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RESUMEN

El flujo neto de agua es registrado minuto a minuto en
el ciego de rata control y adaptada a una dieta rica en
potasio; en el colon humano y en monocapas de lineas
celulares HT29 y CaCo2. Este flujo de agua es correlacionado
con la diferencia de potencial, la corriente de
cortocircuito y los flujos unidireccionales de Na‘t, c1” y
Rb* con los siguientes resultados: 1) Existe en todos estos
epitelios un flujo neto de agua absortivo que es funcién
lineal de los gradientes osméticos o hidratGlicos aplicados.
La diferencia de potencial es positiva con una resistencia
de aproximadamente de 100 n.cmz, valores tipicos de
epitelios abiertos. 2) Una fracién del flujo neto observado
en condiciones basales estd asociado al transporte de iones
y es Na%t dependiente. 3) La presencia de un gradiente
osmético transepitelial induce un potencial de difusién
positivo en el ciego de rata control, no ocurriendo 1o mismo
con un gradiente de presidén hidrostatica. 4) Otros
mecanismos de transporte se distinguen en el ciego de rata
cuando estas son alimentadas por 12 dias con dietg
incrementada en su concentracién en KCl. 5) El ciego de rata
es en este caso senéible al amiloride debido a la adaptacidn
al potasio, no observandose este efecto en animales

controles. 6) La absorcidén de agua en el colon humano es



dependiente de Nat y Cc1~, siendo afectada por AMPc y
norepinefrina. 7) En el colon humano existen epitelios
espontdneamente secretorios; en ellos podria estar
incrementada la concentracién de AMPc intracelular. La
norepinefrina 1.10"®% M, incrementa la absorcién de agua,
probablemente por inhibicién del componente secretor del
flujo de agua. 8) En monocapas celulares diferenciadas
(CaCo2), existe un flujo neto asociado a transporte secretor
gque se correlaciona estrechamente con flujos netos
secretorios de Nat y c17. 9) En las células CaCo2, también
se observé un transporte diferencial de manitol y glucosa a
37°C; este Gltimo 100 veces mayor es sensible al amiloride.
10) Las monocapas epiteliales de CaCo2 y HT29, en ausencia
de catt ven incrementado su flujo neto de agua hasta 10
veces, mientras que la resitencia transepitelial es no
significativamente distinta de cero. Se observa por
criofractura que en esta condicidén las bandas de las uniones

estrechas estan desorganizadas.

Para su mejor comprensidén esta tesis ha sido dividida
en capitulos y en cada uno de ellos se muestran los
resultados encontrados en cada linea experimental, dando a
continuacidén una discusién detallada de estos. En el Gltimo
capitulo, Conclusiones generales, se dan modelos hipotéticos
que surgen de reunir estos datos y los de la literatura para
proponer posibles mecanismos para el movimiento de agua e

iones en el intestino grueso.
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CAPITULO I

OBJETIVOS E INTRODUCCION



OBJETIVOS

La fisiologia del transporte de agua y electrolitos en
el intestino de los mamiferos representa un area de intenso
interés en investigacién. Regularmente aparecen trabajos
que definen los posibles mecanismos de transporte y los
efectos de substancias endécrinas, pardcrinas y
neurohumorales, las que estarian relacionadas a 1la
regulacién del movimiento de agua e iones. La absorcién y
secrecién de electrolitos por la mucosa del intestino grueso
implica la compleja interaccién de procesos fisioldégicos,
bioquimicos y fisicoquimicos, en donde los mecanismos de
accidén involucrados dificilmente esten completamente
aclarados y subsisten entre otros los siguientes
interrogantes: 1) ¢(cudl es el real acople entre agua e
iones en el intestino grueso?, 2) ¢cudl es el rol de los
gradientes osméticos e hidratGlicos en los flujos de agua
observados? y 3) ¢cudl es la relativa importancia de las
rutas paracelular y transcelular?.

Para dar una respuesta inicial a estos interrogantes
se ha trabajado en dos modelos experimentales: 1) El ciego
de rata, tanto en animales controles y en animales adaptados
a una dieta rica en potasio. En este Gltimo caso se demostrd
con anterioridad importantes cambios fisiolégicos,

localizados en el colon distal y causados por el
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hiperaldosteronismo; 2) el colon humano normal, utilizando
segmentos aparentemente sanos obtenidos de ablaciones por
cancer u otras dolencias.

Estos modelos estudiados "in vitro" dieron una primer
respuesta a los interrogantes arriba planteados. Sin embargo
la profundidad del andlisis es limitada por la complejidad
de estos sistemas. Es asi, que diferentes tipos celulares en
distinta ubicacién (vellosidad o cripta) tienen distintas
caracteristicas, por ejemplo ser absortivos o secretrorios.
Es por ello que la parte final de nuestro trabajo desemboca
en el estudio de monocapas epiteliales originadas a partir
de lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano,
siendo este un tercer modelo experimental, con el cual
intentamos aproximarnos a la comprensidén de los
interrogantes planteados.

El objetivo de introducir estudios de permeabilidad en
cultivos celulares fue determinar la potencial utilidad de
lineas celulares (CaCo2, HT29) diferenciadas, como sistemas
modelo de transporte para el intestino. Estas lineasw
celulares son cultivadas sobre membranas de polycarbonato,
en la cual forman una monocapa epitelial. Nuestra intencién
ha sido demostrar que estas monocapas diferenciadas son
capaces de comportarse como una verdadera barrera epitelial,
capaz de regular lo que pasa a través de ellas, ya sea por

via paracelular o transcelular.



INTRODUCCION

El colon estd dotado de una extraordinaria capacidad de
guardar fluidos y electrolitos para el cuerpo humano. El
colon humano recibe un volumen diario de 2000 ml desde el
ileum con una concentracién de Nat Y K' de 140 y 65 mM
respectivamente (Devroede GJ y Philips ST, 1969; Debognie JC
y Philipps SF, 1978). La excrecién de agua es de 50 ml/dia,
mientras que el Nat y el K' excretado es de 1.2 y 1.5
mM/dia, respectivamente. El nimero por si mismo enfatiza el
importante rol del colon en la homeostasis del agua y
electrolitos. Mas alla, la capacidad total del colon para 1la
absorcién de agua y sales excede por lejos esta capacidad
diaria (Levitan y col., 1962). Cuando 2500 ml de solucién
isoténica en adicidén a la carga ileal diaria, es infundida
via un cateter directamente en el colon, la excrecidén final
de agua y solutos permanece invariable (Debognie y Philipps
SF, 1978). Esto indicaria la alta capacidad absortiva del
colon el cual sustituye al intestino delgado cuando este
tiene una reducida absorcién de agua y solutos a causa de
disfunciones (Philippis SF, 1972). Ademds de esta alta
capacidad compensatoria "en agudo", ha sido demostrado que
el colon sufre cambios adaptativos crénicos durante 1la
insuficiencia renal crdénica (Bastl C y col, 1980) o el alto

consumo de potasio en la dieta (Fissher y col., 1976).
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Entendiendose como adaptacidén cambios fisioldgicos
observados en reaccidén al estimulo dado durante un cierto

periodo de tiempo.

CIEGO DE RATA

El desarrollo del intestino grueso en diferentes
especies estd cercanamente relacionado a su alimentacién, y
en particular a la necesidad de los mamiferos herbivoros a
proveer, en algGn sitio del tracto alimentario, de una
camara de fermentacién en la cual la compleja estructura de
los polisacaridos de las plantas pueda ser hidrolisados por
las bacterias.

La rata estd clasificada entre los mamiferos
herbivoros sin camara de fermentacidén externa. Este grupo
comprende a la mayoria de los roedores (incluyendo hamster,
conejo, caballo, elefante, etc.). En estos mamiferos el
intestino grueso muestra su mayor desarrollo. El1l ciego es
grande y a menudo mucho mayor que el resto del intestino
grueso y puede estar subdividido por un septum o una valvula
espiral (Fig. 1).

El intestino grueso, tradicionalmente ha sido dividido
en tres partes, el mas cercano llamado ciego, el siguiente
colon y el extremo distal recto.

A causa de la limitada accesibilidad del colon humano

para estudios "in vitro", los investigadores clinicos

17



Fig. 1: ESQUEMA DEL SISTEMA DIGESTIVO DE LA RATA

El desarrollo anatdémico del intestino grueso de especies
diferentes estd cercanamente relacionado a su comida y en
particular a la necesidad de los mamiferos herbivoros de
poseer en algGn sitio del tracto alimenticio de una céamara
de fermentacién en la cual la estructura compleja de los
polisacaridos de las plantas pueden ser hidrolizadas por las
bacterias. En el esquema se observa el gran tamafio del ciego
de la rata respecto del resto del intestino grueso.

estomago
intestino
delgadé ciego
colon
proximal
-
colon
distal
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frecuentemente usan el colon de rata para estudiar el
transporte de electrolitos en el intestino grueso, y
tiendena asumir que las conclusiones extraidas de uno son
extrapolables al otro. Sin embargo existe una creqiente
evidencia de marcadas diferencias segmentales y entre
especies en los mecanismos del transporte coldénico (Fromm y
Hegel, 1978; Foster y col., 1985; Clauss y col., 1985;
Sullivan y Smith, 1986; Sandle y col., 1987). Esto parece
determinar los precisos efectos celulares de algunos
estimulantes de la absorcidén o de la secrecidén (Sellin y De
Soigne, 1984, 1985; Hirsch y col., 1985).

En el colon de rata, por ejemplo, procesos de
transporte activo transcelular para Na*t Y Kt han sido
estudiados extensivamente en condiciones de clampeo de
voltage. E1 colon distal se caracteriza por una predominante
absorcién electroneutra de NaCl (probablemente reflejando un
intercambio doble Na+/H+:c1'/HCO3') y activa absorcién de
K'. En este segmento, el hiperaldosteronismo secundario a
una dieta completamente deplecionada de sodio inhibe 1la
absorcidén electroneutra de NaCl, estimula el transporte de
Nat electrogénico sensible al amiloride y revierte 1la
absorcién de K' a una secrecién. (Foster y col., 1983a;
1984). En el colon de rata proximal, sin embargo, 1la
absorcién activa de Na‘t basal es mediada por el
intercambiador Na*/H' y hay una activa secrecién de K7t
(Foster y col., 1983b, 1986); en este segmento 1la

aldosterona estimula la absorcién electroneutra de NaCl y la
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secrecién de K¥.

Todas las referencias encontradas en colon de rata al
momento, son en los segmentos proximal o distal, pero no
existen antecedentes de experimentacidén similar en ciego de

rata.

COLON HUMANO

De acuerdo a la bibliografia dedicada al estudio de 1la
fisiologifia, la funcidédn principal del tubo digestivo es
proporcionar al organismo agua, electrolitos y sustancias
nutritivas en forma continua; para ello, los alimentos deben
primero ser transportados a una velocidad tal que permita la
digestién y la absorcién. Desde este enfoque el estudio del
tubo digestivo se divide en general en tres partes: 1)
transporte de alimentos, 2) secrecidén de jugos digestivos y
3) absorcidédn del alimento digerido, agua y diferentes
electrolitos.

En la figura 2 se esquematiza la totalidad del tubo
digestivo humano y las principales diferencias anatémicas
entre sus constituyentes. Cada seccién esta destinada a una
funcién especifica: 1) simple transporte de alimento de un
punto a otro, como en el eséfago; 2) almacenamiento del
alimento en el cuerpo del estémago o de materia fecal en el
colon descendente; 3) digestién del alimento en el estémago,

duodeno, yeyuno e ileon y 4) absorcién de los productos

20



Fig. 2: SISTEMA DIGESTIVO HUMANO

Se esquematiza la totalidad del tubo digestivo y 1las
principales diferencias anatémicas entre sus constituyentes.
Cada seccidn estd destinada a una funcidén especifica como:
1) transporte de alimentos de un punto a otro como en el
es6fago, 2) almacenamiento del alimento en el cuerpo del
estomago o de materia fecal en el colon descendente, 3)
digestion del alimento en el estémago, duodeno , yeyuno e
ileum, y 4) absorciédn de los productos finales de 1la
digestién en la totalidad del intestino delgado y la mitad
proximal del intestino grueso.

'BOC GLANDULA

GLANDULA PAROTIDA
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finales de la digestién en la totalidad del intestino
delgado y la mitad proximal del intestino grueso.

En el presente estudio se intenté caracterizar el
transporte de agua e iones en el intestino grueso, tepiendo
en cuenta que las funciones del colon son: 1) absorcién de
agua y electrolitos del quimo y 2) almacenamiento de
materias fecales hasta el momento de su expulsién. La
primera mitad del colon (Fig. 2) interviene principalmente
en la absorcién y la segunda mitad en el almacenamiento.

Dada la poca posibilidad de obtencidén de segmentos
humanos para la experimentacién "in vitro" donde, sin duda,
las condiciones experimentales son mas controlables, nuestro
conocimiento actual del transporte en el intestino humano
viene principalmente de la experimentacidén "in vivo" (Davis
GR y col., 1983; Devroede GJ y Philipps SF, 1969).

Los pocos trabajos previos en el colon humano in vitro
(Archampong EQ y col., 1972; Grady CF y col., 1970; Rask-
Madsen J y col., 1977; Hawker PC y col., 1978; Wills NK y
col., 1984; Sellin J y De Soigne R, 1987) han sido centrados
en mediciones electrofisiolégicas (diferencia de potencial
transepitelial, dP; corriente de cortocircuito, cCccC)
asociada con el estudio de movimientos isotépicos de iones
(Sellin J y De Soigne R, 1987). Estos trabajos han sido
realizados principalmente en colon distal, encontrandose en
este segmento un transporte electrogénico de Nat (Hawker y
col., 1978; Grady y col., 1970; Archampong y col., 1972),

aportando este a una corriente de cortocircuito sensible al
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amiloride, existiendo una activa secrecién de potasio
(Hawker y col., 1978).

La aldosterona incrementaria el transporte
electrogénico de Nat, a juzgar por la elevacién de 1la
diferencia de potencial transepitelial "in vivo", (Edmonds
y Godfrey, 1970). Estudios recientes en el colon proximal
(ascendente) indicarian que la fraccidén sensible al
amiloride de la CCC es menor que en el colon distal, siendo
la corriente basal de igual magnitud (Sandle y col., 1986).

Se postula una secrecidén de bicarbonato en el colon
humano "in vivo" (Davis y col., 1983), la que es también
postulada en el colon humano "in vitro" (Sellin y De Soigne,
1987), para la que no se demuestra evidencia de una

dependencia de Cl1~.

CTEGO DE RATA EN ANTMALES ADAPTADOS A UNA DIETA RICA EN

POTASIO

El incremento de la ingesta de potasio con la dieta
resulta en el fenémeno de "tolerancia al potasio" en el
cual, los animales son protegidos contra los efectos letales
de la hiperkalemia (aumentq de la concentracién de potasio
en el organismo) aumentando la velocidad de secrecién neta
de potasio en el intestino grueso y en el sistema renal de

los tubos colectores (Binder, 1975; Fisher y col., 1976;
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Hayslett y Binder, 1982; Silva y col., 1973).

El término "adaptacién al potasio" se refiere a los
mecanismos por los cuales las células epiteliales
incrementan su capacidad secretoria de potasio durante el
aumento de potasio de la dieta. Este fenémeno adaptativo fue
descrito primariamente por Tatcher y Radike para la rata
(Tatcher y Radike, 1947). Animales a los cuales se les da
por mas de 12 dias, grandes dosis subletales de soluciones
de sales de potasio desarrollan la habilidad de sobrevivir
a una carga aguda de potasio parenteral u oral, la que seria
letal en animales no adaptados o controles. Respuestas
similares han sido también descritas en otros animales, y la
adaptacidén al potasio es considerada un prototipo para el
estudio de influencias externas sobre los procesos de
transporte.

Esta respuesta esta asociada con numerosos cambios
adaptativos en el colon, que inducen un aumento en 1la
diferencia de potencial esponté&nea transepitelial Y una
secreciédn neta de potasio "in vivo", estimulando 1la
secrecidén activa de potasio "in vitro" y un incremento en la
actividad de la bomba Na-Katepeasa en asociacidén con un
incremento en el area de la membrana basolateral (Fisher y
col., 1976; Foster y col., 1983a; Hayslett y Binder, 1982;
Kashgarian y col. 1980).

Estos cambios de la funcién de la mucosa coldénica han
sido también descritos en el tGbulo contorneado distal del

rifidn pero no se observaron en el tidbulo proximal o en el
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yeyuno (Fisher y col., 1972; Hayslett y col., 1982; Silva y
col., 1973). El incremento en la toma de potasio en la dieta
estimula la secrecién endégena de aldosterona (Boyd y col.,
1971) y estudios posteriores demuestran que no todqs los
cambios ocurridos son dependientes del incremento de la

secreciédn de aldosterona (Foster y col., 1984).

CULTIVOS DE MONOCAPAS CELULARES DIFERENCIADAS

Las células de la mucosa intestinal o de la corteza
renal estan caracterizadas por una polarizacién morfolégica
y funcional. La superficie apical, ligada a fenémenos
secretorios o absortivos, estd recubierta de
microvellosidades; la superficie basolateral se encuentra en
contacto con las otras células. Las dos superficies como asi
las células mismas estdn relacionadas por un sistema
complejo de uniones. Esta asimetria funcional de la membrana
plasmitica indica una polarizaciédn estructural de sus
dominios, cada uno de ellos con una composicién especifica
en lipidos y proteinas.

Desde que la primera linea celular de carcinoma de
colon humano, HT29, fue establecida por Fogh y col. en 1975,
muchas otras lineas fueron establecidas a partir del céancer
de colon. Recientemente tres lineas celulares, CaCo2, HT29 y
T84, demostraron exhibir, ya sea espontdneamente o por

induccién, fenotipos diferenciados permanentes ya sea de
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células absortivas maduras o células secretoras de mucus
maduras (review, Zweimbaun, en prensa). En la linea celular
HT29, cambios en las condiciones de cultivo, tales como el
reemplazo de glucosa por galactosa (Pinto y col., 1982) o la
deplecidén total de los azGcares del medio (Zweimbaun y
col., 1985), se encontré que inducen la diferenciacidén. En
las células HT29 cultivadas en glucosa se informa cierta
heterogeneidad (Mostov y Globel, 1982), la que puede ser
debida a una heterogenidad celular de la linea sin clonar o
bien a una pluripotencialidad de las células HT29. Esto
Gltimo fue sugerido por la induccidén de tumores que muestran
diagramas de diferenciacidén como enterocitos (Zweimbaun y
col., 1983, 1984) y secrecidén de grandes cantidades de mucus
(Rousset y col., 1978)

El clonado de las células HT29 es realizado por el
grupo de Louvard en el Instituto Pasteur, Godfrey y col.,
informan del clonado y diferenciacién en medio conteniendo
galactosa y la expresidén de un marcador apical, la sacarosa-
isomaltasa (Godefroy y col., 1988). Subclones presentando
células goblet fueron descriptas con anterioridad (Huet y
col., 1987).

En la linea CaCo2, establecida en 1974 a partir de un
adenocarcinoma colénico humano por Fogh, recien se observa
en 1983, que las células se diferencian espontdneamente en
el medio de cultivo semejandose a enterocitos. Estas células
son indiferenciadas durante su fase de crecimiento

exponencial. En la confluencia ellas forman una monocapa
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polarizada, donde aparecen las uniones estrechas y las
microvellosidades. Se expresan hidrolasas caracteristicas
del estado de diferenciacién terminal de los enterocitos y
luego de varios dias de confluencia sobre un substrato
impermeable se forman domos indicando la existencia del
transporte transepitelial (Grasset y col., 1984).

Las células CaCo2 se diferencian idénticamente cuando
son cultivadas en soportes permeables de discos plasticos o
de nitrocelulosa, dando un valor de resistencia
transepitelial en la confluencia de 173.5 &6.cm2 y
permaneciendo invariable por 17 dias ( Hidalgo y col.,
1989).

Los epitelios establecen una barrera. fisica entre dos
medios. El cultivo de monocapas -<celulares sobre soporte
permeable permite acceder a un compartimiento basal y a otro
apical con la facilidad de poder estudiar la absorcidén y el
transporte polarizado. El principal inconveniente reside en
poder obtener una barrera "cerrada" a los fluidos en masa
sin lesidén de las monocapas Yy sin destruccién de 1la
impermeabilidad de las uniones estrechas. La medida de la
resistencia transepitelial de las monocapas es una técnica
que permite evaluar la integridad de estas y la posible
difusidén paracelular (Grasset y col., 1984). De acuerdo a
la naturaleza de los epitelios, la resistencia observada
varia de 1000 .cm2 (Caco2, Grasset y col., 1984) a 1000
n.cm2 (T84, Dharmastaphorn y col., 1984). Los sistemas de

tranporte iénico de Nat, K* y €1~ han sido puesto en
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evidencia en el polo basal de la linea T84 (Dharmastaphorn y
col., 1985).

El interés del cultivo sobre filtro es reproducir "in
vitro" las condiciones de crecimiento de los epitelios y
poder disponer de un medio controlado a ambos lados de 1la

monocapa.



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS



Toda la experimentacién se realizé "in vitro" con
distintos tipos de epitelio colénico. Se aplicé en todos los
modelos la misma estrategia experimental y la misma
tecnologia, de manera que los valores de permeabilidad en
todos los epitelios estudiados son comparables. Se tratd de
relacionar los movimientos de agua observados con 1la
composiciédn del medio y el efecto de distintos tipos de
gradientes, osmdético, hidradGlico o iénico sobre 1la
permeabilidad. En todos los casos siempre, se midié y se
correlaciond simultianeamente movimiento de agua y parametros
eléctricos (diferencia de potenci&l, dP; corriente de

cortocircuito, CCC y resistencia).

CIEGO DE RATA

En los experimentos en los cuales se utilizdé intestino
grueso de rata, tanto en la experimentacién con animales
control como en adaptados (los que se alimentaron con una
dieta rica en potasio). Se utilizaron ratas macho de 250 a
300 g de peso, las que eran mantenidas en una dieta standard
o con una dieta standard adicionada con un 13% (p/p) en ClK
(en los animales control y adaptados al potasio
respectivamente) y con acceso al agua "ad libitum". Los

animales adaptados permanecian entre 10 a 15 dias con la
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dieta, periodo durante el cual se duplica el valor de la
uremia y ocurriendo numerosos cambios fisiolbégicos ya
ennumerados (Hayslettt and Binder, 1982).

Minutos antes del comienzo de la experiencia los
animales fueron sacrificados mediante un golpe seco en la
cabeza y el estémago fue abierto con una incisién media de
donde se removia el ciego, el cual fue lavado con una
solucién salina fria (solucién standard rata) similar al
plasma y posteriormente abierto por el borde mesentérico.
Dos fragmentos simétricos fueron colocados (disponiendo la
superficie mucosa hacia arriba) sobre una malla de nylon y
montados como un diafragma entre dos camaras de lucite,
resultando una superficie expuesta de 1.7 cm2 y un volumen
de 5 ml para cada clmara. Las cé@maras utilizadas son camaras
tipo Ussing modificadas, conformadas por dos camaras en
paralelo que permiten la medicién silmultdnea de paréametros
eléctricos y flujo neto de agua en la misma porcién de

tejido (Fig. 3).

COLON HUMANO

Los fragmentos de colon humano normal, principalmente
sigmoideo y recto, fueron obtenidos a partir de
extirpaciones quirdrgicas en pacientes con cancer en los
limites de seguridad lejanos al tumor. Inmediatamente luego

de 1la ablacidén, segmentos aparentemente no afectados,
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Fig. 3: CAMARA DE USSING

La camara de Ussing esta formada por dos fragmentos entre
los cuales se coloca el epitelio como un diafragma, dejando
dos superficies expuestas de 1.7 cm2.

En cada hemicdmara existen reservorios de 5 ml de
capacidad, en donde se colocan las soluciones que estaran en
contacto directo con el epitelio a través de la superficie
expuesta.

Se puede trabajar en paralelo en dos fragmentos idénticos
del mismo epitelio, en uno se puede medir flujo neto de agua
manteniendo la cédmara mucosa a volumen constante conectando
la cdmara a un sistema inyector o substractor de agua. En el
otro fragmehto se miden los pardmetros eléctricos dP y CCC
para ello se conecta a cada lado del epitelio electrodos de
calomel, realizando la conexidén con puentes de agar
preparados en la misma solucidén del bafio. La corriente de
cortocircuito (CCC), se transmite a través de electrodos de
Ag/AgCl.
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tomados de las regiones mas distales al tumor fueron
lavados y sumergidos en una solucidén salina de alta
concentracién en potasio (semejante al medio interno
celular, ver Tabla I) y a baja temperatura (4°C). Con esta
técnica se trata de mantener el tejido en condiciones de no
existencia de gradientes, de manera tal de inhibir 1las
fuerzas pasivas de movimiento transmembrana de sustancias y
asimismo también de muy bajo funcionamiento metabédlico,
hasta el momento de relizar los ensayos. Antes del
experimento la mucosa y la submucosa fueron disecadas de los
tejidos subyacentes (siempfe a 4°C) y montadas nuevamente
como un diafragma entre las cimaras de lucite. Luego las
cdmaras fueron llenadas con solucidén salina (solucién
standard humano) a 37°C e inmersas en un bafio termostatizado
a la misma temperatura. En estas condiciones la dP crecid
lentamente estabilizandose, aproximadamente a los 30
minutos. No se observaron diferencias significativas en
experimentos comenzados 30, 130 o 230 minutos después de
incubacién a alto potasio y baja temperatura. A causa de
estas observaciones, en muchos experimentos, tres fragmentos
diferentes fueron montados consecutivamente para asi poder
testear tres condiciones experimentales en el mismo trozo

de intestino ("protocolo de los tres fragmentos").

MONOCAPAS EPITELIALES DE LINEAS CELULARES HT29-18E Y CACO2
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Cuando se utilizaron cultivos celulares, una innovacién
critica estuvo basada en el uso de soportes permeables para
el asentamiento de las células. El desarrollo de discos de
cultivo de fondo poroso, compuestos de filtros de esteres de
celulosa. (Millipore) o de filtros de policarbonato
(Nucleopore) (Cereijido y col., 1978, Steele y col., 1986),
permite la obtencidn de epitelios confluentes donde el medio
por encima de las células es separado del medio inferior de
las células y a los cuales se puede acceder facilmente (Fig.
4). Estos discos cultivados pueden ser manipulados
facilmente en condiciones estériles bajo flujo laminar y en
ellos se pueden realizar numerosas medidas no invasivas (dP,
resistencia, corriente de cortocircuito, liberacién de AMPc,
o consumo de oxigeno) Si, la medicidén es realizada en
esterilidad el cultivo puede retornar al incubador, de
manera tal que el mismo cultivo es utilizado repetidamente.

Para estos soportes conteniendo las monocapas
celulares se disefiaron cémaras tipo Ussing modificadas, de
manera tal que el filtro plastico entre estrechamente en la
cdmara dejando una cara de la monocapa expuesta y la otra
cerrada para trabajar a volumen constante. Estas cémaras se
utilizaron tanto para la medicién del movimiento de agua
como para la determinacién de los flujos unidireccionales.
La caracterizacidén primaria de la permeabilidad se realizé a
20°C, a 37°C y con pH controlado en un medio conteniendo

buffer Tris-Hepes o bien buffer bicarbonato.
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Fig. 4: FILTROS POROSOS PARA CULTIVO CELULAR.

Los filtros realizados en policarbonato con poros de 3Im de
didmetro son adheridos a un soporte plastico del cual se
pueden separar por medio de un bisturi para ser montados
como un difragma en la camara de Ussing tradicional. Los
filtros son de distintas dimensiones de 2.5 cm (a) o de 0.65
cm (b) de diametro dejando distinto volGmenes a cada lado de
la monocapa. Estas son sembradas en una concentracién de
aproximadamente 50000 cel/c&mara. Al llegar a confluencia
las células se diferencian formando uniones estrechas en la
cara superior o apical como asi microvellosidades. Esto no
es observado en la cara basolateral que queda directamente
apoyada sobre el filtro. No es necesario ningun
pretratamiento del filtro para el crecimiento celular.
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En este trabajo se emplearon tres tipos celulares
originados de carcinoma de colon, dos de ellos clonados: el
HT29-18Eglu y el HT29-18Egal (Godefroy y col, 1989) y la
linea celular aGn no clonada CaCo2. Las condiciones de
cultivo son las desarrolladas por Godfrey y col. (1988)
paralas células HT29 y por Pinto y col. (1984) para las
CaCo2. Todas las lineas celulares utilizadas son lineas
diferenciadas y demostradas como tales por los autores
mencionados anteriormente.

Cada tipo celular utiliza un medio diferente que le es
propicio para el crecimiento; en este medio es cultivado en
todo momento hasta el comienzo de la experimentacién.

Dos medios diferentes son utilizados para el cultivo y
la diferenciacidén de la linea HT29, ellos difieren en su

composicién en hexosas.

Medio de cultivo de HT29-18Eqlu:

DMEM (Eurobio), medio Eagle modificado por Dulbecco
+ 10% suero fetal bovino (Seromed)

+ glutamina (10 mM)

+ Transferrina Humana (10 ug/ml; Sigma)

+ glucosa 20 mM ( glucosa final= 25 mM, teniendo en
cuenta la glucosa contenida en el medio)

+ penicilina (100 U/ml)

+ estreptomicina (100 Jug/ml)
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Medio de cultivo de HT29-18Egal

DMEM, sin glucosa y sin piruvato (Eurobio)

+ 10% suero fetal bovino dialisado tres veces contra
NacCl 0,9% (Seromed)

+ glutamina (10 mM)

+ Transferrina Humana (10 Ug/ml; Sigma)

+ galactosa 5 mM

+ penicilina (100 U/ml)

+ estreptomicina (100 ug/ml)

Medio de cultivo de células CaCo2

DMEM (Eurobio)

+ 20% suero fetal bovino (Seromed)

+ glutamina (2 mM)

+ Transferrina Humana (10 pg/ml; Sigma)

+ glucosa 20 mM ( glucosa final= 25 mM, teniendo en
cuenta la glucosa contenida en el medio)

+ penicilina (100 U/ml)

+ estreptomicina (100 ug/ml)

+ aminodcidos no escenciales (Seromed)

Las células eran cultivadas en el medio indicado en
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ciapsulas de Petri de 12 cm, el repicado celular se realizaba
cuando llegaban a confluencia, aproximadamente a los cinco
dias de sembrado. Las células se separan agregando 3 ml de
Tripsina-EDTA a la cémara de cultivo, luego de haber
aspirado el medio, se dejan diez minutos en estufa a 37°C y
se agrega 10 ml de medio para inhibir la tripsina, se
centrifuga a 2000g, se descarta el sobrenadante y se
recuperan las células del fondo con 6 ml de medio, se coloca
1 ml de medio homogeneizado con células en dos cémaras de
Petri a las que se agrega 10 ml de medio, se homogeiniza y
se vuelve a la estufa para continuar el cultivo. Al resto
del centrifugado se lo diluye apropiadamente de manera tal
que al agregar en cada soporte poroso (filtro) 1 ml de
mezcla que contenga alrededor de 50.000 células por filtro.
Los filtros usados eran de policarbonato con poros de
31 de didmetro, con una densidad de 1.200.000 poros por cm?.
Con este tamafio de poro y en esta densidad el filtro nunca
representd una barrera adicional en el estudio de 1la
permeabilidad de las monocapas, el flujo del filtro sin
células era apoximadamente de 300 ul/min. Se utilizaron
filtros de distinto diadmetro total (0.65 cm; 2,5 cm o 1,3
cm), dependiendo el utilizado del tipo de medicidén a
realizar. En el momento de la experiencia, el filtro era
separado del soporte plastico con un bisturi y colocado como
un diafragma en la cidmara de Ussing, ya sea para mediciones
de flujo neto de agua o flujos unidireccionales de

diferentes moléculas marcadas radiactivamente.
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Condiciones de trabajo "in vitro"

Las solucibnes utilizadas para los epitelios
intestinales "in vitro" estadn indicadas en la tabla I, como
asimismo la osmolaridad total y el pH de cada una de ellas .

En algunos experimentos el buffer bicarbonato fue
reemplazado por el buffer Tris-Hepes (Tris-Cl 7.5 mM, Na-
Hepes 12.5 mM) de pH 7.4 y el que era burbujeado con 0,.

Los reemplazos idénicos se hicieron equivalente a
equivalente manteniendo la isotonicidad de la solucién por
agregado de polietilenglicol (PEG) cuando fue necesario.

Para calcular el gradiente osmbético efectivo aplicado,
la osmolaridad teérica fue corregida aplicando el
coeficiente osmético correspondiente (g= 2.5) al PEG
empleado (Porta y col., 1989).

Las cémaras y las soluciones de los bafios se mantenian
a 37°C a lo largo de todo el experimento. El bafio seroso
era continuamente burbujeado con una mezcla gaseosa de 95%

Técnicas experimentales

Las técnicas experimentales utilizadas en todos los
casos fueron semejantes y se describen a continuacién: el
flujo neto de agua (Jw) se registrdé minuto a minuto como se

describibé en otras barreras epiteliales (Bourguet and Jard,
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TABLA I

SS-RATA SS-HUMANO SA-K+

NacCl 116 114

Colina-Cl

KCl 5.2 4.5 120
CacCl2 1.2 1.2 1.2
MgCl2 1.2 1.2 1.2
KHCO3 10

NaHCO03 25 25

glucosa 10 S 25

K2HPO4 2.4 1.2 1.2
KH2PO4 0.2 0.2 0.2
pH 7.8 7.4 7.2

Al realizar los reemplazos idnicos en las soluciones

que bafnaban los epitelios, estos se hicieron

equivalente a equivalente, en cada tipo de solucién correspondiente
a la linea experimental. Cuando era necesario se ajustaba la
osmolaridad de la solucibén por agregado de PEG, PM= 4000.

SS-Rata= solucibén standard rata; SS-HUMANO= solucién standard humano;
SA-K+= solucifén alta en potasio. Todas las concentraciones son

en mM.
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1964) . Haciendo uso de las camaras de Ussing descritas
anteriormente, en esta técnica se trabaja con la camara
mucosa mantenida a volumen constante, aplicando una presidn
a través de una columna de agua de 13 cm, conectada a un
sistema automdtico de inyeccidn o sustraccidén de agua que se
pone en marcha cuando pasa fluido de un lado a otro del
tejido para mantener el volumen de la cémara constante. Asi
se registra una sefial proporcional al volumen de liquido
inyectado o aspirado minuto a minuto. De esta manera se
pueden detectar variaciones minimas de 50 nanolitros de
flujo secretor o absortivo. Un esquema del equipo utilizado
se da en la figura 5.

Para medir la diferencia de potencial se usaron puentes
de agar conectados a hemiceldas de calomel y ubicados
adyacentes al epitelio. La composicién de los puentes de
agar es similar en cada caso a las soluciones que
contuviesen las céamaras (preparados al 3% p/p en la
soluciones salinas correspodientes). La diferencia de
potencial transepitelial podia ser cortocircuitadal haciendo
pasar corriente a través de alambres de plata clorurados
localizados simétricamente al costado de cada cédmara y
enfrentando la superficie expuesta del epitelio (Parisi y
Cancela, 1988).

1l Se define corriente de cortocircuito considerando que 1la
diferencia de potencial transmembrana (dP) puede ser clampeado a cero
pasando corriente a través de los electrodos de Ag+/clhg; el valor de

esta corriente, llamada corriente de cortocircuito, da la suma
algebraica del movimiento de iones transepitelial.
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Los flujos idénicos transepiteliales fueron medidos cada
5 minutos por medio de marcadores radiactivos, usando una
técnica previamente descrita por Parisi y Cancela en 1988.
El trazador se agrega a un lado de la membrana y el volumen
del otro lado se remueve y se cuenta cada 5 minutos al menos
durante 12 periodos consecutivos. En todos los experimentos
los flujos unidireccionales en el sentido mucoso-seroso
(Tms) Y en el sentido seroso-mucoso (Jgp,) fueron medidos
simultaneamente en dos fragmentos del mismo colon. Doble
marcaje fue corrientemente usado, permitiendo asimismo 1la
determinaciédn simultédnea de 22Na, 36¢c1 Y 86Rp. Este Gltimo
is6topo fue utilizado como un marcador de potasio. Todos los
flujos unidireccionales de iones fueron medidos en
condiciones de cortocircuito.

En cultivos celulares, se midié también 1la
permeabilidad a distintas moléculas hidrosolubles utilizando
marcadores radiactivos 14C--glucosa, 3H-—glucosa, 14C—metanol,

l4c-pEG, 3H-manitol, 14C-manitol, 3H-Inulina Y l4c-Tnulina.
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Fig. 5: ESQUEMA DEL SISTEMA DE MEDICION DEL FLUJO NETO DE
AGUA.

El epitelio es colocado como un diafragma entre dos cémaras
de plexiglas. Se trabaja la céamara mucosa es mantenida a
volumen constante, cuando pasa agua a través del epitelio
disminuyendo o aumentando el volumen de la cémara este
efecto se transmite por catéteres al detector, el que esta
conectado a un circuito elétrico que identifica la sefial y
pone en marcha el inyector que sustrae o inyecta el volumen
adecuado hasta que se reestablece el equilibrio en el
detector y por lo tanto en la cémara. Las variaciones de
volumen son tansmitidas como medidas de potencial a un
registrador, donde minuto a minuto se muestra la cantidad de
liguido involucrado. El sistema implica que el detector se
encuentra siempre ubicado a una altura minima de trabajo (13
cm) respecto de la camara.
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CAPITULO III

RESULTADOS EN CIEGO DE RATA CONTROL

DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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RESULTADOS
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Un flujo neto absortivo fue espontédneamente observado
cuando el tejido era montado entre soluciones similares
(solucion standard rata). Este flujo de 0.25 i_0.02
p1/(min.cm2), a 13 cm de agua podia ser variado de acuerdo
a los gradientes hidrostiticos u osméticos aplicados o
cambiando la composicidén salina del medio. Esto se puede
observar claramente en la Fig. 6. Como se describe en la
seccién métodos, la técnica empleada para la medicién de
flujos implica la existencia de una presidén hidrostéatica

aplicada en la superficie mucosa Fig. 6).

Efecto de los gradientes hidrostéticos y osméticos aplicados

sobre el Jw.

Teniendo presente los principales iones asociado con el
transporte en general Nat, c1~, HCO53™/ se intentd relacionar
el flujo neto de agua con la composicién del bafio.

Se observdé una relacidédn lineal cuando una presién
hidrostitica variable fue aplicada del lado mucoso. Esta
relacidén se mantuvo aGn cuando diferentes soluciones salinas
estuvieron presentes a ambos lados del tejido (en el
conjunto de tres iones se indica los principales componentes
o0 aquellos que eran cambiados en la soluciédn, Na+/Cl"/HCO3",
Nat/so,=/HCco,~, Nat/c17/Tris* o colina*/c17/HCO;7). Los

coeficientes de permeabilidad hidratGlica (Phid) se

46



Fig. 6: FLUJO NETO DE AGUA TRANSPEPITELIAL REGISTRADO
MINUTO A MINUTO EN CIEGO DE RATA NORMAL.

La altura de cada linea indica la cantidad de fluido que
pasa cada minuto a través del epitelio. El1 flujo observado
en condiciones basales, P= 13 cm de H20 y solucién
standard rata en ambos bafios del epitelio, disminuye
significativamente en ausencia de Nat y aumenta con el
aumento del gradiente implicado (hidratGlico u osmético).
Todos los efectos observados son reversibles. Las
condiciones indican: NaCl: solucién standrad rata en ambas
caras del epitelio. AP= 13 , 28 cm de H20, pre51on
hidrostatica aplicada en el lado mucoso. Colina-Cl: el Nat
es reemplazado en la solucién standard por colina. PEG
(ser): el gradiente osmdético es creado por agregado de
polietilenglicol en el lado seroso del epitelio.
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calcularon en cada caso a partir de la pendiente de la linea
de regresién media (Fig. 7, Tabla II). No se observaron
diferencias significativas en los cuatro casos considerados.

La ordenada al origen fue significativamente distinta
de cero cuando la solucidén standard rata estuvo presente en
los bafios seroso y mucoso (Tabla II)

Este valor de ordenada existe en ausencia de todo
gradiente hidrostatico, osmético o idénico y representa el
transporte asociado a Jw. Se puede observar que la ordenada
al origen fue mayor cuando el SO4= reemplazdé al Cl~ o cuando
el buffer Tris-Hepes reemplazd al buffer bicarbonato. El1 Jw
asociado a transporte puede ser calculado por substraccién
al Jw observado a 13 cm de agua del componente hidrostéatico
a ese mismo nivel (Tabla II).

También se observd una relacién lineal (Fig. 8) entre
el Jw observado y el gradiente osmbético creado cuando el
bafio seroso fue hecho hiperosmético por agregado de PEG a la
solucién salina standard, en un rango de concentraciones de
0 a 40 mM. De la pendiente de la curva de regresién lineal
se puede obtener el coefieciente de permeabilidad osmética
(Posm), siendo este de 0.0014 cm/s. La ordenada al origen
da un valor de 0.24 * 0.02 bl/(min.cmz) que no es diferente
del flujo absortivo observado en la ausencia de gradiente
osmético, a 13 cm de H,0. El Jw asociado a transporte (0.16
+ 0.02 ul/(min.cmz)) fue calculado por substraccién del
flujo hidrostédtico promedio a 13 cm de H,0 (0.08 * 0.02

pl/(min.cmz). Este valor no fue significativamente diferente
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del obtenido a partir de la figura 7, en las experiencias

realizadas en solucién standard (Tabla II).



Fig. 7: VARIACION DEL FLUJO NETO DE AGUA CON LA PRESION
HIDROSTATICA APLICADA: Efecto de la composicién del medio.
El ciego de rata control fue montado entre dos soluciones
idénticas. Las soluciones usadas fueron: 1, standard (NacCl);
2, Na2S04 reemplaza el NaCl; 3, cloruro de colina reemplaza
al NacCl; 4, El buffer Tris-Hepes reemplaza al buffer
bicarbonato. Todos estos reemplazos fueron realizados
teniendo en cuenta que la composicién del medio standard de
trabajo tiene composicidén similar al plasma. Los valores de
permeabilidad calculados a partir de la pendiente de cada
curva son indicados en la tabla II.
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Fig. 8: EFECTO DEL GRADIENTE OSMOTICO SOBRE EL FLUJO NETO DE
AGUA EN RATAS NORMALES.

Se grafica el Jw observado en funcidén de la concentracién de
PEG (polietilenglicol) en el bafio seroso (n= 6). Ordenada al
origen de la recta media= 0.24%0.02 ul/(min.cm2); Posm=
0.0014+0.0002 cm/s.
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TABLA II

Jw ASOCIADO A TRANSPORTE Y Phid EN FUNCION DEL MEDIO DE INCUBACION

CONDICION Jw ASOCIADO Phid AJw
A TRANSPORTE
pl/(min.cm2) cm/8 nl/(min.cm2)
Na/Cl-/HCO3- 0.17 + 0.03 (13) 0.164 % 0.016 (13)

Na/SO4=/HCO3- 0.25 + 0.03 (14) 0.185 % 0.060 (5) +0.07 + 0.02 (12)
Colina/Cl-/HCO3- 0.04 * 0.03 (6) 0.222 t 0.041 (6) =0.10 £ 0.03 (6)

Na/Tris+/Cl- 0.26 + 0.04 (7) 0.203 + 0.050 (5) +0.14 % 0.03 (5)

La condicidén indica los tres iones mayoritarios presentes a ambos
lados del tejido. El flujo de agua (Jw) asociado a transporte en

las condiciones 1 y 3 fue calculada de los datos tomados de la Fig. 7
y representa la ordenada al origen de las respectivas lineas de
regresidn.

En las condiciones 2 y 4 el Jw asociado a transporte fue calculado
por substraccién al Jw total observado, a una presién hidrostatica
de 13 cm del Jw correspondiente al gradiente hidrostdtico a ese nivel.
El coeficiente de permeabilidad (Phid), fue calculado a partir de

la pendiente de la linea de regresién dada en la Fig. 7.

La Gltima columna indica las diferencias medias en experimentos
pareados entre la condicién testeada y la condicién 1.

Los valores son dados como X + SEM, el n° de experimentos es
indicado entre paréntesis.
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El Jw v la composicidén iénica de las soluciones buffer

cuando el ciego de rata fue montado entre dos
soluciones salinas, una diferencia de potencial
transepitelial (dP), insensible al amiloride estuvo asociada
al Jw absortivo observado (Fig. 9). Este valor de 4P
evoluciond espontdneamente, con un registro maximo a 6.5 mV,
para luego estabilizarse a valores mds bajos pero siempre
positivos (3.7 * 0.5 mV, n= 7). La resistencia promedio
transepitelial fue de 145 % 15 Nn.cm?

Cuando se remplazd NaCl por cloruro de colina
isosméticamente, a ambos lados del tejido (colina+/cl'/HCO3'
, Tabla II) Phid no cambidé significativamente. AGn mds, en
ésta condicidén, la ordenada al origen tampoco fue
significativamente distinta de cero (Fig. 7, Tabla II). El
Jw observado, a 13 cm de H,0, cayd significativamente en la
ausencia de Nat (control 0.30, exp. 0.20, diferencia media
0.10 + 0.03 ul/(min.cm2), n= 5), mientras que la dP resulté
no significativamente diferente de cero (-0.10 + 0.07 mV, n=
6).

El reemplazo de los iones cloruro por iones sulfato
significativamente aumenté el Jw asociado a transporte,
medido en condiciones de estado estacionario (4P= 13 cm de
H,0, Tabla II, Fig. 9). La 4P tuvo en esta situacién, un
incremento transitorio seguido de una reduccién sostenida

(Fig. 9).
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Fig. 9: DIFERENCIA DE POTENCIAL TRANEPITELIAL EN CIEGO DE

RATA NORMAL.

La diferencia de potencial transepitelial (dP, seroso
positivo) es graficada en funcidén del tiempo. Se observa el
efecto del amiloride mucoso y el reemplazo de Cl~ por S04~
(mucoso y seroso). La presencia del diurético no cambia la

dP.
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El reemplazo del buffer bicarbonato por el buffer Tris-
Hepes también incrementé el Jw absortivo asociado a
transporte (Tabla II), mientras que cayé la dP observada
(control 3.0 *+ 0.6 mV, exp. 0.7 * 0.2 mV, n= 4). La figura
10 muestra que en esta situacién la corriente de
cortocircuito cayd a valores no significativamente distintos

de cero (promedio 4.2 + 3.8 i4A/cm2, n=5).

Flujo neto de agua y diferencia de potencial transepitelial
observados en la presencia de gradientes osméticos y salinos
transepiteliales.

La existencia de un gradiente quimico a través de una
barrera epitelial puede generar una diferencia de potencial
transepitelial (Naftalin y col. 1985, Tripathi y Boulpaep,
1988, Van Os y col. 1976, Wright y col. 1972). Para testear
este punto en el ciego de rata, el NaCl se reemplazd por
Na,S0, del lado mucoso (la osmolaridad total fue ajustada
con PEG). En esta condicién 1la dP aumentd con una
simultanea reduccién en el Jw absortivo (Tabla III,
condicién I, Fig. 11). Cuando el mismo reemplazo se realizé
en el lado seroso el potencial transmural cayé vy se
revirtidé, acompafiado por un significativo incremento en Jw
(Tabla III, condicidén 2). Cuando el NaCl se reemplazd
isosméticamente por sacarosa en el bafio mucoso aparecid una

importante dP (positiva del lado seroso, Tabla III,
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Fig. 10: MEDICION DE LA CORRIENTE DE CORTOCIRCUITO EN

AUSENCIA DE BICARBONATO DEL MEDIO.

La corriente de cortocircuito (CCC) medida a través de
electrodos de Ag/AgCl ubicados simétricamente a ambos lados
del epitelio cae por efecto del reemplazo del buffer HCO3™

por el buffer Tris-Hepes.
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Fig. 11: EFECTO DE CAMBIOS ASIMETRICOS SOBRE LA dP
TRANSEPITELIAL.

En la figura se observa los cambios en la diferencia de
potencial transepitelial (dP) originadas por gradientes
iénicos u osméticos. Inicialmente todos los tejidos estaban
entre dos soluciones idénicas standard. En la indicacién de
la flecha la composicidn de los bafios mucoso o seroso era
cambiada. a: Na2S04 reemplazé al NaCl isoosmdticamente:en el
bafio mucoso. b: sacarosa reemplazo al NaCl isoosméticamente
en el bafo mucoso. c¢: PEG, 40 mOsM, fue agregado al bano
seroso. d: cloruro de colina reemplaza isoosmdéticamente al
NaCl en el bafio mucoso.

NG .) N.z 804 (I'I‘l)

b) Sucrose (m)

34

dP (mV)

¢) +PEG 40 mOsM (s)

d) Chofine - C! (m)

10
—_—
min



TABLA III

Jw NETO Y DIFERENCIA DE POTENCIAL TRANSEPITELIAL EN PRESENCIA DE
GRADIENTES TRANSEPITELIALES OSMOTICOS O IONICOS

CONDICION n A pp A Jw

(mV) (ul/(min.cm2))
1) Na2s0O4 mucoso 5 +4,7 £ 0.8 +0.12 £ 0.02
2) Na2504 seroso 11 -4.9 £ 0.5 +0.12 + 0.02
3) SACAROSA mucosa 3 +7.9 = 2.6 -0.14 = 0.02
4) PEG seroso 12 +1.8 £ 0.2 +0.13 = 0.02
5) PEG mucoso 5 -2.0 £ 0.2 -0.24 £ 0.08
6) AP mucoso 3 o +0.25%20.02

En todas las condiciones NaCl y otros componentes standard estdn presentes
inicialmente a ambos lados del tejido. En las condiciones 1 y 3 Na2S04

o sacarosa reemplaza al NaCl en el bafio indicado. En la condicién 4
sulfato de metilcolina inicialmente reemplaza al NaCl en ambos lados del
tejido y luego cloruro de colina reemplaza a &ste en el lado mucoso

En las condiciones 5 y 6 PEG (40 mM) es agregado ya sea en lado mucoso

o seroso como se indica. En la condicién 7 se incrementa el gradiente
hidrostatico en 15 cm en el lado mucoso. Los valores de diferencia de
potencial ( aDP) indican cambios asociados en la diferencia de potencial
transmembrana (lado seroso positivo). La Gltima columna indica cambios
observados en Jw (+ = absorcibén). aDP y AJw fueron medidos

en condiciones de estado estacionario simultdneamente.
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condicién 3, Fig. 11) asociada a una significativa reduccién
en el Jw. En experimentos comenzados en presencia de colina
metil-sufato a ambos lados del tejido, el reemplazo
unilateral de colina metil-sulfato por cloruro de colina
también generdé un significativo Jw absortivo asociado a 1la
aparicidn de una dP bidénica (tabla III).

En otros experimentos las soluciones serosa o mucosa
fueron cambiadas por una solucidén hiperténica, la que
contenia 40 mOsM de PEG. Esto condujo al desarrollo de un
potencial transepitelial (tabla III, condicidén 4 y 5) de
polaridad opuesta a otro observado, en similares
circunstancias, en la vesicula biliar del conejo (Van Os y
col. 1979 y 1976, Wright y col. 1972). La variacién en la 4P
tiene su madxima pendiente inmediatamente después del
establecimiento del gradiente osmético (Fig. 11). Por otra
parte, no se desarrollaron cambios significativos en la 4P
durante la aplicacidén de la presidén de filtracién. (Tabla

III, condicidén 6).

Flujos unidireccionales de Na‘*, c1~ y Rb™

Los flujos unidireccionales de sodio, cloro y rubidio
fueron medidos en experimentos de doble marcaje, como se
indica en la seccidn métodos.El Jms y el Jsm fueron

simultaneamente medidos en dos segmentos adyacentes de cada
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ciego.

Los resultados observados estdn resumidos en la tabla
IV de donde se pueden obtener varias conclusiones: flujos
netos de sodio y cloro fueron observados en condiciones de
cortocircuito; los flujos de rubidio (considerados como
flujos de potasio), fueron 50 veces mds bajos que los de
cloruro y por el contrario no se observé movimiento neto
significativo de rubidio. El flujo neto de sodio no cambia
significativamente en la presencia o ausencia de HCO3~

(Tabla IV).



TABLA IV

FLUJOS UNIDIRECCIONALES DE NA+, CL- Y RB+

Cl- Rb+ Na+
HCO3- TRIS+
Jms 11.61 £ 1.02 0.169 £ 0.022 5.92 £ 0.55 6.26 £ 0.30
Jsm 8.16 £ 1.05 0.144 * 0.021 3.55 £ 0.34 3.40 % 0.42

Jneto 3.45 £ 1.46 0.025 + 0.023 2.37 + 0.68 2.88 % 0.53

P <0.05 NS <0.05 <0.01

Los flujos unidirecionales fueron medidos por marcadores radiactivos
en condiciones de cortocircuito.

Los valores son dados como X + SEM en uEq.h-l.cm-2, n= 6.

Jms y Jsm son los flujos mucoso-seroso y Seroso-mucoso,
respectivamente.

Los flujos de Na+, fueron medidos en presencia de buffer HCO3-

o en presencia de buffer Tris-Hepes.
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DISCUSION

El desarrollo de un movimiento neto de agua a través
de una barrera epitelial puede estar asociado a tres
condiciones bédsicas: 1) la existencia de un gradiente
osmdético transepitelial, 2) la existencia de un gradiente
hidrostatico transepitelial o 3) la presencia de una
reabsorcidén isoténica, acoplada a un proceso de transporte
activo. El flujo neto resultante, absortivo o secretorio,

seria la suma algebraica de estos mecanismos conducentes.

Jw conducido por soluto en el ciego de rata

El ciego de rata, montado entre dos soluciones iénicas
standard, que contienen Na%, c1” y HCO43~, mostrdé una
diferencia de potencial transepitelial (seroso positivo), un
flujo neto de agua absortivo dependiente de sodio y flujos
netos de sodio y cloro, medidos en condiciones de corto
circuito. Estos resultados son compatibles con la presencia
en la membrana mucosa del ciego de rata de una entrada no
electrogénica de NaCl. Este mecanismo recientemente
propuesto en el ciego de conejo (Hatch y col. 1988, Selling
y col. 1988) y en el colon distal de rata (Sandle y McGlone,

1987) se encuentra operando frecuentemente como un
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intecambiador Na‘/H* acoplado a un intercambiador C17/HCO;~.
Otras transferencias idénicas son sin embargo, necesarias
para comprender los resultados observados. Cuando el tejido
estaba bafiado a ambos lados con solucién standard rata, 1la
corriente de cortocircuito fue de +25.5 pA/cm? (3.7 mV /145
n.cmz). Teniendo en cuenta los flujos netos de Nat y c1” 1la
CCC esperada seria no significativamente diferente de cero
teniendo en cuenta la dispersién de los datos. Salvo que HY
o catt fuesen transportados a velocidades extremadamente
altas, pareceria que la corriente positiva perdida fuera
correspondiente a la secrecidén de un anién, probablemente
HCO;~. Esta hipdtesis es soportada por dos observaciones
experimentales: 1) la corriente de cortocircuito se vuelve
despreciable cuando el buffer Tris-Hepes reemplaza al buffer
bicarbonato (Fig. 10); 2) en esta Gltima situacién el Nat
transferido no cambia significativamente (Tabla IV).

Del flujo neto de Na‘t observado podemos calcular 1la
cantidad de agua que debe ser conducida a través del tejido
si el movimiento de este ion genera la reabsorcién
isoténica. El Jw esperado para un movimiento de Na‘t neto de
2.37 + 0.68 ueq/(h.cm?) seria 0.28 * 0.08 pl/(min.cm?). Este
valor puede ser comparado con los valores experimentalmente
observados (Tabla II). Jw aumenta de 0.17 * 0.03 a 0.26 %
0.04 ul/(min.cmz) cuando el HCO3~ es removido del medio que
bafia ambas caras del epitelio. Se puede concluir que una
excelente concordancia entre los valores tedricos Yy

experimentales fueron observados en esta Gltima situacién.
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La diferencia observada en la presencia de HCO5~ (0.26 -
0.17= 0.09 pl/(min.cmz) representaria la secrecién de agua
asociada a HCO3 . Si el Nat y el Cl~ se estuvieran moviendo
isoténicamente, un cdlculo similar se podria realizar para
los flujos de Cl~. Aungque estos Gltimos valores son mas
dispersos el Jw esperado para un movimiento neto de C1~ de
3.45 * 1.46 peq/(h.cmz) seria de 0.46 * 0.19 ul/(min.cmz).
Esto es, como se esperaba, no significativamente distinto
del calculado anteriormente para el flujo neto de Na*.

La dP, serosa positiva, provee una fuerza conductora
alternativa para el movimiento pasivo de Cl1~ desde el lumen
al plasma, via el camino paracelular. Mas alla, si
consideramos la magnitud de los flujos observados en
condiciones de cortocircuito, este mecanismo puede ser
importante para el movimiento de agua a circuito abierto.

No se han observado movimientos netos de Rb' en el

ciego de rata en condiciones standard (Tabla 1IV).

Reemplazos idnicos y movimientos netos de aqua.

Cuando el NaCl fue reemplazado por cloruro de colina en
ambos bafios, mucoso y seroso, la dP y la reabsorcidn
asociada a soluto cayeron a cero (Tabla II, Fig. 7). Este es
el resultado esperado de acuerdo al rol central del
transporte de Nat en la reabsorcién Yy la secrecién

intestinal. (Edmonds, 1967, Luckoff y col., 1984).
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El reemplazo del Cl~ por SO4~ o el reemplazo del HCO3~
por Tris-Hepes significativamente incrementdé el Jw
absortivo. Estos resultados indican que a pesar de la
presencia del sodio, un requerimiento bdsico, otros iones
juegan un rol en el manejo del agua en el ciego de rata.

Para establecer los gradientes reales para los iones
HCO3;~ entre el interior y el exterior celular, es necesario
conocer los potenciales de membrana apical y basolateral y
la concentracién de HCO5~ intracelular. Nosotros no tenemos
estos datos. Sin embargo, la ausencia de la secrecién de
HCO3~ puede explicar el incremento en el Jw y la
disminucién en la diferencia de potencial transepitelial en
el estado estacionario, observada cuando el Cl~ estuvo
ausente en el medio. El1l incremento inicial en la dP (Fig. 9)
estaria asociada con un aumento en la resistencia
transepitelial (el SO,~ es menos permeable que Cl~ en la
via paracelular). Otra posibilidad seria que fuese la
resultante de velocidades de intercambio asimétricas de SO,~
por Cl~ a través del tejido. Por ejemplo, el Cl1~ mucoso es
intercambiado mds ripidamente que el Cl~ seroso.

Cuando el buffer bicarbonato fue cambiado por el buffer
Tris-Hepes en ambos baflos, seroso y mucoso, un
significativo aumento en el Jw estuvo asociado con una
importante caida en la dP y en la CCC. Estos resultados dan
argumentos adicionales indicando que la secrecién de HCO5~
esté probablemente presente en condiciones controles,

contribuyendo a la dP positiva y reduciendo el Jw absortivo.
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Caminos para el movimiento del aqua

El rol del camino paracelular en el movimiento de
fluidos y solutos a través del intestino delgado ha sido
recientemente descrito por Pappenheimer y col.
(Pappenheimer, 1987; Pappenheimer y col., 1987), y es
generalmente aceptado que éste es el camino para el
movimiento del agua bajo la aplicacién de un gradiente
hidrostatico transepitelial (Fishbarg y col., 1976, Porta y
col., 1989). Es asimismo razonable aceptar que éste es
también el caso en el ciego de rata.

El camino paracelular podria ser también la ruta para
el movimiento neto de agua asociado con la presencia de
gradientes de Cl~ transepiteliales (tabla III). Estos
movimientos de agua aparecen cuando el NaCl es reemplazado
isoténicamente por Na,SO, o bien por sacarosa tanto en las
soluciones mucosas o serosas. Asociado con la aparicién de
potenciales de difusién transmurales, estos flujos tienen
probablemente el mismo origen que los observados en la
vesicula biliar de conejo (Van Os y col. 1979 y 1976) en
condiciones similares. El reemplazo unilateral de Cl1l~ por
S0,~, en la ausencia de sodio, generd un importante Jw,
junto con el desarrollo de un potencial biénico (Tabla III).
Esta observacién también sostiene la hipdtesis previamente

descripta.
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Cuando el flujo neto de agua fue inducido por un
gradiente osmético impuesto externamente aparecid un
potencial transepitelial significativo, su polaridad era
opuesta a la observada en idénticas condiciones
experimentales, en el epitelio de la vesicula biliar de
conejo . En este Gltimo tejido la dP observada fue atribuida
a la polarizacidén del soluto en las capas no mezcladas (Van
Os y col., 1976; Wright y col., 1972). Sin embargo, Tripathi
y Boulpaep han informado recientemente en el tGbulo
proximal de Ambystoma, un potencial transepitelial
osméticamente inducido ("streaming potential"”), que ellos
consideran como verdaderos fendmenos electrocinéticos y no
potenciales de difusidén primarios a través de uniones
estrechas selectivas para aniones (Triphathi y Boulpaep,
1988) .

Una interpretacién para lo aqui descrito como potencial
transepitelial "osméticamente inducido" llevaria a aceptar
la existencia de una ruta osmética conteniendo pequefios
canales para agua donde el "potencial osméticamente
inducido" se desarrollaria (Fischbarg y col., 1985). En
paralelo, habria un camino mayor a través el cual el agua se
mueve cuando es aplicado un gradiente hidrost&tico
(Pappenheimer, 1987; Pappenheimer y Reiss, 1987; Porta y
col., 1989). Naftalin y Triphati han interpretado al
"potencial osméticamente inducido" observado en el ileum de
conejo, como reflejando la existencia de "canales osméticos

selectivos para cationes" teniendo la misma polaridada que
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el aqui descripto (Naftalin y Tripathi, 1985; Tripathi y
Boulpaep, 1988).

El valor de Posm, calculado bajo condiciones de estado
estacionario de Jw, evidentemente estuvo influenciado por la
existencia de barreras en serie al movimiento de agua
(Naftalin y Tripathi, 1985). Es también cierto que el tejido
subepitelial forma una delgada capa de fluido no mezclado en
la cual la polarizacién de sales y PEG reducirian la
diferencia osmética transepitelial efectiva. Sin embargo,
este valor de Posm puede ser comparado con agquellos
obtenidos en diferentes condiciones experimentales, en el
mismo tejido. Una importante dispersion de los datos fue
observada en los flujos de agua inducidos por PEG, ésta
dispersidén probablemente refleja esa compleja situacién.

Una importante cuestion a plantearse es: ¢cudl es la
ruta para el movimiento de agua durante la transferencia
isosmética asociada al transporte de soluto?. Cuando el
HCO3' fue reemplazado por el buffer Tris-Hepes se observaron
flujos absortivos importantes junto a diferencias de
potencial menores a 1 mV. Si en esta situacién un Jw similar
es inducido por un gradiente osmético, "el potencial
osmdéticamente inducido" observado es significativamente
mayor que el potencial de transporte. Esto sugiere que la
ruta paracelular seria de importancia durante la reabsorcidn
isotdénica.

En suma nuestros resultados muestran que la absorcién

o secrecidén de agua en el ciego de rata son debidos al
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balance de complejos mecanismos, donde movimientos
osmbéticos, hidrostdticos y asociados a solutos estéan

profundamente interrelacionados.



CAPITULO IV

RESULTADOS EN COLON HUMANO

DISCUSION DE LOS RESULTADOS



La figura 12 muestra el registro simultédneo, minuto a
minuto, de Jw y la CCC a través del colon humano distgl "in
vitro". Un flujo neto absortivo fue observado en muchos
casos (+0.36 * 0.04 pl/(min.cmz), X + SEM, n= 21). El tejido
fue montado entre dos soluciones idénticas y bajo una
presién hidrostdtica P de 13 cm de H,0, aplicada del lado
mucoso. La dP asociada en este caso fue de 11.3 % 1.8)mV
(serosa positivo). Este Jw absortivo varié de acuerdo con
los gradientes hidrostaticos u osméticos aplicados o cuando
la composicién iénica del medio era cambiada (Fig. 12). El

* a ambos lados del tejido,

reemplazo de Na*t por colina
mucoso y seroso, redujo fuertemente la CCC y el Jw
absortivo, siendo ambos efectos completamente reversibles.

La dP Yy la CCC fueron ambos, parcialmente sensibles al

amiloride 10™4 M (inhibicién media 25 + 8 §&, =3 ).

Permeabilidades osmdéticas e hidratlicas

La figura 13 representa el Jw observado como una
funcidén de los gradientes hidrost&ticos u osméticos
transepiteliales aplicados (el gradiente osmético fue
obtenido por agregado de PEG, PM = 4000, en el lado seroso).

En ambos casos se obtuvo una correlacidén lineal siendo
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Fig. 12: FLUJO NETO DE AGUA Y CORRIENTE DE CORTOCIRCUITO EN
EL COLON HUMANO DISTAL.

La corriente de cortocircuito (CCC) y el flujo neto de agua
(Jw) fueron medidos simultdneamente en el colon humano
montado entre dos soluciones standar idénticas, como siempre
en condiciones basales una presién hidrostatica de 13 cm de
H20 eraaplicada en el lado mucoso. Se observaron los efectos
de; 1) la remocidn de Na+; 2)aumento de AP (+19 cm de H20);
3) creacién de un gradiente osmdético transepitelial (+40
mOsM, agregado de PEG en el lado seroso) y 4) remocién de
HCO3™

o]OOT\I }M-PES
- J ’r—’ Ho lmml
“ " l “ T '”! il “ I A “‘

20m|n
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Fig. 13: EFECTO DE LOS GRADIENTES OSMOTICOS O HIDRAULICOS

SOBRE EL FLUJO NETO DE AGUA.

Se observd una relacidén lineal cuando cualquiera de los
gradientes, osméticos o hidradlicos era incrementado. De la
pendiente de las rectas se calcula la Phid= 0.22 * 0.03 cm/s

Yy la Posm= 0.0028 * 0.0005 cm/s.
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Phid (0.22 * 0.03 cm/s, X% + SEM, n= 6) y Posm (0.0028
+0.0005 cm/s, X *+ SEM, n= 6), éstas fueron en cada caso,
calculadas a partir de la.pendiente de la curva de
regresidén. En el caso de AP vs Jw, la ordenada al origen
representa el Jw observado en ausencia de cualquier tipo de
gradiente, ya sea éste quimico, osmético o hidrostéatico, y
probablemente, indica el Jw absortivo asociado al transporte

activo iénico.

Rol de los iones Na+, c1t \'4 HCO3' en el Jw observado

Para entender el rol del Na+, el Cl1" y el HCO53™ en el
Jw observado, el "protocolo de los tres fragmentos" fue
utilizado, como se explicd en la seccidén métodos, luego de
ser extraido el fragmento de colon del paciente, se mantenia
en una solucién de alto contenido de potasio y de
composicién similar al medio interno celular, con este
sistema se podian tomarse fragmentos del mismo colon
mantenidos a baja temperatura luego de dos y cuatro horas
deproducida la ablacidn; estos fragmentos puestos en
soluciones fisioldgicas similares al plasma y a 37°C en poco
tiempo recuperaban sus condiciones basales, lo que permitiéd
estudiar varias condiciones en el mismo colon, pudiendo
hacer comparaciones con datos apareados.
En una primera serie experimental, se testearon tres

condiciones diferentes. De forma tal de no crear gradientes

74



de concentracién u osméticos todos los cambios idnicos se
realizaron simultdnea y simétricamente a ambos lados del
tejido. Las soluciones testeadas fueron: 1) solucién
standard humana (SSH), 2) el NaCl fue reemplazado en la SSH
porcloruro de colina y las restantes sales de sodio por
sales de potasio, 3) las sales de cloruro fueron
reemplazadas por sales de SO4=. Los resultados obtenidos son
presentados en la Tabla V. Se puede observar que 1) 1la
remocién de Nat vuelve 1la dP y la CCC no significativamente
diferentes de cero junto una fuerte reduccidén en el Jw, 2)
el reemplazo de Cl1~ por SO,;~ no cambid significativamente el
Jw absortivo pero indujo un significativo aumento en la
resistencia transepitelial.

En una segunda serie experimental empleando el
protocolo de los tres fragmentos, las siguientes series
experimentaless fueron comparadas : 1) solucidn standard
humana, 2) el buffer Tris-Hepes reemplazdé al buffer
bicarbonato y 3) las sales de So4= reemplazaron las sales de
Cl~ en medio regulado por buffer Tris-Hepes. Los resultados
obtenidos son resumidos en la tabla VI. Se puede observar
que: 1) en la ausencia de bicarbonato tanto la dP como la
CCC son fuertemente reducidos observdndose también un
importante incremento en Jw sin cambio en la resistencia
transepitelial y 2) en ausencia de HCO3~ y Cl17, el Jw
observado fue mds alto que en las condiciones standard,
evidenciandose asimismo un incremento de la resistencia

transepitelial.
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Flujo neto espontineamente secretorio en el colon humano

distal "in vitro"

Los resultados previamente presentados pueden ser
entendidos, si el Jw neto absortivo es considerado integrado
por dos componentes, un flujo mayor absortivo y un
componente menor secretor. Cuando estuvieron montadas entre
dos soluciones salinas idénticas, algunas preparaciones
presentaron un flujo neto espontdneo secretor (se debe
remarcar que en este caso el tejido mueve agua en contra del
gradiente de presién aplicado del lado mucoso, 13 cm de
H,0). AGn mds, cuando los tres fragmentos del mismo érgano
fueron montados consecutivamente, ellos se comportaron
consistentemente como absortivos o secretorios. La figura 14
presenta el registro simultdneo de Jw y CCC en un
experimento secretorio. La dP media observada fue de 11.9 *
2.1 mV y el Jw de =-0.55 + 0.11 yl/(min.cm2) (n= 9). Es
interesante hacer notar el hecho de que en ambos tipos de
tejidos (absortivos y secretorios), no se observaron
diferencias en la dP y la CCC, y que la Gnica forma de
distinguirlos fue a través de la medicidén simulténea de Jw.

E1l protocolo de los tres fragmentos, fue también
empleado en los tejidos secretorios. Las condiciones
testeadas fueron similares a la series anteriores: 1)

solucidén standard humano, 2) deplecién de sodio del medio y
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Fig. 14: FLUJO NETO DE AGUA Y CORRIENTE DE COROCIRCUITO EN
EL COLON HUMANO SECRETOR.
Registro simultidneo del flujo neto de agua (Jw) y la

corriente de cortocircuito (CCC) en un tejido colénico
espontineamente secretor. Se registra el efectos del
reemplazo del Na‘t por colinat y c1~ por so4~.

lSTAND.l NO Na’l No cI”

120

||

N——.'P'/_‘

CCC MA/cm?
(0]
o
T

~
o
i

04r

E o02F

£ :

£

= 0

S qmmm

3.

2 -02F o
~0.4F min

79



*opyea3sqns any ((zwo-ujyw) /Y0 0Z°0) ML ©p 0O5T3¥IBOIPTY
e3juauodwod 1T °9 =u ‘WIS ¥ X uos sopejuesaxd sojep 80T *oxo1o-0 K
ofpos-Q ‘paepuels 1333nq :sopedesua uolanj 823ULI3JTP SOTPaW 8T

*sopeaxed sojep ep 3 eqenad ‘1g°0> de

S0°0 ¥ ZZ°0 60°0 ¥ v0°O0 90°0 ¥ 09°0-

(« 8T 7 08 =uY/)

YT ¥ 691 TT ¥ 68
TT ¥ voru T°1T 7 6°€- LT ¥ OT1
(t°z ¥ 8°L =aay)
9°C ¥ 9°LI T°T ¥ L O- 6°T ¥ 8°6
0¥010-0 01d0Ss-0 QUYANVYLS
JOLTHOAS

((zwo-utw) /1)
mp

(Zwo - suryo)
-

(Zwd/ynt)
200

(Aw)
dap

TYLSIA ONYWNH NOTOD T3 NI Mr X (M) VIONILSISIN ‘00D ‘IVITALIJASNWYL 4P

IIA YI8YL



3) reemplazo de iones SO,~ por iones Cl~. Los resultados
resumidos en la tabla VII indican que como en el caso de las
preparaciones absortivas dP, CCC y Jw cayeron a cero en
ausencia de Na' y que cuando el S04~ reemplazé al Cl™ el Jw
se revertié de la secrecidén a la absorcidédn, junto con un
incremento en la dP y la resistencia transepitelial.

El efecto de la norepinefrina y el AMPciclico sobre el Jw y
la CCC

Ha sido previamente informado que la epinefrina
comienza un decremento notorio en la CCC en el colon humano
"in vitro" sin observarse cambios en los flujos
unidireccionales de Nat y c1~ (Sellin y De Soigne, 1987).
Aqui se ensayd los efectos de la norepinefrina (5.10"6 M)
sobre la determinacién simulté&nea de Jw y la CCC. Se puede
observar en la figura 15 (curva promedio de 4 experimentos)
que la disminucién en la CCC estaba claramente en paralelo
con un aumento en Jw. El tiempo medio para ambos procesos
fueron, respectivamente, 11.4 + 2.1 min y 11.4 * 2.0 min.
Dos de los tejidos testeados fueron inicialmente secretorios
Y la norepinefrina revertié esta situacion. Las variaciones
medias observadas en el Jw, dP, CCC y en la resistencia son
presentadas en la Tabla VIII.

También ha sido informado que la teofilina, un
secretagogo mediado por AMPc, incrementa CCC e induce
secrecidén de C1- en el colon distal "in vitro" (Sellin y De
Soigne, 1987). Hemos estudiado simultaneamente CCC y Jw bajo

la accién de un potente andlogo del AMPc, el 8Br-AMPc, 1073M
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Fig. 15: EFECTO DE NOREPINEFRINA
Efecto de norepinefrina (5.10°° M), agregada del lado
seroso, sobre el Jw y La corriente de cortocircuito (CCC).

Registro simultdneo de cuatros experimentos (CCC: % del
valor control).
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La figura 16 muestra un registro tipico en el cual los
efecto del nucleédétido sobre la CCC y Jw fueron
simultaneamente testeados. El1 aumento en CCC fue en este
caso, paralelo a una disminucién en el Jw absortivo (valores
medios en la Tabla VIII). Estos resultados fﬁeron
acompafiados por un significativo incremento en 1la

resistencia transepitelial (Tabla VIII).

DISCUSION

Flujo neto osmética e hidrdulicamente conducido en el colon

humano distal

El Jw fue, en el colon humano distal "in vitro", una
funcién lineal de los gradientes osméticos o hidrostaticos.
aplicados similarmente a como se observd en otras barreras
epiteliales. Los valores observados fueron semejantes a los
informados en el ciego de rata Yy los valores de Phid y de
Posm indicarian que la presién hidrostatica es 100 veces méas
efectiva que el gradiente osmético para mover agua a través
del colon humano "in vitro". Debe considerarse, sin embargo,
gque nuestras medidas osméticas estaradn probablemente
afectadas por los fendémenos de barrido ("swepping away") y
de "polarizacién de solutos", asociado con el fendmeno de
las capas no mezcladas (Wright y col., 1972).

Como se dijo anteriormente en el ciego de rata control,

es generalmente aceptado, que la presidén hidrostética en el
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rango empleado en este estudio (24.4 cm de H,0= 1 mOsm) no
mueve agua transcelularmente (Van Os y col., 1979). En el
caso de los flujos asociados a gradientes osméticos o
transporte probablemente podrian mover agua, ya sea, entre o

a través de las células (Fischbarg y col., 1976).



Fig. 16: EFECTO DE 8-Br AMPc
Efecto del agregado de 8-Br AMPc (1.10exp-3 M) del lado
seroso, sobre el registro simultédneo de Jw y CCC en un

experimento representativo.
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Jw asociado a transporte en el colon humano distal

Nuestros resultados mostraron un Jw absortivo neto en
el colon humano "in vitro", en la mayoria de los casos
estudiados. Se demostrd que este Jw absortivo en ausencia
de todo tipo de gradiente, quimico, osmético o hidraidlico,
estaba asociado con una diferencia de potencial positiva del
lado seroso, y parcialmente sensible al amiloride del lado
mucoso. Tanto la dP como el Jw asociado fueron sensibles a
la presencia de Na+ en el medio de incubacién. El reemplazo
del Cl1~ por S04~ no modificé el Jw absortivo, pero
incrementé la resistencia transepitelial. Finalmente la
remocién de HCO3  redujo fuertemente la diferencia de
potencial transepitelial y la CCC junto con un importante
aumento del Jw absortivo.

Las observaciones presentes sobre el Jw asociado a
transporte pueden ser acomodados en el marco de los informes
previos sobre los movimientos iénicos en el colon humano
(Sellin y De Soigne, 1987), los mecanismos propuestos son
resumidos en la figura 18. En la célula superior (A) una
entrada de Na+ electrogénica y sensible al amiloride en el
borde mucoso estd acoplada con la Na+/K+ ATPasa presente en
la membrana basolateral (Grady y col., 1970; Hawker y col.,
1978). E1 ion C1l™ se mueve a través de un camino paracelular
de baja resistencia (Sandle y McGlone, 1987). La entrada no
electrogénica de Nat sumada a Cl- es propuesta en 1la

segunda célula (B) (Hayslett y col., 1980). Ambos mecanismos
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Fig. 17: POSIBLES MECANISMOS PARA EL MOVIMIENTO DE AGUA E
IONES.

El modelo propuesto se basa en datos discutidos en este
capitulo y en resultados presentados por otros
investigadores con anterioridad.
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(A y B) resultan en la reabsorcién de NaCl. Este movimiento
de sales conducird un Jw neto absortivo que puede ser
representado como parcialmente moviendose transcelularmente
Y parcialmente paracelularmente. La importancia de las rutas
paracelular y transcelular en los movimientos netos de agua
asociados a transporte permanece, como se establecié
anteriormente, como una cuestién abierta.

El Jw absortivo fue, en nuestras condiciones
experimentales, dependiente de la presencia de Na+ en el
medio de incubacidén. Esto no es inesperado, si consideramos
que el transporte de sodio estd conduciendo la reabsorcion
de agua. El reemplazo del Cl~ por S04 no cambiéd
significativamente el Jw absortivo ni la CCC. Sin embargo,
la dP y la resistencia cayeron en esta situacidén, indicando
que el sulfato tiene una menor permeabilidad que el C1~, tal
como se ha observado en otros tejidos.

La secrecidén de bicarbonato ha sido descrita en el
colon humano "in vivo" (Davis y col., 1983) y ha sido
postulado en el colon humano "in vitro" (Sellyn y De Soigne,
1987). Hemos agregado este mecanismo en la célula B,
acoplado a la entrada de HCO;~ en la membrana basolateral.
Este mecanismo hipotético permite explicar el efecto de la
remocién de bicarbonato en nuestros experimentos: una
reduccidén en la CCC junto con un incremento en el Jw
absortivo. Este mecanismo, como ha sido propuesto por Sellin
y colaboradores, podria no ser Cl~ dependiente (Sellin y De

Soigne, 1987).
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Se puede concluir que el Jw absortivo en la mayoria de
los experimentos resulta de la suma algebraica de una
fraccién mayor absortiva, acoplada a la absorcién de NacCl y
una fraccidén menor secretoria, acoplada a la secrecidén de
bicarbonato. Ambos mecanismos requieren de la presencia de
sodio para ser operativos (CCC y Jw caen a cero en la
ausencia de este ion).

De acuerdo a los datos y en conclusién analizando el
modelo previo, el Jw debe ser puramente absortivo en
ausencia del HCO3~ y del Cl™ del medio. A partir de la
corriente de cortocircuito observada (58 pA/cm2) y del flujo
neto de agua (0.25 pl/(min.cm2)) se puede calcular 1la
concentracién iénica del fluido transportado en estas
condiciones; siendo este valor de aproximadamente de 136
mEg/l. Esto indica que la reabsorcién de NaCl no estaria

lejos de la isotonicidad en el colon humano "in vitro".

Secreciédn de bicarbonato y accién de la norepinefrina

La epinefrina reduce la CCC en el colon humano "in
vitro" sin cambios en los flujos unidireccionales de Na%t y
Cl~ (Sellin y De Soigne, 1987). Estos resultados han sido
interpretados como debidos a una alteracién en el transporte
de otro ion, probablemente sea debido a la inhibicidén de 1la
secrecidén de bicarbonato (Sellin y De Soigne, 1987).

Nosotros hemos observado que la norepinefrina induce una
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disminucién en la CCC paralelamente a la disminucién en el
Jw absortivo (Fig. 15). Estos resultados también son
compatibles con la inhibicién de la secrecidén de
bicarbonato. De los datos presentados en la tabla VIII se
puede calcular la cantidad de agua acoplada a la secrecidén
de HCO;~. Si aceptamos que el incremento en el Jw absortivo
neto es debido a la reduccidén en el componente secretor del
movimiento neto de agua, un incremento en Jw de 0.43 4l/(min

cm?) estuvo acompafiado con una disminucién de 13 pA/cm?

en
la ccc. Esto indicaria una concentracién iénica de 16 mEq/1l,
la cual no es significativamente diferente de 1la

concentracién empleada de bicarbonato.

La accién del AMPc y la presencia de Jw neto secretorio.

Ha sido previamente demostrado que el AMPc (Harris y
Shield, 1970) y la teofilina (Sellin y De Soigne, 1987)
estimulan la secrecidén de Cl- en el colon de mamiferos.
Nosotros observamos ahora que bajo la accién del nucleédtido,
un incremento en el Jw secretorio junto con un incremento
en la dP y la ccC. (Fig. 15, Tabla VIII).

La situacién descripta en C (Fig. 16), también basada
en informacién disponible previamente sobre el colon humano
(Parsons y Paterson, 1965; Sellin y De Soigne, 1987) puede
ser util para entender la accién del AMPc y el Jw secretorio

espontdneo observado en algunos experimentos: un
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cotransporte no electrogénico Nat/K*/2C1~™ en el borde seroso
(Mc Cabe y Smith, 1985) estd acoplado con la secrecién de
Cl~ y Kt en el borde mucoso. Este sistema es similar a uno
descrito bajo la adaptacién al potasio en el colon de rata
(Hayslett y col.; 1982, Fondacaro, 1986). y es dependiente a
la presencia de Cl~ y sensible a la estimulacién con
AMPc. (Harris y Shield, 1970).

Como ya se dijo anteriormente, la observacidén, en
algunos tejidos, de un Jw neto espontineamente secretor fue
un resultado inesperado, ya que tanto la dP como la CCC son
similares en fragmentos absortivos y secretorios. Una
posible hipdétesis para comprender esta situacién seria
considerar que la secrecién de Cl1~, via el sistema adenilato
ciclasa, estaria estimulada en estos pacientes y
concomitante a este movimiento de C1™ habria un flujo neto
secretor de agua. Esta es sustentada por el hecho de que
fragmentos secretorios son absortivos en la ausencia de Cl~
y también hay que considerar los efectos del AMPc, donde el
Jw absortivo disminuye con un aumento paralelo de la CCC,
indicando el incremento de la secrecién de un ion negativo
(Tabla VIII, Fig. 13 y 16). La secrecién de Cl~ podria estar
operando a un nivel muy bajo en los fragmentos netamente
absortivos.

En suma, se puede aceptar que el movimiento neto de
agua en el colon humano distal resulta de la suma
algebraica del Jw asociado a transporte absortivo, un Jw

asociado a transporte secretor, un Jw osmbéticamente
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conducido y un Jw conducido hidré&ulicamente. El1 Jw secretor
puede estar asociado a dos diferentes iones el HCO3™ y el
Cl” y considerando ya sea la secrecién de HCO3~ o bien la
secrecidén de Cl~. Esta compleja situacién puede ser
entendida en base a informacién disponible previamente
sobre el movimiento iénico en el colon de mamiferos.
Experimentos futuros aclararin los diferentes mecanismos
iénicos y si los correspondientes Jw absortivos o
secretorios puede ser correlacionados con estructuras

anatémicas especificas.



CAPITULO V

RESULTADOS EN

CIEGO DE RATAS ADAPTADAS A UNA DIETA ALTA EN POTASIO

DISCUSION DE LOS RESULTADOS



Las ratas alimentadas durante 12 dias con una dieta
cuya concentracién de potasio fue aumentada hastg una
concentracidén de un 13% p/p, producen un aumento en la
aldosterona circulante e importantes cambio fisioldgicos en
el rifidn y en el colon distal, pero hasta ahora no se
conocia su efecto sobre el ciego.

Nuevamente, cuando el ciego adaptado fue montado entre
dos camaras, como se explicdé en métodos, se observdé una
diferencia de potencial transepitelial espontédnea de 7.52 #
1.10 mV (n= 11) y un flujo neto absortivo de agua de 0.20 *

1l cm~2. similarmente a los resultados observados

0.03 pyl.min™
en ciego de rata control, estos eran fuertemente
dependientes de la composicién de los medios o bien de los

gradientes osméticos o hidrostaticos presentes.

Efecto de los gradientes hidrostaticos transepiteliales
sobre el Jw: rol del Na+. Cl™ vy HCO3'.

La figura 18 muestra el Jw observado como una funcién
de la AP transepitelial aplicada en diferentes condiciones
experimentales. En una primera serie dos condiciones fueron
testeadas: 1) solucidén standard rata presente a ambos lados
del ciego; 2) se reemplaza el cloruro de sodio por cloruro

de colina en la solucién anterior. Idénticamente a los
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Fig. 18: EFECTO DEL GRADIENTE HIDROSTATICO

Existe una relacién lineal entre el Jw observado y el
gradiente hidrostatico aplicado. No se observa cambio de
pendiente con los diferentes medios. (o) solucion standard
rata, (o) el Nat es reamplazado por colina* en la solucién

anterior.
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tejidos anteriores, de la pendiente se obtiene la Phid
correspondiente y de la ordenada al origen se obtiene el
flujo neto asociado a transporte (Jwt). Este Jwt no fue
significativamente diferente de cero en ninguna de las dos
condiciones anteriores, teniendo permeabilidades del mismo
orden no significativamente diferentes entre si (Tabla IX).

En una segunda serie experiemntal SO,~ reemplazd al Cl~
en la solucién de ambos bafios, mucoso y seroso (la
osmolaridad total fue ajustada con PEG, PM= 4000). En esta
condicién el Jwt se volvié claramente positivo, ocurriendo
un neto incremento en la Phid (Tabla IX).

Finalmente, la remocidén de HCO5~ (buffer Tris-Hepes en
ambos bafios) no induce cambios significativos en el Jwt ni

en en la Phid (Tabla IX).

Diferencia de potencial transepitelial, corriente de
cortocircuito y movimiento iénicos unidireccionales

La adaptacién al potasio induce en el ciego de la rata,
tal como fue observado en otras partes del intestino grueso
(Sandle y col., 1985), un aumento en la diferencia de
potencial transepitelial (Tabla IX), este incremento es
acompafiado por un incremento de la ccC (57.8 * 7.1 uA/cmz),
no habiendo cambios en la resistencia transepitelial (130 #*

1641.cm2) esto datos pueden ser comparados con los valores
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Fig. 19: dP EN EL CIEGO DE RATA ADAPTADA

Grafico de la dP transepitelial en el ciego de rata adaptada
en funcidén del tiempo. Se observa una caida de la dP en
adaptadas por la presencia de amiloride 1.10°° M y un
aumento cuando el Cl~ es reemplazado por S04~ .
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TABLA IX

Juw , Phidr, dP EN FUNCION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO

1
NaCl

2)

kD)
Na2s04

4)

9
Colina-Cl

6)

n
Tris-Hepes

8)

control
adaptadas

diff

control
edaptadas

diff.

control
adaptadas

diff.

control
edaptadas

diff.

diff 4-2

diff 6-2

diff 8-2

Jut
Cul/min.cm2)

0.17 ¢ 0.03 (13)

0.06 £ 0.06 (11)

-0.11 ¢ 0.02
P < 0.01

0.25 ¢ 0.03 (14)

0.39 £ 0.09 (7)

+0.14 ¢ 0.08
kS

0.04 £ 0.03 (6)

0.01 £ 0.03 (5)

-0.03 £ 0.04
kS

0.26 ¢ 0.04 (7)

0.07 £ 0.05 (4)

-0.19 ¢ 0.07
P < 0.05

+0.33 ¢+ 0.08
P < 0.001

+0.05 ¢ 0.09
NS

-0.01 ¢ 0.06
NS

Phyd
(cn/s)

0.16 £ 0.02 (13)

0.19 £ 0.03 (11)

+0.03 2 0.03
NS

0.18 ¢ 0.06 (5)

-0.003 ¢ 0.03 (7)

-0.18 ¢ 0.06
P < 0.02

0.22 £ 0.04 (6)

0.21 £ 0.04 (5)

+0.01 ¢ 0.06
NS

0.20 £ 0.05 (5)

0.16 £ 0.04 (4)

-0.04 £ 0.07
NS

+0.19 ¢ 0.04
P < 0.001

-0.02 ¢ 0.05
NS

+0.03 ¢ 0.05
NS

dp-
(mv)

3.7+ 0.5 (7)
7,5t 1.1 (1)

+6.20 £ 1.4
P < 0.02

0.5 ¢ 0.2 (1)
13.8 £ 0.6 (8)

+13.3 2 0.45
P < 0.001

0.1 2 0.1 (6)
0.1 ¢ 0.1 (7)

0.0 £ 0.2
NS

0.7 £ 0.2 (4)
0.1 2 0.1 (3)

-0.6 £ 0.2
NS

-6.3 ¢ 1.4
P < 0.001

+7.4 £ 1.4
P < 0.001

+7.4 ¢ 2.2
P <0.00

Flujo neto de agua asociado a transporte (Jut), coeficiente de permeabilidad

hidréutica (Phid) y diferencia de potencial (dP) en el ciego de ratas adaptadas
a una dieta rica en potasio.
NaCl: buffer standard en ambos lados del tejido, Na2SO4: SO4= reemplaza a
Cl- en el medio, Colina-Cl: colina reemplaza al Na+ en el medio,

Tris-Hepes: el buffer Tris-Hepes reemplaza el buffer bicarbonato.
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de ratas controles (Tabla II). Esta dP desaparece en
ausencia de Na‘t en el medio de incubacién y es fuertemente
reducido en ausencia de HCO5~ (Tabla IX).

Se observa un claro y sostenido aumento de dP cuando el
Cl~ es reemplazado por el SO,~ (Fig. 19).

Una variacién importante en la adaptacién es que 1la
diferencia de potencial se vuelve sensible al amiloride (10~
4 M, Fig. 19) (antes del agregado de amiloride; 6.2 * 2.2
mV; luego: 3.2 * 1.3 mV; dif. media -3.28 * 0.73 mV, n= 5, p
< 0.01).

En la tabla X se muestra la dP transepitelial, la CCC,
los flujos unidireccionales de Nat, c1~ y Rbt vy 1los
movimientos netos de estos iones (Cl~ y Rb' fueron medidos
en experimentos de doble marcaje). Se puede observar
comparando estos resultados con aquellos de la tabla II, de
ciego de rata control, que existen notables diferencias: 1)
La absorcién neta de Na%t es mayor que en controles, 2) 1la
absorcién neta de Cl~ desaparece y 3) se desarrolla una

secrecién neta de KT.

DISCUSION

Varios cambios adaptativos fueron observados en el
ciego de ratas adaptadas comparado con el ciego control: 1)
la ausencia de un movimiento neto de agua asociado a

transporte en condiciones standard o bien en ausencia de
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HCO3~, 2) un significativo aumento de la diferencia de
potencial, la corriente de cortocircuito y la absorcidén neta
de Na‘t, 3) la ausencia de flujo un neto de Cl~ en
condiciones de cortocircuito, 4) el desarrollo de una
sensibilidad a la accidén del amiloride, 6) el efecto
diferente de la presencia de amiloride en el Jw y la dP
observada, 6) el desarrollo de una secrecidén neta de
potasio.

Como se dijo inicialmente, no se observé Jwt cuando el
ciego de rata adaptada fue montado entre dos soluciones
standard rata en ambos bahos (Tabla IX). Se pueden dar dos
hipbétesis alternativas a este hecho; 1) no hay movimiento de
agua asociado a transporte en el ciego de ratas adaptadas o
2) existe un movimiento de agua asociado a transporte
secretorio (Jwts) que cancela movimiento de agua asociado a
transporte absorptivo (Jwta) luego de la adaptacién al
potasio. Varias observaciones favorecen esta segunda
posibilidad: primero la 4P transepitelial, la CCC y 1la
absorcién neta de Na't son mayores comparadas con las
controles y esto es dificil de conciliar con la ausencia de
un Jwta. Segundo, la existencia de un flujo secretor esté
basado en las siguientes observaciones: 1) la dP desaparece
en ausencia de Na't sin cambios en el Jw observado (siempre
no significativamente diferente de cero, Tabla IX), y 2)
cuando SO4= reemplaza al Cl- en el medio, aparece un
importante Jw absortivo (Tabla IX). Una conclusién directa

de estos resultados seria aceptar que tanto Jwta como Jwts
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son dependientes de Nat, mientras que solo el flujo
secretorio es dependiente de Cl7.

En el ciego de ratas controles se describié un Jwts
dependiente de Cl~ y de HCO3 . El que sin embargo,
representa una pequefia fraccién del Jw observado. Cabria
preguntarse si es explicable la ausencia de un Jwt en los
animales adaptados como debida a un aumento del Jwts
observado en animales control. Sin embargo, una diferencia
importante aparece: se desarrolla un Jwt absortivo en
ausencia de Cl~ pero no en ausencia de bicarbonato (en
animales controles la ausencia de cualquiera de estos iones
produce aumento del flujo neto absotivo). Para dar
consistencia a estos resultados deberia aceptarse que la
absorcién de sodio se vuelve bicarbonato sensible en los
animales adaptados, ya sea por efecto del bicarbonato mismo
o bien por un efecto del pH debido a que el buffer Tris-
Hepes es un buffer no permeable a diferencia del HCO3~, lo
que provocaria cambios en el pH intracelular, al cual ahora
serian sensible los mecanismos de transporte en los animales
adaptados. Ademds, se observé una neta secrecidén de potasio.

Tal vez, dos diferentes Jwts pueden estar presentes en
el ciego de ratas adaptadas uno ligado a la secrecién de

HCO3~ y otro ligado a la secrecidén de Cl1l-.

Movimientos iénicos a través del cieqgo_de ratas adaptadas
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Ademas del aumento de la absorcién de Na' una secrecién
neta de Kt fue observada en el ciego adaptado. Esta
secrecidén podria estar asociada con un Jwts y si aceptamos
que el valor del Jwta es el flujo observado en presencia de
S0, y por lo tanto Jwts tiene, en las condiciones standard,
valores similares, se debe concluir que la concentracién de
Kt en el fluido secretado debe ser muy baja.

Si, la absorcién neta de Cl~ observada en controles
desaparece luego de la carga con potasio, es probable que la
posible secrecién de C1~ que acompafiarfa a la salida de K*
no pueda ser detectada con mediciones isotépicas debido a 1la
importante permeabilidad paracellular del Cl~.

Experimentos previos en ratas adaptadas mostraron,
en el colon distal de rata, un incremento en el flujo
absortivo de Nat sin cambios en el movimiento de Cl1~
(Budinger y col., 1986), lo que estaba asociado con un neto
incremento en la 4P, una reduccidn en la resistencia
transepitelial (Sandle y col., 1985) y un incremento en la
secrecién de Kt (Siga y col., 1989). Los resultados
presentados aqui para el ciego adaptado, considerando el
movimiento idénico, indican que el ciego de rata adaptada
tiene similitudes y diferencias con otras partes del colon
pero que sin embargo, estos resultados son estrechamentes
coincidentes con aquellos observados en el colon distal de
rata luego de la infusién continua de aldosterona por siete
dias; este tratamiento produce la induccidén tanto de una

absorcidén electrogénica y sensible al amiloride de sodio y
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de la secrecidén de potasio como de la inhibicidén de 1la
absorpcidén electroneutra de NaCl (Turnamian y Binder, 1986).

Es posible relacionar dos observaciones al estado del
camino paracelular en el ciego de ratas adaptads: 1) la
fuerte reduccién en la permeabilidad hidratlica observada
cuando el 804= reemplaza al Cl~ en el medio, 2) la evolucién
temporal de la dP en presencia de SO4= comparada con la de
los controles. Ambos resultados pueden ser interpretados
como una baja permeabilidad a SO4= del camino paracelular en
los animales adaptados.

En suma, se puede concluir que la adaptacidén al potasio
en el ciego de rata implica el desarrollo de un movimiento
de agua secretorio asociado a transporte, acoplado a la
secrecidén de potasio. Simultaneamente, existe un cambio de
una reabsorcidén no electrogénica de NaCl a una entrada de
Nat sensible a amiloride, junto con una reduccién en 1la

permeabilidad paracelular.
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CAPITULO VI

RESULTADOS EN MONOCAPAS CELULARES DE HT29 Y CacCo2

DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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Las células diferenciadas HT29-18 (clon E glucosa y
galactosa) y CaCo2 puestas en cultivo sobre filtrps de
policarbonato conservan su morfologia polarizada (Hidalgo y
col., 1989; Godefroy y col., 1990), es por ello que
representan un modelo interesante para el estudio del
transporte en epitelios, pues forman una sola monocapa
epitelial sin otros tejidos acompafiantes.

Dos tipos de observaciones fueron hechas durante este
trabajo. En una primera parte las propiedades de
permeabilidad de las lineas celulares CaCo2 y HT29-18E
fueron estudiadas a 20°C y en buffer Tris-Hepes, para
caracterizar sus propiedades de permeabilidad pasiva. En una
segunda etapa células CaCo2 fueron estudiadas a 37°C, ya sea
en buffer Tris-Hepes o en buffer bicarbonato.

La figura 20 muestra como las células sembradas,en una
concentracién de 80.000 cel/camara para HT29-18E galactosa
(HT29-18Egal) y de 50.000 cel/camara para CaCo2 y HT29-18E
glucosa (HT29-18Eglu), al cabo de tan solo 3 dias forman una
cubierta que aumenta la resistencia del filtro a valores
medibles y significativos. Esto indica que se puede medir la
resistencia para estudiar la conformacidén de una barrera
epitelial y por lo tanto resulta en un ensayo sencillo y
rapido que se puede realizar en condiciones de esterilidad y
que permite conocer el estado del cultivo y la posible

conformacidén del epitelio. El siguiente paso fue observar la

107



Fig. 20: MEDICION DE RESISTENCIA POR PULSOS DE POTENCIAL.
Aplicando pulsos de potencial incrementados de a 2 mV se
registra la corriente observada. La relacidén encontrada
cumple con la Ley de Omhs, por lo tanto de la pendiente del
grafico de AV vs I se puede calcular la resistencia. De la
curva "a" se calcula la resistencia del filtro de
policarbonato sin células. De la curva "b" se calcula 1la
resistencia del filtro m&s células a los tres dias de
sembradas en una concentracién de 50000 cel /filtro. Los
filtros en este caso son de 0.65 cm de didmetro. La dP y la
CCC son registradas por medio de puentes de agar y
electrodos de Ag/AgCl respectivamente, esterilizados con
anterioridad, lo que permite el seguimiento de la formacidn
de la monocapa por mas de 18 dias.

20 A /
_ HT 29 E glu/
f0- it
S i
E
Q. 0 -
O

y= -0,4219 +0,1957x r=1,00
= -0,3684 +0,1529x r=1,00

-20 ' T ' 1
-100 0 100

corriente (uA/filtro)
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evolucién de la resistencia con los dias de sembrado. En la
figura 21 se muestra esta relaciédn, pudiendo observarse que
los tres tipos celulares llegan a un estado estacionario al
cabo de 12 dias aproximadamente, siendo las resistencias en
estas condiciones de 56.6 * 3.1 A.cm? (HT29-18Egal); 65.1 *
5.6 n.cm? (HT29-18Eglu) y 324.0 + 20.5 n.cm? (CaCo2). Si en
este estado, se mide el flujo neto transepitelial,
nuevamente se encuentra (como en los epitelios anteriormente
analizados), que la relacidén entre la presion hidrostatica
aplicada y el flujo neto de agua observado es una relacién
lineal. En las condiciones de trabajo planteadas, a 20°C de
temperatura y en medio de pH controlado por buffer Tris-
Hepes, la ordenada al origen no es significativamente
diferente de cero, pero por el contrario las Phid pueden ser
nuevamente calculadas a partir de las pendientes siendo:
1.13 + 0.49 cm/seg (HT29 gal); 0.88 * 0.40 cm/seg (HT29
glu) y 1.15 * 0.29 cm/seg (CaCo2) (Fig. 22, Tabla XI).

Se observd una relacidn lineal entre el Jw y el gradiente
osmdético transepitelial aplicado (el bafio seroso fue hecho
hiperosmético por agregado de PEG, PM= 4000, 0 a 200 mM),
nuevamente, de la pendiente se calculdé Posm, no se
observaron diferencias significativas para los valores de
Posm, en ninguno de los tipos celulares (Tabla XI). Como
puede verse en la Tabla XI, no se observé variacidédn en el
valor de Posm cuando la temperatura se elevé de 20°C a 37°C
o bien cuando se usaron distintos buffers (bicarbonato o

Tris-Hepes) .
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Fig. 21: VARIACION DE LA RESISTENCIA DURANTE EL CRECIMIENTO
CELULAR.

La resistencia de las monocapas varia en funcién de los dias
de sembrado. (®m) CaCo2, R= 324 * 20.l.cm® (n= 6); (e) HT29-
18E gal, R= 56.6 + 3.1J/.cm? (n= 6), (m) HT29-18E glu, R=
65.1 * 5.6 4.cm? (n= 6). Los valores de resistencia son
tomados cuando se alcanza el estado estacionario,
aproximadamente a los 12 dias de sembrado. "n" indica 1la
cantidad de cajas plasticas conteniendo 12 filtros cada una
utilizadas.
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Fig. 22: EFECTO DE LA PRESION HIDROSTATICA SOBRE EL Jw A
20°C

Las mediciones fueron realizadas en monocapas confluentes,
en su maxima resistencia a 20°C y en medio regulado por
buffer Tris-Hepes.
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Efecto de la deplecidén de catt en el medio de cultivo.

El aumento de las resistencias de la monocapa pudiera
ser simplemente debido al hecho mec&nico de cubrir los poros
de los filtros con el crecimiento celular, es por ello que
se buscd un medio que actle sobre las monocapas ya formadas.
Ha sido demostrado que la presencia de calcio en el medio de
cultivo es necesario para la formacién de las uniones
intercelulares y que su ausencia produce la apertura de
estas (Cereijido y col., 1978).

Cuando las monocapas fueron incubadas en un medio sin
ca*t y adicionado con EGTA 1 mM a 37°C, se observd una caida
exponencial de la resistencia en funcién del tiempo (Fig.
23). Al cabo de una hora y media los valores de resistencia
no eran significativamente diferentes de cero.

También, se midié el Jw en ausencia de catt,

encontrandose que este aumenta significativamente (Fig. 24).

Permeabilidad a moléculas de distinto peso molecular en
monocapas de células CacCo2.

Una variedad de moléculas hidrosolubles, en un rango de
pesos moleculares que varian de 180 a 70.000 daltons,
marcadas radiactivamente, manitol, inulina y Dextran (las

que no son permeables en la membrana plasmitica), fueron
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utilizadas para evaluar la permeabilidad de estas monocapas
celulares. Como puede observarse en la Tabla XII, todas
estas presentan una muy baja permeabilidad, tipico de
epitelios bien conformados (vejiga urinaria de anfibios
Permeabilidad. a sacarosa= (3.07 * 0.5) 10~° cm/seg, Parisi
Yy col., 1985).

Se utilizdé asi mismo, una molécula liposoluble como el
metanol (PM= 32), y se vid que la permeabilidad en este caso
aumenta 1000 veces, resultado claramente coherente con el
hecho de que esta molécula pasa por difusién a través de la
membrana celular.

En un mismo experimento se usaron pruebas de 3H-manitol
e l4c-inulina y se midieron los flujos unidirecionales en
presencia y ausencia de ca‘' con EGTA 1 mM (Tabla XIII). La
permeabilidad aumenta significativamente tanto para el
manitol (2.65 %+ 0.39 10> cm/s), como para la inulina ((5.26

+ 0.72) 1076 cmy/s).

Efecto de la temperatura sobre la resistencia v el Jw en

monocapas de células CaCo2.

Como anteriormente se menciond, en una primer etapa, se
intenté probar que la utilizacién de monocapas diferenciadas
era un método viable para el estudio de mecanismos de
transporte transepiteliales, es por ello que se intentéd

probar que se formaba una barrera cerrada y selectiva al
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Fig. 23: EFECTO DE LA INCUBACION SIN CALCIO SOBRE LA
‘RESISTENCIA DE LAS MONOCAPAS CELULARES.

Las monocapas incubadas en medio deplecionado de catt Yy con
EGTA 1 mM, al cabo de una 90 minutos muestran una
resistencia no significativamente distinta de cero. (@)
CaCo2, (@) HT29-18E gal, (@ HT29-18E glu.
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TABLA XII

PERMEABILIDAD A DISTINTAS MOLECULAS RADIACTIVAS DE DIFERENTE
PESO MOLECULAR EN MONOCAPAS DE CELULAS CACO2.

molécula PM Ps (cm/s) n
metanol 32 (1.41 £ 0.57).10exp-4 3
manitol 180 (1.59 £ 0.39).10exp-6 4
Inulina 5000 (1.57 £ 0.37).10exp-6 S
Dextran 70000 (6.42 £ 1.24).10exp-6 3

Los valores de permeabilidad al manitol, inulina y dextran tomados

a 20 C, durante un periodo de 90 minutos, son del orden dado por
otros investigadores para los epitelios "in vitro".

Las monocapas celulares utilizadas estaban en su resistencia mixima y
en fase estacionaria.
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Fig. 24: EFECTO DE LA DEPLECION DE CALCIO SOBRE Jw EN
CELULAS CacCo2.

El Jw aumenta significativamente luego de una incubacidén de
60 minutos en medio sin calcio y con EGTA 1 mM, n= 4.
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pasaje de diversas sustancias a través de ellas, utilizando
los métodos anteriormente relatados. Por esto, se trabajé a
20°C y con pH regulado con buffer Tris-Hepes. Cuando se
aumenta la temperatura a 37°C, una primera observacidén fue

gque en las células CaCo2 la resistencia y la diferencia de
potencial caen con el aumento de la temperatura (226 + 18
ﬂ“cmz; 0.38 * 0.08 mV, n= 18 ). Sin embargo, el flujo neto
de agua aumenta significativamente (Fig. 25, Tabla XI),
aumentando Phid con el aumento de temperatura, mientras que

Posm permanece invariable (Tabla XI).

Propiedades de transporte de las células CaCo2 a 37°C

Los movimientos de Nat y c1~ fueron estudiados en
monocapas de células CaCo2. Los flujos unidireccionales y
netos calculados de los correspondientes movimientos
isotépicos con 22Nt Y 36Cl', se muestran en la tabla XIV.
Se observd un flujo neto secretor, tanto para Na+, como para
Cl™, la adicidén de amiloride (10'3 M) en el bafio mucoso ,
redujo significativamente los flujos en el sentido mucoso-
seroso de ambos iones, mientras que los flujos en el sentido
seroso-mucoso no fueron modificados. Como consecuencia 1los
flujos netos secretorios de Na*t y C1™ fueron aGn mayores en
presencia de amiloride. Como los movimientos de Na* y c1~
fueron simultdneamente medidos ambos flujos pueden

considerarse como valores pareados. Cuando los flujos en el
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TABLA XIV

FLUJOS UNIDIRECCIONALES DE Na+ Y Cl-

n control amiloride

Na+ Cl- Na+ Cl-
Jms 7 1.67 = 0.34 1.77 £ 0.48 1.33 £ 0.32 1.41 + 0.67
Jsm 8 2.72 t 0.36 3.20 £ 0.43 2.61 £ 0.60 3.46 £ 0.67

Jneto -1.05 £ 0.34* ~1.43 * 0.43~ 1.28 + 0.30* 2.05 £ 0.40*

* p< 0.001

Los valores control y amiloride son datos tomados en forma pareada

y se informa X t SEM, n= 8.

La media de las diferencias para cada uno de los iones entre las
condiciones control y amiloride son (-0.34120.05) pE/h.cm2, con
significancia p< 0.001 para Na+ en el flujo mucoso-seroso. EL valor
para Cl- es de (-0.37$0.17) uE/h.cm2. Las restantes diferencias

no son significativas.
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Fig. 25: EFECTO DEL GRADIENTE HIDROSTATICO EN MONOCAPAS DE
CELULAS CaCo2 A 37°C.

Se observd el efecto de la temperatura y la composicidén del
medio sobre la permeabilidad. Se experimentdé en medio
regulado por buffer Tris-Hepes a 20°C (¢) y a 37°C () Yy en
medio regulado en buffer HCO3~ a 37°C (e).
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TABLA XV

AMILORIDE MUCOSO 1.10EXP-3 M.

Jus
control
Jsm

Jme
amiloride
Jsm

P8 manitol (cm/s)
(4.03 t 1.03).10exp-8

(9.74 * 1.07).10exp-8+*

(6.90 £ 2.40).10exp-8

(10.6 £ 0.59).10exp-8«*

AMILORIDE MUCOSO 1.1l0EXP-5 M.

Jms
control
Jem

Jms
amiloride
Jsm

Ps manitol (cm/s)
(1.12 * 0.71).10exp~-7

(6.06 + 0.36).10exp-8

(1.59 ¢ 1.12).10exp-7

(4.16 ¢ 0.80).10exp-8

TRANSPORTE DE GLUCOSA Y FLUJO DE MANITOL

(n= 6)
P8 glucosa (cm/8)
(1.78 = 0.18).10exp-6

(1.89 = 0.12).10exp-6

(1.49 t 0.16).10exp-6**

(1.75 £ 0.11).10exp-6

(n= 3)
Ps glucosa (cm/s)
(6.32 = 4.83).10exp-6

(1.33 £ 0.22).10exp-6

(5.39 + 4.05).10exp-6

(1.33 £ 0.22).10exp-6

*p < 0.05 comparando Jsm-Jms; **p < 0.05 comparando control contra

amiloride.

Flujos unidirecionales de glucosa y de manitol en monocapas de células
CaCo2 y a 37 C durante toda la experiencia. El medio de trabajo es el

medio de cultivo, el que es continuamente gaseado con 10% de CO2.
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sentido mucoso-seroso fueron comparados, no se observaron
diferencias significativas ni en las condiciones control
(JmsCl~ - JmsNat = 0.10 + 0.16 peq/(h.cm?), h=7, ns) o bien
en la presencia de amiloride (10'3 M) (JmsCl™ - JmsNa+ =
0.08 * 0.16 ueq/(h.cmz), n=7, ns). Sin embargo, cuando los
flujos seroso a mucoso fueron comparados, los flujos de Cl~
fueron p=2q/(h.cm?), n=8, p< 0.05). La diferencia se vuelve
mas importante luego de la accién del amiloride (JsmCl™ -
JsmNat = 0.85 + 0.14 ueq/(h.cm?), n=8, p< 0.01).

Las mediciones simultineas de los flujos de manitol y
glucosa, siempre en células CaCo2 y a 37°C, son presentados
en la Tabla XV. Se puede notar que un movimiento neto
secretor de manitol fue observado. Por otra parte, no se
observaron diferencias significativas entre ambos flujos
unidireccionales de glucosa. Sin embargo, el amiloride en

concentraciédn 1073 M y 1072 M reduce el movimiento de

glucosa en ambas direcciones.

Estudios morfolégicos por microscopia y criofractura de
monocapas HT29 y CaCo2.

Las lineas celulares CaCo2 y HT29-18E, se diferencian
como enterocitos y presentan como rasgos de diferenciacién
caracteristicos 1la formacién de microvellosidades y de
"uniones estrechas" (Tight Junctions) intercelulares, esto

puede llegar a observarse por distintas técnicas
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histolégicas, una de ellas la criofractura, aqui aplicada.

Las fotografias de las criofracturas de los distintos
tipos celulares (Fig. 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32), muestran
claramente estructuras diferenciadas observandose en las
monocapas de CaCo2 una profusa microvellosidad en la cara
apical (Fig. 26, 27), Yy en el borde de las uniones
intercelulares pueden también observarse las
unionesestrechas con las bandas caracteristicas rodeando 1la
membrana apical descritas en otros epitelios por Cereijido y
col., (Fig. 28). En las monocapas de células HT29, también
puede observarse la formacién de microvellosidades en la
membrana apical, aunque en mucho menor cantidad (Fig. 29,
30). La Fig. 29 muestra en estas células la presencia de
uniones estrechas con sus bandas caracteristicas, mientras
que en la Fig. 31, se puede observar estas bandas bordeando
todo el contorno apical de la célula. En la Fig. 32, podemos
observar el punto de unién de tres células, se distingue
claramentte las uniones intercelulares, microvellosidades
cortadas transversalmente por el clivage y una compleja
unidén estrecha entre dos de ellas.

Cuando el medio se depleciona de calcio se produce una
desorganizacién de las bandas en la unién estrecha, tal como

puede verse en la Fig. 33.
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Fig. 27: MICROVELLOSIDADES EN CELULAS CaCo2
Microvellosidades cortadas longitudinalmente, pueden
observarse dentro de la microvellosidad gran cantidad de
granulos de proteinas, posiblemente microtdbulos y
microfilamentos (aumento 18000X). =
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Fig. 28: UNION ESTRECHA EN MEMBRANA APICAL

Al borde de la membrana apical y antes de 1las
microvellosidades (*) se observa las bandas (=9 )
caracteristicas que conforman la unién estrecha. Las
microvellosidades aqui se cortan transversalmente. (aumento
13000X) .
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Fig. 29, 30: DIFERENCIACION EN CELULAS HT29.

Las células HT29 aunque menos diferenciadas que las CaCo2
también presentan microvellosidades (*) en su cara apical y
las bandas caracteristicas (==) de la unidn estrecha en las
uniones intercelulares. (aumento 18000X).

A




Fig. 31: UNION ESTRECHA BORDEANDO EL CONTORNO APICAL DE LA
CELULA HT29.

La unién estrecha rodea todo el borde superior de las
células sirviendo para ensamblarse y comunicarse con las
células vecinas. En esta fotografia se observan las bandas
de la union estrecha (= ) claramente diferenciadas y
organizadas (aumento 18000X).
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Fig. 32: UNIONES INTERCELULARES EN CELULAS HT29.
En esta fotografia pueden verse las uniones intercelulares

( ) de tres células con la union estrecha (-9 ) y las
microvellosidades cortadas transversalmente (*) (aumento
18000X) . , :
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Fig. 33: EFECTO DE LA DEPLECION DE CALCIO SOBRE LA UNION
ESTRECHA.

Luego de la incubacidén sin calcio en el medio a-37°C, se
observa en la criofractura que las bandas (< ) de la unidén
estrecha en la membrana apical estan desorganizadas,
observandose claramente discontinuidades y rupturas de
ligasones en comparacidén con las observadas en las imagenes
anteriores. (aumento 18000X). '
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Fig. 34:MONOCAPAS EPITELIALES DE CELULAS CaCo2 EN SOPORTE NO
PERMEABLE.

(a) Las células cultivadas durante tres dias en capsula de
Petri comienzan a diferenciarse cuando llegan a confluencia,
pierden su forma redondeada y toman formas mds geométricas.
Estas células en soportes no permeables forman domos (*),
acumulando liquido en la cara inferior basolateral.

(b) Las células luego de 8 dias de sembradas son mucho méas
pequefias y angulosas.

v % °
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Fig. 35: MICROFOTOGRAFIA DE MONOCAPA EPITELIAL DE CELULAS
CaCo2.

En esta fotografia se observan las microvellosidades (*) en
la cara apical, el nicleo celular y gran cantidad de
vesiculas en el interior de las células CaCo2. Estas células
se diferncian en cultivo y en soportes permeables crecen en
monocapas epiteliales (a), de lo contrario mayoritariamente
forman multicapas (b). '




DISCUSION

Estudios previos demostraron que las células CacCo2
(Pinto y col., 1983) y las HT29 (Godefroy y col., 1989),
desarrollan una diferenciacién enterocitica en cultivo. Las
células CaCo2, cuando crecen sobre una superficie plastica
forman domos caractertisticos del transporte epitelial, esto
ocurrre cuando la monocapa llegd a confluencia y cesd el
crecimiento (Fig. 34, 35)

Cuando las células CaCo2 son cultivadas en filtros de
policarbonato exhiben una bien definida "union estrecha" y
presentan un valor de resistencia transepitelial de 154
n.cm? (Grasset y col., 1984). Estas células en cultivo
permanecen diferenciadas siempre y no es necesario para ello
ningin proceso de induccién.

Las células HT29, se diferencian por induccién del
medio, deplecionando a este de hexosas, o bien cambiando la
glucosa por galactosa (Pinto y col., 1983). Las células
indiferenciadas son casi esféricas, unidas unas a otras por
algunos desmosomas y forman multicapas celulares. Cuando son
cultivadas en un medio deplecionado de glucosa, forman una
monocapa de células columnares (Godefroy y col.,1989),
presentando uniones estrechas intercelulares y un ribete en
cepillo claramente diferenciado.

El establecimiento de la polaridad celular en células
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epiteliales es caracterizada por la adquisicién de dos
dominios de membranas claramente distinguibles, delimitadas
por las uniones estrechas, las que separan dos superficies
distintas con proteinas y lipidos especificos (Gumbiner y
Louvard, 1985; Louvard y col., 1986). En ausencia de ca't
las uniones intercelulares pueden ser abiertas (Gumbiner y
Simmons, 1986; Sedar y Forke, 1964). Aqui, se ha demostrado
que en estas células diferenciadas (HT29 gal; HT29 glu y
CaCo2), estas uniones son funcionales, ellas previenen el
acceso de marcadores de acuerdo al tamafio molecular
(manitol-14c, Inulina-3H y dextran-14c), y en ausencia de
ca*tt, cuando la unién esti abierta y las bandas de la tight
desorganizada (criofractura Fig. 31), permite el acceso de
moléculas de distinto tamafio (Tabla XIII). También debe
observarse que la resistencia cae a cero en estas
condiciones. Artursson y Magnuson demostraron en las células
CaCo2 desarrolladas sobre filtro, que la permeabilidad
eléctrica aumentada inducida por la ausencia de ca't, fue
causado por una separacién reversible de los componentes de
la unién compleja (Artursson y Magnuson, 1990).

Los valores de resistencia encontrados aqui son mayores
para CaCo2 (324 AN.cn?) que los referidos en la literatura
(154.n.cm2, 174 R.cm? (Hidalgo y col., 1989; Grasset y
col., 1984). Esto posiblemente se deba a que esta linea
celular no fue clonada con anterioridad y aGn permanece
heterogénea y seria posible que estemos trabajando con un

grupo altamente diferenciado, como puede verse por la
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densidad del ribete en cepillo formado en la membrana
apical (Fig. 27 y 30).

En los clones HT29, el valor de resistencia esta
intimamente relacionado con los valores de un epitelio
abierto (leaky) tal como el del intestino humano "in vitro"
(capitulo ) Y es relativamente mayor que el informado con
anterioridad por Godefroy y col., (1990). Esto concuerda con
que el clon utilizado en esta experimentacién (clon E) y el
clon 18 utilisado previamente por Godefroy presentan
diferente grado de diferenciacidén y polarizacién (Godefroy y
col., 1990). El1l clon E presenta al ser aislado mayores
caracteristicas de diferenciacién, como ser mayor expresidn
de enzimas y también mayor porcentaje de uniones estrechas.
Ademds de considerar, que en el clon 18, las células
cultivadas en medio que contenia glucosa permanecian
indiferenciadas, mientras que en el clon E presentan
prodiedades de diferenciacién.

En una primera etapa, nuestro propdésito fue demostrar
que las monocapas diferenciadas de lineas celulares
provenientes de adenocarcinoma de colon humano eran un
modelo viable para el estudio de transporte, es por eso que
se estudiaron los procesos donde actGan las fuerzas pasivas,
con lo que se intentd demostrar que existia una barrera
epitelial integra. Es por ello que se trabajo a 20°C de
temperatura y en medio de buffer Tris-Hepes. Es sabido que
en estas condiciones el transporte activo se encuentra

inhibido, el que se reactiva a 37°C. Se observa un aumento
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significativo del Jw con el aumento de la temperatura.
Gonzalez Mariscal y col., encontraron en células MDCK
(células de rifion de perro), que una disminucién de 1la
temperatura de 37 °C a 3 °C resultaba en un incremento de la
resistencia del 306%, sugiriendo un incremento en la
capacidad de sellado de las uniones oclusoras (Gonzalez
Mariscal, 1985). Este efecto fue fambien observado en el
pasaje de 20°C a 37°C las células CaCo2, viendose una

disminucién de la resistencia con el aumento de 1la

temperatura.

Jw_inducido osmética e hidradlicamente en monocapas de
células CaCo2 y HT29-18E.

El Jw fue, tanto en CaCo2 como en HT29~18E, una funcidén
lineal de los gradientes hidrostidticos u osméticos
aplicados. Los valores observados a 20°C, no fueron
significativamente diferentes en ambos tipos celulares, atGn
cuando las resistencias transepiteliales fueron
significativamente mis altas en cé&lulas CaCo2 que en HT29-
18E (Tabla XI). Podriamos comparar estos valores con
aquellos previamente encontrados en el colon humano "in
vitro" (Fig. 13): Phid= 0.22 % 0.03 cm.s™1; Posm= 0.0028 %
0.0005 cm.s™1; R= 100 * 16 .cm2.

Una interesante observacidén fue que en las células

CaCo2, Phidr fue una funcién de la temperatura del medio

137



mientras este no fue el caso para Posm. Estos resultados
sugieren diferentes caminos para los movimientos de agua
osméticos e hidratlicos. Estos resultados habren una
expectativa pues profundizando en este sistema tengamos un
método para discernir entre los movimientos transcelulares y

paracelulares.

Acoplamiento entre aqua e iones en células CaCo2.

Si consideramos juntos, el aumento observado en la Phid
Y la reducciédn en la resistencia transepitelial en las
células CaCo2 a 37°C, esto resultados se pueden asociar con
una abertura del camino paracelular a 37°C.

Grasset y col., (1985) previamente han descrito una
secrecién neta de Nat y Cl1~ en células CaCo2 cultivadas en
filtro poroso pero tan solo fue observado luego de la accién
de distintos secretagogos. Ellos concluyen que las células
CaCo2, las cuales en cierto grado recuerdan a las células de
la cripta colénica, poseen una conductancia de cloro mucosa
dependiente de amiloride, caracteristica de células
secretoras. En nuestros experimentos, la secrecidén de Na*t Y
Cl™ fue observada en ausencia de cualquier estimulacién
externa, observandose también la sensibilidad al amiloride.
Ademds, La aparicién de un Jwt secretor (pues en ausencia de
todo gradiente ya sea este quimico, osmético o hidratGlico se

observa una ordenada al origen negativa) (Fig. , Tabla XI)
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seria coincidente con las secreciones Na' y C1~ observadas
con marcadores radiactivos.

El Jwt secretor descrito aqui fue de relativa
importancia y conociendo tanto los valores de flujos'netos
iénicos como los valores de flujo neto de agua, se puede
calcular las corresponcientes concentraciones en el fluido
secretado (Cl™= 24,5 meq/l; Nat= 18.0 meq/l). Si aceptamos
que ningdn otro ién estd siendo secretado por las células,
el fluido transportado seria altamente hipoténico.

El efecto del amiloride reduciendo el flujo de Na®t
mucCoso-seroso, y en un menor grado el flujo de Cl~ (los
experimentos fueron realizados a circuito abierto), indica
la existencia de un pequefio pero detectable transporte de
Nat mucoso-seroso. La secrecién de Cl~ fue
significativamente mas alta que la secrecién de Na‘ en
experimentos de doble marcaje. Esto es mas evidente bajo la
accidén del amiloride. Estos resultados refuerzan la idea de
que existe una importante salida de Cl™ en el borde apical.
Este movimiento extra de Cl~ debiera ser acompafiado, al
menos en condiciones de circuito abierto, por el eflujo de
otro cation (K*) o el influjo de otro anion (HCO3™).

La existencia de un movimiento neto de manitol en el
sentido seroso-mucoso, acoplado a un significativo Jw en el
mismo sentido (Tabla XI, Tabla XV), puede ser interpretado
de dos diferentes maneras: 1) como resultado de 1la
polarizacidén de soluto debido al existencia de capas no

mezcladas tanto en la superficie mucosa como en la serosa

139



(Diamond, 1979) o 2) como consecuemcia de un fendmeno de
arrastre por solvente en la via paracelular. Aunque 1los
flujos de glucosa y manitol fueron simulténeamente medidos
en la misma monocapa, esta asimetria no fue observada en los
flujos unidireccionales de glucosa pero si en los flujos de
manitol (Tabla XV). Estos resultados fuertemente sugieren
que la primera posibilidad no puede ser cierta.
Alternativamente, si aceptamos que el arrastre por solvente
puede ser observado en la via paracelular, simultaneamente
aceptamos que existe una importante proporcién del flujo que
se mueve entre y no a través de las células.

En experimentos de doble marcaje los flujos
transepiteliales de glucosa son 100 veces mas alto que los
flujos de manitol. Esto, nuevamente, esta de acuerdo con los
resultados esperados ya que glucosa a través de su
transportador puede ser tomado por las células epiteliales y
no existe la misma posibilidad para el que debe pasae
pracelularmente. No se observdé neto de glucosa, esto no es
inesperado si consideramos que éstas células esté&n
trabajando cémo células de la cripta. El efecto pequefio pero
significativo del amiloride sobre la trasferencia de glucosa
fue una interesante observacién porque existe actualmente
suficiente evidencia de que el amiloride afecta de alguna
manera el trnasportador Na+/glucosa. Cook y col., informaron
que el amiloride inhibe la captaciénn de Na' dependiente de
hexosas en un clon de células de rifion de cerdo (LLC-

RK1/CL4). También fue observado que la captacién de glucosa
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se vuelve sensible a la accién del amiloride en el yeyuno de
rata luego de la adaptacién de potasio (Capurro y col.,

1990)



CAPITULO VII

CONCLUSIONES GENERALES



como los resultados son discutidos ampliamente en cada
uno de las lineas experimentales presentadas en 1los
capitulos anteriores, aqui haremos un breve resumen tratando
de proponer un modelo sobre el manejo de agua e iones en los
distintos epitelios, incluyendo informaciones dadas por
otros investigadores con anterioridad.

Respecto de nuestros interrogantes iniciales, se han
podido dar varias respuestas sobre cual es la interrelacién
entre el movimiento de agua e iones y de las fuerzas de las
cuales dependen.

Existen en todos los epitelios un flujo neto espontéaneo
de agua, el que resulta de un balance entre flujos
absortivos y secretorio, los que claramente dependen de los
movimientos idénicos celulares involucrados. Este flujo
existe en ausencia de fuerzas pasivas que pudieran
impulsarlo (gradientes quimicos, osméticos o hidrGlicos)
(cap. III, IV, V, VI). Es por ello que si en estas
condiciones existe, tiene que estar asociado al transporte
celular.

Este movimiento de agua depende de la composicién de
los medios que bafian los epitelios, tal como se ve en las
figuras de la pagina Yy en las tablas en pagina.
Variaciones observadas tanto en el ciego de rata normal y
adaptado como en el colon humano.

Usando estos resultados podemos dar modelos del
movimiento de agua e iones en los distintos epitelios "in

vitro". En estos modelos podemos distinguir similitudes y
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diferencias en los distintos célones utilizados:
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CIEGO DE RATA CONTROL

Se demuestra 1la
existencia de un flujo
neto de agua absortivo,
dependiente de Nat y c1-,
e 1 q u e e s
contrabalanceado por un
flujo de agua secretor
dependiente de HCO5 .

Entrada de sodio no
electrogénica no
dependiente de

amiloride.
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CIEGO DE RATA ADAPTADA

Se demuestra 1la
existencia de un flujo
absortivo dependiente de
Nat Yy C17, compensado por
un flujo secretor
dependiente de Nat, c1~
y HCO;™, de este dltimo
probablemente por una
regulacién del pH
intracelular.

Es de notar que en este
caso hay un incremento de
la absorcién de sodio que
es electrogénico .

La aparicién de nuevos
mecanismos no implican la

desaparicidén de 1los

‘preexistentes.
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También se demostrd que en estas barreras epiteliales
se puede mover fluido aplicando gradientes osméticos u
hidrostaticos, siendo la relacidén lineal entre el gradiente
aplicado y el flujo de agua observado. Este concepto fue
utilizado para demostrar que las monocapas celulares se
comportan también como una verdadera barrera epitelial, para
la cual se puede definir una cierta permeabilidad osmdética o
hidratdlica. Encontrandose un flujo secretorio de agua
asociado al transporte secretorio de NacCl.

En el ciego de rata control se encontrdé que existen
estructuras determinadas para el movimiento de agua osmética
(canales), los que discriman el pasaje de cargas positivas.
Esto no se observa cuando se aplica gradiente hidrost&tico
por lo que ambos flujos deben estar moviendose por vias

diferentes.
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Water and ion handling in the rat cecum

E. ESCOBAR. C. IBARRA, E. TODISCO, AND M. PARISI
Seccion de Biomembranas, Departamentn de Fisiologia. Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires, 1121 Buenos Aires, Argentina

EscoBaR. E.. C. IBARRA, E. T0oDISCO. AND M. Partsi. Water
and ion handling in the rat cecum. Am. J. Physiol. 259 (Gas-
trointest. Liver Physiol. 22): G786-G791. 1990. —The minute-
by-minute net water movement (J.) in the rat cecum was
correlated with the transepithelial potential difference (PD),
short-circuit current (/.), and the unidirectional Na-, Cl~, and
Rb~ fluxes., with the following results. /) J. was a linear
function of the applied hvdrostatic or osmoti¢ transepithelial
gradients (hydrostatic permeability coefficiency = 0.164 = 0.018
cm/s. n = 13: osmotic permeability coefficient = 0.0014 =
0.0002 cm/s. n = 6). 2) A fraction of this absorptive J. (0.17 =
0.03 ul-min~'-em™, n = 131 was independent of the presence
of any osmotic, hvdrostatic. or chemical gradient. 3) This
fraction was Na~ dependent, associated with an amiloride-
insensitive PD and net Na~ (2.37 + 0.68 ueq-h™'.cm™, n = 6)
and Cl” influxes (3.45 = 1.46 ueq-h~'-cm~, n = 6), measured
under short-circuit conditions. No net Rb™ movement was
detected. 4) The absorptive J, increased when HCO3; was
replaced by tristhvdroxvmethyvl)aminomethane (Tris™) buffer
or CI” by SO;~. A good agreement between the observed and
the expected J. (assuming isosmotic reabsorption) was ob-
served in the absence of HCO5. 5) The presence of an osmotic
but not a hvdrostatic transepithelial gradient generated a trans-
epithelial PD. These results show that water movement across
the rat cecum in vitro is the result of a combination of hydro-
static-, osmotic-, and transport-associated transfers. Concern-
ing this last driving force, the observed results indicate that the
transport-related J. results from the addition of an absorptive
J.. coupled to a nonelectrogenic NaCl entry, plus a secretory
J. probably coupled to HCO7 secretion.

osmotic gradients; water permeability; water pathwavs: water
and ion coupling; hydraulic permeability

THE MAMMALIAN LARGE INTESTINE reabsorbs substan-
tial quantities of water. The human colon, for example,
receives a daily volume load of some 2.000 ml from the
ileum. whereas the fecal excretion is only 30 ml/day (8).
It is generally accepted that this water absorption is
associated with transepithelial ionic transfer (6). but
many important points are not vet clarified. ) What is
the real coupling between ions and water in the large
intestine? 2) What is the role of the osmotic and hvdro-
static gradients in the observed water fluxes? 3) What is
the relative importance of the paracellular and transcel-
lular routes for water transfer? The properties of the
large intestine vary from segment to segment (2) and
from species to species (13). To answer these questions.
we have chosen the rat cecum. where several parameters
were measured: the minute-bv-minute net water move-
ment (J.). the transepithelial potential difference (PD),

the short-circuit current (/,.), and the unidirectiona]
fluxes of **Na, *Cl, and ¥*Rb (as a potassium marker).

.
MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats weighing 250-300 g were maintained
on ad [ibitum water and standard chow. The animals
were killed with a blow to the head. and the abdomen
was entered through a midline incision. The cecum was
removed, flushed with cold saline, opened along the
mesenteric border, and rinsed. Two symmetric fragments
were then placed (mucosal surface upwards) on a nylon
mesh and mounted as diaphragms between Lucite cham-
bers (exposed area 1.7 cm”).

The /., was recorded as previously described in other
epithelia (1). Briefly, the mucosal chamber was closed,
and the tissue was applied against the nylon mesh by a
variable hydrostatic pressure (AP = 5 emH,0). When
fluid moved across the tissue, an automatic device in-
jected or extracted fluid to maintain the volume of the
mucosal chamber constant. A signal, proportional to the
injected or extracted volume, was recorded minute by
minute. Absorptive or secretory fluxes as small as 50 nl/
min could be detected.

Voltage electrodes consisted of agar bridges connected
to calomel half cells and placed adjacent to the epithe-
lium. Agar bridges had the same composition as the
corresponding bath solutions. The transepithelial PD
could be short circuited through current passing elec-
trodes (Ag-AgCl wires) located at the rear of each half
chamber (12). No significant asymmetries in junction -
potentials were observed when NaCl was replaced by;‘
Na,SO, to prepare the agar bridges (qne sulfate bridge %
was tested against a chloride bridge). Furthermore. no ¢
effect of polvethyvlene glyvcol (PEG) addmon on the junc-
tions potentials was observed. i.e., no significant PD
developed when 50 mM PEG were added to one of two
chambers separated by a Millipore filter {0.65 um).

Transepithelial ionic fluxes were measured at 5-min
intervals as previously described (12). The tracer was
added to one side of the membrane. and the fluid on the
other side was completely removed and counted every 5
min during at least 12 consecutive periods. In most
experiments the unidirectional mucosal-to-serosal
{J-—) and serosal-to-mucosal (J,_,) fluxes were simul-
taneously measured in two fragments of the same cecum.
Double marking was currentlv emploved. allowing also
the simultaneous determination of **Na. **Cl, or “Rb
unidirectional fluxes. The latter isotope was used as 2
marker for K~ fluxes (18). All unidirectional fluxes were
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reasured under short-circuit conditions.

The emploved saline contained (in meq/l) 141 Na~,
2K".2.4Ca"", 2.4 Mg, 120.3 Cl1™, 25 HCO:, 4.8 HPO,,
3+ H.PO.. and 1N mM glucose. When Na“ concentration
1s zern. a low-bicarhonate (2.5 meq/l) saline was em-
oved. In some experiments a tristhydroxyvmethyl)-
ainomethane (Tris) buffer [Tris™ 7.5 megq/l. NV-2-
~droxvethvlpiperazine-.V’'-2-ethanesulfonic acid
{EPES)™ 12.5 meq/l] replaced hicarbonate. Bath solu-
~ns were maintained at 37°C. The serosal solution was
yntinuously bubbled with 95% 0,-5% CO. (bicarbonate
affer) or 100% O, (Tris buffer). The medium pH was
8 (7.4 for 2.5 HCOy), and medium osmolarity ranged
etween 293 and 310 mosmol/kg. Hyvpertonic solutions
ere obtained by adding PEG (mol wt 4,000). To calcu-
ite the actual applied osmotic gradient. the theoretical
smolarity was corrected by applying the corresponding
smotic coefficient (g = 2.3) for the emploved PEG (13).

‘ESULTS -4

Figure 1 shows the spontaneous J.. A net absorptive
‘ux was observed when the tissue was mounted between
wo identical standard solutions [0.25 £ 0.02 ul-min™'-
m~¢, AP = 13 cmH-0]. The absorptive flux varied with
he applied hydrostatic or osmotic gradients or when the
aline ionic composition was changed (Fig. 1).

J. and the transepithelial hvdrostatic and osmotic gra-
‘tents. Figure 2 shows the absorptive J. when APs were
polied on the mucosal side. Different saline solutions
Na~-HCO3-Cl°, Na~-HCO5-SO;~, Na*-Tris™-Cl~, and
‘holine”-HCO;3-C17; Table 1) were present on both sides
f the tissue. A linear relationship was observed in all
ases between fluid absorption and pressure. The hydro-
-tatic permeability coefficients (Py.,) were estimated
rom the slope of the regression lines (Table 1). No
.ignificant differences were observed among the four
onditions tested. The ordinate intercept was signifi-
-antly different from zero when the standard saline was
resent in the mucosal and serosal baths (Table 1). This
.ntercept represents the transport-related J., in the ab-
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FIG. 1. Net water ‘lux 1./.) across rat cecum. Height of each line is
roportional to -/, 1measured during successive 1-min period). AP,
-ansepithelial hvdrostaue zradient (¢cmH.O. mucosal side positiver:
~a]l. standard butfer solution tHCO? 2.5 meqyl) was present on both
e ol tissue: choiine-Ci. this sait replaced NaCi and K~ salts replaced
‘ther Na~ saits 10 Na™%: PEG. polvethylene glycol was added to servsal
~er hath.
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FIG. 2. JJ. 'means = SE) as function of AP (cmH.0). Cecum was
mounted between identical solutions. Solutions used were /., control
tNaCl); 2. Na.30, replacing NaCl: 3. choline-Cl~ replacing NaCl; 4.
Tris-HEPES replacing NaHCO,. Slopes (hydrostatic permeability
coetficient) are indicated in Table 1.

sence of any hydrostatic, osmotic, or chemical gradient.
It can be observed that the ordinate intercept was higher
when SO;~ replaced Cl~ (total osmolarity was adjusted
with PEG) or when Tris buffer replaced HCO;. The
transport-associated J. can be also calculated by sub-
tracting from the-total observed J. at 13 cmH.O, the
mean hydrostatic J. at this pressure level (see Table 1).

A linear relationship (Fig. 3) was also observed be-
tween /. and the applied transepithelial osmotic gradient
[the serosal bath was made hypertonic by adding PEG
(0-40 mM) to the standard saline]. From the slope of the
regression line a transepithelial osmotic permeability
coefficient ( P,.m) can be obtained (0.0014 cm/s, n = 6).
The ordinate intercept gave a value (0.24 * 0.02 ul.
min~'-¢m™) that was not different from the observed
absorptive flux. in the absence of an osmotic gradient, at
13 emH-O. The transport-associated J., (0.16 = 0.02 ul-
min~'.cm™) was calculated by subtracting the mean
hvdrostatic flux at 13 cmH.O (0.08 = 0.02 ul-min™'.
em™). It was also not significantly different from the
one obtained from Fig. 2 (Table 2).

J, and the ionic composition of the bujfer solutions.
When the rat cecum was mounted between two standard
saline solutions. an amiloride-insensitive transepithelial
PD (serosal side positive) was associated with the ab-
sorptive flux (Fig. 4). This PD value changed sponta-
neouslv. with a maximum of 6.5 mV. Then it stabilized
at lower but always positive values (3.7 0.3 mV,. n =
7). Mean transepithelial resistance was 145 = 15 Q.cm®.

When NaCl was isosmoticallv replaced by choline
chloride in both sides of the tissue (choline™-Cl™-HCOg3,
Table 1), P, did not change significantly. Nevertheiess.
the ordinate intercept was not significantly different
from zero (Fig. 2. Table 1). The observed J. at 13 c¢cm
H.O feil significantly in the absence of Na~ (control 0.30.
experimentai 0.20. mean difference 0.10 = 0.03 ul - min™".
cm™, n = 3), whereas the transepithelial PD was abol-
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TABLE 1. Transport-associated J, and Ph.q as function of ionic composition of incubating media
Transport-Assnciated ./, | L ..
Condiuien r:"I|..I.l”-’rl'|||'|''-t:m"' cm/s ul-min~'-em”?
1" Na“-HCO™-Ci* 0.1720.03 (13) 0.164=0.018 (13)
2) Na“-HC0O™.50i 0.2520.03 (14) 0.185=0.060 (3) +0.0720.02 (12)
31 Choline-H(:0"-CI 0.04x0.03 (6) (.22220.041 (6) -0.10=0.03 (6)
0.26=0.04 (7) 0.20329.050 (5) +0.1420.03 (5)

4) Na~-Tns"-Ci”

Values are means = SE: no. of experiments in parentheses. Conditinns indicate 3 major ions present on both sides of tissue. Transport.
associated water flux (J.) for conditions | and 3 was caiculated from data presented in Fig. 2 and represents ordinate intercepts of respective
regression lines. In conditinns 2 and 4 transport-associated /. was calculated by deducting from total observed /., at 13 cmH.0, mean hydrostatie
J. at this pressure level. Hydrostatic permeability coefficient (Paq) was caiculated. in all cases. from slope of regression lines presented in Fig,
2, Last column indicates mean difference in paired experiments (AP = 13) between tested and control (1). Differences were significant at a leve] -

of P < 0.05.

o © 20 30 P
PEG - (mM)
FIG. 3. -J. as function of PEG concentration in serosal bath (n =
6). Ordinate intercept. 0.24 % 0.02 yl-min~'-cm™; slope, 0.0014 =
0.0002 cm/s.

ished (=0.10 £ 0.07 mV, n = 6).

Replacement of CI~ by SOi" significantly increased
the transport-associated J/,, measured under steady-state
conditions (AP = 13 cmH,0, Table 1, Fig. 2). The trans-
epithelial PD underwent a transient increase followed by
a sustained reduction (Fig. 4).

Replacement of HCO3 by Tris buffer also increased
the absorptive J. (Table 1), whereas the observed PD
decreased (control 3.0 = 0.6 mV, experimental 0.7 = 0.2
mV, n = 4). Figure 5 shows that in this situation the [
could drop to zero (mean value 4.2 % 3.3 uA/cm®, n = 3).

Net J, and transepithelial PD in the presence of trans-
epithelial salt and osmotic gradients. The existence of a
salt gradient across an epithelial barrier can generate a
transepithelial PD (9, 17, 19, 21). To test this peint in
the rat cecum. NaCl was replaced by Na.SO, on the
mucosal side (total osmolarity was adjusted with PEG).
The transepithelial PD increased concomitantlyvwith a
reduction in the net absorptive J, (Table 2. condition 1,
Fig. 6). When the same replacement was made in the
serosal side. the transmural potential reversed. and J.
increased (Table 2, condition 2). When NaCl was isos-
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FIG. 4. Transepithelial potential difference (PD, serosal side posi-;j
tive) as function of time. Effect of amiloride (mucosal) and of replace-3

ment of C1~ by SO{~ (mucosal and serosal). Diuretic did not change §
PD. &

motically replaced with sucrose in the mucosal bath, az
large PD was observed (serosal side positive, Table 2, :
condition 3, Fig. 6) associated with a significant reduction §
in J,. In experiments started in the presence of choline-’
methyl-SO7~ on both sides of the tissue, unilateral re-:
placement of choline-methyl-SO;~ by choline-Cl~ also §
generated a significative absorptive J, and a bionic PD !
(Table 2). :

In other experiments the serosal or mucosal solutions .
were changed by a hypertonic one. containing 40 mos- 3
mol/kg PEG. This led to the development of a trans-
mural potential (Table 2. conditions 4 and 5) with op-
posite polarity to analogous observations in the rabbit
gallbladder (19-21). The PD transient had its maximal
slope immediately after the establishment of the osmotic .
gradient (Fig. 6). On the other hand. no significant
changes in PD developed during pressure filtration
(Table 2. condition 6).

Cnidirectional Na*, CI", and Rb™ fluxes. Na*, C1~, and
Rb~ unidirectional fluxes were measured (in double-label
experiments) as described in MATERIALS AND METHODS.
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F1G. 5. Short-circuit current (/) across rat cecum. Effect of replace-

ment of HCO~ by Tris™ (mucosal and serosal).

TABLE 2. Net J, and transepithelial PD in presence

of transepithelial salt and osmotic gradients

AJ

Condition A  JAPD.mV yl-min':m"
1: Mucosal Na.S0, 5 447208 -0.07x0.01
2: Serosal Na.SO, 11 -49205 +0.1220.02
J: Mucosal sucrose I +79+26 —0.1420.02
4: Mucosal choline-Cl” 3 -44203 +0.1320.04
5: Serosal PEG 12 +1.8+0.2 +0.13=0.02
6: Mucosal PEG 5 =-20202 -0.24=0.08
7: Mucosal hydrostatic gradient 3 +0.25+0.02

Values are means = SE. In conditions 1-3, 5-7 NaCl and other
standard components were initially present on both sides of tissue. In
conditions 1-3 Na.SO, or sucrose replaced NaCl in indicated bath. In
condition 4 choline-methyl-sulfate initially replaced NaCl on both sides
of tissue and then choline-Cl~ replaced choline-methyl-sulfate in mu-
cosal bath. In condition 5-6 PEG was added (40 mM) either to serosal
or mucosal bath. In condition 7 additional hvdrostatic gradient (15
c¢mH.0) was applied to mucosal side. Potential difference (PD} values
indicate associated changes in transmembrane PD (serosal side posi-
tive). Last column indicates changes in observed J. (absorptive posi-
tive). APD and \J, were measured simultaneously in steady-state

conditions.

The J,—. and J,_., were determined simultaneously, in
two adjacent fragments of each cecum. The results are
summarized in Table 3. Rb* fluxes were <2% of the Cl~
fluxes. Net Na* and Cl- fluxes were observed under
short-circuit conditions. In contrast, no significant net
Rb* movement was detected. Na* net fluxes were inde-
pendent of the presence or absence of HCO3 (Table 3).

DISCUSSION

The development of a net J. across an epithelial
barrier must be associated with at least one of three basic
situations: 1) the existence of a transepithelial osmotic
gradient, 2) the existence of a transepithelial hydrostatic
gradient. 3) the presence of a net J, coupled to an active
transport process. The net absorptive or secretory 7. will
be the algebraic sum of the water transfer associated

with those mechanisms.
Solute-driven J, in the rat cecum. The rat cecum,
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FIG. 6. Changes in transepithelial PD elicited by ion or osmotic
gradients. [nitially all tissues were between 2 standard saline solutions.
At arrow mucosal (m) or serosal (s) bath composition was changed. a:
Na,S0. replaced NaCl isosmotically in mucosal bath. b: sucrose re-
placed NaCl isosmotically in mucosal bath. ¢: PEG, 40 mosmol. was
added to serosal bath. d: choline-Cl” isosmotically replaced NaCl in
mucosal bath.

TABLE 3. Unidirectional J._, and J._, Cl™,
Rb*, and Na* fluxes

Na®
(o Rb*
HCOs5 Tris™
(R 11.61+1.02 0.169+0.022 592+0.55 6.26+0.30
Jiw 8.16x1.05 0.14420.021 3.55+0.34 3.40=0.42
e 3452146 0.025=0.023 237+0.68 2.88+0.53
P value <0.05 NS <0.05 <0.01

Values are means *+ SE in yeq-h™'.em™% n = 6 experiments. Jn,
Jo—m, mucosal-to-serosal and serosal-to-mucosal fluxes, respectively.
Na“ fluxes were measured in the presence of HCO5 or Tris*.

.

mounted between two standard saline solutions contain-
ing Na*, CI", and HCOg7, showed an amiloride-insensitive
PD (serosal side positive), a net absorptive and sodium-
dependent J., and net absorptive Na* and Cl™ fluxes,
measured under short-circuit conditions. These results
are compatible with the presence of a nonelectrogenic
NaCl entry mechanism in the mucosal border of the rat
cecum. This mechanism, recently proposed for the rabbit
cecum (7, 16) and the distal colon of the rat (15), is
frequently operating as a Na"-H* exchange coupled to a
CI=-HCOj3 exchange (6).

Other net ionic transfers are, however, necessary to
understand the results. When the tissue was bathed on
both sides with standard saline, the I,. was approximately
+25.5 pA/em® (3.7 mV.145 Q"'.em™2). From the net
absorptive C1~ and Na~ fluxes the expected I would be
(taking into account data scattering) not significantly
different from zero. Unless H* or Ca** were transported
at extremely high rates. it is likely that the missing
positive current is anion secretion. probably HCO3. This
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hypothesis is supported by two experimental observa-
tions: /) /. became negligivle when Tris buffer replaced
HCOx7 buffer in the hathing media (Fig. 5) and 2) in the
latter situation net Na~ tlux did not change significantly
{Table 3).

From the observed net Na“ flux we can calculate the
amount of water that must be driven across the tissue if
this ion movement g¢nerates isosmotic reabsorption. The
expected J. for a net Na”~ movement of 2.37 * 0 68 ueq
h~'.em™ would be 0.28 * 0.08 ul/min~'-cm™ (0.34 *
0.06 ul-min~'-cm™ in the absence of HCO3). These
values can be compared with the experimentally observed
ones (Table 1). .J, increased from 0.17 = 0.03 to 0.26 +
0.04 xl - min~'.cm~2 when HCO3 was removed from the
bathing media. Clearly, there was good agreement be-
tween theoretical and experimental values. The differ-
ence observed in the presence of HCO7 (0.26 — 0.17 =
0.09 ul-min~'-cm™’) would represent the HCO7-associ-
ated water secretion. If both Na® and CI™ move isosmot-
‘cally, a similar calculation could be made from CI°
iluxes. Although the values showed sizable scatter, the
-Ju for a net C|~ movement of 3.45 = 1.46 ueq-h™'.cm™
would be 0.46 + 0.19 ul-min~'.cm™. This value is not
significantly different from the one obtained starting
from Na™ net flux.

The serosa-positive PD provides an alternative driving
force for passive C]I~ movement from lumen to plasma,
via the paracellular pathway. Nevertheless, this mecha-
aism must be of minor importance, if we consider the
«nagnitude of the net Cl~ fluxes observed in short-circuit
conditions.

Under the present experimental conditions, there is
no net Rb™ flux in the rat cecum.

Ionic replacements and net J,. When NaCl was re-
laced by choline-Cl™ in both the serosal and mucosal
vath, the transepithelial PD and the solute-associated
:»absorption dropped to zero. This is the expected result
wecording to the central role of Na™ transport in intes-
tnal reabsorption and secretion (3, 8).

Replacement of CI~ by SO?~ or replacement of bicar-
..vaate by Tris buffer significantly increased the absorp-
ive Jo. These results indicate that besides the basic
.2quirement for Na®, other ions contribute to water

andling by this epithelium. To establish the actual
{037 gradients between inside and outside the cell we
:2ed to know the apical and basolateral membrane po-
‘mtials and the intracellular HCO3 concentration. These
“ita are not available. Nevertheless, the absence of
‘CO7 secretion can explain the increase in the absorp-
e J, and the decrease in the steady-state transepithe-

Al PD observed in the absence of CI™ (14). The initial

«wcease in PD (Fig. 4) could be associated with an

s'cease in the transepithelial resistance (SO~ is less

acmeable than CI™ in the paracellular pathway). Alter-
-rively, it could result from asvmmetric rates of ex-
~1age of SOF~ for C1~ across the tissue, i.e., mucosal CI~
2xchanged more rapidly than serosal CI~.

‘Vhen HC01 buffer was bilaterally replaced by Tris

ftar. the increase in J. was associated with sizable

sctions in transepithelial PD and [,.. These results
vort the notion that HCOj secretion occurs under

WATER AND [ON HANDLING IN RAT CECUM

control conditions, contributing to the positive PD apg
reducing the absorptive J..

Pcthu:ays for -J... The role of the paracellular path op
fluid and solute movement across the small intestine haq
been recently shown by Pappenhelmer and Reiss (10,
11). It is generally accepted that this is the pathway fol
J. under a hydrostatic transepxthehal gradient (5, 13),
This may also be the case in the rat cecum.

The paracellular pathway could be also the route of
the net J., observed in the presence of transepithelial C]-
gradients (Table 2). These -J,, values appeared when Na(]
was isosmotically replaced by Na,SO, or sucrose either
in the mucosal or serosal solutions. Unilateral replace.
ment of SO;~ by CI-, in the absence of Na*, also gener-
ated a large J. (Table 2). Associated with the appearancs
of transmural diffusion potentials, these fluxes have
probably the same origin as those observed in the rabbit
gallbladder (20, 21) in similar conditions.

When a net J., was induced by an osmotic gradient, a
significant transepithelial potential was observed. Its
polarity was opposite to that observed in rabbit gallblad-
der epithelium in similar experimental conditions. In
gallbladder, the measured PD was attributed to solute
polarization in the unstirred layers (20, 21). Tripathi and
Boulpaep (17) have recently reported, in Ambystoma
proximal tubule, streaming potentials that they consid-
ered as true electrokinetic phenomena and not primarily
diffusion potential across anion-selective tight junctions,
One interpretation for our “osmotically induced” trans-
epithelial potentials would be the existence of an osmotie
route containing small water channels, where a stream-
ing potential develops (4). In parallel, there is a larger
pathway through which water moves when a hydrostatic
gradient is applied (10, 11, 13). Naftalin and Tripathi (9);
have interpreted the streaming potential observed in the’
rabbit ileum, having the same polarity as the one here
described, as reﬂectmg the existence of “cation- selectwe
osmotic channels.”

The P,,m value calculated from steady-state /., mduced
by PEG was evidently influenced by the existence of
barriers to J, in series with the epithelium (9). Clearly, .
the subepithelial tissue constitutes a thick unstirred fluid -
layer in which polarization of salt and PEG may reduce
the effective transepithelial osmotic difference. 3

Another important question pertains to the route for :
Jw during the isosmotic transfer secondary to solute
transport. Large absorptive fluxes could be observed ;
together with low PDs (<1 mV) when HCO3 was replaced
by Tris”. If in this situation a similar J,, was induced by
creating an osmotic gradient, the apparent streaming
potential was significantly higher than the “transport”
potential. This suggests that the paracellular route could
be dominant during isotonic reabsorption.

In summary, our results show that water absorption
or secretion in the rat cecum is due to a complicated
interaction among osmotic-, hydrostatic-, and salt trans-
port-dependent volume fluxes.

This work was supported by grants trom Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas v Tecnicas iCONICET). Universidad de
Buenos Aires. and Fundacion Roemmers. Argentina. Part of this work
was periormed at the Centre d'Etudes Nucléares de Saclay. Dept. of



Jinlogy. Section of Biomemuranes, France. in the [rame of a coopera-
Lve program.

Address for reprint requests: M. Parisi. CC 28, SUC 53 (B, 1453
inenos Ajres, Arizentina.

Aeceivead 14 Novemner 123A: dnai form 25 June 1990,

RFFERENCES

1. BOURGUET. J.. AND 5. JaRD. Un dispositil automatique de mesure
et d'enregistrement du {lux net d'eau a travers la peau et la vessie
des amphibiens. Bincaum. Biopays. Acta 38: 442-444. 1964,

2, Crauss. W., M. SCHAFER. J. HORCH. AND H. HORMICK. Segmentai

diifferences in electricai properties and Na-transport of ranbit

caecum. proximal and distal coion in vitro. Pflueters Arch. 403:

273-282, 1985.

3. EpMoNDS. C. J. The gradient of electrical potential diiference and
of sodium and potassium of the gut contents along the caecum and
coion of normal and sodium depieted rats. J. Physiol. Lond. 193:
571-588. 1967.

4. FiscHBaRG. J.. L. S. LigsovitcH. aNo J. P. KEnizrek. Centrai
role for ceil osmolarity in isotonic fluid transport across epithelia.
Biol. Cell 55: 239-244, 1965,

. Fi1scHBARG. J.. C. R. WaARSHAWSKY, aND J. J. LiM. Pathways for
hydraulically and osmotically induced water fluxes across epithelia.
Nature Lond. 266: 71-73. 1976. g

5. FONDOCARO. J. D. Intestinal ion transport and diarrheal disease.
Am. J. Physiol. 250 (Gastrointest. Liver Physiol 13): G1-G8, 1956.

7. HATCH. M.. AND R. FREEL. Electrolyte transport across the rabbit
caecum in vitro. Pfluegers Arch. 411: 333-338, 1988.

8. LUCKHOFF, A.. AND N. HORSTER. Hormonal regulation of electro-
Iste and water transport in the colon. Klin. Wochenschr. 62: 555~
563, 1984.

9. NAFTALIN. R. J.. AND S. TRIPATHL. Passive water flows driven
across the isolated rabbit ileum by osmotic, hydrostatic and elec-
trical gradients. J. Physinl. Lond. 360: 27-50, 1985.

9. PAPPENHEIMER, J. R. Physiological regulation of transepithelial

o

18.

19.

20.

impedance in the intestinal mucosa of rats and hamsters. J. Memor.
Bini. 100: 137-148, 1987.

. PappENHEIMER. J. R., anp K. Z. RE1ss. Contributinn of solvent

draz throuen intercellular junctions to absorption of nutrients by
the ~mail :atestine of the rat. /. Membr Biad. 100: 12:3-126, 1987,

2. Partsi. M., axp L. CanceLa. Time course study of phosphate

transfer in {rog urinary bladder. Kigney Int. 33: 53-R7. 14&A,

. PORTA. M.. C. CAPURRO. AND M. PaRIsi. Water permeaniiity in

the human amnion: pH regulation of the paracellular pathwav.
Buanim. Binphvs. Acta 980: 220-224, 1989,

. REr:ss. L..aNp J. L. CosTanTIN. CI7/HCOS exchange at the apical

memnrane of Necturus gallbladder. J. Gen. Physiol. 83: 301-318,
1984.

. SANDLE. G. J.. AND F. MCGLONE. Segmental variability of mem-

brane concuctances in rat and human colonic epithelia. Impiica-
tions for Na~. K* and Cl~ transport. Pfluegers Arch. 410z 173-180,

1987,

. SELLING. J. H.. H. OYaRzaBaL. aND E. J. CRAGOE. Electrogenic

sodium absorption in rabbit cecum “in vitro.” JJ. Clin. /nvest. 81:
1275-1283. 1988.

7. TRIPATHL S.. AND E. L. BouLPaEP. Cell membrane water perme-

abiiities and strea:ning currents in Ambyvstoma proximai tuouie.
Am. J. Physiol 255 (Renai Fluid Electrolvte Physwnl. 24): F188-
F203. 1985.

TyoR. N. P., aND J. S. ELRIDGE. A comparison of the metaholism
of rubidium 36 and potassium 42 following simultaneous injection
in the man. Am. J. Med. Sci. 232: 186-202. 1956.

Vas 0s. C. H., J. A. MICHELS. AND J. F. G. SLEGERS. Effects of
electrical gradients on volume flows across gail-bladder epithelium.
Biochim. Biophys. Acta 443: 545-333. 1976.

VaN Os. C. H., G. WIEDNER, aND E. M. WRIGHT. Volume flow
across gall-bladder epithelium induced by small hydrostatic and
osmotic gradients. J. Membr. Biol 49: 1-20. 1979.

. WRIGHT. E. M.. A. P. SMULDERS. AND J. M. TORMEY. The role of

the laterai intercellular spaces and solute polarization effects in
the passive flow of water across the rabbit gallbladder. J. Memor.
Biol 72:198-219, 1972.



Biochimica et Biophysica Acta, 1027 (1990) 257-263 257
Elsevier

BBAMEM 74954

Water handling in the human distal colon in vitro:
role of Na*, C1~ and HCO;

Elsa Escobar, Fernando Galindo and Mario Parisi

Seccion de Biomembranas, Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires (Argentina)
and Départment de Biologie, CEN, Saclay (France)

(Received 6 February 1990)
(Revised manuscript received 28 May 1990)

Key words: Norepinephrine; cyclic AMP; Amiloride; Absorption; Secretion

The minute by minute net water movement (J,) was measured, in the human distal colon in vitro, simultaneously with
the transepithelial potential difference (PD) and short circuit current (SCC) with the following results: (1) An absorptive
J, (+0.36 +£ 0.04 pl/(min-cm?)) was observed, in 21 cases, when the colon was mounted between two identical
standard salines (Na* 140, C1~ 110, HCO;~ 25 mequiv./I) and in the presence of a hydrostatic pressure gradient (4 P)
of 13 cm of H,0 (mucosal side positive). (2) This absorptive J, was a linear function of the applied 4 P or the imposed
osmotic transepithelial gradient (P4 = 0.22 £ 0.03 cm /s; P, = 0.0020 1 0.0005 cm /'s; n = 6). (3) A fraction of this
J,, was independent of the presence of any hydrostatic, osmotic or chemical gradient while associated with a serosal side
positive and partially amiloride sensitive PD (11.3 + 1.8 mV). (4) Both J, and PD were dependent on the presence of
Na™ in the incubating media. (5) Replacement of C1~ by SO;~ did not change the absorptive J,, but increased the
observed PD and the transepithelial resistance. (6) HCO;  removal strongly reduced the SCC and PD together with an
important increase in J,. Unexpectedly, other 9 colon fragments spontaneously showed a secretory J, when mounted
between two identical standard salines (—0.55 £+ 0.11 gl /(min < cm?). In these experiments it was observed that: (7)
The tissue moved water against the imposed 4P (13 cm of H,0), while the associated PD (+11.9 + 2.1 mV) was
similar to the one observed in absorptive fragments. (8) As in the case of absorptive preparations, PD, SCC and the
transport associated J, fell to zero in the absence of Na*. (9) When SO;~ replaced Cl~, secretory J, reversed to
absorptive J,, together with an increase in PD and resistance. In both absorptive and secretory preparations it was
finally observed that: (10) norepinephrine (5- 10 ~¢ M) decreased SCC and increased the absorptive J, in a tightly
parallel manner (half-times for each response: SCC = 11.4 + 2.1 min; J, = 11.4 + 2.0 min, n = 4) and (11) 8-Br cyclic
AMP (10 ~3 M) increased SCC while simultaneously decreasing the absorptive J,. It is concluded that the observed J,
in the distal human colon in vitro results from the complex addition of osmotic, hydrostatic and transport associated
driving forces. The transport-associated J, has absorptive and secretory components. The secretory component could
be associated with two different mechanisms: bicarbonate secretion or Cl ~ secretion. This last mechanism, mediated by
cyclic AMP, would be stimulated in spontaneously secretory tissues.

Introduction

Most previous works on human colon in vitro [1-6]
have been centered on electrophysiological measure-
ments (transepithelial potential difference (PD), and
short circuit current (SCC)) associated with the study of
isotopic ions movements [6). These studies had shown
that Na* absorption occurs due to both electrogenic
Na* absorption [5] and electroneutral Na*/Cl~ co-

Correspondence: M. Parisi, C.C. No 128 SUC 53 (B), (1453) Buenos
Aires, Argentine.

transport [6). Bicarbonate and chloride secretion have
also been described [4,6] and, more recently, the mem-
brane conductance in proximal and distal segments was
studied with microelectrodes, nystatin, ion chemical
blockers and Cl~ replacement [7].

The human colon receives a daily volume load of
some 2000 ml from the ileum while the fecal excretion is
only 50 ml/day [8]. Nevertheless no systematic study
has been done on water handling in this organ in vitro
and many important points are not yet clarified: (1)
What is the real coupling between ions and water in the
large intestine? (2) What is the role of hydrostatic and
osmotic gradients in the observed water movement? (3)

0005-2736,/90,/$03.50 © 1990 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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What are the mechanisms controlling the switching
betweer: water absorption and secretion? To give an
initial answer to the previously listed questions, we have
now used an experimental approach, previously em-
ployed in other epithelial barriers [9,10], that allows the
minute by minute recording of the net water movement
across the tissue. These measurements were associated
with PD and SCC determinations, in different experi-
mental conditions.

Methods

Fragments of human distal colon were obtained from
chirugically extirpated organs in patients with cancer.
Inmediately after ablation, pieces of apparently non
affected regions (from sigmoid and rectum) were washed
and placed in a high K* saline (see later) at low
temperature (4°C). Before the experiments the mucosa
and submucosa layers were dissected from the underly-
ing tissues (always at 4°C) and mounted as a di-
aphragm between two twin barrels lucite chambers (a
nylon mesh was placed on the serosal surface). The
chambers were then filled with standard saline at 37°C
and immersed in a thermostated bath at the same
temperature. In these conditions PD slowly increased
and then stabilized in about 30 min. No significant
differences were observed in PD between experiments
started after 30, 130 or 230 min of incubation at low
temperature. Considering these observations, in many
experiments three different fragments from the same
colon were consecutively mounted to test three experi-
mental conditions (three fragments protocol).

The standard saline contained (mM): 114 NaCl, 4.5
KC], 1.2 CaCl,, 1.2 MgCl,, 25 NaHCO,, 5 glucose, 1.2
K,HPQ,, 0.2 KH,PO, (pH 7.4 when bubbled with 5%
C0,/95% 0O,). High K*, low Na* saline contained
(mM): 120 KC], 10 NaHCO,, 1.2 MgCl,, 1.2 CaCl,, 1.2
K,HPO,, 0.2 KH,PO,, 25 glucose. In some experi-
ments a Tris-Hepes buffer (Tris-chloride 7.5 mM, Na-
Hepes 12.5 mM) replaced NaHCO, in the standard
saline (pH 7.4 when bubbled with O,). Hypertonic
solutions were obtained by adding polyethyleneglycol
(PEG, mol. wt. 4000) to the standard saline. Theoretical
osmolarity was corrected by applying the corresponding
osmotic coefficient (2.5, Ref. 11).

The net transepithelial water transfer (J,, ) was minute
by minute recorded as previously described in other
epithelial barriers [10]. Briefly, the mucosal chamber
was a closed one, where the tissue was applied against
the nylon mesh by a variable hydrostatic pressure (4 P
> 5 or more cm of H,0). When water moved across the
tissue, an automatic device injected or sucked water to
maintain the volume constant. A signal, proportional to
the injected or sucked volume, was minute by minute
recorded. 50-n] variations in the absorptive or secretory

fluxes could be detected (positive values indicate ab-
sorption and negative values secretion).

Voltage electrodes consisted of agar bridges con-
nected to calomel half cells and placed adjacent to the
epithelium. The transepithelial PD could be short-cir-
cuited through current passing electrodes (Ag-AgCl
wires) located at the rear of each half chamber [12]. In
experiments designed to evaluate the effects of ionic
replacements, the electrical parameters were tested, for
each fragment, first in the standard condition, second in
the tested one during which J, was simultaneously
measured, and finally in the standard condition again.

The hydraulic (Py,4,) and osmotic (P,,,) permeability
coefficients

The J, across a membrane in the presence of a
hydrostatic (4 P) or osmotic (4osm) gradient is de-
scribed by

Jo = L,(hydr)-AP

and

J, =0 L,(osm)-4osm

where L, (hydr) and L (osm) are phenomenological
coefficients. o is the Staverman reflexion coefficient
and AP and Aosm are expressed in units of pressure. If
J,, is measured in mol/(cm?- s), Pyyae and P, can be
defined:

Pyya, = Ly(hydr)-R-T/V,,

P = Ly(0sm)-R-T/V,

where R and T have the usual meanings and ¥, is the
volume of one mole of water. Both coefficients are
expressed in units of cm/s. On these bases P4, and
P, can be calculated from the slope of the regression
line obtained when J,, values are plotted against AP or
Aosm.

Results

Fig. 1 shows the minute by minute simultaneously
recorded J,, and SCC across the human distal colon in
vitro. A net absorptive flux (+0.36 + 0.04 pl/(min-
cm?), mean + S.E., n=21) was observed in most cases
(see later). The tissue was mounted between two identi-
cal standard solutions and under a AP of 13 cm of H,0
(mucosal side positive). The associated transepithelial
PD was, in these conditions, 11.3 + 1.8 mV (serosal side
positive). This absorptive J,, varied in accordance with
the applied hydrostatic or osmotic gradients or when
the ionic composition of the medium was changed (Fig.
1). Replacement of Na* by choline® on both the
mucosal and serosal sides strongly reduced the SCC and
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Fig. 1. Short circuit current (SCC) and absorptive net water flux (/)
simultaneously measured in the human colon mounted between two
identical standard salines and under a hydrostatic pressure (4 P)
gradient (mucosal side positive) of 13 cm of H,0. Effects of Na*
removal. changes in 4P (+19 cm of H,0), transepithelial osmotic
gradient ( +40 mosM, serosal PEG) and HCO; removal.

the net absorptive J,. This effect was fully reversible.
PD and SCC were partially sensitive to mucosal
amiloride 10~* M (mean inhibition 25 + 8%, n = 3).

The hydraulic and osmotic permeabilities

Fig. 2 represents the observed J, as a function of the
applied hydrostatic or osmotic transepithelial gradients.
In both cases linear correlations were obtained and
P4 (022 £0.03 cm/s, mean + S.E, n=6) and P,
(0.0028 + 0.0005 cm/s, mean + S.E., n = 6) were calcu-
lated in each case from the slope of the regression line
(see Methods). The intercept represents, in the case of
AP vs. J,, the J, observable in the absence of any
osmotic, chemical or hydrostatic gradient, and probably
indicates the absorptive J, associated with the ionic
active transport.

060

« 040
€
v
e ~
€ a20f
a
E (A) PEG (MOSM)
50 100
ol L 1 1 J
o} 10 20 30

(@) &P (cm HZO)

Fig. 2. Net absorptive water flux (J,) as a function of the applied
osmotic or hydrostatic gradients.
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TABLE I
Transepithelial PD, SCC, resistance (R) and J,, in the human (absorp-
tive) distal colon

Three different media were tested: standard buffer, no-sodium and
no-chloride (see Methods). Means+S.E. (n=6). The hydrostatic
component of J, (0.20 pl/(min-cm?)) was deduced.

No-sodium No-chloride

05 +16 138 + 39°
(APD =5.442.1)
1.3 £67 87 #12

Standard
84 + 14

PD (mV)

SCC (pA/cm?) 83 10

R (ohm-cm?) 1001 %16 - 159 +27°*
(AR =58+18)
J, (pl/(min-cm?)) 016+ 003 004+0.13 017+ 0.05

* P <0.05, rtest for paired data.

The role of Na*, Cl = and HCO;™ ions in the observed J,

To understand the role of Na*, CI~ and HCO; in
the observed J,, the ‘three fragments protocol’, as
described in Methods, was employed. Three different
conditions were tested in a first experimental series (all
ionic changes were simultaneously and symmetrically
made on both sides of the tissue): (1) The standard
saline; (2) NaCl was replaced by choline-Cl and other
Na™* salts by K* salts; (3) Cl™ salts were replaced by
SO}~ salts. The obtained results are presented in Table
I. It can be observed that: (1) Removal of Na* made
PD and SCC not significantly different from zero to-
gether with a strong reduction in J,,. (2) Replacement
of C1~ by SO;~ did not change significantly the ab-
sorptive J,,, but induced a significant increase in PD
and transepithelial resistance.

In a second series employing the ‘three fragments
protocol’, the following experimental situations were
compared: (1) the standard saline; (2) Tris-Hepes re-
placed bicarbonate-buffer, and (3) SO;~ salts replaced
CI~ salts in Tris-Hepes buffers. The obtained results are
summarized in Table II. It can be observed that: (1) in
the absence of HCO; both PD and SCC were strongly

TABLE II
Transepithelial PD, SCC, resistance (R) and J,, in the human (absorp-
tive) distal colon

Three different media were tested: standard buffer, Tris-Hepes replac-
ing NaHCO, and Tris-Hepes replaced NaHCO, plus SO}~ replacing
Cl™ in both the mucosal and serosal baths. Means + S.E. (n = 6).

Standard No-bicar- No-chloride,
bonate no-bicarbonate
PD (mV) 94 + 34 29+ 16  98% 29

SCC (pA/cm?) 78 £17 24 £S5 S8 11

R (ohm-cm?) 120 £14 122 £28 169 15°*
(AR =491 15)

Jo (ul/(min-cm?)) 015+ 0.05 037+ 0.13 025+ 0.03°
(4J, = 0.10£0.04)

* P <0.05, r-test for paired data.
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Fig. 3. Simultaneous record of J, and SCC in a spontaneously
secretory colon. Effects of replacement of Na* by choline* and C1~
by SO; .

reduced, together with an important increase in J, and
no change in transepithelial resistance, and (2) in the
absence of both HCO; and C1~ J,, was higher than in
the standard condition, together with an increase in the
transepithelial resistance.

Spontaneous secretory J,, in the human distal colon in
vitro

Previous presented results can be understood, as it
will be discussed later, if the net absorptive J, is
presented as the algebraic addition of a major absorp-
tive J, and a minor secretory J,,. Nevertheless some
preparations showed, when mounted between two iden-
tical standard salines, a spontaneous net secretory J,,. It
must be remarked that in this case the tissue was
moving water against the imposed hydrostatic gradient
(13 cm of H,0). Furthermore, when three fragments
from the same organ were consecutively mounted, they
consistently showed absorptive or secretory J,, values.
Fig. 3 presents the simultaneous recorded J,, and SCC
in a secretory experiment. The mean observed PD was
11.9+ 2.1 mV and the J, —0.55+0.11 ul/(min - cm?)
(n=9). Interesting enough the observed PD and SCC
were similar to the PD and SCC seen in absorptive
tissues and the only way to differentiate both situations
was the simultaneous measurement of J,.

The ‘three fragments protocol’ was also employed
with the secretory tissues. The tested conditions were:

TABLE 111
Transepithelial PD, SCC, resistance (R) and J,, in the human (secretory)
distal colon
Three different media were tested: standard buffer, no-sodium and

no-chloride (see Methods). Means+S.E. (n=6). The hydrostatic
component of J,, (0.20 pl/(min-cm?)) was deduced.

Standard No-sodium  No-chloride
PD (mV) 98 + 19 —07 + 12 176 + 26°*
(APD=78+21)
SCC(pA/cm’) 110 %17 -39 +£11.1 104 22
R (ohm-cm?) 89 11 - 169 +14°
(AR=80+18)

J, (pl/(min-cm?)) -0.60+ 006 004+ 0.09 0.22+ 0.05

* P <0.01, rtest for paired data,

(1) the standard saline, (2) no sodium in the media, and
(3) SO2~ ions replaced Cl~ ions. It was observed that
(Table III); (1) as in the case of absorptive preparations,
PD, SCC and J, fell to zero in the absence of Na*, and
(2) when SO;~ replaced Cl™ ions J, reversed from
secretion to absorption, together with an increase in PD
and transepithelial resistance.

The effect of norepinephrine and cyclic AMP on J,, and
scC

It has been previously reported that epinephrine
elicits a distinct decrease in SCC in the human colon in
vitro, with no change in the unidirectional Na* and
Cl1™ fluxes [6). We have now tested the effects of nor-
epinephrine (5-107% M) on the simultaneously de-
termined J, and SCC. It can be observed in Fig. 4
(mean curve for four experiments) that the decrease in
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Fig. 4. Effect of norepinephrine (5-10~¢ M, serosal) on J, and SCC

simultaneously recorded in four experiments (SCC: % of the control
value).
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Fig. 5. Effects of 8-Br cyclic AMP (cAMP, 1-107? M, serosal) in the
simultaneously recorded J,, and SCC in a representative experiment.

SCC was clearly in parallel with an increase in J,,. The
mean half-times for both processes were, respectively,
114+ 2.1 min and 11.4 + 2.0 min. Two of the tested
tissues were initially secretory ones, and norepinephrine
reversed this situation. The mean observed variations in
J, PD, SCC and resistance are presented in Table 1V

It has also been reported that theophylline, a cyclic
AMP mediated secretagogue, increases SCC and in-
duces ClI~ secretion in the distal human colon in vitro
[6). We have now simultaneously studied SCC and J,
under the action of a potent analog of cyclic AMP: 8-Br
cyclic AMP, 10~2 M. Fig. 5 shows a typical record in
which the effect of the nucleotide on SCC and J, was
simultaneously tested. It can be observed that the in-
crease in SCC was now paralleled with a decrease in the
absorptive J, (mean values in Table IV). These results
were accompanied by a significant increase in trans-
epithelial resistance (Table 1V).

TABLE IV
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Discussion

Osmotically and hydraulically drived J,, in the human
distal colon

J,, was, in the human distal colon in vitro, a linear
function of the applied transepithelial or osmotic gradi-
ents. The observed values were similar to those reported
in the rate caecum [13), and P, and P, values
would indicate that hydrostatic pressure was 100-times
more effective than the osmotic gradient to move water
across the human colon in vitro. It must be, however,
considered that our osmotic measurements were prob-
ably affected by the ‘sweeping away’ and ‘solute polar-
ization’ phenomena [14}, associated with the presence of
unstirred layers [15].

It is generally accepted that hydrostatic pressure, in
the range employed in this study (244 cm H,0=1
mosM), does not move water transcellularly [16). In the
case of the osmotic gradients or transport associated
fluxes, water can probably be moved either between or
through the cells [17). We have recently studied the
relative contribution of paracellular and transcellular
movements to water transfer in the human amnion [12].
Further experiments are necessary to clarify the situa-
tion in the human colon.

Transport associated J,, in the human distal colon

Present observations on the transport associated J,
can be accomodated in the frame of previous reports on
ionic movements in the human colon [6), and the pro-
posed mechanisms are shown in Fig. 6. In the upper cell
(A) an electrogenic and amiloride sensitive entry of
Na* in the mucosal border is coupled with the
Na* /K *-ATPase present in the serosal membrane [2,4].
Cl~ moves across a low resistance paracellular path [7).
The non-electrogenic entry of Na* plus Cl~ ions [18] is
proposed in the second cell (B). Both mechanisms (A
and B) result in NaCl reabsorption. This salt movement
will drive a net absorptive J,, that we have represented
as partially moving transcellularly and partially para-
cellularly. The importance of paracellular vs. transcellu-
lar routes in the transport associated net water move-
ment remains an open question.

Effects of norepinephrine and 8-Br cyclic AMP on transepithelial PD, SCC, resistance and J,, in the human distal colon

t-test for ‘before-after’ conditions (mean +S.E., n=6).

AJ, APD ASCC AR
(pl-min~'-em~2%) (mV) (pA-cm™2) (2-cm?)
Norepinephrine (5-10~¢ M) +0.43+0.13 -0.90+0.37 -13.4452 -1.0+5.7
P <0.025 <0.05 <0.05 n.s.
8-Br cyclic AMP (1-10~* M) -0.1240.03 +1.43+0.48 +2.26+3.40 +247£74°
P <0.01 <0.05 ns. <0.025
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(A)

Fig. 6. Proposed model, based on present and previous results, to
understand water handling in the human distal colon in vitro.

The absorptive J, was, in our experimental condi-
tions, dependent on the presence of Na* in the incuba-
tion media. This was not unexpected if Na* transport is
driving water reabsorption. Replacement of Cl~ by
SOZ~ did not change significantly the absorptive J,
and SCC. Nevertheless, the membrane PD and resis-
tance went up in this situation, indicating that SO; ~
had a lower permeability than Cl~, as it was also
observed in other tissues.

Bicarbonate secretion has been described in the hu-
man colon in vivo {19] and it has also been postulated
in the human colon studied in vitro [6). We have added
this mechanism in cell B, coupled to a HCO; entry in
the basolateral membrane. This hypothetical mecha-
nism allows to explain the effects of HCO; removal in
our experiments: a reduction in SCC together with an
increase in the absorptive J,,. This mechanism, as previ-
ously proposed [6], would not be CI~ dependent.

Hence, it can be concluded that the net absorptive J,,
observed in most experiments results from a major
absorbing fraction, coupled to NaCl absorption, and
from a minor secretory fraction, coupled to bicarbonate
secretion. Both mechanisms need Na* to be operative
(SCC and J,, fell to zero in the absence of this ion).

According to the previous model, the observed J,
must be purely absorptive in the absence of bicarbonate
and Cl™ in the media. From the observed short circuit
current (58 uA/cm?) and net water flux (0.25 ul/(min -
cm?)), the ionic concentration of the transported fluid

can be calculated about 136 mequiv./l. This would
indicate that NaCl reabsorption was not far from iso-
tonicity in this experimental condition. Nevertheless,
there is considerable evidence in the literature indicat-
ing that the colon is able to absorb against an osmotic
gradient [20,21].

Bicarbonate secretion and the action of norepinephrine

Epinephrine reduces SCC in the human colon in
vitro together with no changes in Na* or C1~ unidirec-
tional fluxes [6]. These results have been interpreted as
due to an alteration in the transport of another ion,
most probably to an inhibition of bicarbonate secretion
[6]). We have now observed that norepinephrine induced
a decrease in SCC tightly paralleled (Fig. 4) by an
increase in the absorptive J,. These results are also
compatible with an inhibitory effect on bicarbonate
secretion. From data presented in Table IV we can
calculate the amount of water coupled to HCO; secre-
tion, if we accept that the increase in the net absorptive
J,, was due to a reduction in the secretory component of
the net water movement. An increase in J, of 0.43
pl-min~!-cm~? was coupled with a reduction of 13.4
pA/cm? in SCC. This would indicate an ionic con-
centration of 16 mequiv./], which is not significantly
different from the bicarbonate concentration here em-
ployed.

The action of cyclic AMP and the presence of a net
secretory J,,

It has been previously demonstrated that cyclic AMP
[22] and theophylline [6] stimulate C1~ secretion in the
mammalian colon. We have now observed, under the
nucleotide action, an increase in the secretory J, to-
gether with an increase in transepithelial PD and SCC
(Fig. S, Table IV).

The situation described in C (Fig. 6), also based in
previous information available on the human colon
[23,6], can be useful to understand both the action of
cyclic AMP and the spontaneously secretory J, ob-
served in some experiments: A non electrogenic
Na*/K*/2Cl~ symport in the serosal border [24] is
coupled with C1~ and K™* secretion in the mucosal
border. This system is similar to the one described
under K* adaptation in the rat colon [18,25], and is
dependent on the present of Cl™ ions and sensitive to
cyclic AMP stimulation {22].

The observation, in some tissues, of a spontaneously
net secretory J,, was a rather unexpected result. It must
be remarked here that PD and SCC were similar in
absorptive and secretory fragments. We propose a work-
ing hypothesis to understand these observations: Cl~
secretion, via the cyclase system, would be stimulated in
these patients. This is supported by the fact that secre-
tory fragments switched to absorptive ones in the ab-
sence of Cl™ as well as by the effects of cyclic AMP



(Table 1V, Figs. 3 and 5). CI™ secretion would be
operating at a low level in net absorptive fragments.

The role of the paracellular and submucosal hydraulic
conductances in the observed phenomena

In the previous sections it has been considered that
both paracellular and submucosal hydraulic conduc-
tances were constant in the different tested conditions.
Nevertheless, there is experimental evidence showing
that this is not always the case. Ionic substitution could
affect paracellular hydraulic conductivity. It has been
observed, however, in the rat colon, that HCO,; or CI™
or Na* substitution do not change the magnitude of the
J,, induced by applying a hydrostatic pressure up to 30
cm of water on the mucosal side [26). This situation can
not probably be compared with the case in which the
hydrostatic pressure is applied on the serosal surface
[27).

Naftalin and Simmons [28] have found that theophyl-
line and cyclic AMP raised Cl~ conductance relative to
Na* conductance in the small intestine. We have ob-
served a decrease in the absorptive J, under the
nucleotide action. This could then be interpreted (alter-
natively to an increase in transcellular secretion) as due
to an enhanced reflux of NaCl via the increased para-
cellular conductance in this situation. This hypothesis
is, however, difficult to conciliate with the simuita-
neously observed increase in SCC (Fig. 5).

Ahsan et al. [29] have observed an a,-adrenergic
dependent increase in rabbit ileal water flow due to
enhanced submucosal hydraulic conductance, which was
accompanied by a small decrease in tissue resistance. If
this effect can be observed in colon, it might provide an
alternative explanation to the one proposed here for the
adrenaline dependent increase in J,. However, it must
be difficult to understand the parallel reduction in short
circuit current (Fig. 4).

In summary, it can be accepted that the observed net
water movement in the human distal colon results from
a transport associated absorptive J,,, a transport associ-
ated secretory J,,, an osmotically drived J, and a hy-
drostatically drived J,,. The secretory J,, would be asso-
ciated with two different ions: HCO, secretion or Cl~
secretion. This complex situation can be, however, un-
derstood on the bases of previous available information
on ionic movements in the mammalian colon. Future
experiments will clarify the different ionic mechanisms
and whether the corresponding absorptive or secretory
J,, can be correlated with specific anatomic structures.
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Water permeability in different epithelial barriers

C. CAPURRO, E. ESCOBAR, C. IBARRA, M. PORTA and M. PARISI

Seccion de Biomembranas, Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina

The water permeability properties of a series of epithelial barriers (the toad urinary bladder [TUB}, the rat caecum [RC],
the distal human colon [DHC], and the human amnion [HA] were studied in different experimental conditions. Three
parameters were simultaneously determined: the water permeability coefficient in the presence of a transepithelial
hydrostatic gradient (P, ): the water permeability coefficient in the presence of an osmotic gradient (P,;); and the
transepithelial potential difference (dV). All experiments were performed with the same experimental device, allowing
comparison of the permeability properties of the barriers tested. The results obtained were: (1) TUB (N=8):
Puyar=0.0791+0.008 cm/s; P, =0.0004£0.0002 cm/s; dV=31t5 mV; (2) TUB after ADH (N=8):
P,,,,,_o 09310.012 cm/s; P, =0.0065+0.0011 cm/s; dV=52+8; (3) RC (N=10): P, , =0.18:0.02 cm/s;

P =0.0019£0.0004 cm/s; dV=3.9+0.1 mV; (4) RC adapted to a high K diet (N=10): Py, =0.21+0.02 cm/s;
Pom=0.0018£0.0006 cm/s; dV=4.5+0.5 mV; (5§) DHC (N=6): P, ,,=0.22+0.03 cm/s; P, =0.002 +£0.05 cm/s;
dv=15+3mV; (6) HA (N=10): P, , =0.32+ 0.05 cm/s; P, =0.0154 £0.0015; dV =0. The resuits show a good cor-
relation between P, 4, and dV, but not between dV and P, o or between P and P, 4.

toad bladder — rat caecum — distal human colon — human amnion

INTRODUCTION

Fromter and Diamond in a work now considered classical
[6], classified epithelial barriers as “‘tight’’ and ‘‘leaky’’.
The criterion employed to state, for example, that the pro-
ximal convoluted tubule of the kidney is a leaky barrier,
whereas the collector tube is a tight one, was transepi-
thelial conductance. This situation is reflected in the
transepithelial potential difference (dV) that, in general,
increases with barrier tightness. The net water movements
observed in epithelia were also divided, according to their
origins, into 2 main groups: (1) the so called *‘isotonic
transfer’’, which is associated with an ionic transport in
the absence of any transepithelial gradient [3, 11}; and
(2) the osmotically driven net water flux, of which the
classical example is the flux controlled by antidiuretic
hormone (ADH) in some tight epithelia. There is general
agreement that in ADH-sensitive tissues water moves
mainly transcellularly, with the regulatory barrier located
in the apical border of the target cell [7, 8]. Much less clear
is the case of isotonic transfer, where the relative
significance of transcellular and paracellular routes for
water movement is still under discussion (5, 14].

We have now studied a series of epithelial barriers (toad
urinary bladder, rat caecum, distal human colon, and
human amnion) in different experimental conditions.
Three parameters were simultaneously determined : water
permeability in the presence of a transepithelial hydrostatic
gradient (P, 4); water permeability in the presence of
a transepith elial osmotic gradient (P,,); and dV. All ex-
periments were performed by means of the same ex-
perimental device, thus allowing a valid comparison of the
permeability properties of the different epithelial barriers.
The results obtained show a good correlation between
Phyar and dV, but not between dV and P, or between

Pon and Py

MATERIALS AND METHODS

The tested epithelial barriers were placed as a diaphragm bet-
ween 2 lucite chambers, and the transepithelial net water flux
(Jw) was measured at 1-min intervals by a technique previously
described (1]. In most experiments 2 fragments of the same tissue
were tested simultaneously. The transepithelial potential dif-
ference (dV) was measured through conventional agar bridges
and calomel electrodes.

Tissues employed

Human amniotic membranes were obtained immediately after
uncomplicated term vaginal delivery. They were separated from
the other placental tissues and mounted, as previously describ-
ed, for permeability measurements. Fragments of human distal
colons (sigmoid or rectum) were obtained from surgically extir-
pated organs in patients with cancer or other diseases. Immediate-
ly after ablation, apparently nonaffected regions were dissected
free, and the mucosal and submucosal layers were separated from
the underlying tissues and mounted for permeability
measurements. Human materials were obtained from the Univer-
sity Hospital (Hospital de Clinicas) at Buenos Aires, according
to the formal rules of this institution.

The rat caecum was removed immediately after decapitation
of the animal, washed, opened sagitally, and placed in the ex-
perimental chamber. Two groups of rats (Wistar) were studied:
the first group was fed normally, whilst the other received a high
potassium diet (HKD) for 10 d before the experiments.

Toad urinary bladders were obtained from pithed animals
(Bufo arenarum) originating from the Buenos Aires area and
mounted for permeability measurements as previously describ-
ed. Mammalian tissues were incubated at 37°C during the ex-
periments and toad bladders at 20°C. Both sides of the
preparations were bathed with the same saline solution. The
2 basic compositions were the following: Mammalian tissues
(mM): 114 NaCl, 5 KCl, 1.2 CaCl,, 25 NaHCO,, $ glucose,
2.4 K,HPO,, 1.0 KH,PO,; Toad urinary bladder (mM):



146 C. Capurro et al.

112 NaCl, 1.0 CaCl,, 5 KCl, 2.5 NaHCO;. In all cases osmotic
gradients were created by adding to the serosal side of the
epithelia (maternal side in the case of the amnion) different con-
centrations of polyethyleneglycol (PEG, mol wt 8000).
Hydrostatic pressure was always applied to the mucosal bath
(luminal or fetal baths in the case of the amnion). This pressure
applied the tissue against a nylon mesh placed on its serosal
surface.

Hydraulic (P,,,,) and osmotic (P, ) permeability

d
coefficients "
The volume flow (Jw) across a membrane in the presence of a
hydrostatic (AP) or osmotic (AIT) gradient is described by:

Jw=Lp . AP and
Jw=e.p.All

where Lp and p are phenomenological coefficients and ¢ is the
Staverman reflexion coefficient. If Jw is measured in mol/
cm?/s, the hydraulic permeability coefficient (Py,,) and the
osmotic permeability coefficient (P,,q) can be defined:

Pha=Lp.R.T/V,
Pon=0.0.R.T/V,

where R and T have the usual meanings and V,, is the volume
of 1 mol of water. Both coefficients are expressed in units of
centimeters per second. On this basis, P4 and P, can be
calculated from the slope of the regression line obtained when
the volume flow values are plotted against AP or All.

RESULTS

Figure 1 shows the minute-by-minute recording of Jw
across the human amnion. The height of each stroke is
proportional to the 1-min Jw. This parameter, as can be
observed, was the function of the applied hydrostatic
pressure and osmotic gradient. The same types of ex-
periments were performed with the other tested
epithelia~human colon, rat caecum, and toad urinary
bladder.
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FIGURE |. — Net water transfer across the human amnion in
vitro. The height of each stroke indicates the | min net water
flow. The 2 horizontal rows indicate the transepithelial
hydrostatic (P,,4,) and osmotic (P,,,,) gradients.
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Hydraulic permeability

The Jw observed in the different epithelial tissues is
represented in Figure 2 as a function of the applied
hydrostatic pressure. In all cases linear correlations were
obtained, and Py, was calculated in each case from the
slope of the regressxon line. These lines intercept the or-
dinate at positive values, except for that for the human
amnion. The intercept represents the Jw value observable
in the absence of any osmotic, chemical, or hydrostatic
gradient, and probably represents the Jw associated with
the ionic active transport. This is strongly supported by
the following observation: after sodium removal (NaCl
was isosmotically replaced by choline-chloride on both
sides), the regression lines went through the origin in all
cases, whereas the positive ordinates disappeared (results
not shown).

No statistically significant differences in P, 4 were
observed between toad urinary bladders at rest and after
stimulation with ADH, or between normal and K-adapted
rats.

1. 0.32¢0.05(n-9)
2. 0.23+0.04 (n.8)
T 10 3. 0.17 £0.03 (n.8) HUMAN AMNION
€ [ 4.003:004(n.8)
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FIGURE 2. — The observed Jw as a function of the applied
hydrostatic gradient in different epithelial barriers. Regression
lines were obtained from the experimental values. Each point
is the mean of at least 6 experiments. See Table I for the ex-
perimental dispersion of the calculated slopes. 1, 2, 3, and 4
represent the calculated ordinate intercept.

Osmotic permeability

Figure 3 shows the observed Jw as a function of the ap-
plied osmotic gradient in different tissues. Again, linear
correlations were observed. The osmotic permeabilities
(P,,m) were calculated from the regression lines. As ex-
pected, P .. in ADH-treated toad urinary bladders was
significantly higher than in the control ones. No dif-
ferences in P, were observed between normal and K-
adapted rats.
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FIGURE 3. — The observed Jw as a function of the applied
osmotic gradient in different epithelial barriers. Regression lines
calculated as in Fig. 2. 1, 2, 3, 4, and § represent the calculated
ordinate intercept.

Spontaneous potential difference

Table I shows the spontaneously observed potential dif-
ferences, 10 min after mounting, in different epithelial bar-
riers. The Py 4, and P, values are also represented. It
can be observed that K- adaptauon induced an important
increase in dV with no change in Py, or P .. On the
other hand, ADH action increased dV and P, in the
toad urinary bladder, with no change in Py 4.

DISCUSSION

It is generally accepted that hydrostatic pressure, in the
range employed in this study (24.4 cm H,0 = ImOsM),
does not move water transcellularly. The observed Jw can
thus take place only in a paracellular or a leaky pathway
(the last resulting from damage to cells or from any other
artifactual path generated during membrane manipulation
and mounting). We employed here the same experimen-

tal device with different tissues and it can be accepted that
in all cases, the leaky path was similar. Two observations
indicate that it does not bring a major contribution to the
observed Jw: (1) The lowest Py, values were observed
in the toad urinary bladder, the tissue that shows the
highest mechanical fragility ; (2) The observed dV values
in different tissues were similar to those previously
reported in acceptable experimental conditions [2, 10]. It
can also be mentioned here that in the human amnion the
observed P, 4, was sensitive to changes in the pH of the
medium [9]. Thns result indicates that in this tissue, which
shows the highest P, , values, the parameter represents
the paracellular path.

Figure 2 and Table I indicate that Py, ranged from
7.9+0.8%10-2 cm/s in the toad urinary bladder to
32+5%1072 em/s in the human amnion. These values
can be compared with the 15x10-% cm/s previously
reported in the rabbit gallbladder epithelium [13]. When
a correlation plot was made between P, 4 and dV a
negative and statistically significant potential correlation
was observed (r=0.9+0.1, P<0.05; Fig. 4). This would
indicate that in general, leaky barriers have higher
hydraulic permeabilities and conversely, tight epithelia
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FIGURE 4. - Correlation plot between the observed P, and
transepithelial potential values in different epithelial barriers. The
curve represents the regression potential function (#r=0.9+0.1).

TABLE I. — Water permeability coefficients and potential differences in epithelial barriers.

N Pyygre (cmesec™!-10%) Pon®® (cmesec=!:10%) V (mV)
Toad bladder control 8 7.9+0.8 0.04 £0.02 31.0x£5.0
Toad bladder + ADH 8 9.3+1.2 0.65+0.11 52.0+8.0
Human colon 6 22.0+3.0 0.20£0.05 15.0+3.0
Rat caecum 10 18.0+2.0 0.19+0.04 3.9+0.1
Rat caecum + HKD 6 21.0£2.0 0.18+0.06 8.5+0.5
Human amnion 10 32.0+5.0 1.54+0.15 0

® Pyyq : Water permeability coefficient (Pf) under hydrosmotic pressure.

** P .n: water permeability coefficient (Pf) under osmotic gradient.
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show low Py, values. It must be remarked however, that
in 2 cases in which dV was increased in a specific barrier
(ADH action in toad urinary bladder or K-adaptation in
the rat caecum), there were no changes in the correspond-
ing Pyyg-

The observed values for P, ranged from 0.08 x
10-2 cm/s for the toad bladder at rest to 1.5x 10~2 cm/s
in the human amnion (compared to 0.93x 10~2 em/s in
the rabbit gall bladder epithelium [13]. These results would
indicate that the hydrostatic pressure was between 30 and
100 times more effective than the osmotic gradient in driv-
ing a net water flux in the amnion. It must be considered,
however, that our P, values (measured in steady-state
conditions) are probably underestimated because of the
‘‘sweeping away’' and ‘‘solute polarization’’ phenomena
associated with the presence of unstirred layers [3]. Never-
theless, and because all experiments were made in the same
experimental conditions, we can accept, as a first approach
to the problem, that the values obtained in different tissues
(all representing a single cell layer and having similar total
thickness) can be compared.

Figures 5 and 6 show that no clear correlation was
observed between P, ., and P, or between P,
and Vd. This is probably due to the fact, in addition to
the unstirred layer problem previously described, that
water may be moved osmotically either between the cells
or through the cells [4, 14]. Interestingly enough, some
type of correlation can be observed (dotted lines) if the
values corresponding to the ADH-stimulated toad bladders
are deleted. There is general agreement that in challenged
bladders, water is osmotically driven transcellularly. On
the other hand, it has been reported that in the human
amnion, transepithelial [**C} sucrose movements and Jw
evolve in parallel in the presence of both hydrostatic and
an osmotic gradient [9]. This parallelism was also observed
when both P, and P, changed under medium
acidification. These results have been interpreted as
indicating that the osmotically driven Jw is paracellular
in human amnion [9].

The permeability of cell membranes has been recently
estimated in different epithelial barriers [12}. These values,
taken together with those observed in total tissues, will
give further information on the relative importance of
paracellular and transcellular routes in transepithelial
water transfer.
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FIGURE 5. — Correlation plot between hydraulic and osmotic
permeabilities in different epithelial barriers.
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ABSTRACT

The transepithelial net water movement
(Jw), the potential difference (PD), short circuit current
(SCC) and the unidirectional ™®Na*, ®¢Cl™~ and ®7Rb™ fluxes
were measured in the cecum of Wistar rats adapted to a high
potassium diet (HKD). Several adaptive changes where
observed, in HKD rats, as compared with the control ones: 1)
the net transport associated Jw (Jwt) became not
significantly different from zero, in standard conditions
(0.06 * 0.06 pl/min.cm2, n = 11; no osmotic or chemical
gradients; Na*, Cl- and HCOs~ as major components of the
employed buffer); 2) the transepithelial PD (7.3 1.1 mV, n =
11 ) and SCC (56,6 * 7.1 pA, n= &) were significantly higher;
3) the net Na‘* absorption (4.49 * 0.44 pEq/h,cm2), measured
under SCC conditions, was also higher than in control
animals, 4) the net chloride fluxes (-0.33 * 1.65 upEq/h.cm2,
mesured also in SCC condition) disappeared; 5) both the PD
and SCC became sensitive to amiloride (mean inhibition: -3.28
* 0.73 mV, n = 3); b6) a net potassium secretion developed in
HKD rats (-0.036 * 0.009 upEq/h.cm2); 7) replacement of the
bicarbonate buffer by a Tris-Hepes buffer strongly reduced PD
(0.1 % 0.1 mV, n=4) as in control animal, but with no
modification of the Jwt (0.07 * 0.05 ul/min.cm2, n=5), 8)
after replacement of Cl- by S0O.~ a net Jwt developed (0.39 %
0.09 pl/min.cm2, n=7) together with a significant increase in

PD (13.8 * 0.6 mV, n=B). It is concluded that potasssium



adaptation in the rat cecum implicates the development of a
secretory Jwt that, in control conditions, compensates an

absorptive Jwt. This secretory Jwt is coupled to K+

L,

secretion. Simultaneously, a shift from a non electrogenic
NaCl reabsorption to an electrogenic amiloride sensitive Na*

entry was observed.



Rats previously fed wilh a potassium enriched diet
(hi&h potassium diet, HKD rats) are able to withstand acute
oral potassium loads that are fatal in control animals {11).
This potassium tolerance involve, at least in part, an
adaptive change in the large intestine (&) and the collecting
duct system of the kidney (14, B) which accelerates the rates
of potassium secretion ard excretion (5). In addition, an
amplification of the basolateral membrane area of the
epithelial cells was observed, which includes an increase in
the number of Na-K-ATPase units. Finally, amiloride sensitive
(?) and barium sensitive (10) Na* and K* conductances were
detected in the apical border of the distal colon during
potassium loading.

Most previous "in vitro” studies on potassium
adaptation in the rat colon were centered in the
measurement of ionic fluxes and electrical parameters.
Never theless, we have recently gmployed, in the rat cecum, an
experimental approach that allows the minute by minute
recording of the transepithelial net water movement (Jw) (4).
This approach was now used to study the water handling in
the rat cecum of HKD rats. The transepithelial potential
difference (PD), the short circuit current (SCC) and the
unidirectional #2Na*, 2*Cl- and ®“Rb* (as a potassium marker)
fluxes were determined in paralle. Important changes were
observed in the transport associated net water movement (Jwt)
after potassium adaptation. This Jwt was the result, 55 in

control conditions (4) of the complex addition of absorptive



and secretory mechanisms. The ijonic transfers across the

cecum were also modified. Some of these changes were similar

to those observed in the rat distal colon after potassium

loading.

MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats weighing 250-300 g were maintained
on ad libitum water and standard chow. Two weeks before the
experiments they were placed in individual cages and
separated into two groups according to K* intake. Group 1 was
fed with the standard diet (Cargill, Alpac, Buenos Aires)
containing by analysis 0.2 mg of potassium per gram. The
daily average intake was 4 mEq. Group Il was fed with the
same chow with added KC1 up to a fimnal concentration of 1.72
mEq/g. Tap water was supplied ad libitum in both groups.

The animals were killed with a head stroke and tho
abdomen was entered through a midline incision. The cecum was
removed, flushed with cold saline, opened along the
mesenter ic border and rinsed. Two symmetrical fragments
(exposed area: 1.7 cm2) were then placed (mucaosal surface
upwards) on a nylon mesh and mounted as a diaphragm between
two lucite chambers.

‘The transepithelial net water movement was recorded
minute by minute as previously described in other epithelial
barriers (1). Briefly, the mucosal chamber was a claosed one
where the tissue was applied against the nylon mesh by a

variable hydrostatic pressure (A P2 S cm of water). When



water moved across the tissue an automatic device injected or
sucked water to maintain constant the volume on the mucosal
chamber. A signal, proportional to the injected or sucked
volume, was minute by minute recorded. Fifty nanoliters
variations in the absorptive or secretory fluxes could be
detected.

Voltage electrodes consisted of agar bridges
connected to calomel half cells and placed adjacent to the
epithelium. The transepithelial PD could be short circuited
through current passing electrodes (Ag-AgCl wires) located
at the rear of each half chamber (7).

Transepithelial ionic fluxes were measured as
previously described (7). The tracer was added to one side of
the membrane and the other side volume was completely removed
and counted every 5 minutes during at least 12 consecutive
periods. In most experiments the unidirectional mucosa to
serosa (Jms) and serosa to mucosa (Jsm) fluxes were
simultaneously measured in two fragments of the same cecum.
Double marking was currently employed, allowing the
simultaneous determination - of #®Na+, 24Cl—- or ®©%Rb+
unidirectional fluxes. This last isotope was used as a marker
of K* movements (13). All unidirectional fluxes were measured
in short-circuit conditions.

The standard saline employed contained “(in mEqQq/l):
Na* 1413 K= 5.2; Ca** 2.4; Mg** 2.43; Cl- 122; HCO5- 25;
HPO.~™ 4 .8; HePO.- 0.4 and 10 mM glucose. When Na+*

concentration was zero, a low bicarbonate (2.5 mEq/1)



solution was employed.

In some experiments a Tris-Hepes buffer (tris
hydroxymethylaminomethane (Tris* 7.5 mEq/1); N-2-
hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES- lé,S
mEg/1) replaced bicarbonate. Bath solutions were maintained
at 37 °C. The serosal solution was continuously bubbled with
5% 0,./5% COs (bicarbonate buffer) or 100 % 0O, (Tris-Hepes
buffer). The medium pH was 7.8 (7.4 for 2.5 HCO»™), and

medium osmolarity ranged between 293 and 310 mosmol/Kg.

RESULTS

Jw and the applied transepithelial hydrostatic pressure; The

role of Na* , Cl- and HCO:» - _in the net transport associated

water movement.

Figure 1! shows the observed Jw as a function of the
applied transepithelial AP in different experimental
conditions. From the slope of the regression lines the
corresponding hydraulic permeability coefficients (Phydr)
were calculated. The ordinate intercepts gave the expected Jw
in the absence of any hydrostatic, osmotic or chemical
gradient. These values estimate (4) the net water movement
associated with the transepithelial ionic transfers (J;t).
Two different conditions are represented in Fig.l IV the
standard saline was present on both sides of the rat cecum,
II) choline buffer replaced sodium buffer (standard saline)

in the media. The results obtained in rats adapted to a high



potassium diet are compared with those previously repor ted
(4) in contraol animals. The Jwt was not significantly
different from zero, in HKD rats, either when stanaard saline
was employed or when choline replaced sodium. In control rats
( Fig. 1, Table I), Jwt had a positive value in the presence
of Na* and became no significantly different from zero in the
absence of this cation.

In a second experimental series S0.~ replaced Cl~
in the standard saline (total osmolarity was adjusted with
PEG, MW 4000) on bothYsides of the tissue. In these
conditions the Jwt became clearly positive in HKD rats and
even higher than the one observed in control rats when the
standard saline was employed (Table I).

Finally, removal of HCOs~ ( Tris-Hepes buffer in
both mucosal and serosal baths), that significantly increased
Jwt in control rats, did not induced a significant change in
this parameter in HKD ones (Table I).

The observed hydraulic permeability (Phydr) was
similar in control and HKD rats in standard conditions.
Nevertheless, when S0.™ replaced Cl- aon both the mucosal and
serosal baths, a clear decrease in this parameter was

observed in potassium adapted animals.

The transepithelial potential difference, short circuit

current (SCC) and unidirectional ionic movements.

Potassium adaptation induced in the rat cecum, as

previously observed in other parts of the large intestine



(?), an increase in the transepithelial PD (Table I). This
potential disappeared, in both control and HKD rats, in the
absence of Na* in the incubating media (Table 1). Replacement
of HCOs~ by Tris-Hepes also strongly reduced this parameter
in both control and HKD rats.

When SO0.~ replaced Cl—- in HKD rats, a clear and
sustained increase in PD was observed (Fig.2). In the case of
control animals the situation was not the same: an initial
increase in this parameter was followed by a continuous
decrease down to very low values (Fig.2, Table II).

The transepithelial PD became sensitive to

amiloride (10~ M, Fig. 2) in HKD rats (before amiloride 6.2

I+

2.2 mV; after amiloride 3.2 * 1.3 mV; mean diff. -3.28 *
0.73 mV, n= 35, p£0.01). This diuretic has not effect on
control animals (4).

Table Il shows the transepithelial PD, SCC and Na=*,
Rb* and Cl~ unidirectional and net movements, simultaneously
measured in K* adapted rats (Rb* and Cl—- fluxes were measured
in double labelling experiments). These results are again
compared with those previously reported in similar
conditions, with control rats. It can be noted that: 1) the
net Na* absorption was higher in the HKD rats; 2) the net
chloride absorption observed in control animals disappeared;
in K* adapted ones; 3) a net Rb* secretion developed in HKD
animals, 4) as shown in Table I, an increase in the
transepithelial PD was observed in HKD rats. This increase

was assoclated with an increase in SCC.



DISCUSSION

Water handling by the cecum of HKD rats

Several adaptive changes were aobserved in the cecum
of HKD rats as compared with the control ones: 1) the absence
of a transport associated net water movement in standard
conditions or in the absence of bicarbonate, 2) an increase
in the transepithelial PD, short circuit current and net Na~*
absorption, 3) the absence of a net absorptive Cl—- movement
in short circuit caonditions, &) the development of a
sensitivity to amiloride action, 5) a different role of the
presence of HCO»— in the observed Jw and PD, 6) the
development of a net potassium secretion.

As previously stated, no Jwt was detected when
the cecum of HKD rats was mounted between two identical
solutions, containing Na*, Cl— and HCOs~ (Table I). This was
not the case in control rats, where a net absorptive Jwt was
observed. Two alternative hypotheses can be proposed to
explain this difference: 1) there is no transport
associated water movement in HKD rats or 2) a secrédtory
transport associated water movement (Jwts) cancelled an
absorptive transport associated water movement (Jwta) after
potassium loading. Several observations favour this second
possibility. First, the transepithelial PD, the SCC and the
net absorptive Na* transfer were higher in HKD rats as

compared with control ones. These results are difficult to



conciliate with the absence of a Jwta. Second, the existence
of a secretory Jw, in HKD rats, is supported by two
additional observations: 1) the tfansepiihelial PD
disappeared in the absence of Na* with no signicant change
in the observed Jw (always no significantly different from
zero, Table I), and 2) when S0." replaced Cl- in the media,
an important absorptive net Jw appeared (Table I). A
straightforward interpretation of these results is to
accept that both the absorptive and secretory Jwt are Na*
dependent, while only the secretory one is Cl~- dependent.

A HCOs~ and Cl—- dependent Jwts has been described
in the cecum of control rats. Nevertheless, this Jwts only
represents a small fraction of the observed net Jwt. It could
then be asked if we can explain the absence of a net Jwt in
HKD rats as due to an increase in the Jwts observed in
control animals. However, several differences appeared: a net
absorptive Jwt developed in HKD rats in the absence of Cl-
but not in the absence of HCOx>~ (Table I). To give
consistence to our results we must accept that sodium
absorption becomes bicarbonate sensitive in HKD rdts.
Fur thermore, a net K* secretion was observed (see later).
Perhaps two different Jwts could be present in the cecum of
HKD rats, as recently proposed by us for the human large
intestine (3): one linked to HCO,~ secretion and the other

linked to K* (KC1 ?) secretion.

Ionic movements across the cecum of HKD rats




In addition to the increase in the net Na~*
absorpltion, a net K* (Rb*") secretion was observed in the
cecum of HKD rats. This K* secretion can be associated with a
Jwts. If we accept that the Jwta is the one observed in fhe
presence of S0.~ and the Jwts has, in the standard
conditions, similar values, we must conclude that the K=
concentration in the secreted fluid must be very low.

The net Cl~ movement observed in control rats
(under short circuit conditions) disappeared after potassium
loading. We can speculate that the possible Cl- secretion
that could accompany K* efflux can not be detected with
isotope measurements, because of the important paraéellular
permeability to Cl—.

Previous experihents with HKD rats have shown, in
the distal colon of the rat, aﬁ increase in the absorptive
Na* flux together with no changes in the net absorptive Cl-
movement (2). This was associated with a net increase in the
transepithelial PD, a reduction in the transepithelial
resistance (9), and an increase in K* secretion (10).’The
results reported here indicate that, regarding ion movements,
the response of the rat cecum has similarities and
differences with other parts of the colon. Nevertheless, the
obtained results are strikingly similar to those observed in
the rat distal colon after continuous infusion of aldosterone
for seven days; this treatment produced the induction of both
active, electrogenic, amiloride-sensitive sodium absorption

and active, electrogenic potassium secretion, as well as an



inhibition of electroneutral NaCl absorption (12).

Two observations can be possibly related to the
state of the paracellular pathway in the cecum o'f' HKD rats:
1) }he strong reduction in the hydraulic permeability
observed when S04~ replaced Cl— ions in the bath. 2) The time
course evolution of the transepithelial potential in the
presence of S0.-, as compared with the control rats. Both
results can be interpreted as a lower permeability to S0.~ of
the paracellular pathways in HKD rats.

In summary, we can conclude that K* adaptation in
the rat cecum implicates the development of a secretory
transport associated water movement, coupled to K* secretion.
Simultaneously, a shift from a non electrogenic NaCl
reabsorption (Fig. 3a) to an amiloride sensitive Na* entry
(Fig. 3b), together with a reduction in the paracellular

permeability, was observed.
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LEGENDS 70 FIGURES:

Figure 1: The observed net water movement (Jw) as a function
of the applied transepithelial hydrostatic gradient: (@)
control rats in standard conditions (n=13), (M) control rats
in the absence of sodium (n=6)(data from Escobar et al.
1996- ), (o) HKD rats in control condition (n=11), (@) HKD

rats in the absence of sodium (n=3).

Figure 2: Effect of amiloride and replacement of Cl— by S0.~
on the transepithelial PD. Upper curve; HKD rats; lower

curve: control rats (data from Escobar et al, 19%90:)

Figure 3; Proposed model for the effect of potassium
adaptation in the rat cecum: mést cells would shift from left

to right situation.



1)
Na(l

2)

3)
Ha2s04

4)

3)
Cheline-Cl

b)

7
Tris-Hepes

e)

Table

permeability
difference
were taken from Escobar et al.
both sides of the tissue;
in the mediaj;
Tris-Hepes buffer replaced HCO5—

TABLE 1

Int
{ul/ein.ca?)

centrol 0.17 + 0,03 (13)
HKD 0.06 ¢+ 0.06 (11)
diff -0.11 + 0,02
P {0.01
centrol 0.25 + 0.03 (14)
HED 0.39 ¢+ 0,09 (7)
diff. 40.14 + 0,08
NS
contrel 0.04 + 0.03 (8)
HKD 0.01 +0.03 (5)
¢iff, -0.02 ¢ 0.04
NS
control 0.26 + 0.04 (7)
HKD 0.07 +0.05 (4)
diff. -0.19 1 0.07
P £ 0.03
diff 4-2 40,33 ¢+ 0.08
P ¢ 0.001
diff 6-2 40,05 + 0,09
NS
diff 8-2 -0.01 + 0.06
NS

I; Transport

(PD)

(Phydr.) and
in the cecum of HKD rats.

1990b.

Choline-Cl:

Fhydr.
(ca/s)

0.16 + 0.02 (13)
0.19 + 0,03 (1)

40.03 + 0,03
NS

0.18 + 0.06 (3)
-0,093 + 0,03 (7)

-0.18 + 0,05
P < 0.02

0.22 + 0,04 (6)
0.21 + 0.04 (5)

+0,01 + 0,06
NS

0.20 + 0,05 (5)
0.16 + 0,08 (4)

-0.04 + 0.07
NS

10.19 ¢ 0.04
P € 0.001

-0.02 + 0.05
NS

40,03 + 0.05
NS

associated Jw
transepithelial

Na;_»,SO.. H

choline replaced Na*
buffer

FD
(aY)

3.7+0.5(N°
7,5+ 1.1 (1)

.20 + 1.4
P (0,02

0.5+ 0.2 (11)
13.8 + 0.6 (8)

+13.3 + 0.45
P £ 0.001

0.1 + 0.1 ()

-

0.1 4 0.1 (7

0.0 + 0,2
NS

0.7 + 0.2 (4)

0.1 ¢ 0.1 (3)

(Jwt),

hydraulic
potential
Control values
NaCl standard buffer on
Sulphate replaced chloride
in the media;
(see Methods).



control
Nat
HKD

diff

control
Cl-

HED

diff

contrel
Rb¢+

RKD

diff

#F (0,05, t test fer non paired data.

Table I1:

TABLE I1

Jas
5 5.92 +0.55
4 7.55+ 0.91
1,60 ¢ 0,604
6 11.61 41,02
B 5.9+ 1.0
-5.45 + 1,430

b 0.169 + 0.022

8 0.106 + 0.010

-0.085 + 0,021 -

Jca

ukq/(h.ca2)

3.55

3.06 4

-0.49

B.16 ¢
5.28 ¢

-1.88 4

0.144 +

0.140 §

0.004

Unidirectional

the cecum of HKD rats.
fluxes were performed,

1990b.

doubly marking experiments.

Cl-

and Rb~

0.34

0.26

L 0.42

Jnet

2.37 + 0.48

§.49 + 0,44

2.12 + 0,78

1.05 3.45 + 1.46
1.30 -0.33 ¢+ 1,465
1.67 -3.78 + 2,20
0.021 0.0023 + 0,023
0.015 -0.036 + 0.009
+ 0,026 -0.038 + 0.009¢
and net

PD Isc

(aV) uf/cae
3.4 4 0.5 23.4 + 3.2
6.8 4 0.4 96,6+ 7.1
3.5 + 0,78%  33.2 + 5.0
5.810.4 36.9 + 3.9
5.8 + 0.4 36.9+3.9

ionic fluxes,
Control values are from Escobar et al.

PD and SCC

in HKD rats,

in

in
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