure 8). 
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Figure 11 . 
Brief alrZW1t inducad depolarizaticns avoka slow waves, a 9 cpn pilse train 
paced slcw wave activity. 
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DISaJSSION 

'lhe present study pravides evidenoe that the ion currents involved in 

the generation of the slow wave activity deperd on meni>rane a:n:iuctanoe 

cban:Jes, arxi not on an oscilla~ sodium p.mp activity. When the t1ssue is 

perfused with HEPES blffer in whic:h Na+ is replaced by Li+, slow wave 

activity :i:emains, at the same frequenc:y bJt with nduoed anplitude. 'lbe 

reduction in zmplitude however is the result of depolarizatim itñuced by 

Na+ free blffer sinoe repolarization back to the ocntrol membrana potential 

restares the slow wave anplitude. Tissues subnerged in Na+ fnie blffer for 

30 min will have an intraoel.lular sodium ocncentraticn of less than 1 l\'M 

(as measured in vascular SllKXJt:h llllSCle, Friedman 1974), ..mi.ch will reduce 

if not abolish sodiUlll punp activity (~ ard Ritdrl.e, 19681 Ksynes an:l 

swan, 1959). To exclude any poaaible p.mp activity, tissues ware studied up 

to 2 hr in o llM Na+ iñ the presence of eulbain. Althcugh slow waves ware 

abolished by this procedure this was seen to be due to lllell'brane 

depolarization, sinoe hypexpol.arization baclc to ocntrol levels restored slow 

wave activity. 

'1he slow wave activity was also aboliahed atter other procedures '"1lic:h 

block sodium punp activity ,i.e. o nH K'" or QJllbain (lo·5M). We have ahcwn 

that the ~ of the slow waves oocurs because of the associated 

depolarizatiai. When the JllE!llbrane potential is brcught baclc to its original 

level durin) sodium pmp blockade, slow wave activity ocntinues to develop. 

E>Cclusion of the sodium punp as the generator of t:he slow waves 

s~ the hypothesis that ionic penneability chan;Jes underly the 

develqnent of the slCM waves. For the small intestine this hypothesis was 

developed by El·Sharkawy al'Xi ~iel (1975c) ard Daniel and Sama (1978). 
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DISCVSSION 

'lbe present study pravides evidenc:e that the ion currents involved in 

the generation of the slCM wave activity depeni' on membrana oorxiuctanoe 

chan;Jes, an:l not on an oscillatin;r sodium punp activity. When the tissue is 

perfUsed with HEPES l:luffer in t.hlch Na+ is replaoed by IJ.+, slow wave 

activity ranains, at the same frequerq l:ut with :reduoed anplitu:Je. '1he 

J:8duction in anplitude however is the resul.t of depolarization irduoed by 

Na+ free blffer sima repolarization back to the control membrana pot:ential 

restonia the slow wave anplitude. Tissues 8Ul:lnerqed in Na+ free l:luffer for 

30 min will have an intracellular sodium ooooentration of less than l 1IM 

(u mauw:ed in vasc:ular 8llkJOt:l1 llllSCle, Friedman 1974), t.hlch will reduce 

if not abol.ish sodium PJ1111 activity (Ran;J ard Ritchie, 19681 Ksynes an:l 

swan, 1959). To excl.uda arr¡ p:1SSible p.mp activity, tissues were studied up 

to 2 hr in O 1IM Na+ in the preaenoe of cuabain. Altholv;Jh slow waves were 

aboliahed by this proceciuie this was seen to be ctue to meni:lrane 

depolarizaticn, since hypeipolarization back to ocntrol levels restomd slow 

wava activity. 

'1be alow wava activity was alao aboliahed atter other procedurea t.hlc:h 

block scxlim puq1 activity,i.e. o llfl x+- or ouabain (10-5M). We have ahCJwn 

that tbe disaparance of tha slow waves cca1r8 l:lecause of the associated 

depolarizaticn. Mian the 1lll!llbrana potential is lmlught back to its original 

lavel during scxlium PJl'lll blockade, slow wave activity ~inues to devel.cp. 

Elll::lusia\ of the sodium punp as the generator of the slow waves 

strengtbens the hypothesis that ionic pemeability charX]es urderly the 

devel.cpnent of the slow waves. For the smal.l intestine this hypothesis was 

devel.cped by El-sharkawy and Ianiel (1975c) and Daniel an:l Sama (1978), 
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For the colon, it is supported by our obsetvation that slow waves can be 

trigqered or terminated by electrical ¡xüses. A voltage dependent 

conductanoe chanqe can be evoked by a brief and small depolarizatioo. 

It has been shCMl'1 that the scxlium p.mp is imepement of the 1lllllli:>rane 

pctential. (Manoor, 1971). In sane preparations, the spootanecus slow waves 

seein to be trigqered by a lower anplitude depolarization (figure l) whidl 

may represent paoemaker activity distant fran the oell reooxded fran. We 

observed that it is possible to pace the slow wave activity by current 

pulses whidl has also been ol:lsel:ved in smooth llllSCle of the small int:estine 

csama and Daniel, 1974; Specht arxi Bortoff, 1972) am stanad1 (l':elly and 

I.aForce, 1972) • A role for the sodi\Dll pmp in the qeneraticn of paoanakar 

activity was also ocnsidered for the beta cella of the panct"eU (Atwater and 

Meisaner, 1975) and neurais (Airapetyan, 1969) bit icnic ocnSuctanca c:haD:J8S 

are shClwn to underly the activity in these tissues (Atwater, DMlon, R.ibalet 

and Rojas, 1979; Oook, 1984; Adams and Benson, 1985). 

Depolarization and abolistanent of slow wave activity by sodil.llll P.1111> 

blockade has also been ol:lsel:ved in the small intestina (Daniel, 1965; Liu et 

al. 1969) • 'Ibis led to the conclusicn that the slow waves were the result 

of a l'hytblllic electrogenic scdi\Dll pmp. Usirq the sucrcaa gap t:eálnique to 

voltaga clanp tha 1lllillbrane potential, OX1nar et al. (1974) did not. dxlerY8 

t9COV8tY of slow wave activity in the presema of CAlllbain after ainwtt 

inducad hyperpolarizatioo. Al.thcugh proceedings of a meetinJ (Taylor, Dl!lniel 

ani 'l'anita, 1975) showed contradict:ory fin:liD3s, the hypothesis that an 

oscillatin¡ soclium p.mp caused slow wave activity persisted (Prosser and 

Man;Jel, 1982). 

Intracellular iontophoresis of scxlium, blt not of potassi\Dll, enhanced 
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the slow wave 8Jli'litude in lORJitudinal llllSCle fibers of cat jejunum (Liu, 

Prosser and Job, 1969). Since the in::rease in intraoellular sodium will 

enhance the sodium punp activity, this WcU1 sean as evidenoe for the sodium 

p.mp bein;J the genera.ter of tha slow waves. Hcwever. increased int.raoellular 

SOdium can also affect llll!lllt>rane cxnluctance. Irv:::reased intraoellular sodium 

has been shcwn to inhibit a.rt:wam currents (Hille, 19841 Sin;Jer and walsh, 

1984) • '1his oould lead to :lncrease in slow wave uplitude. '!he ant>litm& of 

the slw wave is detemined by the level of tha ~ Jhl!lli)rane potential 

and tllat of the plateau potent:ial. '!he plateau potential is regul.ated, in 

part:, by an Q1tward potassium oonductAnoa (Szurszewaki, 19781 Barajas-lq:lez 

an:i Huiz~, 1988). 

'!he markad sensitivity of the slow wave fJ:'8C1J8l'ICY to terperature 

8Ul¡R88t8 that a mtabolic caiponent is involwd in the qenaraticn of the 

slw wava activity. Previous sb.dies in the small intestina cama to the 

sama ocnclusim tut used it u avidenoe for an involwment of the sodium 

puq> in the qenaraticn of tha slow wavea (Ccnnar et al. 1976). We have ahClwn 

that slw waves occ:ur indeperdent of the aoclium P.1111> and depend en 11ll!lllbrana 

ccnduct:aD:la c::han;Jes. 'lhis suggasta that the llll!llbrana ccmuctance dlan:Jes 

responsible for slO!ll wave generaticn ate matabolic:ally deperdent. 

Met.al:x>lic:ally deperdent ion d1annal8 hllve been ahClwn to exist in other 

tissuas. For instance, in the beta oall ot tha panct\IU, a potassium c:Mnns1 

tegulated by tha ATP"·¡N)pl- ratio hu been dlaracterized (Dunne and 

Petersal, 1988) • An ATP induoed block of an inwal'd rectifier potassium 

corxiuc:taooe has been shown to evoke depolarization in these cella (Peteracn 

and Firxllay, 1987). In addition, the ATP regulates, blocks, another K 

J channel in cardiac llllSCle cella (Nana, 1983). A possible role of this 
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dlannel in the generation of the paoemaker activity was discussed (Kakei 

arñ Nana, 1984). 

'lhe depolarization developinJ after treatment with cuabain, zero K 

or zero Na+ was, at least in part, mediateci by a decrease in membrana 

ccnductance, prcbably a K oorñuctance. Part of the depolarization may be due 

to block of an elect:n>qenic pmp. Recentl.y the presenc:e of an electrcgenic 

pmp has been suggested to be present in this tissue (l'llrke, Raed am 
samers, 1988) • '1he relativa ccntri.Wtion of the sodium pmp am the 

lllll!llilrane coniuctance chan;Je to the depolarization cannot be assessed. In 

arteriolar smooth llllSCl.e, ouabain also causes increase in membrana 

:resistance; in this tissue the sodium Plllp is thrught not to contriblte 

~iably to the :restin;J lllE!llbrane potential (Hirst arñ Van Helden, 1982) • 

It is intazestin¡ that mximal. activation of the sodium p.mp in the guinea 

pig taenia coli (by readmissim of KC1 after potassium depleticn) caused 

hyperpolarizatim accaipanied by a larqe decrease in inp¡t membrana 

rmistanca ('Ianita am Yammnoto, 1971) • '1bese data irxlicate that classical 

maneuvers to block tha aodium pmp can affect the membrana oomuctance am 
t.Nln they do, they can not be used to assess the contri.Wtion of the sodium 

pmp to the :restin;J llll!llbrane potential.. 

'1he current voltage relatimships revealed the presence of irMard 

rectific:ation belaw ~tely -90 ~. Inwanl rectificaticn was not 

dlaerved in tha abaence of extraoellular l(f- within the rarge of membrana 

potentials studied, i.e. up to -100 mv. 'lhis suggests the presence of an 

irMard rectifier K comuctance, sinoe a c:haracteristic of this corxtuctanoe 

is that it is decreased by reduction of extracellular ~ (Hagiwara, 1983). 

Another characteristic of the inward rectifier K ooniuctance is its voltage 
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depenienc:y: it is decreased by membrane depolarization (Haqiwara s, 1983). 

'lbe current voltage rel.ationship suggests a chanJe in JllElllin'ane :i:esistance 

fran a low to a high level aroom - 70 mv. 'lhis oould be explained by the 

tumin¡ off of the inward rectifier K channel. 'D1eref01'8, it is pissible 

that depoJ.arizaticn cbserved after ouabain, zexo K or zero Na+ t:reatment, is 

dile to soclium punp bloc:kade cm:i to the blcckade of this pot:assium 

ocmuct:arm. Ext:raoellular soclium is an eD:logencAls blocker of the inwatd 

rectifier potassium conductance (Hille, 1984). The transient 

hypcpol.arizaticn CllJservecl after perfusial of o JIH Na+, oould be exp1ained 

by activaticn of this potassium oon:hlctance by rUlcticn of extracellular 

soclium. 

In concl.usicn, slow waves are nct generated by oacillatiD,1 acxlium 

pmp activity. 'lhe aodium pmp has a seccn:lary rol• en the .icw Wllll8 

activity, maintainin;J physiological icn ocncentratiCl'IS ard the zast:inq 

lllllli>rane potential.. Slow waves are depement cn c:yclic 1llllllbran8 oorductanoe 

c::hani¡es, \otlidl are metabolically deperdent. 

~ 

'lhi9 worlc WU financially 8\IRX)rted by the MRC Of Qmllda. '1hl Intmt:iJ1a1 
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Aa9'IRACl' 

l. '1he iadc basis of tbe slow waves, . in particular the ionic oon1uctances 

involved in their initiaticn, in the circular llllSCle of the doq colen 

was investigated usin:J an ~ta type dlamber for voltaqe cxntrol. 

2. '1he scxlium C'hannel. blocker tetrodotoxin did not affect the slcw wave 

anplitude nor its rate of rise. 

3. After abolishment of the Na+ gradient by replacin:J NaCl with sucrose 

or N"1118thyl D-qluc:amine, larga slcw waves continuad to dsvelop although 

aane changas in slow wave dlaracteristics oocurred. 

4. Slow wava activity oontinued to develcp after blockade of calcil.llll 

influx by D600 (10~ • 0600 did not affect the membrana potential bit 

:raducad tha alcw wave anplituda and abolished tha plateau potential. 

Slow waves were abolishecl after anissicn of extraoellular calcil.llll, 

s. '1he CXl!binaticn of Na free soluticn and D600 depolarized the oells and 

aboliahed slcw wave activity. However, i:epolarizaticn caused slow 

waves to retum. 

6. Replaoement of 91' the düoricle by isothionate did not affect tha 

lllBltlrane potential nor the slcw wave anplitude. 

7. 01rrent iJViuced depolarizatim to ·-40 rrN abolishecl slcw wave activity. 

e. With similar depolarization by 30.9 ntl KCl, slcw waves of larqe 

anplitude oontinued to develop. 

9. In conclusim, scxlium aJñ chloride ions are not essential for 

initiaticn of slcw wave activity. Slow waves are deperdent en 

extraoellular calcium inlicatin:J involvement of a calcium (D600 

insensitive) or calcium depenient oon:iuctanoe. Blockade of a potassium 

109 



conductance likely cxintrib.rt:es to the initiation of the slow waves. 

10. Oolonic paoanaker activity can be the result of cyclic dlan}es in 

a K oon:!uctance am,tor a calcium or calcium depement ~. 

insensitiva to D600. 
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INTROilJCrION 

'1he JM!Chanism of pacemaker generation in colonic smooth muscle has 

rec:eived sana attention in the early seventies WeJ1 it was ol:lsetVed that 

the slow waves in the c:at colen wre sensitive to changes in extraoellular 

calcium and sodium (Wienbeck aJñ Christensen, 1971: caprilli am Onori, 

1971) • 'lhe sodium sensitivity in:licated, aooominc¡ to caprilli and Onori, 

a c1ependency on active extrusicn of sodium fra11 the cell. '!he hypothesis 

of a role for the sodium Pmt> in generatin:J electrical slow waves was also 

bein:J developed for the small intestina (Daniel, 1965: Liu, Prosser aJñ 

Job, 1969: Oonrx>r, Prosser aJñ Wems, 1974). Althwgh a reoent stuc1y 

maintained that the sodim Pmt> playa a cr:ucial role in slow wave generation 

(I8hms, Prosser mi Weems, 1987), this has also been questioned (El-Sharkawy 

mi Daniel, 1975b). we have PlXJVided ccnclusive evidence that the sodium 

Pmt> dces nct play a role in slow wave generation in circular J111SCle of the 

canina colen (previcus papar) • ~ possible iarl.c mechani.sne that Oalld 

generate the initial depolarizaticn respcnsible for the pacemaker activity 

in the colcnic circular llllSCl.e are: an inc:rease in inward currents and,lor a 

decrease in the ootward currents thrcu;¡h the oellular membrana. 

Based en the intraoellular ion ccncentratials reportad for gut snaith 

JIUSCle (ca&teels, 1971: El-SharkAwy mi Daniel 1975a), an:i the restin;J 

llllllli>rane potentiaI. existent in the cella tran the sutnuccsal surface of the 

colarle circular ll'USCle (aboot -70 rtN: Barajas-I.ópez aJñ lt.Uzin)a, 1988: 

El-Sharkawy, 1983: Smith, Sarxiers mi Reed, 1987), inward current Oalld be 

carried by c1-, Na+ ani ca2+ iais. Potassium oorductances ocul.d carry 

outward current. 

El-Sharkawy aJñ Daniel (1975b) concluded t:hat the slCM wave 
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depolarization in the small intestina is a result of an increase in i.mmd 

Na eurrent, secxn:1aiy to an increase in Na penneability. '1his h:ypothesis was 

basad m the fi.l'xiinls that a transient .incnase in Na influx occurred durin¡ 

the slow wave depolarizatim (Job, 1969), an:l that the slow waves were 

catpl.etaly blocked ""1en the extracellular Na+ was decreased below 20 nM 

(Liu, Prcsser anc1 Jcb, 1969; oonner, Prosser and weems, 1974; El-sbarkawy 

and Daniel 1975b). Hawever, Liu, Prosser and Job (1969) ocncludad that the 

disappearance of the slow waves, after decr:easin) the extracellular Na+, 

toak too lcn;r to be CXX'ISistent with slow waves beinJ dependent m a Na 

qradient. stmies m the slow waves of the cimllar nuscl.e of the cat colm 

shCJwad that Na free solutim did nat affect the slow wave anplit:ude, 

altllt:u;h the rate of risa decreased (Wienbeck mi Christensen, 1971). 

Neverthel.ess, the oonclusim was that cat colonic slow waves are scxlium 

depemant. 

ocntrovarsial reporta exist abaut the etfect or ca2+ anissim fran the 

perfUaion 1118dium. o nM ca2+ abolished slow wava activity in the ral:lbit smal.l 

intMtina (El-shañalwy and Daniel, 1975), and in the cat colm (Wienbeck 

and Christensen, 1971; caprilli and onori, 1972). However, no effect on the 

alow wava mrplituda was cbsetwd in the cat small intestina (Liu, Proeser 

and Job, 1969) • 

Ollorida icns llave been illpl.icated in the generation of the inter-slow 

wava depolarization, since the frequenc:y of the slow waves was dec:reased by 

replacinl¡ Cl - by less permeable, and increased bf more permeable anicns 

(El-sharkawy arxi DElniel, 1975b). In addition, c:hloride ions were thcught 

to be involved in the plateau depolarization. 

In the above described studies, no role was seen for K oomuctanoes in 
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the generation of the slow waves. HoweVer, reoently the inportance of the K 

corductanoe to the slow wave activity was shown usinJ specific K oonductance 

bloc:kers suc:h as 'l'FA. TFA increased the slow wave duration in the circular 

nuscle of the antnlm (Szursewski, 1978) an:l the colan (Barajas-I.ópez arñ 

HuizinJa, 1988) • 

In SUlllllll%Y, data on the medwrl.sms underlyinJ the pacemaker activity in 

the colen are scarce an:l ocntradict:o:i:y. '1he data en the small intestina axe 

also inocnsistent. 'Ibis is due, at least in part, to the absence of 

infomitial about chan;Jes in restin:J llll!!lli>rana potential in sane of these 

studies, and to the lack of infomaticn about the effec:ts of me.ni:>rane 

potential d1anJes t.hlch oocur durin; sana icn substitutions, on the slow 

wave activity. 

In the present study w investigated the role of different iaúc 

oonductances in the generation of the slow waves in the canina colon. '1he 

study was carried cut usin; intracellular recordin;J onl.y, arñ the Abe 

Tanita typa c:hmd)er that allcwed us to study tha effec:ts of me.ni:>rane 

potential dlanJes. OCl1trary to am:ent ideas, as suamrized by szurszewsld. 

( 1987) , wa fcund that neither Na+ nor Cl. - are necessa:i:y for the generaticn 

of the slow waves. '1he resulte sugqest that tha paoemaker activity is 

generated by: (i) cyclic oscillations in the K'" cxniuctanoe, anj/or (ii) 

cyclic oscillations in a ca ccnductanca (0600 insensitive) anj/or a ca 

depement cxmuctance. 

Sane of these data have appeared in abstract fom (HUizin;ia, 

Barajas-I.ópez, Den Hertog arñ aicw, 1988; earajas-I.ópez an:l Huizin;ia, 

1988a). 
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Ci.J:cula.r JlllSCle frClll the proximal colon was excised fran doga, either 

mal.e or fanal.e. 'lbe tissue preparation an:l the methcd of recordin;J 

electrical activities, the CIC:lllP'Siticn of solutiCl'IS an:l the met:hcd of data 

analyaia were as descri.bed in the previCAJS paper. It has been reported tbat 

in gut mm:>oth llllSCl.e the ocnoentration of intraoellular Na+ is 19 nM 

(cuteels, 1971) • To abolished this gradient wa dec:reased the Na+ in the 

JCrltl8 llOl.uticln by eithar sucrcae or N-methyl-D-qlucamine. Soomle JCreba was 

prapared by replacin¡J the NaCl (120.3 nM) for 240.6 nM of suc:rose, leadin;J 

to a final CCllantratiCl'l of Na+ of 21.2 llK. N-methyl-D-qlucamine JCreba was 

¡npZ9d by zwplacin¡J the total NaCl and 10 nM, cut of 20 llK, NaHCX>J by 

130.3 1111 of N...thyl-D-qlucamine, leadinJ to a final cmcentraticn of Na+ of 

cnl.y u.2 1111. '1he ¡il of this aoluticn wu adjusted to 7.35 with Jl:l, 

ca2+-tne icra wu prepared by anittin;i tha cacl.2 fmll the IQ:etJe soluticn 

and l 111 of mrA wu added. 0600 was ack!ad to the JCreba soluticn to reach a 

final cc:r.calttaticn of 10-6M. 'lbe isothecnate IQ:etJe was preparad by 

npJ.acirWJ the total NaCl by Isot:hecnate-Na. 'lbe Na+-free HEPES aoluticn was 

¡npZ9d by nplacinq the NaCl with LiCl. High K" Rrml was preparad by 

npJ.acirWJ NaCl for JCCl., 

: _,. 
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RFSUIJrS 

'lhe spontaneoos activity of the oells at the sul:m.1oosal border of the 

circular JILISCl.e layer of the dcg ex>lcn was similar to that described 

previously (previous papar) • 

Role of sodi\Dft in slCM wave generation. 

We investigated the role of Na+ iCX'IS in the generation of the slCM 

waves by usirg a specific sodi\Dll dlannel blocker (tet:rodctoxin, 'l'l'X) and by 

studyirg the effects of the abolishment of the Na+ qradient across the 

membrana. 

Tl'X effects were analyzecl in ocntin.laJs recordin:Js frm the sama oells 

and were measured after 10-15 min. Tl'X clid not influence the restirg 

membrana potential (frm -72.6±4.0 to -72.4±4.1 11N: n-6), the upstt'oke 

anplitude (fran 42±2.4 to 42.2±2. 7 JllV), the average rate of rise (fran 

87.0±15. 7 to 89.0±12.9 JJN/a), the plateau 8lll>litude (fran 36.2±2.2 to 

36.6±2.7 JllV), and the plateau potential (fran -36.4±1.9 to -35.8±1.8 JllV). 

'1h8 slow wave duraticn in:naaecl fral 4.2±0.6 to 5.3±0.9 s, and the 

frequanc:y decreaaed fran 5.o±0.3 to 4.5±0.2 q:n (P<O.OS). A blockaqe of 

possible Na+ c::hannels by Tl'X t«W.d nat increaaa the plateau duraticn 

therefore, tllese Tl'X effects are likely mecliated by blockaga of tcnic 

inhibitory neura1 activity present in the ex>lcn (Clristensen, 1987) • 

Figures 1 and 2 sh:M representativa recoxdin;Js of alow wave activity 

after abolishment of the Na+ qradient dua to the replacement of NaCl by 

aucrcse or N-Het:hyl-D-Glucamine, respectively. After 10 min in sucroae 

Krebs (21.2 ll'M of Na+) the follCMirg electrical parameters were 

aignificantly decreased: a) the membrana potential frm -66.8±1.6 to 

-62.4 mv (P<o.oos: n=5): b) the upstroke anplitude fran 30.2±1.8 to 22.2±2.s 
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mv (P<0.05); e) the rate of rise fran 78±9.2 nf.l/s to 41±12.3 (P<0.05); ard 

d) the slow wave duraticn f:mn 4.5±0.7 to 2.1±0,2 s (P<0,05). '1he slow wave 

frequency :increased fran 4.3±0.2 to 5. 7±0.3 cpn (P<0.05). After 10 min in 

N-Methyl-D-Glucamine K:rebs (11,2 nM Na+) similar c:hanges ware observed in 

the slc:N wava activity, A decrease was observed in the slc:N wave duraticn 

(5.5±0.8 to 3.3±0.2 P<o.011 n-6), the upstroke pot:ential. (fran 35.3±2.9 to 

28.o±3 JIN1 P<O.Ol), and tha average rata Of risa (frall 106±17.6 to 4o±l3.5 

nf.l/&1 P<O.Ol), '1ha slc:N wave frequency was increased f:mn 4,2±0.1 to 5.2 

cpn (P<0,005). No significativa c::tlm;1as ware observed in the lllBlli>rane 

potential (f:mn -71.5±2.4 to -7o±l.9111V). In both soluticns with lc:N Na+, a 

plateau phase of the slc:N wave oculd usual.ly nct be distin;Juished (9 out of 

11 preparations) , 'Iba fact that larqe slc:N waves ware obeerved in lc:N Na+ 

l<rebs, a con:liticn that aboli.shes Na c:mrent:s, iniicates that an oecillatin;J 

Na conductm:le is nct involved in initiatin;J the slcw wave activity. 

Rpl.e of calcium in s1gw wave ganeratitn. 

'1ha role. of ca2+ in tha genaraticn of slc:N wave activity was 

invastigated by atudyinJ tha effecta of tha calci\Dll influx blocker 0600, 

aJd by anissicn of extraoel.lular ca2+, 

0600 (lo'"6M; n-8) did nct affect the restin;J lllE!IÑ>rane potential 

(fran -71.2±1.6 to -71.o±l.2 lllV), l:lut rec1uced the anplitude of the alc:N wave 

upaaoke (fran 40,8±2,0 to 32.4±2.9 JIN; P<0.005), the mean rate of rise 

(fran 115±15.9 to 6o±l5.9 rN/s; P<0.001), the plateau anplitude (fran 

35.1±1,6 to 29.6±2.5 nf.l; P<0.05), ard tha duratim of the slow wave (fran 

6.o±0.9 to 2.6±0.4 s; P<0.005), 0600 increased significantly the slc:N wave 

frequency (fran 4.6±0.3 to 5.1±0.3 cpn; P<0.05), ard the plateau potential 

(fran -35.9±1.3 to -41.6±1.5 mv P<0.05). 
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Figure 1 
Effec:t of abolishment Of the 
Na+ gradient (1) • 

'1his an:i all other figures 
shcw intraoellular recot'din] 
cW.y. '1ha dashed line repl'9-
sents the -40 mv nenbrane 
potential level. 

To abolish the Na+ 
gradient, all NaCl. was :replaoed 
by suerosa (see methods), 
startinJ at tl'le beqi.nrrln;J of 
the tracin;J. After 15 min, slow 
wave activity ccntimed to 
develq>. '1ha plateau potential. 
was abolished under these 
circumstanoes. 

Figure 2 
Effec:t of abolishment of the 
Na+ gradient (2) • 

NaCl. and part of the 
NaHCXl:l ( 10 c:Alt: of 20 nM) was 
r e p 1 a e e d b y 
N-Mathyl-D-Gluaunina, at the 
beqinning of the tracin;J, 
leavin;J 11.2 1111 Na+. Atter 15 
min "1len the Na+ gradient was 
aboliahed (Frie:!man, 1974); 
slow wave activity ocntinued to 
be present. 
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To analyze the possibility that a 0600 insensitive ca ooniuctanoe oo.üd 

be involved in slaw wave qeneration we perfUsed the tissue with ca.2+ free 

Kre!Js (with 1 llff mrA). '1he menbrane depolarized frm -73.o±3,0 t.O 

-so.o±3.5 mV (11"'6) after 10 min, with a tima ctMtant of 6,o±o.2 min. 

'1he upstroke anplitude decreased with a signifkantl.y lawar tima ccnstant of 

2.o±o.s min (P<o.0011 figures 3,4), after 6 min the slaw waves were always 

abolished. Repolarizatia'l back to the oriqinal ..mane pot:entia1 did not 

restare alow wave activity (n-31 figw:a 3). '1hese data 8U9!J8S1:s that a 

calci\1111 oorductanoe (insensitiva to 0600) am;or a ca2+ depemant 

ocmuct:anoe cculd be involved in the qenaraticn of the alow wava activity. 

· 1 V/cm1--------------

' 
1 mln 

Fiqunt 3 
'Iba slow wave activity ~ in the abaence of extraoellular 

ca.2+, t1J:per and lower tracirr;Js show the intracellular electrlcal. activity 
(mV) and the field strergth (V/an) in the stinulaticn ~. 
z:aspectively. Arrowa irdicate superfusia'l with ca2+-trae Knba solutiCl'I 
(plus l llM mrA) • A depolarizaticn of the ...mane and a dacmue in the 
slow wave anplitude were observed inmadiately att:er startinq the pertusicn. 
'1he slow wave activity disa~ OC11Pletely aft:er 5 min. '1he associated 
depolarizatioo is prcbably not the cause of the abolishment of the slaw 
waves because repolarization did not brin¡ back this activity. 
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Figum 4 
'l'ellp>ral. oorrelatiat betwen the depolarizatiat and the dacrease ot the 
slaw wave aq>lituda aft:er superfusiat with ca2+-tree (closed cllcl.es) and 
30.9 llM l<Cl. Rrebs solutiat (open circles). 

119 



l 
_] 

] 

J 
J 

SOdium anission after 0600 treatment. 

Five strips perfused with 0600 (10-EM) for 15 to 20 min, were then 

perfused with O JIM Na HEPES solution durin;J the oontirmed presence of 0600. 

'lbe effects of Na+ anission in the presenc:e of 0600 were quantitatively 

different fran those cbtained in the al:lsen:le of 0600 (figure 5) • Qnissim of 

Na+ after calcium influx blockade caused a small mi transient 

hypetpolarizaticn of 4±1.4 trN, 2 to 4 min after the start of the perfusicn. 

After this, a marked depolarization was ol:lserved fta11 a 1lll!Din'ane potenti.al 

of -64.7±2.3 to -43.e±o.e mV after 30 min, with a time ccnstant of 11.7±2.6 

min, significantly smaller than that in the ailsenoe of 0600 (P<0.05). 

O::rxlanitantly, a decrease in the slow wave anplitude fran 31.4±2.4 to 

1.2±0, 7 mV was olxletved; slow waws disappeared in 3 out of 5 pniparaticns. 

'lbe decrease in arrplitude occ:mrecl with a time oonstant of 10.o±2.9 min, 

significantl.y smaller (P<0.05) than in the ailsenoe of 0600 (figure 5). 

01rrent imucecl repolarization of the membrana potential (up to -67, 0:1:1, 7 

trN) brcught ba~ larqe anplitude slCM waves of 29,5±2.B JlN, with a fraquancy 

of 4.1±0.l c:pn ard a duraticn of 2.9±0.3 s (figure 61 n-4). SUch a ret:Dlm:'/ 

of the slCM wave activity was cllsetved even after 1 to 2 hcurB in Na+-tz. 

HEPES, '41an tba :lntraoellular Na+ will be expected to be lllin1mal. (Friedman, 

1974). 'lbe effects of the anissim of Na+ m lllellbrane potential. mi alCM 

wave ant>litude were reverted by retumin;J to normal HEPJ:S solutim (figw:a 

6; n-4). 'Ihese obse?vations suggest that neither sodium nor 0600 sensitiva 

calcium channels are essential for slCM wave initiaticn. 'lhe JMrlcad 

depolarization caused by 0600 in low Na SU1J8Sts the presenoe of a 

ca-deperñent K*" oomuctanoe Wich may be involved in slCM wave generaticn. 
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Figure 5 
Slow waw activity waa aboliahed by the absence of extraoellular Na J:ut cmy 
wan the tissues wre previcusly treated with 0600, t]Rler 2 and lower 
2 panal.a are oontimous %8COl'd1nga of cella fran two different preparatians, 
in the preaenoa of HEPES soluticn withcut (upr) mi with (lower) 0600 
(10;, • Pertusicn with Na-free HEPES was start:ed at the beqinninlJ of the 
tracin;Js. Both cella "'9X'e slightly hyperpolarized by the drq> in the 
ext:raoellular Na, atter 2-s min. IAter a decrease in bot:h me:ri>rane 
potential anti slow wave anplitude wre obaezved, 'l11e al:lsence of Na by 
itself did not aboliah the slow wave activity ~. in the presence of 
0600 the depolarizatiai was higher, faster and the slow wave activity 
dj sa¡:pared. 

Gra¡il: 
'l'allXnJ. oomtlatim between the lllEmi>rane potential (upr part) and 

the slow wave anplitude (lower part) by Na-free solutim in the Pn!SeJ1CB 
(open circles) and in the abaenoe of 0600 (q:>en circles). 'lhe X-axis 
indicates the time (in min) after anission of scxlium. 'lbe data fran 
experimenta withaut 0600 are taken fran the previous paper (Barajas-Iópez, 
<lxlw, Den Hertoc¡ and Huizinga, 1988) arñ repeated here for cx:nparative 
puipOSeS. 
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Figure 6 
'Dw abolillhmmt ot the 111.ow wava activity by Na-tr. HEPES (in tha pmwioe 
of D600) wa ..u.atAd by the ..mane dapolarization. Uppar and lOWlll' 
tncin;m 1.-.piwmt the lllllbram pot:entia1 and tha fiel.d St:rmrJth (V/aa) in 
the stlmlation CClllpll'tmmt, napectivaly. U¡:pr parwl.: cc:ntrol recardini¡ in 
the ~ of D&()(), '11w pr1pm1tion WU1 perfUMcl with Na-tr. HEPES and 
t:wo haum 1ater (lOWllt' panal) tha tiasue was byperpo1arized leadin:J to 
l'9CCJll81'Y of the 111.ow wava activity. 'lba arrow inlic:ates t:he tima 1id18n tha 
supertusicn with nozm1 HEPES (plus 0600) started, ttbic:h led to tha recavm:y 
of tha Jlll!ld)rana patential. and slow wave activity. 

122 



Role of chloride in the sla,.1 wave generation. 

'1lle involvement of c1- in the generation of the slow waves was 

investigated by replacirq 90.7% of the ci- :by isotheonate (n-5). No 

siqnificant chan¡es ocx:urred in lllE!llt>rane potential. (fran -74.6±1.2 to 

-74, 7±1.2 mV), plateau anplitude (fran 37±0.4 to 36.4±2,0 mV), plateau 

potential (fran -37,6±1.9 to -38,2±1.9 mV), ani the average rate of rise 

(fran 124.4±18.9 to 175.2±58.6 rrN/s; figure 7). Hawever, the perfUsion with 

low ci- soluticn dacnased the slow wave duraticn significantly fram 4.6±0.4 

to 1.6±0.l s (P<0.005), an:l the slow wave frequency fran 5,2±0,3 to 3.2±0.4 

cpn (P<0.05). '1be upstroke anplitlXie was in:t9asal fran 41.6±1. 7 to 46.6±2.2 

rrN (P<0.05). 'lbese resulta suggest that a cr corductanoe neither 

ccntr.ibutes to tha restm;J llll!ld3rana potential. nor is necessary for tha 

generaticn of slaor wave activity. 

1 mln 

Figure 7 
Effects of the 90. 7' Cl 
subatitution by isothecnate en 

- the slCM wave activity. '1be 
upper tracirq representa the 
oontrol electrical activity in 
normal Krebs soluticn. '1be 
lower tracirq o:anes fran the 
sama cell 10 min after the 
substitution of Cl. 
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Role of the Jne!!!brane potential in the generation of the sla1 wave activitv. 

'1he depolarization that initiates the slcw wave activity cculd be 

evoksd by an increase in irMard oirrent am,tor by a block of cAJtward 

c:urrent. Si.milarly, blockade of slow waves can oocur by inactivatim of 

posaible inward currents (for instance a ca2+ currant) am,lor by the 

persistent blockAqe of posaible cutwaJ:d wrrenta (fer exanpl.e tba iJMU:d 

rectifier K oonmctanoe) • we have seen that slow wava activity was blocked 

by depolarizin;J tha circular nuscle to abcut -40 1ltl by pertusinJ tba tisaue 

with aJabain or K'" free J:(rebs (previcus papar), or Na+ frM HEPfS plus 0600. 

It seemad li.kal.y that the stmy of tba mechanillm by mi.ch tba depolarizaticn 

aboliaMcl tba slow waves oculd raveal infomatian abcut tbair CJll18Z'lltiat. 

a> Efftct of current-in;!n•wt Mylarizatim a> slw MM act;iyity 

To confim that depolarizaticn par ae al:loliabm tba lllcw wava activity 

W &!polarizad the tissue by lcn)-lastin;J am.'91\t pll.llee, 'Die lll.CM WW 

anplitude clecreased with depolarizatia'I (figure ea). Whan tba calla ware 

depolarized up to the plateau potential. (-38.3±2.8 'llN1 n-7), slCM wavea 

disa¡:peared or wre of ver¡ la1 !llll>litma (mean: 3±1 'llN) • Hypexpol.arizirJ1 

p.llses rasul.ted in an i.ncrease in tba anplitucla of tba slCM wavea. '1he 

relatialship between the electrotonic patential.11 mi tba curnnt inject:ed 

ravealed tba presenoe of cAJtward mi inward rectiric:aticn (figure Bb) • 

b> FPt!Mi\1111 imnñ depolarization mi slcw waye activity. 

To fUrther explore the mechanism by lrthldl the depolarizatia> abolished 

the slow waves, the oells were depolarized (up to - -40 'llN) by in::%easirJ1 

tba KC1 up to 30.9 l1'M in tha J:(rebs solutim. 'lhis maneuver will inactivate 

irMard currents to a similar extent than equivalent depolarizatim by 

c:urrent or sodil.Dn p.mq> blockade (previous paper) , but it will .keep the 
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membrane potential close to the K equilibrium potential. 'lherefore, 

p0ssible K oonductan::es, for instance the i.nwam rectifier K corxluctance, 

will not be blocked persistently (Haqiwara 1983; Hille 1984). 

'1he cella were depolarized by KCl (30.9 1Ttl) frall -69.3±1.9 to -42. 7±0. 7 

'lfN (P<o.0011 n-6) with a tima canstant of 3.3±0.4 min (figures 4 and 9). 

Atter 10 min in high J<+", slow waves with an upstrok.e anplituda of 16.o±2.8 

'lfN, (fran 37.8±1.7 'lfN; P<0.001), were cl::lsetved, 'lhis in ocntrast to the 

dapolarizaticn by CAlllbain, K-free parfllsiat (previcus papar) , Na-trae HEPES 

plus 0600, or current-injecticn, W8n no slow wave activity was obsel:ved. In 

presei1C8 of 30,9 llft KCl, the frequency of the slow wave was increased fran 

4.5±0.l to 6.5±0.7 cpn (P<0.05). '1he plateau anplituda, the plateau 

potential, ard t:he rate of risa were significantl.y decreased fran 30. 7±1.8 

to 13.7±2.0 'lfN (P<0.001), fran -38.8±1.l to -28.7±1.7 'lfN (P<O.Ol), and fr:an 

96. 7±15.4 to 24.2±8.8 mV/s (P<0,005), nspectively. 

'1he 1arqe slcw waves (16 mV) super~ en a membrana pot:ential of 

-43 'lfN in the presenca Of 30,9 llft J<Cl. 1 suggests that the permanent 

inactivaticn of an aitward conductance rather than a voltaqe inactivaticn 

of an inward conduct.arM::e, is respcniible for the slcw wave inhibitiai by the 

depolarizaticn iniuoed by current or sodium puap blockade. 
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Figure 8a 
Effect of cummt induced dep:>larizatiai oo slow wave activity, 
Dep>larizatiCX'l, imuced by laig-lastinJ c:urrent pulses, caused reductiai of 
the slow wave anplitude an:I rate of rise. 
Figure Sb 
'lbe oaistruction of an I/V re1ationship usin;J these data an:I thcse of 
hypetpolarizin;J pulses ocnfirmed the preseme of .i.rMard rectificatiai and 
outward rectification (see also previOJS paper). 
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Figure 9 
A decrease in the JllE!l!i:>rane potential by 30. 9 nft K'" to a level similar to 
that cbt:ained by injectioo of cummt (figure 8) did not abolish sla..1 wave 
activity. 'Ibis is cmsistent with a role of the inward rec:tifier pot:assium 
ooniuct:anoe in slow wave generatiat, since this ocn:luctm:le will be 
persistently blocked by o.irrent iniuced depolarizatiat but not by 30 ntl K'" 
tr.hlch keeps the K equilibrium potential close to the restinJ Jlll!ll'brane 
potential ( see also cliscussion) • 
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DisaJSSION 

'lhe results of the present paper ~ the hypothesis that slcw waves 

in the ch:cular llllSCle of the canina colon are generated by iarl.c 

ocn:iuc:tance chmJeS. 

Slow wave generation is deperdent on extraosllular calcium since slow 

waves are abolisbed within 6 minutes in ca2+ fJ:ee soluticn. 'l!1e 

dilsappaarance of the slCM waves oocurred before the depolarization develcpd 

in ea2+ free soluticn. :E\u:t:hexnme, slow waves do not llR*lE' att:er cun:ent 

indUced hypetpolarizaticn. In addi.ticn, perfusicn with ea2+ fxaa aolution 

depolarizad the Jlleld)rane to between -so m:t -65 rtN. Similar depolarizaticn 

by cumint injection (this study ) or Na+ free HEPES (pravicus paper) did 

mt aboU.ah the slCM waves. 'lhese data indic:ate that the diaappaaranoe of 

tha alaw waves was nct the result of mad:rane depolarizaticn. '!be 

abolishmant of the slow wave in the absence of ext:racellular calcium can be 

axplainacl by a) a participation of a 0600-insensitive calcium ccnduct:anoa, 

and,lor a calcium deperxient ccnductanoe in the slow wave genexaticn1 b) an 

esaential role of calcium in matabolic procasses involvad in slClllf wave 

ganaraticn (Paul, 1987) • 

'1ha caanaration of tha alO'I( wavaa do8ll nat depard an an incnue in 

sodium peaneability. No evi.tleooe for a 'l'I'X sensitiva Na ocrduct.anoe Wl8 

cilt:ainad. P\lrthet'mo%e, laxge slaw waves occurred atter abolisbmant of the 

sodi\1111 gradient. IJ:N sodium solutions did affect the shape an:i the 

frequency of the slcw waves, in a manner similar to that of D600. Far 

instanoa the upstroke potential decreased - 20\, ani the plateau potential 

was inhibited. 'lhis indicates that low sodium solutions inhibit the 

060<>-sensitive calcilU'll ccmuctance, ~ch CDll.d result by a direct effect, 
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or by enhancID;J the outward corouctances durirxJ the lCJlolerinq of the Na+ 

corx:entration. 

'!be sodi.1.1111 depemency of the slaw wave generatioo 111ay be different in 

the small intestina (El-Sharkawy arñ Daniel, l975b). I.Oli sodiUlll solutions 

(l3t of notlllal) al:lolished slcw wave activity wit:hcUt depolarization of the 

membrana. 'lbis was interpreted as evi.denoe for a depemency of slow wave 

generatiai on a scxlium ooniuctance. However, the replaciement of sodiUlll by 

lithium or. sucr:ose is likely affecti.rq calcium conductanoe in this tissue as 

wall, since spikinJ activity mi ocntractiat are al:lolisbed even before any 

c:han;Je in slcw wave activity was notad. '1his irdicates that there ate 

s.iJllilar imirect effects of the subetances usad to replaoe the Na+ cm the 

small .intestina ard the coloo. 'lherefoxe, an alternativa expl.anation for 

the aboli.shmant of the slcw wave activity in intestinal preparaticns 

might be a higher sensitivity to the irdirect: effec:ts of Li ancl sucrose. 

It has been su;iqest:ed that an in::rease in the ci- cxllductance is 

involvad in the depolarization ¡ilase during davel.cpnent of tha slow wave in 

the SlllíÜl int.estine. 'lhis hypothesis was based en the cl:lsemltion that 

the slaw wave frequency decreased by replaci.rq düoride iais by less 

pemaable, ard increased by lllOl:9 petmeable anicns (El-stlarbwy ard Daniel, 

l975b). In the colen, a decrease in the slaw wave trequancy was also 

c:blerved ltilen moat of the cr was replaoed by the 1.. paimable ion 

isot:hecnate. If düoride "'10Uld be c:anying inward cunent for the slcw wave 

depolarization, ard if inhibition of this c:unent would be the cause of the 

decrease in slcw wave frequenc:y, one """11.d expec:t that the slcw wave 

upstroke aro rate of rise decreased as well. In oontrast, the slcw wave 

amplitude ard the average rate of rise were iooreased Wel1 ci- was replaoed 
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by isotheonate. 'lhese last d:lservations suggest that the decreaSe in the 

slcw wave frequency is not due to the lCM ci-. 'Ibis hypotheSis is support:ed 

by the fact that when we replaoed NaCl by SUCl:tlSEI (cruy 13.3 nM of dlloride 

present:) , t:he slcw wave fniquenc:y increased. '1hese resulta suggast that 

the generati.Cll of slaw wave activity is not ~ en a Cl- c:xn!uctanCe. 

In S1JR10rt: of this, it was reported that in the smooth JlllSCle of the vas 

daferens t:he transment>rane nv:wement of ci- is mainly if not solely thmJgh 

carriers (Aickin am Bl:'ac:UnJ, 1983). 

Both lcw Cl - solutiC11S used in the pnisent study decreased the duraticn 

of t:he plateau Pl8S9 of the slaw waves: the plateau oc:W.d be~ 

only by the presera of an inflexicn point durín¡ the rapolarizaticm phase 

in isatheonate Krebs. Hcwever, t:he plateau anplitma and the Jlll!lli:Jrane 

potential during the plateau (plateau potential) were not modified, 

'lbexefore, it is ver¡ unl.ikely that a ci- cxn:luctance is detendnin:¡ the 

depolarizati.Cll level. durin;J the plateau in the cll:cular llllSCJ.e of the dog 

colen. A diwct effect of the isothecnate ai the machanisms that regul.ate 

slaw wave activity is an altemative explanaticn. Isotheonate can dlelate 

ca2+ (Olristoffersen ard skil:lsted, 1975), pl&Sibly intracellu1arly, and this 

oould be responsil:>le for the clec:rease in slcw wava duraticn and trequency, 

and wcul.d explain the abolishment of ocntractile activity in iaothecnate 

I<rebs (Barajas-I.ópez am Rlizin;Ja, ur;iublished obl!lezvaticn) • 'Die effect of 

iaothacinate I<rebs (this study) and the effect of lawering c:alcium (< o.5 JIM7 

Barajas-I.ópez, Daniel and Huiz~, 198Bc) are similar both.in the doq colen 

and the small intestina (El-Sharkawy and D!niel, 1975b) • 

Pl:aVious studies suggested the involvement of a calcium depeudent l< 

cxn:luctance (l{ca) in the regulation of the plateau potential. Fran t:he 



present study sone evidence emerges for a role of this oon:luctanoe in the 

generation of the slow wave. When tissue was perfUsed with Na free HEPES, 

the membrana depolarized to - -so mv aro slow waves of :reduced anplitude 

continuad to develop. When 0600 was added, the tissues depolarized within 

minutes to - -43 mV mi slow waves disarpared. 'lbia disa¡parance was 

mediated by depolarization since repolarization causad retum of slow wave 

activity. '1he depolarization iniuoed by blockade of calcium infl\DC is 

likel.y due to inhibition of a Kca con:luct:ance. It is l:ikel.y that in J'IOI1llal. 

Krebs, other K oorv1uc:taras maintain the restilY;J membrana potential since 

0600 does nJt affect the membrane potential un:ler these ocntrol cxnliticns. 

Hawever, in Na free HEPES, two factors increase the Kca ocmuct:ance: the 

depolarizatiat (Hagiwara, 1983; Hille, 1984) mi the reductiat in 

intraoal.lular Na+ (Hille, 1984; Marty, 1983; sin;Jer mi wal.sh, 1984). 

Slow waves can be seen as switc:hirxJ between two med>rane pot:ential. 

levels, the restin:J tneJ!brane potential (· -70 mV) mi the plat:eau pot:ential. 

( • -40 mV) • '1he I/V cw:ves BU;Rest that between tbese two potentials there 

is an area of high Jnellli:>rane resistanoe. '1his high menbrane resist:anoe can 

be axplained by the characteristics of the irMard ractifier potassium 

cxnb::tanoa llhich closes after a snall depolarizaticn. Similar I/V curves 

hava been d:lservecl in other oells (Sakmimn iWi TrUbe, 1984; Gallin mi 

Liven;JOOd, 1981; Limau mi Fernmlez, 1986; Barajas-I.6pez an:l lllizirga, 

l988d) • '1he closirg of the i.mrcmi rectifier K ocndllctanoe will be expect:ed 

to ooc:ur duril'JJ the slow wave depolarizatiai. 'lbe slow wave qeneraticn cculd 

be initiated by a blockade of the inward :rectifier conductanoe. 'Ibis 

hypothesis is Sl.JRX>rted by: a) the clear deperdency of the slow wave 

activity on the membrar.e potential, the slow waves disawear WeJ\ the 
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membrane is depolarized to - -40 mV; b) the depolarization (up to • -40 mV) 

imuced by o nM K, o nM Na in the presence of 0600, or alabain, was 

associated with a decrease in the inward rectifier potassium ccnductance 

(previcus papar) ; e) After depolarization to - -40 'di, withcut blockade of 

the irr.taJ:d rectifier K ocniuctance (by high potassium) slow waves of 1uge 

anplitude were still present. 

'l'O test the hypothesis that alow waves are a ccnaequence ot a changa in 

llllld:nna ccnductanca, the iq:ut llBlbrana resistanca at r.t1n;J madmlna 

patential an1 alow wave plateau hava been ocqmed, usin:¡ llhort currctt 

p.il.aes. A prcblem with this ~roac:h is that shcrt depolarizin:¡ currctt 

p.il.aes evoke prematura slow waves at the restin:J llllll'lbrane potential. laval. 

mi hypetpolarizin;J p.il.aes tetminate alow waves t.i1en ~lied at the plateau 

18118l.. OCllprin¡ hypetpolarizin;J p.il.aes at the reatinJ 1llllli:>rana potential 

mi dapolarizin:¡ p.il.aes at the plateau level, Szw:szewaJd. cl:laerved an 

increase in membrana ccniuct:anoe at the plateau 18118l. (Szurszewald., 1978) • 

We dJtained a similar fi.n:liJVJ (previcus papar, figure 9). Jblaller, th1s 

increaae in membrana coRiuctanca is li.kel.y caused by activaticn ot the 

cutwam rectifier conductanoa. It aeems li.kel.y that this approac:h does not 

raveal irp1t reaistanoe cMn3e& causad by the c:xn!uc:t:ame(a) involved in 

initiatin¡ the slow wave activity. 

In ccnclusim, slow waves are qenerated by cycl.ic 1lll!llbrana oonductanoe 

c::harqaa. 'lbe paoanaker activity cculd be the resul.t of: i) cycl.ic 

oacillations in a K conductanoe ii) cyclic oscillationa in a 

0600-insensitive ca2+ corñuctance, and,lor iii) a ca-depement conductanoa. 

'lbe oorñuctanoe c:harges will be metabolicaly dependent. 'lhis Blll1J8S1:8, that 

paoemaker mechanisms in gut SIOOOth llllSCle have camtOn characteristics with 
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the paoemaker activity in cantiac cells aro beta cells of the pmx:reas, 

which are also closely related to the met:abolism, the potassium ocn:luctaooe, 

aro ca.a+ ions. 

A~ 

We wml.d lika to aclaXJWledga the assistance of Fdwin Ch:lw. '1hia work has 

been fiMnoially su¡:p>rted by the MRC of canada. Jan o. arlzinqa is a MRC 

sc::holar1 caries Barajas-I.q>ez is a MRC fellc:M. 
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