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Resumen  
 

La adenosina 5’ trifosfato (ATP) funge como una molécula capaz de donar energía para que 
se puedan efectuar una gran variedad de procesos metabólicos. Su papel como 
neurotransmisor fue descrito por primera vez en 1972 y a la fecha se conocen diversos 
procesos fisiológicos en los cuales interviene mediante la activación de una familia de 
receptores llamada receptores purinérgicos.  

Es bien conocido que el ATP induce relajación en el músculo liso de las vías aéreas,  
asociada con la producción de prostaglandinas por medio de la activación de receptores 
purinérgicos. En éste trabajo, se caracterizó el tipo de receptores purinérgicos que regulan 
la relajación inducida por el ATP en el músculo liso de las vías aéreas de cobayo. Para esto, 
se utilizaron anillos traqueales y miocitos, en donde se evaluó tanto la respuesta de la 
relajación, como el incremento de las corrientes de K+ (IK) inducido por ATP. En este 
contexto, se demostró adicionando ATPγS (análogo no hidrolizable del ATP) que es el 
ATP, y no sus metabolitos, él que induce la relajación del músculo liso y dicha relajación es 
bloqueada por indometacina. La remoción del epitelio disminuyó la relajación por ATP a 
concentraciones bajas, pero no la modifica a concentraciones altas.  

Al usar agonistas para las dos grandes subfamilias de receptores P2 (P2X y P2Y), se 
obtuvo que el UTP (agonista de receptores P2Y) indujo una relajación muy parecida a la 
del ATP. Por el contrario α,β-metilén-ATP (agonista de P2X), no indujo relajación hasta 
concentraciones muy elevadas y ésta fue muy pequeña. El uso de antagonistas de los 
receptores P2Y; suramina (P2Y1, 2, 6, 11, 12, 13) ó reactivo azul 2 (RB2) (P2Y 1, 4, 6, 11, 12, 13), no 
modificó la relajación, pero su combinación redujo significativamente el efecto del ATP.  

La relajación fue disminuida  por N-etilmaleimida (NEM, desacoplador de proteínas 
G). El ATP indujo un IK en miocitos traqueales, el cual fue bloqueado por la indometacina, 
pero no fue modificado por la suramina o el RB2. Al utilizar la combinación de ambos 
antagonistas dicho incremento se anuló. 4-aminopiridina (bloqueador de los canales de K+ 
de rectificación tardía) e iberiotoxina (bloqueador de los canales de K+ dependientes de 
Ca2+) disminuyeron el IK y su combinación disminuyó la relajación inducida por el ATP. 
El uso de NEM anuló el IK al igual que el inhibidor de la adenilil ciclasa, SQ 22,536.  

Con estos resultados se puede concluir que el ATP induce relajación en el músculo de 
las vías aéreas del cobayo a través de la activación de receptores purinérgicos 
principalmente del tipo P2Y4 y el P2Y2. La activación induce la formación de 
prostaglandinas probablemente del tipo E2 en las células de músculo liso. Asimismo, de 
manera autócrina generan incrementos en los niveles de AMPc, que activa entre otros 
mensajeros a la PKA, la cual puede fosforilar  a los canales de K+ de rectificación tardía y 
los dependientes de Ca2+, para inducir hiperpolarización a nivel celular, y una subsecuente 
relajación. 
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Abstract
 

Adenosine 5 'triphosphate (ATP) serves as a molecule capable of donating energy that can 
to perform a variety of metabolic processes. Its role as a neurotransmitter was first 
described in 1972. And at this time various physiological processes are known in which 
intervenes by activation of a family of receptors called purinergic receptors. At this time 
there are a several number of processes that involved the participation of this molecule by 
activation of purinergic receptors.  

It is well known that ATP induces relaxation of airways smooth muscle associated 
with prostaglandin production through the activation of purinergic receptors. In this work, 
it has been characterized the type of purinergic receptors that regulate the ATP-induced 
relaxation in the airway smooth muscle of guinea pig. For this, tracheal rings and isolated 
myocites were used to evaluate both the relaxation response and increased K+ currents (IK) 
induced by ATP. In this context, it was demonstrated adding ATPγS (a non-hydrolysable 
analogue of ATP) to be ATP, and not its metabolites, which induces relaxation of smooth 
muscle and this phenomenon is blocked by indomethacin. Epithelium removal decreased 
the relaxation induced by the ATP at low concentrations, but not modified at high 
concentrations. 

In the one hand using agonists for two major subfamilies of receptor P2 (P2X and 
P2Y) afforded that the UTP (P2Y receptor agonist) induce a very similar relaxation to ATP. 
On the other hand, α, β-methylene-ATP (P2X agonist), did not induce relaxation till high 
concentrations and it was very small. The use of P2Y receptor antagonists; suramin (P2Y1, 

2, 6, 11, 12, 13) or reactive blue 2 (P2Y 1, 4, 6, 11, 12, 13), did not modify the relaxation, but their 
combination reduced significantly the ATP effect.  

The relaxation was decreased by N-ethylmaleimide (NEM, an uncoupler of G 
proteins). The ATP induced a IK in tracheal myocytes, which was blocked by 
indomethacin, but was not by suramin or RB2. By using the combination of both 
antagonists such increase was abolished. 4-aminopyridine (a delayed rectifier K+ channel 
blocker) and iberiotoxin (a Ca2+-dependent K+ channel blocker) reduced IK and their 
combination diminished the relaxation induced by ATP. The use of NEM annulled the IK 
like the inhibitor of adenylyl cyclase, SQ 22.536. 

With these results it can be concluded that ATP induces relaxation in the guinea pig 
airways smooth muscle through mainly the activation of purinergic receptors P2Y4 and 
P2Y2. The activation induces the formation of prostaglandin E2 probably of smooth muscle 
cells. Also in an autocrine way  generate increases in cAMP levels, which allows the 
activation of PKA to phosphorylate the delayed rectifier and dependent Ca2+ potassium 
channels to induce hyperpolarization, and a subsequent relaxation. 
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Introducción 

 

La molécula de ATP 

La adenosina 5’ trifosfato (ATP) es un nucleótido constituido por una base nitrogenada 
(adenina), unida al carbono 1’ de la pentosa (ribosa) y tres grupos fosfato unidos al carbono 
5’ de la ribosa (Fig. 1). Es el principal donador inmediato de energía en los seres vivos, 
siendo su hidrólisis la fuente de ella. De esta forma, participa en la regulación fisiológica de 
las células al acoplarse a reacciones metabólicas energéticamente desfavorables (McKee y 
McKee, 2009; Campbell y Farell, 2009). Así, mecanismos como el movimiento, el 
transporte activo, la amplificación de señales y los procesos biosintéticos ocurren debido a 
la participación del ATP y a que éste es sintetizado constantemente (Galindo y Flores, 
2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 

Estructura química del ATP, conformada por una base nitrogenada púrica (adenina, en azul), una 
pentosa (ribosa, en negro) y tres grupos fosfato (en rojo). 

 

En 1929, se describió que la adenosina ejercía una disminución en los latidos del 
corazón y en la dilatación de las arterias coronarias del perro y de otros mamíferos al ser 
administrada intravenosamente, sugiriendo así, el papel de éste nucleósido de purina como 
un mediador químico extracelular (Drury y Szent-Györgyi, 1929). Durante los años 
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subsecuentes, se continuaron los trabajos involucrados con compuestos púricos, observando 
distintos efectos no sólo en el sistema circulatorio, sino también en la musculatura estriada 
y la lisa, así como en el cerebro de distintos modelos animales (Burnstock, 2007). 

No es hasta 1972 que Burnstock describe por primera vez a la molécula de ATP como 
un neurotransmisor en fibras nerviosas no adrenérgicas-no colinérgicas (Burnstock, 1972). 
A partir de entonces el ATP y sus metabolitos han sido descritos como potentes moléculas 
regulatorias en una gran variedad de tipos celulares y órganos (Fitz, 2007; Okada et al., 
2006). 

El ATP se almacena en una amplia variedad de líneas celulares, como neuronas, 
plaquetas, células cebadas o células epiteliales con concentraciones entre 5 y 10 mM (Fitz, 
2007). En condiciones fisiológicas puede ser liberado al espacio extracelular (Bodin y 
Burnstock, 2001;  Dubyak, 2006; Lazarowski et al., 2003, Schwartz y Malik, 1989), donde 
activa a receptores purinérgicos (Mounkaïla et al., 2005) presentes en la membrana celular 
de una gran variedad de tejidos (Bodin y Burnstock, 2001).  

La activación de los receptores purinérgicos puede regular distintos mecanismos 
fisiológicos, como la neurotransmisión excitatoria, mecanismos respiratorios, nociocepción, 
audición, agregación plaquetaria, contracción o relajación del músculo liso, e incluso, hasta 
la apoptosis (Burnstock y Williams, 2000; Burnstock, 2002). 

 

Metabolismo extracelular del ATP 

El mecanismo por el cual el ATP es transportado y liberado es aún motivo de controversia. 
Al menos para tejidos neuroendócrinos y plaquetas, se conoce que el ATP es almacenado 
en gránulos especializados y liberado por medio de exocitosis (Lazarowski, 2012). 

Se conoce que los nucleótidos y otros neurotransmisores no peptídicos necesitan 
sistemas de transporte, llamados transportadores vesiculares, para ingresar al interior de los 
gránulos o vesículas de almacenamiento (Miras Portugal, 2011). Todos los transportadores 
vesiculares emplean el gradiente electroquímico de protones generado por una H+-ATPasa 
vacuolar (V-ATPasa) para impulsar la entrada del nucleótido al interior del almacén (Miras 
Portugal, 2011; Lazarowski, 2012). La participación de dicha bomba en el almacenamiento 
del ATP en gránulos y vesículas ha sido comprobada con el uso de la bafilomicina A1, un 
bloqueador específico de las H+-ATPasas (Lazarowski, 2012). 

Actualmente, se conocen varios mecanismos de transporte que participan en la 
liberación de ATP al medio extracelular. La liberación de ATP por exocitosis en tejidos 
neuroendócrinos, neuronas excitatorias y en plaquetas es bien conocido (Lazarowski, 
2012). En éstas células, el ATP, la serotonina o algunas catecolaminas pueden ser 
almacenadas en conjunto dentro de gránulos cromafines, que después de recibir un estímulo 
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migran a la membrana plasmática a través de la red de filamentos del citoesqueleto, donde 
al fusionarse con ella liberan su contenido al espacio extracelular con dependencia de Ca2+. 
Este fenómeno, ha sido demostrado al usar agentes quelantes de Ca2+, venenos que afectan 
la estructura del citoesqueleto como citocalasinas e inhibidores del funcionamiento del 
aparato de Golgi como la brefeldina A (Lazarowski, 2012). Las células cebadas, epiteliales, 
acinares pancreáticas, entre otras, también muestran liberación del ATP regulada por 
exocitosis (Lazarowski, 2012). Han sido propuestos algunos otros modelos de transporte 
(Fig. 2), incluyendo transporte activo, canales aniónicos dependientes de voltaje y la 
liberación constitutiva para otro tipo de células (Bodin y Burnstock, 2001; Dowe et al., 
1970; Sabirov y Okada, 2005; Schwiebert et al., 2003; Spray et al., 2006). Este último 
modelo se evidencia por el hecho de que la liberación de los nucleótidos en varias líneas 
celulares persiste aún con la adición de bafilomicina A1 y otros compuestos que 
interrumpen el tráfico vesicular (Lazarowski, 2012).  

Así pues, en cardiomiocitos, astrocitos y en la mácula densa del riñón se han 
identificado canales aniónicos de larga conductancia que conducen ATP, los cuales forman 
un poro amplio de ~1.3 nm  permitiendo el paso de aniones orgánicos pequeños como el 
glutamato, ATP y UTP. Se conoce que estos canales aniónicos son activados por isquemia 
y por hinchamiento celular dado por las condiciones osmóticas (turgencia). Su 
participación ha sido demostrada por el uso de bloqueadores de canales aniónicos como el 
DIDS, SITS, NPPB y DPC (Lazarowski, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 

Vías potenciales para la liberación del ATP al espacio extracelular. Además de la conocida 
exocitosis dependiente de Ca2+ y los canales aniónicos, las conexinas y panexinas son  proteínas 

que pueden conjuntarse para formar hemicanales y enviar ATP al medio extracelular. Nucleótidos 
dentro del retículo endoplásmico y el aparato de Golgi que sirven como donadores energéticos, son 

liberados como moléculas residuales a través de una vía de secreción constitutiva.  Tomado y 
modificado de Lazarowski, 2012. 
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Otro tipo de canales aniónicos que intervienen en la liberación de ATP son los 
regulados por volumen (VRAC), los cuales permiten el paso de aminoácidos y ATP. Los 
VRAC se activan por turgencia y han sido estudiados en células endoteliales aórticas, 
donde su bloqueo inhibe la liberación de ATP, y son sensibles a fármacos como el 
tamoxifén, la fluoxetina, el ácido niflúmico entre otros bloqueadores de canales aniónicos 
(Lazarowski, 2012). 

Las conexinas, proteínas que constituyen las uniones en hendidura o uniones GAP 
intercelulares pueden formar conexones, que a su vez constituyen la formación de 
hemicanales que permiten la liberación del ATP, siendo reguladas por una baja en las 
concentraciones de Ca2+ extracelulares. La supresión en la expresión de ciertas conexinas 
ha mostrado una disminución en la liberación de ATP en varios tipos celulares, como en las 
células endoteliales glomerulares. Las panexinas 1 y 3 que presentan un comportamiento 
parecido al de las conexinas también tienen una participación en la liberación de ATP 
aunque al parecer no dependen de las concentraciones extracelulares de Ca2+ (Lazarowski, 
2012). 

Por último, el receptor P2X7  puede formar un poro lo suficientemente grande para 
permitir la liberación del ATP y de otras moléculas de hasta 900 Da, pero dado que se 
necesitan altas concentraciones de ATP para la activación del receptor, se desconoce 
actualmente cual sería su mecanismo de regulación y el propósito de éste (Lazarowski, 
2012). 

Existe un grupo de proteínas con función enzimática llamadas ectonucleotidasas, que 
hidrolizan al ATP y a otros nucleótidos extracelulares en sus respectivos nucleósidos 
(Robson et al., 2006). En la actualidad, las ectonucleotidasas son clasificadas en cuatro 
grupos (Fig. 3): las ectonucleotidasas trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas), las 
fosfatasas alcalinas, las ectonucleotidasas pirofosfatasas fosfodiesterasas (E-NPPs) y las 5-
nucleotidasas (Kukulski et al., 2011). Todas estas familias con excepción de las 5-
nucleotidasas hidrolizan al ATP extracelular (Millan, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 

Clasificación y topografía de las ectonucleotidasas. De los cuatro grupos actuales, sólo las E-
NTPDasas, las E-NPP’s y las fosfatasas alcalinas pueden degradar  a la molécula de ATP. Dentro 

de las E-NTPDasas, las señaladas con un punto rojo son las que se encuentran en la membrana 
celular del lado extracelular (Millan, 2006). Tomada y modificada de Burnstock, 2007. 

 

Las E-NTPDasas quitan al fosfato terminal de los dinucleótidos y trinucleótidos. Las 
E-NPPs retiran los fosfatos β y γ. Las 5´-nucleotidasas remueven el último grupo fosfato 
restante dejando sólo a los nucleósidos, los cuales son recapturados por las células a través 
de transportadores específicos, sirviendo de substrato para la síntesis de nuevos nucleótidos 
(Todorov et al., 1997; Kirley, 1997; Zimmermann, 1996). 

Existen ocho diferentes genes que codifican a ocho miembros de la familia de la E-
NTPDasas, cuatro de ellas, las E-NTPDasas 1, 2, 3, y 8, tienen sus sitios catalíticos 
localizados extracelularmente, teniendo afinidad por ATP y ADP, mientras que las cuatro 
restantes, las E-NTPDasas 4, 5, 6 y 7, tienen sus sitios catalíticos intracelulares, teniendo 
afinidad por cualquier otra base nitrogenada (Robson et al., 2006). Las E-NPPs 1,2 y 3, 
tienen sus sitios catalíticos hacia el medio extracelular, así como una mayor afinidad por 
ATP y otros nucleótidos (Burnstock, 2007). 

Por otra parte, existen cuatro isoenzimas reconocidas como fosfatasas alcalinas: la 
intestinal, la no específica de tejido, la placental y la germinal (Millan, 2006). 
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Receptores purinérgicos o purinorreceptores 

En la actualidad, los receptores purinérgicos son clasificados en dos tipos: los P1 y los P2 
(Fig. 4). Los P1 son receptores acoplados a proteínas G activados por la adenosina 
principalmente (Piper y Hollingsworth, 1996). Hasta la fecha, se conocen cuatro tipos de 
receptores P1 los cuales son A1, A2A, A2B y A3. El receptor A1 esta acoplado a las proteínas 
G inhibitorias, Gi y Go  (Freissmuth et al.,  1991). El receptor  A3  también se encuentra 
acoplado a una proteína Gi. Por otra parte, los  receptores  A2A y A2B activan a proteínas G 
productoras  de AMPc (Gs) (Palmer  et al., 1995) y son antagonizados por bajas 
concentraciones de metilxantinas (Klinger et al., 2002). 

Por otro lado, dentro de la familia de los receptores P2 que son más afines por la 
molécula de ATP que la familia de los receptores P1, se encuentra la subfamilia P2X que es 
ionotrópica, es decir, son canales catiónicos inespecíficos o canales con compuerta de 
ligando en la membrana plasmática (Burnstock, 2006; Ralevic y Burnstock, 1998) que son 
activados sólo por el ATP extracelular. La apertura del canal permite el flujo de cationes 
tales como el Ca2+, el Na+ y el K+ (North y Surprenant, 2000; Chizh e Illes, 2001), y la 
regulación del canal es sensible al Ca2+ extracelular,  el Mg2+, a los H+ ó a los iones 
metálicos tales como: Zn2+ y/o Cu2+ (North, 2002). Actualmente se conocen siete subtipos 
de receptores P2X (P2X1-7), que están distribuidos ampliamente en los tejidos y se cree que 
juegan un papel importante en diversas funciones fisiológicas como: la transmisión 
neuronal central y periférica, la agregación plaquetaria y la inflamación. En el músculo liso 
de las vías aéreas de cobayo, el incremento de calcio inducido por los receptores P2X1 y 
P2X3, favorece el incremento en la concentración de calcio dentro del retículo 
sarcoplásmico, facilitando así la disponibilidad del Ca2+ cuando un agente 
broncoconstrictor actúa en dicho tejido por medio de la producción de IP3 (Flores-Soto et 
al., 2011). 

Existe otra familia de los receptores P2 que se denomina como P2Y, los cuales son 
receptores metabotrópicos, es decir, están acoplados a proteínas G (North y Barnard, 1997). 
Los receptores P2Y presentan siete dominios transmembranales con el amino terminal 
localizado en el medio extracelular, y el grupo carboxilo, en la porción intracelular. Los 
sitios en donde el ATP se une al receptor han sido identificados en el sexto y séptimo 
dominio transmembranal de la molécula (Von Kügelgen y Wetter, 2000). La activación 
farmacológica para esta subfamilia está bien documentada, variando de acuerdo al subtipo 
de receptor P2Y (Burnstock, 2006), (Tabla 1). 

La familia de los receptores P2Y consta de ocho subtipos humanos (P2Y1, P2Y2, 
P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14) que están clonados, funcionalmente definidos y 
encontrados en muchos vertebrados. Los receptores P2Y1, 2, 4, 6 y 11 generan la activación 
de la fosfolipasa Cβ. El receptor P2Y11 también estimula la producción de adenilil ciclasa. 
Por otra parte, la activación de los receptores  P2Y12, 13 y 14 causa la inhibición de la 
actividad de la adenilil ciclasa (von Kügelgen, 2006).  
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La expresión del receptor P2Y1 es extensa: ha sido detectada en varias especies de 
mamíferos incluyendo el humano, demostrándose su actividad en una gran cantidad de 
tejidos incluyendo el músculo liso, endotelio y tejido neuronal (Ralevic y Burnstock, 1998). 
Estos receptores están involucrados en la agregación plaquetaria y neuromodulación (Fabre 
et al., 1999; León et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 

Clasificación y estructura de los receptores purinérgicos. a) Receptores del tipo P1 que tienen 
como ligando principal a la adenosina y se encuentran acoplados a proteínas G. b) Subunidad del 
receptor P2X, un receptor del tipo canal iónico inespecífico. c) Receptores P2Y que se caracterizan 

por su acoplamiento a proteínas G, presentan al grupo amino extracelular mientras que su 
carboxilo es intracelular. 
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El receptor P2Y2 está distribuido en varios tejidos y se encuentra expresado en gran 
medida en células pulmonares, corazón, músculo esquelético, bazo, riñones e hígado 
(Lustig et al., 1993; Parr et al., 1994), así como también en el músculo liso de las vías 
aéreas (MLVA) (Montaño et al., 2011). Estudios en ratones mutados del receptor P2Y2 
demostraron la importancia de estos receptores en la regulación del transporte de iones 
cloro en el epitelio del MLVA (Creesman et al., 1999). Este receptor es activado por ATP, 
UTP y sus análogos no hidrolizables (son requeridos los 3 grupos fosfato para la activación 
de este receptor) y es antagonizado competitivamente por la suramina, pero no  por el RB2 
ni por el PPADS (Nicholas et al., 1996, Wildman et al., 2003). 

 

Características farmacológicas de los receptores purinérgicos P2Y 

Receptor P2Y Agonistas Antagonistas 

P2Y1 
2-metiltioADP > 2-metiltioATP = 
ADP > ATP, MRS2365 

Suramina, RB2, MRS2179, 
MRS2500 

P2Y2 UTP = ATP, UTPγS, INS37217 Suramina > RB2, ARC126313 

P2Y4 UTP ≥ ATP, UTPγS RB2 > Suramina 

P2Y6 UDP > UTP >> ATP, UDPβS Suramina, MRS2578 

P2Y11 ARC67085 > BzATP ≥ ATPγS >ATP Suramina > RB2, NF157 

P2Y12 2-metiltioADP ≥ ADP >> ATP CT50547, AR-C69931MX 

P2Y13 
ADP = 2-metiltioADP >> ATP y 2-
metiltioATP 

MRS2211 

P2Y14 UDP-glucosa = UDP-galactosa - 

 

Tabla 1 

Características farmacológicas de los receptores P2Y, mostrando los principales agonistas y 
antagonistas conocidos para esta subfamilia de receptores. Tomado y modificado de Burnstock, 

2006; von Kügelgen y Wetter, 2000. 
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Los receptores P2Y4 tienen una distribución restringida; estos receptores son 
expresados en placenta y en niveles muy bajos en el músculo liso vascular. Recientemente 
se encontró que el receptor P2Y4 en MLVA de cobayo es el principal receptor P2Y 
expresado en este tejido (Montaño et al., 2011). Este receptor tiene mayor preferencia al 
UTP que al ATP (Nicholas et al., 1996), y es antagonizado por el RB2 y en menor 
proporción por el PPADS dependiendo de la especie a estudiar (Wildman et al., 2003). Una 
de las características farmacológicas más importantes de este receptor es que la suramina 
no lo antagoniza como lo hace con el receptor P2Y2 (Ralevic y Burnstock, 1998). 

El receptor P2Y6 se encuentra en el corazón, los vasos sanguíneos y el cerebro, tiene 
mayor afinidad al UDP el cual es ~100 veces más potente que el UTP (Nicholas et al., 
1996). Este receptor es antagonizado selectivamente por el MRS2567 sin mostrar efecto 
sobre los receptores P2Y1, 2, 4 y 11 (Mamedova, 2004). También es antagonizado por la 
suramina y el RB2 aunque con menor selectividad (von Kügelgen y Wetter, 2000). 

Los receptores P2Y11 están altamente expresados en células hematopoyéticas y 
desempeñan un papel importante en la diferenciación celular (Communi et al., 1997). Este 
receptor es activado por el ATP y su análogo el ARC67085, es antagonizado por el RB2 y 
la suramina, pero no por el PPADS (Communi et al., 1999). 

El receptor P2Y12 ha sido descrito en plaquetas y tejidos neuronales, participando de 
forma muy importante en la agregación plaquetaria (Kubista et al., 2003). La activación de 
los receptores P2Y12 contribuye a la vasoconstricción en humanos. Tal activación puede 
realizarse por el ADP y por el 2-metiltio-ADP. Por otro lado, los receptores P2Y12 son 
antagonizados por el AR-C69931MX ó Cangrelor, los cuales se utilizan en el tratamiento 
farmacológico para inhibir la agregación plaquetaria (Kubista et al., 2003).  

Los receptores P2Y13 están expresados en células de médula ósea, de bazo, de 
nódulos linfáticos y de neuronas, se activan por ADP y 2-metiltio-ADP y son 
antagonizados selectivamente por  MRS2211 (Burnstock, 2007). Por último, el receptor 
P2Y14 está altamente distribuido en placenta, tejido adiposo, estómago, e intestino humano 
(Burnstock, 2007). En rata este receptor es altamente expresado en células hematopoyéticas 
y es activado por UDP-glucosa a concentraciones nanomolares. Aún no se conocen 
antagonistas que ejerzan un efecto en el receptor P2Y14 (Chambers et al., 2000). 

 

 

 

 

 



19 

Receptores acoplados a proteínas G que regulan la relajación en el MLVA 

Los receptores acoplados a una proteína Gs en el músculo liso de las vías aéreas, son 
activados por substancias endógenas como las catecolaminas, las prostaglandinas, los 
isoprostanos, la adenosina y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) entre otros (Billington y 
Penn, 2003). 

La subunidad α de la proteína G activa a la adenilil ciclasa (AC) de la que se conocen 
nueve isoformas. Esta enzima cataliza la formación del AMPc a partir del ATP citosólico. 
El AMPc tiene como una de sus funciones principales el activar a la proteína cinasa A 
(PKA), complejo con dos subunidades regulatorias y dos subunidades catalíticas. La PKA 
regula las fosforilaciones de muchas proteínas intracelulares que tienen varios efectos en el 
MLVA. Por ejemplo, fosforila a ciertos receptores acoplados a proteínas Gq así como a la 
fosfolipasa Cβ (PLCβ), de éste modo se inhibe la formación de fosfoinosítidos como el IP3 
y en consecuencia la salida de Ca2+ del retículo sarcoplásmico. PKA también puede 
fosforilar al receptor de IP3 reduciendo su afinidad por éste, limitando así la movilización 
de Ca2+. Por otra parte, PKA puede fosforilar a la cinasa de la cadena ligera de la miosina 
(MLCK) disminuyendo su afinidad por el complejo Ca2+-calmodulina, reduciendo por 
consiguiente la fosforilación de la cadena ligera de la miosina (MLC).  

Además, también puede fosforilar a los canales de K+ dependientes de Ca2+, 
aumentando su probabilidad de apertura. El K+ saliente promueve así la hiperpolarización 
de la membrana celular impidiendo la entrada de Ca2+ al medio intracelular por medio de 
los canales dependientes de voltaje (Billington y Penn, 2003). 

 

Fisiología del ATP en el MLVA 

Los receptores purinérgicos del tipo P2 se encuentran expresados en el MLVA, donde 
existen antecedentes que la adición de ATP induce una respuesta bifásica (contracción y 
relajación) y que es dependiente de la concentración (Mounkaïla et al., 2005). En éste 
trabajo realizado en músculo liso bronquial de rata y humano, se propuso que la respuesta 
de relajación inducida por el ATP no es debida a su degradación a otros metabolitos, pero 
que puede ser atribuida, al menos parcialmente, a la desensibilización del receptor P2X 
impidiendo así la unión con su agonista y se sugiere también la posible participación de los 
receptores P2Y (Mounkaïla et al., 2005). Sin embargo, existen numerosos trabajos donde 
demuestran que la relajación producida por el ATP en el músculo liso traqueal es activa, es 
decir, relaja la contracción inducida por acetilcolina o histamina y dicha relajación es 
bloqueada por la indometacina, un inhibidor de la síntesis de prostaglandinas (Kamikawa y 
Shimo, 1976; Aksoy y Kelsen, 1994). 
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La relajación producida por el ATP en músculo liso traqueal de conejo se encuentra 
mediada a través de un receptor P2 localizado en el epitelio (Aksoy y Kelsen, 1994). 
Asimismo, en anillos traqueales de cobayo, se ha demostrado que el ATP induce la 
producción de prostaglandina E2 (PGE2), responsable final del efecto de la relajación 
producida por el ATP (Kamikawa y Shimo, 1976). Estos hallazgos fueron corroborados en 
ratones transgénicos deficientes en la expresión del receptor para la PGE2, el EP2 [EP2(-/-
)], donde encontraron que el ATP en estos animales no producía relajación (Tilley et al., 
2003). La PGE2 estimula la producción de AMPc vía una proteína Gs activando a la PKA 
(Tilley et al., 2003)  la cual es la responsable de activar a los canales de K+ dependientes de 
Ca2+ para producir la relajación (Mazzuco et al., 2000). 

El MLVA contiene una alta densidad de canales de K+ de varios tipos que 
principalmente regulan el potencial de la membrana y la excitabilidad, es decir, inducen 
hiperpolarización y relajación (Nielsen-Kudsk, 1996; Snetkov et al., 1996; Snetkov y 
Ward, 1999; Zhang y Paterson, 2005). Los canales de K+  más importantes  en este tejido 
son: a) Los canales de K+ de rectificación tardía (Kv) (Zhao et al., 2004), regulados por 
voltaje ya que son activados por despolarización y los canales de K+ rectificadores 
entrantes (Oonuma et al., 2002), regulados por voltaje y  activados por hiperpolarización 
(Nielsen-Kudsk, 1996; Pelaia et al., 2002); b) Los canales de K+ sensibles a ATP (KATP) y 
c) Los canales de K+ dependientes de Ca2+ de alta conductancia (Maxi K o BKCa). Estos 
últimos son los más importantes en el músculo liso de la vía aérea del humano, y son 
dependientes de voltaje, de Ca2+ intracelular y son bloqueados por la iberiotoxina, 
caribdotoxina, y bajas concentraciones de tetraetilamonio (Snetkov et al., 1996). Por lo 
tanto, es muy probable que durante la respuesta bifásica inducida por el ATP en el músculo 
liso de la vía aérea exista la participación de los canales de K+ que podrían favorecer la 
relajación (Zhang y Paterson, 2005). 

 

Planteamiento del problema 

Con base en los antecedentes, y dado que se conoce poco acerca del papel fisiológico del 
ATP, es importante conocer los receptores y la vía de señalización que activa el nucleótido 
en el músculo liso traqueal del cobayo, para comprender fisiológicamente cómo es que el 
ATP induce el efecto de relajación en éste tejido. 

 

Hipótesis 

El ATP produce relajación vía receptores P2Y localizados en el MLVA y no en el epitelio, 
a través de la producción de PGE2 que a su vez activa canales de BKCa y Kv por medio de 
AMPc. 
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Objetivo general 

 

Caracterizar farmacológicamente los tipos de receptores purinérgicos que inducen una 
respuesta de relajación en el músculo liso traqueal de cobayo, así como también su posible 
mecanismo de señalización. 

 

Material y métodos 

 

1. Órganos aislados 
 
Se sacrificaron cobayos de la cepa Hartley, machos de 300-400 g, de los que se extrajo la 
tráquea y se colocó en una cámara de disección que contenía solución de Krebs-Ringer con 
la siguiente composición: NaCl 118 mM, NaHCO3 25 mM, glucosa 11 mM, KCl 4.6 mM, 
KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 2 mM. La solución fue burbujeada con una 
mezcla de carbógeno (95% O2 y 5% CO2) manteniendo un pH estable en intervalos 
fisiológicos (7.3-7.4). La tráquea fue seccionada en ocho segmentos cada uno con cuatro 
anillos de cartílago que se colgaron en distintas cámaras a una tensión de 1g, hasta que 
fueron totalmente estables después de 30 min. La tensión isométrica fue registrada con un 
transductor de tensión modelo FT03, (Grass Instruments, West Warwick, RI, USA) 
conectado a un sistema integrador de señales CyberAmp 380, (Axon Instruments, Foster 
City, CA, USA) además de una interfase Digidata 1440A, (Axon Instruments). Para 
obtener los datos y registros de la contracción del músculo liso traqueal de cobayo se utilizó 
una computadora con el software AxoScope versión 10.2, (Axon Instruments, Foster City, 
CA, USA). 

Con el propósito de normalizar las respuestas de los tejidos, éstos se estimularon tres 
veces con 60 mM de cloruro de potasio (KCl) durante 20 min o hasta alcanzar la respuesta 
máxima de contracción. Posteriormente, se siguió con el protocolo experimental señalado 
(Fig. 5). 
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Figura 5 

Registros originales del protocolo de relajación inducida por ATP. Después de tres estimulaciones 
con KCl (60 mM) y sus respectivos lavados, se administró histamina (10 µM) para provocar una 
contracción  sostenida. En la meseta de esta contracción, se adicionó ATP con una concentración 

diferente para cada anillo traqueal, observando distintos porcentajes de relajación. 

 

Para verificar farmacológicamente la remoción completa del epitelio y evaluar con 
ello su participación en la relajación inducida por ATP, se adicionó bradicinina (BK, 320 
nM), antes de la administración de histamina (Fig. 6), ya que algunos estudios in vitro han 
reportado que la BK (1 nM - 1 µM) puede inducir relajación en preparaciones (tiras o 
anillos completos) con epitelio obtenidos de la tráquea de cobayo. Por el contrario, cuando 
se retira totalmente el epitelio, la BK induce contracción (Bramley et al., 1990). 

Para evaluar el efecto de relajación que inducían el ATPγS, el α,β-metilén ATP y el 
UTP, éstos fueron adicionados después de la contracción inducida con histamina 10 µM a 
diferentes preparaciones (Fig. 5) en lugar del ATP. Otros tejidos fueron incubados 
previamente con suramina (100 µM y 200 µM), RB2 (100 µM y 200 µM) y una 
combinación de suramina 100 µM y RB2 100 µM, donde el ARL 67156 (100µM) en un 
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caso especial, era adicionado 5 min antes de los antagonistas y por otra parte en el grupo 
experimental del NEM (30 µM), este desacoplador se incubó por 15 min antes de la curva 
concentración respuesta no acumulativa hecha para el ATP (Fig. 5). 

 

 

Figura 6 

Registros originales del protocolo de relajación inducida por ATP para determinar si el epitelio ha 
sido retirado completamente de los anillos. Después de tres estimulaciones con KCl (60 mM) y sus 
respectivos lavados, se administró BK 320 nM en anillos controles con epitelio y en anillos con el 
epitelio removido. En el panel A) se observa que en anillos con el epitelio removido, la BK induce 
una pequeña contracción en el músculo liso traqueal de cobayo. Por otra parte en el panel B), la 
BK induce relajación en  los anillos controles que presentan el epitelio intacto. Posteriormente, a 
ambos grupos se les administró histamina (10 µM) para provocar una contracción  sostenida y en 
la meseta de ésta contracción, se adicionó ATP observando el mismo efecto de relajación al menos 

para la concentración más elevada (1 mM)(Ver protocolo en la Fig. 5). 

 

En un grupo de tejidos, la indometacina (1 µM) fue adicionada durante todo el 
protocolo experimental, para evaluar la posible participación de la PGE2, en la relajación 
inducida por el ATP.  

Para evaluar el papel de los canales de K+ en la relajación, otro grupo de tejidos fueron 
incubados con 4-aminopiridina (4-AP, 3 mM) e iberiotoxina (Ibtx, 320 nM), elaborando 
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una curva acumulativa concentración respuesta para ATP, la cual será explicada más 
adelante en este trabajo. 

 

2. Técnica de fijación de membranas 
 

Se sacrificaron cobayos de la cepa Hartley, machos de 300-400 g, de los que se extrajo la 
tráquea y se colocó en una cámara de disección que contenía solución de Krebs-Ringer con 
al siguiente composición: NaCl 118 mM, NaHCO3 25 mM, glucosa 11 mM, KCl 4.6 mM, 
KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 0.5 mM. Con un microscopio estereoscópico se 
disecó el músculo liso removiendo el tejido conjuntivo y vasos sanguíneos. Una vez 
obtenido el músculo liso se incubó con 5 ml de solución de Hanks (Gibco) que contenía 0.5 
unidades de papaína (56 mg/ml, Worthington) y 2 mg de L-Cisteina (Sigma) durante 10 
minutos a 37°C para comenzar con la disgregación. Después, el tejido se lavó con solución 
de Leibovitz (L15, Gibco) para remover el exceso de enzima y enseguida se incubó en 5 ml 
de solución de Hanks a la que se le añadieron 5 mg/ml de colagenasa tipo 1 y 20 mg/ml de 
dispasa II (proteasa neutra) durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente, se comenzó la 
disociación mecánica del tejido con una pipeta Pasteur (a la cual previamente se le quitó el 
filo mediante calor) aspirando y soltando el tejido a través de la pipeta hacia las paredes del 
tubo: este procedimiento se realizó unas 25 veces. Después de esto se volvió a incubar 
nuevamente con la solución que contiene la mezcla de colagenasa-dispasa por otros 5 
minutos, y se realizó el mismo procedimiento mecánico para la disgregación. 
Posteriormente, se detuvo la actividad de la enzima añadiendo solución L15 a la muestra, la 
cual y se centrifugó a 650 rpm durante 5 min a 22ºC. Se desechó el sobrenadante. Una vez 
que se obtuvo el botón que contiene a las células, se le agregó más solución L15 para retirar 
todos los residuos de enzimas que pudieron quedar y se centrifugó nuevamente. Por ultimo 
se retiró una vez mas el sobrenadante. Las células obtenidas se colocaron en 6 ml de medio 
de cultivo (MEM, Gibco) para posteriormente sembrarlas en cajas multipozos (Falcon 
Becton Dickinson) colocando 1 ml  de medio por pozo, (aprox. 6 pozos), a los cuales 
previamente se les colocó en el fondo un  cubreobjetos impregnado con colágena de rata. 

Los pozos se colocaron en una atmósfera humidificada (incubadora de CO2 al 5 %) a 
37º C durante un periodo de 48 horas para posteriormente registrar mediante la técnica de 
fijación de voltaje la actividad eléctrica de  las células. 
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Registros de la actividad eléctrica en célula completa  

Las células de músculo liso de cobayo cultivadas fueron registradas mediante la técnica 
electrofisiológica de fijación de membranas en la configuración de fijación del voltaje de 
membrana, como se describe a continuación: 

Las células fueron trasladadas a una cámara de registro, la cual fue constantemente 
bañada con un volumen de 0.5-1.0 ml de solución externa para la medición de corrientes de 
K+ (a una velocidad de perfusión de 1.5 ml/min aproximadamente) con la siguiente 
composición: KCl 5mM; KH2PO4 1.2 mM; CaCl2  1.8 mM; NaHCO3 3 mM; NaCl 130 
mM; MgCl2 0.5 mM; glucosa 10 mM; HEPES 10 mM; ácido niflúmico 0.1 mM. La 
solución fue ajustada a un pH ~7.4 con NaOH a temperatura ambiente, con una 
osmolaridad de 300 mOsm/l. Dicha cámara de registro esta adaptada sobre la base del 
objetivo de un microscopio de luz invertida (Zeiss modelo IP03). 

Los microeléctrodos que se utilizaron para el registro de fijación de membrana fueron 
fabricados con capilares de borosilicato, utilizando para ello un estirador de pipetas 
(Brown/Flaming modelo P-87 de Sutter Instruments). La resistencia de los electrodos se 
encontraba entre 3-8 MΩ. 

La capacitancia de la punta antes y después del acceso a la célula fue compensada, 
aplicando pulsos cuadrados despolarizantes por parte de un amplificador Axopatch (modelo 
200A, Axon Instruments). Para asegurar que una célula fuera isopotencial durante el 
procedimiento de fijación de voltaje, fueron excluidos los registros cuyos valores de 
capacitancia sobrepasaban los 80 pF, utilizando el intervalo entre 30 y 50 pF como criterio 
de inclusión. Se realizaron mediciones de corrientes de K+ utilizando los filtros del 
amplificador de 1 a 5 kHz con una frecuencia de digitalización de 2-5 kHz. 

La solución de la pipeta de registro (solución interna, contaba con las siguientes 
concentraciones: gluconato de potasio 140 mM; NaCl 5 mM; ATP-Na 5 mM; HEPES 5 
mM; EGTA 10 mM; guanosín-5’ trifosfato (GTP) 0.1 mM; La solución fue ajustada a un 
pH ~7.3 con KOH, y presentó una osmolaridad de 270 mOsm/l. 

 

Protocolo de medición de las corrientes de K+ 

Las corrientes totales de K+ se registraron mediante su activación con varios protocolos de 
estimulación que se han colocado previamente en el programa de pClamp (versión 10.0), 
los cuales consistieron en pasos con pulsos despolarizantes con potenciales de -60 a +50 
mV durante 500 ms, a 1 Hz en incrementos de 10 mV con un potencial de fijación de la 
membrana a -60 mV. Este protocolo de voltaje evoca corrientes salientes estables y 
reproducibles. Estas corrientes fueron abolidas por 10 mM de tetraetilamonio (TEA), con lo 
que se corroboró que son corrientes totales de K+. Los registros fueron digitalizados y 
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almacenados para su análisis subsecuente, utilizando para ello una interfase (Digidata 1200, 
Axon Instruments) y el programa de análisis y estímulo pClamp versión 10.0. 

Una vez que se obtuvo un registro basal de las corrientes de K+, que funge como 
protocolo control, se elaboró una curva concentración respuesta con ATP (1, 10, 100 y 
1000 µM), cuantificándose los cambios en las corrientes de K+. Algunos miocitos fueron 
perfundidos con indometacina (1 µM), y estimulados con 1 mM de ATP, con el que se 
obtuvo una respuesta máxima. 

Otras células fueron incubadas 10 min antes de estimular con ATP (1 mM) con 
suramina (100 µM), RB2 (100 µM), o la combinación de suramina + RB2, SQ 22536 (100 
µM) y NEM (30 µM).  

Para evaluar la participación de los canales de K+  (BKCa) y (Kv), se tomó un registro 
basal de corrientes de K+. Los Kv fueron bloqueados con 4-AP (3 mM), entonces el efecto 
del ATP se evaluó adicionando 1 mM y finalmente para evaluar la participación de los 
BKCa, se adicionó Ibtx (100 nM). Después de cada tratamiento, se registraron las corrientes 
de K+. Para evaluar la participación de los Kv, el protocolo anterior se repitió en otra serie 
de experimentos pero la Ibtx fue adicionada primero. 

 

3. Fármacos 
 

Todos los reactivos que se utilizaron fueron obtenidos de Sigma Chem. Co. (St. Louis, 
MO), a excepción de la 4-aminopiridina, que se obtuvo de Research Chemicals LTD (Ward 
Hill, MA), y se enlistan a continuación: 

  La sal disódica de Adenosina 5’ trifosfato, la sal de tetralitio de Adenosina 5’-[γ-tio] 
trifosfato, la sal de litio de α,β-metilén adenosina 5’ trifosfato, la sal trisódica hidratada de 
uridina 5’ trifosfato, la N- etilmaleimida, la sal disódica de suramina, el reactivo azul 2, la 
sal trisódica de ARL 67156, la sal tetrasódica de piridoxal fosfato 6-azo (ácido benzén 2,4 
disulfónico), la indometacina, la bradicinina, la SQ 22 536, el tetraetilamonio y la 
iberiotoxina.  

 

4.     Análisis estadísticos 

 

Las diferencias en la respuesta de los anillos traqueales fueron evaluadas por medio de un 
análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguidos por una prueba de Dunnett de 
comparaciones múltiples. 
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Las células únicas en los experimentos de la técnica de fijación de membranas, fueron 
evaluadas a través de un análisis de varianza de mediciones repetidas (ANOVA) seguido de 
una prueba Tukey-Kramer de comparaciones múltiples. La significancia estadística se fijó a 
una p<0.05 bimarginal. Los valores en el texto y las figuras están expresados como la 
media más/menos el error estándar de la media (ESM). El número de animales que fueron 
requeridos es representado con la letra “n”. Para los experimentos de célula única, la letra 
“n” corresponde al número de células y sólo un experimento fue realizado por animal.  

 

I. Resultados 
 

1. El ATP induce relajación dependiente de prostaglandinas en los 
anillos traqueales de cobayo, pero independientemente del epitelio 

 

Las concentraciones de ATP no acumulativas que fueron utilizadas indujeron una respuesta 
bifásica (contracción seguida de una relajación en el tiempo, n= 5-7) en los anillos 
traqueales (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 

Respuesta bifásica (contracción y relajación) del músculo liso traqueal de cobayo inducida por la 
administración de ATP. La aplicación de ATP (1, 10, 100, 1000 µM) produjo una respuesta 
bimodal, es decir, una contracción inicial seguida de una relajación. Las respuestas fueron 

dependientes de la concentración. 
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Para corroborar que dicha relajación inducida por el ATP no era ocasionada por un 
proceso de desensibilización de los receptores purinérgicos, los tejidos fueron 
contracturados previamente con histamina 10 μM, la cual indujo una contracción sostenida. 
Una vez que la contracción alcanzó una meseta, se adicionaron concentraciones únicas de 
ATP. Bajo éstas condiciones (n= 4-9), el ATP indujo relajación dependiente de la 
concentración en los anillos traqueales. 

Para inhibir la síntesis de prostaglandinas, se incubó con indometacina 1 μM (n=5-7). 
Con ello, el efecto de relajación producido por el ATP fue anulado a concentraciones por 
debajo de 320 μM, pero una pequeña relajación quedó evidente al utilizar 1 mM de ATP 
(Fig. 8). 

La remoción del epitelio de los anillos traqueales (n= 4-8) disminuyó 
significativamente la relajación inducida por el ATP sólo a concentraciones entre 1-10 μM, 
sin modificar las respuestas a concentraciones de ATP más elevadas (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 

Respuesta de los anillos traqueales de cobayo a la aplicación de: ATP,  ATP en ausencia de 
epitelio  y ATP con presencia de indometacina (1 µM), sobre la contracción inducida por histamina 

(10 µM). 

* p<0.05, **p<0.01 
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Al parecer, la relajación producida por el ATP requiere de la producción de 
prostaglandinas ya que ésta no fue observada en presencia de indometacina, y este 
fenómeno probablemente es ocasionado por un efecto directo en las células del músculo 
liso, ya que la relajación permanece aún después de la remoción del epitelio.  

 

2. Los P2Y son los receptores purinérgicos involucrados en la 
relajación inducida por ATP en los anillos traqueales de cobayo 

 

Se evaluó la posible participación de los receptores P2X y P2Y en la relajación inducida 
por el ATP en tejidos contracturados previamente con 10 μM de histamina, por medio del 
uso de diversos agonistas y antagonistas de dichos receptores. ATPγS (análogo no 
hidrolizable del ATP, n= 4-7) y UTP (agonista de receptores P2Y, n= 5-10) provocaron una 
relajación dependiente de la concentración similar a la que produce el ATP (n= 4-8) de 1 a 
320 μM, y sólo la relajación inducida por 1000 μM de UTP fue menos intensa que la del 
ATP. α,β-metilén-ATP (agonista de receptores P2X, n= 4) no indujo relajación de 1 a 100 
μM y sólo una pequeña relajación fue observada a 320 μM (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 

Respuesta de los anillos traqueales de cobayo a la aplicación de: ATP, ATPγS, αβ-metilén-ATP y 
UTP, sobre la contracción inducida por 10 µM de histamina. 

* p<0.05, **p<0.01 
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Por otra parte, la suramina (antagonista de los receptores P2X1,2,5 y P2Y1,2,6,11,12,13, 
n= 4-6) y el RB2 (antagonista de los receptores P2Y 1,4,6,11,12,13 n= 5-6) no modificaron la 
relajación inducida por el ATP (n= 5-8), y sólo la combinación de ambos fármacos (n=5), 
redujo significativamente el efecto del ATP (Fig. 10). Posteriormente, se aumentó la 
concentración de ambos fármacos a 200 µM (Fig. 11), la suramina por sí sola no modificó 
la relajación inducida por ATP, pero el RB2 si lo hizo significativamente al menos en las 
concentraciones más bajas de ATP, lo que sugiere que el receptor P2Y4, para el cual se 
conoce que el RB2 tiene una CI50 de 18.5 µM  pero para la suramina mayor a 1 mM 
(Wildman et al., 2003), puede ser uno de los principales receptores involucrados en la 
relajación mediada por el ATP. El receptor P2Y2, también puede estar involucrado, dado 
que es muy sensible a la suramina ya que ésta tiene una CI50 mayor a 8.9 µM, además de 
que se sabe que el receptor tiene una gran resistencia al antagonismo por el RB2, ya que la 
CI50  para éste antagonista es mayor a 10 mM (Wildman et al., 2003). 

La inhibición con el ARL 67156 de ciertos tipos de ectonucleotidasas, produjo que la 
curva concentración respuesta para el ATP se desplazara a la izquierda con respecto a su 
grupo control, sugiriendo que bajo estas condiciones experimentales, el ATP se hidroliza 
enzimáticamente por medio de las ecnonucleotidasas. Asimismo, la incubación con la 
mezcla de suramina y RB2 en presencia del ARL 67156 redujo significativamente el efecto 
de relajación que induce el ATP al menos hasta la concentración de 10 µM y en las 
concentraciones más grandes el efecto de los antagonistas se vio minimizado, obviamente 
por el incremento de las concentraciones de ATP al estar inhibidas las ectonucleotidasas 
(Fig. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 

Respuesta de los anillos traqueales de cobayo a la aplicación de ATP en presencia de 100 µM de 
suramina, 100 µM de RB2 y la mezcla de suramina y RB2, o de la incubación con NEM (30 µM), 

sobre la contracción inducida por histamina (10 µM). 

* p<0.05, **p<0.01 

 

 

Estos resultados sugieren que durante la relajación inducida por el ATP, el receptor 
P2Y4 o el P2Y2, pudieran ser los receptores purinérgicos involucrados en dicha respuesta. 
Con el uso del (NEM, n= 5-6), el cual desacopla a las proteína G de varios receptores, se 
observó que también reducía significativamente la relajación inducida por el ATP, 
corroborando que éste fenómeno se lleva a cabo a través de la activación de receptores 
acoplados a proteínas G. 
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Figura 11 

Respuesta de los anillos traqueales 
de cobayo a la aplicación de ATP 

en presencia de 200 µM de 
suramina o 200 µM de RB2 sobre 

la contracción inducida por 
histamina (10 µM). 

* p<0.05, **p<0.01 

 

 

 

 

 

Figura 12 

Respuesta de los anillos traqueales 
de cobayo a la aplicación de ATP 

en presencia de 100 µM ARL 67156 
y de ARL con la presencia de 100 
µM de suramina y 100 µM de RB2 
sobre la contracción inducida por 
histamina (10 µM). Se observa que 
el ARL produce un corrimiento a la 
izquierda en la curva de relajación 
con respecto al grupo control. Por 
otra parte, la mezcla de suramina y 
de RB2, en presencia de ARL, hace 

que el ATP reduzca su efecto de 
relajación  hasta la concentración 
de 10 µM, a concentraciones más 

elevadas el efecto de los 
antagonistas se ve nulificado. 

* p<0.05, **p<0.01 
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3. El ATP activa las corrientes de K+ en célula única 
 

En los experimentos de la técnica de fijación de membranas realizados en células únicas de 
miocitos traqueales de cobayo, las corrientes salientes de K+ fueron activadas con una serie 
de doce pasos despolarizantes desde -60 a 50 mV, los cuales fueron aplicados desde un 
potencial en reposo de – 60 mV (Fig. 13 A), representando al grupo control. 

El ATP indujo un incremento en las corrientes de K+ (IK) dependiente de la 
concentración con una respuesta máxima para la concentración 1000 μM (Fig. 13 A). Este 
IK fue nulificado totalmente por la indometacina (1 μM, n= 6), indicando que el fenómeno 
esta mediado por prostaglandinas producidas en el músculo liso (Fig.13 B). 

 

 

Figura 13 

A) Efecto del ATP (1, 10, 100 y 1000 µM) sobre las corrientes de K+, en cultivos primarios de 
miocitos traqueales de cobayo. Se observó que el ATP aumenta las corrientes de K+ de manera 

dependiente de la concentración. B)  Efecto de la indometacina (1 µM) sobre las corrientes de K+  
inducidas antes y después del estímulo de ATP. Se observa que la indometacina inhibió el aumento 

de las corrientes de K+ inducidas por el ATP (n= 6). 
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El IK inducido por 1000 μM de ATP, no se modificó por la suramina (n=4) (Fig. 14) 
ni por el RB2 (n=5) (Fig.15), pero al utilizar la combinación de ambos antagonistas, este 
incremento fue anulado completamente (n=7) (Fig. 16). 

Por otra parte, para determinar la participación de los canales de K+ dependientes de 
voltaje de rectificación tardía (Kv), se incubó a las células con 4-AP (3 mM). Al adicionar 
ATP (1000 μM) en presencia de 4-AP, se observó un IK, que a su vez fue bloqueado 
cuando se añadió Ibtx (100 nM) en presencia de 4-AP. Estos resultados demuestran que el 
IK inducido por ATP en presencia de 4-AP correspondió a las corrientes de K+ 
dependientes de Ca2+ (BKCa) (Fig. 17 A). Además, la adición de ATP (1000 μM) en 
presencia de Ibtx, también produjo un IK, y dichas corrientes fueron bloqueadas por la 4-
AP, indicando la participación de los Kv (Fig. 17 B  n= 6). 

 

 

 

 

Figura 14 

Efecto de la suramina (100 µM) sobre 
las corrientes de K+ inducidas por ATP. 
La aplicación de suramina no produce 

cambios en estas corrientes (n=5). 
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Figura 15 

Efecto del RB2 (100 µM) 
sobre las corrientes de K+ 

inducidas por ATP.  La 
aplicación del RB2 no tiene 

efecto sobre las corrientes de 
K+ inducidas por ATP ( n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 

La combinación de suramina (100 
µM) y RB2 (100 µM) bloquea 

completamente las corrientes de K+ 
inducidas por ATP (n=7). Esto se 
debe a que la mezcla de estos dos 

antagonistas inhibe a todos los 
receptores  del tipo P2Y que 

pudieran estar involucrados en la 
relajación del músculo liso mediada 
por ATP, ya que solo los subtipos 1, 

2, 4, 6 y 11  liberan Ca2+ del 
retículo sarcoplásmico, lo que 

sugiere que más de un receptor P2Y 
está involucrado en el aumento de 
las corrientes de K+ inducidas por 

el ATP (n=7). 

 

-60 -40 -20 0 20 40
Vm (mV) 

Control
ATP 1 mM
Sur + RB2 + ATP 

0

1

2

3

C
or

ri
en

te
s 

d
e 

K
+

(n
A

)

*
*

*

†† †† ††

*

†† †† ††

* *
*

*

††
†† ††

††

**

**

2 nA

100 ms

-60 -40 -20 0 20 40
Vm (mV) 

Control
ATP 1 mM
Sur + RB2 + ATP 

Control
ATP 1 mM
Sur + RB2 + ATP 

0

1

2

3

C
or

ri
en

te
s 

d
e 

K
+

(n
A

)

*
*

*

†† †† ††

*

†† †† ††

* *
*

*

††
†† ††

††

**

**

2 nA

100 ms



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 

Participación de los BKCa  en el efecto del ATP. A) En presencia de 4-AP( 3 mM), un bloqueador de 
los Kv, la aplicación de ATP produce un aumento de las corrientes de K+. La aplicación posterior 

de Ibtx (bloqueador de los BKCa) en presencia de 4-AP y ATP genera la disminución de estas 
corrientes (n=7). Esto hace evidente la participación de los canales BKCa en el efecto producido 
por la aplicación de ATP. B)  Participación de los Kv en la respuesta a la aplicación de ATP. La 

incubación previa con Ibtx bloquea las corrientes de los BKCa, y en estas condiciones la aplicación 
de ATP produce un aumento de las corrientes de K+. La posterior aplicación de 4-AP en presencia 
de Ibtx y ATP genera la disminución de estas corrientes (n=8). Estos resultados hacen evidente la 

participación de los Kv en el efecto producido por la aplicación de ATP. 

 

En otra serie de experimentos, la incubación con NEM (30 μM, n= 5), bloqueó el  IK 
inducido por ATP, lo que sugiere la participación de receptores acoplados a proteínas G en 
este fenómeno (Fig.18 A). Asimismo, al inhibir la adenilil ciclasa con el SQ 22,536 (100 
μM, n= 6), se anuló el IK inducido por ATP. Estos resultados sugieren que el ATP, 
probablemente vía una prostaglandina relajadora (PGE2), activó a una proteína Gs que a su 
vez estimuló la producción de AMPc para inducir la relajación del MLVA (Fig.18 B). 
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Figura 18 

Participación de una proteína G y la adenilil ciclasa en el aumento de las corrientes de K+ 
inducidas por la aplicación de ATP. A) La aplicación de NEM (desacoplador de las proteínas G, 30 

µM) es capaz de disminuir las corrientes de K+ inducidas por la aplicación de ATP (1 mM, n=6). 
B) La aplicación de SQ 22,536 (inhibidor de  la adenilil ciclasa, 100 µM) es capaz de disminuir el 

aumento en las corrientes de K+ producido por la aplicación de ATP (1 mM, n=6). 

 

Para corroborar que el IK provocado por el ATP desempeña un papel fisiológico en la 
relajación inducida por éste nucleótido, se realizaron algunos experimentos en órganos 
aislados, donde los tejidos precontracturados con histamina (10 μM), fueron sometidos a 
curvas acumulativas concentración-respuesta  de ATP (Fig. 19). 

Bajo éstas condiciones, el ATP (n= 5) produjo una relajación dependiente de la 
concentración. Esta relajación disminuyó significativamente en los tejidos que fueron 
incubados previamente con 4-AP (3 mM) e Ibtx (100 nM) (n= 4), demostrando que los 
canales BKCa y Kv, son los que tienen mayor importancia en la relajación inducida por el 
ATP (Fig. 20). 

 

 

Vm (mV)

3

C
or

ri
en

te
s 

d
e 

K
+

(n
A

)

0

1

2

2 nA

100 ms

Control
ATP 1 mM
SQ 22 536 + 
ATP 1 mM

-60 -40 -20 0 20 40

**

**

**
****

**

**
**

**

0

1

2

3

2 nA

100 ms

Control
ATP 1 mM
NEM + ATP 1 mM

-60 -40 -20 0 20 40

*
*

*
**

**

**
**

**
**

**

A B

Vm (mV)

3

C
or

ri
en

te
s 

d
e 

K
+

(n
A

)

0

1

2

2 nA

100 ms

2 nA

100 ms

Control
ATP 1 mM
SQ 22 536 + 
ATP 1 mM

Control
ATP 1 mM
SQ 22 536 + 
ATP 1 mM

-60 -40 -20 0 20 40

**

**

**
****

**

**
**

**

0

1

2

3

2 nA

100 ms

Control
ATP 1 mM
NEM + ATP 1 mM

-60 -40 -20 0 20 40

*
*

*
**

**

**
**

**
**

**

0

1

2

3

2 nA

100 ms

2 nA

100 ms

Control
ATP 1 mM
NEM + ATP 1 mM

Control
ATP 1 mM
NEM + ATP 1 mM

-60 -40 -20 0 20 40

*
*

*
**

**

**
**

**
**

**

A B



38 

 

Figura 19 

Registros originales del protocolo experimental de las curvas acumulativas de la relajación 
inducida por ATP. A) Después de tres estimulaciones con KCl (60 mM), se administró histamina 

(10 µM) para provocar una contracción sostenida que se mantiene en el tiempo. B) En la meseta de 
contracción inducida por la histamina, se adicionó ATP de forma acumulativa con las siguientes 
concentraciones 1, 3.2, 10, 32, 100, 320, 1000 µM, observando que la relajación es un fenómeno 

dependiente de la concentración. C) Curva acumulativa de la relajación inducida por ATP, en 
presencia de 4-AP (3 mM) e Ibtx (320 nM), se observa que la mezcla de éstos bloqueadores de los 

canales de K+  reduce considerablemente la relajación inducida por el ATP. 

 

 

Figura 20 

Respuesta de los anillos traqueales de 
cobayo a la aplicación acumulativa de 
ATP en presencia de de 4-AP (3 mM) e 
Ibtx (320 nM), se observa que la mezcla 
de éstos bloqueadores de canales de K+, 
reduce considerablemente la relajación 

inducida por el ATP. 
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Discusión 

La relajación del MLVA inducida por ATP ha sido demostrada en varias especies, 
incluyendo al ser humano (Aksoy y Kelsen, 1994; Fortner et al., 2001; Kamikawa y Shimo, 
1976; Mounkaïla et al., 2005). Se ha reportado que esta respuesta es mediada por la 
producción de PGE2 en el cobayo (Kamikawa y Shimo, 1976) mientras que en el conejo, la 
relajación inducida por el ATP se efectúa a través de la activación de receptores P2 
localizados en el epitelio de la vía aérea (Aksoy y Kelsen, 1994). Con éste trabajo, se 
corroboró que la relajación inducida por el ATP en el MLVA de cobayo es dependiente de 
prostaglandinas ya que ésta se inhibió con el tratamiento con indometacina, no obstante, es 
independiente de la remoción del epitelio, indicando que las células mismas del músculo 
liso son productoras de prostaglandinas, sugiriendo un mecanismo autócrino de activación. 

La activación de la fosfolipasa A2 (PLA2), es un paso fundamental en la producción 
de eicosanoides y es probable que el ATP module su activación en el MLVA al elevar la 
concentración intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i). Existen dos tipos conocidos de PLA2 
citosólicas expresadas en células de músculo liso vascular, una de ellas es independiente de 
Ca2+ y otra dependiente de éste ión. La primera de ellas es activada por ATP citosólico a 
través de un mecanismo que no requiere la participación de cinasas intermediarias. La 
PLA2 dependiente de Ca2+ es activada por incrementos fisiológicos en las concentraciones 
de Ca2+ (Miyake y Gross, 1992). En el músculo liso vascular, se ha propuesto que la 
activación de los receptores P2Y genera los incrementos en las [Ca2+]i para activar a la 
PLA2. Al respecto, el ATP a través de la activación de receptores purinérgicos puede elevar 
las [Ca2+]i, en células del MLVA (Flores-Soto et al., 2011) y probablemente este efecto 
incremente la producción de prostaglandinas por estimulación de la PLA2 dependiente de 
Ca2+ como se ha propuesto en el músculo liso vascular. A la par, la activación de los 
purinorreceptores en éste músculo liso puede modular la PLA2 independiente  de Ca2+ a 
través de un mecanismo hasta ahora desconocido. 

Nuestras observaciones farmacológicas y electrofisiológicas indican que los 
receptores P2Y4 y P2Y2 son los principales receptores purinérgicos involucrados en la 
relajación inducida por ATP. Primeramente, el agonista de los receptores P2Y (UTP), 
indujo una relajación muy parecida a la producida por el ATP, además, esta relajación fue 
disminuida por el tratamiento con NEM, el cual es conocido como un desacoplador de las 
proteínas G de varios receptores membranales. Posteriormente, la relajación disminuyó 
significativamente con la aplicación  de la suramina y del RB2. La primera posee un 
conocido efecto al antagonizar a todos los receptores P2Y exceptuando al P2Y4 y el 
segundo previniene la activación de todos los receptores P2Y sin incluir al P2Y2 (von 
Kugelgen, 2006; Wildman et al., 2003; Van Crombruggen et al., 2007). Estos hallazgos 
fueron corroborados recientemente por nuestro grupo de trabajo mediante microscopía 
confocal y western blots donde se encontró la presencia de los receptores P2Y4 y P2Y2 en 
el MLVA de cobayo (Montaño et al., 2011). 
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El ATP activa al menos dos diferentes tipos de canales de K+, verificado por el hecho 
de que el efecto inducido por el ATP sobre las corrientes de K+ sólo es prevenido por la 
administración conjunta de la 4-AP y la Ibtx, y no por el uso individual de estos 
bloqueadores. Ibtx es un bloqueador específico de los BKCa de alta conductancia (Liu et al., 
2007),  mientras que la 4-AP bloquea los canales de K+ (Kv) en el MLVA (Snetkov VA, 
Ward, 1999; Zhao et al., 2004), lo que indica que estos canales son los principales 
involucrados en las corrientes de K+ activadas por el ATP. 

Estudios previos en varios tipos de músculo liso, incluyendo al traqueal de cobayo, 
reportan la modulación de los canales de K+ de rectificación tardía y de los dependientes de 
Ca2+ de alta conductancia por la PKA dependiente de AMPc (Cole et al., 1996; Koh et al., 
1996; Aiello et al., 1998; Tanaka et al., 2003). Los resultados de éste estudio muestran que 
los efectos que regulan a los canales de K+ mediados por ATP se efectúan a través de una 
vía de señalización que involucra a los receptores P2Y, producción de prostaglandinas 
(probablemente PGE2), y activación de la adenilil ciclasa, porque los antagonistas de los 
receptores P2Y, la indometacina (inhibidor de la ciclo-oxigenasa), el NEM (desacoplador 
de las Proteínas G y el SQ 22,536 (inhibidor de la adenilil ciclasa) nulificaron el efecto. 

El fenómeno que el ATP provocó en los canales de K+ son regulados en conjunto por 
los receptores P2Y4 y P2Y2, ya que el incremento en las corrientes sólo fue prevenido por 
la combinación de los dos antagonistas de éstos receptores (suramina y RB2) y al usar sólo 
uno de ellos el incremento se mantuvo. Como se mencionó anteriormente, al usar la mezcla 
de ambos fármacos, todos los receptores P2Y fueron antagonizados, mientras que al 
adicionarse individualmente, el receptor P2Y2  no se ve afectado por el RB2 y el P2Y4 no 
es inhibido por la suramina, sugiriendo un rol compensatorio de la función entre éstos dos 
receptores. 

Finalmente, los datos obtenidos en órganos aislados indican que la relajación inducida 
por ATP en él músculo liso traqueal de cobayo es debida a la activación de los canales de 
K+ ya que la administración en conjunto de 4-AP e Ibtx, bloqueadores de éstos canales, 
redujo el efecto notoriamente. 

Conclusión 

El ATP induce relajación en el músculo de vías aéreas de cobayo, principalmente, a través 
de la activación de receptores purinérgicos del tipo P2Y4 y el P2Y2.  

La activación de éstos receptores induce la formación de prostaglandinas 
broncodilatadoras probablemente del tipo E2 en las células de músculo liso, las cuales de 
manera autócrina generan incrementos en los niveles de AMPc, que activan a la PKA, la 
cual fosforila a los canales de K+ BKCa y Kv, para inducir hiperpolarización a nivel celular, 
y en consecuencia la relajación del MLVA de cobayo. 
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MUSCLE PHYSIOLQGY 

Characterization of P2Y receptors rnediating Al'P induced 
relaxation in guinea pig airway srnooth rnuscle: involvernent 
of prostaglandins and K+ channels 

Lui , .\1 . . \Iontano' J",<' E. Cruz-\'ald errama ' Alejandra Fi~ueroa • 
Ed~ar Flore ..... "oto· Luz .\1. Gare ia -llernándcL' \"rúnica Carbajal· r a trki a Sq:ura· 
Car"",n .\Ii-ndez· \"rónka Diaz' Car l", Baraju-López 
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AbUnlct In aim .. y smooth muselc (ASM). adcnosinc S'· 
triphQ..,hatc (AIr) induces a rela~atiQn a-";Qciated "ith 
pro,raglandin pl"()ductiQn. v,,, e.~pk .. ed the IQle Qf K+ 

currmts (Id in this rela~atiQll . ATr rela~ed the ASM. and 
this clrcet " .. s abQIishcd by indQll1cthacin . RCITIQval Qf 
airway epithe!iurn slightly diminished the ATr-induccd 
relaxatiQll at IQwe. cQIlcCfltratiQn withotn mQdit)-ing the 

resp<)ll5CS tQ ATr at higher CQoccrnrmiQns. AIrys and UTr 
induced a CQncernrmiQn-<lepcndCflt relaxatiQn similar tQ 
AIr; o:.~_mC'lhylenc _ ATr Wa<! inactive frQm 1 tQ 100 ~M . 

Summin QI" reactive blue 2 (RB2 ). r2Y receplQl" antagQ
nists. did not ll1<)dit)- the rela~atiQn. hut thei. CQmbinatiQn 
significantly reduced this cflCct Qf ATI' Thc relaxatiQll wa<; 
alSQ inhibited by N-ethylmaleimide (NEM; which uOCQU

pies G proteins). In myQCytcs. the ATr -induccd IK 
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incremcrn was nQt mQdified by suramin Q' RB2 btn the 
cQmbinatiQll Qf both drug-' abolished it. This incremcrn in 
theJK wa<; alSQ cQll1plC'le!y nullified by NEM and SQ 22536. 
4_Amynopyridinc QI" ibc.iotQxin diminished the ATr-induced 
IK incremCflt. and thc cQll1binatiQn Qf both subSlances 

diminished AIr~nduced relaxatiQll . llle pre""occ Qf r2Y, 
and r2Y. receplQ'" in sITl()()!h musele was c()lT()bQra¡ed by 
v,"stem blot and cQllfQCal imaS"s. In CQoclusiQn. AIr: (I) 
p.Qduces relaxatiQll by inducing thc prQductiQll QfbrQllchQ

dilatQ' prostaglandins in airway sITl()()!h musele. ITIQst Iil::cly 
by acting QIl r2Y. and r2Y, receptotS; (2) induces IK 
incremcrn thrQugh activatiQll Qf the de!ayed rectifier K+ 
channe!s and thc high-<:QIlducraocc Ci'+ -<lepcndcnt K+ 

channe!s. therefQre both channe!s are implicatcd in the 
ATr -induccd relaxatiQn; and (3) this IK iocrement i, 

mediated by pro,raglandin pl"<)ductiQn which in tmm 

increase cAMr signaling pathway. 

Ke l'wo rd. ATr· Airway smooth musele · Rela~atiQn· 
rminelJ;:ic receptQrs · K+ channe! s 

Introduc tion 

Adcnosinc S'_triph<>lphate (AIr ) acts as an cxtrace!lula. 

mcdiatQ' with significant biQlQgical clrcets mcdiated by 
puri nclJ;:ic 2 (1'2) receptQrs. Thcsc receptQrs are clas,ified in 

r2X 1_1 ~,oJ r2Y UA,6.II,ILIJ , l. 'u¡,¡ YI'''' [7J . r2X 'c'""I ....... ' 

are ligan<i-gatcd channe!s [20J and r2Y reccplQrs are 
cQupled tQ G proteins linkcd tQ IrJ synthe,is [4. IIJ . 

It has becn well dQCurnerned. in airway smooth musele 
Qf dilrerent species. including human blQnchial .ing-'. that 
ATr induces a biphasic respon."": a CQntractiQn fQlI <JWcd by 
relaxatiQn [12. 19J. The relaxing phase qf this biphasic 
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resl'Qllsc has been pl"Q(lQsed to be dependem of purinocep
tor desemitization. pl"Qstaslandin E¡ productiQl"l and pKa 
activatiQl"l [3. 10. 12. 19J_ Additionally. in rabbit tracheal 
srnQQlh ITJJscle. the ATP-induced relaxatiQl"l was reponed to 

be mediated by P2 recepto" on the airway epithelium [3J _ 
IIQWe,..,r. Pipper and I loIlinsswQl'lh [21J postulated that 
relaxatiQl"l of the guinea pig II<Icheal smOQlh muscle at 
hisher ATP cQl"lcentratiQl"ls may occur thl"QuSh enzymatic 

hydrolysi, of ATP to adCfl<Wlinc i"'"<llving PI receptQrs_ 
Inother sITlQQlh museles.opening oHC channels h ... been 

in,·oI,..,d in the ATP-induced rela~ation_ In rat meSCflrric 

anery and moU5C aorta sITlOQth ITJJscle. glibenclamide
""n<;iti,.., !e channels and delayed !e currents. re'pectively. 
ha,.., beCfl a-'iwciard with the ATP-induced va5QI"Cla""tiQl"l. 

and in the first study. P2Y receptQrs were invol"ed [22. 24J _ 
Funhermore. in murine colQl"lic sITlQQlh musele cel~ and in 
mt vas deferen<;. ATP induced hyperpolariz3liQl"l by activating 
srnaU-eQl"ldurunce Ca>--<lepefldem!e and cAMP-depefldem 
K+ channcls via P2Y receptQrs [14. 23J _ 

The aim of the preSCflt "'lrk was to investigate the 
potemial role of ""'eral rela~ing mcehanisms triggered by 
ATP in guinea pig airway smooth musele. including the role 
of airway epithelium. the high-eQl"lductance Ca'+-activlIIed 
K+. and the delayed rectifier K+ cllanncls t hl"QUSh eAMP 

sígnaling and the in"oI"emCflt of P2Y, and P2Y. subtype 
recepto,,_ 

.\ l ater ia l, and ntClh o,h 

Animals 

Male I lanley guinca piS" (3 S0---400 g) bred in cQl"l"Cfltional 
conditiQl"ls in our in.,tinniQl"lal animal facilities ( filtered 

conditiQl"led air at 21 ,jo 1°C. S0---70':. humidity. and sterilized 
bed) and fed with Ilarlan'll pellcts and sterilized water were 

used The pl"Qlocol was appl"Q\..,d by the Sciemific and 
BiQCthics Committees of the Facultad de Medicina. 
Uni"ersidad NaciQl"lal Atnónoma de México _ The experi 
ments were cQl"lducted in accordance with the published 
Ouiding Principies in the Care and Usc of Animals. 
approved by the American Physiological SQCiety_ 

O igan baths 

Animals were deeply ancsthetized with pemob",bital SQdium 
(3S mg kg-'. i_p_) and exsanguÍlated Major ai",,,ys were 

dis""cted and cleaned of cQl"lncctive t"sue; eight rinss were 
olmined flQm the tmchea (each ring ""S submitted to 
di ffe rem experimCfltal cQl"ldition<;) and hung in a S.ml 0'8"n 
ooth fdled with Kreb-'; soltnion ( Íl mM): 118 NaCl . 2S 
NaI ICO" 4_6 KCI. 12 KII,ro .. L2 MgSO .. 11 glucQSC. 
and 2 CaCl, _ Preparation<; were maimaincd at 37°C and 

Pfl.Jgc: .. AJdI _ Eu. J Pby.iol (2011) 462:S7J-SSS 

bubbled "itil 5°/. CO I in O~ygCfl at pI! 7_4 _ Ti .. ;ues were 
attached to an isometric foree tran.sducer (model FT03; Ora_ ... 
In5lrumems. """"t WalWick. Rl. USA) cQlUlected to a system 
of signal cQl"lditiQl"ler (CyberA~ 380. Axon ln<;tnm1Cflts. 
F<Wlter 01)\ CA. USA) plus an analog--digital imerface 
(Digidata 1440A. Axon In5lnm1ems)_ Recordinss were 
stored in a miCI"()CQ~tner and analyzed u_síng data acquisí 

tion and analysis software (AxoScope \..,rsion 102; AXQl"l} 

PreparatiOn<; were equilibmted for 30 min under a resting 
ten.,ion of I g before testins-

Tissues were stiITJJlated three times with KCI (60 mM). 
and then the temporal CQUrse of the re,l'QIl= to ATP was 
evaluated by adding ,ingle cQl"lcCfltration<; of this drug (1. 
10.100. and 1.000 ]..1M) to di ffe rem tracheal rins-,_ 

In oroer to evaluate the relaxing effcet of ATP. tracheal rinS" 
were precomracted with 10 ]..1M h"tamine. and thCfl 'Ílgle 
cQl"lcemratiQl"ls (1. 32. 10.32. 100.320. and 1.000 ]..1M) of 
ATP. ATI'yS (non-hydrolyz:able analog). ".~ - methyICfle-ATP 

(P2X asQl"list). and UTP (P2Yagonist) [31J were added to 
di ffere m ti ... ue preparaúQI"l5. Other ti"ues were preincubated 
with onc ofthe JOllowing druS" during 15 min before the 
additiQl"l of the nQl"l-cummulati,.., cQl"lcemratiQl"l resl'QllSC 

cllr\'e to ATP, summin (P2X and P2Y '-'.6,'u>"J receptor 
antagonist. 100 and 200 ]..1M) [7. 30. 31. 33~ pyrido~al 

ph<Wlphat<>--b-azo(benzeoo-2.4-disuIJOnic acid) (P9\OS. P2X 
receptor antagonist. 30 ]..1M). reacti"e blue 2 (RB2; 

P2Y ' '' ~II''>' 1J receptor antagonist. 100 and 200 ]..1M) [7. 30. 
31. 33J . a co:¡nj)ÍlatiQl"l ofsuramin {lOO ]..IM)+ RB2 (100 ]..1 M). 
ARL 67156 (ceu_ATPase Ílhibitor. 100 ]..1M) and N.ethyl 

maleimide (N EM; 30 ]..1M). which ullCQuples O p1Qteins frQl"l1 
""'eral receptQrs [2S. 26J _ W, cQmJbQrat:ed tilat. at this 
concemmtion. NEM did nQt moditY the concentratiQl"l 
respon_"" CUl\.., to hi,tamine (data nQt shown)_ In SQII1e ti ... ues. 

indQntCthacÍl (1 ]..1M) ""5 added or the ailWay epihelÍJm w ... 
1CfI1Q\..,d l1Ie epithelÍJm 1CfI1Q\"lI1 (_70---9(l"I. ) ""5 verified by 
h"tologi:al examinatiQl"l {hcmato~ilin and e<Wlin staining} 
AddiiQl"lall)\ we phannacologically cQmJbQrat:ed tile adequaey 
ofthis p1ocedure ... reponed el'lCWhere [SJ: shortly. WhCfl the 
epithelium wa, adequately 1CfI1Q\..,d from tile tracheal rinS-s. 
320 nM bradykinin plQduced a CQIItracúon in<;rad of the 

rela~atiQl"l Qbsen"ed in tracheal rinS" "ith epithetiuITl Finall)\ 
to ... sess the role of K+ channcls in the ATP-induced 

rela""úon. some tissues were incubated "ith 3 mM 4-
aminopyridinc (4-AP; voItago--dcpendem delayed recti f", r K+ 

channcls blocker) [27. 34J and 320 nM ¡""'l¡uxin (lBTX; a 
high--conducrance 0,..."4 -lICÚvated K+ channels blocker) [l6J _ In 

this las! experimem. we constructed a cumulative cQOCemra

tiQl"l resp<J1\-'iC cul\'e to ATP. 

Patch clan,p recoroins-, 

15Qlated myocytes from guinea pig trachea were obtaincd as 
follows_ Tracheal airway sITlOQth musele freed fl"Qm any 
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residual CQnnecrivc tissue was placcd in S mi lIanh 
'!QItnion containing 2 mg cysteine and O.OS Uml- ' 
papain and incubated for 10 min at 37"C. The tissue Wa'i 
washed with lcibovitz's solution to remove the cnzyme 
""cess and thCfl placed in llanh soltnion containing 
I mg ml- ' collagCflase type I and 4 mg ml- ' di,pase !! 

(neutral protease) during -20 min at 3f'OC. The tissue Wa'i 
g!.'ntly disperscd by mecllanical agitation until detached 
cells were obscrved. Enzymatic activity was stopped by 
adding lcibovitz's '!QItnion, the cclls werc ccntrifuged at 
800 I'JIm at 200C during S min, and the supernatant was 
discarded . This last step was repeated QIlce . For myoeytcs 
culture, the cell pellct was suspended in minimum 
cssential mcdium containing 5°;' guinca pig scrum, 
2 mM L.glutamine , 10 U ml- ' penicillin, 10 ~g ml- ' 
streptomycin, and 15 mM gluCQse and plated on rounded 
CQverslips CQated with sterile rat tail collagCfl . Ccll culture 
was pcrfonned at n "c in S% CO , in o><ygen during 24-
48 h. Airway smooth muscle cell, were allowed to senlc 
down in the bonom oh 0.7·ml cove'l:la'is subrnerg!.'d in a 
perfusiQll chamber. The cha.m.:r Wa'i perfused by gravity 
(-I.S-2.0 mi min- ') with cxternal solutiQll (in mM) : 130 
NaCl. S KCI. I CaCI" 10 IIEPES, 10glucose, O.S MgCl" 
3 NaIICO" L2 KII,PO. , and 0 .1 niflumic acid (pI! 7.4, 
adjlNted with NaOII) . Experiments were perfonned at 
rwm tcmperaturc ( -22"C) . Thc standard wholc-<:cll 
CQnfiguration and an Axopatch 200A amplifier (Axon) 
were used to reCQrd the membrane K+ currents acrivated 
by depolarizing voltage steps (i.c ., voltag!.' clamp). Patch 
pípettes were made with I B2ooF.iJ glass (W¡rd Precision 
h"truments, SaraSQta, FL) using a horizontal micropípenc 
pullcr (P-87, Sutter InstrumCflts Co, Novato, CA). Pipenc 
resistance ranged frQll1 2 to 4 MO . The intcmal '!QItnion 
was(in mM): 140 potassium glucQllate , S NaC! , S IIEPES, 
I EGTA, 5 ATP disodium, 0.1 GTP sodium, and 0 .1 
leupeptin (pI! 7.3, adjusted with KOII ). Whole -cell 
currents were filtered at 1-5 kllz lNing the analogical 
filter of the amplifier, digitizcd (Oigidata 1200, Axon 
instruments) at 10 kllz, and stored in a CQmputer fOl" latcr 
analysis through special softwarc (pClamp vIO.O, Axon). 
A series o fhyperpolarizing and depolarizing square pul ses 
(from - 60 to +50 mV) Wa<! applied to the myoeytcs in 
!O mV increments frQll1 a holding potcntial o f - 60 mV 
during 500 ms at 1 IIz to obse"'e otnward K+ curreflls . 
Oocc a basal reCQrding o f K+ currents was obtained alter 
the control pl'Qtocol. a cQllcentration response cU"'e to 
ATP or UTP (1, !O, 100, and 1,000 ~M) was constructed 
and changcs in the K+ currents were quantified . Sorne 
myoeytes were perfuscd with indometllacin (1 ~M) and 
stimulated with I mM ATP (maximal response) . Other 
cells were preincubated with one o f the following druJ;" 
during 10 min before the additiQll o f I mM ATP: suramin 
(100 ~M), RB2 (100--200 ~M) or the combination o fboth 

m 

drugs, SQ 22,S36 (100 ~M, adCflylyl cyclase inhibitor), 
and 30 ~M NEM. 

l1Ie protocol to eval uate the participatiQll o f the Ca'+. 
dependent K+ ClllTCntS (I",c;.) and the dc!ayed rectifier K+ 
currents (1" ,) on the l·mM ATP -induced K+ currents was a<! 
follows. Once a ha",,1 recording o f K+ currents was 
obtained, voltag!.'-<lcpendCflt delaycd recti fi er K+ cllannels 
(K,) wcre blockcd by cQlltinuQUsly pcrfusing the cell with 
3 mM 4.AP. thCfl the cffcet o f ATP was evaluated by adding 
I mM of this drug to the perfusion system. and finally the 
rolc of high-<:onductance Ca'+-activatcd K+ channe!, 
(BK;.) was cvaluated by adding 100 nM IBTX (a BK<;. 
selecri,.., blocker). Afler cach treatmCflt, K+ currents wert: 
recorded . To evah .. te the role of the delaycd recri fi er K+ 
channels, thi, la'it protocol Wa<! repeated in another SCI of 
cxperimCflts, in which 100 nM IBTX was added first. 

"""'tem bloning for P2Y receptors 

Guinea pig tmchcal smooth muscle strips "ithQUt cpithe!ium 
were collected and immediate!y frozen in liquid nitrogen 
and remained stQred until analysis . Each tissue was 
homOg!.'nized (1'Q1ytl'Qtl PT 1200 E, Kinematica. Luzern. 
Switzerland) in 500 ~I of Iysis buffer containing SO mM 
Tri'l-IICI. 0 .1 mM EOTA, 0 .1 mM EGTA, ISO mM 
NaC! , I mM PMSF. I mM Na,YO. , 1% Triton X.l oo, 
SO mM Na F. 10 ~g ml- ' leupeptin. and 10 ~g ml- ' 
aprotinin a'i pl'Qtcase inhibitors [6 J. IIQIl10genized s."mples 
wcre filtered through a prcwashed Amicon'" Ultra-4 
(30 ,000 MWCO, cat. no . UFC803096, Millipore, Country 
COI"k, lreland) centrifugal filter device . Samples werc 
centrifuged at 4"C and 3,000 I'JIm, for 15 mino Total 
protein CQntent was dcrcnnined lNing a commereial kit 
(OC PrQlcin Assal( cat. SOO--O 116, Bio -Rad, Ilereules, CA, 
USA). Fony miCI'Qgrams o f the sample were loaded in 
different lanes o f a 10°/. SOS polyacrylamide gel and 
subjected to e!ccrrophoresis under reducing cQlldition.,. 
Afterwards, protein, were tran,ferred to a nitroccllulos.c 
membrane (Bio -Rad, cato no . 162--0112) and bloeked with 
5% nonfat dry mil k in TBS-twecn (Twecn 20, 0 . 1% ) at 
rwm tcmperature fOl" I .S h. Membranes were incubatcd 
ovcrnight al 4"C with rabbit poIyclonal antibody raí sed 
again't P2Y , (cat. no . APR--0O9), P2Y, (cat. no . APR-
010), and P2Y. (cal. no . APR--0O6), obtained from 
AIOITlQne Labs (Jenl'lalem, I,rael). Antibody raised again't 
P2Y 6 Wa<! obtained frQll1 Santa Cruz BiQlcchnology (cat. 
no . sc.20127, CA, USA). AII antibodics were lNOO at 
1:200. Aflcrwards, membranes were incubatcd with a 
horscradish peroxidase-<:onjugated goat anti -rabbit IgG 
secondary antibody (1:1.000, cat. nQ . 12.348, Milliporc, 
CA, USA) for I h, at n "e. Immunoblots were d""e!oped 
u,ing an Cflhanced chemilumincscent reactant (LumiGlo 
20X, cal. no . 7003, Ccll Signaling Tcenology, MA, USA). 
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P2Y immunoblots were analyzed by densitometry using 
ImageJ NII I software, hnp:/Irsbweb_nih_gov/ ij/ indexfhtml _ 

Mouse monoclonal ", -actin antibQdy (1 :2.S00, Sigma 
Chern Co _. SI. l<Juis, MO, USA) was bloned as a eQlltrol 
for protein load in another se! of experimems_ These 
rnembranes were ineubated with a horseradish peroxidase
conjugated sheep ami -mouse IgO seeondary amibQdy 
(1:2000. em_ no _ NA9310V. Amersham, Buckinghamshire, 

UK)_ To detennine specifieity of immunolabeling. the 
anti8"nie peptide (I ~g peptidell ~g antibQdy to P2Y ,. 
P2Y,. or P2Y.) was used to saturate the primary amibQdy_ 
Sinee amigen for P2Y6 amibQdy was nQt available, we 
used guinea pig brain as Jl<Wlitive eomrol _ 

1m m u 110 11 UQI'C sce nce 

Ouinea pigs were deeply anaesthetized with pemooorbi 
tal sodium (3S mg kg-'. i_p_) and eX5anguinmed Lung 

tissues were fixed in 4°/. parafonnaldehyde ( PFA ) for 2_S h 
and then plaeed in Clhanol (30"/. ) umil their inclusion in 
paraffin_ O nee paraffinized, tissue blocks were eut imo 

thin sliees (S ~) and plaeed over silane-prep slides 
(Sigma)_ 

Paraffin was removed by iocuootion in xylol. followed 
by graded aleohols_ Lung sliees were "laked in phosphm<>
buffered saline (PBS). three times for S min ""eh_ lIeat
induced antigCfl renieval ",15 performed by plaeing slides 
in a pressure CQQker in 0 _01 M citrate buffer at pll 6 for 
3 min _ Sliees were tran,ferred into PBS and permeabilized 
with 0 _1°/. TritQll X-lOO in PBS_ To block IIQn_s¡>Ceifie 

binding to proteins. SOl. horse semm was applied QIl the 
slices for 2 h_ The primary antibodies, P2 Y, (cat_ no _ APR-

009). P2Y, {cat_ 110 _ APR--OIO~ P2Y. {cat_ 110 _ APR--006~ 

and P2Y6 (eat _ 110 _ se _2(127). were ineuooted (I:S0) 

o\"emight at 4°C The slices were rin",d with PBS four 
times for S min each _ Thc seeQllrnry antibQdy. a goat ami 

",bbit IgO conjugmed with Cy3 (API87C, Millipore, CA 
USA). was ineubmed (I:loo) iQr 1 h under dar\< eonditio"" 
and then rinsed with PBS fQllr times for S min each_ 

Afterwards, sliees were fixed with 4°/. PFA for 10 min and 
rill'iCd with PBS_ 

To ineubme the next primary amibQdy. the abo\"<>
described PrQtocol wa, also used to incubate slides "ith 
ITIQu',e ITIQnoclonal antibQdy rai'lCd against ", -actin (Sama 
Cruz BiQtcchllQlogy. eat_ no _ se _58669) btn using 1°/. horse 
'lCrum to block nQllspeeifie binding to prQteins. and Alexa 
ftllQr 488 donkey anti -ITIQuse (A21202 Molecular probes, 

Invitrogen EugCfle, OR, USA) was used as a secondary 
antibQdy_ Tissue secrions were mQllnted with IkctaShield 

ITIQuming Set (lkctor Laboratories, Burlingame, CA, USA} 
To detennine the speeifieity o f immunolabelling. the 
antigCfl for P2Y,. P2Y,. and P2Y. was used to saturate 
the primary antibQdy_ In the ease of P2Y 6. the primary 
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antibody was omined AII slides were coumerslaÍned with 
DAPI (Sigma eat_ no _ 09S42)_ 

The immunolabelled sliees were observed using a 
eonfocal laser miel"QSCQ(>C (Le iea TCS SP5. leica MielQ_ 
systems, v,,,¡Zlar, Oennany)_ The reso!ution of all images 

oblaÍned with the eonfocal miel"QSCOpe using a x40 oil 
imme"iQll objcctive was originally 1,024xl,024 pixels_ 
For di'play purposes, melJ;:ed ima8"s were con5lructed in 

whieh the P2Y recepto" were in red and ", -actin was in 
greCfl _ 

DruS' 

ATP disodium sah. adenosine 5'.[y_thioJtriphosphme 
tClralithium sah. ""~ _ methylen",,den()Sine S' -triphQsphate 

lithium sah. uridine 5'-trípho,phate trisodium sah hyd"'te, 
N-ethylmaleimide, ,uramin disodium o;ah, RB2. pyrido~al 

ph()Sphate~azo{beflZen<>-2A-<lisulfónie aeid) tetrasodium 
sah, indQll1C1hacin SQ 22.S36. IBTX, and ARL 67156 were 
all purchased frorn Sigma Chern Co_ {St l<Juis, MO. USA} 
4 -AP was acquired flQm Rcsearch Chemicals UD {Wlld 

Ilill. MA, USA} 

Stati,tieal analysis 

Differences in the resp<)llse oftrach",,1 rings were evalumed 
through one-way analysis of varianee followed by 
Dunnen's ITJJhiple eo~ariSQIIs test_ Single eells (patch 
clamp experiments) were evalt_LlIed thl'Qugh repemed 

measures of analysis of varianee followed by Tukey--
Kramer ITJJhiple eo~ariSQIIs test_ In sorne "-~perimems. 

we used the unpaired Student's I test_ Stati,tieal significance 
was set m twQ-tailed ,,<O_OS_ Data are "-~pressed in the t"-~t 

and illustrations as mean± SEM; n represems the number of 
animals used _ For single eell experimCflts. n COlTCSpondS to 
the number o f eells. and only one experimem was 
perlQnned per animal _ 

Re.uln 

ATP induces rela~ation in traeheal rings in a plQstaglandin
dependem manner btn indepcndemly fl'Qm the epithelium 

AII non-eumulmive eoneemratiQlls of ATP indueed a 
biphasie resp<)llse (comraction followed by relaxmion n-
5-7) in traeheal rings (Fig. Ia)_ To eOlTQbQrate that the 

relaxation induced by ATP was nQt due to a desemitizatiQll 
process, tissues were prccom",cted with 10 ~M histamine, 

whieh induces a sustained eQlltracrion, and then single 
eoocemration, of ATP were added _ Under this eQlldition 
ATP (n~ 4---9) produced a relaxatiQll whieh was coocem", 

tiQll depcOOCflt_ InhibitiQll of pro'taglandin symhe,is by 
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tl¡:. I EiT«, o>f ArP on dI< CQIIITUI;"n-.. Iax.>Ii"" acliv;,y ;" ,ui ... a 
pi, 1Iac""0I """",oh TJY.Ud • . • r""" "' .... bi~aoic .. "1'<' ..... o>f 
~ ... a pi, 1Iac""0I rinp 'o ditTe"lII . ;"¡¡I. ",,,,elll",,;"'" o>f ArP 
n..,., ""1'<''''' ' (c""1Iac1i",,_ .. Iu.;"n) w..., obo<""d a' atCh ArP 
",ncellllll,i"" -.l (n- S_7). b R. lualion inducro by ATP • 
¡wu ... ¡¡I .. din dq>end<n' ",ioh rrini1lU.1 p,..,icip.li"" of oh. ep"""tium 
Non.., ........ bti'" ",,,,.IIITl11;"n-""l'<"'>< cu"",, ., ArP ;" ~;,,'" pi, 
_""01 rin;¡> l"""'IIITU1ed ",ioh 10 llM hiso"",i ... and oh •• ffe<1 o>f 
;"obn<,hacin (Jndo) ud epioh el" m (Ep'). ATP (n - 4-9) !"QdIa:d a 
",,,,mlr3l;"n-dq>endm' ",luali"" and Indo (1 1lM. n - S_7) CQm· 
plaely abolish<d oh. ",,!,""S< ., ArP lium 1 ., 100 llM .. d 

1 ~M indomelhacin (n~ S--7). complelcly prevemoo Ihe 
elrccts of ATP at cQllcemratio .... belQW 320 ~M hui a ver¡ 
'maO rela~ation was e,·idenl al 1 mM (Fig. lb). l1Ie ren10Vm 
of airway epilhclium (n - 4--8). significantly dimÍlished Ihe 
ATP-induced rela~atiQll al IQWer cQllcemrnúons (l-IO ~M) 
QIlIy. wilhQUI modifYing lhe responses 10 ATP al higher 
CQocCfltmliQll5. This ATP-inducoo relaxaúQll seems 10 require 
p1QStaglandÍl prodUCliQll. sÍlce il was nol obsen·oo in Ihe 
P«'SCoce of indomcthacin and il is likcly caused by a dÍ"<:ct 
effccI QIl sITlOQlh muselc cells becansc il persisl after 
epilhelium removm. 

P2Yare Ihe major puriocrgic receptQl"S im"Ql\-ed 
in Ihe ATP-inducoo rela~alion in lrachem ring.s 

The p<Jssible role of P2Y and P2X receplors in Ihe 
relaxatiQll inducoo by ATP was e, .. lualoo Ihrough severol 
agQllisls and arnagQllists. As can be seen in Fig. 2a. ATPyS 
(non-hydroIY23b1e ATP anmog. n3 4_7) and UTP (P2Y 
agonisl. n m5-1O) induced a cQllcentrnlion dependent 
relaxatiQll resl'QllSC similar 10 ATP (n - 4-8) from 1 10 
320 ~M . and only lhe rela~a1ion ob'lC"·oo al 1.000 ~M 
UTP was smmler. ",.~ . Mclhylen,,"ATP (a P2X agoniSl. n~ 

4) did nOI produce any relaxalion from 1 10 100 ~M and 
QIlly induced a small relaxation al 320 ~M . PPADS 
(JO ~M. P2X receptor antagoniSl) did nQl change Ihe 
CQocemration-resl'Qllsc curve 10 ATP (EC,o. 37.9 ± 13.9 ~M 
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" " -Lo¡: [AT I>[ (1\1 ) 

.... lIIiaDy oImoot blod.d "'" dTe<1 of 1.000 1lM. n.. "1Il(IU.1 of Epi 
(-Ept, n - 4-8) .illJ,¡tk .. ~y diminiob<d ,"" .. Iu.o.,;"n inoiJcro by ArP 
bUl only lium 1 'o 10 1lM. wilhoUl affe<1;", oh. ",Iu.o.,;"n3I hi¡;"'" 
c""cmlra';""' . TlIi. ATP_;"dua:d ",1»:3I;"n =p.Iin:d p..,.,.¡¡bndin 
pmdu<';"" . ;"a: ;, W1>nOO obsav.d;" oh. p""""" o>f ind.,.....oh",,;". 
and ;, i.lilely adin:<1 dTe<1 QII """",oh TJY.Ud. ceD. b.nU$< i, ¡><"i .. 
aft .. q>"""tium ,,,,,,,,,,l. l,,""tI "'''''''I'<'nd ., originol m:on:linp. ' p 
<O.OS; " p<0.01 wilh ""P.<1., oh. ArP in¡uP (",,<>woy _!y •• of 
v.w.:. foD~ by Duma", mullipl. ",m¡mj..,... ", .. ) S]Mbolr 

"'p"""n' .... on"SEM 

vs. 262± S. 1 ~M. n~4). Suramin (100 and 200 ~M. P2X 
and P2Y ' ,;!,6. ''-'~ ' 'J rec<"(llor antagQllisl. n~4~) did nol 
modify lhe relaxation induced by AIP. Becausc P2Y. is lhe 
only P2Y receptor wilh Ihe loweSl sensili,·ity 10 surnmin 
(lC,o>1 mM [33]). we hypQlhesizoo Ihat such receptor is 
essemial for lhe ATP effccI. To funher invesligate Ihis i-'Sue. 
we lesled lhe eflCcI of RB2 (100 and 200 ~M. n~ 5~). a 
p<JICflI antagonisl (lC",- 18.S ~M [33]) of P2Y. receptor. 
This antagQllisl significantly diminishoo lhe relaxaliQll hui 

only al lowcoocemrnlioll'; o f ATP (1 and 32 ~M; Fig. lb. c~ 
which would indi:a1e lhal anQlher P2\: suramin sen,ili,..,. is 
in'"Qh..,d P2Y¡ receptor is known 10 be resistanl 10 RB2 
{lC,.,> 10 mM [33])btn sensili,.., 10 suramÍl (lC",>8.9 ~M 
[33]). Thll'!. we cQo-adminisler bQth drus-". which significanlly 
reduced Ihe elrect of ATP (Fig. 2b) sU88"sling lhal P2Y ¡ and 
P2Y. are eS'lCmial for lhe ATP~nduced rela~ation. 

lnhibiliQll o f lhe ectQllucleQli<h"", shiftoo ~ Ihe left Ihe 
CQllCCfltraÚon responsecurve 10 ATP(EC,,," 2.0±0.S5 ~M (n3 
S) ..... CQmrol group. 29.9± 4.4 ~M; p <O.OI) su88"Sling lhat. 
under QUr experimental CQndiúo"". Ihis nuc1CQlide is enzy· 
matically hydlQlyzed by Ihe cc~nucICQIida.'lCs (Fig. 2<1). In lhe 
pre'lCnce of ARL. 100 ~M suramin plus 100 ~M RB2 
significamly i""ibil ATP eflCcts a1 :::1O ~M. and al higher ATP 
CQllCCfltraÚO"". Ihe elrcel of Ihe antagonislS were SUrnlQUllled 
A1tQ8"lher. lhese resul!! sugge;1 lhal. during Ihe relaxation 
inducoo by AlP. P2Y rccep1O'" are Ihe main purin~i: 

recep1o'" involvoo in Ih" "'spor<iC. NEM (n~5~~ which 
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. I.og ],\ TP](~ll 

f lg. ! n.. .I'Jl'·ioo,.,o:I lda.utiOll i. mimirkd by P2Y =eplOI 
"11011 1<1. ud .. lúbill:d by !ho <on-b ... lioo of 1W0 P2Y =<1001 
..... lIOni .... EIf«, of dilfen," ' IIOni ..... d ..... g,.,; ... ., ATP in 
11" .... pig ,11dIeal mil' p""",",,,,,,o:I ,,;dI 10 f>M Iú""","o .• 
MP)'S (nOll-hy'*'> lyztbr ... Iog. M- 4_7) .. d UTI' (p2Y'lIOni ... n-
5-1 0) ioo,.,o:I. ",!noIiOll ""J>OI"" .imilu., MP (M. 4-8) fmm 1'0 
320 ,u..! • ."d only dio .d • .ulioo oh=vo:l lO 1.000 ,u..! tJrP w .. 
mall<r ".~M<dlylm ... ATP (P2X "lloo iu. n- 4) did 00' ¡wodJa:d 
... y "!u"'ion liorn 1 'o 100 ,u..! and 0II 1y ioo,.,od • mall .. I",,,, ion 
'" 320 f1I>f. b SUlllmin (;\Ur; P2X .. d P2Y" ... ".".u .«e¡>lOl 
.... lIOni ... n- 4-6) and RB! (P, Y, ... ~".".u =e¡>lOl "'''11011101, n 
~) 010110 did "'" mo;>difY lile ",la.uliOll ioo""o:I by.l'Jl' (M- S-8), 
.. d only ,b< ",mbinalioo of boÍl moll' (n - S) . i¡;nif" ... 1y ",oiJ«d 
!he elfe<1 <>f ATl' < Higb<r rooc, .. "";" .. <>f ..,1llII\" (n- 6) did 00' 
d1lmg< di. , dox", ion prod,.,ed by ATP. wh<1<'" RB2 (n - S) wu only 

lIIICOlI(Ilos G ¡>rOleins from ""'eraI receptors. also inhibird 
!he rela"'tion induced by AH rorroborming that Ihis eftCct Í'l 

!hrough rcccptors rouploo to G ¡>rOleins. 

ATP activates ,,+ culTems in singlc cclls 

In !he \"Oltage clamp experimcnts with single rnyocytes. 
outward ,,+ currents (Id were activated when -'tcp 
dcl"'Iarization5 from - 60 t~ 50 mV were llflplied frQITl a 
holding pOiemial of - 60 mV (Fig. 3. comrol group). ATP 
lUId UTP produced a similar incremem in Ihe 1" which was 
roocemrntion dcpendcm. ard !he ma~imal resl"'n."" was 
obsen'cd at 1.000 ~M . sugge5ting a rolc o fP2Y receptors 
in this phenQITlcnon (Fig. Ja. b). This ATP iocrcmcnt in Ihc 
/" was CQITlplctely abolished by indomcthacin (1 ~M. n~ 
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.1.o«]ATP ] I.\ l t 

elfroive ., block ,d . .. nOll ., Iow All' cOll«n1lll.'io ... (1 u d 
3-2 ,u..!~ d ARL 671S6 (ARL. lOO f1I>l • .., .. lúbi." of ",,"modro_ 

'id",u) ohifto:l ., ,"" I<ft ,"" rooce .. """" ""!",m< ""ve " .I'Jl' 
(OC"" 2 .0±0.SS ,u..! (M- 5) u . COll1m1 gro~. 29.90<4 .4 ,u..!: p<O.OI). 
In !h. pn:>ala: <>f ARL. lOO f1I>f "'Jamo, pko. lOO f1I>l RB2. 
.ignif,c.,~y inhibi, ATP elfro . ... ,,10 ,u..! • ..,d a' high<f MP 
concm1lll.'ion •• ,"" eI!'«1 <>f ,"" "'agoniu. ""'''' pn:",nll:d lb"", 
""u~, ..,w"" ,bo, P2Y. ud P2Y, ",a:p"""" invol",d .. ,"" 
,dn",ion ioo,.,o:I by AI1' N-E'hylmo.l<imidc (NEM. n ~ S-6), ",bich 
m"o~b G I""lI:i .. fmm .",~ ... I '«eplOI' •• ha inhillired ,"" 
,dn",ion ioo,.,ed by All'. cOll'io1 ... ~y wilh ,"" idm di .. 'm • .rf«l 
d ..... loro lh"",gb P2Y "'''pi''''. · p<O .OS: " p <O.OI ,,;lh ''''l'«:' 'o 
'''''.I'Jl' g",~ (oo ... w~ ..... Iy.;, ofwri ... ce foDowo:l by Dum," ·. 
mu ~ i¡> 1< campa;'OI" '''''). In (d). " p<0.01 ",-irh ""1''''''' ARL + 
Sm+RB2 gro~ . S)"tbols repre«" "",.""SEM 

6). indicating lhat Ihis (lhenomcnon i, mostly mcdiatcd by 
prostaglandins production in the smooth muscle (Fig lc). 

ThcATP-"duccd/" ioc",mcnt (1 m.\1) "'JS no! modi ri oo by 
surnmin (P2X and P2Y I .~."-II.I~ . 1l recepto< antagonist. 
100 ~M. n=4) no< by RIl, (P~ y l ...... ll,l~-'l recepto< antagonist 
100 o< 200 II.M (data nol5hown tor 200 II.M). n=5: Fig. 4a. b~ 
Ilow"",,,,. !he rorminaúon ofboth drugs c~lctely abolíshcd 
!he ATP-induced 1" incrcrnent (n~ 7 : Fig. 4<:). 

In orucr to rule out !he "oItagc-dependcm ,,+ channels 

(dclaycd rectifier) ¡nnici¡núon .. thi, ¡>henorncnon. sorne 
cells rccei,-oo 3 mM 4-AP. Addition o f 1 nL\1 ATP. in the 
pre.""occ of 4-AP. notably iocreascd ,,+ currents. which in tum 

were bbcked by 100 nM lilX {a ilK,;. selccú,.., blocker~ Ihus 
corroboraiing Ihal they ~"JlOI1doo 10 Ca>--depcndcnt ,,+ 
c~ms (4:..00') (Fig. 5<1). FurthemlO<c. ATP addition in the 
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~""gI .. din-dep<OO ... , mom a . Effi:<1 of ditT ... : .. UTP ud i\TP 
ro •• :<:na. io ... "" lhe I~ in . in;; le4.Ow'Y .\lIlOOIh..-...de e<l lo from 
gu .... pi¡; 0Dd ,b!: dr"" of indomclh..," (lnJo)_ l . ,,-.:'" .. oled by 

>l<p d<l"'larizali"" 6-om -6(1 ' " SO mV (ro""" i""'''' n ~6) . • lJTP 
(M~ 6) 0Dd h i\TP (M- 6) pmdJa:d ... "a<m<" .. dI< Ix whidl w .. 
roll."na.ion dq>m d< .. , 0Dd , bt: mnim>.1 ''''l'''''S< w .. ooS<lV<d a' 
1,000 ""-1. < n.: AI1' .. """"' .. in lh< Ix wu compl<l<1y aooti,h<d 
by Indo (1 JlI>t, ~_6), "diea''', lh. ,hi. pht:oomm"" i. mowy 
lI"oIldio1t:d by l""""gI .. di ... prodJ<1 ion in ,bt: .,...,.,lh musele. 1"",,,, 
ro""",",OO " • .um¡>ln of lb< original n:con:linp of ,ht: K' eum:lIl> 
S,."'¡"'k "'~, """"" SEM 

prcsence of 100 nM lIlTX. al", ioc",ased!he IK whieh were 

blocked by 4_AP. supporIÍlg that Ihey corre<;p01ld lo lK, (n~ 6: 

F;g_ 5b). MQreO\'C1; Íl a ""¡mate sct of eXl"'riments. N
cthylmaleimidc (JO 11M. n=5) and SQ 22536 (100 11M. n3 
6). eomplcte1y ¡¡)¡olished the ATP-induced k incremem 
(Fig. 6 ~ AII these ",,,,,lts in síng¡" eells ÍldiC31e tilat ,up 
probably induces the producúon of P(jE~ in !he s1mOIh 
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.. il:- ~ n.: I~ iDOMJ><n' i ...... c«l by AI1' wu e~k1<1y aooli<hcd 
by lhe rombi ... li"" of 1WO P2Y =>:plOI ..... g.,..; ... _ Eff"" of _...,in 
(S .... ) aOO RB2 on lhe i\TP_"oiJccd l • ... ".:<,"' .. in . .. gI< .... ir-.o.-..y 
.\lIlOOIh mu>de a: D. hum gu .... pi¡; . Ix w m: e",kd by " ep 
dqtoluiT .. I1ion f""" -60 'o SO rnV AI1' (1,000 JlI>t) " oiJa:d a 
. i¡plitk .. , "eMJ><" .. lb!: l. , lhi. rifee' "'"3> nOl m<>difJ<d by 
""nm" (P2X 0Dd P2Y" ... ".".u ""eplOl an1"1l"" ;", 100 ""-1, n~ 4 
(o)) 00' by RB2 (p,Y,,,"~ ,,,,,,,, ''''<plOI ""11<'''''' 100 ""-1, n~ 5 
(b)). Howeva , ,ombi ... ,¡oo of booh dJIIlP rompl<ldy abolish<d ,bt: 
ATP-"oiJc«l/x "a<m<" (M- 7 «)) . n....: , .... ~. mi¡;hI ""gg"" lh., 
dm"ll lhe ATP_iOOa;:«I 4: .. e .......... P2Y, (JI P2Y .... lbe nu.in 
pm"''l!Íe ""q>"'" "",Iv«l .. lh io ""IIOIIS< IMC" eOl""l""'d 'o 
nompln of ,he OI i¡;i ... 1 n::coro .. p of K' eU"""1> oH" .. eh 
''''lI1n>a1t ' p<O.OS; " p<O .OI (!II"P gmup u_ e""a'" grnup); tp < 
O.OS: ttp <O.OI (o, h, Su,+ATP 0Dd RB2+!II"P gmul" v. _ roll11,,1 
grnup; < S<. + RB2 +ATP g roup vo. ATP g ""'p: 'q><al«l m,,.,,,," of 
.... IJI'i. ofvariance foDow«l by Tul:<y- KIamc. mullipl< e~,.. ioo ... 
' ''''l. In"'. ro=s¡lOOO ., ox..np b of ,bt: original ",,:.,od"p of K' 
,,. .... ,,_ S)-'MhoI. "'1"""'" m<""SEM 
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.'¡:. ~ Th. ,o:rp·in .... c ... Ix ;"""'''''0' i . .... dial.d . , ka •• by IWQ 
1)11'' ' of K' dI." .. I,. Efree. <>f 4...un)1l0pyridin. (4-AP; • d<layed 
"""itícr K ' channd. block«) and ibmo.,.;n (lBIT; • higjl_ 
<;ond"",.,.,. C. "-ac'iv ..... K' c1wlD"" bI<>d: .. ) 00 !he ATP_ 
"oiJco:l Ix ",,,,,,,,,,,n' .. . mgl< n "h.oI .....,."h mwd. ",,11. fIom 
guo.oa pig l~ lO""" ~h:d by Slq> d<p<>IuizaoiOll from ~O 1o 
~ mV n.. addi,ion of 1,000 !lM ,<Jl> in ,h. 1"""'0« of 4-!lP 
(J mM), OIm>o<d Ix which "'<o. blochrl by IBTX (a n- 7)_ 
Funllcnnon:, ATP aldili(lll .. 11" p~"" of IBTX, _loo ¡""",_d 

m .. "de, ",lieh Íl nrns lICIÍ,""". G """en most tikely Gs. and the 

ad.'flylyl C}<'lase 10 indtre .. h'tllm ell'" aiway '!ITIOOlh nlllClc. 
Tú corrobornte Iha! lhe te currcm511Cti\'stoo by ATP had 

a physiologicalrolc in !he relax.ation induccd by Ihis purinc. 
we performcd sorne npcrirrrn¡, in organ ""Ihs_ Tissucs 

were prccontrnrtcd ",ilh 10 ~\1 hiSlaminc. and thm a 
rumulmi,'c ronccntrntiQn ,c'(lOn,;., cur\'c 10 ATr ",as 

, 
! o~· 01 r .. "'..",... 

6 . ... , • .,. .." ... 

:; 1 
, 

.~ 51 , 
¡ I , , , le-

~-

Ix ",hidl w ... bh,cked by 4-AP (h ~ ~ 6J- Th"", ro""'" .... gg .... dIO' 
ATP acliv ... , higb..:onduclaJlc< Ca" -:oc,;",,'" K' and • d<l'y<d 
J""in .. K ' c1wm"l .. In""" co""'!'<"'d 1o ex.unpl"" of 11 .. ori.".l 
,<coro .. " of K ' cum:n1> a ft .. .. dI " .. !mm'- · p<O.OS; " p<O.OI, 
b<'w«n 4_AP IIro~ o. ffiTX groop ",i1ll "'sp«' 1o Ih"in::>pccli", 
<xperim<nl>.l IIroul'" (Iq><n::d ...... 'un of analy,;' of _ian« 
f"Uow<d by Tuk<y_ KIamc:r mu~ipl. com¡>Ori.., ... , .. ,) . S.,-,..oo¡, 
T<¡l",,,,n' ....... ±SEM 

constructoo. Undcr Ihi, CQnditioo. ATP (n~5) produccd a 
relaxat;on ",hieh wa, concentrntioo dependen\. Thi, ATP

induccd rela xmion was ,i¡¡ni lieaml)' diminished by 1he 
combinmion of 3 mM 4-AP and 320 nM mTX (n~ 4). 

dcmon'traling tha! ,"Oltag<.>-d.".,ndem le and Ca'-.d.".", 
dern K- channds act¡valed by ATP playa major role in thi, 
,ela"",;"n (F il; _ 7). 
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f l¡:. 6 G ¡>nI ....... d adm ylyl cy<l • .., aclivi1y .. ",,,,irod fOl ... 
ATP off"", on /x . Eff«1 of so n.s36 (SQ; adollJllyl c)"~ inllilli.,,) 
... d ""'''ylmal<imidc (NEM: ",bich unm~l .. G I"""'i ... froro 
"", .. >1 n:«pO:I1') on 1bc ATP_indocod Ix "''''m<TO o. .i"llk 'TlICh .. 1 
"""",h .......,1< c"¡lo liom gui"". póg_ Ix w ... evob:d by $1CP 
d<polarizalion Irom ~O 'o SO m'i ArP pnxla:od an i,.,,,,mm, 0. ... 
Ix . Th_ATP o.cJm><n' in ... / x \\~compl<lI<ly abotisb<d by NEM (. 

JO ,u.t. n- S) and SQ (b lOO ""l. n - 6j o.dico';"lI .... Ar~ mo-" 
lil"¡y """'gil PGE,. _ acliw.li"ll a G 1""11<0.. probobly • a .. and. 
..... ~<I1~y. ,"" adollJllyl c)"l_ '0 inr",..., cAMP ... d ,"" Ix . ' p < 
O.OS; " p <O .OI (n:p<all<d m<U<RS of anal}>i. of v. moc. fOIlowN 
by Tul:<y-KJ..,.. mu~i¡l 1< compa-"'''' 1<" ~ 1"",, m=>!'<loo '0 
=mpl<. of''''' OI i¡;o.aI """niinp of K ' nrrm l>. Sp •• bolr 'qI=n, 
m<an±SEM 
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f i ¡:. 7 1k rda.ul oo D:b:<d by AIl' "'''' .. hi>ólcd by ",'o K' dwmob 
.... g<IIIi>t>. EIf<c' <>f~~e (4-dP; 3 mM. a dclayo:l ""if"" 
K' dIan"" bIod: .. ).oo b:ri"."... (JBIT. 320 nM •• higII<ono:U:....,. 
Ca"_Mio<d K' ehan"" bk>da-) 011 ... !Vl'_Di.Jm:I 0:10"."00 .. 
hi>tam ... (10 J>M) ¡RCoonc1<d oirw>.y"""'" 111.1..'1:1< (M~4) . In dIio 
6i'R. "" OII.-ru<1l>:l a eumubli", eoIlC<"""n =pon$<"""" " AJl' 
Í" ~ S). 1k:r ...w.. .... ¡;p11ba, RP ..;""", . higb-<n1d,J<llRJ< ~" 
";"""d K' .oo . dday<d ""lif .... K' druwdo" prooh-e _ ".. <>f 

111< .úno.~ ,.,.,.., IW.!ICI<- ' /><0.01: S}.1ftbolr npn::r" mran± SEM 

P2Y. and P2Y, are Ihe m"in purincrgic recep to,", foond 
in airwa y ~mOOlh musde 

Analysi. o f den.,ilometry data from 'l',í,slem bl0l5 

showed lhal. from the foor P2Y receplo,", e ~ plored . 

a 
Pl\' , 

e 
P1\', 

"" "" .. - .. -._~ 

D D .. ~ Iiiiil D 
u _,\CT ll' .. ·'\CTL'ó . ~ 8 8 .~ liiiI ~ 

b P1\', d 1'1\', ". - .~ . .."" .. ~ El ·~D D 
• · ,\ CTL~ 

.~ ~ B 
.1¡:. 8 P2Y . ... d P2Y,...., ,11< ma" puri"'We '''''plOI ""¡w",.<d in 
_11<01 . iJW>.y sm001ll """,,1< (TSM) lium gui .... pi¡. Panel, .-<I 
"''''''l'OI'd " "'p",_."iv. blo .. rOl P2Y , (~ IOO illa). P2Y, 
(-60 kDo.). P2Y, (~80 kDo.) • .mol P2Y. (~lO kDo.). .,ro'H' by ... 
m-1tI .. , Th< mol«ub:r ""'" .<'1'"".«1 accon:ling " ,11< 'l""u".iom 
<>f 111. OJOibody e""""",,,, ial do'a .., ... <t_Aclin (40 kDa) "'10 blonoo 
,.. . e","ro l ro.. ¡WOOl: in load . To d.'mn'" .!pO<ificily of immunol.¡" 

~, 

P2Y. and P2Y, are lhe main receptors fOlmd in guinea pig 
airway smooth musde and Ihe P2Y , receptor seems to be 
less expressed in Ihi, li .. tIC . while P2Y6 was nO! found 
(Fig . ~). Wc ooly perfonned ""'eSlem blOls cxperimcnts for 
P2Y " P2Y,. P2Y • . and P2Y 60 becausc Ihey are Ihe main 
purinergic recepto'" found in human airway smooth 
muscle [ 11 J. 

Coofocal imagcs obtainoo frorn g uinea pig lungs showed 

fluore'ICC1lcc. mainly lo P2Y. and P2Y ~ receplO'" in airway 
smooth musele (stained red) although wilh 1.« imen,ity for 

P2Y ~ recep to", (f ig . 9a. e. lIIld il. Anlibod y agail\Sl .. ·acrin 
shows fluore=nee (stained grCC1l ) in Ihe hlUnehial smOOlh 
musclc (Fig . 9b. f. lIIld j). Mcrgcd imagcs show (Fig . 9d. h. 
an 1) tha! P2Y, and P2 Y. recepto'" are loca!ed in !he 
broochial smooth mU'IClc . 1nc negative control using !he 
anligcn lo .. rumte lhe prima'Y amibody to P2Y ~ lIIld P2Y. 
recepto'" did nOl ~how any fluorc'>Oence (Fig . 1Ct.. e). 
Antibodic.' again~1 P2 Y, lIIld P2Y 6 recepto", did nOl show 
il uorescC1lcc lo these receptors in !he airway smooth musclc 
(Fig. lla. c} Thus. !he .. results dernonstrnle that frOll1 !he 
purin"'}¡ic recepto"" consídcred in Ihis slUdy. P2Y. and P2 Y, 
are the main recep tors ex pressed in airway smooth muselc. 

Di ,e u" ion 

Our main Obsc""'lion< arc llIal ATP aClion on a! Icasll'Ml 
diflerem P2Y receplors. likely P2Y, lIIld P2Y •. ".."diatcs 
relaxalion in lhe guinea pig air",ay smooth musele . which 

e 

t 
.~ 

• J>:/Y, 
D J>:/Y, , • P:lY • 

i 
~ • ,,, , 
" . ~ 

,,, 
" 

.tin¡; . 111. OJOi¡rn "''10 uo<d " " 'ml1I: .... primoJy OJOibody. S .. "" 
OJOi¡<n rOl P2Y . .. libody " '1O nOl . ",ilobl< . " .. _d h .. in '" po.ici"" 
eoollol .• Dm.ilom<1ry do1> ... oI~i. lium P2Y "«plOI' \\b1I:m blo' 
rn¡m gui .... pig '1>Ch.,.1 """",h muoc l< . Bar< "'P ...... , "" ... ±Sal. 
' p< O.OI eomp,.<d wilh P2Y, =rpn-. (n~ 6); tp <O.OI rompon:d 
wÍlh P2Y, ''''<pi'''' (n~ 4). .... Iy •• <>f wriaoc. fo UQW<d by Th~·. 
mu~ ipl< comp.;"' ... '''', . P2Y, (n- 4) lUId P2Y. (n_6) 
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f i ¡:. ~ Conf<><oI micIDIC"I'Y fo. P2Y,,.,d P2Y, ='P" .... guinea 
¡Og oi"""'y """,,111 ..... d , .Conf""'l imag.,. .,¡, .... ,d liumgui .... ¡Og 
.,mg .. how<d H,.,1Q«oc" nu"ly 'o P2Y, (.) .. d P2Y .(1) ='pI"" 
( ..... ed red) oIl11",,¡;b "illl n. i,. ... ,Í1y fOl P2Y, . AnlibOOy ag';n-" 
".:oc, ... 110"" H,.,=oc, ( ... ined g"",n) in ,h, broochiol """",h 
1nUlC1, (b, r, ud j I. 11, h , ud i mm1raliQn of a m<:.g,d inu.g' of (a, 

f lg. IU COIIfoc.1 illlllg<> oho"ing ,b!: n<¡¡aI ;', ", .. rolo: "'''g lb, 
blocl ing p<pl id, (JJP) 'o ....... '" 11" ¡wiJl\3l)' anoibody 'o P2y, ... d 
P2Y. n:c'P"". fo lb"", imagco. 111 ... i. 110 fl.Joona:n~ ti" <ilb .. of 
d" P2Y ft:C'P"" in lb, ¡'-oochio.l """"lb muod, lium gui .... ¡01I 
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Merge 
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b, <, r, ~ and j ). oho"ing lila' P2Y, ud P2Y. =<p"" ,.-e Io<n:d in 
,h, oo;mrn i. 1 ,,,,,,,,,h .......,1" .... b m.l-""""n of .. amptificd IIJ'" 
(111, s'l"a,.. in (a)) of (o-d), <, \:. .. d k S .. in<d ",ifl mpi 'o ob",,,,,, 
,b, nuel,,,,, of1h, «D • . n , ilul'f" (.) "'1J",p<mds 'o b!:nu'QJlitin_ 
, o, in ... in"g and olio"" loc.,"n of omoooh mu><:1< (S~ ud 
ai1Way 'pilhdium (EPI) 

Imp. In (o) and (.). 111 .. , ;...,"'" Hw",>ccoc< aII<r 111, "CiDU". 
lVilh 111, BP. ",ilich prob.bIy "' .... splnd. " noos¡><cific bDl"g 'o 
'I)'lbroc)'l'" 
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f l¡:. 11 Con focal mie""",,,!,y fu. P:!Y, ond P2Y. "'''q>'''' in iluin .. 
¡Mil "¡"" >.y """"di TJ"o<U<Io . Confocal illUll"" oo ..... d from gui .... ¡Mil 
•. mp .sIIQWo:I JO) flJ","",na: " P2Y , (.) " <O" ro, P2Y. «) "'''¡>lO'' 
Anlibody . ¡o .... "·,,,ti. sil""" Hw,",,,,,,oc. ( ..... 0:1 I!J'!"n) .. di. 
"¡"">.y """",h IJY.l<CI. (b. 1)_ In (d) ond (i). m<tg<d illUll" of (a) ,.,d 

OCCIJI'S by smooth mu-sdc pro'raglandin produclioo (epithc
lium independem). and ,ul>!equem xli"Jlioo of ,·oIlag<.>
dependenl le lUId Ca¡+ .dep<ndern K+ chlUlncl,_ Acti\'alion 
of the"," K+ channel, OCCll"i through ad<'flylate cyc!asc
cAMP pathway_ 

The airway smooth roosr!e rcla~alion induced by ATP 
ha, be<'fl demon'trnted in ,.,..io ... lUIimal specie" ineluding 
humlUls [J . 10. 12. 19J_ In guinea pig. Ihis ""poose ha'! 
be<'fl reponed lo be mediated by PGF", productioo [12J and 
in mbbil trncheal -'moolh ITllsele lhe ATP~nduced relaxa
lioo Wa'! reponed lo be mediated by P2 receplors on the 
mrway epithciium [3J_ In the. manuscripl. we corrobor:aled 
lhal lhe ATP induce, relatatioo in trachcal ríngs is a 
proslaglandin-<lcp<'fld<'fll sínce il Wa'! plC\"enled by indo
melhxin treatmenl. bUI in,ep<'fld<'fll from Ihe cpilhelium. 
Recernl)\ we ha"" shown Ihat ATP-induced cornraclioo is 
also pr""erned by Ihe samo trcam,,-,nt or by epithclium 
",mo\'al [9J_ The re1axation how",·er. peNisted afier the 
",mo, .. 1 o f lbe cpilhelium, indicming that the roosele cells 
are producing pr05lag1andil\'! thcmsel\-cs. probably PGI'z 
"The rcla~ation effect ofl'GE, in mrway smoolh m ... clc ha'! 
be<'fl demoostrated lo be rrediated by Ihe slirooialion of 
EP:/EP. receptor; produci'l: Ihe accuroo1ation of cAMP 
lUId pKa.depmd<'fl1 pho'phoryialion [29J_ 

Acti, .. lion of pho,pholip",,-, A, (PLA~) i, an obligaled 
51ep fOl" eicffianoids prWuclÍon (i _c_. !'GE:) and il i, likely 
lhal ATP modulates PLA, in mrway smoolh musr!e by 
ele,·ation of i ntracell u1ar Ca1+ concentrntioo ([Ca1+ Ji)_ Two 
¡ype, of cylosolic PLA, are known 10 be expressed in 

(b) >n: 011",.. " lI il< in «) ud (l) . ÍI ;. 0110"'. di,. P2YJ .. d P2Y. 
I<cq>"" OH: n<JI Io", ... :d in ,b< bro..,hi.1 """"di """,,10_ In «) ud 
(J). dI< .lid.. w<n: ... in<d ,,;dI dapi 1o 00""'< dI< IIUd< ... of ,b< 
ecD. 

vascular ,mooth musclc cell,. ooe Ca'+ ind<'Pcndern and 
another Ca¡+ dep<'fldcnL 1ñe former PLA¡ i, acti, .. led by 
cylosolic ATP through a mechlUlism that is indcpend<'fll of 
substrnle o'lllUlizatioo lUId docs nol rcquirc panicipalion of 
inlermediary kina'lCs_ The Ca'+ .depend<'fll PLA, is acti,·ated 
by ph}"liologic incrcments in [Ca!"-[ [ I~J - In a p",\"io ... 
,tudy. we showed !hal ATr. Ihrough P2 receptor;, ClUl rai'lC 
[Ca>-~ in a r way .mooth muscle cells [9J. lUId lbe",fore. il i. 
likcly that Ihis cifocI increases pl'O'lragllUldins production 
(PG E;.) by stiroolaúon of Ca>- .dep<'fldern PLA,_ Alterna. 
li,'cly. ncti\'atioo o f purinoceptON in Ihis smooth muscle 
might modulate lhe Ca>- independ<'fll PLA¡ through nn 
un1<no,," mechani,m _ 

\Orio ... obscrvatioo, would indicate Ihat P2Y ¡ and P2Y. 
are Ihe mmn purinocepto ... in"oh'ed in the ATP-induced 
rela.alion_ First. Ihe rela.alion Wa'! mimicked by P2Y 
rcceplor agooim (UTP and ATPyS) and was inhibited by 
N"EM . which is kno\\'n lo uncouple G protein, from """eral 
mermranc receplor;, NEM findings are in agreement with 
our pre viou-s re,ults [9J. which indicated that P2Y receptor; 
are coupled lo Gol" in airway smooth musr!c _ The", fore. 
\\'hcn slirooialed, P2Y recepto ... promote IP,. iniliating lhe 
signal path\\'ay fOl" [Ca¡+[i increase. and Ihis induces 

relaxalion [9 J_ Second. this rclaxation was ooly inhibiled 
by co-applicatioo o f'O.lramin and RU2, Ihe former is known 
lo lUIla8'lnize all P2Y receptor; bln not P2Y. lUId the latter 
inhibits all P2Y reccptors bul has no aCliviry on P2Y, [7. 
JO . JI . B J_ Third. the presence of P2Y: lUId P 2Y • receptor; 
was also demonstrated in smoolh muscle cell, by """'Iem 
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blot and CQnfocal microSCQpy_ P1Y 11 receptors h,l\"e been 
jQund in other smQQlh museles such as colQllic sITlOQth 

ITJJscle [13J _ This purillQCeptor can CQuple both to Os and 
Oql" PlQteins [IJ _ Thus, the activation of this receptor 
wQUld be expected to induce relaxatiQll, directly in the 
srnQQlh ITJJscle, thlQugh O s/c AMP_ IIQWe"er, it is unlike1y 

that P1Y " receptor play an e'liCntial role in the ATP
induced relaxation becausc this elrect Wa'i abolished by 

indomethacin _ If there is any panicipmion of this purinQ

ceptor, '''' should be observing some relaxatiQll in the 
preSCflce of indomethacin, which do<:s nQt occur_ 11 is also 
unlike1y that activmion P1Y,~ and P1 Y IJ medime the ATP
induced rela~ation reponed here becau_"" these receptQ1"5 
eause inhibition of adenylate cyclase activity [31 J and the 
relaxatiQll in"ol\-es activatiQll o f this enzyrne _ In fact, P1Y,~ 
and P1Y 'J receptors have been involved in vascular 
contraetion and remodeling of the pulmonary anery 
ad,..,ntitial vasa va5Ql"\lm endothe1ial cells [17, 32J_ Thus, 

a I'Qssible IQle o f these purinoceptors in the rela~ation 

induced by ATP in ai",ay sITlOQth ITJJsele is improbable _ 

Inhibition of ectonucleQtida'iC'l in the guinea pig tracheal 
ring'i with ARL 67156 shifted the cQllcemration resl'Qll<;C 
C\m.., to ATP to the left, suggesting that, in our experimental 
CQndiúQIls. this purine is enzimatically hydrolized _ Under 

the"" CQllditiQlls, the inhibitory e lrcets of suramin plus RBl 
were SUlTllQunted m high concemmtiQlls of ATP. whieh is 
CQIl,iSlent with pre"iQUs findings indicating that these two 
antagQlliSlSare CQ~itiveon P1Y, and P1Y. recepto,,; [33J _ 
Similarl)\ l1Ie ATP~nduced rela~atiQll resisram to summin 
plus RB1, in the absence of ARL. cQUld be the result ofthe 
CQ~iti,'e elrcet o f these antagQllists. AnQther I'Qssíble 
explanatr¡n is that the remaining relaxatiQll is mediated by 

aden<Wline acting through PI receptQ1"5 a'i PlQl'Qsed by Pipper 
and llolling'iwQrlh [lIJ_ In suppQrl to this h)1lQlhesis, m leaSl 
pan of the ATP ""pears to be hydrolyzed under our 
experimental cQllditiQlls. and it is well IrnQWn that in 
hydrolysís plQ{/uces aden<Wline _ 

ATP aeti,,,tes at least two di lrere nt I'Qpulations o f K+ 

ehanne1s. whieh is supl'Qned by the faet thm ATP-induced 
elrcet on JK Wa'i totally prevented by the cQ-administration 
of lBTX and 4 · AP hut IlQt by the individual administration 
of any of these antagonists. lBTX is a specifie blocker of 
the high-<:QIlductance Ca>+-acti,,,ted K+ channe1s [16J , 

whe"",s, 4 · AP is Irnown to block the voltage-<lcpendem 
delayed rectifier K+ channe1s in ailWay smooth mu_""lc [17, 
14J, whieh indiCale ,hal ,h""e channol, media'e m<>o' of'he 

elrcets of ATP on JK _ Previous slUdies in several sITlOQth 

ITJJscles, including guinea pig tracheal preparatioll'!, have 
repQrled the mQdulation o f de1ayed reetifier K+ channe1s a'i 

we11 as the high--conductance calcium-<lcpendem potassium 
ehanne1s by cAM P-<lepmdent pKa [1, 8, 15, 18J_ Our 
cvidence shQWs that the ATP modulatory e lrcets QIl K+ 

ehanne1s are through a biochemical ca'iCade thm invol\-es 

Pfl.Jge:" ArdI _ ElIl J Pby.iol (2011) 462:S7J-58S 

P2Y receptQl"5, proSlaglandin plQ{/uctiQll (probabl y PGE~), 

thm in turos activates adenylyl eyelase aetivity, beealNC 
they were prcvemed by NEM, P1Y receptor blockcrs, 
indQll1ethacin, and SQ 22536 _ 

ATP stimulatory e lrcet on K+ channels is also like1y 

medimed by boIh, P1Y, and P1Y. recepto,,;_ Thus, this 
e lrcet Wa'i prcvemed by the cQll1bination of suramin and 
RBl and nQt by the individual appliemion of any ofthese 

P2Y receptor antagQllists_ As it was discussed pre"iously, 
the CQ .administration ofbolh antagQllists can be expected to 
block all P1Y receptors hut individual applicatiOIl' would 
spare either P1Y, (resistant to RB2) or P2Y. (resistam to 
summin) receptQl"5_ 

Additionally, our data in traeheal rings indicme that 
aeti,,,tiQll of K+ ehanne1 s mediates ATP-induced rela~miQll 
since CQ-administratiQll of K+ ehanne1s blockcrs 4-AP and 
lBTX sígnifieantly diminished this ATP e lreet_ 

Altogether, these data l'Qint out that in ai",ay srnQQlh 
musele, ATP activates P2Y, and P2 Y. receptors, inducing 
[Ca'+Ji increase as repQrled previously [9J and favoring 
POE, release from this ti"uc, whieh in IUm activates 
cAM P-<lepmdent K+ ehanne1s to produce rela~mion_ 

In conc1usion, QUr results suggested that ATP, (1 ) 
produces ailWay smQQlh ITJJscle rela~ation by inducing 
the plQ{/uetion o f bl"Qllchodilmor prostaglandill'!, mQst 
likely im"Qlving smQQlh musele P1Y. and P2Y, receptQl"5; 
(2) induces JK increment through the activatiQll of the de1ayed 
rectifier K+ channe1s and the high-cQllductance Ca'+ -<lepen

dent l'Qta'isium channe1s; (3) this JK incremem is mediated 
by smooth musele p10staglandÍl plQ{/uction which in II.IITl'i 

increase cAM P signaling pathway and the"" channe1s are 
impticated in the AT P-Ílduced rela~ation_ 
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