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RESUMEN 

En el músculo liso de las vías aéreas el ATP favorece la entrada de Ca2+ al  retículo 

sarcoplásmico vía receptores P2X  e induce contracción a través de receptores P2Y 

epiteliales. 

En músculo liso de las vías aéreas (MLVA), el ATP induce una contracción asociada con 

incrementos en las concentraciones de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i). El Ca2+ citosolico es 

sacado al espacio extracelular por el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) en su forma normal. 

Algunos agonistas activan al intercambiador Na+/Ca2+ a su forma reversa (NCXREV), 

induciendo la entrada de Ca2+ al espacio citoplasmático. En este trabajo investigamos si el 

ATP a través de su receptor P2X, activa al NCXREV y si el incremento de las [Ca2+]i es 

utilizado para la contracción o para favorecer la entrada de Ca2+ al retículo sarcoplásmico 

(RS) en MLVA de cobayo. El ATP produce una contracción en el MLVA, este efecto fue 

bloqueado por la indometacina. La suramina y el RB2 disminuyen la contracción inducida 

por el ATP; El PPADS no modifica esta respuesta. En células recién disociadas, el ATP 

produce un incremento en las [Ca2+]i  que no es modificado por la indometacina. En tiras 

traqueales, mediante la técnica de mediciones simultaneas, el ATP produce cambios 

bifásicos en las [Ca2+]i, (un pico seguido de una meseta) acompañados por una contracción. 

La eliminación del epitelio y la indometacina abaten la contracción, pero no el pico de 

Ca2+, mientras que la meseta fue disminuida por la indometacina. En células recién 

disociadas, el incremento de Ca2+ inducido por ATP fue inhibido por suramina (~96%), 

PPADS (~40%) y RB2 (~57%). El ATP aumento la actividad del NCXREV y este efecto fue 

bloqueado por SKF 96365 y TNP-ATP. Los receptores P2X1 y P2X3 fueron corroborados 

por Western blot en el MLVA. La activación del NCXREV y el ATP en presencia de RB2 

favorecen el rellenado de Ca2+ del RS. En anillos traqueales la estimulación sucesiva con 

ATP fue disminuida con KB-R7943. Por lo tanto, podemos concluir que el ATP: 1) 

Indirectamente promueve la contracción del MLVA vía receptores epiteliales P2Y y vía la 

liberación de tromboxano A2; 2) Los incrementos de las [Ca2+]i son a través de receptores 

P2X y P2Y en el MLVA e independientes de prostaglandinas; 3) La activación de los 

receptores P2X1 y P2X3 y el NCXREV favorecen el rellenado de Ca2+ del RS. 
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ABSTRACT. 

In airways ATP refills sarcoplasmic reticulum via P2X smooth muscle receptors and 

induces contraction through P2Y epithelial receptors.  

In airway smooth muscle (ASM), ATP induces a contraction associated with the increase of 

[Ca2+]i. Cytosolic Ca2+ is extruded to the extracellular space by the Na+/Ca2+ exchanger 

(NCX) in its normal mode. Some agonists activate the reverse mode of the NCX 

(NCXREV), inducing Ca2+ entry. We investigated whether ATP, via P2X receptors, activates 

the NCXREV and whether the increment in [Ca2+]i is used for contraction or for the 

sarcoplasmic reticulum (SR) refilling in guinea pig ASM. ATP contracted the ASM and 

this effect was blocked by indomethacin. Suramin and RB2 diminished the contraction 

induced by ATP; PPADS did not modify this response. In myocytes, ATP produces an 

increase in [Ca2+]i not modified by indomethacin. In tracheal strips, using simultaneous 

measurements, ATP induced a biphasic change in [Ca2+]i, (a Ca2+ peak followed by a 

plateau) accompanied by a contraction. Indomethacin or epithelium removal abolished this 

contraction, but not the Ca2+ peak, whereas the plateau was decreased by indomethacin. In 

myocytes, the ATP-induced [Ca2+]i increment was inhibited by suramin (~96%), PPADS 

(~40%), and RB2 (~57%). ATP augmented the NCXREV and this effect was abolished by 

SKF 96365 and TNP-ATP. P2X1 and P2X3 receptors were corroborated by immunoblotting 

of ASM. NCXREV activation and ATP in the presence of RB2 favor the SR Ca2+ refilling. In 

tracheal rings, successive ATP stimulations were reduced with KB-R7943. Therefore, ATP: 

(1) indirectly promotes muscle contraction via epithelial P2Y receptors and prostaglandins 

release; (2) increases the [Ca2+]i through a prostaglandin-independent manner by activating 

P2X and P2Y receptors in smooth muscle; and (3) activates P2X1 and P2X3 receptors and 

the NCXREV which refills the SR. 
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INTRODUCCIÓN 

El ion Ca2+ y su participación en la contracción del músculo liso de las vías aéreas. 

El calcio (Ca2+), es el mensajero intracelular más importante y el catión divalente de mayor 

prevalencia del organismo; es altamente versátil y puede regular diferentes funciones 

celulares como la exocitosis, transcripción, fertilización, proliferación celular, apoptosis y 

contracción de diferentes músculos (Berridge y col., 2003).   

     El músculo liso de la vía aérea (MLVA) es una célula mesenquimal habilitada para 

expresar una notable plasticidad fenotípica, cuya contracción y relajación están sometidas a 

regulación neurohumoral y moduladas por un complejo conjunto de mecanismos diseñados 

para funcionar de manera integrada y balanceada (Dettbarn  y col., 1994,  Horowitz  y col., 

1996). Su maquinaria contráctil está constituida básicamente por: a) filamentos gruesos (~ 

12-15 nm)  paralelos de miosina; b) filamentos finos (~ 7 nm)  formados mediante unidades 

repetidas de actina, a la cual se encuentran unidas otras proteínas como la tropomiosina, la 

calponina y la caldesmina. c) otras estructuras proteínicas (cuerpos densos, filamentos 

intermedios (~10 nm)), compuesto por desmina en los músculos viscerales o vimentina en 

los tejidos vasculares, aportan cierta rigidez al miocito y son responsables, en parte, del 

mantenimiento del tono (Marín y col., 1999). La miosina es un hexámero que contiene un 

par de cadenas asimétricas pesadas (200-204 kDa), cada una de las cuales contiene cadenas 

ligeras de miosina (CLM) de 17 y 20 kDa. Las cadenas pesadas se asemejan a bastones de 

golf, de forma que es posible distinguir un cuerpo, en el que los bastones se enrollan entre 

sí en espiral, y dos cabezas globulares con sus cadenas ligeras asociadas, dispuestas como 

proyecciones laterales que sobresalen fuera del filamento; las cadenas ligeras se ubican 2 a 

cada lado de estas cabezas globulares (Marín  y col., 1999). De acuerdo con la teoría de la 

contracción muscular por deslizamiento de los filamentos, el desarrollo de la tensión y 

contracción del MLVA aparece como resultado de las interacciones actina-miosina que 

producen movimientos relativos entre los filamentos gruesos y delgados (Kamm & Stull, 

1985, Horowitz  y col., 1996). Se ha demostrado que, para que estos deslizamientos se 

efectúen, es imprescindible que la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) haya 

fosforilado a la CLM de 20 kDa. Para que todo este proceso de contracción se active, 

Previamente, un agonista contráctil tiene que estimular a sus respectivos receptores 
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membranales acoplados a proteínas G (RAPG) específicas. Los RAPG tienen siete 

dominios ricos en residuos hidrófobos y que son transmembranales. Aunque los RAPG 

generalmente se esquematizan con el modelo de “serpentina”, se ha demostrado que están 

organizados como una canasta compuesta por los dominios transmembranales (Rohrer & 

Kobilka, 1998, Hockerman y col., 1996, Strader y col., 1995). De esta manera se forma una 

“bolsa” hidrófoba que parece indispensable para la interacción del ligando y el receptor. 

Los RAPG se han clasificado estructural y funcionalmente a través de su subunidad α. La 

familia Gαq tiene cinco miembros Gα11, Gα14, Gα15, Gα16. Una vez activada la  Gαq11 

estimula a  la fosfolipasa Cβ (PLC-β) (Smrcka y col., 1991, Taylor y col., 1990). La PLCβ 

hidroliza al 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol y genera dos segundos mensajeros: el 

diacilglicerol (DAG) y el 1,4, 5-trifosfato de inositol (IP3). En el MLVA, el IP3 induce la 

movilización de calcio desde los almacenes citoplasmáticos, principalmente del retículo 

sarcoplásmico (RS), al ocupar los receptores de IP3 que se encuentran en la membrana de 

éste organelo. La entrada de Ca2+ extracelular a través de los canales de calcio dependientes 

de voltaje tipo L también contribuye a la elevación de la concentración de Ca2+ intracelular 

y, principalmente, al rellenado del RS. Se han identificado múltiples subtipos de canales de 

Ca2+ dependientes de voltaje (Tsien y col., 1988, 1991); estos canales pueden dividirse en 

función de su umbral de activación: activados por voltaje bajo (low-voltage activated; 

LVA) o activados por voltaje alto  (high-voltage-activated; VDC)  (Catterell y col., 2005). 

Este último grupo incluye a los canales tipo L, los más abundantes en el MLVA; se 

distinguen por su perfil farmacológico ya que son sensibles a dihidropiridinas, (Xu & 

Lipscombe, 2001). El incrementos de las [Ca2+]i,  promueve la interacción del complejo 

Ca2+- calmodulina con la subunidad catalítica de la MLCK. La formación de este complejo 

permite la fosforilación de la cadena ligera de la miosina en la serina 19 (Ser 19) de la CLM 

de 20 kDa. La miosina fosforilada cataliza, en presencia de actina, la hidrólisis de 

adenosína trifosfato (ATP) a adenosína difosfato (ADP) y la liberación de energía 

subsiguiente posibilita el desplazamiento de los filamentos de actina a lo largo de la 

miosina, iniciando el proceso de contracción muscular (Horowitz  y col. 1996). Al mismo 

tiempo, se activa otra vía de señalización, la RhoA-Cinasa (ROCK) cuya función es 

inactivar a la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) para mantener la 

contracción. La disminución de las [Ca2+]i a niveles basales, inactiva a ROCK, permitiendo 
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que la MLCP desfosforile a la cadena ligera de la miosina de 20 kDa y el músculo se relaje.  

(Somlyo & Somlyo, 2003) 

Principales mecanismos que mantienen las [Ca2+]i. 

Existen en el músculo liso de las vías aéreas,  al menos tres transportadores responsables de 

mantener la [Ca2+]i ~128 nM en estado es reposo (Carvajal y col., 2005, Montaño & Bazan 

Perkins, 2005): 1) La ATPasa de Ca2+ de membrana plasmática (PMCA) que funciona 

transportando Ca2+ del citoplasma hacia el medio extracelular. 2) La ATPasa de Ca2+ de 

retículo sarcoplásmico (SERCA) que transporta Ca2+ del citoplasma al interior de retículo 

sarcoplásmico. Ambas proteínas utilizan ATP como fuente de energía para transportar Ca2+ 

en contra del gradiente electroquímico. 3) El intercambiador Na+/Ca2+ en su fase normal 

(NCX), su función principal es sacar Ca2+ del citoplasma al espacio extracelular e 

introducir Na+ del espacio extracelular al citoplasma (Sieck y col 1997). 

Uno de los principales objetivos de esta tesis, es el estudio del NCX, ya que hasta la 

fecha su participación en la fisiología del músculo liso parece ser controversial. El NCX es 

una proteína que se localiza en la membrana plasmática de la mayoría de células del 

organismo. Su  función principal es sacar 1 Ca2+ del citoplasma al espacio extracelular e 

introducir 3 Na+ del espacio extracelular al citoplasma, sin gasto de ATP, utilizando la 

carga neta positiva del Na+. 

 Las primeras evidencias acerca de la existencia del intercambiador Na+/Ca2+ se 

obtuvieron en la década de los 60´s en miocitos cardiacos de cobayos por Reuter y Seits. En 

este contexto,  otros  investigadores  publicaron el hallazgo sobre el sistema cotransportador 

o intercambiador Na+/Ca2+ en axones de calamares (Baker  y col., 1969). Posteriormente,  

se encontró en  músculo cardiaco de cobayo, que el flujo de Ca2+ hacia el interior de la 

célula era proporcional a la [Na+]i, es decir, se encontró una respuesta inotrópica positiva 

en la aurícula con un incremento intracelular de éste ión (Glitsch y col., 1970). Desde 

entonces, este intercambiador ha sido detectado prácticamente en todos los tejidos (DiPolo 

& Beauge, 2006). 

 Una de las características más importantes del NCX, desde el punto de vista funcional, 

es su capacidad de actuar en ambas direcciones; el factor principal que determina la 

dirección hacia la cual actúa, es el gradiente electroquímico del Na+ y la despolarización de 
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la membrana plasmática. El incremento en las concentraciones intracelulares de Na+, en la 

región subplasmalemal (por debajo de la membrana plasmática, cercana al intercambiador), 

tiene la capacidad de revertir la dirección del NCX, es decir en su modo reverso (NCXREV),  

lo cual produciría  que el flujo de Ca2+ se dirija hacia el interior de  la célula y el flujo de 

sodio hacia el exterior de la misma, dicho de otra forma, la dirección final a la cual se 

moverá el Ca2+, está determinada  principalmente por el gradiente de Na+, aunque también 

depende, en menor medida, del gradiente de K+ y Ca2+ a través de la membrana plasmática. 

(Blaustein & Lederer, 1999, Matsuda y col., 1997, Watanabe y col., 2006). 

Importancia fisiológica del  NCX Na+/ Ca2+ en su forma reversa. 

En células excitables como las de músculo liso cardiaco se ha reportado que durante un 

potencial de acción se incrementan temporalmente las [Na+]i, revirtiendo la dirección 

operacional del intercambiador, que resulta en un ingreso de Ca2+. Una vez que la 

concentración de Na+ disminuye en el interior de la célula, el intercambiador revierte su 

acción y el flujo de Ca2+ es dirigido hacia el exterior de la célula (Niggli y col., 1991). En 

este tejido el incremento de [Ca2+]i ocurre por la activación de los VDC y el NCXREV. Este 

incremento de Ca2+ intracelular es  responsable de activar la liberación de Ca2+ del RS por 

los receptores de rianodina (RYR), mediante un evento denominado “liberación de Ca2+ 

inducida por Ca2+”. Estos mecanismos parecen ser los responsables en gran medida del 

acople excitación-contracción en células cardiacas (Niggli y col., 1991, Bers, 1991, Fabiato 

1985 y  Lederer y col., 1989).  

Las primeras evidencias experimentales del NCX en el MLVA mostraron resultados 

contradictorios entre las especies estudiadas. A mediados de los 90´s, los primeros reportes 

evidenciaban una importante participación del NCX en el flujo de Ca2+ al espacio 

extracelular y la subsecuente disminución de las [Ca2+]i, durante la estimulación por un 

agonista β2-adrenérgico en MLVA de bovino (Hirsch y col., 1996). Un año después un 

grupo de investigadores descartaban la importancia funcional del NCX en los mecanismos 

de regulación del Ca2+en MLVA de perro (Janssen y col., 1997). Un par de años después, 

se encontró que  las bajas temperaturas disminuían la función del NCX resultando en 

incrementos de [Ca2+]i que originaban broncoconstricción en MLVA de ovejas (Mustafa y 

col., 1999).  
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A partir del 2000 varios autores han reportado e involucrado directamente la 

participación del NCXREV como unos de los principales mecanismos responsables en la 

regulación del Ca2+ intracelular y de la contracción. Hirota y col., (2007), encontraron en el 

MLVA de bovino que la estimulación con diferentes agonistas (ACh, Histamina y 5-HT) 

movilizaban Ca2+ del RS, proponiendo que el vaciamiento del RS activaba a los canales de 

entrada capacítativa u operados por el almacén (SOC) así como a los canales catiónicos 

inespecíficos operados por receptor (ROC). Ambos mecanismos permiten la entrada de 

Ca2+ y Na+ al citoplasma, este ultimo induce la fase reversa del NCX  en MLVA de bovino, 

permitiendo la entrada de Ca2+ al citoplasma para favorecer el rellenado del RS (Hirota y 

col., 2007, Hirota  &Janssen, 2007). Recientemente, también reportaron en el músculo liso 

de cobayo que la Histamina, vía  su receptor H1, estimula la producción de IP3, produciendo 

liberación de Ca2+ del RS activando a SOC y ROC favoreciendo el modo reverso del NCX, 

incrementando los niveles de [Ca2+]i. Asimismo, encontraron que este incremento de Ca2+ 

activaba a las corrientes de cloro dependientes de Ca2+ (IClCa) produciendo una 

despolarización y una apertura en los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, postulando 

que los incrementos de las [Ca2+]i a través del NCXREV son importantes para sostener la 

contracción inducida por la histamina en este tejido (Algara-Suárez y col., 2007). 

Asimismo, en el músculo liso bronquial de humano, se reportó que la acetilcolina induce 

ondas de Ca2+ asincrónicas, donde, el NCXREV, los VDC tipo L, la SERCA, los RYR y los 

canales catiónicos inespecíficos (SOC, ROC), están implicados en la generación de estas 

ondas y de mantener la contracción tónica (Dai y col., 2007, Cobar y col., 2010).  

Se han encontrado varias isoformas del NCX en diferentes tejidos (NCX1, NCX2 y 

NCX3) y en MLVA se ha reportado que se encuentra la isoforma NCX1 (Mejia-elizondo y 

col., 2001) y en vista de la importancia del NCXREV en la homeostasis del Ca2+ intracelular, 

se sintetizaron varios inhibidores de esta fase. Al principio se utilizó  la amilorida, este 

compuesto inhibe varios transportadores dependientes de Na+ como el NCX Na+/H+ y NCX 

Na+/K+ (Uetani y col., 2003, Kleyman & Cragoe , 1998). En los años 90´s, se desarrollo el 

KB-R7943 (2-[2-[-4(4-nitrobenziloxi) fenil]-etil]isotiurea metanensulfonato). La molécula 

de KB-R7943 tiene selectividad dependiendo de la isoforma e inhibe al NCX3 

aproximadamente 3 veces más que el NCX1 o el NCX2 (Iwamoto  y col., 1996, Watano y 

col., 1996, Iwamoto & Kita , 1996). Sin embargo, este compuesto es inespecífico, ya que 
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además de inhibir al NCXREV también se une al transportador de norepinefrina, bloquea al 

receptor nicotínico de acetilcolina, a los canales de Ca2+ (SOC y VDC), K+ y Na+ (Matsuda  

y col., 2001). Recientemente se sintetizó un nuevo inhibidor del NCXREV probado 

inicialmente en neuronas y miocitos cardiacos, llamado SEA0400 (2-´4-´(2,5-

difluorofenil)metoxi´fenoxi´-5-etoxianilina), el cual tiene mayor potencia que el KB-R7943 

ya que su IC50 es de 30-40 nM y a diferencia del KB-R7943 (IC50 de 5-10 μM) parece no 

tener efectos sobre canales o receptores membranales cuando se usa a concentraciones 

nanomolares (Tanaka y col., 2002, Beaugé & DiPolo, 2006). Por último, también se 

desarrolló el SN-6, un inhibidor selectivo del NCXREV, cuya IC50 es de 2.9 µM,  es 

específico ya que no bloquea a otros tipos de transportadores que involucran al Na+,K+,Ca2+ 

o al H+ y en la actualidad está siendo ampliamente utilizado (Kita  & Iwamoto, 2007).  

Recientemente encontramos en miocitos traqueales de cobayo, que la incubación de SN-6 a 

concentraciones (3.2, 10 µM), no muestra eficacia para bloquear al NCXREV y la 

incubación a concentraciones de (32 µM)  disminuye ligeramente al NCXREV. Se ha 

reportado que los cardiomiocitos y el MLVA expresa diferentes isoformas, NCX1: NCX1:1 

y NCX1.3, respectivamente (Mejía-Elizondo y col., 2002, Philipson y col., 2002). Por lo 

tanto una probable explicación para la baja eficacia del SN-6 en el MLVA es que tiene 

menor afinidad al NCX1.3 y una alta afinidad al NCX1, NCX1.1, localizado en 

cardiomiocitos. (Flores-Soto y col., enviado al EJP, 2011). 

ESTRUCTURA Y FUNCION DEL ATP 

Durante las últimas cuatro décadas se han acumulado evidencias claras de que el ATP 

puede funcionar como factor de señalización extracelular. El ATP es un nucleótido 

constituido por una adenina (base nitrogenada), una ribosa y una unidad trifosfato (Fig. 1). 

Constituye una molécula rica en energía debido a que su unidad trifosfato contiene dos 

enlaces fosfoanhídrido. Una gran cantidad de energía se libera cuando el ATP se hidroliza a 

adenosina difosfato (ADP) y ortofosfato (Pi) o cuando se hidroliza a adenosina 

monofosfato (AMP) y pirofosfato (PPi). El ATP es el principal donador inmediato de 

energía en los sistemas biológicos. En una célula típica, la molécula de ATP se consume 

dentro del primer minuto que sigue a su formación, por lo que el movimiento, el transporte 

activo, la amplificación de señales y los procesos de biosíntesis pueden ocurrir sólo si el 
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ATP se regenera continuamente (Stryer, 1998). Junto al papel clásico que el ATP 

desempeña en el metabolismo celular donde actúa como un cofactor enzimático y como 

una fuente de energía a través de su enlace fosfato (Stryer, 1998), también funciona como 

un neurotransmisor o un autacoide que se almacena en grandes cantidades en plaquetas, 

células epiteliales, células cebadas, etc. En las células blanco actúa mediante su acople a 

miembros específicos de la familia de receptores de la superficie celular llamados 

purinoreceptores P2, que se localizan en diferentes tejidos incluyendo al sistema 

respiratorio (Ravelic & Burnstock, 1998).  

 

Figura 1. La molécula de ATP se encuentra conformada por una base púrica (adenina), un azúcar (ribosa) y 

tres grupos fosfatos en cuyos enlaces se almacena una gran cantidad de energía la cual se libera al romperse 

los enlaces y es empleada por la célula en diferentes procesos. 

Por otro lado, también es conocido que, el ATP y otros compuestos como el uridín 

trifosfato (UTP), un nucleótido pirimídico, al igual que los nucleótidos ADP y uridín 

difosfato (UDP) pueden modular la función celular mediante la activación de los receptores 

P2. Por ello, el ATP puede desempeñar importantes y diversas funciones celulares, como la 

neurotransmisión excitatoria, la función pulmonar, la nocicepción, la audición, la apoptosis, 

la agregación plaquetaria, la contracción o relajación del músculo liso, etc. (Burnstock & 

Williams, 2000, Burnstock, 2002). 
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El ATP como neurotransmisor 

Dado que el ATP como los demás nucleótidos no atraviesan libremente la membrana 

plasmática, se supuso durante mucho tiempo que estas moléculas solo podrían existir en el 

interior de la célula. Esta visión era reforzada principalmente por ser el ATP la moneda 

energética de las reacciones intracelulares. Dado que las células poseen complejos 

mecanismos de síntesis y reserva de nucleótidos, era de esperarse que también tuvieran 

mecanismos que evitaran la salida de estos componentes. Este concepto cambio cuando en 

la década de los 70s Burnstock G, pionero en el estudio de la señalización purinergica, 

postulara que el ATP era una sustancia liberada de nervios no adrenérgicos y no 

colinérgicos, ya que la respuesta a la administración de ATP en el músculo liso mimetiza la 

respuesta de la estimulación nerviosa (Burnstock y col., 1970).  

El primer sitio en donde se localizaron los cuerpos celulares de los nervios purinérgicos 

fue en la pared intestinal, en particular en el plexo de Auerbach (Burnstock, 1972). Se 

demostró la liberación conjunta de ATP y de catecolaminas en glándulas suprarrenales 

(Douglas & Poisner, 1966) y años más tarde en nervios simpáticos (Geffen & Livett, 1971). 

Silinsky y col., confirmaron que el ATP se liberaba junto con la acetilcolina (ACh) de los 

nervios frénicos de la rata (Silinsky & Hubbard, 1973). En 1974, Dowdall y col., reportaron 

la presencia de vesículas que almacenaban ATP y ACh en una terminal de tipo colinérgico 

(Dowdall  y col., 1974). A inicios de los 90´s existía cierto desconocimiento en cuanto a la 

cantidad exacta de neurotransmisor dentro de una vesícula o en un quantum liberado; lo que 

sí está claro es que los nucleótidos se almacenan en un rango milimolar (Zimmermann, 

1994). Tuvieron que pasar 20 años  para que se aceptara definitivamente la idea de que los 

nucleótidos actúan como neurotransmisores (Burnstock, 2007). 

Almacenamiento, liberación y degradación del ATP 

Actualmente se conoce que en el citoplasma de las mayorías de las neuronas se almacenan 
~2-5 mM de ATP, y que la mayor concentración de ATP (~100 mM)  se encuentran en las 

vesículas sinápticas. Estas vesículas sinápticas también contienen nucleótidos tales como 

ADP, AMP, Ap4, Ap5A,  y GTP, pero en concentraciones más bajas. En los últimos años, 

en otros tipos celulares como los espermatozoides, las células tumorales, las células 

epiteliales, las células cebadas, los gránulos en células cromafinés adrenales, las células de 
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Merkel, las plaquetas y las células  contenedoras de insulina pancreática, se ha reportado 

que contienen importantes cantidades de ATP (Novak, 2003, Sperlágh & Vizi, 1996). 

 Por lo general se creía que la única fuente de ATP extracelular que actuaban sobre los 

receptores purinérgicos era a través de células dañadas o muertas, pero ahora se conoce que 

el ATP se libera de células sanas en respuestas a estímulos fisiológicos (Bodin & Burnstock 

, 2001, Dubyak , 2006, Lazarowski y col., 2003, Schwartz & Malik, 1989). El ATP no solo 

se libera de neuronas periféricas y centrales (Burnstock y col., 1970,  Katsuragi & Su C, 

1980, Pankratov  y col., 2006, Su C y col., 1971), sino también de muchos tipos de células 

no neuronales durante diversos procesos fisiológicos y patológicos como: estímulos 

mecánicos o de presión que deforman la paredes de las membranas en las células, 

estiramiento de los músculos, aumentos en la presión osmótica,  hipoxia, inflamación  y la 

estimulación por diversos agentes químicos y físicos (Bodin & Burnstock, 2001, 

Boudreault  & Grygorczyk , 2004). 

Actualmente existe un gran debate sobre los mecanismos de transporte que participan en 

la liberación de ATP. Por una parte, existen pruebas convincentes de la liberación de ATP 

por exocitosis vesicular  de los nervios. Por otro lado, se desconocen los mecanismos del 

liberación de ATP a partir de células no neuronales y se han propuesto varios modelos de 

transporte, incluyendo transportadores (ABC) acoplados a ATP,  hemicanales de anexina  o 

conexina, receptor canal P2X7 o canales de aniones dependiente de voltaje de la membrana 

plasmática, así como la liberación vesicular (Bodin & Burnstock, 2001, Dowe y col., 1970, 

Sabirov & Okada, 2005, Schwiebert y col., 2003, Spray y col., 2006). El ATP liberado de 

los nervios o por mecanismos autocrinos y paracrinos de las células no neuronales, están 

involucrados en diversos procesos fisiológicos y fisiopatológicos, como la transmisión y la 

modulación sináptica, la percepción del dolor y el tacto, los efectos vasomotores, la 

agregación plaquetaria, liberación de agentes broncoconstrictores y brocodilatadores de las 

células epiteliales, liberación de vasodilatadores de células endoteliales, defensa inmune, el 

transporte de iones en el epitelio, así como proliferación celular,  migración, diferenciación 

y muerte celular. 

El ATP liberado de las células está regulado por una serie de proteínas que tienen su 

sitio catalítico en el lado exterior de la membrana plasmática (Beaudoin y col., 1996,  

Zimmermann, 1999) y se conocen con el nombre de ectonucleotidasas capaces de 
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hidrolizar el ATP liberado de las neuronas y de las células no neuronales. La familia de 

estas enzimas incluyen: 1) Las aspirasas o ecto-nucleosidos  trifosfato difosfohidrolasas (E-

NTPDasas), 2) ecto-nucleótido pirofosfatasa  (E-NPP) y la 3) la ecto-5´- nucleotidasa. Las 

E-NTDasas remueven secuencialmente al fosfato (Pi) terminal de los di nucleótidos  

(NDPs) y trinucleotidos (NTPs). Las E-NPP remueven ambos fosfatos (β y γ) juntos de los 

NTPs, liberando pirofosfatos (PPi). La 5´-nucleotidasa promueve la formación del 

nucleósidos a partir del correspondiente nucleótido monofosfato (NMPs). La desaminasa de 

adenosina (ADA) convierte la adenosina en inosina (otro nucleósido). Los nucleósidos 

generados como resultados de estas actividades son captados por la célula a través de 

transportadores específicos, sirviendo de substrato para la síntesis de NTPS y UDP glucosa 

(Todorov y col., 1997, Kirley, 1997, Zimmermann, 1996). 

 

Tabla 1. Diferentes enzimas participan en el metabolismo del ATP extracelular y sustancias a las que dan 
origen. Tomada y modificada de (Galindo F &  Flores A, 2006). 
 
 
 
 
Papel fisiológico de los receptores purinérgicos 

En 1978 Burnstock provee una importante contribución al proponer a una familia de 

receptores capaces de responder a los nucleótidos y nucleósidos denominándolos 

purinoreceptores o receptores purinérgicos y que corresponden a los P1 y los P2 (Abracchio 

& Burnstock, 1978). 

Se han clonando 4 tipos de receptores P1 o receptores de adenosina y son denominados 

como A1, A2A, A2B y A3,  este receptor tiene la capacidad de responder principalmente a la 

adenosina. Todos los receptores P1 pertenecen a la familia de los receptores acoplados a 

NUCLEOTIDASAS REACCION
Ecto-ATPasa ATP → ADP + Pi

Ecto-ADPasa ADP → AMP + Pi

Ecto-ATPasa-difosfohidrolasa (apirasa) ATP → AMP + 2Pi

Ectoadenilatocinasa (miocinasa) ATP + AMP → 2ADP

Ecto-5'-nucleotidasa AMP → Adenosina + Pi

Ectoalcalinofosfatasa ATP → ADP → AMP →
Adenosina + 3Pi
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proteínas G, el receptor A1 esta acoplado a proteínas G inhibitorias, (Gi y Go)  (Freissmuth  

M y col.,  1991), el receptor  A3  también se encuentra acoplado a una proteína Gi. Los  

receptores  (A2A y A2B) tienen la capacidad de interactuar con la proteína G estimuladora 

(Gs) (Palmer  y col., 1995), estos receptores son antagonizados por bajas concentraciones 

de metilxantinas que produce la inhibición de la fosfodiesterasas (Klinger y col., 2002). 

Los receptores P2 son activados principalmente  por ATP, ADP, UDP Y UTP. La 

categoría P2 es además subdivida en dos subtipos de receptores llamados P2X y P2Y 

(Shulman y col., 1999, Burnstock, 2007, North & Suprenant, 2000). El subtipo P2Y son 

metabotrópicos, es decir, están acoplados a proteínas G (North, 1997) ligados a 

incrementos de Ca2+ a través de la hidrólisis de inositol trifosfato (Bergner & Sanderson, 

2002; Govindaraju y col., 2005), aunque se han propuesto otros mecanismos adicionales 

como la generación de AMP cíclico y la movilización de ácido araquidónico (Ralevic & 

Burnstock, 1998). Presentan siete dominios transmembranales con el amino terminal 

localizado en el lado extracelular, y el grupo carboxilo, en la porción intracelular. Los sitios 

en donde se une el ATP a este receptor han sido identificados en los dominios 

transmembranales sexto y séptimo de la molécula (Von Kugelgen & Wetter, 2000). La 

activación farmacológica para este receptor está bien caracterizado, presentando el 

siguiente orden de afinidad general: ATP>UTP>ADP>2MeATP>α,β-metATP. La familia 

de los P2Y consta de 8 subtipos humanos (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y 

P2Y14) que están bien clonados y funcionalmente definidos y encontrados en muchos 

vertebrados: Los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 están acoplados a la 

estimulación de la fosfolipasa Cβ. El receptor P2Y11 también estimula la producción de 

adenilato ciclasa. En contraste, la activación de los receptores  P2Y12, P2Y13 y P2Y14 

causan la inhibición de la actividad de la adenilato ciclasa. (Von Kügelgen, 2006).  

Le expresión del receptor P2Y1 es muy amplio, ha sido detectada en varias especies de 

mamíferos incluyendo el humano, se ha demostrado que funciona en una variedad de 

tejidos incluyendo el músculo liso, endotelio y tejido neuronal (Ralevic & Burnstock, 

1998). Estos  receptores están involucrados en la relajación muscular y la liberación de 

prostaglandinas, en la agregación plaquetaría y neuromodulación (Fabre y col., 1999; León  

y col., 1996). El  receptor P2Y2 está distribuido en varios tejidos y se encuentran en altos 

niveles en células pulmonares, corazón, músculo esquelético, bazo, riñones e hígado 
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(Lustig y col., 1993; Parr y col., 1994). Estudios en ratones mutados del receptor P2Y2 

verificaron la importancia  de estos receptores en la regulación del transporte de iones cloro 

en el epitelio del MLVA (Creesmas y col, 1999). Recientemente Montaño y col., 2011 

encontraron que el receptor P2Y2 participa en la relajación de MLVA de cobayo 

produciendo prostaglandinas en el MLVA independiente de epitelio. Este receptor es 

activado por ATP, UTP y sus análogos no hidrolizables (son requeridos los 3 fosfatos para 

la activación de este receptor) y es antagonizado competitivamente por la suramina, en 

contraste, no es antagonizado por el RB2 y el PPADS (Nicholas y col., 1996, Wildman y 

col., 2003). Los receptores P2Y4 tienen una restringida distribución; estos receptores son 

expresados en placenta y en niveles muy bajos en músculo liso vascular, recientemente se 

encontró que el receptor P2Y4 en MLVA de cobayo es el principal receptor P2Y expresado 

en este tejido (Montaño y col., 2011). Tiene mayor preferencia al UTP en el humano que al 

ATP (Nicholas  y col., 1996), es antagonizado por el RB2 y en menor proporción por el 

PPADS dependiendo la especie a estudiar (Wildman y col., 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 & Burnstock, 1998). El receptor 

P2Y6 se encuentra en el corazón, los vasos sanguíneos y el cerebro, tiene mayor afinidad al 

UDP y es ~100 veces más potente que el UTP (Nicholas y col., 1996), es bloqueado 

selectivamente por el MRS2567 (1,2-di-(4-isotiocianofenil) etano) sin mostrar algún efecto 

sobre los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 y P2Y11 (Mamedova, 2004). Los receptores P2Y11 

están altamente expresados en células hematopoyeticas y juegan un papel importante en la 

diferenciación de estas células (Communi y col., 1997). Este receptor es activado por ATP 

y su análogo el ARC67085 (2-propiltio-β,γ-diclorometileno-D-ATP)  y es antagonizado por 

el RB2 y la suramina, pero no por PPADS (Communi y col., 1999). El receptor P2Y12 ha 

sido encontrado en plaquetas y tejidos neuronales, participa en forma muy importante en la 

agregación plaquetaria y actúa como inhibidor de receptores neuronales. En vasos 

sanguíneos de humanos, la activación de receptores P2Y12 contribuye a la vasocontricción, 

se activan por ADP y por 2-metiltio-ADP y antagonizado por el AR-C69931MX ó 

Cangrelor (N6- (2metiltioetil)-2-(3,3,3,-trifluoropropiltio)-β,γ-diclorometileno-ATP), estos 

antagonistas P2Y12 se utilizan en el tratamiento farmacológico para inhibir la agregación 

plaquetaría (Kubista y col., 2003). El receptor P2Y13 es expresado en células de origen 
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hematopoyético y en neuronas, se activan por ADP y 2-metiltio-ADP y es antagonizado 

selectivamente por el MRS2211 (2-cloro-5-nitro piridoxal-fosfato análogo 6-(2´-cloro-5´-

nitro-azofenil)-piridoxal-α5-fosfato). El receptor P2Y14 es altamente distribuido en 

placenta, tejido adiposo, estomago, e intestino humano. En rata este receptor es altamente 

expresado en células hematopoyéticas, es activado por UDP-glucosa a concentraciones 

nanomolares, aún no se conocen antagonistas para estos receptores (Chambers y col., 

2000).  

 

Figura 2. Estructura y selectividad de los receptores purinérgicos P2X, P2Y y P1. El esquema ilustra los 

dominios hidrofóbicos dispuestos en la membrana plasmática (MP), y los dominios hidrofílicos que se 

expanden hacia el interior (In) o el exterior (Ex) de la célula. En la parte inferior se indican las selectividades 

de los distintos receptores purinérgicos por los nucleótidos y nucleósidos (imagen modificada de Lazarowski 

E, 2009).  

Por otro lado, La familia de receptores P2X es ionotrópica, conforman poros (Burnstock, 

2006, Ralevic  & Burnstock, 1998) o canales catiónicos inespecíficos (receptor canal) en la  

membrana plasmática y son activados solo por ATP extracelular. Ni el ADP, ni la 

adenosina, ni los nucleótidos de uridina activan a estos receptores. Su activación resulta en 

Receptores P2X Receptores P2Y Receptores P1

RECEPTOR ESTIMULO RECEPTOR ESTIMULO RECEPTOR ESTIMULO

P2X1 ATP P2Y1 ADP A1 ADENOSINA

P2X2 ATP P2Y2 ATP Y UTP A2A ADENOSINA

P2X3 ATP P2Y4 UTP A2B ADENOSINA

P2X4 ATP P2Y6 UDP A3 ADENOSINA

P2X5 ATP P2Y11 ATP

P2X6 ATP P2Y12 ADP

P2X7 ATP P2Y13 ADP

P2Y14 UDP-GLUCOSA
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la apertura de un canal selectivo a cationes como Ca2+, Na+ y K+, son modulados por Ca2+ 

extracelular, Mg2+, H+ ó iones metálicos tales como: Zn2+, y/o Cu2+ (North, 2002). A la 

fecha, han sido clonadas siete subtipos P2X (P2X1-7) en diferentes tejidos de mamíferos 

adultos y están distribuidos ampliamente en los tejidos y se cree que juegan un papel 

importante en diversas funciones fisiológicas como: la transmisión neuronal central, 

periférica, contracción de los músculos lisos, agregación plaquetaria e inflamación.  

El rango de identidad entre los subtipos (P2X1-P2X7) se encuentra entre el 26 y el 47%, 

con una longitud que oscila entre los 379 y los 595 aminoácidos, siendo el P2X6 el más 

pequeño y el P2X7 el de mayor tamaño. Estos receptores muestra una similitud en la 

estructura molecular que consiste en dos dominios transmembranales (TM1 y TM2) unidos 

por una asa extracelular hidrofila, sus grupos NH2 y COOH terminales son intracelulares. 

TM1 es responsable de la compuerta del canal y TM2 forma el poro del canal. El asa 

extracelular (~270 aminoácidos) se sugiere que está involucrada en la unión de dos 

moléculas de ATP, así como en la estructura terciaria de la proteína, ya que se encuentran 

conservados 10 residuos de cisteínas, que al ser oxidados forman puentes disulfuros, los 

cuales pueden ser importantes para estabilizar el sitio de unión a los ligandos, una situación 

parecida a lo que sucede con los receptores nicotínicos en las denominadas “asa- Cys-Cys”. 

Todas las subunidades P2X tienen secuencias consenso para glicosilación (Asn-X-Ser/Thr), 

y algunas glicosilaciones son esenciales para el tráfico de los receptores a la superficie 

(North, 2002). La estructura molecular de un receptor P2X es probablemente como trímero. 

Dichos trímeros pueden estar compuestos de la misma o diferentes subunidades formando 

receptores homoméricos o heteroméricos, respectivamente.  

En la actualidad se sabe que la farmacología de los receptores P2X es muy compleja. No 

existen a la fecha agonistas o antagonistas específicos para la mayoría de los receptores 

P2X. Inclusive la sensibilidad a agonistas o antagonistas depende no solo del subtipo de 

receptor P2X sino además de la especie de donde fue obtenido el receptor. Por ejemplo, 

mientras que los receptores P2X4 de rata son  poco sensibles al antagonista PPADS (IC50 > 

100 µM), el P2X4 de humano es notablemente más sensible a este antagonista (IC50 < 10 

µM) (Jones y col., 2000).  

Los receptores P2X también pueden ser influenciados por moduladores alostéricos como 

son cationes divalentes, por ejemplo el Zn2+
 el cual potencia los receptores P2X2 y P2X2/3, 
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mientras que inhibe a los receptores P2X1 y P2X7 (Roberts & Evans, 2004). La ivermectina 

es un modulador positivo específico de los receptores P2X4 y P2X4/6, mientras que es 

inactivo sobre los receptores P2X2, P2X3, P2X2/3, y P2X7 (Khakh y col., 1999). Estas 

moléculas pueden ser importantes herramientas farmacológicas para la caracterización de 

los receptores P2X expresadas endógenamente en los tejidos nativos.  

Los receptores canales P2X1 homomericos se localiza ampliamente en el músculo liso 

de varios órganos incluyendo la vejiga urinaria, intestinos, arterias, conducto deferentes, 

plaquetas y  vías aéreas, pueden regular la contracción del músculo liso y varias funciones 

protromboticas (agregación, secreción, adhesión y crecimiento del trombo bajos 

condiciones in vitro) (Burnstock y col., 2004, Collo y col., 1996, Mulryan y col., 2000, 

Valera y col., 1994, Valera y col., 1995). Este receptor tiene dos características de 

activación muy definidas que son sensibles a la α,β-MeATP y una cinética de 

desensibilización rápida. Los primeros antagonistas que bloqueaban a los canales P2X1 

fueron la suramina (antagonista no selectivo de P2) y el PPADS (antagonista no selectivo 

de P2X), subsecuentemente fueron  sintetizándose varios análogos de la suramina (NF023, 

NF279) y el PPADS (MRS2220), que incrementaron la potencia y la selectividad sobre el 

receptor P2X1. Algunos nucleótidos han demostrado también ser potentes antagonistas 

P2X1 como el TNP-ATP y otros análogos de ATP tinitrofenil relacionados como el (TNP-

ADP, TNP-AMP y el TNP-GTP) (Bianchi y col., 199, Evans y col., 1995, Torres y col., 

1998, Valera y col., 1994, Valera y col., 1995).  

Los receptores canal P2X2 se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema 

nervioso central y periférico y en varios tipos de células no neuronales, incluyendo células 

endoteliales y epiteliales, músculo esquelético, cardiaco, liso y linfocitos (Hansen y col., 

1998, Hansen y col., 1999, Jiang y col., 2005, Lee y col., 2000). Estos receptores pueden 

tener amplias funciones en la regulación de varios procesos del SNC como la memoria y el 

aprendizaje, la función motora, coordinación autonómica e integración sensorial. El papel 

del P2X2 en muchos de estos tejidos es controversial, pero puede involucrar funciones del 

ATP, como la regulación autocrina o paracrina en la liberación hormonal, regulación de 

endocitosis o exocitosis, contracción del músculo liso o actividad de marcapasos. Estos 

canales muestran una cinética lenta de desensibilización similar a la presentada por los 

P2X4 y P2X5. Los agonistas más potentes de estos canales son el ATP, ATP-γ-S y 2-



26 
 

 

MeSATP. También se  han descrito a las Bz-ATP como agonistas parciales o menos 

potentes. Una propiedad de estos canales es que son potenciados por condiciones acidas y 

también muestran el mismo efecto con el Zn, pero inhibidas por altas concentraciones 

extracelulares (1-7 mM) de cationes divalentes (Mn2+, Mg2+, Ca2+y Ba2+). No se conoce 

antagonistas selectivos o altamente potentes para los P2X2, aunque el PPADS, TNP-ATP y 

el RB2  son inhibidores que se han utilizado (Bianchi y col., 1999, King y col., 1997, 

Lynch y col., 1999, Virginio y col., 1998). 

Los receptores canales P2X3 homomericos y P2X2/3 heterotrimericos son 

predominantemente localizados en las terminales centrales o periféricas de las fibras C 

mielinizadas y en la neuronas sensoriales Aδ dentro de la raíz dorsal, trigémino y de los 

ganglios sensoriales nudosos, los canales P2X3 y P2X2/3 están presentes en las terminales  

periféricas y centrales de las vías aferentes sensoriales que se proyectan hacia un 

número de órganos somatosensorial y visceral como la piel, articulaciones, huesos, pulmón, 

vejiga urinaria, uretra y del tracto gastrointestinal (Bian X y col., 2003, Galligan, 2004, 

Poole y col., 2002, Van Nassauw y col., 2002). Estudios recientes han demostrado que los 

tejidos epiteliales, incluyendo epitelio de la vejiga, de las vías respiratorias, y cuerpos 

neuroepiteliales pulmonares, expresan canales P2X3 y P2X2/3, donde modulan mecanismos 

sensoriales o respuestas quimiosensoriales. Los receptores P2X3 y P2X2/3 son 

farmacológicamente similares a los P2X1, son activados por el  α,β-MeATP. Estos canales 

son sensibles al TNP-ATP a concentraciones nanomolares (Burgard y col., 2000, Vial 

Evans, 2002).  

Los receptores canal P2X4 se encuentran ampliamente distribuidos en las neuronas y los 

tejidos no neuronales como; arteria de músculo liso, osteoclastos, riñón, pulmón, páncreas, 

linfocito B de humanos (Bo y col., 2003, Glass y col., 2000). Estos canales P2X4 canales 

localizados en la microglía están implicados en los procesos inflamatorios crónicos y 

neuropático como el dolor y recientemente se encontró que este canal es el responsable de 

la contracción del músculo liso de la vía aérea de cerdo. Estos canales homomericos 

generalmente produce una lenta desensibilización de la corriente entrante inducida por el 

ATP y son principalmente activados por ATP, pero también pueden ser activados por el 2-

MeSATP con menor potencia. Una propiedad inusual de este canal es que no es bloqueado 
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por los antagonistas no selectivos de P2X como la suramina y el PPADS pero aumentan su 

respuesta con la ivermectina (Jones y col., 2000, Soto y col., 1996). 

Los receptores canales P2X5 homoméricos y P2X1/5 heteroméricos, han estado más 

estrechamente vinculados con diferenciación de las células, particularmente en el músculo 

esquelético, piel, células epiteliales de la mucosa nasal, vejiga y uréteres. El ATP y 2 

MeSATP son por lo general los agonistas completos con una EC50 similar que va desde 4,8 

a 5,7 en todas las especies estudiadas. Estos receptores son antagonizados por el PPADS y 

la suramina a concentraciones  menores a 1 µM y por el TNP-ATP a concentraciones de 1 

µM (Diaz-Hernandez y col., 2002, Jensiky col, 2001).  

Los receptores canal P2X6 homoméricos están presentes en todo el sistema nerviosos 

central y a menudo se colocalizan con los P2X2 y con los P2X4. El receptor P2X6 puede ser 

activado por α, β-MeATP y bloqueados por TNP-ATP. Los receptores heteromericos P2X2 

/6 y P2X4/6 conservan muchas características de los receptores P2X2 y P2X4 homomericos y 

es difícil distinguirlos entre ellos. Los canales P2X6 homoméricos difieren de los canales 

P2X6 heteroméricos en la sensibilidad a los agonistas como α, β-MeATP, pH, la 

ivermectina y a los antagonistas como TNP-ATP, PPADS y suramina (Jones  y col., 2004, 

Le  y col., 1998). 

Los receptores canales P2X7 o anteriormente conocido como receptor P2Z citolítico, son 

localizados en células inmunes (como los macrófagos, monocitos, células dendríticas, 

linfocitos y células cebadas) y en células gliales del sistema nervioso central y periférico 

que incluyen microglía, astrocitos, oligodendrocitos, y las células de Schwann y 

recientemente fue encontrado en neuronas mientéricas de intestino de cobayo (Baricordi y 

col., 1996, Blanchard y col., 1995, Gartland y col., 2001., Valdez-Morales y col., 2011). 

Participan en la liberación de citocinas proinflamatorias, la proliferación celular y 

apoptosis. Los P2X7 son muy insensibles a la activación por nucleótidos, se requieren 

concentraciones milimolares para activarlos y generalmente son activados por BzATP. 

Como en la mayoría de los otros receptores homomerico y heteromericos el PPADS es el 

inhibidor de los P2X7, aunque recientemente Barajas y col., (2011) mostraron que este 

receptor es sensible al Azul G Brillante (BBG) (Chessell  y col., 1998, Surprenant  y col., 

1996, Valdez-Morales y col., 2011). 
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A continuación detallo características importantes de los receptores P2X y P2Y: 

Tabla 2. Características de los subtipos que conforman a los receptores P2X. Estas siete subunidades son las 

únicas aceptadas por la IUPHAR y su homología oscila entre el 26 y el 47%. (Tabla tomada y modificada de 

Burnstock G, 2006 y Galindo F &  Flores A, 2006). Abreviaciones: ATP: adenosín trifosfato; ADP: adenosín 

difosfato; 2-MeSATP: 2-metiltio-ATP; α,β-meATP: α,β-metileno-ATP; ATPγS: adenosín 5’-O-(-3-

tiotrifosfato); βγ-meATP: βγ-metileno-ATP; PPADS: piridoxal-fosfato-6-azofenil 2’,4’-disulfonato, Ap4A; di 

adenosina tetrafosfato; BBG: Verde Azul Brillante. 

 

Subunidad N.º de 
aminoácidos

Desensibilización Agonistas Antagonistas

P2X1 399 Rápida α,β-meATP =ATP = 2-
MeSATP > > ADP

Suramina, PPADS, TNP-
ATP, MRS2220, NF023, 
NF449, IP5I.

P2X2 472 Lenta ATP ≥ ATPγS ≥ 2-MeSATP 
>>α,β-meATP ( sensible al 
pH y Zinc)

Suramina, isoPPADS, 
NF770,RB2.

P2X3 397 Rápida 2-MeSATP ≥ ATP ≥ α,β-
meATP > Ap4A

Suramina, PPADS, TNP-
ATP, NF023, A317491

P2X4 388 Lenta ATP >> 2-MeATP > CTP, 
ivermectina

TNP-ATP, BBG

P2X5 417 Lenta ATP = ATPγS = α,β-
MeSATP

Suramina, PPADS, BBG

P2X6 379 Lenta ATP = 2-MeATP > 2-
cloroATP = ADP

Suramina, PPADS, NF023

P2X7 595 Lenta BzATP >> ATP Calmidazolium, KN04, 
KN62, MRS2427
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Tabla 3. Características de los receptores P2Y actualmente aceptados por la IUPHAR. (Tabla tomada y 

modificada de Burnstock G, 2006). Abreviaciones: IP3:inositol 1,4,5-trifosfato; DAG: diacilglicerol; AMPc: 

adenosín monofosfato cíclico; UTP: uridín trifosfato; UDP: uridín difosfato; 2MeSADP: 2-metiltio-ADP. 

 

Papel del ATP en la regulación del Ca2+ en MLVA de cobayo. 

Recientemente, el papel del ATP y la señalización purinérgica ha sido implicada en la 

patogénesis del asma induciendo inflamación eosinofilica de las vías aéreas, producción de 

citocina Th2 e hiperreactividad (Idzco y col., 2007). Por lo tanto, es importante comprender 

mejor el efecto fisiológico del ATP sobre el músculo liso de las vías aéreas. 

Desde muchos años atrás ha sido bien documentado en diferentes especies, incluyendo 

al humano, que el ATP induce contracción del músculo liso de la vía aérea e incremento de 

Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) (Kamikawa y col., 1976, Fedan y col., 1993, Mounkaila y col., 

2005, Michoud y col., 1999, Bergner & Sanderson, 2002). La mayoría de los autores han 

asociado el efecto de contracción inducido por el ATP con incrementos [Ca2+]i ; sin 

embargo, la contracción inducida por ATP en tráquea de cobayo se ha reportado 

dependiente del epitelio, relacionada a la producción de prostaglandinas y tromboxanos 

(Advenier y col., 1982, Fedan y col., 1992). En consecuencia, la contracción inducida por 

el ATP en tráquea de cobayo es un efecto indirecto, que no implica una estimulación de 

Receptor Proteína G 
acoplada

Segundo Mensajero Agonistas Antagonistas

P2Y1 Gq/11 ↑ IP3/DAG 2-MeSATP>2-MeSATP = 
ADP >ATP

Suramina, RB2, 
MRS2179, MRS2500

P2Y2 Gq/11, Gq/12, 
Gi/o

↑ IP3/DAG , 
RhoA,Rac

ATP ≈ UTP > ATPγS,
INS37217

Suramina > RB2, 
ARC126313

P2Y4 Gq/11 ↑ IP3/DAG UTP ≥ UTP , UTPγ S RB2 > Suramina

P2Y6 Gq/11 ↑ IP3/DAG UDP >> UTP > ATP = ADP Suramina, MRS2578

P2Y11 Gq/11, Gs ↑ IP3/DAG, 
↑ AMPc

ARC67085,>BzATP> ATP 
γS> ATP

Suramina, RB2, NF157

P2Y12 Gi ↓ AMPc 2-MeSADP > ADP>>ATP AR-C69931MX, 
CT50547,INS49266,AZD6
140,PSB0413

P2Y13 Gi/o ↓ AMPc ADP = 2-MeSADP >> ATP
= 2-MeSATP

MRS2211

P2Y14 Gi/o ----------- UDP-glucosa > UDP-
galactosa

------------
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receptores purinérgicos en células de músculo liso de las vías aéreas para producir 

contracción. No obstante, El ATP induce incrementos de [Ca2+]i que están asociadas a la 

estimulación de receptores P2Y y P2X en células de músculo liso de vías aéreas (Bergner, 

2002, Govindaraju y col., 2005, Mounkaila y col., 2005). Recientemente se demostró que el 

pretratamiento de ATP induce hiperreactividad a las respuestas de metacolina por 

fenómenos de sensibilización al Ca2+ vía la activación de los receptores P2X en el músculo 

liso de cobayo, sugiriendo un posible papel de las vías de la Rho-Cinasas y Src (Oguma y 

col.,  2007). Por otro lado,  en músculo liso traqueal de cerdo se demostró por primera vez 

que la activación del receptor P2X4 produce un incremento de las [Ca2+]i, las cuales son 

responsables de la contracción de este tejido (Nagaoka y col., 2009). 

En el presente trabajo investigamos el efecto del ATP en la contracción del MLVA y 

caracterizamos a los receptores P2 involucrados en dicha contracción, así como, 

exploramos el efecto del ATP en los incrementos de las [Ca2+]i y la caracterización de  los 

receptores involucrados en estos incrementos en miocitos traqueales de cobayo. Asimismo, 

estudiamos si este nucleótido activa el modo reverso del NCX, vía receptores P2X o P2Y, 

para rellenar el RS. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En vista de que los receptores P2X (Canales catiónicos inespecíficos [NSCCs]) y el 

intercambiador Na+/Ca2+ en su fase reversa pudieran ser responsables del incremento de 

Ca2+ intracelular inducido por el ATP, resulta importante explorar su participación, ya que 

hasta la fecha no existen evidencias experimentales al respecto. Asimismo, explorar cual es 

la función del incremento del [Ca2+]i inducido por el ATP ya que este efecto parece no estar 

participando (o es mínima su influencia) en la contracción del músculo liso. Por otro lado, 

investigar el subtipo de receptores P2X involucrado.  

 

HIPÓTESIS 

El ATP produce un incremento en las [Ca2+]i del músculo liso traqueal de cobayo  vía P2X  

(canales catiónicos inespecíficos, NSCCs) y el intercambiador Na+/Ca2+ en su fase reversa 

y éste incremento sirve para rellenar los almacenes intracelulares de Ca2+ y no para 

producir contracción. 

 

OBJETIVOS GENERAL 

Explorar los mecanismos involucrados en el incremento de Ca2+ intracelular inducido por el 

ATP y su relación con la contracción en el músculo liso traqueal de cobayo.  
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MATERIAL Y METODOS 

Experimentos de órganos aislados 

Estudios funcionales. 

Para estos experimentos los cobayos fueron sacrificados mediante una sobredosis de 

pentobarbital sódico (35mg/Kg i.p.) y desangrado, se le extrajo la tráquea y a esta se le 

eliminó el exceso de tejido conjuntivo adyacente bajo microscopio estereoscópico. 

Posteriormente, de la tráquea se obtuvieron 8 anillos, los cuales fueron destinados a 

diferentes condiciones experimentales. 

Cada uno de los anillos traqueales fueron colocados en una cámara individual de 

órganos aislados conteniendo 5 ml de solución Krebs burbujeada con 5% de CO2 y 95% de 

02 (carbógeno) con la siguiente composición (mM): NaCl 118, NaHCO3 25, KCl 4.6, 

KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, glucosa 11, CaCl2 2.0. Se mantuvieron a una temperatura de 

37°C, con burbujeo constante para mantener el pH de 7.4 en todo el experimento. Cada uno 

de los anillos traqueales fue sujetado a un transductor de tensión isométrica (Modelo FT03; 

Grass instruments, West Warwick, RI, USA) conectado a un amplificador (CyberAmp 380, 

Axon instruments, Foster City, CA, USA) y que a su vez está conectado a un convertidor 

análogo digital (Digidata 1440A; Axon). La tensión generada fue registrada, almacenada y 

analizada en una computadora mediante el programa (AxoSxope versión 10.2; Axon). Las 

preparaciones se mantuvieron en reposo por 30 minutos a una tensión de 1 g antes de 

iniciar los diferentes protocolos experimentales.  

Con el propósito de normalizar las respuestas de los tejidos, estos se estimularon tres 

veces con KCl (60 mM) durante 20 minutos o hasta alcanzar la respuesta máxima de 

contracción; posteriormente se realizó una curva concentración-respuesta para ATP y 

ATPγS (análogo no hidrolizable) mediante la adición de concentraciones únicas (1, 3.2, 10, 

100, 320 y 1000 µM) a diferentes anillos traqueales. En otros experimentos, después de la 

estimulación con ATP, los tejidos fueron  incubados con indometacina (1 µM) durante 1 

hora antes de la segunda curva concentración-respuesta a ATP. En algunos experimentos, 

los anillos traqueales fueron incubados durante 15 min, previos a la adición de ATP (100 

M), con los siguientes compuestos: suramina (antagonistas de receptores P2Y y P2X, 30-

300 M), sal tetrasódica de piridoxal fosfato-6-azo(benzeno-2,4- acido di sulfonico) 
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(PPADS, antagonistas del receptor P2X, 30 µM), reactivo azul 2 (RB2, antagonista del 

receptor P2Y, 30-300 µM), 8-ciclopentil-1,3-dimetilxantina, antagonista del receptor A1, 

100 nM) y KBR-7943 ( inhibidor del modo reverso del NCX, 10 µM). Todas las respuestas 

fueron expresadas como el porcentaje de respuesta al tercer estimulo de KCl. 

Medición de [Ca
2+

]i en células de musculo liso traqueal de cobayo. 

Disgregación celular y procedimientos para registros por microfluorometria. 

La tráquea de cobayo fue obtenida como se describió anteriormente e inmediatamente se 

realizó la disección del músculo liso traqueal, se corto longitudinalmente a la tráquea en la 

parte cartilaginosa para exponer la parte membranosa y colocarla ventralmente en el silgar 

mediante pequeños alfileres. Una vez obtenido el músculo liso traqueal se incubo en 5 ml 

de solución de Hanks (GIBCO, New York, EUA) que contenía 0.05 unidades de papaína  

(56 mg/ml, Worthington) y 2 mg de L-cistenina (Sigma, Alemania) durante 10 minutos a 

37°C. Posteriormente el tejido fue lavado con solución de Leibovitz (GIBCO, L15 New 

York, EUA) para remover el exceso de enzima y después el tejido fue incubado en 5 ml de 

solución de Hanks conteniendo 1 mg/ml de colagenasa tipo 1 y 4 mg/ml de dispasa II 

(proteasa neutra) durante aproximadamente 10 minutos a 37°C. Posteriormente, se realizó 

la disociación mecánica del tejido con una pipeta Pasteur aspirando y soltando el tejido a 

través de la pipeta hacia las paredes del tubo, este procedimiento se realizó unas 15 veces. 

Después de esto se volvió a incubar nuevamente con la solución de colagenasa-dispasa, por 

otros 10 minutos y se realizó el mismo procedimiento mecánico para la disociación, pero 

solo diez veces o menos dependiendo del número de células observadas en un microscopio. 

Finalmente, la actividad enzima fue detenida adicionando solución L15 al tubo, se 

centrifugaron a 600 rpm durante 5 min desechando el sobrenadante, este último 

procedimiento se realizó dos veces más. Ya obtenidas las células fueron incubadas con 0.5 

µM de fura-2/AM en concentraciones bajas de Ca2+ (0.1mM) a temperatura ambiente (22-

25°C), durante 1 h. Las células cargadas con fura 2/AM fueron colocadas en una cámara de 

perfusión durante 30 min, con el propósito de facilitar que las células se adhieran a la base 

de la cámara que tiene un cubre objetos de vidrio en su base cubierta de colágena de cola de 

rata. Posteriormente esta cámara fue colocada sobre un microscopio invertido (Diaphot 

200, Nikon, Tokio, Japón) y las células adheridas al vidrio fueron perfundidas a un flujo de 



34 
 

 

2-2.5 ml/min con una solución Krebs conteniendo (mM) NaCl 118, NaHCO3 25, KCl 4.6, 

KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, glucosa 11, CaCl2 2.0. Se mantuvieron a una temperatura de 

37°C, con burbujeo constante de 95% O2 y 5% CO2 para mantener el pH de 7.4 (Carbajal y 

col., 2005). 

Las células musculares lisas cargadas con fura-2/AM fueron excitadas alternadamente 

con un haz de luz con dos longitudes de onda de excitación que corresponde a 340 y 380 

nm, la luz emitida fue colectada a 510 nm usando un microfluorometro (Photon 

Technology Internacional, Modelo D-104, Princeton, NJ, EUA). La fluorescencia basal fue 

determinada removiendo cualquier célula que se encontrara en el campo óptico del 

microscopio por donde pasa el haz de luz, durante los experimentos fue sustraída 

automáticamente por el programa. La concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i) se 

calculó de acuerdo a la formula de Grynkiewicz y col.(1985): 

 

 

                             R     -   Rmin 

[Ca2+]i= Kd  -----------------------------    

                         Rmax  -  R 

 

donde: Kd corresponde a la constante de disociación del fura 2, que se consideró de 386 

nM (Kajita y col. 1993); corresponde al cociente de fluorescencia observada a 380 nm en 

ausencia de Ca2+/presencia de Ca2+ saturante que tuvo un valor promedio de 4.23; Rmax y 

Rmin corresponde a los cocientes de fluorescencia 340/380 mínimo y máximo 

respectivamente que se obtuvieron en ausencia de Ca2+ + EGTA (1.11 mM) y en presencia 

de Ca2+ saturante (10 mM) + ionomicina (10 M) en la solución Krebs, respectivamente. El 

promedio de Rmax fue de 6.06 y el de Rmin fue de 0.39. Los registros obtenidos fueron 

almacenados en una computadora y analizados usando un programa de análisis y 

adquisición de datos (Félix v. 1.2.1, Photon Technology International). 
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Después de corroborar la viabilidad celular a través de la estimulación con 10 mM de 

cafeína, las células de músculo liso traqueal fueron estimuladas con 1, 10, 100, 1000 M de 

ATP. Algunas células fueron perfundidas con indometacina (1 M, 1h) y la curva 

concentración-respuesta de ATP se repitió. Otras células fueron estimuladas con una 

concentración seleccionada de ATP (100 M) y preincubadas durante 5 min con los 

siguientes fármacos, previos a una segunda estimulación de  ATP: suramina (30, 100 M, 

n= 4), PPADS (30 M, n= 6), RB2 (100 M, n= 7), SKF 96365 (30 M, bloqueador de 

canales cationicos no selectivos, n= 5), KBR-7943 (10 M, n= 6), TMB-8 ( 50 µM, n= 4, 

antagonista del receptor de IP3), D-600 (30 µM, n= 4) y NEM (30 µM, n=4,  preincubado 

15 minutos). En otra serie de experimentos, los miocitos se estimularon con ATP en medio 

libre de Ca2+ (n= 6). También, corroboramos que los incrementos de las [Ca2+]i inducidos 

por 10 µM de carbacol (309±28 nM, n=3) fuera completamente bloqueado por TMB-8. 

Además, para corroborar, en los miocitos traqueales, la presencia del modo reverso del 

NCX (NCXREV), se substituyó el NaCl y NaHCO3 (146 mM) de la solución de Krebs por 

cloruro de litio (LiCl). En estas condiciones, previo a la substitución por LiCl, algunas 

células fueron perfundidas con KBR-7943 (10 M, n=3), (PPADS, 30 M, n= 3), SKF 

96365 (30 M, n = 7), Sal trisodica de 5´-trifosfato de adenosina monolitio (TNP, 100nM, 

antagonista de receptores P2X1, P2X2/3, P2X3, n= 7) (Virginio y col., 1998) o ATP (100 

M, n=6).  

Con el fin de evaluar indirectamente la actividad de la ATPasa de Ca2+ de retículo 

sarcoplásmico (SERCA), nosotros medimos la capacidad de los miocitos para rellenar las 

pozas de Ca2+ del RS. Antes de los experimentos, se evaluó la viabilidad de las células a 

través de la estimulación con cafeína 10 mM. Posteriormente, los miocitos fueron  

perfundidos con una solución libre de Ca2+ y 1 min después se estimuló con cafeína (S1) 

durante 10 min. La estimulación de cafeína en un medio libre de Ca2+ vacía completamente 

las pozas de Ca2+ del RS (Bazan-Perkins y col., 2003). Después, las células se lavaron en 

un medio libre de Ca2+ para eliminar la cafeína e inmediatamente fueron  perfundidas con 

Krebs (2.0 mM de Ca2+) durante 10 min para permitir el rellenado de Ca2+ del RS. Por 

último, La estimulación con cafeína fue repetida (S2) bajo las misma condiciones libres de 

Ca2+. En estos experimentos, la relación S2/S1 corresponde al grado de rellenado de Ca2+ 
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del RS. En algunos experimentos las células fueron estimuladas con LiCl (2 min) 4 minutos 

antes de S2. 

 

Mediciones simultaneas de contracción y [Ca
2+

]i 

Las tiras de músculo liso de tráqueas de cobayos (3 mm de ancho y 2 mm de largo) fueron 

incubados, durante 3.5 h a 37°C, burbujeado con carbógeno, en Krebs con Ca2+, con  20 

mM de fura-2/AM) más 1 mM de probenecid y 0.01 % de ácido plurónico para facilitar la 

incorporación del fluoroforo. Posteriormente, las tiras se lavaron durante 10-15 min con 

solución Krebs para eliminar el fluoroforo del medio extracelular. Cada preparación fue 

montada verticalmente en la parte inferior de una cubeta de polimetacrilato utilizando un 

adaptador especial de Photon Technology International (PTI). Cada cubeta contenía 4 ml de 

solución Krebs a 37°C con un pH de 7.4 y burbujeado con carbógeno y colocada en el 

interior de un fluorometro marca PTI. Las tiras musculares se colocaron en un transductor 

de tensión isométrica (FSG-01, Experimetria LTD, Budapest, Hungría) conectado a un 

convertidor analógico digital de PTI a través de un registrador EasyGraf (modelo TA240, 

Gould Electronics, Cleveland, OH, EUA).     

Las tiras de músculo liso traqueal cargadas con fura-2/AM fueron excitadas 

alternadamente con un haz de luz con dos longitudes de onda de excitación que 

corresponde a 340 y 380  nm, la luz emitida fue colectada a 510 nm. La tasa de adquisición 

de fluorescencia fue de aproximadamente 0.8/s. Los registros obtenidos fueron 

almacenados en una computadora y analizados usando un programa de análisis y 

adquisición de datos (Felix v. 1.2.1, PTI). 

Las preparaciones se mantuvieron en reposo durante 15 minutos a una tensión de 1 g 

antes de iniciar los diferentes protocolos experimentales. Con el propósito de corroborar la 

viabilidad del tejido se estimularon con KCl (60 mM) durante 10 minutos. Posteriormente, 

los tejidos se estimularon con  ATP (100 M, 10 min), luego se lavaron e inmediatamente 

se incubaron con indometacina (1 M) durante 1 hora antes del segundo estimulo con  

ATP. Asimismo, se realizaron experimentos control sin indometacina. 
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Estudios de patch clamp 

Se utilizó esta técnica para investigar el papel del KB-R7943 en los canales de Ca2+ de tipo 

L en células cultivadas de músculo liso de vías aéreas.  

Los miocitos traqueales fueron obtenidos con la técnica que anteriormente describimos. 

El botón celular es suspendido en medio esencial mínimo (DMEM) el cual contiene suero 

fetal bovino al 10%, L- glutamina 2 mM, penicilina 10 U/ml, estreptomicina 10 mg/ml y 15 

mM de glucosa y sembradas en cubre objetos cubiertos de colágena de cola de rata estéril. 

Las células se cultivaron a 37°C, con 5% de CO2 y O2 durante 24-48 hrs. Los cubre objetos 

se colocaron en una cámara de perfusión (~2 ml/min) que se encontraba en un microscopio 

invertido (Karl Zeiss), el cual es perfundido por la siguiente solución externa utilizada para 

medir las corrientes de Ca2+, substituimos el Ba2+ por el Ca2+ como transportador de carga 

entrante,  (mM): NaCl 136, CsCl 6, BaCl2 5, HEPES 10, Glucosa 11, y se ajustó a un pH de 

7.3-7.4 con CsOH. Todos los experimentos se realizan a temperatura ambiente (~21°C).  

Se utilizó la técnica de fijación de voltaje en células enteras y  un amplificador Axopatch 

200A (Axon instruments Co.) para registrar corrientes de Ca2+ activados por pulsos de 

voltajes despolarizantes (voltage clamp). Las pipetas se hicieron utilizando un restirador 

horizontal de pipetas (marca Sutter Instruments Co, modelo P-87), el rango de la resistencia 

varía entre 1-3 MΩ. La solución interna fue (mM): CsCl 130, MgCl 2, EGTA 10, HEPES 

10, Sal disodica de ATP 3.6, Sal sódica de GTP 1.9 y se ajusto a un pH de 7.3-7.4 con 

CsOH 1 N. Con estas soluciones la resistencia de entrada de estas células fue de alrededor 

de 1 a 5 GΩ. Las corrientes de las células completas se filtraron a 1-5 KHz, 

digitalizados (Digidata 1322A, Axon) a 10 KHz, y almacenados en un computadora  para 

su posterior análisis mediante un software especial (pCLAMP v10, Axon).  

Para observar las corrientes de Ca2+, los miocitos fueron estimulados con una serie de 

pulsos hiperpolarizantes y despolarizantes, con una duración de 500 ms a  1 Hz  y que 

fueron desde -80 hasta 50 mV  en incrementos de 10 mV a partir de un potencial de fijación 

a  -60 mV. Después de la aplicación de éste  protocolo, se añadió  KB-R7943 (10M,  n=6) 

o nifedipina (1 M, n = 6), se registraron los cambios en las corrientes y se cuantificaron en   

el pico de la corriente máxima. 
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Western blot para receptores P2X 

Las tiras de músculo liso traqueal de cobayos fueron obtenidas y congeladas en nitrógeno 

líquido, hasta su análisis. El tejido se homogenizó en un politrón (PT3100, Kinematica, 

Lucerna, Suiza) con una solución con 50 µl de buffer de lisis de RIPA (Santa Cruz 

Biotechnology, No. sc-24948, Santa Cruz, CA, EUA), que contenía 4-(2-aminoetil) 

bencenosulfonilo fluoruro,  pepstatina A, E-64, bestatin, leupeptina, y aprotinina como 

inhibidores de las  proteasas. Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 3000 rpm 

durante 15 min a 4°C. Se determinó la concentración de proteínas totales utilizando un 

ensayo comercial (proteína de  ensayo RC DC, Catálogo 500-0119, Bio-Rad, Hercules CA, 

USA). Se cargaron 50 microgramos de la muestra en diferentes carriles de un gel de 

poliacrilamida al 10% de SDS, que se sometió a electroforesis en condiciones reductoras. 

Posteriormente, las proteínas se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno 

(Bio-Rad), y se bloquearon con leche en polvo descremada al 5 %  en PBS (Tween, 20 al 

0.1%) toda la noche a 4°C.  

Las membranas se incubaron con anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra 

P2X1 (cat. APR-001), P2X2 (cat. APR-003), y P2X3 (cat. APR-016, 1:200, Laboratorios 

Alomone, Jerusalén, Israel), durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario, IgG de cabra anti-conejo 

conjugados con peroxidasa de rábano picante, (1: 5000), durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Los Western blots se revelaron con reactivo quimioluminiscente intensificado 

(Luminol, Santa Cruz Biotechnology, cat. sc-2048 CA, EUA) y papel fotográfico 

(Amerscham Hyperfil, ECL, Cat 28-9068-35, Buckinghamshire, UK). Los blots de los P2X 

se analizaron mediante densitometria leyendo densidades ópticas (arbitrarias) con un 

paquete computacional (Kodak Digital Science ID software  versión 2.03 Eastman Kodak, 

New Haven, CT, EUA). Se incubo un anticuerpo monoclonal de ratón α-actina (Sigma, 

1:2.500) como control de carga para las proteínas. Para determinar la especificidad de la 

inmunomarcación, se utilizó el antígeno para saturar el anticuerpo primario. 
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Fármacos 

Sal disódica de 5´-trifosfato de Adenosina (ATP), sal tetralitio de 5´[-thio] trifosfato de 

adenosina (ATPS), sal disódica de suramina, reactivo azul 2 (RB2), sal tetrasódica  de 

piridoxal fosfato-6-azo(benzeno-2,4- acido di sulfonico (PPADS), 2 ', 3'-O-(2,4,6-

trinitrofenl) sal trisodica de 5´-trifosfato de adenosina monolitio (TNP-ATP), 8-ciclopentil-

1,3-dimetilxantina (DPCPX), N- etilmaleimida (NEM), indometacina, cloruro de litio, 

metoxiverapamil (D-600), nifedipina, 8-(Dietilamino)octil-3,4,5-trimetoxibenzoato 

hidrocloruro (TMB-8) y cafeína fueron obtenidos de Sigma (St. Louis. Missouri, EUA). 

SKF 96365 fue adquirido de Biomol (Plymouth Meeting, PA, EUA). El 2-[2-[4-(4-

nitrobenziloxi)fenill]etil] isotiourea mesilato (KBR 7943) y el SN-6 (2-[[4-[(4-

nitrofenil)metoxi]fenil]metil]-4-tiazol dinocarboxilico ácido etil ester) se obtuvieron de 

Tocris Bioscience (Ellisville, MO, EUA). El fura-2/AM, KBR7943, DPCPX, fueron 

disueltos en DMSO. 

Análisis estadístico.  

Las diferencias en las respuestas de contracción y las [Ca2+]i fueron evaluados mediante 

la utilización de pruebas t de Student pareada o no pareada, (ANOVA) de una vía o análisis 

de varianza de mediciones repetidas seguido de la prueba de Dunnett´s o comparaciones 

múltiples de Tukey-Kramer. Para evaluar la curva concentración-respuesta del ATP, 

ATPS con y sin indometacina se obtuvo la CE50 mediante análisis de regresión lineal del 

logaritmo de la concentración vs el porcentaje de la respuesta. . La significancia estadística 

se fijó a una  p<0.05 bimarginal. Los resultados tanto en el texto como en las figuras son 

expresados como promedio ± error estándar de la media (ESM), la n corresponde al número 

de células y solo un experimento fue realizado por animal. 
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RESULTADOS 

Estudios in vitro.  

El ATP induce contracción a través de la producción de tromboxano A2: Papel de los 

receptores P2Y. 

En músculo liso traqueal de cobayo, el ATP (1, 10, 100 y 1000 μM) produce una 

contracción dependiente de la concentración con una CE50 de 11.4 µM (Fig. 3, n= 5-9). El 

ATPγS (n=4-8) también induce una contracción con la misma potencia (CE50 de 8.7 µM). 

La inhibición de la síntesis de prostaglandinas con indometacina 1 µM bloquea 

completamente la contracción por ATP a concentraciones menores a 100 µM, pero se 

observa una pequeña contracción en las cadenas traqueales a 1 mM de ATP. Estos 

resultados corroboran que la respuesta de contracción inducida por el ATP en el músculo 

liso traqueal de cobayo es indirecta ya que es bloqueada por la indometacina e involucra la 

producción de prostaglandinas broncoconstrictoras (trombonano A2), como anteriormente 

había sido reportado por Advenier y col., 1982. 

 

Figura  3. Efecto del ATP  y del ATPγ-S con y sin indometacina en el músculo liso traqueal de cobayo. El 

ATP  (n= 5-9) y ATPγS (n= 4-8;  análogo no hidrolizable  del  ATP) produce una contracción  dependiente de 
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la concentración mostrando la misma potencia y eficacia, indicando que  la contracción es por ATP y  no por  

sus metabolitos.  La indometacina  (1 µM , n = 5-8)  inhibe completamente la respuesta por ATP desde 1 a 

100 µM  y se mantiene solo una  contracción  marginal a 1 mM,  indicando  que la contracción inducida  por 

ATP  es mediada principalmente por la producción de prostaglandinas.  Los símbolos representa  la media ± 

SEM. 

  El papel de los receptores P2X y P2Y en la contracción inducida por el ATP, fue 

evaluado mediante la utilización de  antagonistas de estos receptores. 

Primero demostramos en este tejido, que la primera y segunda respuesta consecutiva de 

ATP  (100 µM, con una duración de 1 hora entre cada respuesta, n =6) no fueron  diferentes 

(Fig. 4). Las respuestas contráctiles inducidas por ATP fueron disminuidas 

significativamente por suramina (100 y 300 µM, ~ 31 %, n= 6) y con RB2 (100, 300 µM, ~ 

57 %, n= 8), mientras que el PPADS (30 µM, n= 6) no modificó esta respuesta (Fig 4). 

Adicionalmente,  la incubación con DCPCX (100 nM, n= 5) no modificó la contracción por 

ATP resistente a suramina (datos no mostrados). 
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Figura 4.  Efecto de los antagonistas de los receptores purinérgicos (P2) en la respuesta de contracción 

inducida por 100 µM de ATP en anillos traqueales de cobayos. A) La segunda respuesta de contracción a 

ATP no fue diferente a la primera, demostrando que el fenómeno de desensibilización no está presente en 

nuestras condiciones experimentales. En los paneles B y D se muestra que la suramina (SUR, n= 6) y el RB2 

(n= 6) reducen significativamente la contracción inducida por ATP. El PPADS (30 µM) no modificó la 

respuesta al ATP. (panel C). Se utilizó la prueba t de Student  para datos pareados, ya que cada grupo 

experimental fue comparado con su propio control *p<0.05, **p<0.01. Las barras representan la media ± 

ESM. 
 

Mediciones simultáneas 

 El incremento de [Ca
2+

]i inducidos por el ATP no participan en la contracción: Papel de 

los receptores P2X y P2Y. 

Con el propósito de  explorar el papel del Ca2+ durante  la contracción inducida por el ATP 

en tiras de músculo liso traqueal de cobayo, realizamos mediciones simultáneas de 

contracción y Ca2+ intracelular.  
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La aplicación de 100 µM de ATP (n=3) induce un cambio en la [Ca2+]i , constituido por 

un rápido incremento, que denominamos como Pico de Ca2+ ( 0.0314± 0.0049, F340/380). 

Esto fue seguido por una elevación sostenida de Ca2+, la cual describimos como meseta 

(0.041 ± 0.004, F340/F380, fig. 5). Estos incrementos en las [Ca2+]i van acompañados por 

una contracción del músculo liso. Una segunda estimulación con ATP produce un pico 

similar de Ca2+ (0.0520±0.0340,F340/F380) y una meseta (0.0493±0.0349, F340/F380). 

Cuando las tiras de músculo son incubadas con 1 µM de indometacina, la contracción 

inducida por ATP (n=4) es inhibida; pero no se produce cambios en los picos de Ca2+ 

(0.0368±0.0061 (F340/F380) vs valores control (0.0360±0.0060, F340/F380). Sin embargo 

la meseta fue significativamente disminuida (p<0.05) en presencia de indometacina 

(0.0137±0.0032, F340/F380) vs valores controles (0.0349±0.0050,F340/380).  

       

Figura 5. Registros originales de mediciones simultaneas de las [Ca2+]i y la contracción en tiras de músculo 

liso traqueal de cobayo. A) El ATP induce incrementos bifásicos de las [Ca2+]i, constituidos por un pico y una 

meseta, acompañados por una contracción. Una segunda estimulación con ATP produce una respuesta 

similar. B) Cuando las tiras de músculo liso  son incubadas con indometacina (Indo) la contracción inducida 

por ATP es bloqueada. Los incrementos de [Ca2+]i no se afectan, sin embargo la meseta disminuye 

significativamente con respecto al control. 

La eliminación del epitelio de las tiras impide la contracción inducida por ATP y 

paradójicamente, produce un efecto de relajación (134,9 ± 20,2 mg, n=3) 

sin afectar al pico y a la meseta de Ca2+ (Fig. 6). 
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Figura 6. Registros originales de mediciones simultaneas de las [Ca2+]i y la contracción en tiras de músculo 

liso traqueal de cobayo. La eliminación del epitelio de las tiras del MLVA inhibe la contracción inducida por 

ATP y sorpresivamente, produce un efecto de relajación, probablemente por estimulación directa en el 

músculo liso. El pico y la meseta de las [Ca2+]i no se modifican.  

 

Medición de las [Ca2+]i en células recién disociadas. 

El ATP activa al NCXREV vía receptores P2X: Papel en el rellenado de Ca
2+

 del RS 

En célula única de músculo liso, la estimulación con ATP induce un pico de Ca2+ 

transitorio y una meseta que es dependiente de la concentración (n=4), estos incrementos en 

las [Ca2+]i no son modificadas por indometacina (n= 6). La meseta solo se observa a los 

estímulos de 100 y 1000 µM de ATP (Fig. 7), Cabe destacar que la indometacina  

completamente anuló la respuesta de contracción en el tejido completo. Por lo tanto, el 

incremento de Ca2+ citosólico parece no estar asociado a la contracción inducida por el 

ATP  en el tejido traqueal. 
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Figura 7.  Efecto de la Indometacina (Indo, 1 mM)  en la curva concentración respuesta de ATP en células  

traqueales de cobayo. A) se observa un registro original que muestra como el ATP induce incrementos de 

[Ca2+]i dependientes de la concentración. En los paneles B, C y D se muestra que la indometacina no 

modifica el pico y la meseta en los incrementos de las [Ca2+]i  inducidos  por el ATP. 

 

 El incremento de Ca2+ inducido por el ATP 100 µM (325±69 nM, n= 17) fue 

completamente inhibido por 100 µM de suramina (antagonista de los receptores P2X y 

P2Y, n= 4, p< 0.01), también fue disminuido significativamente por 100 µM de RB2  

(antagonista de los receptores P2Y, ~57%, n= 7, p<0.01) y por 30 µM de PPADS 

(antagonista de los receptores P2X, ~ 40%, n=6, p<0.01). Esta inhibición fue reversible ya 

que al volver a estimular con ATP, sin la presencia de estos antagonistas, el incremento de 

Ca2+ intracelular fue parecido al control (Fig. 8). Existen antecedentes que la suramina 

puede afectar la respuesta de los receptores acoplados a proteína G (Chung  2005), nosotros 

encontramos que  100 µM de suramina  no afecta la respuesta a 10 µM de Carbacol (n=5, 

dato nos mostrados) descartando tal efecto en nuestro modelo experimental. Además, 
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utilizamos KB-R7943 (10 µM, n=6), SKF 96365 (30 µM, n=5) y TNP-ATP (100 nM, n=6), 

los dos últimos  disminuyeron significativamente los incrementos en las [Ca2+]i  de 450±52 

a 280±30 nM (~37%, p<0.01) y de 468±106 a 357±100 nM (~28 %, p< 0.01), 

respectivamente.  

 

 

Figura 8. Efecto de la suramina (SUR, antagonista P2X y P2Y, panel A), RB2 (antagonista P2Y, panel B), y 

PPADS (antagonista P2X, panel C) en los incrementos del [Ca2+]i inducido por ATP. La incubación con SUR 

prácticamente inhibe los incrementos de [Ca2+]i inducido por el  ATP. El RB2 (~57%), PPADS (~40%) y el 

KB-R7943 (~22%) reducen parcialmente los incrementos de Ca2+ inducidos por ATP.  * P <0.05, ** p <0,01. 

Con el fin de corroborar que el RB2 estaba bloqueando los efectos del ATP a través de 

los receptores metabotropicos P2Y, las células fueron incubadas con  NEM (30 µM), para 

desacoplar a las proteínas G y con TMB-8 (50 µM) para inhibir la liberación de Ca2+ 

mediada por el receptor de IP3. Ambos fármacos disminuyeron (~44%, n=4 y ~54 %, n=4, 

respectivamente, p<0.01) los incrementos de las [Ca2+]i inducidos por el ATP, de forma 
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muy similar a la observada cuando se incubo con RB2 (~54%), lo cual nos sugiere la 

participación  de los receptores P2Y y la vía de la PLCβ- IP3 en estas respuestas (Fig. 9). 

Además, la incubación con TMB-8 y PPADS bloquea completamente los incrementos en 

las [Ca2+]i producidos por el ATP (Fig. 9b, d), estos resultados confirman que el remanente 

de las respuestas debido a la inhibición del receptor de IP3, corresponde a la activación de 

los receptores P2X. Adicionalmente, realizamos experimentos en medio sin calcio 

extracelular aplicando ATP 100 µM a las células de músculo liso traqueal. Esta maniobra 

se realizó para corroborar que el incremento de [Ca2+]i solo fuera del Retículo 

Sarcoplásmico (RS), ya que el ATP activaría a un receptor P2Y el cual activa la vía de la 

PLCβ, produciendo IP3 y este libera el Ca2+ del RS cuando se une a su receptor. Se observó 

que la administración de ATP en medio sin Ca2+ produjo un incremento de las [Ca2+]i 

mucho menor (~57%, n=6, p<0.01, fig. 9c, d) al observado en un medio con Ca2+. 

                          

Figura 9. Los incrementos de [Ca2+]i inducidos por el ATP son a través de la activación de los receptores P2 

en miocitos traqueales de cobayo. En los grupos A y B se observa que  la N-etilmaleimida (NEM, 

desacoplador de proteínas G) y TMB-8 (antagonista del receptor IP3) disminuyen (~44%, ~46%, 
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respectivamente) los incrementos de las [Ca2+]i inducidos por el ATP, indicando la participación de los 

receptores P2Y en la respuesta a ATP. La incubación de TMB-8 y PPADS inhibió completamente los 

incrementos de las [Ca2+]i inducido por ATP, confirmando que la activación de los receptores P2X están 

involucrados en esta respuesta. En el panel C se observa una disminución de los incrementos de Ca2+  

inducidos por ATP  en un  medio sin Ca2+ (~ 57%). Después de la respuesta a ATP corroboramos que el RS 

no estuviera vacio, estimulando con cafeína, la cual produjo un incremento transitorio en las [Ca2+]i. ** p 

<0.01 

También se incubaron a los miocitos con D-600 (30 µM) el cual no modifico los 

incrementos de Ca2+ inducidos por el ATP (valores control, 311± 57  

vs valores D-600, 312 ± 55 nM, n = 4). Con estos resultados descartamos una supuesta 

participación de los canales de Ca2+-tipo L en las respuestas de Ca2+ producidos por el 

ATP. 

Por otro lado, ya establecido que los incrementos de las [Ca2+]i inducidos por el ATP en 

células es a través de receptores P2X y P2Y, tratamos de explorar cuales son los 

mecanismos activados por el ATP en los miocitos para incrementar los niveles de Ca2+ 

citosólico y cuál es la funcionalidad de este Ca2+, que parece ser independiente de la 

contracción del MLVA. Uno de los posibles mecanismos del ATP es activar el modo 

reverso del intercambiador Na+/Ca2+ a través de los receptores P2X y su posible 

participación en el rellenado de Ca2+ del RS.  

Para demostrar que el ATP estimula la activación del NCXREV en nuestras células de 

músculo liso, primero demostramos la presencia funcional de esta proteína. En estas 

células, las substitución de NaCl y NaHCO3 por LiCl induce un incremento de las [Ca2+]i 

(386 ± 84 nM) que corresponde a la activación del NCXREV. Este efecto es bloqueado 

completamente por el KB-R7943 (n=3) demostrando que este incrementos en las [Ca2+]i es 

debido al NCXREV. También tratamos de bloquear al NCXREV con un nuevo inhibidor, el 

SN-6, este fármaco a concentraciones de 3 y 10 µM no modifica las respuestas  por el 

NCXREV, pero observamos que a 30 µM existe una reducción de ~17 %. Por lo anterior, 

podemos concluir que el SN-6 no es un inhibidor apropiado del NCXREV en células de 

musculo liso de vías aéreas. Para poder analizar dos respuestas sucesivas del NCXREV 

tuvimos que determinar cuál sería el tiempo necesario para poder obtener dos respuestas lo 

más similares entre ellas.  Las células son estimuladas al momento 0 y 9 minutos (min) 

después (n=6) con LiCl y esta ultima respuesta fue expresada como porcentaje a la 
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observada a los 0 min (control). Como se observa en la Fig 10a, b, la respuesta a los 9 min 

se recupero ~87% de la respuesta control. Por lo tanto, en los siguientes experimentos  

evaluamos el efecto de ATP (100 µM) en el NCXREV, mostrando que  el ATP incrementa 

significativamente (p<0.01) el NCXREV, como se muestra en la fig 10c, f,  probablemente a 

través de la activación de los canales catiónicos inespecíficos (vía P2X) los cuales 

aumentan las concentraciones intracelulares de Ca2+ y Na+, favoreciendo el cambio del 

NCX de su modo normal al reverso. Esta situación explicaría el efecto del ATP sobre el 

NCX. 

Con el propósito de demostrar la participación de los receptores P2X en el efecto del 

ATP, utilizamos PPADS (30 µM, antagonista de los receptores P2X). Sin embargo, 

encontramos que este compuesto inhibía al NCXREV (hallazgo no reportado), por lo que no 

se pudo utilizar en estos experimentos.  Por lo tanto, utilizamos un compuesto inespecífico 

que bloquea a todos los canales catiónicos inespecíficos, el SKF-96365 (30 µM, n=7). La 

incubación de los miocitos con SKF-96365, completamente anuló el incremento del 

NCXREV inducido por el ATP (Fig. 10 d, f, p<0.05), sugiriendo la probable participación de 

receptores P2X en este fenómeno. Esto último lo corroboramos utilizando TNP-ATP (100 

nM, antagonista selectivo para P2X1, P2X3 y P2X2/3). La pre-incubación con este antagonista 

también inhibió al NCXREV (Fig. 10e, f, n=7, p< 0.05) sugiriendo la participación de al 

menos alguno de estos tres subtipos de P2X. 
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Figura 10. Efecto del ATP sobre el NCXREV en células de MLVA de cobayo. A) Se puede apreciar que la 

substitución del NaCl y NaHCO3 por LiCl produce un incremento en las [Ca2+]i que corresponde a la 

activación del NCXREV (control). Los miocitos se estimularon nuevamente con LiCl a los 9 min y la respuesta 

al LiCl fue de ~87% con respecto al control. B) Análisis estadístico de las respuesta producidas por el 

NCXREV.C) Se observa que el ATP aumenta la respuesta del NCXREV. D), E) Muestran el efecto del SKF-

96365 (antagonista de canales catiónicos inespecificos) y del TNP-ATP (antagonista de receptores P2X1, 

P2X2, P2X3,) sobre el aumento de la respuesta del NCXREV inducida por el ATP. F) Análisis estadístico 

*p<0.01, †p<0.01. 
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Los resultados anteriores indican que el incremento de las [Ca2+]i inducido por el ATP 

en miocitos es a través de diferentes mecanismos y que este Ca2+ no participa en la 

contracción del MLVA. 

Existen antecedentes de que la fase reversa del intercambiador Na+/Ca2+ podría 

promover el rellenado del retículo sarcoplásmico (RS) para favorecer la contracción a 

estímulos sucesivos (Hirota y col., 2007), por lo tanto, investigamos la posibilidad de que el 

aumento en las [Ca2+]i inducido por la activación del NCXREV podría participar en el 

rellenado de Ca2+ del RS. Para explorar esta alternativa, medimos indirectamente la 

actividad de la ATPasa del RS en células de músculo liso traqueal de cobayo (Carbajal V y 

col.,  2005). Para tal efecto, utilizamos el cociente S2/S1, (S1, primer estímulo con cafeína, 

S2, segundo estímulo con cafeína; ver detalles en la figura 11). Encontramos que bajo 

nuestras condiciones experimentales el cociente S2/S1 fue de alrededor de 0.74± 0.06, 

(n=5, Fig 11a, d),  es decir, después de vaciar el RS de su contenido de Ca2+ disponible, se 

obtuvo un 74% de llenado de Ca2+ de estas pozas. Cuando se activó la fase reversa del 

NCX, 4 min antes de S2, encontramos que el cociente S2/S1 se incrementó 

significativamente a (1.17±0.06, n=6, p<0.01; Fig 11b, d), es decir, un 43% más que su 

respectivo control. Estos resultados demuestran que el NCXREV favorece el rellenado de 

Ca2+ del RS.  

Por otro lado, también investigamos si el incremento de las [Ca2+]i inducidos por la 

activación del receptor P2X estaba participando en el rellenado de Ca2+ del RS. Para 

demostrarlo, nosotros bloqueamos el receptor P2Y con RB2 (100 µM) y bajo estas 

condiciones encontramos que el ATP (100 µM) incrementa el cociente de S2/S1 

(1.15±0.04., n=6; Fig. c, d). El aumento de este cociente inducido por la activación del 

receptor P2X fue bloqueado por el KB-R7943 (10 µM, 0.98±0.06, n=5), y cuando 

inhibimos la activación del receptor P2X con suramina (100 µM, n=4) se previene el efecto 

del ATP en el rellenado de Ca2+ del RS (Fig. 11d), esto nos demuestra que el receptor P2X 

participa en este fenómeno de rellenado. 
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Figura 11. Efecto del P2X y del NXCREV en el rellenado de Ca2+ del RS en células de MLVA de cobayos. A) 

protocolo experimental para evaluar el rellenado de Ca2+ del RS con cafeína (~ 69%) B) Efecto del NCXREV 

en el rellenado de Ca2+ del RS. C) Efecto de la activación de los receptores P2X por el ATP (100 µM, en 

presencia de RB2 100 mM) en el rellenado del RS. D) El análisis estadístico muestran que NCXREV 

incrementa significativamente el rellenado del RS (expresado como cociente S2/S1) en relación al grupo 

control (n= 5). Además, este cociente también se incremento significativamente por la activación de los 

receptores P2X y disminuyó significativamente cuando el NCXREV fue bloqueado por KB-R7943  (10 µM). 

La inhibición de los receptores P2X con suramina (100 µM) bloqueo el efecto del ATP en el rellenado de 

Ca2+ al RS. **p<0.01 comparado con el grupo control,  †p<0.05, ††p<0.01 comparado con el grupo de RB2 + 

ATP. 

A raíz de los resultados anteriores, decidimos evaluar, en órganos aislados si el NCXREV 

podría estar participando en la contracción inducida por ATP. Lo primero que realizamos 

fue evaluar la respuesta de contracción por ATP (n= 10, para los primeros tres estímulos 

sucesivos y n= 4 para el último estímulo) el cual no mostro diferencias entre ninguno de los 

4 estímulos. Sin embargo la  inhibición de la entrada de Ca2+ por el intercambiador en su 

forma reversa por KB-R7943, (n= 9 para los tres primero estímulos y n= 4 para el último 

estímulo) reduce progresivamente la segunda, tercera y cuarta respuesta de contracción 
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inducida por ATP (p<0.01, fig. 12). Estos resultados demuestran que durante la contracción 

inducida por el ATP se esta activando al NCXREV y que la entrada de Ca2+ vía este  

intercambiador  provee una fuente de Ca2+ para rellenar al RS.  

 

 

Figura 12. Efecto del KB-R7943 (10 µM) en los estímulos sucesivos por  ATP (100 µM) en anillos 

traqueales de cobayo. Las 4 respuestas sucesivas a ATP no fueron diferentes entre ellas. El KB-R7943 inhibió 

significativamente la contracción inducida por el ATP en la segunda, tercera y cuarta estimulación. p <0,01. 

Los ejes Y-X ajustar los tamaños de las letras y números a las figuras anteriores. 
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por el ATP. Sin embargo, realizamos algunos experimento y descartamos esta posibilidad 

cuando observamos que el KB-R7943 no modificó las corrientes de calcio en los miocitos 

traqueales (Fig. 13b) y solo disminuye ligeramente la contracción del músculo liso por el 

KCl (n= ~10%, n= 5, p<0.05; Fig. 13A). Sin embargo, cuando incubamos a las células con 

nifedipina las corrientes de Ca2+ fueron casi anuladas en su totalidad (Fig. 13B), por otra  

parte cuando el tejido en órganos aislados es incubado con D-600, la contracción inducida 

por el KCl es completamente bloqueada. (Fig. 13A). Estos resultados comprueban en 

nuestro modelo experimental que el KB-R7943 no modifica las corrientes de calcio en 

células cultivadas de músculo liso traqueal y disminuye ligeramente la contracción 

muscular inducida por KCl en anillos traqueales de cobayo.  

 

 

Figura 13. A) Efecto del KB-R7943 (bloqueador del NCXREV), nifedipina y D-600 (bloqueadores del canal 

de Ca2+ tipo L) en la contracción inducida por KCl (60 mM) y en las corrientes de Ca2+ del MLVA del 

cobayo. B) El KB-R7943 no modificó la corriente de Ba2+ pero disminuyó ligeramente la contracción 

inducida por KCl (p<0.05, ~10%). Sin embargo, la nifedipina (Nif, n= 6), disminuyó significativamente las 

corrientes de Ba2+ y la contracción inducida por KCl. El D-600 bloqueo la respuesta de contracción por KCl. 
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Caracterización de los receptores P2X en el MLVA a través de Western blot. 

Los receptores P2X1, P2X3, se localizan principalmente en el MLVA de cobayo. 

Los análisis de densitometría realizados a los Western blot mostraron que de los tres 

receptores P2X explorados, P2X1 y P2X3 son los principales receptores que se localizan en 

el músculo liso de vías aéreas de cobayo y que el P2X2 parece ser el de menor expresión en 

este tejido (Fig. 14).  

 

 

Figura 14. El panel izquierdo, representa las bandas de receptores P2X1 (~50 kD), P2X2 (~75 kD) y P2X3 

(~55 kD), indicado por las flechas. Los kD son expresados de acuerdo a las especificaciones de los 

anticuerpos comerciales. α-actina (40 kD) es utilizado como control de carga de las proteínas. La imagen de la 

derecha muestra los datos de las densitometrías obtenidas del análisis de los Western blots para los receptores 

P2X en el MLVA de cobayo** p <0,01. 
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DISCUSION 

El hallazgo principal de este estudio es que, en el músculo liso de las vías aéreas del 

cobayo, el ATP activa al modo reverso del intercambiador Na/Ca2+ a través de la apertura 

de los receptores-canal P2X, en particular de los receptores P2X1 y P2X3; ambos 

mecanismos favorecen el rellenado de Ca2+ del retículo sarcoplásmico. Se sabe que el ATP 

es el único agonista capaz de activar a los receptores-canal P2X y este estudio es el primero 

en demostrar su papel en el rellenado de Ca2+ del RS. Este proceso probablemente facilite 

la disponibilidad de Ca2+ para la acción de los agentes broncoconstrictores que actúan a 

través de la vía de señalización PLCβ-IP3. 

La contracción del músculo liso de las vías aéreas inducida por ATP ha sido 

ampliamente descrita en múltiples especies animales, incluyendo a los humanos (Bergner  

& Sanderson, 2002, Fedan y col., 1994, Kamikawa y col., 1976, Michoud y col., 1999, 

Mounkaïla y col., 2005). En el cobayo, está respuesta es dependiente del epitelio y requiere 

de la formación de prostaglandinas y tromboxanos (Adevenier y col., 1982, Fedan y col., 

1993). Por medio de la técnica de mediciones simultáneas, corroboramos que el ATP 

induce un incremento de la [Ca2+]i y una contracción del músculo liso traqueal. Esta 

contracción es un efecto indirecto mediado por prostaglandinas provenientes del epitelio y a 

la elevación de la [Ca2+]i durante la meseta. Sin embargo, esta contracción es independiente 

del incremento de la [Ca2+]i inducido por la estimulación directa de los receptores 

purinérgicos del músculo liso, como quedó demostrado con el uso de indometacina y la 

remoción del epitelio, en dónde ambas maniobras bloquearon la contracción por ATP pero 

no el aumento de la [Ca2+]i . Este resultado se reforzó con los experimentos en célula única, 

en los que el incremento de la [Ca2+]i inducido por ATP no se alteró al usar indometacina. 

En resumen, el ATP induce aumento en la [Ca2+]i: indirectamente, probablemente actuando 

a través del epitelio y directamente sobre el músculo liso. El efecto indirecto del ATP 

induce contracción mediada por prostaglandinas (tromboxano A2).  A este respecto, se ha 

reportado que el tromboxano induce contracción e incrementos de [Ca2+]i en músculo liso 

de vías aéreas de bovino (Takata y col., 1999). La activación directa de los receptores del 

músculo liso parece estar relacionada con el rellenado de Ca2+ del RS y la relajación del 

tejido como fue demostrado por Montaño et al (2011). 
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Por otro lado, la remoción del epitelio de las vías aéreas del cobayo no sólo evitó la 

contracción, sino que, paradójicamente, indujo relajación. Basta decir que esta relajación 

inducida por ATP parece dependiente de prostaglandinas porque no se observó en la 

presencia de indometacina y es un efecto directo sobre el músculo liso porque persiste 

después de la remoción del epitelio. Recientemente Montaño y col. (2011) publicaron que 

la activación de los receptores P2Y, principalmente P2Y2 y P2Y4, por el ATP en MLVA de 

cobayo, puede producir prostaglandinas directamente en el músculo liso (independiente de 

epitelio) llevando a la activación de los canales de K+ dependientes de Ca2+ y los canales de 

K+ dependientes de voltaje. La activación de los canales de K+ ocurre a través de la 

activación de la vía del AMPc. Este reporte concuerda con lo descrito por Mounkaïla y col. 

(2005) en MLVA de rata donde sugiere que la relajación es inducida por la producción de 

prostaglandinas y la subsecuente activación de la PKA. 

En los experimentos de órganos aislados encontramos que la indometacina abatió la 

contracción inducida por ≤100μM de ATP; los receptores P2Y están parcialmente 

involucrados en esta contracción, pues tanto suramina como RB2 (antagonistas de los 

receptores P2Y) disminuyeron el efecto del ATP.  En contraste, un inhibidor de la mayoría 

de los receptores P2X, el PPADS no mostró resultado alguno. Parece que la contracción en 

el músculo liso traqueal de cobayo está mediada por receptores A1 (Farmer y col., 1988). 

Sin embargo, 8-ciclopentil-1,3-dimetilxantina (un antagonista del receptores A1) no 

modificó la contracción inducida por ATP  resistente a suramina (datos no mostrados); así 

se descartó la posible participación de los receptores A1 en esta respuesta. Una posible 

explicación para la contracción inducida por ATP  resistente a suramina y RB2, es que el 

ATP está activando receptores P2Y resistentes a estos antagonistas, como ha sido 

demostrado en otros tejidos (Barajas López  y col., 2000, Mendoza Fernandez  y col., 

2000). También en este rubro,  es necesario investigar más a fondo.  

El incremento en la [Ca2+]i inducido por ATP se ha asociado con la activación de 

receptores P2Y y P2X en las vías aéreas de diversas especies (Bergner & Sanderson, 2002, 

Govindaraju y col., 2005, Mounkaïla y col., 2005); pero, este es el primer reporte en el 

músculo liso de las vías aéreas del cobayo en el que se demuestra que ambos receptores 

purinérgicos son responsables del incremento de la [Ca2+]i inducido  por ATP. Los 

resultados de los experimentos con PPADS y SKF 96365 (redujeron en ~40% el 
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incremento de la [Ca2+]i) sugieren la posible participación de los receptores P2X. Para 

determinar el subtipo del receptor P2X que participa en este fenómeno, usamos TNP-ATP 

(un antagonista de receptores P2X1, P2X3, y P2X2/3 heterotriméricos). Esta sustancia es 

selectiva para los tres receptores a concentraciones ≤100 nM en células HEK 293 (Virginio 

C, 1998). En miocitos de tráquea de cobayo, encontramos que 100 nM de TNP reduce 

significativamente el aumento de [Ca2+]i inducido por ATP. En este contexto, 

corroboramos la presencia de receptores P2X a través de Western blots y establecimos que 

P2X1 y P2X3 son los más comunes en el músculo liso; esto sugiere que al menos en parte, 

el incremento de [Ca2+]i está mediado por la apertura de cualquiera de estos receptores  

P2X. El receptor P2X4 parece que no participa en el incremento de [Ca2+]i  inducido por 

ATP o tiene un papel marginal, puesto que la suramina, que no bloquea a este receptor 

(Burstock G, 2010),  casi anuló el aumento de Ca2+ intracelular inducido por la purina.  

Los receptores P2X son canales catiónicos no selectivos operados por ligando que al ser 

activados podrían incrementar sensiblemente la concentración subplasmalemal de Na+. Este 

incremento activaría al NCXREV, permitiendo la entrada de Ca2+ y la salida de Na+ 

(Blaustein & Lederer, 1999, Cai y col., 2007). Es por eso que la activación de los 

receptores P2X por el ATP podría modular al NCX. En efecto, establecimos que el ATP 

activa al NCXREV. Los hallazgos experimentales que sustentan esto son: (1) al bloquear al 

NCXREV con KB-R7943, disminuyó el incremento de [Ca2+]i inducido por ATP (Fig. 8); 

(2) la incubación con ATP antes de la activación del modo reverso del NCX, aumentó 

significativamente esta respuesta y este efecto fue abatido completamente cuando las 

células se preincubaron con inhibidores de los receptores P2X (Fig. 10) y (3) el ATP, a 

través de los receptores P2X, activa el rellenado de Ca2+ del RS que se bloquea 

parcialmente con KB-R7943 (Fig. 11). 

En experimentos realizados en músculo liso de tráquea de bovino, Hirota y col., ( Hirota 

& Janssen, 2007, Hirota  y col., 2007) concluyeron que los agonistas como la acetilcolina, 

la histamina y la serotonina activan al NCXREV para proveer Ca2+ para el rellenado del 

almacén. Nuestros resultados con células de tráquea de cobayo mostraron que el NCXREV, 

incrementa la actividad de la ATPasa del RS para rellenar el almacén. Además, 

encontramos que la activación de los receptores P2X también incrementa la actividad de 

esta bomba. Puesto que el ATP favorece NCXREV y estimula a los receptores P2X, 
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consideramos que esta purina incrementa el rellenado de Ca2+ del RS. Este resultado se 

corroboró con los experimentos de órganos aislados en los que las contracciones sucesivas 

inducidas por ATP disminuyeron significativamente con KB-R7943. 

Se han reportado acciones inespecíficas del KB-R7943, tales como la inhibición de los 

canales de Na+ dependientes de voltaje,  canales de Ca2+ tipo L y corrientes de K+ (Birinyi  

y col., 2005, Cai y col, 2007, Watano  y col,., 1999). Es, sin embargo, poco probable que 

cualquiera de estos efectos potenciales esté involucrado en las acciones del KB-R7943 que 

aquí se discuten. En este contexto, el músculo liso de las vías aéreas no tiene canales de 

Na+ dependientes de voltaje. En la tráquea de cobayo, solo las neuronas paratraqueales 

expresan esos canales. Estas células no podrían estar participando en la contracción 

inducida por ATP, porque la incubación con  3.1 μM de tetrodotoxina no modificó la 

respuesta a ATP (n=3, datos no mostrados). 

Con respecto a las Corrientes de K+, si el KB-R7943 bloquea a estos canales en el 

músculo liso de las vías aéreas, cabría esperar que ese efecto favorecería la contracción y 

sin embargo observamos una inhibición de la contracción en la presencia de KB-R7943. 

También se ha reportado que  KB-R7943 bloquea a los canales de Ca2+ tipo L en 

cardiomiocitos ventriculares de canino y en células tsA-201 (Birinyi  y col, 2005, Ouardouz 

y col., 2005), y este efecto podría afectar  la contracción inducida por ATP. Sin embargo 

encontramos que el KB-R7943 no alteró las corrientes de Ca2+ en los miocitos traqueales y 

disminuyó muy poco la contracción muscular inducida por KCl (~10%). Por lo tanto, 

nuestros resultados con KB-R7943 sugieren que la participación del canal de Ca2+ tipo L es 

mínima y que los efectos observados se deben primordialmente al NCXREV. Sin embargo, 

es probable, que ~10% del efecto del KB-R7943 sobre las respuestas sucesivas a ATP este 

mediado por canales de Ca2+ tipo L. No fue factible comprobar este postulado, ya que el 

SN-6, un inhibidor más selectivo del NCXREV (Iwamoto  y col., 2002), apenas modificó la 

respuesta observada con LiCl en los miocitos traqueales a concentraciones mayores a 30 

μM (~17%), sugiriendo que este reactivo es un inhibidor  débil del NCXREV en el músculo 

liso de las vías aéreas. SEA 0400 también es un inhibidor del NCXREV, pero solo está 

disponible en Japón.   
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En conclusión, nuestros resultados demuestran que el ATP: 

 (1) Promueve indirectamente la contracción del músculo liso al inducir la producción de 

prostaglandinas broncoconstrictoras, lo cual involucra receptores P2Y epiteliales; (2) 

incrementa la [Ca2+]i de manera independiente de las prostaglandinas al activar receptores 

P2X y P2Y en el músculo liso y este aumento en [Ca2+]i no participa en la contracción 

inducida por ATP y (3) activa a los receptores P2X1 y P2X3 y al NCXREV para rellenar al 

RS y facilitar la disponibilidad de Ca2+ para los agentes broncoconstrictores que actúan a 

través de la cascada de señalización PLCβ-IP3.  

El significado fisiológico de estos hallazgos es complejo, pero evidentemente el ATP  

parece tener sus efectos dependiendo del sitio en que se libera. In vivo, si el ATP es  sólo 

liberado cerca del epitelio (por plaquetas y células cebadas)  induciría la contracción 

indirecta sin producir rellenado de Ca2+ del RS. En apoyo a esta idea, se ha reportado que 

en preparaciones tráqueales perfundidas, la administración intraluminal de ATP (<10 μM) 

indujo contracciones notorias que fueron dependientes del epitelio y de prostaglandinas, 

mientras que el ATP no produjo respuesta alguna cuando fue administrado 

extraluminalmente (Fedan y col., 1993). En el caso de que el ATP se liberase directamente 

al músculo liso desde las varicosidades nerviosas (Burstock , 2010), cabría esperarse que el 

efecto principal fuera el rellenado de Ca2+ del RS y los dos mecanismos podrían suceder 

simultáneamente; sin embargo la demostración de estos eventos requieren de mayor 

investigación.  
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c::cnstic:tcnso:m::l b JOetfcc:rinl.laserotcrinl.llhis:.rrina. 
&... bs(CY'J sei'lc::t& 1 e ~tan ...em. 700 Mt ~a in:rern:oto 
de ea> genE!3Iafl:nnxi6n ~ ~CY' -calmoch.{m.. 
e1 cua1 .x::0va a 1a c:n:.sa c1e b c:dEn:t rga-a c1e 1a miosiu 
para CfR fosi:rle ,J b sern:. 19 de Ia c.:dEn.:t ligeta de Ia 
rriosila de 3) kOa. Estafosi::tixiCn pemir.e Cf.Je laA'TP..lsa 
de Ia rriosru se.a ac::t'vacb p:lf Ia adin:t para leva' a c:bo 
Ia COI IIr.l::ciOn ene1M.VA1 Nrri9rotien1». se ac:t'vaOIJ'a 
,;, de~ Ia Rl>o-On3s.> (ROCK). OXf3 mm 
es i'ucliv.Y a b tosia;asa ell?. Ia caden3 rgaa deb rniosna 
(M.~Un:l cf~(c.>J•<M!es-;nx,;,., 
ROO<. pemjjeR:Io q.Je Ia Ml.CP deSosilrie a Ia cadena 
rgera cbe b rniosna de 3> Kda y e1 rrilscuo se telaje. • Per 
lo DniO. los mec.Yii9"nos ~ de nun:ener las 
[Ca>len nYE!es basales~ un papel prim:ln:ial en Ia 
h:IIJECSaSlsdel MLVA. 

MECANISMOS QUE MANTIENEN EL eat• 
INTRACEWLAR EN NIVELES BASALES 

ExistM .lii'Mr'IOS trtS tr3nspol'bdortS t~H 
de ITilt'ltenet bs (CY')i en alredeclor de 100 nM: 1) Ia 
A TPasa de CJ,. de merriJr..lna pbsrni6ca (PMCA) que 
funciona lhlnsportando err· del citc:plasma hacia el 
mecOO extracelA,r, 2) Ia A TPas.:t de CY• de reticoo s..Y· 
copbsrrico (SERCA) que mnsporu Ca> del citoplasma 
~ interior del reticoo ~. Al1ixts prc~:einas 
utilizal AlP como fuente de enagia p;:va transport<¥ 
Ca> en contra del gaclief'l(e electroquimico:• y 3) el 
interc.Trtiaclor Na"/CY" en su iase norm:l (NCX). cuya 
funci6n ~ es SlCa( ea> del ci!opl.wro .. espacio 
extracelular e if'ltl'OCiucir Na" del esp.:teio extr3celular 
.. cifoplasma.. Exis.ten tal'blM. dentro del citopl3sna 
cehJ ar. varias proteinas que son consiclef3clas .:tmar· 
tiguxlores de Cl'" y. a su YEoZ. reset'VOrios del mi9"no 
CfJE' ayudan a 11\lntener las concentraciones basales de 
este ion. Dentro de estas se encuentra Ia bmilia de &as 
CJI11'1X1Uinas. anexinas y la calpJ.il.l. 10 

Acnolmente se COI"1S)cce(a al N:X c:orro uno de bs 
mecanisrros l1'lr.is import.YI!es para Ia reg!JaciOn del 
(Ca"'J en el MLVA. por 1o que en esta L"Mi6n nos en­
foo.nmos en i t 

MECANISMOS QUE AUMENT AN lA (Ca1>J 

Existen dos fuentesde ea> p.JI'..I ..JL,t.~.~.;:;.r L..J .. .;c.~ .. , 
lr3ciones intracelA:ns de C.:t> y son las siguientes: 

1) 8 teticuo sarooplisrnico (RS). es e1 resENOrio rnis 
if11XliU'Ite de~· en el Ml VA. En su interior. el Ca> 
oicanz:a c::onceniJ'aCio de~ 10 mM." contras.t;njo con 
los 128 nM del medio cit~ico. La ICeraciOO de 
este ion se inicia por Ia ac:tivaciOn del re.::epor de IP l y 
del re.::epor de rianodina. 8 IP l actUa como ll1 seg.rado 

mensajero mediante Ia uniOn a su receptor ~rico 
stuado en Ia meni:lr..lna del re-tKuo S<Wtq)lastnico y 
procb::e Ia fberaciOO de ~· alrocen3clo en este org.r 
neb. generandoco~rrusc:U.:tr.~158i'lcremento 
de (C.:t"'J .:tCI5va al receptor de rianocfna p.:tl'3 b cilit.:tr Ia 
apemra de canales iOnicos merrtwanal<es. 2) La 00'3 
fuente es el Ca"' extracelAar ([C<r)e) que i'lgesa .:tl 
interior de Ia c::@ltJa a craves de diferentes c.T\ales mem­
bra\lles tales como: los canales de Ca"' dependientes 
de volt.lje (VDC). bs cana"Es regulados por e1 receptor 
o cal.lles cXOOicos inespecificos (ROC} • y los C3\lles 
de entr3da capacibtiva u c:perados por el reticuo sar­
cc:plasnlco (S0C).'1•1• Adem.ls de estos mecani9"nos 
~n se encuentr3 el interc.TI'bildor Ce Na'IC:Y" en 
su lase~ (NCX.,). cuyafunciOn es sacar N3' de 
Ia taula e introli.Jcir Ca"' . 1•JO 

INTERCANBIADOR Na·~ 

8 NCX es t.na proteina que se loc:tliza en b met'ltlr.r 
,. plasmi1i<J do Ia ""l'>ri• c• oii.Jias & 1 ug:<Wno. 
Su i\rlciOn pri~ es sacar oo cor- del c:itoplasma .:tl 
espacio extracelular e intnxl~ tres Na· del esp.:teio 
extr.tcelular ~ citq)lasma, sin gasto de A TP, utiliz<n:lo 
Ia carga neta pos'tiva del Na·. 

Desde los IJ"ab.:tjos de RngEr en 1883 y Daly ef il en 
1921 es bien conocido CJ,Je Ia c::orv:rac:ciOn del mUscuo 
can:iacoesti cirecGrnerlte tebcicrucb a Ia ccnc::eM'aCiOn 
de jc.Y')e e iwersarnerlte asocixlo oon Ia ccnc::et"ll:l' 
de N3' extrac::eUar QNJ' )e). a1» WJI:lr.lnjt « il en 1948 
c:bsevaro"' cpJe Ia c::cntrao:icn del rrizsc.locan:b:oestal::l.l 
asoci3da a 1.1'1 c::ocief'le en1re el (C.:t>~]eypop.JSiero-1 
un nnsporoda, d::nde b cflSirinuc:iOn del NJ• pen1'0e Ia 
e1:l".lCb de CY' al cl:opbsma entall.:tscardacas." Lls 
~~.:tea'CJ de Ia exis:-=nciadel irJtetc<m. 
tiador N3'A:.l"' se ctlo.Meron en b dE-cada de Soseo en 
rriocitoscard.x:os de cc:b.:t)ospor ReutEr e( a~.~ En este 
c::crtr.exto. ctros h estgado-es ~ porBaket,b:ab:lj:n­
doen~ooesde~~~~~~~ 
el siste"na ~ 0 inten:arrtiador N:t'.Ca"'.~ 
Posta1onnente. Gltsch e! aJ enoollba 011 en e1 mUscuo 
c.m.code ~<!Jf .. flljl de CJ> h>:io .. "'""' 
de lacEitJa Eta !)lqxlfCiOh ll a b NJ• intrac:eUar ({N3'J), 
es dec::ir. encOIIbaiOI un:t respuest:t R:ltti:pica positiva en 
~.,. ~J.:• ~ •:n ~ .• !'JEn!O i'Yraoelll.:trde este ion. :at..» 
~ c.~,o,:. .. ~...u "~ ha sXb detedacb 
~en IOdos los tefdos." 

CARACTERlSTICAS MOLECULARES DEL NCX 

Oesde Ia decacb de los 90. el estucio molecular del 
r-ex ha dejado ~ deso.tlierto inforrn.:tciOn abt.ncl.YI!e 
y crucial telacion:tda con su esb"uc:::1n y t'l.nciOn. Hast3 

~,-------------------------- ..... " ... ", .•.. _ .. ,.-
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s rromet~~:o. se han logado iclsflEfJcar l1'e$ ~ 
del fu~ e1 NCXI. pTnera iscil:mu en ser 
~ y donacb en el m:isoJo can:liaco de pefi'OS. 

asi corro en OI'CS tejiclos y tipos celulares:: el NCX2 se 
b::af:iza en esinogo: y el fCX3. el o.ol es ~ 
de genes difa eu>es. se b::3liza en e1 oeretro. misculo 
~ticoyM..VA-n·» 

llnici:tiiTIE!I'£iE U 5Uderido CJ.e el NCX ~ 11 seg-­
menros ~. ReOen se ha descrio que 
el tnerrarrtialilr del misruo Ci111aro .,.; foorodo 
p:r 938 ~ consfil..ijos en nueve seg:oaltOS 
~ Posee U'lii regiOn exuac:e\.Q NH, 
IEm'ln3l con 32 arrlnoicicbs. b ooal esti~ en 
et: ncHEnO <l"'''iro.ici:. 8 NCXp::Eee dos dc:mirios hi~ 
i5tic:os (f.Jeo:ateeo los tiagoeaos~ 
el dominio Ni,lem'inal posee cinco segl i~ tJalS­
~ {1-5) y el 00Cii4enninal esS b'mxlo 
p:r ruatrosegns ltC6 (6-Q). Ios cwles estin sep.raclos 
por ISla asa ftrac:el.br la'g3 de -500 aminoac:idos 
(iig.Jra 1 ). Esu a:sa intrac:eLD- con6ale ~to:s 
si:Os regJab:rios CJ.Ie no parecen ser rEq.Jericbs para 
ef ~ iCrico. ya (f.le se han reafizado ti1Jiacil>­
nes a &a asa macelular ~ el inrcantlio 
iCric::o. Si'l: er:rba'tp. en las pac:iones r+t, y COOH 
IS'n'inll del NCX existen dos secuencias tE$)E{dls de 
....W anlnOOcidos denorrinadas o 1 y c:a2. bs cwtes se 
~ consen.acbsen bs tres iso6omus de N:X. 
~ .. .,.,.., rtl1f in'!lM>nte "' !I """"""' ICrico. En el N:X Ia se.::uencia o l c:ontiene pane debs 
seg:ne.1t0s 2 y3 y U"'lasa ~los u~: Ia SEO.Jeneia a2 
ocnsiste de we poo:i6n del ~o lra.sreo.b a l<l 
1 y Ia p:wt-:-del GIG (11'1Cl6.1o de ~eu:Wa-glicina. 
b::afzado enn los fra!JTIE!"''S 1 y 8~ en el dorrinio 
CC()H. tenri\aL En Ia p:lf'tiCn Ni, terrnruJ. c:e:ca'IO ;l 
seg:nento ~ 5 se lcCaiza oo dcrrinio de 
20 ....-..oicidos hi:tofObicos y b.isic:os II¥1Udo regiOn 

X1P (irtibidcrdef in'~ del~). Tarbien 
exist~ ooa Z~:~~Ude ~aternafvo (ooa ixrna de Ia. 
~ina u ooa ¥ariante de anno..lcido de b p-oteina. 
naiiva),laa.ul seklcaliza.enlaasa n trac::EUar-.oercano 
~ clomrio ~ ~nal :,OU,JQ,)I 

REVERSIBI "AD E IN-IIEII>ORES lB. NCX 

lha de las caaaeristicas rn;is ~ del NCX. 
desde el 111iD de vista fi.nXn31. es su ~de 
ac:tu:tr en arrb:ts di"eo:ioles; elt.:.xor~ que • 
errina Ia dreo::iOt' hacia b. ani actUa es el' ga;:fente 
~del fltr y la ~zaciOnde la mem­
tr.nl pbsrri.&O:a 8 ~. oa1e 110 en las cu a:a£Ja:i:>l 1es 

intra~~deN.r. enla re#sa sutp~ (por 
<iebajodelane•b.,.,up~ ~I'C3l.l ~ Rerc.Jm. 
tiador). tieoe Ia: cap.xiclad de rewrtir Ia cfrecc:iCMo del 
N:.X. es decir. de hacerloh.nc:icnar en su mxlo revaso 
~). kl CUll j:rOii.Jciria q.Je el flt,fo de ca> se clirija. 
hac:ia el iruia de Ia c@Ua y el flujo de Nr rocia el 
e.x;:-:rior de Ia: trisml. Oicto de oua fOfl"'U. Ia: cfi'ecci)n 
;,a a Ia o.o1 se mover;) e1 Cl-'" esti clseTrinad:il ~~ 
c:ipllmente pet e1 gadierre de Nat . ~ I<W'I'tliEn 
depencle. en msoor mecfwia.. del gadi:nte de K· y c.r 
a D'aYEs de b tre'l"'l:w'.lna ~ (fgua 2).l1,».)( 

EnVisbdeb:~de Ia NC~enbhomeos­
ta:sisdel(Ca>J. sesi't~vaios ~.ti:b:esde esb 
..... Alprin$os. Ulili>OI3 o:mkti<b.(Jl<dioie:rnM!< 
es usada COI"''') m f3rrnaco anthperten.siwo. <1LJ"KfJe 
en Mi xico no se ut1za. Per ara parte, ese COf'll)UeStO 
inhibe varios uanspaladol es dependien:es de Na· 
corro el N:.XNrM· y NCX N.rfK• . .lUt En bs ai1os 90 
sedes.alrclaOoo irtlb dors-p •• •oen ~del 
NCX.c,.eii<Sffi943(2-(2:!-1f<n;~ 
isofurea rnesbo). La rrdeoJa de I<B-R/943 Eene ~ 
lec:tWbd depedeltdode b: ~ e iriliJe a1 NCX3 

" 
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3p'CIUTI3d.3mtntt 1m ~ mit qut t l NCX1 o tf 
NCX2.',.. Sin errb,ygo. este ~to es III@Spedfi.. 
co. ya(f.le aclernisde inhi:lir .11 ~an~ se une 
<:1 lranspOI'tldor de norepi'le{riro, blcq..ea .:tl reoep~or 
nicolfnico de .loetikxlliru,. .l los c..YI.lles de eat· {SOC y 
VOC,, K' y N.l' :•Rtcitnllf'T'IIfQ 1t sht1iz0 un nuiYO 
WMbicfor dtl NC.>t.v prcb.3do in031n'IM1t tn ~ y 
nlocitos c..vdiaoos.l.lnudo SEA0400 (2· '4-'{2.5-difluo­
roferil)'neloxi'fenoxi' -5-etoxian1ina~ elcwltiene rroyor 
pcuncilcpea I<B-RN43. yacpe suiC esde30-40nM 
y. > difertnoi.l del KB-R7943 (IC,. do 3! 10 ~M). l>l'ect 
noW~WtftaostclnQNI!tsor..........,.drr'lll'lilr~ 
les cu.Y'Ido se Us.J a oonoet"VJaciones n.YlOI'IlOI.ves . .._., 
Por lltii'I'O, hlce cuatro anos se des<noll6 el SN-6, un 
irtlibidor selectiw del NCX. cuya ICs:~ es de 2.9 !JM, ef 
cu.ll noes inespereiftco. ya q.Je no bloq.JN a Otl'OS ti~ 
dt I~ qut tl..olu~ al N.l' , K•, Ca"' o H' 
yen 1.1 acrualicbd esta sJtndo ~M'Itl'llt uliliLldo ... 

IMPORTAHCIA FISIOLOOICA DEL NCX EN SU 
FORMA REVERSA 

p.,.. """"" ,.....,. M 11¥1 gonorodo m•• nbojoo 
sobre el NCX; en cet.Jias exc:bbles oomo las de m.isculo 
liso cardiaco se ha report3do cp;e ck.l'3nte un potenci<i 
de acci6n se inc::tEn'lentan ten'pJf31mente las (N.r]i. 
revirtiendo Ia d reoc:iiln operaciorol del ftefc.1ml:li.ldor. 
qut rHIJI;a tn 1.a1ingrHO dt (,r. » UNI WZ. qut b con­
otntr3Ci6n dt N.l" clsmt1uyt en t1 lltenor de b OI!I~.U. 
el ~ re!Jier1e su acc:i6ny elfllfode Ca,. es 
diigido h:tciJ el exterior de &a cH.Jia ... &\ es1e tejido. ef 

c.'/fi~ ...,. • ••••• •• •••• • NC.X N'i'ICo,. NCJt NI'..C." 
MoOo IIOmlll MociO ltvtnO -···· ..... 

FlgUra 2. Fl.n::ton del h~bladcr t<l.l'ICJ.'" (NCX NYIC3'") 
en w rrooo nonn:t1 y re\'el$0. 

" 

incnmlnto de (C,a)']l OCUrTt per l.l.1et.Y~6n cit bs V0C 
y ef NCX........ Este incr~de l~')i es responsal:lle 
de ac:Uvar ta llleraci6n de e:r· del RS p:lf' los caroles 
de RYR. mediant.? m evento clenonlnado , iberac::iOn 
de c~· inducida por C.l"'".»e Estes mec..Y~ismos p..r 
rtetn w k>t '"PQM.lbiH tn g31n I'Ndicl:. dtl ~· 
f l!OC; 'Oa-oon!DeciOn en ctlcJa e..Ydi3ca,,.., 

MUSCULO LISO DE LA VIAAEREA 

Us prill"'fQQS evicltnc:i.» t xperirnentJffi del NCX en el 
M.. VA mos.tr¥Cn rt1c.lladol CCitlr;»ctorlos tnh 131 
especies estudbdas. A mediados de los 90. J.:v~ssen 
e/ aJ. reportarOn que Ia partic:ip.xi6n del NCX no era 
in'lpoltante en b homeostasis del Ca> enMLVAdecani­
no; .. al mistro ~empo. Hirsh et oil obtwieron resulbdos 
que lnvokJcr~ .)! NCX t n t1 flt,fc> dt C:.>- .)! tiDJCio 
txnotlul¥ y 1.1 substcutntt disrNnuciOn dt b' (¢.,.) . 
dll'al'lte Ia •estim.daciOn por m agonisb ~'-ache~ gico 
en MLVA de b:Mno.~ Tres ms c~espues, M.lstafa ef 
aJ repcxuron q.Je l.lS baj.lS let'T\)E(.ltUr.lS distrinufan 13 
~On dtl NCX ttSUitn:to tn incrti'I'IM1os dt lc.Y'l 
qut Ot9Nib.ln biCIICOCOit~otnociOn tn MLVAdt owja. 

A p.artir del ¥to 2000 vaios 3Uiores l\¥l reportaclo 
diect.ll1 e u Ia partic:ipaci)n del NCX..V o:no U'lO de los 
~es mecanismos ~ble-5 en Ia tegtJac::iOn 
del (C.l"')i y deb contr3CC:ion. Hl'otJ et aJ encontr:wn 
tntl ~VAdt I:»Jnoqutl:. KtinWciOnoondhrtmts 
.lQOI'M!obS ·(acttilc:olin.l, h&1tmn.1 y 5-HT) movilit.3b.l 
Ca,. del RS. prqx~niendo que el vaci.Yri~o del RS 
.:tCt\cab.:t a los c..n-tles de SOC, asi como a los caroles 
ROC. /lorrtloos mec.lnisrnos pen'riten b entrada de Ca"' 
y NJ• at c:ieopi3Sm3, tsti lllino Induct b f.Ht revM.J 
d8 NCX en Ml VA dt bovlno. pemibtndo b tnlr.Jcb dt 
C¥' alcilc.,tasm.1 p.ya b voreoer el reflenado~RS."~ 

Reci@n. AJpa-Suaru ef aJ t.TI'blen reportaron en el 
m.iscuo i so de c:obtlyo q.Je Ia hist¥Tin.:t, via su receptor 
H,. esliiTIJI::tiJ I)I"'ducc:iin de tP , proc:t.Jc:iendo lbtr.1ciOn 
do c .. dtl RS _,...,. • SOC y ROC 1-tcl""'o 
el modom~erwdel NCX. i~nla'ldo los nilleltsde 
(Cal")i. Asirrismo. encontraron que este incremento de 
C.l'" activaba a las corrientes de doro ~entes de 
C.l"'('c.:.) produc::ien® uru despol<¥\zac::ion y U"'.l aper· 
VJ tn los. C¥~JIH dt C31c:io dtptnditntH dt 110~•. 
:'< :-11.'1~ t;i."' le-t ~mtntos. dt l.s (Ca"'J .1 V'3Vis 
..U . .._t;~ $.;)> : r. \),J,t.J. 1tes para sostener b CC11'11'1ao::i0n 
inducicb por Ia hist:tmiru en es1e tejido. .u As.msrro. en 
el rnUscJD liso brorq.ri:i de hull\."W) se I'EpCW10 q.Je Ia 
JCttiiCCllli\.'l indue» cncbs dt e:;• ~ie:ts. dondt tl 
NCl$..,. lot VOC lipo L. lo SERCA.Ico RYR y leo owlts 
c.xlCfiJcos inespeeffms (SOC. ROC). est¥. ii'T1llie.ldos 
en Ia ~eraciOn de estas oncbs y de mantener Ia con­
tracc::ion tilflica. 5o 
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Nosotros encontramos Ia presencia del NCX en su 

formarevers.:t en cEUa:s de ML VA de tunano. Como 
se puede apreciar en Ia fig.n 3. utiliz.:nlo un sjstema 
de mic:rofbome.tria para metW las conCEn.traciones 
intracetllares de Ca'' en cEUa:s aislacbs de mUsc~.to 
liso traqueal de hununo. Ia sus.tituciOn de Na· por 
doruro de fitio (UO) produjo un incremento transitorio 
de las (Ca,'J. Este incremento de Ca,. incb:ido por el 
liCI fue tot311Tlefte bloqueado por KB-R7943. En el 
lrabajo preyio de D.li ef alA en e1 rr..isaAo liso bronqui~ 
de tunano. estos investigaclores no demostraron Ia 
pr:esencia de Ia NCX.., y sOlo utilizaron al KB-R7943 
para postl.Car Ia parttapaciOO de Ia bse reversa del 
inteteaT~biador en b:s ondas de ca> asincrOnicas in­
docidas por Ia aceticolina. Sin ernb.lrgo. como ya lo 
mencion.:tmos. este compuesto es rruy inespecifico y 
desafonunacbmente no descanaron que a Ia concen­
lraQQn utmaeH de IG-R7~3 no DJviera ~os sobre 
los canales de Cal• tjlo L. bs RCC o los SOC. Por lo 
tanto, la p.:trticip.:tciOnde &a NCX..:v en este fenOmeno 
es cuestionable. 

N.Jestros resulbclos demues_•.u. \.4.' ;ri.t.:.r.:: tt :.L l~ 
miocitos turonos Ia presencia fuociooal de Ia NC~ 
Este hecho consituye el primer paso p;,ya contnu;,y 
inw stiganclo y podef con:finmr si el NCX juega un 
P3fPe1 fisd6gico irrport:tnte. como e1 que deserrpeF.a 
en otros ML VA de otr..ls especies, asi oomo e~orar Ia 
~de este interc.Tnbiadoren&a~ogia 
del aSI'I\1. 

1.. COt"' 8u4'G, II'!! $ 

• Hex _ 
D K8-A7~ 10~ F19Jra 3. Pre~a oe~ ~ 

T 
Olaoot NJ"Jeaf- en su forma r~ 
\ 'ef&.l (~en e1 nUoJo IISO 
~aloen~.~'J\3'~0. A) se 
~~arquela9J6tt.'JC"ono= 
Na-porUCipro:tuceunra~ 

enlasfc.Y·J qu: ~a 13 
ac:r.ac::on oee N~ enotllll36 oe 
t!UoJO IISo IJ'aq.leal 0: I'UTianO. 
N~'e mln..t06 OE'6P'JE6 &e ~ 
otl6efYaf U'la fe!Ctlpetael:OI'I oe <1.-
reoeoor cre1 90% ae 13 rKPUKt3 
!r'Wai!,N~ 9 ntn)-B)lnrtt*:l:on 
~ ~por K6-R7~3(101JM). 
C) MaiSI& esr.aa 16!100 oe 1a reoo~ 
ooon e lnl'iiXctOn <tel NCX..,-, por 
e1 KB-R7~3. n - 5. 

lRAT.ANIENTO DEL ASMA CON AGONIST AS 
ADRENERGICOS 

La tlici<tiva Glolx4 para ff M3nejo y PreweociCn del Astra 

~·los~~~."""",. del¥· 
sen.1l f:lrrn.x:dOgk:oque p.IE'denS«t.lll2ados. two corro 
mecic3'nentos de alivio de los sin:m:ts en e1 asma o:no 
de ccntro1 de losrrism:ls. La esfm.lllciOn de los receptores 
actenergicos porfitmacos corro el sabuDrrd o el b-· 
rraero adiva \ .:tden1cic:bs.:t e OOernerca Ia producci6n 
de AN9c. el cual via Ia crusade protei'na A. .xtva a los 
e.:tn3les de K· hiperpol<rirn::lo a Ia merrbrana. eslirnJa 
Ia PMCA. CfJe a su vez cisrrftlye las {CY'J. riubit:t Ia 
.:tpeftl.l'a de los VDC tjlo L. el N:X fi.n::ionl en su forrm 
~. iosiorb .:tlfosi::bt'b:lmpetrtifeldob recac:nra de 
C:i" al interior del RS. T odos esbS mscll"isrros asociacbs 
a los aga listas ~~nos d.YI o:rno resullacb Ia 
~a::mdel M.Vf> Si tQm;fT1Q> onwena que NO<,., 
p:ldria. estar~ el ina'emeoto en las {C.:t>J y cp.~e 
es1e ~pu:liEr.l estY asociado a tt>aisis deasm:t 
!"; • l" ~~~ Ia vi:t .JE.tea. r:estJia ~ 
~r.:l. ~: ;; ..:: u ~ f 1 at:.!...'! de ~que siva de cc:m­
j:iemer1toenixadoacf!Sirirui' llaisisolah~ 
a ll'<NEs del bloqueo de Ia fase tevers.:t del NCX. 
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ANEXO II 

p~.,. .ud. . au r Pit~ ( :Uti) "'U&a .. n s 
DOIIQ.ICD70<»114-0io.<l881>1 

[~c PTIYSIOLO_ GY ________ -' 

In airways ATP refills sar coplasmic reticulum via P2X 
smooth muscle receptors and induces con traction 
through P2Y epithelial r eceptors 

Edear Flo.-.-'ioio • V..-.inb Car'l>ajal • ~ Rt)-<".arda • 
L w: M.aria G..-c.~lknuindn · Alrjud"' f icu<r<>a · M~• Ol«.a • 
Car1los lbnj-t.iptZ · Luis 1\L Mant.oiio 

R->oL 7 r_, :DIIII I Ik .-1. ll ~ :111111 /A~ 21 S.P-k• 201111/ .._.,. ~ 15 ~ 2010 
<f) Sp ..... 'lb~3 :111111 

Alntnd Tn ainn y •mootll m=:!e ('\SM). ATP indue:<" 
11 ccmox:icm :rt«JC-i l1~ wi!:t dte locre1."iie of [Cil.. 
C)'tmoEc C_.l· is <~nxled to fie 6UL<dab.r "i""<' by 

1boK.t' .Ca1 cscii.,....,.(NCX) m n mrm.ll mode. Some 
og>nilt<IIC!iva10 1be .,..,.,. modo o ff>c KCX (KCX..:V). 
ird:icillg a.'· entry. V;;, in,...,is,.od " ils lle< ATP. ,.;. 
P"lX recq;~x.n~ 11Cri\'11ei ihe N C.Xa;;v IL....:i Vtile'!ler !.e 
ir><rml<'nl in (Ca,·l ;, mod far con:rK'Iim ar far me 
sortq~1L"''!lic micubn (SR) ,.:filii"!! in g:Jinc.t pig J\SM. 
ATP mmDaOC! lbc ASM aDd mil dfcc1 "'"' hlochd by 

E. >bc;.S<J» · ! R<)~ · L M Oro!-·-· 
JL Ft """" . L. lol. """"""' 
l)qMitliii:IDM> ck Ft~t....:.:.~l:e-. F.._d. dt: w.::ft~ 
U.U..:..-:Ud. Na.iua;ll • .,_ .. ... de M!J.~ 
!dbi»., Dl'. Me .G.» 

'\LOti~ .. _ ..., ... _... .. ltifo __ ... ~ 
..._N&c:i:wUil de &..5 1w1et ~_....._ 
M bi», DP. Me .de;, 

M Ow. .,.,..,..,......,.._ ~ 
lll.illiiiLfo Ni..Qir::dal de &.J 1w1ee ~.IC6lla, 

Mt.a.o. DF. W -

c. a....,....,.. 
Di>~ deB~ M<hob; 
~ ~ d: h.v:~ C'.ic:ilra:111 J T"•"'vl!T*. 
Si:t. L~.;:ii ~ SJ....P. ).f~ 

L. lol. M..-C"') 
~lill£all} de fdlfftt)),., fW"' ..... de ... ,~ 
iia» ..-.. W:oo:sl.ll:.rl) J. Fa:tb! de Jdafa.:-. 
taM~ 'I'~ ~-de WA~ 
Ci."-1 u.;..-, 
CP 1)4l60 .lofb.;,. DF. lotb:i» 
e-allillll.~MtMJe•-.au 

irdmn~in~ s:u~in lillld RB.2 dirtani~ &eo COO O'~ 

oioo i n:lo:;od by ATP; PPADS did not mn:lify !lll\ 
"'"JXIII .. - 1o myecy-. ATP pmda::C'S "" m<ML<e in 
(C>~' )I ..,, madifiod by indamemocill. m ,-..,:tr;>~ ..;JB. 
mi"!! sima'I:U1mm mas"'""""""' ATP ind:Jc;ed abiJlb.>< 
ic ell"''£" in fC.t, "}.. (>~ Ca ' · pen f<>l.,.,•<d by a ph1e;a;~) 
acc ... jWliod by • c<J<iToctioa. ladam~in or epitbcti · 
um rem:J'\'2.1 11.bo18M lhil CCrc"J.Cli011. bu1 DCI dte Cal· 
put, wbcraL• doe pb.>=~ w.·:u d..:~ by in:lo111<1hlcin. 
1o myeey-. lbo ATP incbced [O.' '}. i nc...,.,. ,..,._, 
inhibiiod by tQir..ai a (--916%~ PPADS (-40%). .u>d RB2 

f-5'1"). ATP ""'l''"'"'"" me l'C:X...,.u>d Ibis eclfcc1 ,. .... 
<flalftb<d by SK F 96365 aDd Th."P ATP (P2X1 and P2X1 

accqo.... musams). P2X, .u>d P2X, m:eporn ....... 
ccrrm boro.J>d by immu~ab loa; 'I!! o f A SM. N CXuv 
.:il\~im .u>d ATP in me P"""""" of RB2 {,.,._ !be SR 
(A~' rdiJli:Dg. J.n :r~;l) ringt~ SIIC~"'iYe- AT'P' sQmuJ~. 
liom ,...,.. iodua::e<l,.i lh 1CB..R790. Tbezf<n. ATP: (I) 
indftcfy pmrn-~ mmcle c.onnc:im , ; a q~eht P2Y 
lll'<epl"" aDd J'l""tlgl'"'ctins role.L<ae; (2) incrc.zes Iilio 
(C• 1 ' 1a lhm"!!b • l'f0:<::18lm:!in-illdepencloD mlllncs by 
-=1iv.J.1q J>lX iOld P2V rocqniB in smaam m-:nclo; aDd 
(l) II<W...,. 1'2Xa omd 1'2X, 10<ep1ars .md rho NCXOJ:V 
... iria. .. mt. 1bo sR. 

K.-ywwm ATP-Ai ...... y smoolb mu!~:lo - Kt'/o.'­

a clwts« · Pmii...P: ..,._... 

In lrod ud lo n 

k is "'d blo-.. ... ,;.., ll<lenasine 5' uiphasplwe (ATJI) ;, 
nca only ima ""'-'! in a.l lulor m=boliun 11111 .U.:, oas .._, 
m extr.xGbhr mtdi11:br ... ;'!l ~nifi::l.llt bin1aslc;J.) 

....- ...... _, .., .... (.,, ) .'.H"¡J> 

OOI '.' O»l_.~' 

Ml,.l';CI..E P11Y90 I.DGY 

In airways AT P rdills sarcoplasmic rcticulum \·ia P2X 
smooth muscl l' rt'Ccplon and induc{'s cOlllraclion 
throu~h P2Y {'pith{'lial rl.'cq)IOrS 

l«¡(_ n.._ .... . v ....... it.c-~.oj .. · ....... ~_do· 
1. ..... _ (l .... ~_ ... "' . '" .. _~,.. r .. _ . ......... 0.. •. 
e_ .... .oj_~pt7 . I..¡, M. M . ... 

_"" ,_».,._ 11 ......... » .1 .......... 11 ",--,.:r..¡_...-. 'Jo-oo. •• 
<l sto_ ... " . » • 

..... ~ .. t ¡~ -.y ._h ... -:le (ASIoI). All' ;,.¡ ...... • _nA.., __ i...,.¡ .;e. flc io_ of Ic.i'~ 
C)o<_li~ c." ¡o ... wuded ... 111 • ....., ... _ ..-..., 
doo""' lCo" .. do...,..(t1OC) io •• .......,.¡ ...... !Io .... 

....... "" .... fle ""' ......... a f lll. NO( (NCX.;.). 
¡ ....... ~ .. -.,. ....... -"'ed "" ... ATl' ... 
nx _ "' ......... ¡q, .. ,1>0 I'OC_ otd .,,_ toe 
, ............ ICo'·1 .... f<l' co..-oai"" ... b ... 
'~_1<""'''' (SIt) .,fili.,. pill1<.l,. ASIoI. 
/J' .. ~ fI.ASM""¡ 111. offO<'I • • 111_., 

Ln._s...·) k&J_·L>f 0._ .. _. .... ,._·LM_ 
o ."", ' _.,~ ...:..._ .. -.......:.. ......... 
M-'IlI'.M/_ 
v", ... ,.. 

n..--••• ~- ..... --..--. __ .. 1!Ir.' 1" . _. 
"-'IIO'.M/_ 
.~ ..... . -..-... _*""' .. 1!Ir.' ,_~_. 
,,-,1lI' M/_ 

c. _~ut<. _ ....... .. -... __ ............. ~_,T~ 
So. l ... -'Il.p, .. _ 

L M M_ 1i'II 
O; • no ¡; fiU" .... ., •• .,-_ .. _---..... _ ... ""'-....... _,,-_.-.... 
-~-CP"' ___ "' __ 

...-.-.,., ' .-, 

iIod __ • S_io .... d RII! di ...... _ toe ___ 

• .., ¡,.¡"' ... ~, ATI'; "ADS di¡¡ a .. .....ti". fI¡' 
... ,... ... lo "J'D<Y_ AT' ¡wad11<eO .. ioa.oe io 
(Ca, .. .... _1I'iod tI\f io_.oci o.. lo 0'IdIW ';po, 

_. ti_""""" ___ ............. T' iodu<ood • Ioli-
;. do_ lo ,::.' .... (. Ca'· pul WIow«l tI\f ........ ) 
~""'ird by • c..,..".., lDd_io ........ . 
_ ....... >111 _ ......... ..,,...,,ti .... lo" _ "e C." 
p<.tk. .. _ ... p ...... _d~~y¡1d>_hociL 

lo ~ .... "e ATl' lo""" .... ICa' ...... ..,_ ..... 
dlJii-.l tI\f "<mOi. (-96"l PPADS ("'0%). ..,.¡ 1m2 
¡..sI"'). ATI'.....-sI toe NeXaEY..t fIj. ckt __ 
.... .. «1 tI\f ~F9tU65""¡ Thl' .... Tl' (nX, ... d PDC, 
-.... .. _ .. ~ nx, ..,.¡ nx . .. .,. __ 
...... .. .-.1 tI\f ' __ BoIo.,,,,. af ... SloI. l'cx,. .... 
:EO,Mt.., "'"' ATl' io toe p ... «1<C afRIIZ 10_ e. SR 
~>. ,.rillio .. l. 0'IdIW n ... "'c_ .... ATI' ._. 
"" .. __ ""'11«<I"¡fI KlI'« 1\11l n....r-. A"f?, (l) 
iIodftdy P'- _oto "",-..di"" .... .,.ilholoiol P:lY 
-os-"" ..,.¡ _ ..... dio ........ , (1) ,"' ....... "e 
,::." " ...... o ,... ... _ .. ¡,..,..,_ ..... "... tI\f 
II<,MI" nx ",d P:lY _ ... lo _ ",_~to;..,.¡ 

(1) K1io_ nx, .. d nx, RCCJII .... .. d ,1>0 I'OC __ 
wIoido .,611> doo SR 

~~. ATl' .Ai....,. _fl_~R.No·f6'· 

.. ct.u.c ... · P.O . .... acepo:ro 

............. 
, i. weI bo_ ... __ ". JI ........... _ ( ... H) Í1 

_ .... , ¡ ..... _ io ",1101. __ lO "'" .... " .. al 

.. _",lo. -.ti_< "";fo .... """", biol ... i<aI 
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t UI<'CG IX'IN.In'd f+}l P'Ui~ll't111 C 2 (.1'2.) l't~«S 1.n 
llillacnl ~i~ inclullin.~ IlK n:JP~Itr:" ~tnll . ]";! 

~pt•t ArC eW.oilicd in. P:!X cn.J P:!V :Nh.'fi'C:l. P:X 
r-pt"'t l>rP li~hvl ..,.«WIN"rio·#l .....,;, ... t".'urlrWI ~ 

r <'9t sua r:rr t'fo:t~ton be~ u; Cl ~hr(I()Ot)lec! 
rececttori lnt.:ea to C'(I!)®C)I ie ca''* ~~miou 1u0\U.b 
p\cs.pboi-OOJil."'l bydl'.-l ~sb [-4, 11). 

JWello,dy, tl..: o.4<~r AI'P Aa.c~ ~.,;. *t•\S..••a \i"(f'" 

untht21.«1 u the r181MJtlt..sS 01 Ul!1!'13-u1Chlt:ml tt61~11> 

p\Ut llitwat ia (a !m.:.tklll .. ru cylllk .. nc: JnOt:ti·~~;. aid 
h~~«;pcot.i"i~·~- (:!1, l ot; u~""'> i t - ; ,~,, u• 
lwMt ,m,;,.~ 1'ho> ~~j .,l,"£:if ~>If~ t'l( 1\TP ....., tlw 

a~SIMoL) ll'USld€. 
Sixe tns:tv vea-s ~. it Ius bMt ,;vii MC'I.tnot-e!l. i.n 

diffe.reru "1'1«-iu., .IK W i;l! bun.cn .-."1Mb mJ..K.Ie u.lb 
11m ..\TP i•ld'.O:Ool aMy £ol'ol')().lll onUleb eo.ll.1:kl.it. trw! 
ullf9Ce..l•bru"' 1xreate (~ . lb.~ .. 'N>.. Z'J ._tx<.tutt<<tS 
tu ..... - ·ci•uJ llll' UllllflUi C: fCAlcl o: P.J'P IU Ill! 

i.llC4Ca-.e.".t o ! the i~.vo:d laW C•1' ~nti~Al ([C•~]o) 
............ , dw ..\TP-io..t.ead (C')(I.ltteli<cl i:t a'lli.>O a pia t.rkl~· 
~~ """'" ~""""'l'f'l I• hP fl'......,. ,,. J"'(N~I1nilu• 1"1'1 

tlii'C'1111b0:<bte IIMCI.-rti •'Ml tl e>c!IH<d bV flUir~OI'S<111 tlw 
a .....,..ayepille.liuno 11. I~. 'lii'U, lhcc.f,V.adi:M illd"..:ed by 
AI'P in Pli•tes pi~ v~ lllo}~~ t!> ~ tn io.J~ d:l.>:1, i 
t . <tws t(!l tl.\'<ll,.--e a <lln'Ct S"llln llbtiOO ot rmnurttf 
r«:<u~.c.rs inlhelltli)(•O. rrusc~ce:ls to ~«xttNai(>~t 

Ne .. crthclu.J., ATI'· ill!k.<cd [C•2' ) i~!Cl'tn~• \.u \eM 
t~.d$lcd v tJ. Jht i-ti.n liiUi!)n. o! ~y <a i""-X NC<~ J(<<tt 
' " tlw ••~y~v.,..n. ""'""'P (~ , 17, ;; J 

keO::IIll't. Hi~:se:~a_ l l9. ~1 M¢llbte(l t:ta t4'Xlin~ tJtb 
u ...U:!)'d.,li~ l!U·;:u.lillc, .end ~In ll(liUlC l11t !OOCIM 

~ .ru.c 't'e~l:•'lt ue!t:na"" (t!O.') t.'> f"')"i.k c ~ 
1'1( rr' :...., u~"" l'>'fll<•.e.. .sHYI tltk,l~~r,tt ,,...,. ,~;..., 
a-«1 coo.~tot b't a vare:yor no\Wbl>.r..kal ~in~. 

N'C:< i.s .a(); ial¢!RJ mulbtue flh'l! tb. 111111 i;~; iu (,..-vud 

ol'lbJ.c -~· ~ Nt • b.£ t!> d~ i•li'L~Uab• ~ i.n 
!'~~~~ :...., .., . ..,. (, :."<' i:w• ,.~l in;~..,-., ~ ...... 1~ 
l:!'J-o II,IIIC< t 1d tea• t il IJ:: l i ]J .. lJtlf <•I t1e teiOUII'f lOOt!$ f(, 

Ul~ 1111.' n'\ &'IX IIIUC.k II( 1111.' 'l'CX i~ b~ N ::s ~ .. dlu 
tlii'C''\IS>i. ··~loa.iw et~.it. clulo .. ..: l<, ktdi~s , . o btS:~ 

a~~":JII"'""d ,.;,.. i ~ N•~ """''' '"'-;...,- ,.,._ ).'(Y 
rt>. 1 !l :. i$ w€ll l..'Utl'li'fl fh3t f2X rereptoo are Al?·Aatec! 
n.Mcledi·..e UJti<)l! d>IIIW'!Cib rerme.a\.~e 1.o c.,. .a.l<d N:.' 
Pot t11:l v l.eo1 iu!' • • tff.'-"t.M. «~~& I:! !tv~ Ns' 
t~!l:'laln.<lll ;,, 1ht ... Rr~ll'llbo ~· 

1'2~ .eomlOI'S ~ 1W i):l<b' bJ8:14~«1 ctwute~ ...11 uw 
amy :.1u11ltb e:m.>;lt aid ll~eir Jlh~'!liulcg.ul u .c: 'bwt 
btc1 ~!~~.lily ;,.-.-e~i~. 'l'hcrc b .. ,ly .,.., •tc.c, 
l"ttlitl·oAl in ~M) [?~ . .... 1~ ..1 11'1 P"> Y. ~f'l'l('f• i. too'i<W 

l.l'tate9 SIMoUI t:'l!Stlt """1i d1 :(b(! tba: (;a .. 11f1ID.. 
r~bW l J! ika>t IUXJ!IIID ilb~~ :an ..liiJ1)fi.:UII n·l ~ i.n 
t..-uutitM.. Umi t.o.o, oo _tu., .s~.Wed tl.e ~Ito( ?'...X 
r~<<tt .. , tw t'C't«-t~ .~ o ( fw \lOC. 

·n.e mesertt w<rt llt'k4 (!)u!~b"lllS.f: l ll !he t'l'•lt d u.e 
(C.~ ~la:tl in41.U'd lly ATI' h i fll: SliOIIII! IU~C: 
Ol'lllll'lC'.iMI d ll.c £1li.U)( pi! ~U)(; {:)U.C dl'o.td dab 
''"'''"""' A> ...... ·~ ll('Y - ....... w . ..;. P)'( ..,.,..,., .... ~ 
aiX1 0 1 Y>llet:ttr Nllll med13l,it i!N are i:t\O.'iM in tl.e 
re:i li~ i)( at s:t'O)I11titriC tH(Uitltl (Sk) 

:\o.i:n.:.~ 

\<bJt Hart it:)' IUU)tl P11t$t400-6ill f) brel lll <OO•'tlllll'l!Ui 
ooutlitk>~IS h <lllr itti utk>~ll l ~a.i t"U I &t:Uta ( :il£t'fd 
~it;.-.1. .r, '21- 10.:, S~1~i h• .. ~il). auil iloxd btoi) 
""" ("'- ... ·ill• f..brbnl> Jlil'llw toW. tt~li~ ""';~r ·~~ u.»J. 
n.e llt'C'•~Knl 'li'S lfl'!l'Oo.&t ~ the se.e.,tlne a-«1 K•OIU,, I$ 
Cen11to ilkU t l ( fK r.l.loo lk N:uld~a, Uuivm"ilbt.l 

~ciro... l At.l.OO."'U~ de \4~~. 'JI~<e expcthlUU - IIC 
«~o.J~ ;,. -.k .... .., wif• W f'Ubliid!Od Qu.di.,a 
hi•o"f'lo:ot ' " lhP t ·- *~1 I ~ I'll .\••'$k, ~/HI 1!y 
~ A;l'ltriCl!l f"l\SO.Oil:it21 S()f:ie!Y .. 

.o\1i:mlt ',t;~ <i«PIVIUASttEte€<1 Wi1t !klnNJI.tlliltl Ml.iu..'l'l 
·~ ocN41

, i.p..) oUld e:u.u.:~i~. M,j.y .a.no<:a~ -~~e 
.SUilloeli.1d :aud "ktowd <( c~loloetiv.. 1~ .,; till r i-1.~ ~re 
,'ill$..,.,. ~~ n, w ... .._ *"" "'~ .-. • .._.,, -'9:"' M :h 

:lUtlt ""itt ICl\':DS $1dllli•'Ml tin tlM): II i -..a . .:.S 'tftHO.),. 
-t.~ iCC!, 1.2 h..1l!f'()_., : 1 \1,&31),, II 51~. t -OO 2 Cr.Cl1. 
~iNa~ ••d.ub.IOl 01 ~C end l»t.bb! v.;it• St.{, 
ffi. ;,, ,..,.~ • r f-" 74 T~• ,,_ • nllf".i..NI ",., 
SOI!'It'l.tt llloro€ t1n$(]~&"tl' ftn«tl fTQ) : (rttii [llil\lllltnti. 
V.'c.st w-·;.1.:, ru, U!':ll) ~<lleotd to ,. .syMen:. of .sigl41 
M W.iiulllo' (t'~rJ..onr ~ro. J.Jux• L-£-lNIOQol~ P-~ciy, 
r >.. , Tf~Jo) pu-c: ""-'·"t-<''~iiJol i..r ,...U,...,.(Oie;irbl • • 441) A , 

.1\:<lltJ .. l'..exrt•:n 'IO'trt S't»>'d •• a t:'IIC:10001muk':l aoo 
llllaly::oul lci~ts <Ja ~: -.u::.:.tilllt alii tnalp" oc·n-... 
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bti!I,J... 
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C l...""·~l.cnd, OH, t:SA). ~-~;.p ~te :liM«! n o 
... ,.,...,..,'lptiPI' , 'WI -)"...-! ""~ hblt *"tll; ~; ,..., ..... 
allliVtiS M ( M'!.e ff-tli.<. ves.ou I 21. f n). 

ruar1 I."Ndc... ill. lhot s.r.-.. ... u uu.:l¢ )lfip! ...-~, ex' ilc.l 
\ y ah........_.i:o.8 pd~ d )4('). totw! 31.._n li.Qiu, toW. 

.. . ~~;~...,-Ml~n•vhw· ~ I I\"'" ' ""*"l • Pn d.IIW'oo-.. 
n .e 11m~ ~<U-stiOO ta.f ·~ ..a.us. Rt(l()('(lin't11 
"'"n: 'i'ltm'll. .-11 a l:dmJQKqiUU ulll u alyad V:.'l~ • d:sl.:t 
·~-.. i.l:ii<co o W. ~aoays-it ~ft.v;~ {f.cli.11 v ; ~ 1, PT'l). 
~ifw•t -..w,. .. '} l ii~W :....- l 'i o'lirui<W\Pr a """';"!. 

lelS!m or 1 ~ 11ie.r u; tb"li:!J.. TlSAJeS .,.\'It' tttt:n !.tilru.Wed 
wil1 .0 ll\\i C:C I l(w I() u i11. ;_. otlkt t• t•m!Natr their 
•·i~illy. A(l}~ ti;,;~ ....co• fili:m.I».M: ,, 1}, 100 t.~t..l 

.\TP, ~ •.o;ov;!wd, •o..""\JM:Mod ((It : h ~~oiL\ I t-M inJ,foit«lo. 
aan a.:d a >-«»~Kl Sllt'lli)JIOII Willi /ill' 'li'S Pt' tlC11"t'ltd 
S111111.' tb'l'u:~ 10n • ienut eJ ~ib aS«>ml:oti:uub i uu tlf 
ATP wa o <oon.ll'fll S:ot)!.{l· w --to.:.r ~ ~r c:tperion ... ~ 11~ 
.-rir'wclhlt'l - ""'""·- ·' w..') 1'ho>~ti~ *"·' u ,.., lh-,..1 ~~o-11\ 
KC I 21111 AT?. 

Dru.~ ~ atJ1rid :otm'd lb:-1~ a lojl«i~ 1Ml19Uitl (uu 
r n Thd ~(It lwd t.-'0' m::'Oil ~ IUbu. n~ flr51 ot.e w.u 
I$Od t.c) add .. .,1.-imlf ("+.h u williMil druat} b "cl~ 

~IS ~I S,T.lljlfS U.'.OU:,Iec! Ill a >tri.tl ~nil i)f llree­
WI)' ~11111.11d:.s. t..kdu- ll~x emlilu~:o, lkup: kltktJ • ll~ 
u~ 0-'Y!'Op IMd . ,.,j(tw,n c,-,.~¢oltf':llitxo.. n.c - w 
n tlv .,...~ ,tt.ov~ '" to>rt-NH ' "" t>fth t ir.. 

~bllod o:'I !'<C'fl~ ~"~ tit ne.\aoweo.l<lba j,wd • 
IOU.WS. 'Jl'aelal :m\14." lir.'I.X•IIl m.«.e li'e&1 110m 2n1 
~ilual c:.n:~~ttWt tiww: ..,... Jdaxd iu ' J:d H:.lk~ 
~t~hait». Ol'loll.lini>~,& ~ •II! ~1eiu.: end 005 Uolll"1 pa('<U~ 
lnil i 'W"!lJ.olViJ (,..., I() ofli ~ • t ~ 'lltP 1AAJ.., .,...~ - }Al 

w.U ..tifl<W'ti'S SOiutiC<tllt')re!I'O'If Ul'f a~~ll f 0:~ 211<1 
lhtl Pl!e«< il! f'bal:s SOtJtit». O)t\1 1:1.~ I lr'l.R,It1-o 

w lb scn.ue f{f'C l u d • ll\!•' - I ~ D (..c.nRI 

1"'-•> "" - 1· ·*· tot )fCC. 1lw tiuu.c - a~ntl;t 
!lll;r.e:sOO w 1:'li'Clnll<2l a~talo)l! u lll l 4'-:tCll&t 00:11~ ·•~rt 
all:lc!Vtd. fui<(!'IIQij: ~thiry Ill'~ 1'1-t)J'Jilld l!f ahlil~ 

lc iklv t>'.s .l<"'lut.ioo, lhcu lb -..-~ ~•ui fu:sed.: to()() rpon 
M:l!)OC kH- J .~.~, "ld U.Os~l-~Ji;.dRbd. 1'l1i;, 
htt "'" - ..,..,. .... .... ('/> 

Cdls Woe:"t k'tloot ~ith (!j 1.1-\1 rur.-~ in I(!'W ca~ 
(0.1 al \.11 .: ~' tem('CUI'.lltt (- l .OC'o. Ar~ I h, t d k 
~ :di)VIrd l~ « UI.! .k.v-'ft i•M t ).e.~4 p;:J~ 

el'*l'f)(r Will a t lli:$ OC. .. b' II L)l( k!Ll'M:'I . T l,l$ diStll!U 
\14S m>l!lll((J (111 :UI ll'fattd U.'.i n'OStX'<Pe (D,a)t,OI 200. 
~ .. ,.,.._, 'IM)'O, J~ Aid «.b dM!cd tl) t .c: .s.l~u ·~tt 

N4i.u ll'!ll$l}' 1""'-fu«:::. :111 t .a~<-( ~j onlolti.n- 1 wir.\ 
Kt <!'M ...... ~ ,..., M "lM , hl~rt w oto '\%t 'O~ r1 ... -.}2>' '1-

liff 7 .• 
Ce.lb 1.-wolkd ''ltilll fur a-~ oo'UC Cl!O,.,._,. tl) .elum.ni~ 

rn .ltoe::» . r 34• a..d 3S. n'l'l e•ei l:ni <<~~ li! lu , o.oJ 
l':l'l i«i ,..., I _ekr --~ , .... 1 ~>.-t...-1 11' 'i l+) "'"' •>ti •t~ • 
mie«<Pitolt')tlettt rnn. 'The :.-IJ(')t'(~ axsuis:.tiOO 
m e wu (d ~ (C¥-"1 w.u u lt •14Uod ~u.roi~ to the 
ft~nn•l• t.}' ('..,y.olcili'\ifi:;, d. .... [ I ll).~ .tt, . r fll-4-:2 ,... 
.UIU'I ~iJ I• }!j> tSI~ n\.4 ~~ i) 'nu '""*" 14i).'til) 

IIU(<t'fstl£tlt¥ tUM It- • oo N- ""'tte <lbl!ull'd s 
l' ll:' i•-.y WJ!On.:ll (1(•). lc:ulltlil<~ \Ol:<'C: noo:4 i.n 1 
.~cr<.O)O:'IJ>'IId o oJ C.'l la4l...d 'l:li>~,& • dote ~qubir.iM. 
~n ..t -.~l;r;i ~ ..-.1'1.-.~ (Ffll i·• , ,.,..~..., I ? I , PTf1 

Alii'!' C»m'll»tt tn~. ae om • bbi liN 11~ 1!) 111N 
utleinc .sti r.'llll:tiiM. ~· pi,& lnl:led al}''<'{tt5 ·~tt 
~ ....,it,\ I , I(). :(l'), told I .O)CJ f<}A A'TP. Sb.l\} c..l~ 

~a ~-~ .... m. i. d.)O!lli:lbein { I ~ 1 h.• toa.c1 d~ 
oo~o::ettml~fM!i' c~t to . .-:n • """ ~<1. U.'lU 
~UJ 10\:!1: lodmul:t.ul .... i b a lodc.'tlld Ol.llu:l<ll'liJm t !( AT! 
(l()t .M'1 eold poc.i.w.H:<>! ..i6. ,-,.,c ()( JM. ~l..,....i!l@ dri-p 
W C ,..-,h>"- iU11irldil ..... d JI1111tV.r' l Af'll ,y.,~j,...., 

JJradn ciiJt .&MI. r•p.-._o.s !l> uM). lt82 ( l tCIIlJ,.fl,. s~ 
9t>l6J (3() ~ 111nxh:ui•c: cak111 dumd~ lllucl(..:n, 1\B­
R-x.tl ( I()~ ~.Y-o-e.• .{,.1tb~) ~ ~·· 

""'~- om..o.LtU."11 rittld.U'l'luh(TW'P--AI'P, l(()uM, 

" ........ , ." .. _..<'0'_"" """"'1\' __ •• .-", .... , _. ~x, 
""""""'- , .. ""'''''''''-.'~"' •. "_ ". ___ ... , .... J .... 
' ,·U..,''' ' "_ ..... _ .'" _ ..... 
_."',. """-I'C< ... .,. ..... _ » .... 
..... • • __ ............ "'" UI-.... , 

oo'''''''' H, "( ..... 'W-o..., ,'''(1)<0< 
".,,, 0> ........ O·U. "--' .... N' ~ ,_ -_ . ....-~ ..... ""'-
c._ •• " '''''0 -..lo _. _" ... _ , ___ ........ ;.&_'kb'._"' .. ·~ . ., . . ,_ .... ..-'- .... .... ... ". 
• oJ"'- . ' .. , .. _ ",._" ... _ .... , •• ___ 1'" ro, ;. o,¡ ..... _ .. '" .... 
.. ~~""- L'" _"'- ... ~ .. ~ ........ ,.,,,. 
A ................ _ ...... "''''-,,_ .... ..... ..... ~ ~ ~_ ... "'''" .... ,.~ '"~ .... ~ "",-",,,,,-,, ... ,, ... _ .. , o'" '-'-< ,_ .... _-.,'- ...... 
.......... ,.,. ...... _ T,,~ 1 ____ 

''', ft . '" '!J. , ..... '''' ..... . ..... ,.., .... 
....... __ ........... ni <l •• """" "'_ ....... " ............. _."'~ ... --.... _-,,- - "" .. ~ ...... -
~ ....... ,.~;.o •. ,.._,.. "' .......... "' • 
"",_ ....... _ ........ 'u<O« ~'" ." .. ... _, ,_ , ..... T"'''' <»001 """""< 
e ......... OH. U"" , "'_6 ... _. _ ... . 
• __ • • "_ ..... M ............. ~"" 

__ .""c ... "' , ".,n. '0' o..w " ........ _ . ........ ... " ................. ,... .... ,- .... ... ..... ~_"' ...... ""_o_ .• n"_ 
1100 .... """" " .... "' ............ "'_ _ .......... .... -_ ... _ ...... ... ...... ;", ... _,..;0_" .. 0'" _ 

'¡ '-_ ............ ,,-"""'::.~~:.: _ .. , . .. .... _ .... n-_ .... 
........ <el ......... " """ .. '" ...... ... 
,.,.;,,, ........... "'--, ............... .... 
......... __ ... ' ... ·. 0 ........ ... 

.... ~._. , • .. "A""" .. _' 
"-.... ,_ ................. ......... '" 
A" ~ . __ .--.. ........... ... 
... · .. o~ __ ...... _ ... -,.-'d ........ , 
<C, ........ ..... - ............ ~ ........ ---.-"' ""'_ ...... _ .. " ........ h_.~ 
.... ·_ ... ......-_~ ............ ~ti ..... 

-..... -...,.."" .. "''''' ... ............ -
M) ...... , ........ ...-~ ... ~ ........ .. 

...... ..., ... . _; .... o n. "'-' ... ....... ~_ ...... ~ 
"."""'-.......... '".--.. -........ __ ... . ........ _---_._, ... ..., ....... __ ",. _ .. -, .. , ...... .. 

....... 0'>"_"'." """·O .... M .... ; ............... ,,.,... -.. .... ~, ........ ,,'" ~--.,_ ... .. _~ .. _ .... _ ... 

... ""'''' ~ __ "' ..... " ... h'" , .... ~ ""._... .~ ..... _. ,-­
_ .. ,,,, --< ...... ,,,,. "" -- - -, _.,. _._<,,~~ ..... , .. .- ""lo ... 
-~ ... ,-,-< ~ •. ., ... - .,. ...... 
l .... .. , ""';'-'" ... ~. _. ",,_ .... , ... .. _ ... 'M ....... ·, o ___ T'o.o .. _.- ...... _ . 

"'" __ ....... ... '-' ." _, . .... ci" 
"-' ."'. __ .• _ . ., "fi Alt , • "," _ ........ _ .. _ ......... -... _, ., .. , ... ,.". . '" _. --_ .. 
... ............ """ ." o .. ", ..... .". 
N ..... U). '_ ...... _ . .... _" • 
_;...w, ........ • ". d",' "- .... • _ .... ~.o,., ...... ,_.,,"·"~M ... '. . ,. 

GoJ ............. ·~, _ .............. _ 

_., , .. . .. ,,,_ o,.; .... ' ..... ... 
-;.,¡~ ' ' ''- - , ,, ...... ".,~ .... . _, , ", "m Do , ____ """,_ 
...... B. -c."J. •• , ......... _-.. .... 
.....,. '" c.,.--;,..;,. ~ •. [ ' ........... '_l_ 
... __ .... " •• ~ r~ .... _ """ " ._,.._ 6'" '- ... "-- _ .... _ .. ........ , ...... ("~ ,.-. _ ....... " . -" , ..... _ ...... _ ...... _ ... ........ ,.._~_,¡ .. " .~_ ,~ 'Tr, .. -, ... "".-- ,,-.-.. ............ ~ .... 'k'" ~,..,_ "" • _ .... _." ... ___ ... ,_"'.oT1'._ ... . 
M~""," ... _ ..... ( , >"- o., ... .. 
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• P2X1. nx,. h<.....,crio nx, ... ,.....,... '""src")IJS}. 
l.4.S nn<ftm)'ll<=lic ril a (dri>yl>mino)oc:yl .,..,. 

(TMIU • .IO JL\1. "' """8".,;, of iJ>~ o.'' rde.L"':) 
(37J. rrri>cDy\~1 h)drocllbide (0600. ~ ~o-\1\ IUld 
,....,~m11<i:nU. (1-T:M, JO ]lM. ilr.m..m foc 15 min). 
•"llitll => ~ G pu<i<a from ~ ~ (32. 
ll). m Jr:'ICII:!ler Jl!!t of e:.qe iue:u, '!le m)'X}'ZJI ... 'e'lle' 

srimuhecl y,-ilh ATP ill 0.2 he mod illm (•ooO) .,.. 
c...-11d ma 1bo [Co'"!. "'"'"- incbced by 10 ~M 
t-ol (l09±28 n.\1. •-.l) •-a cnnplaoly o.holi<hod by 
Th!~ 

Addiliomlly. D «n~lxnle in ~~ my<><)'I<'S fie 
~:xe of 6e N..1 / 0t.2 exc:..'u...-.g:r in irs Te'\'mle mode 
(NCXosv). celh were somul.u.d with uO by t he 
:clr.liuion of K10 IUld K•IICO, ( 146 m.M); pH ., . .._. 
ol<!jgwcl 10 1:3 ,.; ., KOR. ~ t-C<lllcliliCftl . ,...,. 

myocY"" .. ...., ped\t<od "i!l JO!.R'i'943 (1 0 ]lM. .,.. 3). 

PPALIS (JO i>M. ••l} SKF 96365 (30 i>M. • - 1). Tl\.1' 
ATP (100 11M). or ATP (100 pM. •-6) poor to UO 
stim.ull2io n. 

In onloi K> iodinttly e-.-.hu>.- ~ • ..:ctivi:y of & SR. 
ATPot.< <Jt'· pump. ,. .. m<ll.~ the a!!ilil)' of m)'C'Cyll'' "' 
rdill !ri- SR c}• SKl""- n.r- t.. "'i'.nn ... .., e.. 
,;ai:Jili!y ofthe'linsle <~lh " "" .. - ~ '11im:d.-i011 
v.ith 10 m'r! c~ in Knbs :eolu:i:ln. ~ m.yoq~ 
Yt'C'f'e pc:rfuled w.U Ci *' tee dricat m:l I m:WJ b cr-
10 mM c>ff<ine (S 1) " "' lidded f« 10 mio. In • po:"\'iota 
•ut. Yt"e COI'Oboa.zd thu caffeine sr:iDd..Sm i ll • c.~-­
&oe m<Ctiu:n far 10 min conpl ""ly deple>e< & SR c.' ' 
•- (3). AB.,...·uk. cello ..,..., y,·>.<h<d •ilh 0.2 £roe 
mtdi:Jm Xt rmm>e mff~ .cad pcrf,_r.Hd v.ida Knbs 
(2.5 m.\1 a.' ) fir 10 min to on... SR Co' · mlllins, .,.. 
f.,.,.j ~ .. %1 Orne ;. ~ ., rdillthe SR~10% (10). 

r'mlly. obe simuh:ion wil!! t .tffiine ..... , IO]lUall o­
"9in ~2) t111clcs ,.,. ..,. 0.'" £roe G<lftdj,;,o,., borcn. ln 
t. .... _.,<I'D. me S21Sl .,.;o ._nded 10 ilo 
~ ofSR C•' ' rd51Jioa pop a somu>p<,:imems. ccih 
•=•inoJJ'*<I 4 min h<fca S2 ,.;m LiCl (2 min) o r AT!' 
(100 i>M) ;n 6o ol>omoo .md in me pm<mce ofKll R794l 
IUld Rll2 (1 00 ~o-\1) o r s:n..-nin ( 100 ~o-\1} To"""""""" 
~c. in ~ expaitue:rl-i &e SRA'AL-.e a..2• paiJ1l v.·n 

invon'<CI in the SR O.' rdillin& "'" -.1 ~ " 
'll"'m: inllibi:or of me SR.A'ml...,. c~' pum]>. 1 pM) ., 
blocl: tio p,..... ~ found U...t llll'!l'ip:sin «WWIpletly 
l.boliftd ilo SR a.•· ,..&llirls (ch::~ "'" ...,..,.._ 4- J). 

d=.....-..:i!>stil>.Uho SR.ATP ... co' P'"'1' ;......,.;,. far 
!ail; tflenomcnon. 

~ ~ dril 'Z'Ckaiq.-e -. irr,ezig:ue '!le pouml~ &"J 1e of 
K9-'R79U Oft L...l')PC 01? ciu .. ntk iD b an .. y tmOOih 
mUtC le cz-11 "-

Trac..."ae.1.l myoc) 'tts •'eU ilob.zd «. ~cd .above:. 
,.,, my<><¥'" cullon, ilo "I pciltt ,.... ..,.,,.,...<led in 
rinim~ ~cnli~ mcdi-.an cm:&.ioi:ns 10% l:Jmtft sel:lm. 
2 mM t.-p!!.mine, 10 U ml 1 p<:~itiltin. 10 I'Sml 1 

~~cm.yc.in, .md IS m.'A glrucose ll.Dd phted m monded 
Cll\WJ~ill" coa..O ,.; ., ~lo r~t "~col~ Ceil mlnlre 
"'-u prlanned ~ J?ec ia a 5'% ~ in OX)-'!!«~ fm- U... 
48 h. 

Aiow'!l' .mCIOI!I ma"'loccih "'n .ollo"'al 10 'IOlfledoll.., 
in me ..,...., o f • 0 .1-ml ""' ... gla..., d>""'F'F in • 
pelfusior! cflomher. Th< clwnhe• ...... p.nu..d by s-i:y 
(-·LS 2.0 mlmin 1

) wit> the foiJov.; "'l -.1 ooltllim: 
fU 0.2 C..II'Ml~ 'fi'e m o:l R} ~.rq 0 1

2
• lL'1 fie 

& ·ud cl'u'!l• mmcr (mM): K..Cl ( IJ 6). o a (6). a.oz 
~} gb~n<e (II), fii:PES (Ill). cmd nitamx ocid (0.1) 
pll 1.4. .ulj-ed "ilh C..OH . AD npcnnm• ,....,. 
pelformod ., room ""l'""._= f-l i0 C). 

The smdud •ix>1e ~d c.anf'igur._,;,., .md ., AXqWCh 
200A ""1'1i6er (A.uln 1n<:rum.,.,) .. ..,., u...t to.......:<~ fie 

o.' """"" .... M.o:d by depoWi>i"!! •oil• •"l>' ('-"­
\'011"!1• d .np). P:.rl! pij>.sh ... ..,.. m>de .. m 11l200Jl.6 
Sia.'<~ (\W>d l't<ci<ion t.~ S:u-• <0.. FL. GSA) 
~!I ,.. horizonltll micmW~e p':JJIS' (P 8 7. S:r:al' T.ma:m 
"""" Co.. Nm- CA. !:SA). Pipoz ...;~ ~ 
tiorn 2 ., 4 MO. Th< m...W "'b:ion n .• (m.\1): 00 
(llO), MaCh (2). III:PES ( Ill). I'.GTA (10\ ATP eli sodium 
"'h (3.6). ••·10 GTP IOdiom••t(1 .9), pH 7.). ol<!jgwclwil!! 
OoOR. 'Wloole cen an1....., .. ...., 611:2<1 &t 1 5 K H:, 
<figilizcd (Disiic:l l l22A • .bon) ~• I 0 KHz. .n:! star..! oo 

~ carnpul<r for lot« .uulylis !!mull • '!'«ill -·= 
(pOomp v iO. Amll). 

A ..,.;.,. of "'ndilioniii!J byperpol111i:rios IUld dq><>briz.. 
~ po~ ofporn~i:t.kr ... ps&am "'"*0 ~ +50 mV•~ 
'!']!lied., the myocy-.. in IQ.mV inaemen• fiam • baldiii!J 
II'JI"''Iul of ..(,() mV for 500 ""• I 1=tz. 10 o'->" C~'· 
m.....,. Af'BIIIIe can alpm1Dtol. K1l R794J( IO i>M.•-
6) IUld nifaljpir>e (1 i>M, n-6) ,...., lidded a.-.l c.lu."'&"' in 
me aalrftlll •~ qr.u.nti li«:t •-ill the ume pamc:al 1.2 

mu:im:aJ cmrent pcnk.. 

Olme3. ~ :r~ vn«JC.h m'll'C 1e qs •ee coDe:ft 
.,d &m:a> in tiqaid ni..-osm .md mminm •««~ uruil 
.. .J)"'io . E.odl ·-..... ho""'!l"'ixod {Polytran m 100. 
JCin=ol"ia. l..aum. S...i:mbnd) ;n .10 ]d of RIJ>A lylis 
baffcr (S.U.• C= lliCIO!clmology. c.u no. oc-24948. Sma 
Om. CA. liSA) cm:.inioa 4-(2 ..U.Oe!ilyl;Jl=:en=l 

t.ll)i fluoride. p<p~:cin A. -ca. b ..... ;, """'"'""· ... -.a 
"'"'""in "" """""'" inllil!i ..... rr.om<l!l"';zoo~ ""'p~o< 
-.-..e c~ed ., 4"C. J.OOO q>m. for 15 mill. To:al 
fi'Cllein <DI'IDS w.·.uda a"mftd acias • cunmmi~~ot ~• (RC 
OC Prouin AI<~~~ O.,.log 500 0 119. mo-Rod. li<r<u1e<. 

,. 
• nx,.I'2X • ......""ori: nlro ... ~ _, :.)[J5¡, 
UJ .. __ )'Ioami< ""rl ,-<-,-"')0<1)'1 _ _ 
(Tlom ... ~,.Jo(, .. _ ... ~ ... _ D." ...... 

(11). a_' .......... ' 'l*ad>\ooido(06m.lII odoI\_ 
N....". ......... (!<.T.loI. 111 )0loI. _ od ,... " _¡. 
_ QO~G_ .... ___ (n. 

U). .. ... _ ... <Jl._' ..... ,...,._ 
._ .... "TI' .. o.'· .. tee __ (0-01\ """ 
_01 .. _ . . ... Pi'), ___ cm '" 10 ~M 
-.. (XJ9.ll:1 ..w. .-1) _ ..... ,....1:.0 ........ .,. 
N~ 

A.tID"""Iy, .. «nI_ ¡o .....- "'!'0<)'It'I ... _ ti_ So'¡o,," _' • .. ft -"' ..... 
V.ax_), 00110 __ ", .. 01_ .. n IA;I '" tilo 
_ _ ..... <JI "-O ..,.¡ NaIICO, (LoIIi -.).1): pll .... 
...¡¡._ .. 1.l ..... KaH. ~ , __ dio_ . . ..... 
~ __ peñolll"" KIlIt?9o<l (10 "'" ..... 1). 
,'''OS (lO oM. ,,-1\ SU ~ti 00 ,.M •• - 1). n..1' 
Al1' ( 100 ~ .. ATI' (100 ~M, ,-6) p ...... UCI ......... 

lo ..... ., -Ir'- ... ~.,. "r ... S'" "TI'_o." __ lO .,¡tIIo_".",._ .. 
..tiI1 ..... SR el' __ !leC ...... "'1' ........ ... 

".tilil)' ""loo ...... ce. ___ ............. ... 
_ 10 do4 cAioo ,. Kn!o. ool ..... n-. __ 
...... ~ .... ~C¡ he."., ...... 1 ... ..... 
10 dot utf.,. (SI) _ oddod fa" 10 .... lo. ","", .. 
-':, ___ ,Il00 "",t.i •• moI .... j •• C, " 
_....- fu< 16", .. """'fiI-l)-~ ... SR d ' 
__ [lJ. AlI.....- . .. Ir. ..... ...- wirII 0."_ 
_ .. _ ..- .... d JI<rl-od "';11> KnIo. 
(1.S dot ea") to, 10 ...... _ !lit C. " _. v.;, 
_ " .. to . ..... ¡. ........ ..tiIl tilo 511._10% [101-
Fiody . ... _.1 •• .-. _ .,.- ,, _ 
..... lSlj .. dI< "'_00" fnt __ ... __ '" 
"'_ ........ _ ..... s:LS1 ,a" ...",._ ., ... 
__ "'$1 C. " _ .. (1111- '" ___ <410 
...... _ ... , .... ~ 11 _ UCI (:t ".)O' ATP 
(1m \OloI}1 .... ... _ .... 4 io ... ,.._~ ofKB·R7Ml 
_ RDl (1111 ¡.M) •• __ (IOO,.M) lo , __ 

... io ___ - fIo SIt ... T_ (lo" PO"'P ... 

ÍII_ ÍII , loe s. (lo" ....... _""" , $ .... íi 
'9"'R ... ¡;¡ .. of"e SII--o.Thoo ea" _ 1 ..JoI)" 
111...., fii. P ..... v,;, r.. ... ,110< ...... _ • .....p.e", 
__ fIo SIl Ca" ...... Cdo. _ .. _ .-l). 

t ..... fIoS1t.ATP_ Ca" p_ ;'_.oIfa-
".;1 r ',"-

v,;, .... t_ ... __ .. ___ fIo _~e.,1o of 

KB .,..:¡ 00 ~ 0." ....... 10 t . .. -,. _ 

.. _ .... 1 .. 

T~ "')1'0<)'1 ........ __ ,. _ ... _ .. 

Fo ... ,...,. __ .. cdI,..1I< _ .-""" ...... 
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4' Ai .... __ dtorilo-. .......... _ 
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-.J.dtoc. -.j_ (00101): NoO (116), 000 (6), JW:u 
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"" U. odj.ed ... CoOII Al COI ........... __ 
"",,, .. ____ ...., ... -. foll'o. 

n. ........... _.cdI_ ... ~ .. d ... ~ 
DIA.,.._(.o.-I_ = ) _ o"'¡",_oh. 
Ca'· anttU __ ""...,.,"""' •• v ..... "'" ( ...... 
-... d-ñ _ ......... -......t. _ IR2DCF.tI 

"... (W:ool _oio. lo. , $M.-, F1. 13A) 
_1 4 _toI m"""""e p •• (P .n. S""" 1 .... 
_ C .... S-. CA. USA). PI...- .... ~ ...... 
_ 1 ... MIl. ~ "',....¡ .. ...-.. _ ( ..... ) 00Cl 

(llII'). .,..:It (l). !lEPa tlO). rcrA (1G ~ ATP diordi_ 
.... 11.6),""" Gn' .. dio",.oI.(1 9). ... I1.l ..... _ 
OOlt 'Iolde Id .. ___ R_ .. 1 J J(1tz, 

.¡;;-cn.- 1 J22A. Am,*_ 10 ni<. "'" __ "" • """"'1"'''' b l •• ...,. __ .... .-o ___ 

.,a....p vIO. A-:l-
A ..,¡. of ... edi_" ~ .... , """ 01", _ 

.. po ..... of~""' .. I_ -10 .. ' XI..v~ 
",¡oIiod .. dIO -"" io _v i ___ ._ .. 

-"<1of <J(I.V fa- tlll .... 1 11z. ... --'" C. " 
.. _.A~ .......... ' .. m«II. 1C1l1t79.o(IO ,.M, .-6) """ ."' .... (1 ~ • • "'> ___ .--ÍII 
... "'_ Wd"1t ~'m wiIo <loo . .... __ .. 
--.u_pooL 

Goiooo ..... __ • _lo .... ~ 001« '" 
... 4 "- io ~ ...... ___ .. d .......... md __ 
... .t,... r ...... __ loo ........... (hI_ 1'Tl10ll, 
~ u....... s.. ....... <Q ¡. XI'" of lt"A", _ 
__ ... (SooIoer.. 0;...,..,100 .... __ ....:1,.;.;;,. _;;;; 
a-.. CA, USA) _ .. 4{1--~1> 

"..,. _010. ,""_ A. p-+,. --. "",,,,_. '-
"' ......... "",,'Me ... ib .... 1 ...... = _ ..... 
__ ,~od _ .. e, J.(IOO ..... fa- l' oo • • T<*l 
_ ... __ 4""",_ .... , .... .. aalloi'(1:C 

oc \'m.a """"" o...!o, 5004111" l!"-bo!, I~ 
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CA. USA). A fly~~ <tf !he 5.Unp~ " '.u hldc<l in 
diffenn1 lu16 <tf • 10% SDS palylc.lybm& gd ud 
5QbjK·:!ed 11'1 dec::rop~ urdcr 11edlcif18 condi!icwls. 
Ahmr.·.u:l~ ~' "'In ='*'${cJ'ft'd _, a polyvinyli.Y:ne 
fbari& m(Jilbf.me (Dja..,lbd) *!d b11Xl:cd O\'C1fliglll "ilh 
5% ncwll'.tldty ftlk in PBS"'~ (r"'«'n20, O.l%)a 1 4'"C' . 
Mcmk~ "~ in:.W..-«1 2 h a1 f:I<Wn ee·n~1\t:Jre "ilh 
r.tbbil polyo:bnd ~tibody r.WIIed Q8<ifl'll P2X1 (c;;t: nn. 
APR..OOI). P2X! ( ou ll(l. A PR·OO.l). *id P2Xl ~.tl nn. 
APR..O 16; I :200, Ab:n<Wie l..;t:M, k::-Juk-m, T~.w-1). A~ 
-·.um, membr~ -~ inQihtlied "ilh t. h.~'JIIM\llfilh 
pc1'<11.idl.~<WI~"Ied 81'1ot1 *lli~.ibbi! JsG ~nduy *IIi· 
hl'ldy ( 1:5.,000). iflc.W..-«1 ((If I h. « f'IXWn ~cr.t:Jre. 
Ttmru:Mbla!ll "~ dew.bp«< ll'ling u t'nhulced ~b. 

m~iMII -.tlCillll (Luninot; S.ma. Cruz QiCII!cilool ogy, 
U l m . ,;c-21)18 <CA. USA). P2X imtmMb1l'll'l were 
,uu.lyud by dm=i!<Wn«ty ~ina: KM.t digb.l ..:im:e m 
.,fl"·.n.. vcnci~X~ 2.03 (F..I':m~ KMU:. }.:ew fll''"'- cr. 
USA). Ma~e nr~nac.bnd « ...U:·1in ulibady (Signu .. 
1:2,500) " ' .-! bb...:l u • C<WI~ ((If ~ hut To 
~ne ,;pecifi cill)' <tf irmru:Mbhding. die *It~ " ',u 
~«<ea u :;,rue die prim.-y Mcibcldy. 

~ S'.uiplu~~ilndillll'ldi-.am dl,«<~neS'{y~!M) 

=iphMph.-e 1«a.lirhr.am u h, N·dlylrru.\ein&, 5Qcun.in 

diol<dr.am u h, MK::i\~ bl<..e 2. pyrid:n::.tl phMpl:u.~6..uo 
~2.4>diolulf0nic acid) .e:=r.t :oadium u b, 'r.Y-<J• 
(2,4,6-viniQ'\lJilc11)'1) adcn\Wnt S'~riji!MJi! .a:c moM­
li:!lillm uioadium u b, indame.'!lxi n. lid:rium eblari& .. 
nifedip ine, me~M:l)'\~.tp.un il (0.600). d!~iFSin. 

l,4.,S.crim« hn,)be:n:mic uid 8·~ie.'!lylunina)lx·1)"1 ~cr 

(TMD 8). ud c.tlfeine -~ aD puc.h.-«1 fnwn Sigmt 
Cbe-m_ Co. (Sc. Loui~ MO, USo\) SKF 96J6S " '.u 
M:..ined &:lm 9iofl'nl (Piym<~U~h M~ing. PA. USA). 
K9 R79-ll *id SN-6 ~-(4-ei='opbmyl)m«hnyj'ph&­
nyt);me.'!lyl)4 ~tau.M din«u'bo:l:l)' lic uid d:!yl 61cr) 
"~ purclu.~«< fi'am Tocriol 9iC~t."t:i:-noe (£l liw iUe, MO, 
USA~ 

Di ffe:llelle6 in l!le ~-<t( lac.hel.l ring,; ud Jingl e oen~ 
(CC~J. "~ enb •«< iftlrou$h poW !led «unp .. lled Sndem',; 

r 8t. ~liY MXJVA, « 1i:'JII"l.led me~u:t'CII *l.iy.ci ~ <tf 
\'lriulce f61ba~ by ih:rsne":~\c mtll!ip~ « Tul:ey Kcuncr 
c<Wnp.ui~~m ICI!II. To e\'11-.U.le 1he C<WICI:'f!IO.liCWI ~<ltl'le 

C·UI'\'e o f ATP, A T.PyS. ud ird:lme.~in plll,; A TP, -~ 
uk.W.led 1he r.c.,., by in~ob.li~X~ in • !Cia.ighl line 
resre'a l!le lag <:<WICen=r.tliiXI "'- l!le plf'(~ o f l!le 
~~- S :..liAio:a1 Jisllilit.u.ce " '.u ~ lll fW<I-.c.-w p< 
Q.QS. D•a. .e ~ in 1he .e::a *!d il~~.-lmc u 

n'a";lll,iS£M., R tql-5 !he mtnhef <If Uifi'U) tl'led, r\'lr 
Jingle oe.D ~Cfll~ R co~n& ., 1he mambe: o f 
oen~ *!d <Wily <Wie o:peimem " ' .U perl'cnned pel' animtl 

..... 
ATP indx6 C<WIU:K·tian in li~ 11musn pf:l:c::agb.Min 
Jlf<dx·li~X~: f'<lle <tf P2V 11eCepln 

ATP indxed a C<WICen=r.tli<WI.dependml o:u:s:r~·tian o f 
,;rm<ld! nude 1ac.hel.l rirlS" "i!l *' r.c,., <tf 11.4 I'M 
(Fig. I . •-5~ A TPyS "'-4 8) lll'llll'l induoed a C<WIIae­
'liCWI "; e, &le 5.UI'Ie p<Jie'fley (I?.C'.s11 8 .7 ltM). Tnhibilian o f 
p:ooghndin synftu~: iot by I 11M ihh:nmtt:in co:npln•Jy 
Jn"cnled ihe e.ff«·to~ <tf ATP t.l o:uxen=r.tliafl'l be.ba• 
100 !£M, 1M • ,;nuD o:u:s:r.laicwl "'.t.~ " i &nl in li l '~ 
« I m.M. In 1he f<~U <I'9oin8 o:peifi'.IC!ml, we c.luxK·lMiud 
<Wily i!le A fP_,indxedc<WIU:K·tian iim~ili\'e b ird:lme.~in 

by ~lAS 100 !£M ATP. 
We M~«<. in =-.uhml rinp. &.- die li ~l ud ..c:<Wid 

«<fl'QeOl'li\'e ~_., ., A TP ( 100 I'M. I b kfv.'«'f! ex.h 

~<ltl'le, R-6)"~ n~ diffelml (Fig. 2 11). 
The pa:Bible f:lle o f P2V ud P2X tKcp<n in 1he 

«WWtrXliiXI i:n.±loed by ATP "'.t.~ enl-.u.led i!ln~gh '"~.:11' 
lnagonio==I . A:cc~ be !~e'en in Fig. 2. l!le o:w~trxlile ~~ 
., 100 I'M ATP "'.t.~ :cignir.:~dy «dxedby ~.unin ( 100-­
JOO I'M. ....11%. •-6)ud R92 (100-.300 !£M, ...S?%.•-8) 
PPADS QO '!£M. R-6)did n~ nn:lify dle~e _, ATP. .. o ..... ..,. 

0 

10 100 1000 

ATP (PM) 

~I c...,......,.....,_IJI,...,.pi& c.o::~ ..... e dilb.,.. 
u-.. ""'...,;w iJI A'Tl' au1 A'Tl'y$ ..t lu: dfd o.r ild·""d\6 
(M.i>). A'Tl' (1'1 .S-t) u1 AT'PyS Cio"'44. •""" r,.S...,M~rtC All' 
-kt) p~ • -16lo.~ -.::$a ~ 
~tk-P'*Oii.)'U1cl~'Y• ~C!W:AT'P il .... 
M ....:lt. au1 ..X .,_~ b . ........ 1W> (I uM, ,. ..S-3) 
~t:lj ~ tile,...,._., e ATP &>. I e lOO ~ au1 
~· _.....,_.., ...-.. 1 aM, io&::tl"'le!W:A'Tl'· 
b1>.:.:4-..::tU. o.~.....u.o..s.,,.. ... , ... m p.;o1>o:.._ 
.~lnh ......... -...SEM 

__ ... , ", ... ,co", .. ,,,,",,, 

-

_ .... _. 
n;-.. .... _ ... --.._, .......... . 
[C ... ~- ..... • .. -rF .... - ....... _· , __ r .. .-..., _ ...... __ ... ,.. .... _ .. -... -._-..... ~-__ ~"- T. _,.-- .. __ 
~ . , AD • • ",,""'" __ ..... . "'._ 
.... .,. IIC .• .,. • __ ., • _" ,. 
__ ....... '- __ po E of _ 
..... _· ... _ .. __ .... _ .. ""r 
U !. n. , _ ''L' .•• ,. ... ... . .... __ 

_±SDI.., . . .... ,._ ........ _ ... ... ~ .. , .. •. " .+ ",._.f ...... ..., --... --,., ..... ,.,-
o • • 

"".o+.n ... ;,. __ ,. I ,. -_ ...... ,.,.. ....... 
..,. -.... . -.-."0 .. "._._: _ _ . f __ .. --___ """ ... ,:. "" 
h· ' . • ..". '!- • ...,.. ~-. ,.,." ...... _ 
... .. + __ -.. (1'C,., l.' ""l- ....... . f 
• ¿, . , ... _ ... , ... . , ' ., ¡L ~ 

__ '" ... .... " ... TI' .. • ~ 

LOO ........ _ .... _ ... _ ;, '''''' 

.. , _"-""_, _ ... _ .n-"'" ... _."" ...... _ ... __ w. __ • 

...... _ ... ATI' . ... _ ..... _,. ..... _ ... ..:--_ ... ___ .... 'EM .... ' . _ ... 
_ .... )_ .... _~1"-.... -~ .... ... ,., ..: "'" -~ .... _ •• _ --.. .,. ."" _ ....... +_r __ .. " .... ~ .. _ ..... -_ ..• ---,,' LO.W ""'_. __ .......... __ ' COiI 
'" ,,,- -''''- .-<)..: "" - -- .... -'''''' ..... 
~". .... .... ) ...... ....., __ " .T1' 

• 0 _ .-, • 
I • ! 
O • • 
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fi-.. :! E m.:• Oil a.,. ' ir.al). PMDS.. m a.Bl c.a Ilk e»ee~ 
.......S.,All'(IID""'l .. _..PioS-... ..... • lk..-1 
-=~.,All' (I .. ~ od.. ~" --41 ........ a«~ 
lc-.kr..oa;~~--·&-=~phc~­

aa,....a~ ow I M1~ ... SUR Gt 6-) W 
lUll Go 6) ~ ...s....J. .. " """"• -.......! II) AlP, 
.__,PPAI:IS po ""! .... - ~ .so-(•) r,...a}"" 
dC:d ~ ~ .. l ICiil u ~ coo~!!kn uu:r ~ 

............. - bl .. - ...... ~',-<tUn. • ..,. 
OAI . .&n ~ .o.:aSF.lol 

uo ----
·~ J ~ ,_,_. .......... _ --..rqn."), 
'""' """""'-) - - - " - ....,......., (0."), 
~.._~i..lo N.d.ilt.u.tlaf6: A~d.~o»a&tfit.Ain 
- h•·-·"'C.Io'"'~ • Al?Dlowali .......... ~ a(c." ~ oo-.,....,., .., ll o.• fdl" ~ t, • ~ T!ISI: (Oa*"J • 
c..-......,...:~l) •...-:llii:A.A -....4~ 

U5 

Addi:iCIIUlly, 100 uM & cycloJ""')'IIJ dimdby!D.-ol>ine 
did '"" omctify me C<IOO'oaicm ind'IIO«i by ATI' .......... ., 
ss.mtin (d:cl.l. nn1 s~"D). 

b~dl:ahrCa2~ Q~..r irdtcrd hy ATP 

00.. ""' pna;u10 'a! e~n; role of 1'2X o..'ICI P7Y 
""'<;' ...... 

i'l 'Cim:Jl:m«rl:l'l ~eon:~ of cmnaicln rand (0.21 J. 
;, O'odld ....... 100 pM ATI'(••l)'a!du:od o clw>ge'a! 
~~~?~].. c_onri:lai!'d by .a tixit inau._~ w.tlich -ft hter CCI: 

mmod "' C a' · po.U (O.Oli4±CUI049.F,.,{F ,.,} Thin .... 
b Bm,r.ul by llD.a.ioed de'\:t.iion, w.'hid. i she21 ~uf 
"' ph1=1 (0.04 1ti!JXI<l. F.,.~'F,.,. F''4!1 . l ). The.< P::•' ' J. 
espx~~ ace~ conccmi:mdy •-ilh 11 m:ncle m~J!C. 
Uta. A aecrnd •im'OihrUI willh ATP p-odaccd a 8mibr 
Ca'· peu (O.CtS211tii.03diO, F,.,.I F,,.) and pht~.>" 
~Ul49ltii.Cll49, F,.0 1F,.,). \\>'boll sllipo ,...,. 'a!cuho.zd 

•'illl I JIM illdomd!udn. me «<<&ldioo illdxod by A T1' 
{o-4) ,. . ., oholislloe<l; ... Ca'· pe>l; " '"' nal cll""8fd. 
be"'a O.lll60tii.0060 (f'..,.fF.a) bdi>z m d O.a.J6!1± 
0Jl06 1 (I' MP :.J l1fier i.ndome~n. Ro,.'e\~1". tie 
ph1e3-:J --~ sianific.l.lllly d~3..'1t'd &om e cnnrm 1 '\'1loe 
of O.Ol49±Q.QCtSO "'O.Ol l?til.00)2. F..,rF,,. (p.cO.QS) 
in e.. ~""""'""~of indoms !ucill. l:j>~<lr.mt ....,"''11 from 

m. •"" Jft'\'<IR<I ATI' induced «<f&ldicm, .md pm 
dmdc>.lly, il induc:al oel .. orion (UU±2!1.2 mg. •-3) 

•'illlm• off~coin8 ihe Ca'' poa ..,d pil• "'" (Fia . 4). 
1n mgle ...... '!' srnaoe, m.J..:Ie <rlk, ATI' jnhJ.d • 

!:>mi<nl n>· Jl"* ..t • pb>eJu •tum ...... ~,.;'"' 
cl.penclml (•-4). .m:l ~ _,., ... .L, nor moctitied by 

ildor..:u<in (.w-6) The ph'"'" .. .,, o nly abo.,.,..a "' 100 
....:! 1,1)00 fLM ATP Q'"'!l- S). The AThftb:al ( 100 pM) 

~JJP puh::a!•~ ~. Wlaet~ ~ ~ 

""~ 1 ~ ~~ 6c ~csbs. adta::d "> ATP .a.tll~ 
ib.:Jii6:4 bl&c: cr" poA Wloll ..:.1 tllll!IS:rd, ~Q. 6::: pldou 
1II'M -.,n~ &~ ,..._ • W.Uul ..aa (fu &.:.a., jo;: ......,.., 

A 

z 
1 
1 • ! 

e 

z 
1 
1 • ! 

• 

o 

.-. 1 , ... , of __ 1flJII). ""'-DS, ..... I .... _ _.,._0 ...... '._ .. __ .• _ 
,,_ .. _ (1. ___ '''1_"_;;;,_,,, 
._ ..... _' .... - .... _.!"" 
---- ¡' '-..... -.-.) .... ..., .... ¡ ,w...,_ .. _ _., .. ". 
... _ ......... (M ""'I ... _-.., .... _Itl~_·\ .... 
---~._ .. _ .. _---, ' '_ ... .. __ .. -- .,. .... . .,. ...... __ .... 

A 

,. -
.~ J 'f)foooI-" .. __ .. ,Q,~ 
'"" __ )" __ N_" '[n.~ 

__ ,-............ _ 01 ... ".-... __ _ " . C_ , ... ". ................ ~ .. [c."J. 
_.". Q" .... _ ... .-. ~ tClo;' .. _-"-,,. __ ._--

AoiioO.-Jy. 100 "'" • . q.J"~I"""",~,, 
diI_n><Iify" -....; ...... l0:<III ~ .. TP ........ 
__ il ("~_'_). 

.. _ ... _c." io ___ lIr"TI' 
_ .... pn .. _ io ,-.."""' ... <# nx ..... l'2V -.-
................. <# __ .... (0.'.), 

.. ndod ...... 100 "'" "Tl' (.-J) iodoo:od • ..,.. jo r;." .. ",, __ -.1 "1" fa, __ , ~ io 110 ..... 

__ Ca" p<.oli: (I1lI11._.F,'¡F.) ni._ b._..,._ ................. _ ... i.~ __ od 

.. ,_ (lLOu.am .. F"P, .. r •. J). -r-. ~."~ "'11""_...- .... .-Iy.;do ..... _1 .... _..,. 

..,a. ... _"" ........ .,;. AT' rn>d-=.' .n. e.'- peojt (G.05!O.tG 0)001), 1",.1F,.) .. d .... _ 
fI.64thCl .OH'l. F,..¡F,.. lliloool .. I" __ io ........ 
.... I ~loI ._.0:, .... _.011 ._iI!' ATI' "-4) ..... oloo li _ •• Ca" ~ .......... ~ 
boioI 1 . .II16CUCI.m60 V'_IP",..) ,"""," ... d D.ID/iaJ. 
IlQOIiI 1" .. '..,) 011 .. ¡ __ ;L 1Io_, ti • 
........ _ .. _Iyd...- __ ..... .,l .... 

arCUl)f!l.l.Cl.OO5O .. CUlI JJ ~JIOn F,..JT,. c, .. o.os) 
..... ___ "'md ..... horio.. ~ ......... -.1 "-
....... ¡n0 : IoTI' iod_ -.c.",,: .,d pon: 
cb:~, iI ftj",. eI._". (U' .'J.lII.l ..... -J) 
...... , odOClio, ti. Ca" ,... .d .. _ _ <F'" ~ 

lo .... ~ __ do "' ... ATI' ;_ a 
_~ p<Jl""" a ............ ___ ....... 

Q¡ (.-.q..-! ... _ -- - ....- i'I' 
._ ' (.-~ no.,u- _ o., .......... . 100 
..,. 1.000 ~ ATI'''" J). no. ATI'·""'cd (lOO ~J 

.. "" .. -"'. __ ..... _--.. 1 ~ .. __ .. ___ ... A.". .... _ 
_ ..... r:? .... ____ .... pIo _ -..... ..,. __ .. _--, ..... -
~ 
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uo 

1..15 

0 KCUO ... 
• A1Pt00 ... 

..... T),...,•""*"'V""--- --- <QO."J. ral 
o..a~•w..:wa...a...sa:r....,_~,on.nw:._-.e 
ilflipll J-:IIC:a.lo.L 6c: AJ?-~ •x=e'm&e .W. ~ a:l....Mi.:a!. 
(o -.1) wax. .... ~ "" o,*· ~""'""' ....... (l>o- -
1-"'1 

c.' pe* (325±119 nM. •-11) - oi1m0 ..,...,....ly 
....,..-! by 100 f!M tU:>min '"-.t_ p<O.OI) ond lligrDi-
c.nly IOd:Jood by 100 f!M R£12 (-57%, r 1, poCO.O I) ... by 
.lO JL'd !'PAllS (-<0% •-6 . p<O.OI} ,.;,;ct. is ....... ,. in 

fit,.. S E IIi:« Ill" ~e!~Mcia 

( .h ... l loll&) Ilk 0::11(:1e ... 

....._cip-*= '=~'IC IUo At? .. 

.,u.:.-,~a~ e.:-, .. :cil. Pl&b· 
'*'» • R I 'Mfte te~:(id­

"" ............. J(IP" 4) 
:ad.w:d•e~~ 

A 

:a "" . 

,., 

"&- 6. ~ lu.< -. ""'" """ m .... .mn mip _ ... e.. 
~"'a of '""''PI"" 1D G ~ (9}. flov.'<'-.., "'" fcrm:l 
~ I 00 f!M ...,..,;, eli dn01 modi~ 'fl• - "'"'"oco>..;, .><hnl 
(10 JI.M, •-5. ch:a ""' .00..'11). la .d:litm, K:B.R1943 
(10 f!M, •-6), SJ:F 9&305 (30 f!M, .,-5), «TN !'cAT!' 

(1 00 aM, .. ....s)significmtly roduc:ed ATI' nh.::ed IC•''lo 
D:remm tom l472J.t., 269""8 aM , (-22%,p~.OS) 
tom 4S0±52 1o 2110±.l0 n.'d (-31%, p<O.OI), ond ftml 
468±106 10 357±100 11M (-28%, p<O.O I), ...,.,.aMiy. 
b ord« liD COJ1D hc.'a.ZJ tnt Rm W.';U hlod::ins A TP e::tfcc!'i 

!.mo,;4a m~c. P'1V reoc~~:n. c~ns v.'ef'e inc:r...a:n1!!!d 
v.itll Nt:M (JO ~ 1:1 u:x:o~le G pru-eins .ud -.; t. 
TMlWI (SO f'J.I) ., i nhibit l!'...,octiued c.•· ......... 
a,~ d=aiS' dimini.a..d {-.41%, """· .r.d ..st%, ·-4, 
a.-ivdy, p~..Ol) ATP-irdoa:d (Ca'·l inc..,..,. ia • 
simillr m,.PIUde .. RD2 (-S<%), ,.;,a indica!"' a role 
of 1'2Y IIOOell"'"" ond !te PLC rP1 puh'Oy in !tio 
2SJI005e (Ms. 7) Mo,...ver, incllb.cion ,.; lh TMB I ond 
PPA 1lS (.lO !1M) c«nplmly blcd:ed lhe ATP-i n<ha:d 
[C.i ' l. io:=ne.nt (F~ . 'ib, d), c011finnins ""' lhe 
rrru.rting repao~ d~ to ~~ blacbde of 6e TP.a· 
medi~Sed C.,:: rde.ne c~ponck » tie .te.:i'vil.:i-l:n of 

P2X " '"'l"""'" Addilion1Uy. [Ca'"}. ~""''" 10 AT!' 
(I 00 f!M) in Co' he mediam 'O'In lligmtnftly redllaod 
.. ia c«npin'd .,il:h llhOr a}X!C:Iive respcma: WI acrm:a.l 
Kni>s (-67%, •-li.,p<O.OI; r15- 7Q. d), 

Myo<Y'• inaiwioo witll D-600 ()0 f!M) clid ••n madif)' 
e.. ATP.Jndoced (C.'' lo in=mm pmtrolv•h...,31 1±57 
v.L D-60J v<11ues_ll2±55 riM~ •-4), ru1~ 001 ~pu'.:a.::i\•e 
m1e of l..:ypo C.al· d u ... -.ncis in flU ATP e.1fta_ 
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A ( _ 1 a>/l .... _ .... 

I\i. ol ~ "'" _____ • mi,p. _ ...... 
""(11'" <1 ,,,,,1'_" G "-I~ _ . __ 
... I OOIlM __ did . .. ..-diIy • • _ ,<>CoIIbdd 
(\O ~w..~ ... __ ). r. odolftoa, ni R7Ml 

(1 0 .al .• -~ SKI' ! <\MJI (lO I1M • • -s). '" """"TI' 
(l OO aMo '''''') '._, ..... ood Aa 0Id""'¡ f:a"). 
..... u .... to • .Io<7 tlO .. :11" ...... aMo t-22,,-,<O.lt'n 
h. 4!OU:l .. _~)(I aW (- l1%. ,<0111), __ 
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RoIII d •• d_"_ (_ . ....... ~ _Sol%, . - .... 

"''''';'''J.1'''~.oI) ATl'-..... .- lCo") .. = 1 • • 
... 1 . ...... .u .. ItD2 (- SN). wIodo .odi"", •• mi. 
<Ji I'2Y ....., .... II1II toe P1.C. rt. "..-,. ¡. ti • 
.. ,.,. .. (1'1 .. 1~ Mo __ ioo:._. "" .. n ..... _ 
_ 05 (lO ,,\1) ~1 lIIodM ..... TP ¡ .... <2<I 
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1 .. P~s Aldlk . EI.J J "-J"CDD (»II} 4.&U&l-21S 

rJi... ' Efb:l .t -.-..... C.fUI~ A B 100 uli)[>J. RJU (100 w.t) .... ..., 
c•~ ""'1'1>\l)s 130 ""11<1• 
.. IC¥1 '""'-<ot., 1110 u:l.l "" • ATP 1DOpW ""' • ATP 100)111 
ATP a iii._:k _,oc}liol lu. .... D s .. ICI)"" ... G RB> ICI) "" 
&.do. ... ~h=a. .............. 
,..... SUR. '-ilwa!t) •ltllillbJ. ,. ""' ~ 

... ..... .. _...bw...t.,ATP ~ -- !'o::J! JUU c~~ ,. n Pl"ADS i. • ( ~" "). •!ld JCa..a.,•)U ~""' ·- ~900 ( .u.... 6) ""., ....... ot 2!D 2:11 1 ~~ Ac.A.lPdfo.::t. .~lll ~ 
~-Oofl!lr:Jt: tn"'S ..... liD ICI) 

•.,.-cow. • ':rf<O 0 1 .,._, - ~ - -~"t I IC:Iiil. e:fiiA VO"flll.4 • D 

- ..._ CUd!Cil ldip(:Wie) Jbn c D 0 SUR 1:10 "" 'l:i' oiled ..cn::SE}.tl ra Ell:tlll"" 
• A."TP too plill 9 llPADS30 ... 

""' l!:l PPADSlll ... m ICJ!-II7!lol3 •• "" 
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ATP odi\...,.lill<re\'<%1em<>do oft.. KCX 1~ 1'ZX 
t='J'I<n: role in 111• SR c.,>· roctill ing 

To dsn~1e '!liZ ATP oc:im'l::lb.l!!l: rhe- NC"Xa,r. ftn: •-e 
confinno..i ito! fuo:rioruJ pe-~:nc:e in the si::lal~~-iru.·;ty ~~Wmc6 
m,.Oe oollo. 1a ill.,. myocy"' il>e oul><:ic:ion aCN>.O ISlld 
K11-«n, .. i!! ua ia:b:ed., ;,.,..., of to.'·J. (lS6± 

&t n.\!) ..mg, -- ., n oa:n;,y of l'C'X -
~ n,;, <.lf«< ..... C<m1'kl:ly o.bolilhod by lffi.R790J 
(••l). c~em-•ms 1bol mi< ~· is dae "' n l'C'X 
~'USe made. \1ki ~o 1:ritd 10 b1od: !ltl "KCX llle'\'Gae mode 
•ill!> a nm'OI in1liO ilor. me SN 6 (22]. but 1hil <h8 "' 
c""'"""'""" of J lllX1 10 11M ctid - modify m. ~ 
ob""'-.d .. i!! LiC'I oro an ly doloc-...1 '"' -f'l'% Rrlaaion 
•i:!a JO JLM. 'Tlr.ts., -.~ c:oro:robor.:a.M -!u.1 SNAi ft n01 <lll 

m.]1Jmpli• }\10(' mWY made inhibiu in 11R~y lll'l'llCJ'i!l 
mud,. 

To ollom.o the """""Y of •he XCX rwtne mode. 
c.dls •'eft s:im.Dl111M 11.1 0 .and 9 mill (•- 6) w.i lfl UClmd 
the •~• R"Jptm.se .,.,_, 9p~escd as a pec.~i1!1Je of 1he cme 
obsor.'Od o.1 0 mn (mtllml). M. il riho•11 in Fijj. &.. b. 
reli'om~ .D 9 m.in -.·n m:a,'e'nd up to -17" of canrol 
v.1l~Ue:S. 'Therri:u·e. V.'e e-.'3.b ..tle -!le e:iftc:tof ATP ( 1 00 Jl.M) 
OD the }:CX ~~evcne- mode m: thil rime.. A'T? 'Ci!'lifcudY 
inc:r:L~ (p<O..OI) there'\~ m~ of 6e NCX, lL"' C..lll 

bo _, in As. St. ( 1n ardor 10 --~ the role of 

• 

PlX r«qi«a i n t:.ft ATP 4fK1. •-e teued the elfects o f 
PI'ADS (XI !I:M). SJCF 96J6S ()0 f':M). .,d lNP ATP 
(I 00 nM). PPADS blodoed e,. l'CX "'...,.. mad• by 
i!l;e.lf (d.s1 nOll! "'hov;':'l) v.•herm.• the b..'Q tV.l.l s--.Jb~croc 
m"1'hly p,.vm..d tie ATP-incb:ed eflO.c1 011 the NCX 
revcne made (1'"1!- Sd f). 

11:u~!.t.~"e" reab i n:ti:.:reS:a~ ln myacy1!5. AT'Pincrex.e 
(Ca'"J, dwOII!Il> clif&ultmcclwlilm'- Y.ilicil oeem•-., be 
im'OhN in smoail mtrde ccmr«c1im. Tl~eft .. tu~·~ •<e­
msped the .,....bilily m... .m. ..;.q in to.'·l cmld 
bo panic.ij»:ing in SR cl odillins. n,;, ,. . ._, ~o:t by 
inclir«<.ly eva1u1tins the SR-ATPa.« a.' Putl1' acU\11)'. 1t> 
flese expe:im.e.'"C\, k SR c.JI n:fi tting m cm::rol nl)'Ocytcr> 

""""''«~ .,. SV$1 r..,;o of 11.'14±0.06. (•-S. Fls. ~ d). 
v.irich w.·n ~ fioudy ln::rta...~ b)' the-h'"OC ~-.ene rmde< 
(1. 17±0.06. •-6. p<tt01; Fls. 9b. d). We ..,a '""'"'"pod 
if me (Ca'"). ;.......,.,. indu<ad , me 1'2X reo:pt« 

..::Dv.Zon il itM>l\'0<1 in the SR C• ' re1ilq; -­
"'" blochd P'2Y ooc:qo"" •1111 RB2 (100 !':!.!)oro Utldo< 
m..ocmdiricm foundm...ATP( 100 fi:M)i-odnS2J 
Sl a:io (1.15±0.04. •-6; Fijj. 9c:. d). This n.:io ,..,. 

·£~ dimi~""" .. ilen NCXos:v ... ,.. blxhd .. i!! 
lffi.R790J (I 0 f'M. 0 9S±Il.Cl6. •-5). Tho blodoule ofl'ZX 

lOCO'!"""' "-i!l"''""in (•-f) ...., ... 011 the ATP effe= oo 
e.. SR c.' r.-6Jm,s (1'"1!- 9d). clemoncri>,s il1e role of 

1'ZX I'<OOJID" in tlli! ph<Mmm an. 

, . ,.,. ....... '-'0 , ... ,....¡. ,,) ... .HI_l'JJ ..... _.ot __ 1IUI 
A B , .. .... )(<1 . ... (1 .. .... \ - -,,~_ I'fOJ)S 1M "'li" .. 

.. p» _ .. ., - ... ~ • ~-- - • ......... ..... ....... _"----... - • a ~-- - a ---_ .... ~- • - , - •• .. __ ., Ja. - r -• .., ... """ . n rP"'" • , _ . .. ~ ... KU"") •• •• 1_ 
(-ll1l." .... ) ... __ .. - 1 ~ ..... _._ .. 

>-.r-< .....,_ .. . * -• .,. ..... ') .... , ""'" - - - - --..._--- • ... _._ .. ~-- e D ~--. .,- _-..0 ---......... _.-- E'J ........ ~.-- •• - , 
'J -• - · - • • , • - • - , -- -• 

All' __ ........... _,. .. ~ ....... r-x 
.-;o_ ..... &uc.'· .. (,I .. 

To ' ..... Al!' dio ~ f;no _ 

'_~OL"'" .. 10""' ..... P-'f ;"tllo ... ~ ....... _."' .. bI"_ .. ~ ... __ ..,NoC"'" 
No.lICO, ... t.iO _«1...... .. .., (~'1. (lllh 
lO MI) -. ... , + ... 'D ... _;..;" <JI{ NO: _ 
_ no. .f ... __ -]y _001 iII' KAl:190 
(.-1). __ . _ ...... to. ofiIct ¡, d ....... NCX ___ ... ''0_ .. lii0<i: _NO::...-_ 
..... __ ...... SPO", (l2J. i0oi 111. '*'" .. 
__ <l l ""¡ la ~JoI6d..,. ~ .. "' .... "!'~. 
... _ ... 1.óC'I ....... lJ -.,.¡ ... -IN ""' .... .. 
_ JO ,.w. 1110 .. ____ .... SS<'i ¡, . .. _ 
___ 1iIC(.-.. ..... .. _ io -,. ....... .. 

.~. 
T ........ 100 ~ .., , loo NO:: ....... -. 

<dI ..... . _ .. _ .. 0_ 9 •• (.-~wi" UC.,4 
,110 1., _POO"_ ""'~""' ... ,....... • .., ... _ 
.. _ .. o .... ( ....... 1). ... ;, ... _ jo F._ .... It, ,.._ ... ,. __ ..... _ ~ .a ..&714 .. ,_ 

nI __ n..n. ... _ .......... w..« .. r .. Tl' ( IOlI'M) 

.. ... 1'0: ..... ~ ........ II . ..... ... TI' " .. _, 
;.........,. ~<II.o I) dIt ~ ___ ~ f '" sor, .. <_ 
lo< ..... ,. 1'1 . ... { t ..... ... ... , __ ,10< .... al 

- .. 
P':!X R1t<pGI'I ¡. iI1io ATl' -.. __ .,¡ ... dcao ~r 

Pl'AD'> (lO 11M). su tü..s <lO ~M), .d n:1\ATl' 
(1 00 <1M). "ADS 111...- ... NO: __ -.l. lIJr 
•• If (d.u ... __ \._ "" .. '- __ ... 
...... ~ , ........ .,¡ iI1. AT'_ü" ... ..t _ . ... "" NOC 
,.''', ... u,odo (F., Id 1). 'Tlo._ ....... ¡-...iI1. ¡. __ . ATl' i_ .. f:.·" ....... -...' ...... h ...... __ .. 10< 
__ .. _ lO"" ..... r., .... l'IoofttIR, _ 

_ .. 00:1 "" JII>OIIihilif)o ... .......... (0. ... 1 ...... 
lo< poni<""", .. SR U ",1lIii ... n.io ..... &di..! lit 
--1)' ~ do< sa ... Tl'_ ea" p .. adM1y lo 
_ ... _ ... n. c;c- ......... _..,...,. • 
_ ... S!!Sl ,..;. of o.~~~ (a"'" 1'1 .... di. 
_ .......... .......,.~h1·Io<NO[_ .... . 
(l.I1~ .-"~t , 1'1. 'llI. 4 ~ __ .. 111 
if iI1. ¡c.") ¡_ .. _ lit iI1. PlX _cr 
It'io ...... _ ..... io ,loo SII.~ . ... 11 .. , ........ 
_ ,*",I00<I nY _op_ ...... 1.02 ( 1«1 ~loI) __ _oadiI_ r,..¡ ... ATl' ( .CIII 0010I),_00:I ... S1J 
!iI ...... (I.IJ~ a-6; F" 11<, 4 no, ..... _ 
.... 1......, d ___ ~ __ lII<><lood ...... 

1rn.R'/'loll (10 .,M. O,..ECl.06.,.-5). n. ... _ afr:!X 
__ ....... _io (0-.0) _· ... 111 ,loo ATl'.1feeoo "" 
... SI. c:." ... .,. (l''' 9d), _ ........... al 

~~.''''¡oI. _"'" 
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F~ 7 cr• ~-"'>A"!? ;a .....U..4., P2Yo..t Pl.X 
·~ ia tk: •-1 -..... -.d:lc:ediL t.. • ,\t..cO.JI-*~ 
U.,l:.lf..,. 4~ .....atlli•~ Gpdciai --~~l.:: .... tl 
fad n.t:e..a (" 4-. a fi:I.UI@.._. t6 IP.-b!.:l-.:1 ~ .cteue) 
d - r•o! ac Al?-~ ~ illerC*ICI( ._..44" Wt4 •-4-., 
to.p:dhd)l . i~ * ..lr:: J FlY·~ i.. tlc AlP c:D:o;t._ 
Th: r~ ·~ Iii ATP de n.t:U i a.:IIJMiU1 ._. 
~~ 16d~d 'tl!rA Pl"ADS v. 4~ u ~u or Pl.X 
lo;q~M ... cC~t.C--.a .. k U iUIIit;Ji (II P 2X f CIOeJI(f't il 

In ligtu of the- afo1'C'mmtiG'Ied apetiman. •-e 
deri::t.ed 1n ev:a.hu.te, ia Ol"p%% ~J.. 1f lh rtYcne made 
of de KCX mllld be mvah'l'd doli 'IS de AT!' mclu<<d 
c.art~.liM. \WJ obl~ed th.U tr.ub~.1.l rt"1f'CWl~ to 
succmve ATP' {1:-10 for '!te first t.lne sut.«ttli'\'e 
s timul.-ions ..r~d .~~-4 fu the b._-, t one) saimuJaioos v.-e:l'!l 

not diffenm 'beu.'ee'JI i!hMn.; hov.·~'S", lCD..R19otl (.e-9 far 
the £ru &ree su:ceJii'\~ "cim'j)!l.:i-u:~ .ud n-4 br the 1~• 
ono) P"'!!fftlively l'<docod {p<O.O l) ac coma.:tion 
i n:!ac<d by AT!' i n 1ho •-=nd. tild, .,.d four.!> JOin>c 
ulnom (Fis. 10). 

liD R790doen,.madifYihccakwm.,_;, II'Zh91 
myoc.)>es a:d only 51~11)' dimni<h'" ihc .a ... ·•y u noot> 
m:nc:le cnro-llttion i n:toc:ed by KC1 

I•lu..• b= ~ 1!1"' KD-R1~U " '" ako blodr: IA)re 
C.tl· clwme~ in c:m~ "~tillS c.u!.iooi)'OC)~ ll.lld i n 
aA-20 1 cdlo (S.J l ~ and ohi<efio nOS!IIIa"Qlilly OCEnXII 

B 

0 

.... 
IIIII .... 

. U P KID !AI 
O lliii-I.SOIM 
e!JIIU. SO ..... Ill> ADS :Ill 1M 

, 
-===~ 
8 HEM :Ill ... 
0 ,..., ...... 
~ err bog tiMdbrl 

Enfn 

I!! ,_., ....... ocY.IIS .... 

-ohcd. a l!UI c.• ,.~ 1t T')p:!-' e::a&s& ~ JJP 
i:al.t.d. .. ltia.liell: ~ p:ll ....... .._. .,- ~ • ., ... ~..to; 
~(....SPI!L,ft 6),. Wc e:~tllbi.U*.tAll' .:~·­
n• ..eee~ 6c --~ ~et:iWbtl. (.\:R) ...s•aot&fkbi 
uoe cdeiu (Ca-J) illld.ol:c:d. • llll'fllric=t ~ ped" • ~l 
~ ( .. ,<GJII) win-~-~~~- ....... @1u.p 
r;..u:d :SIIrr.d:..t\1 ' 1o11 C• .. c:) b1 ll:f"''.IW -=---=• ..._, .. Ia! ........ .........,..,n.u........,.._. -~n­
c;cc• a.etlbSE\t 

ilr dtt e:ffca-.J ab"'CCYcd WJ the ATP-Wdllo:d cm=-:J:im. 
Rmt.'eVS.. .. oe- pezfarmed same cq:w.s iuru.s md m:led. CUI 
til pcmibiliry oioa: K~R19-U (10 pM) did ""' modify 
e.. cakium C"U~"Zllls io O".tdi<Ji myoc.)'"' (Fig. lib) o..-d 
only olipdy climni!bod 11:10 ,;,..."!' .....,.,.., nmde am 
.. ~tion in:bc<d by KCI f-10%, •-5, J>"'O.OS. Fig. lla} 
Ne~ri~s, rrifedipi9e- l:liilrrnu compftly .Jbol:i ... ~ &eo 
cnJc.T.am cuiD"t''C'' lL-.d ~ 'KQ..in.b:«< miO"J111i:Jn :m:l 1).._ 

600 .i>oli<be<l 1ho KC1-ioclu«d ._.,,. in arp bo.ft 
(F\!i. ll } 

P2X 1 .. d 1'2)(, .. N nUt purine!po R<qD\1 found 
;, ~ srnoall> mmdc 

Am-lysi~ of dmlirome::ry dt::t. &am Ws~ hloa ~e::l 
&u &.:.n ~. ~ P2X r=p1<n ..,tom!, P2X1 ~d P2X1 

.-e ISle m:Ji.n re:eJ*Ir; faand in gJine-..1 pis fSfUio"1Y o;:nnolb 
m::~~d~ trtd • P'lXl rc:qtDr seems to~ Is" exp~ed in 
til tioouc (Fig. 12}. 
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l ' ., _ioOo. __ D!L ...... . . . _ .. .. PlX 
__ ... r--. _ .. _,,_ .. nl ._" ... .. 

t. ~ .. ' or ,loo úo.-; ... ocI e>Lper1_" _ 

docid.ocI "' nobo .. l o .... _ .. l" lILe .... '"""'_ 
<Jf ,loo NCX ..... ~ 11< io .......... oí,. ,he Af1> •• _ 

.... _ ...... W. 01Lo_0.:I "'" ...... .,.¡ """""_ ' 0 
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ofNCX flrouah h ..,.m.s of P'lX clu:mcis, ""'" tihiy 
'\i Ll P'D!"s ll:rld nx.l. lllld bcO nrchl.t...~" incb:«< me $R 
Ca2

• rc:fillin!. A TP is ile criy k i'XI'Iti'll ~~,pisl m aai\';l.e 
liJ;L.--.1-gued elwlnol< (P!X n<q!U'<), a.-.l a f• .. "'" 
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epilh>liam and .,.,....,. 1be padaclion of !>"1""--hDctin• 
and Wnm:boo<• u• [ 1. 1S).lly ,.,;ll!lsim'lll=•o•u m~.,._. 
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q>i!leliu:n o.-.l ci ... ..-ion o f [Ca2")1 cbrios 6e pl.-....._ 
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lila'~ ....,._4 'Wb N CX.ol,dr( .... ~ol ~ m.lt79U 
(IO ""'l- .,.. ~ • • nx ""'r."" .... """""" C• 4) 
pc1Cllai &c ATP c: rb::1o1 .. ft.: SR. C. .. ·~ SJ &. c:d'cn:­
.,.._,.......,_, S1 8c!OOn1 ~ _.. . ....... " )-<0..01 flil ~cd 

'Will. o.:~.u:~~:r•~""" ',-.as~ ''ro.o•· .. ~ .....-JtB!.·AT-, 
..., (._,. .. o.r ._illn.x:: u~., fuudl ... .tiplc: ., , s ... 
bl\ ..... ~ ~Sfl,f 

5m0o& m:a..:Je. f..W} The dlre:1 ~it.rioo of puiqo 
R<qt"<n M the ainn.y ltnDCJth mm:cle- left'I'S TO be 
imool\•eclin thoSR a.'· ..tilliqs <- bebw). 

Eflhl ium _,0\-:o.l &m! w guine~ pis . np. .,.. ooly 
-ned me ATP-induaod a>......,ioa bul, puodmciCILDY, 
.... 'Dduc:ed .,lu.JJjm. Flrilo< rsoudl ;, r<qaircd ., 

docich1e 6~ rcq*:n .md mec.hlMsms in"dvai in sx..h m 
cffe<t. •ili<ll ;, cle.trly otll ofiho "''1"' ofiho.......,. .::dy. 
Ha9i"e''n, this ATP>tinh::e:J niamrioo '11'~ to il!q!Jft 

~mdi:l p-od:Jaloo. siaf:rl i:l • ·.:5 not a Menu! i.n ~e 
JWel«~f:rl ofi rdnmdw:in. tL~ 1: i 'l&: l bly IlL direa: ~ffe::t on 
II'J'IDOih fti"Cle- «~ be<;m'll! il pmisa ••• C1Jiklium 
-.e:m0\'11. Ahrl~ 11 plll~in-cltfiC!:iiCku reb:u..-, effa:t 
,;. P"'Sf:181mdin~<lll PICA oaivricm lw lli....dy 
he«! 'hmr.'l'l in J:U an·.~.~ (27).. 
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1tC"J ( (JJ -.3d}~ ~fll::tiae (a) fl:ld iia 6: 0.
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" Ul:e:CU ia. 6c 

~ f'& Wwfl) .uoc.\ ~ (•} JOUl79iJ tbJ. ale -...1d) 6c 
~u.~~ 6).W~d,....;a.ol fl:ooeWt ...... ~ly 
1tC (lr<~ ~·.,.., • J). """"- ...,....,..., '''If. • 6l ........ 
~\-~ th ellll:::im. ~ *~ 6c 1'"-•' · <n1 

PPADS (on inhibiter of mao I P2X ~qmn). lt h• ho<'%1 
rep:ntd io g.:~ ioca. pis ~Y!i smoa& m:n:.le dut A1 
rece-;.mn medi.-~ the cml:n\C~ca of thft 1'Nue ( 14)... 
rro,...,....., !.qclop<rlly\.I.J.dim..!rylu..,.lane (A1 ""'?" 
car ..,_nin) did ""' rmcli1ilc:be -~ ... iftllgaod by 
ATP ..,.;,,.. ., ..,.,.,;,, dioordi'l!l ohe J'Cll<iblo role of 

A 1 fS.~CI'I il'lllliS repCKBe. A pO!Btic- Hpla~.:ion far 

the snmin and RD2 f'Hii!ltLtll c!Ontac.tiaa is lbu ATP iJ 
ac_1iw.:ina P2Y .zsS.1 ~· ., t.se an:a.sarma~ u 
tu.. ho<'%1 .oo .... ;.. oe..,. ~ ....... [2, 2S J Thm, rme. .. 
l'e'lle11'Ch in ~-ft "Dpi: is req-.Jind El eb:id1"1!!! t~ p.:ni~ 
rec~:pan im~ lved i n the snmmin- md RB1-resi•m1 
~me~ 

ATP ft±taod rn' L wet'"'".,_.-. ..... a .. ed ,.;'"h 
... ~um err nv a P2X ~<n in llle .n.~y no:Jih 
m=lo nnm di If=• ,...0.. (<l. 17, 27). -..,. .... 11m is 

Fit,.. e U/1 .f4MI ~pCiiilall.fa. 

lile ~· ru PIX, f-.SOl.Dill). 
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lle~Ot~it tSO-
.. ,._s.~ ... tOO-
....,.,. ....... ~.., idil..ly 15 -
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lihe 6m repcwt iD stiins. pia ai.nt.1111!' smoa6 mmde 
llhnt.ins fw boi!l p:m..~o ~~Kq:tus llftl ~sible fn 
ohe (Ci'·~ io=m'"" ind""od by ATP. The role of P2X 

""''!'.., il ..,~ ~ .. PPADS ''''" SKF 96.!65 
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llllllr)1l< invoMd. ""' a.ood Th'P.ATP ..... ASanisl of P2X1, 
P2X>. atld ..........,<ric P2X= r«<p~on). Tim ..m.ta:nce 
lu..." been D ud 1n be sti« Jh-e m t.e- blls- ts~ RC-<eJ*n 
.- coocm=-.:L:ions:s;1oo nM m H£X 29lc:eDs PSJ. fltre. •-e 
i nl:ld ~, 100 nM TNP <isnifi=my r«b:ed tho (Ci'' J, 
iiD:nm.oenrindxed by ATP in suine:1 pig tnc.he.11 m)'OC)1I!S. 
Addirionoilly, W~ c"""bcn-..d by ~ ..... b1<11 m1 P2X1 
md ~ ~ t!le rm'Q corrmm 'P7X re:epsoft ;,. tb 

srmam m""'le, •-ins tiw"' 1<.,. ID" of oil a 10'· ~ 
incnm,. is medi'"od by tho "'""'"'8 of ""Y o fU.... ..,.., 
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P2'X ii!!Cqmr&. 'P"lX. homcwsic R!Cqwa' ~pe~ OOIIi .::~ be 
involvb.'i i:o 6o ATP induc:o:l ~;~_l•linaemen; ~ hu a 
m.-girul &:~le since 'urllmin, •il'ila d:Jeot ro: b'lnck P2X. 
ftU'JI:<n [ij, tJilrr!Q~t c~hly blocb f!le in~1--ae in 
in~lal:uC£l• W:!~-cd by fts purW:I< ouro'trlen'11im' 
Mw."e'\11", d.1 Mt mle C'UI ft.e CGIIriui'm of hH:Iun.ft. 
em-Is fcnrud by PZX.IIIbU!Iia. 

ll a .. ..-n """"" IIUI P2X r<e<p- a:e tipnd s:o."" 
Mmde<.li\~ au:im cb..mnds rmd•flCI'I ac_~ tou1d le.ld 
t:t .a hfse •tilfil.-nulem:n~l rife in & 0 c:cn:e.-a.cion. II is 
•-idSy 11Ccrp:ed thu a.n m~e in ~e irma.cr .Duhr l-.i 
con:.en:T.rion x::iva-t!i ho ~'el'llilel m.ode of the NCX .. 
~llo"ins ci ;.n...,. old !>">' .mu. (6. II J 'lbenf<we, ir a 
~ tlw & .. c:iv.riao ofP2X ""'l"on by ATP ,.'OU]d 

lo..tta 1110 maclohnm ofl>'CX. A<ccwdinsJy, ""' faancl "'" 
ATP """""" dlo re\'<'1!0 modo of ... l>'CX. f.:lporinm"l 
SDJ1lCI• f<r um inzrpa:.rim ""' (I) 91actifts NCX 
Je\oe:se lmde v.itt KBJt794l d«re;.¥ed h ATP4~ 
(Ci'} irctomom; (2) ATP ioc..Jn~on F"";'"" ., flo 
odi\':Cim of c:be ""....e modo of ~ NCX oijpifi<.mtly 
in~3...'9ed i~ ~~ .. .rad 11m eif«~: •11 cnn'JI2s:~y 
ll.bo1is.'-ed .t.en oe.ns -.-ere p-e-,irx_·:itu:rd -~ nx rcq.~:r 
inllibiocr<; old (3) ATP, w P2X ""'~'"'"• .a;..,,.. '!le SR 
C•' rdllins, "tlich is JDnU.Dy blocbd by K 9-R~. 

l&ola <1 ... ( 19 , 201 by p<ricnni~ e;qle'iRDI in 

boW.. hchnll sma<rh mmoio, c.mc:ludcd tlUI "~~"""'' 
.. ch .. """YI<miino.. bar.-ine, ODd S-HT ac.n- ibe 
re\'elle mode 0 f the xcx to pm\'ide a Jl"ltl~ of cl· far 

Sl<:ftl refiDios O:Jr ~ •il.h g-.rine.1 pis C'~ml mtcuh 
m:ncJe ccih s..'-ov.~ du:.l NCX. i n 1~ mre:ae mo.io., 
i!lae.L~ b ~1:i\i!y of '!te SR..ATPL~ ca:· pmnp ID 
rdD ihc sue .. AddiGam..Dy. -..~ inmd dw .aM1iCWI af 
P2X 10e._. •loa ino~:r.cd ille ..rn.;,y of '!Ia pump. 

Since ATP f.aYCn NOCa"" ODd .amaa< P2X ._... ..... 
-~ ~w. cmr;i:kr du.., ti1 )'Dine is i t¥::e;a..oQns ft SR C~ 
rt:611ins- This innpr~.X.. is firift' c.cnahoa.1M 1n CIUI' 

ag.uln:!t apeiime.-.t:s in •'filch sx~n~ ATP.to:toc_o:f 
C<a'lh:ldom .,..., oip ficatllly diminished by Kll R1941 i n 

=-~he:ll rin 8-"-
Non~o ldioas ofK B.,R1941 lu,,. 1:..-<n .._...,,o:l, 

s'!::leb u &e irlhibeim of ,oo~~~--riv~-ed N~\ l-type 

Co' , old ir' "'""'" (5, 11, J6). Hav.~u. il a wry 
wliR:ly ila.1 ~of &:.e roe:rial effeca an irrvolvai in 
cho ococm ~ hoft fa' K1l R194l. In tis cnnm~ 
&-n.~y sm::tOih mmc1e doe5 1101 eqres.t w b$eo-¥W&ed 
.,... ch..,nels. bdoecl. in ow lismos, ell< mly «ils tlul 
~:rss ~~ chmne~ .ue t.o ptnnoche3.1 ne:JrOD:s. 1ber.e 
edt\, hM'e'\'ftr. u.nnot be -involved in tae ATP' inclncai 
con;:rca.aim btoc:..:~~ :iu-.Je ioc_-:fu:tion ..,;zn l . l jLM af 

t aroloonin did 1101 maclify ille m;.cme to ATI' (•-l. 
du-a fl(l( "'ha-.'=1) 

In "'8..-d to die K arnna. ifKB.R~ blocb -
ch.umels m aitv."l.y wmodl amc:le. en- 1\'00ld eq~~, 1hl.t 

"'' 
r.JCh a.n dfea wiD f.J.'\tt &e coro-tt:i-:ln; h::rv.~"\'e!r• "''e' 

~'eli .m iinhih-i::ii:.n ofte.eccoi~::ion ln ~p:z::s,enceof 

IOH'l9U. 
Tt lu> bocn "~'"""' c!w KD.R19otl em blod: W)pe 

(i1
• dlmne"' W. c:..miae vcneiarhr mrdiomyacy~ and m 

M 201 cds (S. J IJ, w t>a sr- m;pc o<:uJiy KCDJn 
ilr cho d'CCH ab.,...cd in 1110 ATP ft:loaod mnn:am 
- ........... f<Uid "" Kll R1'9-U did DOl ~;ry ... 
Cll.kium ..,......, in ndlo.al myac:)<'" ODd mly sliahdy 
cfi:rn.Dished fie .-,..l1!' LVnOc6 11W11i:le mn:r~ iodu:rd 
by 1{0 t-10%). Thus,""' .. ,_,;.,.,., .. •JP=h ""!'S'=' 
.1 aini:m3 _p.uticiprim of n · · chl.:me~ • ilm V.'e Ullile l(9.,. 

R'794l W ~ e1fea:-, oiBcn-ed ~ rra.loly d:::::le .:l liSt~ 
Je"\'e'!Y mode of &e ~~·x:.r exc!u.n.str~ }.:~~~ 1! n 
po.,.ible '!!~ -.1011. of iile KD.R19otl dfec1 on me 
sa:cas.si\1:: ATP l'f1IPOJ'l'le'J is m«lid:d by J....lype Ca: 
ctunub. lm'C'\ft. 'Vtoe 'Vt~ uru..hle- a camlxnz this 
ltypo- oinao SX.Ii, ~ I1ICire ..-,. inbihitt of me 

NCX reva.< mod• (22}. mly slig!ldy moctir..d d!< 
~CIO!iieS obsCI"\'Crl •i!l LiO in trden.l myotyti .u 
au.,ml:riom hj;!><S '!1m JO JL'-1 (~ 1'1%), ""!1~'1!! ~ 
em dr~ is 11: v.~U KCX r'\~ mode inbihfto:rin --~·1y 

srnoa:.ll mtl.'fele~ Sr.A. 0400 h L~~ ~" }I."CX Te"\~e 
modo inhibilcr, bo,...,..., chis procloa ;, mly aw.ihblo in 
lljw\. 

In cmdmion, OU' ~ ... slxJw clw ATP, (I ) 
incliOKcty prom>es ...... 1e cnnnaian by ft:loans ... 
praclxJim of a l>:mchocn.-ic:IDr ~.mctint, •ti<.b 
t=WlY m.oh ... q~i!taul P2Y ""'<)'IOC'I; (2) ina=.,.. e.. 
(Ca>'J. fuo~ ~ pm~.mctia inclqcn:le.., an.,.. by 
11~'\':lq 'P'7X md P7V rc~rn in .;moOI!b tm"'C~,. W 
tio (0.' j, intnm ... a DCI ii'I>'OI\~ in tho ATP. ft:loaod 

auc·mic>n; old (3) """'"'"" P'ZX •• nx, lil;sncl S11cd 
ch-<1• .,d ibe "'"'' ,.mode of~ KCX ., ~6D iilc S R 
.,d f.z:ilia.e cr · ll.vaib.bility f« brmdlocmvic.,r 
'II"" ills tloc ..a dlrausl> tie PLC 11'.. pdrw"!'. The 
jilysioJogic31 m.e:~...-ti.ns of '!lese 6n:fi.nss ft complex; 
~'e"\U. one tix1 ft ~CI: ATP cff.e::.tl m :.cmoath madt 
•'ttJ.\:1 be erpeaed to oc:mr iodtpeldemly a.coo:d~ -.::. dte­
do v.'bere ATP' is rle.L~ b ,.oo curlitiooos_ if ATP is 

~h'"lled an1y cbe .::~ '!te epir~Jr..rm Q;»y p b:r~3 IL~ II'IL'o:! 

aoDs), u,;, ""'aid l lzly ilxhx:e indirca cCWftlelian widlcu 
"""",;~ SR ci· ,.filq. la ..,...,... ., ila ~i!CJilu•i<. ;, 
lw hem "'l'CC'cd in • pcrlinod cD<ho-.. 1 Jllql.r.,;.,n fw 
inn'11amn,. odmini,....,,;,n or ATP (<10 JIM) ft:loccd 

lisnffiua «urrac.zim.s w.ilich w.'eftl epit.Uum a:d 
~.mctia dep<nclm\ •il=n ATP did nac pmdxe 

"'Y ....,,... "'"'" odmim"'""' C"lllrlU:Imiru.Dy (1.5l. 
l&ov.'e"\~ if ATP is 1111!.\e11ed only ..,;z.mn &e 5moo:!t fl'l:ftde-

hyu by nme '\~anir~ (8). me • 'Ould e:qxa ma ile­
rrnin dfe!Ct "'ill be- «< SR c~l· am~q L"""'d t:hee 'TV!'O 

-· ...... 0«111' oimal-ly: .-.. bow.""..r, 
w:qaft ~ Wn'"cip:icn 

nx __ nx. -.;, __ 1'1" ......... . 

io_ooIio ... ATI'iooI_ ~.'-I""- _t... 
.....,..; ...... Io.io<e ' ---' ""Q'" ... M:u n)(" 
.....,._ (1l .. ...... _1000" lII",b e.. __ io 
.. __ Ca" .... ed .,. ............... o'" .... ~ 
... _ . do ..... 1o _ Ihe __ <iI_ 
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C.". oad 1(" ,""",. ¡s. 11. l4 1"'--. ... ~ 
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_, ........ _lo""" .. , <>qtRO' ..... __ 
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ANEXO III 

  

•a.v-o A>cl - au 1 ..,,... (l>ll) 462..113-SIJ 
not ta.l m7hi»«!4 -0it ..099J.J 

Char acter ization of P2Y r<.'Ceptors media tin g ATP induced 
relaxation in guine.a pig a inl·ay smooth muscle: involvement 
of prostaglandins and K+ ch annels 

l.ul.t ~L MonJaiio • JoJi: £... Cru:.\ialid.t'.rranu. • JUtj .an:clm. Fipl«re~ ~ 
E.dJ.ar Flora.s.to ~ Luz ~L G.ard•Jit::r .ni txlu • \ftn_k:a Carb .. j lll ~ P.atrich Sq w a • 
Carmt:n Mt:n.d.cx • \trinlaa Dia ·Cad• 8...-..j .... Lipa; 

Jto:xnal. 10 Fchtll'1 ))l i / "'Rnillal 14 I~ :))ll/N::~d. lS 1.1) ))11 /~d U!lb:. B 1t&ly :011 

1:1 SCW"l•\b~s "'" 

Al>slr.., In ..n .. y smoodl nmd< (ASM). ........,..,. S 

q,'-tu" (ATP) incb<<S & J't'lurion '""'"'Ui-<1 -.-ith 
-~in p<l<l:laiaa. 1>.< .,.plcu•d e.. ralo of K' 
c.~es (/..:) in ~ or.bx.t:.:ion. ATP rt.bud ~~ AS.M., .md 
>!til tdfeo: •".J.S t:!.OOiilhed by i ndome'!ttc_-ln. Rtmm'21 of 
an:>y <pihtium sli!l<ly diminisb<d e.. ATP>indxod 
re'b..:e."!iorl 111 ~w cU'Icrun1im •-ilhc.Jal modifyil\!1 i!te 

._.,.10 JIJ"P "' higher mnc<llo'lriaftL AT'PyS ""d l.JTP 
Wutced ll c~uion-dcpcruim: ~b.x.uion sirrihr ta 
JIJ"l': «.II m<'!1y ~ono.up -.-.. in>oli\'0 fiam I to 1 00 f'M­
Sworin « ...,..;,,. bbo 2 (Rll!} P:!Y I'OC4 1111' ._. 
.a .... did ,.. modify l'ho rbm:ion_ but t'hoir «>mbi:u:ioo 
sigmfica..,.ly rtrlu:a-1 tb:'ft ~fia of~ The rhu:im v.-n 

aho in.'rillil<d by N <Sir)ianleimi:lo {No.I; -.il>:h """"" 
p ~ C pnx~i:n-.). Jn myocyr~ (be ATP- iru.i::!crd lrr. 

L .._ ......... (><) ·1 E.Ow-- · A ~· 

lL F.b o.Suo · L lot Gb.:ila-lb..ada. 
~~Ill: F.-~ ruT'.:. dt: .._,~ 
:fiCI-'l ~ -.._....l. f'liilo:.e.Ji 4r:: LMoll;ini. u.A~ 
~ibJIJ~ •w~Cilidd. u .. ~ 
04510~ DF. lr.b..m 
e......:l.~~fto!ldloM~ 

C.. M61b · VDill.t: 

~-ok~F*"""'"'"­t.Ja..r:.W.W N~ ~de Sib~ 
l.t~DF.MQG 

VQ~· P~a~* 

~-"''"~"' .....,-."'1 ... ~ 
...... Nla.i...naJ.SC &l' ' •bllofliiri.Lrilj, 
M~DF.M~ 

c.. &..::iJ-14p:~ 
on-....""~ "'<h""' • ......, """""' 
"' . .. _ ... OooJOb) ~ .... 
SM. L-*~SLCMbi!O 

WlcnrnCfll 'llliZ 1101 modifird by an:r&n cr 1m2 buz fie 
aunhiru.tion of boih d~s ~fished il This i~ :in 
e..1 • ... , mo~<IO!y n:Jiti fiodby~"EM .n1 SQ22.5l6-

4-A.-n).,..,)oictino « ib<ricotm:in dmrml>od lho JIJ"Nncb<<d 
«. inc~a:J:.., IL!Id 6e combin!Sioo of boa!l s:Jl:i5tm:M 
dimint.oobtd AJ"P-4odx:ed tt.hx::r.icn. The prr.ex~ of P'lY .l 
.:ni P2V4 RCCI)D'J in $n1Do!l m':n:le 'V,'S COiraboa.:Jed 'by 
-., bl .. ud canfoao.l ...__ 1n """"llsion, ATP: ( I) 
..,doc.,. ~lalrim by indoc:ios me p<l<l:laim of lw;nxllo­

ctib.lor ~ ...... in an·~ lm>Oih nmde, moot tito1y 
by oaill!l C111 nv. ud PlY, RC4"C1:1; (!) inclac"' lc 

"""""'tim'¢ ...:ri\Tioa of e.. d<h)'Od - ... ]{' 
dulllne.k <111d lho higl> con:bl"'"'" c.'• .dql.m.u K' 
du.nneh, k,.C«< bol!l chlllncb .,., ~ic:Rd in lho 
JIJ"l', ind:Jcod nl•u.:i:>n; ud (l) d!i• lc ;,....,...,. ;, 
mediil:~ by pun-sf~.mdin procba:ion which iin 1urm 

""'"'"'cAMP '<i!;mtiii!IPl!v.'J!I. 

~"WCCrd'!l JO"'P.Air.';l;y SII'IXtil rT'II!ICi=· Rda:• iaa · 
J>.ri""5ie r«q~~<n-K' cllonncb 

In-trod urtion 

.A.denoD~ S'...,~~!u.ll!!l (JO"'P) u:::. tl!l u ec~.xelta W 
modistor y,oi!h .me- biaiQSical d'«U modistd by 
IKil UegK 2 (P'2) ~01"$. The~e I!Kepiii'S n cluAiC in 
P2XI- 7 m d'P2Y1 ,l.. ... c_,ll, l-2.1~14 IUlJT)'pt'S ('7J. P'2X R.«1*ft 
re lipzld ! ><M cmmdo (20) .md nY ""11"'B ""' 
m~ to Gpm...., l dlodool!',synftsisf<, Il l 

h h <11 hem. v.d doc:mr:n:trl, 1n lli.ra.-.J.y srnd nu;de 
or diff...,.. "i'Kid. iodudi"!J h"""" lYoacliUJ anp, ew 
.ATP'lndx-6~ b~ic re;;JlOR'e: a ccm=r«-1ion btlowed by 
..~ousoo (12, 19}. Th• .. Juma phL.,. of~. bifu.<io 

...... _· .. • ..... ¡·" I..ulhllJ 00" .' ... '......,_,_." 

C har acl(' ri7..a tion or P2Y rl'('('pl ors mC'dia rin j! ATP induccd 
rclaxation in ¡,:uinca pi¡,: ai n\'ay smoolh Illusclc: in\'o ln' lllcnl 
or pro§la gland ins and K+ chann('ls 

L,,; ...... ........ • ..... L en.~"..,...,._ · .. Itf .. ~ft r ...... . 
I\0Il- r .... _ •. t.. ...... G_ .... __ .· \" .... 1u ~ .... . .......-s..,.. 
c.- .... "" .. . _ .... Dóot ·c .... • _ .. _ ...... 

"--, .... .., .", ... -.. _.", ... _- ... ...,.", ................ ,....,." 
Cls,. .......... .. " 

.. _ .. , .. -...y , ......... d. (ASW), .......... y 

... ~_ (AT1') io_ ~ ........... oociooo.<I wido 

_..,pao.:tio ~ ... "M _pIo ........... '" " 
....... (1.,) jo ... __ A11'_~A5M.""¡ 
... . ..... ___ 1>,. ; ' ........ _ '" 
-,. .p:t.o¡ ...... Iy ___ ... AT1Il'_"" 
"'_ .. ___ .. _ ....v,; ..... 
...... _ ... ,q, • .. "" ... "" ... ... ..... ATl'yS _ d U11' 
io<K..t • uo~"'_ ",1uUo. ,¡,,¡ .. lO 

np, ",~'-""_11' .... ÍOOI:<_""'" 1 .. IOII'M . 
s.n.";,, ... __ .... 1 (J:ItU nv reap"'_ 
oo • . "" __ _ ~ tilo .,_ .... b ....... """"_ao 
.pOfi_1y ....... tIoiI _ '" Al? TIlo .. _ ... _ 
MD ¡,.._" N.-II)'I ........ V'Dot .ido_ 
,. ... G ,. ...... 0), l. ~ ,"" ,qr ...... 1" 

.. .. _ .:><J "" 0 •. __ ' ........ ...... --... .. ..... -....... 0.,.._. Poo--.".. ..... _ . ... __ _._-_ ...... _ ... -..... -___ ... _~u ... _ -,.-.... ",.- ... 

.. -. ......... 1 -

... (U:opI.p ...... . 
c. .. ... ...,... __ .... ........... 
-_ ..... " "-_o 
.. _Dr . .... .. 

c._~ .. . ""'_ .......... .. _-,--.. , .. ......,. ~) ., .,.,. 
~t..oo_s.t .... . . 

_ .......... "'" ...-,., ~1 __ ... Ml ~. ti • 

... 1IIIIi ..... '" _ HIJ' ... Iiolood;~ TIoio '- io 
"". _ ",-.-IJ _ 1" .yJ:,.1),f ni SQ lUlll 
....... _,.._ ... ___ tIIollrP .. """ .. 

é'" .. ..., ... _ . ... '" "" .. __ 
__ JIi1? ......... "'_ .... TlIo,_",nv, 
;n! I':!Y. "' ... _____ 10 _ __ lojr 

~ 111 ..... _ ...... .. __ ... All". (1) 

""""" ... 100-- lo)' I~ toe ¡rocIo .. .,. "'_Ido-
_ ¡o _ 1' .......... _ ..-11, ..... , liItly 
lojr _ ..... ,.ZV • ..., roY, ... _ : (1:) io __ ,~ 
""-"- _,. _ .... _ <1 ... ""Ityod ..."iII . '" 
__ .. 01 ti,. láp._..., .. 0. ....... ..- J;' 
-... __ ....... _ .. ita<! io ti,. 

lIrP .... «1 ",¡_ .. ..., (JI to. Ir: io..-.. • 
__ 1>,. _ .... 'h , ........ _1Ii<Io jo _ 

...... <-AMP~ .. ""¡,.. .. . 

~. JIi1? ... ....,. ...... _ñ ...... _ . 
l'Iri_< ....."an- J;' ..... 01. 

10 __ _ 

............ ,. . ... """'_ (JIi1?) "' ........ __ 

-m-... ~ ..,*_ i00i .. ''' ........ __ lojr 
....... 1 (Pl')-..n. n. •• ""opOn .. <_1 .. .. 
P%( w .. 01 P1Y, " ........ ,~ ..... ~ fl). PJ::( -..,..-. 
... 1...,s . ... _ IlIOJ ", 01 P1Y re ..... " ..., 
... ~ .. C, ...... I_ ..... "I'_.i', Ul 

,, •• __ d""'-.... jo .. ,.,., _ .... _d~ 

<1 -'If ... 1(10< .... i ......... _ '"-IrioJ ...... _ 
lIrP jo_.~"";'; __ • __ IÓ_ "_001" 
.. _ ... (Il., ' '1- n. • ., ...... JII!oaoo . f 101 • • .,....< 
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..,..,.. .. b .. born pmpoood ., be clejlen:lm t of puri:>acrp­
au der-e:militti.-:m, prosugh..-.din "C:: pi!Odu::iion CL....i p.R:t. 
"",;, .. ,; ... !l. 10, 12 , 19J.. Ad:!ilmaily, ;,. "''bbi' ~~ 
5moo!l m~dc, 6e .ATP.indxed ~bn!ioo W:!'i ~ 10 

be mali110d by P2 '"""11'11'1.., the ....,.,.Y opio!leli:lm (l J, 

U,....,.cr, P'ftl« .md llalfins ... 'Cril (2l J pOIIDI>lod illv.l 
~kuJim o f me guft;a. pis 2X:hca.l sm.ooth nude .a: 
hisl><'r J!TP cm<m lnDms ""Y O«ur mmup """>""',., 
bydrolylis af J!TP 10 odmosino ... OMft!l 1'1 R< ...... 

In o&-rsrnoo!l> m=los, ~ o fK' clm nch bu be= 
irr\al\~ in 6e AT'P irxbced rehx!.'!i:JO~ fn r.::t: ~~ 
~ and motfte .r.n tlimoc:6 lllld, glibe..'"lC.bmide­
..,..;,n .. IC clwmoi< <lind d<i~"" IC' .,,,..,,., .....,...;"" ly, 
lu'~ been utOCU~ -..;6 the AJ"P'.indx«< '~-.cn.bx~m, 

.md in ~ fino ~~ 1'2Y f«Z111D"' .. .,. imd...t [22, l.fJ, 
F'u1brtma"e. in IIU"int calm~ :noo~ m'll'de crDs D.i m 
... wsdriOnii .. J!TPindo<rdbyp<rpalorUmby o<livmns 
mull cmd:xttl<r ci dqlendcn IC' .m c.AMl'dcpendenl 

IC' clwmeJ. ,.;, P2Y ""'<i<"" ( 14., ll ~ 
'T'ho am af '!le :p-c!icrll v.ul: '9031i lo im'e5ti;o_;LZl fie 

po~~ ;ole of ~'oeri:!lil rhxiiD8 m«h~mNns oi~:ed by 
ArPin g .1:ine.2 pi'! ~.in.-~y srn.oot:h m'!l'iC.Je, in::hrl~ 6e role 
of ~ira-.y epilhe6um, c:be hi!h oon<b;"'-""" Ot' <X1i">10d 
r , ord •:be aohyed ra:1i 6« K' clumols mmup <.AMP 
oisnafins .md ibo ;.,..,lva:n<D o f 1'2Y, omd P2Y• mype 
r«<pp<n. 

Maieltmloy sw.o~ pigo ( l5<11 4(1()!) br-..:1 m con,...,;om~ 
cmdilians in o w inslirulioNI IUiim.ol f.oc:ilitios ( l'ilured 
cmd iliiKIOd air ll.l 21 "'•·c. 5(1 ?~ lllmiclily, omd ,..,; lized 
bed) m d fed ..,;e. !WI"'"' pen... .md .nlilrd ,....,. ,...,. 
m uL The prot.ocd v.·.:ro ~mvo:3 by the Scien:i5c tL,.,-1 

D:iot:!lic.s Comnic.«1 of !:le FIK'Uibd de MtdXiru~ 
um,~~ icb:d ~~:ioru.l Au-i:lnorm. de Mexico.. The expm.. 
mcna w ere c<lrlil:ba.cd in occcrchx:.e v.~ ~ p1.hlisbed 
Goidill!l p,;..,ipl., i n the Core .:00 U.. of AID= Is, 
- ed by"'" Amcric.:. l'llyoiologic:ai Soc:io-1y. 

Ammdsw.ndeqlly ~ .. illl~ oe>liam 
(35 ms ks 1

, ip.) -=1 as.l..T..rin1o:l Major <tii'V0.1)'S -~:;1!1 
diSSit'dl!d a.nd cle.D:d of c~~e llisu=: ~ llift.S-" •'erl 
ob :.il'IOd fan a,. tadt ... (u:l> ~ ... ,. sdhmi:lal "' 
ditr<n:n~ .,.po;m..,., cmdiDoo•) .md lui.! in • 5-ml O>gall 

ln:!t filled ,.;u, ~: .. n. d..X.. [m mM): Ill N:.Cl, :lS 
X.HO:>,, 4.6 1:0, 1.2 D!,PO., 1.2 MgSO., I I sb::<loe, 
omd 2 c..o, .._.... ........... moimoinal .. l'rC omd 

b:ibblltrl • i!l 5% C~ in oxy~ a1 pR 7A. 'li~ •·~ 
~il"d lio JS~. ft:mcsJic. f-<n"r~ tantdnoel' qnodeJ Fml; Gru. 
hi""""""" \l.kt V.U...-iol:, Rl, t."SA) o:>'""""" ,.,. 'Y"""" 
of~~ condOoo.r (C)'b..Amp l!lO, Axon lm=me=, 
r..,,.,. Cily, CA, USA) pt:.. "' ""loS~"' u<ric~ 
{Digidu I440A., ~ I...,'""""~ R«<> .. ifts> ,....,. 
-...1 in • __ .,. -s .molylrd asins ~,. ocqaisi 

lion .md malysis oo h = (1\looS:qle ,,..ion 10 .2; Amn~ 
~•11-Wn .,ere eq-.Ji titn.tld (CI" lO min uz:der .a rm'rins 
..,sion of I 8 ~betcotins-

T-m~ "''e%' Slim:ah:~ &toe time -~ KO (60 mM) 
.md !len the ~oc.] ootce of !le n!ipomt!i t:1 NP •-u 
..,,..,. ..... by odctios <insl• <llOc ... ,..iom of &is w..s (I, 
10, 100, ... d 1,000 I'M) "'ditr ...... o-o:b&l .;,g. . 

In m:ltr oo mun h "'Jaxins etrea of .10'1\ tac!al ri:,gs 
....... .....--ed .. ~ 10 J'M ......... _ """ then .... 
amoma-.- (1, l.2, 10. l2, 100, l:ijJ, .md I ,000 JIM) af 
Jill! ATl"yS ~on byclrol)=llle ... ~ a,j!.nd!yl-..NP 
(P2X ..p.o), o..'ld I>Tl' (P2Y o;sanftl) (ll) -....-e odded ., 
di1fertlt tis sao prql.s'.l.:iom.. ~a~ .... lftl pninruki.cd 

11iel me of 6o f0llo-.-il1!! ~ cbriog 15 mio bet.., 1bo 
.x\:J:i:l):)n or Oe iDOil c:mrn~ con:.e..~ ~R 

wr\"e ., AJ"P': 'Clfi:l'1li:n (P1X ~d P2Ya.:A.••~•.:.u re.:,.,u 
~ 100 .m 200 JIM) (1, JO. l J, ll~ J')'idom 
~"'"" .a:id) (PJ!o\DS, P2X 
_ ... .,..._;,~ JO JIM), ou:Jnoe blue 2 (RB2: 

1'2Y, ~HJ>.l> _.. onoganis~ 100 ord 200 J1M) (7, JO, 
3 1, llJ, o cnntriru:iono fsu::unio (100 !'M)+Ril2 (100 J'M). 
ARt. 67156 ~cWITI'""' in!ubitt, 100 JL\.1) ...d N a!lyl 

m<imi:lo (KCM; .lO JIM} v.i>icll ·~ G ""''""m. tom 
..,.,..... _. (2S., 26} ~ caorobor"""' tM, s !Do 
CDIICCI'l~itm. l\.~M did fl01 lmdif)r de CO'Io:Drsiaa 

..,.,.... "'""" .. his'1mino (lin 1101 ,._, .. ), In """"',;,...,., 
irxlonriwjn (I I'M),..,. odi:led or ibo &in.·•y opiftlium ..... 
...,.,..... the qi:leliom .....,-.~ (--~ 90%) .... '~by 

-Josic.>l ....,m.;"" (ha:nsn:Hio omd """"' Sl:lini~ 
hl.cti:iotully, n plu..-nxoJosic:ily cnnohoalod ~ ~ 
ofo!!is pr<l<ed:lre .. tporiOd .~ (~ ICbortly, .. ~a,. 
~lT.Illl ... .._, ..s.q-....,ly """"'"" &an flo o.ci10!l ~ 
llll nM lll'odylcinin psxlxed a coa=:ion im>:nd of h 
~ho'!i:ln 00!15'\~ in ~~ ~ v.i l!l cpid.ti:Jm Fm~ 
tl Ulala lihe role of 1( .. chmncb i 11 illle .R'P-W!duc«:: 
ehxi:lian. IQJre ftua~ 1\'Q! inc:D-ed •ih .) mM ~ 

m ""'JY'ictine ~Al': va~:os .. dct .. """'• ao~ - - r 
clwab bloci:cr) (21, }$J ord no nM -- (lBTX; • 
lti&b """loc"""' a.'' ~1M.lod IC' clwuxil -.) ( 16}. 1!1 
tris hit ecpe..'"imc:x~, vooe oonsr.JC_lOd 10\. a mnJb.i\1e an::mc. 
tion ~ Clii'\'Cl ., IJ'II! 

hohl:dmyoc)''" fmmg'Ciino•ri8-..,"""ob:.ined .. 
i> llow" Tache&! ........ y '""""11 m:ncle fftal tom Ul)' 

.. 
_"~. _V .. ¡oood .. k~",' oL ... - F 
.. , ' - ....... __ f~ p_. _pr.. 

_ .. [l, lO, !l. 19S. Additio:oo'¡1J, io "¡'¡'¡, 0'>I<!I00l 
_ ..... d ..... JIT?'''-''' .. _ ... _~ ... 
be _ioed ~'2 <e<RpOon .. ""' __ .". ....... (l). 
_ ...... J>1op< .... a"I,",,_ P i) ,.._d .... 
~Iuuoo o, fI. p .... ,. ntIo-.J _~ .... de .. 
....... J(f? _ .... .... _, __ ........ ...,......., 
a.,.nIyI- al J(f? .. _ ... __ ",'1 __ 

brI __ .. ooob, ........ n::· ....... IIM_ 
__ io ... lIT? _.,.¡ _ . 1. '" __ 
.....,. .oto! _ • ., ... _ ...... .. __ • 

_ .... r;·....,. .... dci .... 1t· ...-. _iool]r. 
... ,.. __ -....!..; .... JIT? .... ,.¡ _loo . ... 

............ uI¡r. P'l v ....,., ...... _,..¡ IU.lA). 
rOl. .. io ...... .-c -.. .... .:011..,. ni io 
•• _ ... _, J(f? _.-IIIypc;d ....... '" . ... .. 
__ ..... cs· ~_ Jt' .... <AM¡"',,~"; 
It' -.. _ nv .. _ (1"- U I 

n. ..... tL ... _ ... __ ... _ ...... 

""_,¡ ... "'- .... ,; .. -"' ..... .,;-'"'" '" JlrP i ...... pó • ......,_ ... _ ... I"<IooI .. ...... al....., .p.lotlio .... "'" ,"-"-_""" ~,._._ 

10::', .... ,1oo"'\oyo<I _ .... 1:' < __ "lO'" cAMP 
- .-Ji ........... __ of P'lY . .... 'N. "'" 

~ 
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__ .,.¡y_ .. _ CArms.q.. _"" 10.2; A>o>.) 
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..... ...,..,. _ •• ..,. """' ......... ti ... <hI; ( I, 
la, 100 . .. d 1,(11)0 ¡M) .. d_ o-dIooI ..... . 

1 ....... ~_ ........... _tlR?_'-I ... 
__ ~0Il" 10 l1ioii _ ............. -." 
___ (l. U la, ll, 100.llG, ..... ¡ .1M» ¡¡M) ti 

R'P. .. 1'PyS " .. l(;dI~.-q¡" oo..II~-.N1' 
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_ 100 _ :!OO .... ) p, .. J I, n¡, ,,-.... 
¡' ¡' , _ r l." r Uooio . id) (t1llDS, r.x 
aap'" __ io . lG l1i0ii), """ .... ' lo. 1 (RD:!; 
r.v, ...... IJ~" -soar -..-. IOO"'¡ l OO ¡M) ('1, XI, 
ll.n¡,.", · -« oh_ (IOC1¡M)"tI\l( IOCI..".\ 
""L G11~ ~...,q¡>_ ... ~ lOO ".M) ,.,,¡ "" .... ,.. 
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resid:al mroec-•i \-er ~-ue .... 3.$ p hctd 1n 5 mJ n.~m:. 
sc*.Jcion con:tinlns 2 ms cy.ue:ine IL...:i 0.05 U ml I 

p1JJ::lin tL~ in.:":lh::t:ed f(W 10 mi n lU nee~ The riB"iX' -.on 
-.-:uhe:J -..:Uh T..tlbcn;~ mltmon 10 nmov~ the tn.z;yme 
~ rmd flm piiCied in ~, •obaGm OJrairZg 
I mg ml I tol~ l)'pe I .. d 4 ~ ml I diiJ'i'l< n 

( IIC'IIUIII p~-)d<rias ~20 min"' J7'C. The lis,..e..-.s 
pdy di.....,...t by m«<l.mt..l 48i:>tion - il dt>lched 
ulls ,....., ab..rved tm:y....,;e ..,;,;,y •~ •"""' by 
~~ tdmitt's aolotion, Oo cc] s -.~ ~cd .&1 

WJO cpm ~ 2~ during 5 min, IUid dte r-9-eml!.~._ -.·~ 
disc:uded. This IL'1t siep ,,~, r~:pe.%ai on:~- f"or myocyaes 

C"Jin:c'e, lhe ceD p~Det 11\'D •mpen&d in m1nim-::cn 
e"S51encil1l meditan cur~:in:il\!1 5% so:ine1 pig •~.an, 
2 m.\! t.-!iu:unino, 10 1Jm1 1 peni<illin. 10 JIS m1 1 

s ... ptnnycin. .aDd 15 m'M gl:ICX110 .aDd p bo.:! o n .-clod 
GOYcnlips m :u:d 1r.odts~ ri3: c<li l CDDIIIJCII . C~D cui en 
•-.u pda:n.td .u l1~ inS% ro1 in osysen cbiQS 24 
48 h. An::1y tmoc6 m:n::Je. c~1l• -.-ere ~no-.~ 1o se:t& 
do••n io 6tboi:IDm af.a O.?cJ c:m-er-sh-nd:mqed i na 
p..r... ion dwma:. The clumbM ""'"" J"Tbood by gr"'-ily 
(-1.5-2..0 ml min 1) . ;o o:lleml.l totlcion (m m.~): llO 
K1C1, 5 KO, 1 CoO., 10 1IDES, 10sb:ooe,0 .5 MsO., 
J MHCO-~ 1.2 lQI,PO., ml Q.l nifliJntio oeid Q>H 1.4, 
odi•ed "-all X.OU). !!_..,...,. .,....., p<rfarmed .u 
ra«n tempen.IU< (~22"C). The Sl.uxiJid wbolec~ll 
CiOIIig;u:uian ml .m Ampo1::!J 200A ..nplim (AI<<11) 
,.'6tl mbi to rtead the m~e K .. CU!'I'Hl1s Kti'Yated 

by dcJ>Ohririn8 vol!lJ80 "'•l" (l.e., vol!lJ80 cb.'1'). J>~xh 
pij>e:.-. •= m.O. •-ill> IB200F-6 sl"-" (llbd ~oion 
Jm~~. ~ ... £., Fl) liMns .!. hrrimo:!.l mcx.J9~ 
po D~ (1'-1'7. S"JI~ .,...,. ...... Co, 1'-'o,._ CA). 1'11.,., 
re.is:mr;e rqed from 2 ~~n 4 Mil. The i:meauth ot'JOon 
.,..,.. (inm'M): I<Op_,.iumsla<mal0.5 K.0,5 11EPES,. 
I E(i[A.. 5 ATP disodium. Q. l G TP sodium. ml 0 .1 
1..-""q>lin (pH 7 .l . odj:ated .. ; e. 1':011). \\>"boleull 
co.llnll3 w <re fibero:f « I 5 kHz usin,s d.t IL."UJosic:.st 
61~ of ~ a.-npli&., disi:ized (Dip~ .... 1100. ...... 
imlr.Jmena) ~t 10 l:.fh; iUid K!rd i n .1 o::mpo1!'2' for h:ti!r 
a...."Uiysis 61Va3b iipt'Cia.l soh·.:tn (JChmp v 1 0..01 A.xoo). 
A ~ ofhy-olooi,j'l!l '''>d depol.ri,j'l!l "'!""" po~ ... 
(ftml -60 10 +50 mV) .,.., Ojlpli<d 10 tho mya<)WO in 
10 mV inc,...,.,.. &om • boldi'l!l po.,.w of ~60 mV 

darins 500 D1l at 1 Hz " ' ""'""'• """'"W !':' ..,..._._ 
Once- a hL·H• ra:oatq of 'K .. curnrta WI:Wi Gamed ~h:r 

Che «:11111'01 protocol~ a «JDCSII:'~tion ~GMt CD'\~ IO 

NP or UTP (I , 16, 100, md 1,(0) a.tM) -.·:u c:omtmcled 
a.nd clungCii in ~e K • ~ 'lllo"t're qtl!!..'"'lti 6ed. Some 

m)'IXY""' ,....,.. p<rfu<ed •-ilh mcm<c~'in ( 1 )!'M) .md 
s:imul.uod ... -a~~ I m'M R1' .....,Onal ......,.,.). ()mer 
ulls we-e pnin:'Db:red ,.,,iii one of <!le foD0111-i~ ~-, 

darins 10 min hefcn w odcliliCII of 1 m'M R1': s,..,.,;n 
( IOO]I'M). 1m'l ( 100 1!10 ]IM) oro!>ocambinaion o fbod> 

c:~rogs, SQ 22,5.16 ( 100 )l''M, ..!<nylyl cy<h.,. inllil>mr\ 
lOid .lO )I'M 1'-TI.t. 

'The JrC*tCOI a e> .31m2! the pu:icip::ri:a of ~ Ca : •• 
clqe:>dcnl K' m= (1~p.) a.....-l the dchyed ""lim K 

""'""" (i:.) .., ibe l.mM ATP incbc«< K' C'<II1IOIIn ..... .. 

i> Dows. Ol>c~ a O.S.ol rKcrdi"8 of !':' ................ ~ 
a!Jajn<d, vC!Qs!o~dtj>tlldtm dcbyed nc:i 6~ !':' em-Is 
{K.) "'""" blochd by o:nl!intiOUIIy p<rlmi'l!l lil.cd .. ~ 
J mM4.Ai1 e..., wC'Ifectof ,.,. ..... ~by oddills 
I m.'d of tim d"'8 lo the pcrlmim sy.o.m, .aDd &o.olly o!>• 
m le of higb..condaa::!»ee C11:.-...x_-:i\':!.tcd K • dwmell 

{BKcJ "''"' e.'11no.:! by odcli115 100 n.\! mnc (> BKc. 
~tleait.~ b'Joc.b.r)- Afiieor mch ~=neu, K"' aa...-ern "'el'e' 

Jec:orded. To e.~bJ11.~ '!te role of !te deh~ J"t!!! 6s- K 
cilomd11, 1his h:o pot>a:> I ..... IO]IUZ<I ;o .,.w. 001 of 
spcrillftii:S1 in -.'hid'l 100 n.'Y mTX -.~ .add.ed 6nL 

c...m... pis .. ~:i ..,...,e. muodo ~ .. ~lllq>itl>dm 
•~ coilec'l!."d ~d i m:ne:Ei.s:eJy ~ iin 1iqaid ni~~ 
~S~:d rtzm:inltd sa~ mcil ~a.lysi\. 'C.-ldl lliss:Je -.-u 
bom<\!lcr~ired (l'olyoon 1'T 1200 1'., !(in.m",;Q, La,..... 

S..·-W>d) in 500 ).d of lysis bu 1£« toonini"8 50 m'M 
Trio UCl, 0 .1 m'M lll>TA. Q. l m.'<f 11.GTA. 150 m'M 
NO. I m'M PMSF, I m'M 'N.,VO.. 1% T'*>n X 100, 
50 mM x.F, 10 JIS mJ 1 

..... <jilin. ml I 0 1.18 ml 1 

1>ratinin .u """""'• inilil>mn (6J Homo~ =pies 
•~ fil~ !!rough .1 p-ev.·~hed Amioon-3 U hllA 
(10,000 MW<D, c.>t oo. UFCI(0096, MiD~-Co•ucy 
Carl:, l"'lmd) ccr~.-ifugd ,;.,.. d"'-io"- Swnpt.. •­
omri1iog<d ., 4'C U>d l,I)OO 'IIIII. fo r 15 mill. T= 
~in coolle'JU •"1$ d s -ecninecl UJin! .._ c::or:nmerci!l Jd 1 
{DC lnnrin ""'If, <"'- 500 ~ 116, llio.RIII<I. H...WH.CA. 
USA). Percy miao!l'"""" of me 1W111Io •- laod<d in 
diff.,.,l ..,... of • 10% SDS polyxryb.mide sol .aDd 
dlj!c:rd Qo elec..-opbo;r:sis under rabclns c:oodiii'lm.. 
Aftonl.·3.xb, pm tl!i:l.s •~ traufnzd to a nittoc.~t Onbt 
menllr>...,.(BX.Jbi,ei. no. 162.011 2) .aDd Mocl:ed ,..; e, 
.5% nmtc. dry mill: in TB!.h.= (fwoen 10, 0.1%)., 
a:Jom t errptn :: :Jre rcw 1.5 h . J&.m'br~ .. 'eft! inc"J!nrd 

"'wnisk "' 4•C ,.;a. r&l!bo pol~lanal wbody niood 
'8.iiW< PTi1 (au. oo. APR.j)09), 1'2V, (c;:o. no. APR 
0 10). ml P2Y. (a<. no. APR 006). . .... ined timl 
Alomo .. l.&h< (.lcns&lcm, lnu:l). AmibodY roiled..,,. 

nv. •• """"od fram ,....., Crm BioiOcheoloS)' ~ .. t 
no.. sc.o.20 127, CA, U SA). All ll:XIib::dies •~ mo:J ,u 
1:200. Aftl::n·U'th, .r:nemhr>~.I~eS -.6: inc:ub1ed .,;6, a. 
hcnerd!tb pNaxifh_-.e.conjqg::Lta:f 8='Jr: a.ui.n'nobit JsG 
socmdory .,.;ooey ( 1: 1,000, =no. 1 2-~&. Mi D1>on:. 
CA, USA) for I h, £' l1'C. fmnmnol!lo:o•~dcvdoped 
mi"8 ., ...,_"' thcmibrnin<S<ft ~., .. .,. (LamiGio 
~en no . '1003, Cell SigN]~ T-.>lo!:l\ MA . USA~ 

__ .t.I ... _ .. 0_. _ ,,100<'" .. , _1 llom. 

_ .... "'_"1 1 "'. <]'11-' -.1 IUI$ U.I I 
""':00 _,ot>II>,,«I"" 10";. ",P'C. Th~rioo._ 
_ho<! _ tdI<M .... "h,; ... ... _ . "'" ... .,._ 
__ ud .... pl-.l .. 1 ..... oIa .... "' ..... . 
1 m. l1li ' 001-'- ".'" I .. d"" .. 1 ' __ n 
(_ni ,_) 4 __ • ~10 • .o' J1'C. n.o _.e __ 
..,ty .~), _...0:..1 .... __ iI __ 

... 1 • ...,., .. ........J. ....,. ... e .... ..,. _ ........ Ioy 
_ .. tdI<M .... ..... .., ... ....... ....,. ~ ... .. 
_ .. lO" 1O"C d ....... , ..... oad", _ ..... _ 
di~ no .... '''1' _ ..,,001 _ . "'.~_ 
A--' "'" cel pe'" _ , .. "",dtd i ....... _ .. _e" ___ ...... '''' ."". P' ,...,. 
1 liiio4 ....... _ .... 10 U .. I ' ~ •• lO. ~ •• 1 ' • ...,....,.ci ... _ I, .. M ........ oad,_ .a_~ 

........ "' __ ._ ..... 1"' . . .. C ..... _ -,-fo- .. 17'C . '" ID, . ' 'YI- - .. :u .. lo. _, ,_ .. _lo .... _ ... _ ... _ 

do .... io ... ho ..... ..r.O'J ... l .. 11 .~00I ; •• 
p __ '-" n.. .-.. ..... port...., Ioy ... ..,. 
(. I.s-l..ll .. 1 mio ') '-;" • .....:1 _ .... f .. 1IIi1f): 110. 

NoC\ J W . 1 COO .. 10 IfT.lI1'3. lo.._.O.!!~ .. 
J ~ I.l J:lhPOo, ud 0.1 oiII_>< _.K 1 .... 
04 .. 001 _ NoOII). r. .............. _ p~ .. 
....... , ... """, ... (-21'C). n.. ..... .-d ,,110 ..... ,.11 
.... , .... _ oad ... "->podI lIXIA ... "hl_ ( ...... ) 
__ ... 001 10 """"" ,.". _Ir .... .. ' c....- 0CIiv_ 

"" ._ ......... .,. (i.e.. ...... ' .... ). '-<10 
, ,,,,,, .. __ ........ _ ID.!IHF06 tI- (WotoI--
r...-, ..... -...Fl) .............. o.I ....... .,;..-
...... (p.n. s._ Lo __ • Ca. So_ CA).,.._ 
'"' __ ....... _ 1 .. . lCt no. __ .. _ri ... 
_ (.IOM ): 1. 0. _ .... _-. , "-CI.51f1".PfS. 
1 r.GTA, , ATP d.odi-. 0.1 G TP _-. and O I 
1 ....... (pI1 1.), .od;..ooI .... t> mil). "'100 ••• <.11 
.....-- .... fi_ " 1 .JI Hit .. ", ... -q;,oI 
tiI_ 01 ... _plir;",. .,,_ (llipt.o. 12DQ. ...... 

_,,-.) .. la HI" -.1 .. ..., i. """"po_"" Iot" 
omIJ"'" " .... ' .... .01 .. _ ua-p . IIUI ....... ). 
.. _ of""'-"',,; .... _dopoi.,,¡ .. "'1_ poI_ 
(_ ...... ·jO ,",,) .... "pli od .. <he 111)'''''' i. 
HI '"" ,~. ""lO ~ Iddi .. po ..... 01 ,¡o .V 
.... ' 00_ .. 1 1" .. obo ....... ......-d K· -.. 
0. ... _ .. _ .. 01 .. · .......... ..-.-.-J ... 
dio ...,_ ~. & a.c .. "". _ ....... ... 

N' ",UTP (l. 10. 100 . .. d I,ID! ,.M) ....... __ .-.1 
....,¡ . """_ iII II~ K' .-...- _ ", ... t'.od. '10_ 
"'l"'<)'"" --' ,_001 _ iIIoI_iII (1 ""') .... 4 
.... _ ... , 1 """ RP 1/DUi ........... _ ). 010 ... 
"",lo ..... """..,.. 001 _ifI ~ .. of". ""-' ........ . 
.... 10 •• ..."... ... oü" ... ..r 101M RP· ..... . 
(lOO uM). It!ll (100 JOOuM) .... ... ...... . ... ofhodl 

o-..p, $Q 11.'1)<1 (100 ~JoI. ...... "'1 <]'< .... iaIo~_') 
... 4.JO uM ]\'"DoI. 

n.~ pW>oIIl ....... _ "'" ~ . .... ..r,.". ~" . do¡ooo_" .. .-- V....,.,l - <he dolo¡oool __ I:' 
.. .-- I •• l- "'" ¡ .... MATP·illcIocool .. • ____ .. 
b l ___ 0."" & .... 4 _. 01 1:' ...- .... 
........ , .... d,,= 1 cl.1o¡oooI te .... 1:' .-.... 
IK.) _',",bdl1)" ... _ .... 1y,_ .. 11._""'" 
J """ .... t _ .... 1"0<101 ATP __ Ioyodld .. 
l ...w 01_4_ ... clIo,..-"".,. __ f ... II)'''' 
",lo 01 ........ """""~ C. '· __ od 1: ' _.~ 
(II~ _. ~ 11)" 0010II:", lOO..M mn: .. ~. 
.. locIioo ",,,1<01-) AIIor ............. 1:' .. _ .... 
___ 10 ...... 11 . ... 0111. cI.-"'¡ te .. ... r; 
dI ....... _ ... ~I ___ '" ........... . f _poi_ .. .... dI 100 fIM 1In: _ ....... m.. 

~PlR><I>d __ od& __ .. tpioW .... 

.... "",_ .. d ; _ _ oly "- iII hllÓll"' __ 

.. d _«1 __ ",1iI ......,... r..odl _ ....... 

.......... ;..,¡ (hI,...8 PI" 1100 E. "."""¡c.o. lA,..... 
", __ ) . j((J", 011)'_ ............ $o..M 
"lis !JCI. 0.1 liiio4 F.Dto\. 0.1 ...w F.GTA. I!O . M 
~, ¡ """ 'MSI', I _ Ka,Vo. '" Trio>. X loo. 
!O """ t.:oF. 10 UI .. t I ~ ... ud lO. ... l1li I 
4'''''- '' ,..._.io"' ... n(6) 1"""' ........ ..,.. __ fiI_ .. ."., . ..-.""" ....u ...... u_ 
pO,DOO lI.lWID. c ... " .UH:IOJII'JIi. M. ;pm..C""", 
0. .... 1"'-) ............ .-1 fi_ d-. s...- __ 
~ ..... ..-c .d J.OOO .,... ...... (j lO ......... 
_ . <011'" .... d ....... «I .... • ..<&1 H 
(I)C I'RI_ "'".<.IIL JO(J..oII' 1I ... 1lod, II ..... .,..CJI.. 
USA). rcn, ... ero ....... 01 ... ...... 10 -. _ ..... 
_, -. <1 • I~ sos l"'lyacryIoooIIOIe pi ud 
... ~..,¡ .. __ ,..,_. _ -<iIII _di"" ... 

AIIoroo\oooI .. P""'" ...... """oIionod co. __ 1101 ... 
--=-(Itio 1lod.<.IIL .... 161..o11l) .... 'bebd.-;II 
~ _r.. oi"y"''' ;. rns.t- (I'W_ 20, 0.1'110) .. 
- ___ .. ".. I.!! ~. ____ ........ 

__". .. .('C ",ti .~. poI)'< ........ """y ........ 
• ... , ' !Y, ( .... _ A11.OO'I). 1'lV. le_ ... . AI'1t 
OJO). oad P1Y. (a<. .... A'l.tlO6). .10 .. 001 _ 
Alo ..... UI. (_ ..... l • ..!). ...... \oo<Iy raaod .... 
PlY . ....... _ _ ~ e- D'' __ 100 tea<-
_ ... lDI7I, CA. Us...). AlI ... """;.. ___ .. 
1:200. ~ __ -* lot>II> .. ooI .-; ... 
_ .. ~ .. . c,", __ F __ ..-, I¡G 

........, .. too.Iy ( 1,I .oGa. ca .... lllOl. 14. """, 
CA.Us...)_ 1 '" .. l7"C _ .... 1o ........ 4 ...... 
_ ....... _ ... dIoaó_ .. """_ O .... a.. 
lIIIX. <.IIL .... JODl, Con Si ..... _~,. w. , us...~ 
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,,. 
P2Y i m."UJnoblols •~ n~yz:e:t by de:m:i une=y nsing 
lnugd ~111 ooilw~, ln'l"RnlT...b.ni~vSfindox!>""L 

Mw.,. mcmo:ol om.l "'~.,;. .,.a'body (I :2.500, $i!= 
Cbe::m~ Co., Sl:~ l.oais. MO, USA) v.·:n ~celled t:r. ,a COIU:I I 
few P'Qft load in llllOtbc:r .. , of expetimr:t~a. 'J'bele 
mm'iJ:g,ner; v.wr -.cub&Rd • i da .& h::n:HWtidl pena:icb:se­
cmjopl<d sh"'l' ozri.mCMe IS(l -duy • nibody 
( I :2000. ""-no. NA9l l0\! Am..,Jum. DlX.baF>"""llir<.. 
L 1\:) TD d« -me ..,..mc:i'Y of immmobklins. ~ 
""'~ic pqedo (I I'& pe~ido/1 1'!1 .mtihody "' nv,, 
P2V:, or P'1V 4 ) 'lll'l."' med n Qt.tll'a~ the pitn.U')' Jr~:ibody. 
Sin~ lllllis~ f n P2Y, a.mibody "':u noa llinilii»Jo. v.-e 
med :!7Jlna ~ c.-m 11:1 pa'ltisive caaQ"ol. 

aam.~ JliS' ,....,. d"'l' 'Y """"'he1ia<~ ,.; 1111 p.-lwti 
... Jodium (lS ma Ira '. i¥-) ~ -ui.wod. Luna 
riooues w ere fiio:l in 4% p=fomulclehyde (Plill.) f>r 2.5 h 
~ t."' pl....t ;, erunol (10%) Wllil llri- ia:lnsim in 
pms.flin. On:e snnffin iud, tiu:Je blocb -~ C!Jt -iM-o 
lhin olic<S (5 !"") ~ pbced av<r oih:.,..pz p olide. 

(Si!""'). 
P'a"il.lfm V.'U mrctwd by i.IXIII:D:JioD iD S)'kli,. foloa,~ 

by sadcd alccblls. Laos·- .. _ .u.cJ;, pha;i"' '"" 
ba lf....S sUi no (PBS). du•e lim"' Dr 5 min <.odL R"" 
indo<«! asm recn.v...1 .. .,.. pnfanned by Jlbri>! sl¥te. 
in a p~~ mchr- in 0.01 M c.ita.r baf:& .u pR 6 f.or 
l m.in. SJicrs "'fo"ef'e m...-af!:mrl iDXI PBS 1.1..~ psmmbiliud 
,.; ., OJ% Trii::ln x. too io 'PBS~ To bkd: DC'Jn'il~ific 

bindm;g .., puc:Sm, 5" hcqe MUm -.:u ~lied on '!le 
slic"' for2 h. The Jrimuy ""ciboclie., P2Y1 ~ ... no. APR 
009), P2Y, (ell. no. AJIR.()lO). P2Y4 (<n ao. APR~Oii), 
~ P2Y6 (c... liD. "':10 IZ7\ ,._ iliC'Qbued (1:50) 
ov<mip • 4"C. Tho aliccs ,...,. rilloed ,.-u, PllS faor 
li~ far S min ex.h. Th:e R«<lld..., &lll"ibady. ll8011t m ti 
..;a,;, l&<l c~~ ,.; !> Cyl (Al'I87C, MiD~ CA, 
t:SA), .., . .,. ioa~btl<d ( I: 100) fu I h Ul'lde< d.d cDodilions 
IUid then limed • ith PBS fo:a Dmts for 5 rrEl e!Ch. 
~:u:!s, slioe3 -.-e:re fiu.d v.-it:b 4"{. PFA for 10 m.in .m::l 
rinud "'~ PD.~ 

TD ft:ube rho ns r prim'"Y nbod)l die .OOYe~ 

~ p•m;:ol "~ also ....0 .., in<..me slm .. -u 
maase tmi\X:b\=1 ilftibady ra..ioftt a;p.Dc 4 ¥ 'lin ~ 
en.z Diou<mqy. Cll.l. no . s<>-586119) b<c mills I" bene 
serum ., b 1o:t nompec_ific, li.ndina 10 pm1911~ m d Ale::u. 
fb:>r ollll donl:<y .,.;....., .. (A2 1202 Molectilu pml>o., 
lmi~ E:usene, OR, USA) .., . .., .....t u • ll«<ll>duy 
o..-rcibody. li~ st'!ci::tm •~:re ma:r ued -.-ith \k.:::1..'9r:iSd 

m"""'ios S.. (\Nar~b<r.,...;... Dodirlslllllo.CA. liSA). 
To d e:-emine the ~d1y of irrm.unollileUU.g, '!te 
IUIIip f« P2V1, P1Y:.. ad P2Y4 Y.'1.'l meet 10 a:~:~~.e 

llhe prim'"Y "" a'body. In o!ie Q<t of P2Y• ft plimuy 

mcibody •-:n cui~ A D dids -.~ CCIXIteJS'!:!.-med ,,,.i:!l 
DAPI (Sip>, en no. 09541). 

Tbe irrwrr:mol;i)e:Utd llicr-; v.-e::re ohurved using .1 

confOG!.l h.Yr mi:~ (Uicn TCS SP5, r...a~ Mi:m ... 
sysum ., Wcs:llor. Gemwl)') The noolorian of >li l iml.!."'' 
ahr:Dud , ; ih b mrrf..ocal mi::m&.q')e mina • 1(40 ail 
irmteaiaa objeaM ,. ... <>igioolly I,O:M• I,824 piRis. 
IU disphy _ .. , m<FS«~ ....,.,. ..,..,. <r>m:lnle>od in 

Yt'hdl 6e P2V ~en V.'ft in nd ad CL-oain -~ W. 

sr<= 

JII"P disod~.sm cl, • :koo•in• S'{y ~o]uiph .. plute 

"'"~timium """ a.ji.ma llylmo.admooirle 5' ..tp.o.p. ... 
JitlD:un so.l ~ <ridineS' .............. rioodium ull hy<n.lr. 
N a l!ylnuhimiclo.. ,...,.;, dillldi>m soli. RDl.. Jl)ricla<" 

pholplule-6~4-dimlfilllic .til) ~~ ... 
u; iodomahllin, SQ 22,5.16, IDTX, ~ ARI. 67156 w c.-e 
oil puo:huod from Sis= Oiem. Co.(Sl L..m, M0, L"SA} 
LAP .,..,. ocqtrinrl ti'om ~h a..micook lTD (11-m 
Rill, MA, USA). 

Difrmi'ICI.'5 m t.e ~-'t: of a:hul rinp .. 'G'e ewhu.tM. 
lbMII!Jh cme~ .... )' am.iysi s of voriulce foJ io .. 'Od by 

l>um<ll'l mu~q,1e com1""''"" -. sma~e ~ells (ptlch 
d r:t.·np Cllperimena) v.ne ntit.b ..red 6ft108h ~pe.:tzd 
mu_~ of «~>li)Sis of lo':Uiuce b llcnl!otd by Tul:ey 
Knmcs m:uh~e comiW"ilom: l e;t.. In s~ ~~ 
V.'e t:ned 1~ urp1irtd S :IJde:nt's • ~ Sbsilri::JI si,soificr:ce 
"'3$ M-1 "U...,'O-Uile<l p<O.OS. 0.:.11 ue er:r;ww«i in d~· ex. 
•d illunr•ims u m.em± SEM; .t tqft'JCI\11 ihe aurrftcr of 
•irna.a aad.. Fer singk: c:c-D c.::qw::aiuau, "CDft'i!Oa:b: -. 
llhe rm.mher of ulk .. .ud mly one e::lptrimm t •ou 
~~armed pes a..~. 

A'P irduc:et ltl.u:&licat WJ w.cilsJ ..W.Ss iD ~ ~bn:iin 
clo!mdol:ll ~-bon irldCII"'dcrl<ly from ft q1w tium 

AD ne~~ amt~b.liw concerauiom of J(]"'P' ind~«< a 
biJil•ic. rspcm-'tl (mm:ldion follo,.'ed by ni•..tic:D,. •­
.S.'7) in t=ho>i ~'ins• (F'15- I•} To conobon>o tlut l!ie 
rh.m.:ion iDciaoed by A1'P' w.·.u rd. cb e lo ,. dc:sm s:it::it::t:ica 

p-oce5S, 'liss:JeS -~ p~~K:ontae1ed w.ith 10 ~ b:tQ~t;. 
•fricll in~ ~ ...-nee~ c:cm-KD. lZid ibm s~e 
mraur11iomi of AT'P" -~ w:lded~ U":der ~ condi:ion, 
JII"P (•'"'* 9) pnxloced • n>lu:don ,.;,;dl ,.., ccn:--.. 
lion c!oponc!SI< II hili lion of JII'Cll aalmli• s~ by 

PlY ; __ .... ___ ",...1 '" __ ._, 

"""" ... "'111 _". Iq<I __ k.F'""J oroI ... " ... l 
"' ..... _,d~ ._ "-J (1 :2","" s.­
o.-.C • • " . t..;.,,; .. 1010, ~1""1oI_ .. ~ .-.. 1 
,.", ......... I<oroI ,. _ .. o,...,. ....... ~ 
__ ......... ~wi ... _.,..... .... . 

_~,.-I ."" __ e 1,0 _dooy ... IoooIJ 
( l : lUlO, '""- .... NAtJ I/N AIIO_-' 8_,.._ .. , 
L1:) lo 01 .. _ ...... iI'Ili.,. '" __ IoIootIi ....... 

_ .... " pqoi<k (1 1'1 ~I ,.. _iIo~ " P!Y,. 
nv •. o. nv.) _ -.1 .. _Iht ¡ri-r ... l000i,. 
$ __ ~ ..... P.1V. ~ .,.. ___ "'R. _ 

.. ed .. _ "" Inio .. "".;.;.."""''''''. 

0. .... pip __ d",,1r _1onlO<l wi .. ,..._ 
.... __ (H .... " ¡.,.l __ ";-.1. 1_. 
"_.-ft fo."¡ • ol% ,..,, ___ ,. (PBI.) '" U k _ ..... p_. _ .. (l~ .... , _ ;,'01 . ...... 

,,","lb. Oon ,,","I;oi<od,"_ klo<b _ no ""o 
."., ....... (' _1 -t ._ .... '_' '''P "" .. .. -, 

... ,.. -_ ...... J i __ • ¡. ")'1aI. foI_ .,. ..... .-. ".,.._ ............ ~ ... 
.. _..Ji .. pasa. .. __ iK J .... -. 11_ 
• .-ed_ .. ~ .... pm-..d.,.,...... ...... 
•• p __ "'-. 11.01 W a... _ .. ¡jI 6 ro. 
l . ... Sh •• _ .... _ , _PRS.-l. __ 
wi .. 11. 1% Trion lI loo • !'li S To _ "_ .. dio: 
la ...... """'" .... ,% ~ ___ o¡:op; ... "'" ... 
.... /ir ~ lo. TIIo,.-,. ....... nY,.,.. _ Al'l-
00\1), nv, (c.oo .... "!'It.a IO ~ PlY. ¡ __ ,,1l_1. 
.-1 nv. ( ......... ~In~ ..... ,~ ... ( UO) 
........... .roe.. TIlo . 10: .. __ ...... with 1M _ 
ti ..... /ir J •• <.do. -n.. _.y_, ..... .,,¡. 

.- 1,.. «>ti.- ..... cyJ (AP'I I'IC. loIiI"-. CA, 
1&.0.). ..... ""_(1-100) /ir 1 '_dd ...... .,., • 
...t """ ,;_ .... I'IIS __ /ir, .... ..... 
AI'OornooI .. oIi __ "-1_ 01% PI''' fat 10 .... _ 

........ ioIo 'liS. 
To __ Ilot ... , ,.......,. "'\oocI¡r. .... __ 

,-",-,,,u,, _u...-.I .. _ ...... _ 
_ ........ ""' ..... IoooIJ ..- ..-, "..coa es-
en.. R .. _ .... l' ....... .. 51«19) ka _ ... '" ta.. 
_ .. h!od: ... _dIo: loó ..... ., ... RiBo, .. d Al<u 
_8. _"l' -'-. (Al l lll! loI~p",,,,,,, 
__ r.._. 0lU5A) __ ... _ 1, 
... l000i,, '11 ___ ~ _ ... ...o \k-..'ltiold 

_ ... s..-(\M<o' labor __ Ild"""'CA, IiSAI-
To 01 .. ....... Ilot """iIi<i1)r ~, , ........ .oto ..... ... 
_ .. /ir n v" nv~ _ I'2Y. _ -.1 .. __ 

... ,..".,. ... ...,. 1 .... e •• '" PlY .. ... p. "..,. 

'"'~ ....... ""'- AI.IiiI ..... ___ .... 
llAI'I (Si ........ _ D9SU). 

no. ¡ ...... ........ . ~ ... ~ 0100...-...... . 
",ofaooI _ ~ (Loó ... Tt:S 9 '-~ 1oI~ .. 
.,. ...... Woo"' • • ~~ TIlo ..... _ '" . 1 _ 
..... ... wi'" ....... rIDooI ""'"'1«11'" _ •• ..., oi 
_'- "'J«IM .... -.-",,,,, l,IIl" l .Q:l.l pÍ>e1o. 
For "'play __ • -.... ..... _ ........... .. 
_ ... l'2y_ .... _ ........ ~_. -
~ . 
lóTP _____ ,.¡_.~ ' lb ..... ,.."'''"''. 
-.Ji .... ".¡ .... ¡s."",.,._ 1 ...... ,. • .,;¡oIoo ... . . 
..... 001, Iridio. ,. .......... __ .* 11)*-. 
...... 1o)4auI ....... . _. di_ ... ., la:!, ".-", 
,...,.~:t....-_ .0: .. ) __ _ 

_ < ¡_ ... io. $Q W .l6, ffiTX,'" Altl. 6"/1 ~ .... 
• ,.. __ Si_ a..... C .. (St L-"1oI:l, USA} 
....., ... ...,, ___ e . ,lo !TI) (iiooI 

lfiI. WA, U SAj. 

Dif .... _ .... ,..,.".. .. <L n<l1W"'p ...... .-.... .._.h ..... wzy ... ,.i. '" ~ ....... u ,.10 ..... .,. 
o..-. ~ _,." """"_. _ s ... " ""lo (pM<Io d_, .. ,.,.-;_.) _ ..... _ed ....... ___ 
__ .. f .. ",,... • • f __ ..... _ '" -r-,.. 
~ _opio """,pon., ••• . ". __ i _ 
__ lhtomróedS .. _~'_ ~ .. '"""-'" 
........ _.w,4I.OS' o.~_ ",_ ... i."_ 
.. 01 i1_u_ .. _ ±lF.!ol, • ..,..,.. ...... _ _ o, 
.,aa), .. od F ... _ .. ceI ........ _~ • .,_ ...... 

.. ........ "r <4'110, _ .. ". ..... '-"J"ri-' ..... 
por.wm.I . .. -.01. 

lóTP i ........ Iouoi .... _001 .... , •• ,..,..._ 
ot.poo,_ ......... , iod..-do.o.,. _ .... ~ .... ~_ 

Al __ .......... ~io .. <L lóTP iod_ • 

...... " .. ",. .. (m._'" _ ..... .,. 001 •• _ , .-
5.7) '" __ .... (F" la} To __ ...... . 
lO"""'''' iod-.:l '" ATI' _,.,. _ ............ ... p"'." __ ~ p __ '" ..... la "'" ......... .. _._ ......... _~ ... ~_ ..... . 
"'_ .... o, "TI' ~ .&:1 ... . u.. , .... . "" ....... 
lóTP l ...... ,., ¡nd1o<eoI.~ ....... _.--•. 
__ dt?-I .. , lohb ..... a' ..,....-.0 •• ,.._ .,. 
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lif!! 1~1 ;:;; 
= 
~ .. 
~ ~ v •••• ...,.. 0 ATPiefM 

- j ~ 0 A11"11 ..... 

" lO 

~ ... ~ 

= 
Vv- ~ :5 .. 0 

\( -· 0 to » 10 «1 .50 m 
Ti.m~ (min) 

fl:.. I E-L:I o!JJ'P ..- fu: Q nH-* n rdtuab &:f•.,. Ia .. ~ 
.. ~h:sll ~ ~ s T- ~~~·of 

a.u-e* N a dail •• • d.:.rb~ ~lt: eQt.....,,..........., o r AlP 
Thx ~ 6-*· ' · c-,.•lltl:!lu..l ~~JC.:: ~a.l.J ou.lt. AlP 
.,..,......._ """' (;o S- 1) • Rda•.._ o.dwc4 ., AlP ;o 
,.........,.,..........,...,. _ ..,,.,....... or6e CF<ldo..a 
N)a~ f»ale-Jb...c~ CloftC It JaP il. ~ f:t 
.. dull •• pt:~bl-- I) ul/1 ~ fll:1d. 6: dht o4 

-~- " "'"' .., """""""'(Ej2) AlP (• .._., ,.,..., • 
~110 4 4 •IMI t di&&.iDul •AJ I NI• (I ~ " 5-1) ~,.._ 
tJdc:l'i ~ ac ~~ • JJP r......, 1 10 am wY tn.li 

I ¢.4 indmriw:in ~-51). cm~pk101y Jft"'IIOd f>e 
t-lf«.tl of .R'P' at CC~X~cn bit~ a.· 320 fL'\i hd a "«'Y 
mt;LD M.9:!Zioo•~ e\-ida::J: o.:t I m.M Q'lg. Jb)- 'The nmm'11 
of ~irv.·•y <jrithol~= (..-4-8), spfic.mfly ctimimd..d ~ 
AT'P' irxb::e::l ~hi !Sian 11.1 ~avo~ CDD:I!"ll:!~:icot ( I J() lLM) 
aoly, 11-itJoU! mocluyq f>e ......,,_ to J(J1>., lrishor 
con:<r~o.::iora. This JO"P~incbced nbxt!ion :lleO'n" t o n:q"Jie 
J""ll'"1glondin pDcb:.1ion, sinao it •-a nat .,.....,..,a in f>e 
........,. offtbncsla:in ...s il is li:cly e<>-.d by • d ft:.t 
t:lfed. an ma.oath mmde crlls be:;a.:ne i. pe21ft d .CI' 
~ <liu:n ... ,,.,,-.]_ 

P7V :ll"e the ~jar y.srine-gio ra::q1110n lm'Ol,u( 
in dlCl NP.Cndxo.i rdi.D:«ioo in lroche~l rings 

The poMible role of 1'2Y ...S I'2X .-.cq no• in f>e 
"'hx.J.1X!o i ndo<«! by J(J1> ""' " 'SD>ft ~h o« <RI 
op ills W """S!>niiiL As . ... be ...., in MS. 2&. JITPyS 
(-~yWaly>Ule ATl' ..W.s, •-4 7) ...S liTP (P2Y 

aaoni•.. .t-5 I 0) induced a corx:ftftl.tian de:p.en:itnl 
tt.hx.rlioo ~ome s i:rihr m IJ"P (a-4 8) hom 1 to 
:no JL'd. "'d mly e.. rdun:ion obocn...d o.t 1,000 ~t-'d 

tJT1> . ,,. om>.lh a,P..Me~ylone-J(J"I> (ol"lX ..,.,;.,., •-
4) d id mo prod:x:~ ury ~ebx01ion tam I 10 100 p.M ...S 
aoly incbc<d • ..,,.n rehx.J.ti<m " ' 320 ]lM. !'~ 

(JO )1M. P2X -- .,."!!anisl) did - chttr~te f>e 
C<Jn:<tlnlio..._...,. CliNe" J(J1> IJ!Cn l1 .9±1l.9 ~M 

b 
'2 
Q 
~ 

0 

~ 

" Q "' Q 
u 
u 

"' = ·s 
~ ,. 
~ "' 
= 
-~ 

Ill ,. . 
IUl " 

~ '"' .. 

... .. . .. 

' }~ ~ ~ ~ lJ l 
.Log [A Tl') (M ) 

"' 

.,..,...., - lluok4 .. ""''" <I I.QO) .... T1k "'""'"''<I £pl 
C...Ei• .. • a-4-&) *&a-r~ ~d. he rclutd::a. ~ ~ ArP 
~tO.\ tu.l•IO Ad,.~d:l!~ &e: db~c~ 

1• .. ' 'C'h t b -A ail A'll'~d. diu."*- -=~ P'.....,...s. 
~ du.J: l ~ ot.D..:d. a 6:: pocax II n !r.,..• • ­
W il il U d)' 1 tilo::l clfo::t • ...,.,._~ C:dll~ il ~ _ .,..._.._.,. .. __ '1'0"1 ......... _...., ., 

4.1:11. • .,. <O.Ill .... , .,..,.. .. "" JtrP ' ""' ....,_, """'"" or 
wilb::c b!bwoJi a.y nw.:.r. Pi1tp: cu.pt~ klC) S...ln& 
_.-..sao 

~ 26.2±5.1 p.M, ~-4} Sur....,in ( 100 ...S 200 I'M. 1"lX 
~d P2Y 1 ;._.er,I LJ.2.,1J tb%.pi« Ul:i:ISOn:iU, 1.!-4 6) did nol 

mxlify the r~hn-3.-ln indx:~ h)' .N'P- Bec:xtse nv .. is 6t< 
ooJy P2Y rc«tJ~or • i fl e.e lo1fo"CC5t se:rQci\i;ty ito aur.snio 
(TC~,.1 m.\1 Ill, .... h}'J'O~ tlw •tt<h ""'l""' is 
ec1llmli:IJ i:tr lh ATP dfa:::t. Ta fiarihcr im~~H~ip.e 1his -e. 
"'" '"""' tbe effe.:t of1Ul.2 ( 100 ...S ~ I'M. .-S-O~ a 
JlOI"'l -nilt(IC..,-I &.S ¢.4 [llD a f 1'2Y, ""'._. 
Thil "'"!!IIIi" oigoifialily ctiminiobe<l tbe rd•Oiion .... 
Clllly Ill low.• " " ''"'r,.iaas of J(J1> (I ...S.l.2 )lM; Fis. 2h. c} 
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u ....W\ ~.::-:.~ , .... ...., .... cc N...:W a,. nnx tt • 1). 
'Fw!!taft!C. JJP ~ a a.:-p~ o r IB:'IX, 8lru i asc:se;al 

nude, -.iPd>in =aoano:mo~G~ ""'lilly a., on~e.. 
~~•in:b:edu:siooaf&.n.~anooihmale. 

Toccnobon ., olw 6e !::' cumr~a oc1i•-.zdbyATP lud 
a pbysio!Qsical ml< in tho nfa~im ind:Jaod by m;, p,....,., 
,., pe<farrnc<l ·- ._.,.., .. i n "'5"1 balls. r.-. 
'0-.:e pliO«DDc:10d 'OU 10 I''M hi""""ne. and ben a 
c.t~m:Wil.:i"'e concmil:r~:im ~me c~-e 10 ArP •:u 
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F~ ' G p...._ lliP1 ~1) 11.7!oLc filrAh.~ Sc at•ot (u k 
JJP di'II.Uoal-., Elb::t &!SQ l!.,D6-(.'Ip. •b.JlJI ,,~ ~) 
IBdi .V--4Jlltlileilllldc (,..V£V.. ~~ ~ G ~ e~ 

... .,., -~ ~ .. All'-ibl.od"' ---"""" ~ ....:ua. JtWdc u=1k •...m ad:d. ,... 1._ OJC.::: Cll.lllaS. a, ~ 
*fdil!:~ r--......, • » •\I Al? p~o:li fill D:setts 11. ac 
-k. n..ATP II.Qit__,ilk.kwt~ii~'el) ....... a,."fEM(a 

.£c. •li&:A. •cc W;,;lD:l~ 4...4.:PI) • 61 "~lux::~~ hi 
R "Pte$a:ll:lt *~~&WeC'i.,..-::N~t;:•t!d t dt~ol 
..air. l. .... ctMae~L ,,.,.. OOII'Cipll.4 • e..a~ "'ae ct._J 
Cll»>ti.&V o.nc• ..-.. ane. ~ •~ •.J~~<0..05 , • •ru•. 
ke'M:ct. 4..AP a--P u IIBTX .,.._. _. .:~~p:cr 1D acir .:rpo;::::nc 
crpcr~l ~ (~al a:flbct ol tn~J.:llal ol ~ 
Q,lb.,.oJ l)' ru.e,....::iliii:IWt ~ coo 5 ••· ~e-if). s~ 

o;pcit: .. n::-=:sa.l 

m""""m Und .. "'"' oondirion, nJ> (•-5) pncb:«< ~ 
R.lu:.dan •ilic::h •z cmo:aa.liCI'I dtpudua. Thic ..cJ"P 
ind:Jaod ,.buli.., ..... li&'lifoc>~~dy diminiftcl by me 
anm- of l m.'A 4,.\]' lUid 320 n.'A IDTX (•-4} 
-~ ..... YDI"8< d q!<I>CimlC' .ud eo'· -<lqlcn 
doni K:' clun n<ck ~:i•'O.Ied by ATP pby • mljor role in this 
.. lu:U ... (Flg. 7). 
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~ r bladdl)alro:.i..ID r cl'lrc:m:1llb~!cluafoao.r 
... __ ......,... ';><UO • .-b--oSEM 
'P'2Y.r~ m::l nvl .ue the m~in pulinc:rgio ft!CI']WCft ttund 
Wt ai.n."ay llllOO'!I na~le 

Al>Aiysil of d.,.itomny du from -.rn blou 

•"""""' tlu; from 6o foar P2V m:qoon mpor.d, 

a rn·, c 
PlY1 - -"" - "" -...... 0 0 --... ~ 0 

0..- A.C'TD' • ·AC'TlN' 

·~ B O ... g g 

b I'ZY, - d Pn·. - -.... o t:j ...... o u 
• ~AC'nN .... o 0 

fl'\-1 P2Y•fi:UIP1Yt *t: A:c..._~ ro:xpx. ap~Sfui n 

__ , ..... , --(llW) '"" 8""" .............. 
w=~ t. h::p~C ..... 1M PlY, (-l OO :;,.Qa\ :P2Y,­
(o-6) liM}., P1Y• (.....0 kDMh tad P!Y,. (...Dl.Drt.)- Ill.:-. ., ta 
~,.,,..,_ Tac ~ ~il ~CdbJI ~ •!'lc ~~~ 
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"'' 
nv~ ~d P'ZY: ~ 6e rmin noepus fotmd in strinee. p~ 
~ ...... :J:)' srnoc:C:h m:ucle m.::d dle P2Y 1 rttqi-or ~~~ X» b~ 

~ e:queu ed in il!lil t:i.rue., -.ili le nv . .. '1."1 DOl fo':Dd 
(Fig. II). Y.lo only pm'onnul W=rm blo:s e>J>aimen~• br 
1'2Y, P2V, PTi,, o:d P:2Y., bonU<e ft)l rue ~em>.io 
pErinergic re«p.cn found in hurru .ain;ay smoo~ 
mu:le ( Il l 

cam<><.a~ i""S'Sobr:tir>od nom a""""risb~ showed 
8acnow:cn:.e. rm:Dyto P2Y4 W P2Y2 rKqurn in .-:n."a.y 
smoadl """'''lo (nir>od ..q) ,jbxJp .,; e, los. ;....,.;,y br 
1'2Y,...:rpcara(Fog. 'h,., .m:1 i).AnGoody '!l,;mr«-3C:in 
sllau.'S fhaore;cr:nce (•J.lined sren) in ·~ 1.-ood:rU.l smooe:. 
"""de (lOg. 9b, ( .m:l j). M~ im'!l"' ohaw (r'& 9d. b, 
!3l I) &!.! nY.: .mel nv. ra::~a are lomrd i=l t.~· 

braotlli>.l '""""'h IIIOll'le. Tho D<!!.n .. CD=ol U<q mo 
.., ...,. 10 . ........ 1!lo ~ .... body to P2V'""" P2V. 
R<qlWI did 1K1 - U1Y floanii<I,IIC:< If''!!· lila, <) 
Anlil>odis ~· !'2V, ond P2V • ~q>IOn did,.. shaw 
e~mc~ to~ rec.ors in tle ~nr.:ty srmoe:, m:ndt--
1!'!1- I I .. e). Tillis, ~ ~ dcmor=.ue llw, *om ll~< 
~ ~JIIXSCOO~ indliss:ady, P"ZV4 ~d P2Y: 
.re 1ibe m3nn«pk):Z:O ~in ~iRII":1Y 500ofb m:rde. 

~ mOl ahler.'il.lioiW are fuJ J(J"P' KJio» G'l .U ICIISI G'a 
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r-.. II C:~ ..;:r~ ret IPlY , fnt PlY. ~poe ill~ ,...-.....a, ...-.:4~~-..,.-':e.i.:uJ. eu. ~P:!­
..,._6:n.al au rt--::co!!,.t r lliiiPlY, t;.) ... ILt Pn'•(•l•~ 
w , • ...- o..w ~ A •J=mt<= (-..all ,.-.-.) • ae 
.., ___ C,fl. I• C-.""' JI. _.,tlbltta • <C•)w 

omn by "Rmom m=lo pJO=<:lm ctin ]YOdocrian (q~iel~ 
ti.., ind<pond«l). m d sUbcteq.- """"'";.., of wll"!le 
~""' K • o:d Co'· clcpcslclmt K clu-ls. Ad-iv.l.<ion 
of eo... K d>.x~atls """" ~muoi> ~ cyd•e 
cAMP J>d""Y· 

The ~~·~'~ smoc:t:h ~~n~de rdu:xtim i ndnccd by R'P' 
hn ~dsnons a-l1.'Z!d invifiom 11...am~ spe:ieot, indo:tins 

"'"'""' ll. 10 . 12. 19). In g-.0- pi!!l. !Do-- h&s 
been qoond <o be mec!i.secl by PGE, proclu,:<ion 112 ) o:d 
in nltil .,..hul smoom nasde me Jll1' ftiaood nl•~ 
lim .. ..., qoooecl 10 be m.ec!Uzd by P2 """l"cn ao me 
.. n.-.y <pitholi:ml ll J. In IIIIis mumsai pl. "-e c...-.....s 
6 .s die J([l> in:locc:!i rda .ri:m in ~.:.d rings is 101 

P""b;ghl>din ~ mao ;, , . ._. ~ by i.n&.. 

m<llucin ""'=n""' In! indepen:lml from !.• epithtli:ml.. 
R.eoent:l); ,.'ICI b:n-e s~-:n ~IS ArP iod.uco.i c<l~Jtnc_:ion is 
11ho p R"-eMed by the SlJlle :te:l.-:T'If!!ll o r by epi:!Mtbm 
_ .. 19). The ni•«DD '-~u. peni<recl .m me 
temV .. of,. epitheli-.m. inclic"1ins oiw ,. .,.....,,. ooD• 
- )>'ad:lcins ~"'diem .. ., .... ....,.,..,ly l'GE>. 
The- e:~on ctrs:1 ofPG'E: W. &ft~ srn.oollh rrude- h:ts 
been ~ ID bo modUzd by m. •mublicm of 
I:P~I!P41 rcqn:n p:tcblc.-ing b rttmnub::ion of cAMP' 
o:d p/[01.-clcpcslclmt pb"'jitaryh:ion 119). 

Adv"'im of pb"'jit~,,.. A, (PU.l) is= obliSJ.rd 
. ql f01 <irowlaick pmclu;;<ion ~ ... . PGI!:)Illd ii W titdy 
l!!,s AfP li'OOchlhleS 'Pl..A~ in tlirv;3.y :cn<O.h m'll'9Cit by 
elovdon of imrocdl:j)r Co' a>ncon.,.ian (IC.' ')). T .. .., 
'YJIO' of CYJO'IOiiO I>U., ift t ..... 'tl 1D he Cll- '10<1 i n 

(.It) 11ft ~&'ilit4bl: il.(t) bl (l).. il ia ~IU! PIY, liil!l:4 PlY. 
~U:.,. ~11 i.llllc: h~-....oo6~ .. (c) -..d. 
f&\ 6: aJab .....:c **aoJ will !bpi n obl;ow.: 6c ~ of 6: -
- otmOm m:nc:le oollo. one Ca1

' indepe<dt•• o:d 
>malbcor ci• dcpcn::lmL Th~ i um« PLA.1 il «cliw.a:d by 
C)'""" lie Jll1' llwoush • rneclwDsm lila i< i odtpadua o f 
sit'.I8 N .e arg::uriz.rim W ck:.es not rqaft p.nicipriaa o f 
~IS)' l:mmm. The Ci1 

.. &pe:nden;. PlA2 :n uri'\"2.u:l 
by J>bysioJosio izx:nm..,.. in p::r ·J p ~~ In • p-.-.->ous 
~ •-e .,~ !!Ia. ~ ~h n ra:~ Qn .... ~ 

tci 'Ji i naini"Y .,..,..,;, m-lecd lo (9].. o:dthoftile. itio 
lhly o!u1 e.;, elfeu io~ ~"' J'Old:lo<ion 
{PGE2) by sOrn.ub.<ion of C.' ' depond... 1'1...-.,. All...,.. 
~~ly, .ah-a:im of pwmo:qras in this n<XJil mmc:te­
mis .. madub.,. 111o ci.' • indq!Ofte!mt PLA, f1m11s h .., 
tml....-.mt.'D medu..-rism.. 

\i..riou.s o~'rions • •ould i:utic.11e !lA: P2Y 2 and P2Y 41 
!S'e -!.e m.1ln p:c-iooc~n involvtd in h ATP :i:xbcrd 
rh.uticn. First, 6o ~:ion •..u mi:ticl:od by P7Y 
JOCq nor .,;-om.. (1JTP a:>d JO'I'-t-!) llld ..... inltcmo:l by 
!\EM. '1\ilid> i< me. .. ., ., IIII«<IQQe G pm"'w fiom oew=l 
............... ._ ..... !-"EM findill!l' 1ft in~ .. ;e, 
- ......,X.us...., 1<1 (9). ,;,;cf> indGRd tlu.s I>2Y IO.C<'I8ft 
~We «JQPkd 10 G,.,,1 m ~~oft2y srmads muscle.. Thcrcf<n. 
•i><n mmulorec~. n v JO<qtn p.,,....w .. inmtiftS me 
Qsnd prl:nr.'ay for (Cal' J inc:r1"Y, ,md this i D:boes 
..J.ucim (9). S..:md, ll:ris tohulion "'" mly inltibilo:l 
by c~"JJ1ic:sim of c:sc:min .m:l Rln, &e forme- is kncrum 
., :m a.piz..e 11.D P'2Y ec.:cpa:n lu n01 PlY" md dte l.ser 
inltibit. d P'lY ""<'~""" bol: lw no .aMy oa 1>2Y, (?. 
lQ.ll. ll~ 'IIIR. me~eofP2Y:...SI>2Y. R<<'l8ft 
" "" aloo demon- in "Rmom .,... .. It ooh by \lioolcrn 
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bloc ~d mnbml mi::m-=opy. P2Yu r«:q»:Drs hl.\oe ~n 
fotmd in oc:he% !liillac:c.h m:uxb- sx..h .s c.obl ic smood1 
m:no'lo ( 13).. Tha ptl!inoc<'l""r => ccqo'lo boi!l oo (",. .ro 
Gqfll pu:~im I I). Thta, 6.e a,"3lian of 6it rcq.:a­
"""'lcl ,. ....,..,"" ., ;,a.:.. ~~>ulion. dmty ;, e.. 
mtooi!l muoolo, lh&>osh O..'<AM? !l.mr.~ il il anlibly 
lh" 1'2Y11 r«:q!U pb.y on ~ IDle in lhe ATP 
ind:aoed r<hm:ion b....,... dDo t lf«l ..... .alloli<hed by 
inclom..e..cin. If ill= ft ""Y J'IOIDo~>:liaft of b pDrino­
~' •·~ .baWd be ohien+:ins; same rda«ic:m i n ~ 
p-6en:~ of ln:lo;rne.:!ur in, v.irich does t101 ocaai. h il i!.ko 
m fihl )' du.1 .x.1i ,,.1-tioo P'2Y 11 13..,-i P'1V l.:.t med i:tb the ATP.._ 

mcb:ed reb=X.. fql.....c! bore be<,. ... a- ._""' 
O':l"'.e> iD.hJ1Jicion of rulell)'l.!.~ cyd.se I:IL:~\-ity (l l) tL.~ dle 
n:b.x.J.::icm invol\1:5 ~~a of~iJCIIZ),e..ln f& l. 1'2Yt: 
and P2Y 1 :1 RC.oeptanl m,:,~ b~ i rnv!tved ia v~ 
..,,.,....rion ""d mnodol ins of ~ P" mcwuuy """Y 
.m-ii:iol """ ,..,...... tndoe..lioi cds [ 17, l2J Tim-<. 
11 Jl'OSlib1e role of rhe:t,e p:u:inocei*J.a in ~ rt.hx11ion 
indoced by ATP in ll-iiMOil.)' :smooth rrusd~ is impmh1hlo. 

Jn.'n1riti::ln of eaorrxJeo c:id! ... ..es in 1.he gime3: ~ O'ilCitm.l 
fi:ts.'l -.-d! ARL 6 71 5ci lllhifled the ccn:e:n:r~:ion m;p::o;e 
Ctlf'\~IIQ AJ"P'tQOe 1ri...,qgo~:in& du;t, iD CJUte:qein:es::J 
«RRilicn. tis p:rine io rm:inlo.li< .. Dy ily<l'alizd. U..cilr 
oh- CCIIIdili- the inbilritCIIY <'if«" of_,.,;, pia• RD2 

v.'Cf'e stlmCDIII:d "' b]Sb c.~ms af .IJ't 11o'hidt is 
C<ll'lli ..... ,..;m ............ 6ndi~>g~ indi< .. ,;,g "'" ......... 
"""'S<JS<i.,. .uecompdi:ive on P2Y, <!Jld P'ZY • re::<pOn (33). 
Siriwty. The AfP :iodx~ rhc:X.O ~ .. to •~.in 
plm RD1, in~ 8ullc:eof ARL, caj]d bt~ rsu:Jtof~ 
ccm~O,.-e Sfe::1 of~ tL~51 AnothM f'Cl!'Uble 
....,ww;a. is llw tile -wns ~Is sian is modi.wal by 
~•""'"'s ~ 1'1 ra:q~wn .. pq>ooedby l'ippor 
<!Jld llolliosrv.uiJ (21)- ln lq!]lCI1'G llhio hypoduoia..., loH 
pon of die Rl' 'liP<>~'~ .., be h)U'olyzal uncle< cxr 
e:q~uia:nrau! «Jndi&m~ ..met it is well blow."D thl.t irs 
bycbolym pnboes odmaoine. 

Rl' O<Jn"""' .., lo.ut """ diffc=~t popuhliOM of IC" 
ch.-t...'"'lllek, •ili:.h is su~ 'by dte fua &1.1 ATP..irrl:xoed 
d fea mI., v.·.1-~ kl~Dy p2l1o~td by ben adminis:'.1tion 
of mTX l1J'Id tLAP bltnot by & irdi\-idwJ ;;rlminic:<->1'!ioo 

of ony of iuse """'!!mi-. mTX a • spcci 6c liloc;m of 
olle h;sh-<ondua41ce O.' ~n..~~.~ lC' ch"'nelo ( 161. 
.. ~ .... 4-AP a .,_,. ., block tile \d~dq>G1dcon 

clch~ I'Cli 6« lC' ch..,n..lo in ,;...,'!' an001h m=le (!7. 
.>t~ 'O'!Iicil i-lhUtheseclwmols mall>.le """"afi!le 
d feas of JG"P on «. Pr:\;ous aa:tiC!i in se\'Cll smooth 
mtncl<s, indudins P""' Pis b'oo:hecU _...,.,..., tu, .. 
~ ~ moduh3::tn of deh)UI rec~ 65' lC"" c..lu...'Tit.k u 

""D ... h h;!llt«~~clix"""" al<iom4<'Jl"'dm: po~<a..mm 
du...,.k by oAMP-c!e,......,. plll1 (2, 8, IS, 21). Ch-

evidG1ce ._.. "''" tile Rl' mocluh.uy <'if«D o~ IC" 
~~~on -sh a bi~ cu:;.ulc lhU imoh,.. 

P2Y ra:<J*n, l'"''"'!l Wdin pocbori:ln (p.OO .1lJiy x;r;, \ 
&t.t m ~ .ta:in.:ies od.Ol)llyl cycbs,t. r.:te:ti\; :;y, becn::t10t 
hy ...... _ ... .... by }."EM, P'ZY .....,... .. bladl:<n, 

m:.~;, """ SQ 22,536. 
J'C"P llimo buy effoo an IC" clwmelo i:c aloo I hly 

modi>10d by belli. PlY, ond 1'2Y. ra:qo.aoL Th:l<, this 
di<J .,... ~ by 1be e<>mhimlion of s'""""in <!Jld 
RD2 ond ... by ~ indivicl!ul "H'Iic>.lian of"">' of ohcoe 
P2Y ~,.. ~nib. A> i l ...... clil!CimOd p<e'\ioasl)< 
the co--admrmta.nonofba!:t ~ttsonia c.m. be ~cdf:l 
block ~I P7Y rce<pEQ '!7-..n mn-iimt a.w!i::!.:i-lns v.'OuJd 
~ ci - P'ZY, ~.,_-.., RB2) or P'ZY• (n.:... .. ., 
rslllnirl) re<::epu:n .. 

Adcti::ioru.Dy, a-.~r d .sa. in o~m.l ring5 in:D::!.~ dw 
&1iw.D ofK ch~Zrnek mr:di111-s .q'p.4rt.i:lx<d rci.s.wic:m 
sino• co-odminilbr.Jim arK' ch»m<Js lllacbn 4""' ond 
lOTI( si~y climiniftd Ibis Rl' cifea.. 

AI"'Sd><r. these d.n point CJ<J t llw in .U...·•y ...,oe, 
rmsd~ IJ"P 11Ct:i\~ P7V ~ ~..d P'lY.11 re::t-pCus, lndoxl:ts 
fCa'p incre31c "' fq!aned p,.,.;omly [9] <!Jld fa.ori:,g 
IC£2 m~ from tbil ~~.ae, .um -m em ,x_--3\"l..'M 

cAM"P'd-~mdent K dwm~b ~ -prodrxe ~hn'Xln. 

ln cmclnon, Q!lf ~ b ·~,. ,... "'"" ATP: (I ) 
JW"(llb:H an''!' srnooe. muo:lc rcbulion by indu<ing 
h p-ocloclio~ of huldloclil._ .,...a,gbndin<. 1!11!0 

1hly in\'OMns ..-II muocle P2Y. ond J>ZY, fOC<I'IIJrs; 
(2) indu<Hlc in<remmn~~ ~EJiv.wiaoofhclc~al 
rec:ificr K' c'h.ulneck .ro h his!> condu<I:U>ce c .. ' d<pt-n 
den t po:t.si'-.m1 ~s:; p) t.b:ft 4 incrvnen~is maid.ai 
by llliilllooth nmsde poc.-ghndin podx:ion •1tic.h in oms 
iocr:L'"le cAMP -.:ignl.fins p::1.hv.~ i3ld ~ du..""ll'Jeh: l1l"e' 

irrplial.10d in die Rl'-incb:ed ~buian. 

~ ............. _. Viii:: i~t: f..: ~a:.IU C1 G::lUM 
~ F*>Lbl do ~ U>Wol, rad m)IACYT ( u t'E 
dollsi.P • Eti: c.u.~ ... v.t e.>; a:c.. s--et .._. 

... llof" • "" , • ...,... "' """"-- "-""" 
~ & b:t ~u.o.:.U:a. ot a..~ .... n.ed.y wM 
P""> -""'?•.,.... -cmiACVT (II '*")""'""""'"­
U>W.I Q>J»II>O.J) 0> lk l.dl "- -.._ 

I . A-~ W~ """"""" 1<. ...,...,. n.l, """""" f'A. ll<>)a 
n. """"'Y C. h!>JGE, ,.._~!"" :W. a.:J!<1C, '""""'-X A, 
~ GA ~ ~~~=~ U..M ot l'tlt::tnd • eo U.1D 
....... ..... PlY 0 l'"'t......,W- .......... --""" .-.,_..,. ra~,..,.,.,,~ "~ -­
~!8...21'-JJl 

2. Ald., u. w..-. A:t \1-':olo.l> ""' c.a. we CJMIJ a­
~ .... ....,...,. ..., ,n ..,......, """""' ,.,.;"" r 
.:s~ or -.~a ~ ~ ec::DL Aa 1 'f't)b:Jll n .L 
t1'4J-4.S9 
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