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RESUMEN 

 
Las ectonucleotidasas son ectoenzimas que hidrolizan a nucleótidos extracelulares, como el 

adenosina 5´trofosfato (ATP), en sus respectivos nucleósidos. Una vez que el ATP es liberado al 

espacio extracelular puede activar a una serie de receptores llamados purinoreceptores (P2), los 

cuales han sido clonados y clasificados en dos subfamilias: P2X y P2Y. Cada subfamilia tiene 

varios miembros: P2X1-7 y P2Y1,2,4,6,11,12,13,14. Los receptores P2X son receptores ionotrópicos, 

catiónicos no selectivos, y en el músculo liso de las vías aéreas (MLVA) del cobayo participan en el 

rellenado con Ca
2+

 del retículo sarcoplásmico, pero no en la contracción de dicho musculo. Los P2Y 

son receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G, donde los receptores P2Y1,2,4,6 se 

encuentran acoplados a una proteína Gq11. Estos receptores al activarse desencadenan una cascada 

de segundos mensajeros, cuyo fin es la producción y liberación de tromboxano A2 (TXA2), el cual 

genera contracción en el músculo liso de la vía aérea. Esta vía es a través de la movilización de Ca
2+

 

intracelular del retículo endoplásmico vía trifosfato de inositol.  

 

Existen numerosos trabajos relacionados al efecto del ATP sobre el músculo liso de las vías 

aéreas, sin embargo, hay pocos estudios donde se evalúa el papel del ATP en el asma. El objetivo 

de este trabajo fue evaluar la participación de las ectonucleotidasas en el broncoespasmo inducido 

por el reto antigénico en animales sensibilizados y los receptores P2Y epiteliales involucrados. 

 

 Los cobayos sensibilizados a ovoalbúmina (proteína extraída del huevo del pollo)  son un 

modelo alérgico bien establecido dentro del grupo de investigación en asma, que desarrolla 

características fisiopatológicas comparables con el asma (1,2).  

 

Durante el reto antigénico a cobayos sensibilizados con ovoalbúmina (OVA) administrando 

una dosis baja de OVA, se produjo un ligero broncoespasmo (~2 veces la resistencia pulmonar 

basal). En cambio, con la misma dosis de OVA y la previa inhibición de las ectonucleotidasas con 

ARL-67156, se intensificó en gran medida esta respuesta (11 veces la resistencia pulmonar basal 

con 44% de mortalidad). Esta potenciación fue disminuida al antagonizar farmacológicamente los 

receptores purinérgicos (suramina+RB2) y el receptor  de TXA2 (SQ29548) o por la administración 

de apirasa intratraqueal. Los lavados broncoalveolares obtenidos durante el broncoespasmo 

contenían concentraciones incrementadas de ATP. En anillos traqueales y tiras de parénquima de 

pulmón de cobayos sensibilizados, la OVA causó una contracción dependiente de la concentración; 

suramina+RB2 o levamisol  produjeron un corrimiento significativo hacia la derecha de esta 

respuesta, y el ARL-67156 no la modificó. Cuando las plaquetas obtenidas de animales 

sensibilizados fueron estimuladas con OVA liberaron ATP. Las imágenes de microscopía confocal 

de tráqueas no sensibilizadas mostraron una fluorescencia marcada para los receptores P2Y6 en 

epitelio,  pero no para el P2Y4. En cambio, tejidos provenientes de animales sensibilizados 

mostraron una fuerte fluorescencia para ambos receptores. Esto se correlaciona con el incremento 

observado en el ARNm para los receptores P2Y2 y P2Y4 en animales sensibilizados. 

  

Con estos resultados se puede concluir que el ATP incrementa enormemente el 

broncoespasmo alérgico cuando las ectonucleotidasas son inhibidas. Este efecto es debido 

probablemente a una síntesis de novo de los receptores P2Y4 y P2Y6 en el epitelio de la vía aérea 

durante el proceso de sensibilización. 
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ABSTRACT 

 

Ectonucleotidases are ectoenzymes that hydrolyze extracellular nucleotides such as ATP 

and their respective nucleosides. Once ATP is released into the extracellular space, it might activate 

a number of receptors called purinoceptors (P2), which have been cloned and classified into two 

subfamilies: PX and P2Y. Each subfamily has several members: P2X1-7 and P2Y1, 2, 4,6,11,12,13,14. P2X 

receptors are ionotropic, nonselective cation-permeant channels and, in the guinea pig airway 

smooth muscle, they are not involved in muscle contraction, but in sarcoplasmic reticulum Ca
2+

 

refilling. P2Y receptors are metabotropic and therfore coupled to G proteins. Within these, the 

P2Y1, 2, 4, 6 receptors are coupled to a protein Gq11, when activated, mobilize Ca
2+ 

of the 

endoplasmic reticulum via inositol triphosphate with the subsequent production and release of this 

thromboxane, and induce airway smooth muscle contraction. 

Many studies are related to the ATP effect on the airway smooth muscle, however only a 

few evaluate the role of ATP in asthma. Therefore, the aim of this study was to evaluate the 

involvement of ectonucleotidases in the bronchospasm induced by the antigenic challenge in 

sensitized guinea pigs and to determine the epithelial P2Y receptors involved. 

Guinea pigs sensitized to ovalbumin (protein extracted from chicken egg) are a well 

established allergic model within the Asthma Research group, which develops pathophysiological 

characteristics comparable with asthma  

A low-dose ovalbumin (OVA) challenge in sensitized guinea pigs only produced a small 

bronchospasm (~2-fold the basal lung resistance), but the inhibition of ectonucleotidases with ARL-

67156 greatly intensified this response (~11-fold the basal lung resistance, with 44% mortality). 

Bronchoalveolar lavage fluid obtained during this bronchospasm contained increased ATP 

concentration. This bronchospasm potentiation was abolished by pharmacological antagonism of 

the purinergic receptors (suramin+RB2) or the TXA2 receptor (SQ29548), or by intratracheal 

apyrase. In tracheal rings and lung parenchyma strips from sensitized guinea pigs, OVA caused a 

concentration-dependent contraction. Suramin+RB2 or levamisole produced a significant rightward 

displacement of this response while ARL-67156 did not modify it. Platelets from sensitized guinea 

pigs stimulated with OVA released ATP. Confocal images of non-sensitized tracheas showed only 

slight fluorescence for P2Y6 receptors in epithelium and none for P2Y4. This correlated with a large 

increment in mRNA for P2Y4 and P2Y6 receptors in sensitized animals. 

With these results we conclude that ectonucleotidases greatly potentiate the allergic 

bronchospasm when its activity is diminished; this effect is probably favored by the up-regulation 

of P2Y4 and P2Y6 receptors in airway epithelium during sensitization. 

These results prompt for further research on these mechanisms in human asthma. 
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INTRODUCCIÓN  

 

La molécula de ATP 
 

El trifosfato de adenosina (ATP), es un nucleótido fundamental presente en todas las 

formas de vida, es un intermediario de alta energía que constituye la principal moneda de 

energía celular. (3).  Estructuralmente consta de una base nitrogenada (adenina),  una D-

ribosa y tres grupos fosfato. El nitrógeno 9 de la adenina se une al carbono 1 de la D-ribosa 

por medio de un enlace N-glucosídico, y el grupo fosfato se une al carbono 5 de la D-ribosa 

a través de un enlace éster (4).  

 

Figura 1. Estructura química del ATP, conformada por una base nitrogenada (adenina), una pentosa 

(ribosa) y 3 moléculas de  fosfatos. 

 

Para completar su función como intermediario metabólico, el ATP debe ser generado y 

regenerado. Esto se consigue principalmente a través de dos tipos de procesos: 

 

1) Fosforilación a nivel de sustrato  

El ATP puede formarse a partir del fosfoenolpiruvato, por transferencia directa de un grupo 

fosforilo de un compuesto de alta energía al ADP. Tales reacciones tienen lugar sobre todo 

en las primeras etapas del metabolismo de los carbohidratos (3). 

  

2) Fosforilación oxidativa.  

El metabolismo oxidativo funciona para generar un gradiente electroquímico (H
+
) a través 

de la cadena de transporte de electrones en la membrana interna de la mitocondria. La 

descarga de este gradiente se encuentra acoplada enzimáticamente a la formación de ATP a 

partir de ADP y fosfato inorgánico mediante una ATPasa (3). 

 

En 1960 Burnstock y sus colaboradores en la Universidad de Melbourne, estudiaban 

la neurotransmisión colinérgica y adrenérgica en el músculo liso de Teniae coli de cobayo 

en presencia de atropina y berilio, los cuales, bloqueaban dicha neurotransmisión. 

Esperaban ver una despolarización y contracción al estimular directamente al músculo liso, 

pero para su sorpresa, lo que observaron fue una hiperpolarización en respuesta a estímulos 
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individuales y una hiperpolarización y relajación con estímulos continuos. En 1964 este 

investigador, utilizó tetrodotoxina, la cual bloquea la conducción nerviosa pero no afecta la 

actividad del músculo liso, y lo que observó fue un bloqueó completo de las 

hiperpolarizaciones, mostrando que eran potenciales inhibidores en respuesta a la  

neurotransmisión no adrenérgica no colinérgica (NANC) (5, 6). 

 En 1929 Drury y Szent-Györgyi describieron las acciones extracelulares de las 

purinas en el corazón y los vasos sanguíneos, y  en 1959, Holton et al describieron por 

primera vez  que el ATP podía actuar como un neurotransmisor en el sistema nervioso 

periférico, y propusieron que el ATP liberado de los nervios sensoriales durante la 

estimulación  del nervio auricular causaba vasodilatación en la arteria de la oreja de conejo 

(5, 6).  

 Años después, en 1972, Burnstock  propuso el papel del ATP como neurotransmisor 

en fibras nerviosas no adrenérgicas no colinérgicas de nervios del tracto digestivo de 

diversas especies, e introdujo el término “purinérgico”. Implícitamente dentro de este 

concepto de señalización quedó la existencia de receptores purinérgicos, los cuales median 

las acciones potentes del ATP y sus metabolitos y han sido descritos en una amplia gama de 

funciones en una gran variedad de órganos y tipos celulares (5, 7).  

Durante algún tiempo existió la idea de que la liberación y acción extracelular del 

ATP ocurría únicamente durante el daño o muerte celular, pero ahora se reconoce que 

también es un mecanismo fisiológico llevado a cabo por células sanas (8).   

 

Exocitosis y metabolismo extracelular del ATP 
  

El ATP es una molécula de señalización celular que actúa en todos los tejidos y 

tipos celulares, que tiene múltiples vías de liberación, que pueden o no combinarse, siempre 

en función del contexto fisiológico o fisiopatológico que se lleve a cabo (6). 

La fuente más importante en la síntesis de ATP es la mitocondria, la cual mantiene 

las concentraciones de ATP citosólico de la célula entre 3 y 10 mM. Sin embargo, la 

concentración de ATP pueden ser mayor en compartimentos especializados, por ejemplo, 

en vesículas secretoras que tienen transportadores de nucleótidos, la concentración de ATP 

pueden llegar a 100 mM, entre 5 y 50 mM en las vesículas secretoras de los mastocitos, y 

entre 150 y 200 mM en vesículas que contienen serotonina y acetilcolina (6, 9).  

La liberación vesicular y el almacenamiento del ATP es muy extendido, y se ha 

demostrado tanto en células excitable como en no excitables (neuronas, células epiteliales, 

plaquetas, células cebadas, células mononucleares y polimorfonucleares). El ATP es 

almacenado y liberado solo o con otros neurotransmisores, como por ejemplo GABA, 

acetilcolina o noradrenalina (6, 7, 10, 11). 

La liberación vesicular de ATP requiere un mecanismo específico para su 

acumulación  en las vesículas secretoras.  El almacenamiento de ATP en vesículas requiere 

un gradiente electroquímico proporcionado por la bomba H
+
-ATPasa vesicular (V-

ATPasa,) localizada en la membrana vesicular. Esta bomba crea una alta concentración de 

protones en el interior de la vesícula secretora, lo que hace que sea más positivo que el 

citosol. El gradiente electroquímico impulsa la captación de ATP mediante el trasportador 

vesicular de nucleótidos (V-NUT) (6, 11). 

 La liberación de ATP por exocitosis es bien conocida en tejidos neuroendócrinos, 

neuronas exitatorias y plaquetas. Al recibir un estímulo, las vesículas que contienen ATP, 
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Figura 2. Representación esquemática del V-NUT (Transportador vesicular de nucleótidos). V-NUT 

transporta nucleótidos al interior de los gránulos secretorios, utilizando el gradiente electroquímico provisto 

por la bomba de protones V-ATPasa.  La exocitosis de  ATP   es dependiente de  Ca
2+ 

en tejidos 

especializados. Tomado de Lazarowski, 2012. 
 

serotonina u otras catecolaminas, migran hacia la membrana plasmática a través  de los 

filamentos del citoesqueleto, ahí se fusionan con la membrana plasmática y liberan su 

contenido al espacio extracelular. Este mecanismo es dependiente de Ca
2+

 (11).  

Una vez que el ATP es liberado al espacio extracelular, puede ser metabolizado por 

reacciones secuenciales, no sólo para degradarlo, sino también para generar intermediarios 

con diversas propiedades de señalización en diversos tejidos, o unirse y activar a un grupo 

de receptores en la membrana celular llamados purinoreceptores (P2), los cuales han sido 

clonados y clasificados en dos subfamilias: P2X y P2Y (6,12).  

El ATP liberado al espacio extracelular es metabolizado por un grupo de enzimas 

llamadas ectonucleotidasas. Las ectonucleotidasas son ectoenzimas que hidrolizan a 

nucleótidos extracelulares, como el ATP, en sus respectivos nucleósidos, los cuáles, inician 

una serie de respuestas celulares a través de la activación de los receptores purinérgicos P2, 

por lo tanto, las ectonucleotidasas tienen un papel importante mediante la regulación de las  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Sitios de hidrólisis en la molécula de ATP por distintas familias de ectonucleotidasas. 

Ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa (NTPDasa),  fosfatasa alcalina (AP) Y ectonucleotidasa 

pirofosfatasa fosfodiesterasa (NPP). Tomado y modificado de Zimmerman et al., 2012. 
 

hidrólisis de estas moléculas (13, 14). Existen cuatro tipos de ectonucleotidasas: la 

ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa (NTPDasa), la fosfatasa alcalina (PA), la 

ectonucleotidasa pirofosfatasa fosfodiesterasa (NPP) y las 5-nucleotidasa. De estas, tres 

familias son las que hidrolizan al ATP: la NTPDasa, la NPP y la fosfatasa alcalina (15). 
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Ocho diferentes genes codifican a ocho miembros de la familia de la NTPDasa, 

cuatro de ellas, las NTPDasas 1, 2, 3 y 8 ejercen su actividad catalítica de manera 

extracelular, teniendo afinidad por ATP y ADP, mientras que las cuatro restantes, las 

NTPDasas 4, 5, 6 y 7 su actividad catalítica es intracelulares, teniendo afinidad por 

cualquier otra base nitrogenada. Las NTPDasas hidrolizan trifosfatos  y difosfatos de 

nucleótidos dando como producto final nucleótidos monofosfatos. Las NTPDases 1, 2, 3 y 

8 se cree tienen dos dominios transmembranales y su función requiere la presencia de Ca
2+

 

o Mg
2+

. La actividad de estas 4 enzimas también es dependiente del pH, con un 60% de 

actividad a un pH en rangos fisiológicos  (14, 16).  

La familia de las NPP está representada por siete miembros (NPP 1-7), pero de 

estas, únicamente NPP1, NPP2 y NPP3 están involucradas en la hidrólisis de nucleótidos 

extracelulares (6). Las NPPs tienen un solo dominio transmembranal y un dominio 

catalítico extracelular que tienen afinidad por ATP y otros nucleótidos. Su actividad 

enzimática es óptima a un pH alcalino y depende de las presencia de iones divalentes como 

el Mg
2+

 o Zn
2+

 (14, 17 ). 

Finalmente, cuatro enzimas son reconocidas como fosfatasas alcalinas (AP): AP 

intestinal (IAP), AP tejido no específico (TNAP o NSAP), AP placentaria (PLAP) y AP 

germinal.  Estas enzimas pueden hidrolizar el ATP extracelular a adenosina. Son las únicas 

ectonucleotidasas que pueden defosforilar secuencialmente nucleótidos trifosfatados a 

nucleósidos. Un pH alcalino (>9) es el óptimo para la actividad enzimática de las AP.  Las 

AP son proteínas diméricas y sus sitios catalíticos contienen tres iones metálicos, de los 

cuales dos son iones de Zn
2+

 y uno de Mg
2+

 necesarios para llevar a cabo su actividad 

catalítica (6, 16).  

La importancia biológica que tienen las ectonucleotidasas en enfermedades 

neurológicas, inflamatorias y autoinmunes se ha asociado con una alteración de la actividad 

y/o la expresión de estas enzimas, que, en algunos casos, está vinculada a los 

polimorfismos genéticos (15). 
 

 

 

Figura 4. Estructura  de las ectonucleotidasas membranales del tipo NTPDasa, NPPs y AP que hidrolizan al 

ATP y otros nucleótidos extracelulares. Tomado y modificado de Burnstock, 2007 
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Tabla 1. Descripción general de las ectonucleotidasas que hidrolizan nucleótidos extracelulares.  Tomado y 

modificado de  Bursntock  G. y Verkhratsky A, 2012. 

  

 

Familia Enzima Principales 

sustratos 

Tejido de distribución 

 

 

 

Ectonucleotidasas 

trifosfato 

difosfohidrolasas 

NTPDasa 1 NTP, NDP SNC, células endoteliales, 

epitelio, sistema inmune, 

músculo, tracto intestinal, 

sistema reproductivo y riñón. 

NTPDasa 2 NTP, NDP Neuronas, neuroglia, vasos 

sanguíneos y paladar. 

NTPDasa 3 NTP, NDP El Sistema Nervioso es su 

principal localización. 

NTPDasa 8 NTP, NDP Hígado, yeyuno y riñón 

 

 

Ectonucleotidasas 

pirofosfatasas 

fosfodiesterasas 

NPP 1 NTP Hígado, epitelio de la vía 

aérea, tejido adiposo, 

corazón, riñón, vejiga, riñón, 

pulmón, timo, osteoblastos, 

condrocitos, macrófagos y 

linfocitos. 

NPP 2 NTP Sistema nervioso central, casi 

exclusivamente en 

precursores de la 

oligodendroglía y células 

leptomeníngeas, astrocitos. 

NPP 3 NTP Músculo cardiaco, epitelio de 

la vía aérea, epitelio del plexo 

coroideo, hepatocitos y 

basófilos. 

 

 

 

Fosfatasas 

Alcalinas 

AP intestinal 

(IAP) 

NTP, NDP, NMP 

 

Intestino 

 

AP tejido no 

específico(TNAP 

o NSAP) 

NTP, NDP, NMP 

 

Durante el desarrollo del 

sistema nervioso, hueso, 

hígado y riñón. 

AP placentaria 

(PLAP) 

NTP, NDP, NMP 

 

Sincitiotrofoblasto y en 

algunos tumores. 

AP germinal. NTP, NDP, NMP 

 

Testículo, cáncer de testículo, 

malignización del trofoblasto. 
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Receptores Purinérgicos (P2) 
 

Los receptores purinérgicos  (P2) son clasificados en dos subfamilias: P2X y P2Y, y 

cada subfamilia tiene varios miembros: P2X1-7 y P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14 (6, 12).  

Los receptores P2X son receptores ionotrópicos, catiónicos no selectivos 

(permeables a Ca
2+,

 Na
+
 y K

+
) y modulados por Ca

2+
 extracelular, Mg

2+,
 H

+
 e iones 

metálicos tales como Zn
2+

 o Cu
2+

 (6,18). En el músculo liso de las vías aéreas (MLVA) del 

cobayo, los P2X no participan en la contracción muscular, pero si en el rellenado del 

retículo endoplásmico con Ca
2+

 (19).  

Los receptores P2Y son receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G, dentro 

de estos, los receptores P2Y1, 2, 4, 6 se encuentran acoplados a una proteína Gq11, que a 

través de la activación de la PLCβ produce la movilizan Ca
2+

 intracelular del retículo 

endoplásmico vía trifosfato de inositol, con la subsecuente producción y liberación de 

tromboxano A2, el cual genera contracción del músculo liso de la vía aérea (12, 19,20).  

Los receptores P2X son activados principalmente por ATP, mientras que los 

receptores P2Y pueden ser activados por ATP, ADP, UTP, UDP, aunque la especificidad 

varía entre las múltiples especies animales (13).  

 

 

 

 
Figura 5. Estructura de los receptores P2. a) Receptores P2X: familia de purinoreceptores del tipo 

ionotrópicos, catiónicos no selectivos. B) Receptores P2Y: familia de purinoreceptores acoplados a proteínas 

G. Tomado y modificado de Burnstock 2007; von Kugelgen y Wetter, 2000. 

 

 



 

14 
 

Tabla 2.  Características de los receptores P2Y. Tomado y modificado de  Burnstock, 2007 y Burnstock  y 

Verkhratsky, 2012. 

 

 

ATP en el asma 

 
Existen numerosos trabajos relacionados al efecto del ATP sobre el músculo liso de las vías 

aéreas, sin embargo, existen pocos estudios donde se evalúa el papel del ATP en el asma. 

Esta enfermedad se caracteriza por un proceso inflamatorio crónico de las vías aéreas en el 

que están involucradas diversas células, como eosinófilos, neutrófilos, basófilos, linfocitos 

T, macrófagos, células cebadas y células epiteliales (21, 22). Estas células tienen la 

capacidad de liberar diversos mediadores químicos, tales como histamina, serotonina, 

leucotrienos, tromboxano A2, factor de activación plaquetaria, y algunas citosinas como el 

factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina 5, todos ellos capaces de producir 

hiperreactividad de las vías aéreas (23, 24). Adicionalmente, la degranulación de las células 

cebadas, la estimulación de las células epiteliales, linfocitos o la activación plaquetaria, 

pueden liberar sustancias potencialmente broncoconstrictoras tales como el ATP (6,9,11). 

En 1996, Pellegrino et al. (25) estudió la función pulmonar de 8 sujetos asmáticos y 8 

Receptor Mecanismo de 

transducción 

Tejido de distribución Principal agonista 

P2Y1 Gq/G11; activación 

PLC-β 

Plaquetas, corazón, músculo 

esquelético, tejido neuronal y 

tracto digestivo. 

2-metiltioADP > 2-

metiltioATP = ADP 

> ATP, MRS2365 

 

P2Y2 Gq/G11; activación de 

PLC-β 

Pulmón, corazón músculo 

esquelético, riñón  y bazo. 

UTP = ATP, UTPγS, 

INS37217 

 
 

P2Y4 Gq/G11 y posibilidad 

de Gi, activación de 

PLC-β 

Placenta, pulmón, músculo liso 

vascular e hígado. 

UTP ≥ ATP, UTPγS 

 

P2Y6 Gq/G11; activación de  

PLC-β 
 

Pulmón, corazón, aorta, riñón, 

placenta, timo, intestino, 

cerebro. 

UDP > UTP >> ATP, 

UDPβS 

 

P2Y11 Gq/G11 y Gs; 

activación de  PLC-β 

 

Bazo, intestino y células del 

sistema inmune. 

ARC67085 > BzATP 

≥ ATPγS >ATP 

 

P2Y12 Gi, inhibición de la 

adenilato ciclasa 

Plaquetas y tejido neuronal. 2-metiltioADP ≥ 

ADP >> ATP 

 

P2Y13 Gi/Go Bazo, leucocitos, hígado, 

cerebro y medula ósea. 

ADP = 2-

metiltioADP >> ATP 

y 2-metiltioATP 

 

P2Y14 Gq/G11 Placenta, tejido adiposo, 

intestino, cerebro y bazo. 

UDP-glucosa = UDP-

galactosa 
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sanos, quienes se sometieron a una prueba de reto bronquial, bajo la inhalación de 

metacolina, histamina y ATP. De acuerdo con sus resultados, las vías aéreas de los sujetos 

asmáticos fueron 6400 veces más sensibles a la inhalación de ATP que los sujetos sanos, 

evaluado por la disminución del 15% del volumen espiratorio forzado en el primer segundo 

(FEV1 ). Además, entre los sujetos asmáticos que inhalaron ATP, este fue 51 veces más 

potente que la metacolina y 87 veces más potente que la histamina para producir la 

disminución de un 15% del FEV1. En el 2007, Idzko et al. (26) en sujetos asmáticos y 

ratones sensibilizados observó que durante el reto antigénico existía un fuerte incremento 

en la concentración de ATP en los lavados broncoalveolares. Igualmente este autor 

encontró que la eosinofilia, la inflamación de la vía aérea y la hiperreactividad bronquial 

desaparecieron cuando la hidrólisis de ATP fue incrementada por la administración 

exógena de una apirasa (E-NTPDasa1) o suramina (un antagonista no selectivo de los 

receptores purinérgicos). Recientemente en el laboratorio de investigación en asma, se 

corroboró que las células polimorfonucleares y mononucleares de humano, también tienen 

la capacidad de liberar ATP (datos aún no publicados). Claramente los estudios 

mencionados anteriormente indican que el ATP es una substancia broncoconstrictora muy 

potente. Por lo tanto, podríamos especular que tal efecto puede ser modulado por la rápida 

hidrólisis del ATP por las ectonucleotidasas. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Los estudios mencionados anteriormente indican que el ATP es una potente 

sustancia constrictora del músculo liso de las vías aéreas. Por lo tanto nuestro 

planteamiento del problema es conocer el papel que tiene el  ATP en la vía aérea y sus 

posibles mecanismos de regulación en el broncoespasmo inducido por el reto antigénico. 

 

HIPÓTESIS  
 

1. La respuesta al reto antigénico en animales sensibilizados se incrementará al inhibir las 

ectonucleotidasas con ARL-67156.  

2. Los antagonistas de los receptores purinérgicos bloquearán el efecto broncoconstrictor 

del ATP liberado en respuesta al reto antigénico.  

3. El broncoespasmo en el reto antigénico inducido por ATP, será bloqueado usando un 

antagonista específico del receptor de tromboxano A2.  

4. El proceso de sensibilización producirá un incremento en la expresión de los receptores 

P2Y epiteliales.  

 

OBJETIVO GENERAL  
 

Evaluar la participación de las ectonucleotidasas en el broncoespasmo inducido por 

el reto antigénico en animales sensibilizados y los receptores P2Y epiteliales involucrados.  
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METODOLOGÍA GENERAL 
  

Protocolo de sensibilización  
 

Los cobayos sensibilizados a ovoalbúmina (OVA), son un modelo animal alérgico bien 

establecido dentro del grupo de investigación en que realicé este trabajo. Estos animales 

desarrollan algunas características fisiopatológicas comparables con el asma en humanos 

(1,2). 

Los cobayos machos (300-350 g, cepa Hartley) fueron sensibilizados a OVA, 

mediante la administración intraperitoneal y subcutánea (día 0) de una solución que 

contiene 60 mg de OVA mezclada con 1 mg de Al(OH)3 disueltos en 1 ml de solución 

salina fisiológica al 0.9 % (SSF). Mediante nebulización, los animales fueron retados 

durante 5 min con 3 mg/ml de OVA disuelta en SSF 0.9 % (día 8) y por 10 segundos con 

una concentración de 1 mg/ml de OVA (día 15). Los animales sensibilizados se utilizaron a 

partir del día 21 posterior al inició del protocolo.  

 

Pletismografía barométrica en animales anestesiados  
 

La resistencia pulmonar (RL) se midió a través de un método isovolumétrico, 

mediante una cámara de plestimografía  (Buxco Electronics Inc., Wilmington, NC, EUA). 

Los animales sensibilizados se anestesiaron con pentobarbital sódico (35 mg/kg i.p.), 

manteniendo el estado de anestesia profunda con dosis adicionales de pentobarbital (9 

mg/kg i.v.) administrados en un periodo de ~1 hora. Una vez anestesiado, cada animal fue 

colocado en la base de la cámara de acrílico del pletismógrafo y la tráquea se canuló para 

ventilarlo mecánicamente a un volumen de 10 ml/kg y 48 respiraciones/min (ventilador 

mecánico para roedores, modelo 7025 Ugo Basile Biological Research Apparatus, Varese, 

Italia). Posteriormente, la vena yugular fue canulada para la administración de los 

fármacos. Otra cánula se colocó en el tercio medio del esófago,  la cual mide la presión 

intraesofágica, que sirve como un sustituto de la presión intrapleural. Finalmente, al animal 

se le administró bromuro de pancuronio (0.06 mg/kg i.v.) con el objetivo de suprimir los 

movimientos respiratorios espontáneos. A continuación, la cámara se cerró para poder 

obtener la señal de presión traqueal, que se integra a través de un transductor de presión 

diferencial. Para registrar la señal de flujo se conectó a un extremo de la cámara un segundo 

transductor de presión diferencial. Ambas señales se analizaron a través de un software 

(Buxco, Biosystem XA v.2.11), el cual, calcula la relación de estas señales para obtener la 

RL , cuya fórmula es    RL=ΔP/ΔV, donde ΔP es el cambio de presión y ΔV es el cambio de 

volumen. El broncoespasmo inducido por el reto antigénico, se evaluó como el máximo 

incremento de RL,  registrado minutos después a la administración de  OVA (100 μg/kg 

i.v.). En animales sensibilizados control, el pico máximo de RL se obtuvo usualmente a los 

~5 minutos.   

Varios grupos de animales fueron estudiados. El grupo control recibió únicamente 

el reto antigénico con OVA. A todos los grupos experimentales restantes se les administró  

5 mg/kg i.v. de ARL-67156 (un inhibidor de las ectonucleotidasas) 15 minutos antes de la 

OVA. Algunos de estos grupos experimentales recibieron además los siguientes 

tratamientos ~10 min antes de OVA: a) 20 mg/kg/i.v. suramina, un antagonista de los 

receptores P2X1, 2, 3, 5  y P2Y1,2,6,11,12,13   b) suramina más 7.7 mg/kg/i.v. RB2, un 
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antagonista de los receptores P2Y1,4,6,11, 12, 13   o c) 0.3 mg/kg/i.v. SQ29548, un antagonista 

de los receptores de TXA2 .  

En un grupo separado de cobayos sensibilizados, recibieron cada uno 300 unidades 

de apirasa (NTPDase1) disuelta en 1 ml de SSF (vía intratraqueal). Después de la 

estabilización de los animales dentro del pletismógrafo (~5 min), el ARL-67156 fue 

administrado 15 minutos antes del reto antigénico. El grupo control para estos 

experimentos recibió 1 ml  de SSF intratraqueal. Se corroboró que el ARL-67156  no 

modificara los valores basales de  RL en animales controles (cobayos sometidos al mismo 

protocolo que los animales sensibilizados, pero sin la administración de OVA). 

El efecto de cada fármaco sobre el incremento en la RL al reto antigénico se evaluó 

comparando los valores máximos obtenidos en un periodo de tiempo preestablecido (~30 

min).  

 

 

 

Figura 6. Equipo de pletismografía para pequeñas especies. Permite evaluar en animales anestesiados los 

cambios en la RL durante el reto antigénico y el uso de distintos fármacos. 

 

 

Obtención de Lavado broncoalveolar  
 

El lavado broncoalveolar (LBA) se colectó 5 minutos después de la administración 

del reto antigénico, con o sin la administración previa de 5 mg/kg de ARL-67156 (15 

minutos antes de la OVA). El LBA fue obtenido introduciendo 10 ml  de SSF a temperatura 

ambiente a través de una cánula intratraqueal, seguida de una gentil recuperación del fluido. 

El total de LBA fue centrifugado a 1800 rpm y almacenado a -70 °C hasta su análisis.  

 

Órganos aislados  
 

Con la finalidad de investigar de manera local el papel del ATP y otros nucleótidos 

en anillos traqueales y tiras de parénquima pulmonar de cobayo sensibilizado, se realizó 

una curva de OVA (10
-12

 a 10
-6

 M) en estos tejidos, con o sin una incubación previa (10 

minutos) con 100 µM de ARL-67156, 100 µM de suramina más 100 µM de RB2 o 10 µM 

de levamisol (inhibidor de la fosfatasa alcalina) .  
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Se sacrificaron cobayos machos sensibilizados a OVA (cepa Hartley, 500-550 g). 

Una vez anestesiados con pentobarbital sódico (35 mg/kg, i.p.) y desangrados, se extrajo la 

tráquea o el parénquima pulmonar, retirándoles tejido adyacente. Los tejidos fueron 

colocaron en una cámara de disección que contenía solución Krebs-Ringer con la siguiente 

composición [mM]: 118 NaCl, 25 NaHCO3, 11 Glucosa, 4.6 KCl, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 

2 CaCl2. La solución fue burbujeada con una mezcla de carbógeno (95% O2 y 5% CO2) 

manteniendo un pH estable en intervalos fisiológicos (7.3-7.4). La tráquea fue seccionada 

en 8 segmentos, cada uno con 4 anillos de cartílago, que se colgaron en distintas cámaras de 

órganos aislados a una tensión de 1g, hasta que fueron totalmente estables 

(aproximadamente 30 minutos). Para la obtención de parénquima pulmonar, se extrajo el 

bloque cardiopulmonar completo, el cual se colocó en una cámara de disección que 

contenía solución de Krebs-Ringer con las mismas características mencionadas 

anteriormente. Con una jeringa se perfundió solución Krebs (20 mL) a través del ventrículo 

derecho con el fin de  remover la sangre de los pulmones; posteriormente se eligieron los 

lóbulos inferiores (cara diafragmática), retirándoles la superficie pleural. Se cortaron 8 tiras 

de aproximadamente 3x3x20 mm, con un peso seco de ~56 mg. Se colgaron en distintas 

cámaras que contenían solución Krebs a una tensión de 300 mg, hasta que fueron 

totalmente estables (aproximadamente 30 minutos).  

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

tres veces con KCl (60 mM) en el caso de la tráquea y dos veces en el parénquima 

pulmonar, durante 20 min o hasta alcanzar la respuesta máxima de contracción.  Todas las 

respuestas contráctiles subsecuentes obtenidas durante los experimentos fueron expresadas 

en porcentajes de la tercera contracción inducida por KCl. 

La tensión isométrica fue registrada con un transductor de tensión (modelo FT03, 

Grass Instruments, West Warwick, RI, EUA) conectado a un sistema integrador de señales 

(CyberAmp 380, Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Para obtener los datos y 

registros de la contracción del músculo liso traqueal de cobayo se utilizó una computadora 

con el software (AxoScope versión 10.2, Axon Instruments, Foster City, CA, USA).  

 

Medición de ATP liberado de plaquetas y lavado broncoalveolar. 
 

Para la cuantificación de ATP en plasma rico en plaquetas (PRP), la sangre de los 

cobayos previamente sensibilizados se recolectó en tubos que contenían 0.129 mol/L de 

solución de citrato como anticoagulante (9:1 vol/vol),  y se centrifugó a 200×g durante 4 

minutos a temperatura ambiente (20-24 °C). El PRP se recuperó y se mantuvo a 

temperatura ambiente. Las plaquetas (250 μL de PRP contenían ~ 2.5×10
5
 plaquetas/μL) se 

incubaron durante 3 min a 37 °C. Posteriormente, la liberación de ATP de las plaquetas se 

indujo con 1 μM de OVA bajo condiciones de agitación (1200 rpm), y se dejó reaccionar 

durante 8 minutos. La energía química del ATP se convierte en energía lumínica mediante 

una reacción enzimática usando luciferasa-luciferina, oxígeno y Mg
2+,

 y se midió a través 

de un lumi-agregómetro (modelo 560 CA acoplado a un modelo de 810 Aggro / Link, 

Chrono-log, Havertown, PA). Para los controles, las plaquetas fueron estimuladas con 5 

mM de ADP. 

Para medir la concentración de ATP en el LBA se utilizó un ensayo colorimétrico 

comercial. Las muestras que previamente fueron deshidratadas y descongelaron se 
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reconstituyeron en 100 μL del buffer  perteneciente a dicho ensayo ( Abcam, Cambridge, 

MA, USA).  

 

Inmunofluorescencia para receptores purinérgicos  
 

Las  tráqueas obtenidas de cobayos no sensibilizados y sensibilizados fueron fijadas 

histológicamente con paraformaldehído al 4% durante 2.5 horas y colocados en etanol al 

30% hasta su inclusión en parafina. Los bloques de tejido parafinizados fueron cortados (5 

μm) y se colocaron sobre laminillas silanizadas. La parafina fue removida con xilol, 

seguido con un lavado de soluciones de alcohol a varios grados de concentración. Las 

laminillas de pulmón se colocaron en PBS tres veces por 5 minutos cada una. Para realizar 

el desenmascaramiento antigénico se colocó el portaobjetos en un contenedor  a presión 

con un buffer de citrato (0.01 M) a un pH de 6 durante 3 minutos. Las laminillas fueron 

puestas en una solución PBS y permeabilizadas con una solución  0.1% Triton X-100 en 

PBS. Para bloquear la unión no especifica a proteínas, se aplicó suero de caballo al 5% 

sobre las laminillas por 2 horas.  Los anticuerpos primarios para P2Y1 (cat. no. APR-009), 

P2Y2 (cat. no. APR-010), P2Y4 (cat. no. APR-006) y P2Y6 (cat. no. sc-20127), de 

Laboratorios Alomone (Jerusalén, Israel), se incubaron (dilución 1:50) durante la noche a 

4°C, y las laminillas fueron lavadas cuatro veces con PBS durante 5 minutos cada una. El 

anticuerpo secundario de cabra anti-conejo IgG conjugado con Cy3 (AP187C, Millipore, 

CA, EE.UU.), fue incubado en una dilución 1:100 por una hora en oscuridad. Las laminillas 

fueron lavadas con PBS cuatro veces durante 5 minutos cada una, y fijadas con 

paraformaldehído al 4% por 10 minutos y lavadas con PBS. 

Para incubar el siguiente anticuerpo primario,  fue utilizado el protocolo descrito 

anteriormente para incubar las laminillas con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-pan 

citoqueratina (AE1/AE3 8/18 Cat. No. CM162B, Biocare Medical, Concord CA, EE.UU.), 

usando suero de caballo al 1% para bloquear la unión inespecífica de proteínas, y como 

anticuerpo secundario se utilizó Alexa flúor 488 de burro anti-ratón (A21202 Molecular 

Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA). 

A las laminillas se les colocó VectaShield mounting (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EE.UU.) para preservar la fluorescencia, facilitar la manipulación y 

almacenamiento del tejido montado. La especificidad del inmunomarcaje del antígeno para 

P2Y4 se  determinó utilizando un péptido bloqueador para saturar el anticuerpo primario; en 

el caso de P2Y6, debido a que no existe péptido bloqueador comercial, el control negativo 

del anticuerpo primario se omitió. No hubo marcaje del P2Y1  en la vía aérea, por lo que se 

realizó un control positivo en el hipocampo de cobayo y se corroboró la especificidad con 

un péptido bloqueador. El control negativo para P2Y2 con su péptido bloqueador fue 

realizado en un trabajo previo (27). Todas las laminillas se tiñeron con DAPI (Sigma, cat. 

no. D9542) para la visualización del núcleo.  

El marcaje de las laminillas fue observado con un microscopio confocal laser (Leica 

TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) utilizando el objetivo 40x con aceite de 
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inmersión. La resolución original de todas las imágenes fue 1,024 x 1,024 pixeles. Para 

fines de visualización, se hicieron imágenes sobrepuestas, en las que los receptores P2Y 

fueron coloreados de rojo y la queratina de verde.  

 

RT-PCR 

 

 El ARN total fue obtenido del epitelio traqueal del cobayo usando un reactivo de 

estabilización del ARN (RNAlater, Qiagen, Dusseldorf, Alemania). La purificación del 

ARN se hizo usando un kit comercial para ARN (Ambion, Foster City, CA). Se usó 1 µg de 

ARNm y transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en 

presencia de oligonucleótidos (dNTPs) por 1.5 horas a 42°C. Se diseñó el PCR 25 µl con 

1/20 de la reacción de transcripción reversa con el kit de DNA polimerasa AccuPrime Pfx 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Los primers sentido y antisentido para el receptor 

P2Y4 (secuencias a partir del consenso de Genbank: NM_020621.4, NM_002565.3, 

NM_031680.1, NM_001198703.1 y XM_002700045.1)  fueron los nucleótidos 5-

CTATGCAGTTGTCTTTGTGCTG-3 y 5-AAGCAGACAGCAAAGACAGTCA-3, 

respectivamente. Los primers sentido y antisentido para el receptor P2Y6 (Ensembl-

ENSCPOT00000008023.2) fueron los nucleótidos 5- CCAGTCCTTGAGCTTGCCAC-3 y 

GCCACTTGGCTGTGAGTTTCTG-3, respectivamente. Los primers sentido y antisentido 

para GAPDH fueron los nucleótidos 5- TGAAGGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3 y 5- 

CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3, respectivamente. 

 

Después de 5 minutos a 94°C, la amplificación se efectuó con 30 ciclos en las 

siguientes condiciones: 

a) Para el receptor P2Y4, 15 s a 94°C, 30 s a 49°C y 1.10 minutos a 68°C. 

b)   Para el receptor P2Y6, 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, y 1.10 minutos a 68°C.  

c) Para GAPDH, 20 s a 94°C, 20 s a 60°C y 1 min a 68°C  

 

Durante un período final de 5 min se mantuvo las muestras a 68 °C. Los productos 

de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al  0.8%  teñidos con 1 

μg/ml de bromuro de etidio. Las imágenes se obtuvieron con  un sistema de documentación 

Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). 

Cada experimento se realizó por duplicado (epitelio traqueal de dos cobayos). Se 

realizaron tres experimentos en animales sensibilizados y tres en animales no 

sensibilizados. 

 

RESULTADOS 

 

Los valores  basales de resistencia pulmonar total en todos los animales evaluados 

tiene un promedio de  0.609 ± 0.015 cmH2O/ml/s, X ± EEM, n = 41. El reto antigénico con 
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OVA a una dosis baja produjo un incremento no significativo de la  RL de alrededor de 2 

veces los valores basales (p = 0.08, n = 10) Por el contrario, cuando las ectonucleotidasas 

son inhibidas con ARL-67156, la misma dosis baja de OVA causa un severo 

broncoespasmo en los animales,  incrementando cerca de 11 veces sus valores basales  (p = 

0.008, n = 9) y produciendo un  44.4%  de mortalidad,  lo que nos sugiere que las 

ectonucleotidasas están involucradas en el incremento en la respuesta en condiciones in 

vivo (Fig. 7).   
 

 

Figura 7. Potenciación del broncoespasmo inducido por reto antigénico a través de la inhibición de 

las ectonucleotidasas por ARL-67156. En cobayos sensibilizados, una dosis baja de OVA (100 μg/kg, i.v.) 

indujo un ligero incremento de la resistencia pulmonar total (RL, barra negra, n=10), en comparación con 

sus valores basales (barra blanca, n=10). Con la inhibición previa de las ectonucleotidasas con 5 mg/kg de 

ARL-67156 i.v., hubo un amplificación significativa de la respuesta al reto antigénico (barras diagonales, 

n=9, *p <0,01, prueba ¨t¨ de Student, pareada), provocando una mortalidad del ~45% de los animales. Las 

datos representan el promedio y error estándar. 

 

 

Con la administración previa de 300 unidades intratraqueales de apirasa, se logró 

abolir completamente el efecto de potenciación  del  ARL-67156 sobre el reto antigénico 

(48 ± 89%  incremento de  RL, n = 8), de manera que  el broncoespasmo resultante no fue 

diferente al del grupo control sin ARL-67156 (46 ±34% incremento de  RL, n = 4, Fig. 8). 

 

El gran incremento en la RL  inducido por ARL-67156  fue parcialmente bloqueado 

por  la administración de suramina previa al reto antigénico  (p < 0.05, n = 5), y totalmente 

abolida por la combinación de suramina más RB2 (p < 0.01, n = 4) o por SQ29548 (p < 

0.01, n = 6). (Figura 9). 
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Figura 8. La administración de apirasa vía intratraqueal abolió la potenciación del broncoespasmo inducido 

por la inhibición de las ectonucleotidasas. En el grupo control, el reto antigénico con OVA (100 μg/kg) 

produjo un incremento de la resistencia pulmonar total (RL), este grupo fue instilado con 1 mL de Solución 

Salina Fisiológica vía intratraqueal (SSF-IT) 15 min previos al reto antigénico (RL, Barra negra, n=4). En el 

grupo experimental, se instilaron 300 UI de apirasa disueltas en 1 mL de SSF vía intratraqueal (APY-IT), el 

ARL i.v. se administró 15 minutos previos a la OVA, no se observó la potenciación de la respuesta al reto 

antigénico generada por la inhibición de las ectonucleotidasas (Barra con líneas diagonales, n=7). No hay 

diferencia significativa entre los valores de RL entre el grupo control y el experimental (Prueba T de student).  

Las barras representan la media y las líneas verticales el error estándar. 
 

 

Figura 9. La potenciación del broncoespasmo inducido por la inhibición de las ectonucleotidasas fue abolida  

por los antagonistas de los receptores P2Y y del receptor de TXA2. ARL= ARL-67152 (5 mg/kg), OVA = 

ovoalbúmina (100 μg/kg); SUR = suramina (20 mg/kg), RB2 = reactivo azul (7.7 mg/kg), SQ = SQ29548 (0.3 

mg/kg). *p<0.05, **p<0.01 fue comparado con el grupo de ARL+OVA (ANOVA, seguida de una prueba de 

Dunnett). Las barras representan la media y las líneas verticales el error estándar. 
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En condiciones in vitro, en anillos traqueales (n = 6–7 por grupo) y tiras de parénquima  

pulmonar (n = 4 por grupo) de cobayos sensibilizados, el incremento en las concentraciones 

de OVA  causó una contracción dependiente de la concentración en ambos tejidos. Como 

se puede observar en la figuras 10A y 10B, la inhibición de las ectonucleotidasas con ARL-

67156 no modificó la respuesta de contracción a OVA, pero la adición de suramina  (100 

μM) más RB2 (100 μM)  causan un desplazamiento a la derecha de la curva concentración 

respuesta a OVA. La evaluación de sus respectivas regresiones lineales mostró una clara 

diferencia  significativa en los interceptos para ambos tejidos, en tráquea (p < 0.05) y en 

parénquimas (p < 0.01). Igualmente, el  levamisol (10 μM)  produce un desplazamiento a la 

derecha de la curva concentración respuesta a OVA en anillos traqueales (p < 0.005 para 

los interceptos, Fig. 10C) pero no en parénquima pulmonar  (Fig. 10D).  Los controles 

negativos (tráquea de cobayos no sensibilizados) no respondieron a OVA (no ilustrado).  

 
Figura 10. Efecto de la inhibición de las ectonucleotidasas y/o el antagonismo de los receptores P2Y sobre la 

respuesta de contracción inducida por el reto antigénico en la tráquea y parénquima pulmonar de cobayos 

sensibilizados. La inhibición de las ectonucleotidasas por ARL-67156 (ARL, 100 μM) no afectó la 

contracción inducida por OVA, mientras que la mezcla de suramina (SUR, 100 μM) más RB2 (100 μM) 

provocó un desplazamiento hacia la derecha de la curva concentración respuesta de OVA, tanto en anillos 

traqueales (A) como en las tiras de parénquima pulmonar (B) de cobayos sensibilizados. Se realizó un 

análisis de covarianza, evaluando las diferencias de las regresiones lineales obtenidas del grupo control y los 

experimentales, mostrando diferencias estadísticas en las intersecciones del grupo de OVA contra el grupo de 

SUR+RB2, tanto en las tráqueas (p <0,05) como en tiras de parénquima pulmonar (p <0,01) (prueba de 

Dunnett para comparar las intersecciones de los grupos experimentales contra el grupo control). El 

levamisol (LEVA, 10 μM) desplazó la curva hacia la izquierda en comparación con la curva concentración 

respuesta a OVA en las tráqueas (p <0,005, prueba T de student para las regresiones lineales), pero no en 

los parénquimas pulmonares (D). 
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Al estimular las plaquetas de cobayo sensibilizado con 1 μM de OVA, se observó una 

liberación de ATP de 0.50 ± 0.25 nM (n = 7), que corresponde a la mitad de la 

concentración de ATP liberado de los experimentos controles, donde las plaquetas fueron 

estimuladas con 5 μM de ADP (1.06 ±0.26 nM, n = 4, Fig. 11 A). Plaquetas de cobayos 

sensibilizados (n=4) fueron estimuladas con SSF y no se observó respuesta (Fig. 11A).  

No hubo diferencia estadística entre las concentraciones de ATP medidas en el LBA 

recuperado  poco después del  broncoespasmo inducido por  el reto antigénico,  entre el 

grupo control (sham, n=5) y el grupo de cobayos sensibilizados (n=12).  Sin embargo se 

observó un incremento significativo en las concentraciones de ATP en el LBA (191%, p < 

0.01) cuando se inhiben las ectonucleotidasas con ARL-67156 (n=6) en cobayos 

sensibilizados (Fig. 11B). 

Figura 11. Efecto del reto antigénico en la liberación de ATP de plaquetas y lavado broncoalveolar 

de cobayo sensibilizado. En la figura A, la barra negra corresponde al ATP liberado por OVA 1 μM, 

mientras que la barra blanca representa el ATP liberado por un control positivo (5 μM ADP). El ATP 

liberado de las plaquetas con la estimulación de 1 μM de OVA fue 0.50 ± 0.25 nM correspondiendo a casi la 

mitad del ATP liberado del grupo control,  en los que las plaquetas fueron estimuladas con 5 μM de ADP, 

cuyo valor fue de 1.06 ± 0.26 nM. La adición de solución salina no produjo ningún efecto. Las barras 

representan la media y las líneas verticales el EEM. En la figura B, se observa como la concentración de 

ATP en el LBA después del reto antigénico con OVA es mucho mayor con la previa inhibición de las 

ectonucleotidasas con ARL-67156 (barra rayada) que con sólo el reto antigénico con OVA (barra negra). 
 

Las imágenes de microscopía confocal de las tráqueas obtenidas de animales no 

sensibilizados, no mostraron fluorescencia en el epitelio de la vía aérea para los receptores 

P2Y4  y P2Y6 (Fig. 12, panel A–D y I–L, respectivamente), en cambio en animales 

sensibilizados se observó una fuerte fluorescencia para ambos receptores en el borde 

luminal del epitelio de las vías aéreas (Fig. 12, panel E–H y M–P, respectivamente). 

P2Y4  también tiene una intensa fluorescencia en el músculo liso de la vía aérea en 

animales sensibilizados y no sensibilizados, pero se ve fuertemente incrementada en las 

imágenes de los animales sensibilizados. Por otro lado, en las tráqueas sensibilizadas, los 

receptores P2Y1 y P2Y2 estuvieron ausentes en el epitelio de la vía aérea , aunque P2Y2 se 

observó en la músculo liso de la vía aérea y en la capa submucosa ( Fig. 13, panel E-H). Se 

corroboró la inmunorreactividad del anticuerpo para el receptor P2Y1  en secciones 
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histológicas del hipocampo de cobayo, un tejido que se conoce posee alta densidad de este 

tipo de receptor purinérgico (Fig. 14, panel A-D) (28). El control negativo para el receptor  

P2Y2  fue realizado con un péptido bloqueador en un trabajo anterior (27).   

 

Figura 12.  Microscopía confocal para los receptores P2Y4 y P2Y6 en tráqueas de cobayos 

sensibilizados y no sensibilizados. La primera columna muestra la inmunorreactividad de los receptores P2Y4 

y P2Y6  (color rojo), en la segunda y tercera columna se visualiza la inmunofluorescencia para la 

citoqueratina en el epitelio de las vías respiratorias (color verde) y DAPI para los núcleos celulares (color 

azul) respectivamente. La última columna es la fusión de las 3 anteriores. En estas imágenes fusionadas, los 

receptores P2Y4 en tráqueas no sensibilizadas (panel D) se localizaron principalmente en el músculo liso 

bronquial, pero no en el epitelio. En cambio en los tejidos sensibilizados, esta fluorescencia a P2Y4 se 

incrementó en gran medida en el músculo liso de las vías respiratorias y, más importantes aún, se observa 

ahora en el borde luminal del epitelio de las vías respiratorias (panel H). Con respecto a los receptores P2Y6, 

en los tejidos no sensibilizados, la fluorescencia fue ligeramente difusa a lo largo del epitelio (panel L), pero 

en las tráqueas de los animales sensibilizados, un fuerte incremento en la fluorescencia se observó 

claramente en el borde luminal de las células epiteliales (panel P). La inserción en el panel I corresponde a 

una tinción de hematoxilina-eosina para mostrar la ubicación de músculo liso (SM) y el epitelio de las vías 

aéreas (EPI). 
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Figura 13. Microscopía confocal para los receptores  P2Y1 y P2Y2,  y controles negativos para los receptores  

P2Y4 y P2Y6 en tráqueas de cobayos sensibilizados.  En la primera columna se muestra la 

inmunorreactividad para los receptores P2Y1 y P2Y2  (teñido de rojo), en las segunda columna se observa la 

fluorescencia de la citoqueratina en el epitelio de la vía aérea (teñido de verde) y DAPI para el núcleo 

celular (teñido de azul), respectivamente. La siguiente columna muestra el traslapado de las tres columnas 

anteriores.  La inmunorreactividad para el receptor P2Y1  no fue detectada (panel A y D), mientras que  P2Y2  

fue observado únicamente en el músculo liso de la vía aérea, pero no en el epitelio (panel E y  H).  Las 

imágenes de los paneles I-P  muestran el control negativo para P2Y4 usando un péptido bloqueador que 

satura al anticuerpo primario para P2Y4 (panel I-L) o eliminando el anticuerpo primario para P2Y6  (panel 

M-P). 
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Figura 14.  Control positivo con anticuerpo para el receptor P2Y1. La inmunorreactividad del anticuerpo 

para el receptor P2Y1  usado en este estudio se corroboró usando secciones histológicas del hipocampo de 

cobayo,  un tejido que se conoce posee una alta densidad de este tipo de receptor purinérgico (28).  La 

inmunorreactividad para P2Y1  se observó en neuronas (panel A y D), lo cual desapareció al usar su 

respectivo péptido bloqueador (panel E-H). 

 

En el epitelio de los cobayos no sensibilizados, el análisis del producto genético por RT-

PCR mostró que el ARNm del receptor P2Y4  es ligeramente perceptible,  mientras que el 

ARNm para el receptor  P2Y6 fue más evidente. Sin embargo, en el epitelio de los animales 

sensibilizados con OVA,  se observa un fuerte incremento en el ARNm de ambos 

receptores   (p < 0.05 para cualquier receptor, Fig. 15). 
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Figura 15. Detección de ARNm para los receptores P2Y4 y P2Y6 en epitelio traqueal de cobayo por RT-PCR. 

A) Producto de PCR de ~650 pb de longitud que corresponde a DNAc del P2Y4 y el producto de PCR de 

~1000 pb de longitud que corresponde al DNAc del P2Y6. El panel inferior corresponde al DNAc constitutivo 

de GAPDH. El carril de al lado representa  al control negativo sin templado. Los carriles restantes 

corresponden a los tres experimentos realizados en cobayos no sensibilizados y tres en cobayos 

sensibilizados. B) Datos de análisis densitométrico para los receptores P2Y que muestran una diferencia 

estadísticamente significativa (P <0,05, prueba t de Student no pareada) en el ARNm de los receptores P2Y4 y 

P2Y6 de los animales sensibilizados en comparación con los animales no sensibilizados. Las barras muestran 

las media ± EEM.  

 

DISCUSIÓN  

En los resultados obtenidos en nuestro modelo alérgico agudo en cobayos in vivo, la 

respuesta al reto antigénico fue amplificada con la previa inhibición de las 

ectonucleotidasas con ARL-67152, lo que implica que la cantidad de ATP extracelular 

liberado durante el reto antigénico es suficiente para producir un broncoespasmo severo, 
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pero que en condiciones normales el ATP liberado es rápidamente hidrolizado por las 

ectonucleotidasas. Cuando las concentraciones de ATP aumentan y no todo es 

metabolizado, llega al epitelio de la vía aérea provocando la producción y liberación de 

TXA2 a través de la activación de los receptores P2Y (19). De acuerdo con su vía de 

señalización a través de Gq/11, los únicos receptores P2Y que podrían estar involucrados 

en la liberación de TXA2 del epitelio de las vías aéreas son los receptores P2Y 1, 2, 4 y 6 (5). 

Sin embargo, en este trabajo, mediante microscopía confocal y RT-PCR se encontró que los 

receptores P2Y expresados en epitelio de la vía aérea son los receptores P2Y4 y P2Y6, y su 

expresión se incrementa con el proceso de sensibilización. El aumento de la densidad de 

estos receptores favorecería una respuesta más intensa a los nucleótidos liberados durante la 

estimulación antigénica, especialmente en condiciones de inhibición de las  

ectonucleotidasas. 

La respuesta incrementada al reto antígeno en el modelo in vivo cuando se inhiben 

las ectonucleotidasas con ARL-67156, se reduce aproximadamente en un ~ 85% con la 

administración de suramina. Este fármaco antagoniza los receptores P2Y excepto al P2Y4 

(29,30), por lo que el P2Y6, probablemente, es el principal receptor involucrado en la 

magnificación del broncoespasmo. El 15% del incremento del broncoespasmo restante, 

parece ser responsabilidad del receptor P2Y4 (29,30), ya que esta respuesta restante fue 

bloqueada al administrar RB2, un fármaco que antagoniza varios receptores P2Y, 

incluyendo el P2Y4.  

La caracterización farmacológica indicó que los receptores P2Y son los principales 

involucrados en esta respuesta. El antagonista del receptor de TXA2 (SQ29548) evitó por 

completo la potenciación del broncoespasmo potenciado por ARL, por lo que podemos 

corroborar que la vía final por la cual el ATP está actuando se debe a la liberación de 

TXA2. 

La administración de apirasa vía intratraqueal (NTPDasa 1) en cobayos 

sensibilizados, anuló la potenciación del espasmo inducido por el reto antigénico que se 

produce al inhibir las ectonucleotidasas con ARL-67156, lo que sugiere que el efecto 

observado se debe a un fenómeno local y no sistémico.  

Se encontraron altos niveles de ATP en el LBA recolectado cuando los animales 

eran sometidos a un reto antigénico previa inhibición de las ectonucleotidasas. Se sabe que 

moléculas de mayor tamaño que las purinas y las pirimidinas pueden cruzar la barrera 

epitelial en particular durante condiciones inflamatorias. Los resultados de las 

concentraciones de ATP en el LBA demuestran que los nucleótidos están llegando al borde 

luminal de la membrana epitelial; estos resultados concuerdan con lo observado en la 

administración intratraqueal de la apirasa. 

Las plaquetas de cobayo pueden liberar ATP durante el reto antigénico, y por lo que 

se sabe está es la primera vez que el fenómeno es encontrado. Se ha sugerido que las 

plaquetas pueden estar involucradas en la patogénesis del asma. Se conoce que las 

plaquetas poseen receptores FcεRI y FcεRII (31), por lo que es razonable especular que en 

el modelo del broncoespasmo alérgico de cobayo el reto antigénico provoque activación 

plaquetaria con la subsiguiente liberación de nucleótidos, pero no se puede descartar la 

participación de otras células capaces de liberar ATP y otros nucleótidos, como los 

eritrocitos, basófilos y células endoteliales (32, 33, 34). Y también se debe tomar en cuenta 

la liberación de ATP estimulada por ATP de algunas células a través de la activación de 

receptores purinérgicos.  
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En el grupo de trabajo del Dr. Montaño, para investigar la liberación de ATP 

estimulada por ATP y los receptores purinérgico que pudieran estar involucrados, se 

realizaron experimentos con sangre de donadores sanos. Se separaron las células 

polimorfonucleares y mononucleares y se midió la concentración de fosfatos liberados en el 

tiempo (0, 4, 8, 16, 32, 62 y 128 minutos),  bajó el estímulo de ATP (500 μM). Al comparar 

el grupo estimulado con ATP y el grupo al que no se le dio ningún estímulo, se observa una 

diferencia altamente significativa en la concentración de fosfatos medidos,esto indica que el 

ATP fue metabolizado.  Para caracterizar la participación de los receptores P2 en este 

fenómeno, se incubaron las células con distintos fármacos 10 minutos previos al estímulo 

con ATP: SKF (antagonista de receptores P2X), NEM (desacopla proteínas G, como los 

receptores P2Y) y suramina (antagonista de receptores P2). Se observó una disminución 

altamente significativa en la concentración de fosfatos al utilizar NEM y suramina, siendo 

esta última mayor, al compararlo con el grupo estimulado únicamente con ATP . No hubo 

diferencias entre el grupo incubado con SKF y el grupo con ATP. Los resultados obtenidos 

de estos experimentos, sugieren que el ATP es capaz de estimular la liberación de ATP,  y 

que los principales receptores purinérgicos involucrados en este fenómeno son los P2Y 

(datos aún no publicados).  

En los experimentos in vitro, se observó que la OVA produjo una contracción 

dependiente de la concentración tanto en anillos traqueales como en parénquimas de 

pulmón. Como se puede ver en la figura 10, la inhibición de las ectonucleotidasas por el 

ARL no modificó la respuesta de contracción inducida por la OVA, pero la mezcla de 

Suramina más RB2 provocó un desplazamiento a la derecha de la curva concentración 

respuesta a la OVA en parénquimas pulmonares y en los anillos traqueales. Igualmente con 

el levamisol se observó un corrimiento a la izquierda de la curva concentración respuesta a 

la OVA en anillos traqueales, pero no en parénquima de pulmón. Con estos resultados 

podemos suponer que las ectonucleotidasas que participan a nivel sistémico no son las 

mismas que actúan a nivel local, dado que el ARL-67156 no modificó la curva 

concentración respuesta a OVA ni en anillos traqueales ni en parénquima. La NPP2, la 

NPP3, TNAP y la PLAP han sido detectadas en el epitelio de la vía aérea y en parénquima 

pulmonar, pero son insensibles al ARL-67156 y probablemente son las responsables de la 

hidrólisis de ATP extracelular a nivel local (35). El corrimiento a la izquierda de la curva 

concentración respuesta de OVA con la adición de levamisol en la tráquea, sugiere la 

expresión de fosfatasa alcalina a nivel epitelial y no en parénquima pulmonar, ya que en 

este último no se vió efecto con el levamisol, lo cual se apoya con lo reportado sobre la 

localización de la fosfatasa alcalina no específica (TNAP o NSAP) y la placentaria (PLAP) 

en el epitelio de la vía aérea en humanos (36).  

La potenciación del broncoespasmo inducido por reto antigénico en presencia de 

ARL-67156 parece implicar mecanismos sistémicos, porque esto no se observó en 

experimentos in vitro. Como se comentó anteriormente, es posible que los nucleótidos 

implicados en el broncoespasmo sean liberados por diversos elementos de la sangre, lo que 

implica que estos compuestos deben difundir desde el torrente sanguíneo al epitelio de las 

vías aéreas, y durante este viaje, ser catabolizados por las  ectonucleotidasas, evitando de 

este modo la contracción del músculo liso bronquial. Nuestros datos sugieren que una parte 

importante de este catabolismo fue sensible a la ARL-67156. Este fármaco ha demostrado 

que inhibe a las NTPDasa 1 y 3, así como la NPP1 (35). Por lo tanto, en nuestros 

experimentos in vivo, es probable que NTPDasa 1 en endotelio y células mononucleares y 

polimorfonucleares (37, 38), así como NTPDasa 3 en plaquetas (39), sean los principales 
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responsables del control de los niveles de nucleótidos que se liberan sistemáticamente 

durante el reto antigénico. 

 

CONCLUSIÓN 

 

En conclusión, en este trabajo se ha descrito un nuevo papel protector de las 

ectonucleotidasas para evitar el efecto nocivo de ATP u otros nucleótidos durante el reto 

antigénico. Además, se encontró que el procedimiento de sensibilización per se, provoca un 

incremento en la expresión de los receptores P2Y4 y P2Y6 en el epitelio de las vías 

respiratorias,  que parecen ser los dos principales receptores purinérgicos involucrados en el 

broncoespasmo inducido por nucleótidos durante el reto antigénico. Estos resultados son 

muy alentadores e invitan a explorar si estos mecanismos están presentes en los pacientes 

asmáticos, ya que a pesar de los múltiples tratamientos existentes para esta patología siguen 

existiendo sujetos refractarios al tratamiento o de difícil control, la hipótesis de que hay 

disminución en la  actividad de las ectonucleotidasas podría estar relacionado con esta 

patología y/o sus exacerbaciones.  
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Abstract 

Background: Nuc1eotides released to the extracellular space st imulate purinergic 
receptors, and their effects are modulated by ectonuc1eot idases. The role of ATP 
in the allergic bronchospasm has been scantly stud ied. 
Methods: We used several techn iques (plethysmography, organ baths, confoca l 
microscopy, RT-PCR, ATP measurement) to explore the role of nuc1eot ides and 
ectonuc1eot idases in the allergic bronchospasm in gu inea pigs . 
Results: While allergenic challenge with a low-dose ova lbumin (OVA) only pro­
duced a small bronchospasm (- 2-fold the basal lung resistance), previo us inhi bi­
tion of ectonuc1eot idases by A RL-67156 greatly intensified th is response (- 1 I-fold 
the basal lung resistance, with 44% mortality) . Bronchoalveolar lavage fluid 
obtained during th is bronchospasm conta ined increased ATP concentration. This 
potent iat ion was abolished by antagonism of purinergic receptors (suramin+RB2) 
or TXA2 receptor (SQ29548), or by intratracheal apyrase. In trachea l rings and 
lung parenchyma strips, OVA caused a concentrat ion-dependent contraction. Sur­
amin+RB2 or levamisole produced a significant rightward displacement of this 
response, and ARL-67IS6 did not modify it. Platelets stimulated with OVA 
released ATP. Confoca l images of nonsensitized tracheas showed slight tluores­
cence for P2Y 6 receptors in epithelium and none for P2Y 4. Sensitized animals 
showed strong tluorescence to both receptors and to alkaline phosphatase in the 
airway epithelium. This correlated with a large increment in mRNA for P2Y4 

and P2Y 6 receptors in sensitized an imals . 
Conclusions: Nuc1eot ides greatly potentiate the allergic bronchospasm when 
ectonuc1eot idases activity is diminished , and th is effect is probably favored by the 
upregulat ion of P2Y 4 and P2Y 6 receptors in airway epithelium during sensitizat ion. 
These results prompt for further research on these mechan isms in human asthma. 

The potential role of exlracellular adenosine 5'-lrip hosphate 
(ATP) and relaled nucleotides in aSlhma has nOI been well 
documented, bul sorne sludies point oul thal ATP mighl be 
relevant. In 1996, Pellegrino el a l. reported the lu ng funclion 
in eight aSlhmalic and eight hea lthy subjects who underwenl 
bronchial challenge with inhaled melhachol ine, histamine, 

and ATP (1). Accord ing to their data, airways from asth­
matic subjecls were 6400 times more sensi tive to inhaled 
ATP Ihan healthy controls, as evaluated by the provocative 
concentration causing a 15% decrease in the forced expi ra­
lory volume at first second (FEV ¡J . Moreover, among asth­
matic subjects, inhaled ATP was 51 limes more pOlenl than 

© 2013 John Wiley &: Sons AJS. Published by Blackwell Publishing Ltd 
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methacholine and 87 times more pOlent than histamine fo r 
producing the 15% fa ll of FEV¡. In 2007, Idzko et al. 
obse rved thal duri ng an anti genic challenge, a sharp incre­
menl in ATP concenlrations was delected in the bronchoa lve­
olar lavage (BAL) of ast hmalic subjects or sensitized mice 
(2). Likewise, these authors found that eosi nophilia, airway 
inflammalion, and bronchia l hyperresponsiveness disappeared 
when ATP hyd rolysis was increased by exogenously adminis­
tered apyrase or when suramin (a nonse lective anl agoni sl of 
purinergic rece plors) was used. 

The above-ment ioned studies clea rly indicale thal ATP has 
a potent biological abilily 10 trigger airway smooth muscle 
conl raction. However, il is reasonable 10 speculate Ihat such 
effect wi ll be mod ulated by ils quick hyd rolysis byectonucleo­
tidases. There are Ihree major gro ups of eclonucleotidases : the 
ectonucleolide Iriphosphate diphosphohydrolases (NTPDase), 
the eclonucleotide pyrophosphal asejphosphodiesterases (NPP) 
and lhe alka line phosphatases. Eighl diITerenl genes codify for 
the eighl members of NTPDases . In four of them (NTPDase 1, 
2, 3, 8), Ihe catalytic moiety is located in Ihe extracell ular sur­
face of the plasma membrane and has affin ity fo r ATP and 
ADP, and the remai ning four (NTPDase4, 5, 6,7) have affi nity 
for nucleolides other than ATP (3) . Of the seven mem bers of 
the NPP family, three (NPPI , 2, 3) are also attached 10 plasma 
mem brane with their catalytic moiely faced extracell ularly and 
have affi nity for ATP and other nucleolides (4, 5). Fina lly, five 
isoenzymes are recognized for alkaline phosphatase (AP): 
intestina l AP, tissue nonspecific AP (TNAP or NSA P), placen­
tal AP (PLAP), germ-like AP, and embryonic AP (6) . 

Th us, the aim of Ihe presenl wo rk was to explore the con­
seq uences of eclonucleotidases inhibition during the broncho­
spasm induced by anti genic challenge in a guinea pig model 
of a llergic aSlhma and 10 eva lua te Ihe subtype of P2Y 
receptors localed in Ihe airway epit helium involved in this 
phenomenon. 

Materials and methods 

Delai led methods are described in Ihe online Dala SI. 

Sensitization procedure and antigenic chaIlenge 

Guinea pigs were sensitized 10 ovalbumin (OVA), and anli­
genic challenge was accomplished wit h a si ngle intravenous 
bolus of low-dose OVA ( 100 ~lgjkg) . 

Plethysmography for mechanicaIly ventilated animals 

Lung resistance (RL) was measured in a Buxco closed-cham­
ber plethysmograph. The conl rol grau p only received the 
anti genic cha llenge. All the remaining (ex perimental) groups 
received 5 mgjkg iv ARL-67 156, an inh ibilor of ec lon ucleo­
tidases (7, 8) before OVA. Some experimenta l grou ps also 
received: (i) 20 mgjkg surami n, an antagonisl of P2XI. 1. 3. 5 

and P2YI. 1, 6. 11. 11. 13 receptors (9- 13), (ii) suramin plus 
7.7 mgjkg RB2, an antagoni sl of P2Y 1. 4, 6, 11. 11, 13 receptors 
(9, 11- 13), or (iii) 0.3 mgjkg SQ29548, an anl agoni st of the 
TXA1 receplo r (14) . Furthermore, a sepa rate gro up received 

Chávez et al. 

300 unils apyrase (a NTPDase 1) intratrachea lly before A RL-
67 156 ad minisl rat ion. We corroborated that AR L-67156 
causes a concent rati on-dependenl inhibition of eclonucleoti­
dase activily (release of inorganic phosphale measured with 
malachite green) from blood leuk ocytes from sensitized 
guinea pigs (da ta not shown). 

Organ baths 

To invesligale Ihe role of nucleotides locally released in tra­
cheal rings and parenchymal slrips during antigenic challenge, 
a concentralion- response curve 10 OVA was performed with 
or wit houl preincubation with 100 l-IM AR L-67156, 100 l-IM 
suramin plus \00 ~IM RB2, or \O l-IM levamisole. 

lmmunofluorescence and alkaline phosphatase activity 

Tracheas from sensitized and nonsensitized guinea pigs were 
used 10 detecl P2Y ¡, P2Y 1> P2Y 4, and P2Y 6 receptors . Activ­
ily of alkaline phosphatase was delected by using fast red 
subslrate in Iracheas fram sensilized guinea pigs. 

RT-PCR 

TOla l RNA was isolated fram sensitized and nonsensitized 
guinea pig tracheal epithelium, and primers for P2Y 4 and 
P2Y6 were used. 

Measurement of A TP released by platelets and in BAL 

Release of ATP by platelet-rich plasma was measured by the 
luciferase assay . ATP concentralion in BAL fluid was mea­
sured by usi ng a commercia l colorimetric assay. 

Data analysis 

Interval variables were compared usi ng Student's {-test or 
A NOVA followed by DunnelCs or Tukey's test. DifTerences in 
concentrat ion- response curves were eva lualed usi ng ANOVA 

followed by Dunnell's tests for regression lines (15). Slalisti­
cal significance was set al P < 0.05 bimarginally. 

Results 

Lung resistance basal values in all sludied anima ls averaged 
0.609 ± 0.015 cmH20 jmljs, mean ± SEM, 11 = 41 . Anligenic 
challenge wil h a low-dose (100 l-Igjkg) OVA prod uced a non­
significanl mi Id increment in RL of about 2-fold the basal 
va lue (P = 0.08, 11 = 10) (Fig. lA). By cont rast, when ectonu­
cleolidases we re in hibiled by AR L-67156, Ihe same low dose 
of OVA caused asevere bronchospasm in most anima ls, 
reaching aboul II -fold the basal va lue (P = 0.008, 11 = 9) and 
prod ucing a 44.4% mortality, which suggesled that nucleo­
lides were involved in Ihis enhanced response in ill I'il'o con­
dilions. Previous administ ralion of 300 unils inl ratracheal 
apyrase com pletely abolished the pOlentialion effect of ARL-
67156 on the antigenic cha llenge, inasmuch as the resu lt ing 
bronchospasm (484 ± 89% increase in RL, 11 = 8) was nOI 

© 201 3 John W iley & Sons AJS. Publ ished by Blackwell Publish ing Ltd 
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Figure 1 Potentiation of the antigen-induced bronchospasm through 
inhibition of ectonucleotidases by AR L-67156, and the effect of 
apyrase and antagonists of P2Y and TXA2 receptors. A) In sensitized 
guinea pigs, a low dose of ova lbumin (OVA, 100 ~(g/kg, iv) induced a 

relatively small increment in the tota l lung resistance (RLl, as 
compared with their basal value s (n = 10). Previous inhibition of ecto­

nucleotidases by 5 mglkg iv ARL-67156 (ARL) greatly amplified the 
response to the antigenic challenge (n = 9). B) Previous administra­

tion of 300 units of intratracheal apyrase (APY-IT) completely abol­
ished the potentiation effect of ARL on the antigenic challenge, as 
assessed by the lack of statistically significant difference with 

diffe rent from the cont rol grou p without ARL-67 156 

(446 ± 34% increase in R L, 11 = 4, Fig. 1 B) . 

In Fi g. IC, the large increase in R L ind uced by AR L-

67 156 was partially blocked by further ad minist rat ion of sur­

amin before ant igenic cha llenge (P < 0.05, 11 = 5) a nd full y 

abolished by the com bination of suramin plus RB2 

(P < 0 .01 ,11 = 4) or by SQ29548 (P < 0.01 , 11 = 6) . 

T o evaluate w hether the participation of nucleotides that 

we observed in ill I'il'o cond itions was also occ urring locally 

in the respiratory system, we studied tracheal rin gs (11 = 6-7 

per gro up) and lung parenchyma strips (11 = 4 per group) 

from sensitized guinea pigs. In these ex periments, increasing 

© 2013 John Wiley & Sons AJS. Published by Blackwell Publ ishing Ltd 

respect to the sham-sensitized control group receiving intra tra cheal 
saline solution plus 'challenge' with OVA (Saline-IT, n = 8, unpaired 
Student's t-test). e) The bronchospasm potentiation induced by 

inhibition of ectonucleotidases was abolished by antagonists of P2Y 
and TXA2 receptors. SUR = suramin (20 mg/kgl; RB2 = reactive blue 
2 (7.7 mg/kg), SQ = S029548 (0.3 mglkg). In panels B and e, the 

number of experiments was 4-10 for each group. Bars represent the 
mean and vert ical lines the SEM. "p < 0.01, as compared with the 

basal value (unpaired Student's t-test). fp < 0.05 and Hp < 0.01 as 
compared with the ARL +OVA group (ANOVA followed by Dunnett's 
test). 

concentrati ons of OVA caused a concentration-dependent 

cont raction in both tissues . As can be seen in Fi gs 2A and 

2 B, inhibition of ectonucleotid ases by A RL-67 156 did not 

modify the contractile responses to OVA, but sura min 

(100 ~tM) plus RB2 (l OO ~tM) caused a ri ghtward displace­

ment of the concentration- response curve to OVA . For this 

last analysis, a lt hough EC50 between control and ex per imen­

ta l tissues did not reac h statistical significa nce, the evaluat ion 

of thei r respective regression lines showed a clear diffe rence 

in the intercept s both in tracheas (P < 0.05) and lung paren­

chymas (P < 0.01 ). Likewise, levamisole ( 10 ll M ) also pro­

duced a rightward shift in the concentration- response curve 
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Figure 2 Effect of ectonucleotidases inhibition and/or antagonism 
of P2Y receptors on the contractile response induced by antigenic 
challenge in sensitized tissues. Inhibition of ectonucleotidases by 
ARL-67156 (AR L, 100 ~(M) did not affect ova lbumin (OVA)-induced 
contraction, while suramin (SUR, 1 00 ~(M) plus RB2 (1 00 ~(M) 
caused a rightward displacement of the cumulative concentration­
response curve to OVA either in trachea l rings (A) or in lung 
parenchyma strips (B) from sensitized guinea pigs. Evaluation of 

to OVA in trachea l rings (P < 0.005 for inlercepls, F ig. 2e) 
but not in lung parenchymas (Fig. 20) . Negat ive cont rols 
(tracheas from nonsensitized gu inea pigs) did nOI respond to 
OVA (not ill ust raled). 

ATP released from plalelets under slimulalion wi lh I ~IM 

OVA amounled 0.50 ± 0.25 nM (ti = 7), corresponding to 
almost ha lf the ATP released from positive conlrol experi­
menlS in which platelets were stimulated wil h 5 llM AOP 
(1.06 ± 0.26 nM, ti = 4, Fig. 3A). Negative contro ls (plate­
lels from sensilized guinea pigs, ti = 4) did nOI respond 10 a 
sha m challenge wit h saline. 

ATP concentralion measured in Ihe BAL fluid recovered 
shortly after an anligenic challenge-i nduced bronchoconslric­
tion (ti = 12) was slighlly higher Ihan a sham-sensitized gro up 
(bu I lacking slati stical significa nce, ti = 5). However, when 
com pared wil h a nimals prelreated with AR L-67156 (ti = 6), a 
significanl inc rease in ATP cou ld be observed ( 19 1 %, 
P < 0.01) (Fig. 3B). Inlralracheal admini slrati on of apyrase 
(dissolved in 1 mi saline) prevenled Ihe AR L-67 156-ind uced 
increase in ATP levels, as compared with its contro l group Ihat 
received only 1 mi saline before challenge (P = 0.54) . 
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differences between regression lines of control and experimenta l 
groups showed statistica l difference in intercepts of OVA group 
versus SUR+RB2 group either in tracheas (P < 0.05) or in lung 
parenchyma strips (P < 0.01, Dunnett's tests for regressions). Like­
wise, levam isole (LEVA, 10 ~(M) displaced rightward the concentra­
tion-response curve to OVA in tracheas (P < 0.005, Student's 
t-test for regressions, Cl. but not in lung parenchymas (O). 

Confocal images of tracheas obtained from sensilized 
gui nea pigs showed strong fl uorescence to P2Y4 and P2Y6 

receplors in Ihe lumina l border o f airway epilheliu m, and 
Ihe fomler also had inlense ex pression in the airway 
smoolh muscle (Fig . 4, panel E- H and M- P, respec tively). 
By cont rast, in nonsensilized tracheas, a mi Id fluo resce nce 
in epithelium was only observed fo r P2Y 6 receptors (Fig. 4, 
panel I- L), but nOI fo r P2Y 4 receplors (Fig. 4, panel A- O). 
Specificity of immunolabeling for bOlh purinoceplors was 
corroboraled as observed in supplemenlal on line Fig. A 
(panel I- L and M- P, respeclive ly) . On the olhe r hand, in 
sensilized Iracheas, P2Y¡ and P2Y2 receptors were absenl 
in airway epilheliu m, a lthough Ihe latler was observed in 
ai rway smoolh muscle a nd the subm ucosal layers (supple­
menlal online F ig . A, panel A- O a nd E- H, respectively). 
As imm unoslaining for P2Y 1 rece plo r co uld not be detecled 
a nywhere, a posilive co nlrol wilh its blocking peptide was 
carri ed OU I in guinea pig hippoca mpus (s upplemenla l 
online Fig. B). A negalive conlrol for P2Y 2 receplor wi lh 
ils blocking peplide was a lready carried OUI in a previo us 
work (16). 
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Figure 3 Effect of antigenic challenge on the ATP release from gui­
nea pig platelets and on BAL fluid ATP concentrations. In panel A, 
closed bar corresponds to ATP released by OVA (1 ~(M) , while open 
bar represents the ATP released by a positive control (5).1M ADP). 
Addition of saline solution did not produce any effect. In panel B, 
ATP concentration observed in BAL fluid after an allergic broncho­
constriction with OVA was slightly higher than those found in the 

With respect to a lka line phosphatase, confoca l images 
showed that activity of this enzyme was minima l in airway 
epithelium from nonsensitized guinea pigs (Fig. 5, panels 
A- D), but it was greatly inc reased in se nsitized ani ma ls 
(Fig. 5, panels E- H). We co rrobo rated that staining co rre­
sponded to alkaline phospha tase act ivit y beca use it was full y 
annulated by levamisole (Fig. 5, panel 1). 

In airway epit helium from nonsensitized guinea pigs, the 
gene product analysis by RT-PC R showed that mRNA for 
P2Y4 rece ptor was only slightly noticeable, while the mRNA 
fo r P2Y 6 was more evident. Howeve r, in epithelium from 
anima ls sensitized to OVA, a large inc rement in mRNA 
fo r both purinoceptors was observed (P < 0.05 fo r ei ther 
n:l:t:plur, Fig. 6). 

Discussion 

In this guinea pig mode l of acute a llergic bronchospasm, we 
found that the response to the antigen was greatly magnified 
by the previous inhibition of ectonuc\eotidases . Pharmaco log­
ical characteriza tion of this enhanced response indicated that 
P2Y recepto rs were the main purinoceptors involved . Addi­
tionally, we found that the main P2Y receptors expressed in 
airway epithelium were P2Y4 a nd P2Y6 and that their exp res­
sion was increased after the sensitization procedu re. The 
antagonism of TXA2 receptor full y avoided the potentiation 
of the bronchospasm, thus corroborating that the final path­
way by which ATP or ot her nuc\eotides such as UTP or 
UDP we re acting was due to TXA 2 release . Th is implies that 
the amount of ex tracellu1ar purines o r pyrimidines released 
during the anti ge nic challenge wou ld be enough to produce a 
seve re bronchospasm, but that in norma l conditions the 
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sham-sensitized group, but grea tly increased by previous adminis­
tration of ARL-67156 (ARL, • P < 0.01, ANOVA and Tukey's test). 
Intratracheal administration of apyrase (APY-IT, 300 units dissolved 
in 1 mi saline) prevented the ARL-induced increase in ATP levels, as 
compared with its control group that received only 1 mi of intratrac­
hea l saline before cha llenge ($a line-IT, P = 0.54). Bars represent the 
mean and vertica llines the SEM of 4-12 experiments. 

ai rway obstruction is prevented by their quick hydrolysis by 
ectonuc\eotidases. 

Nuc\eotides released to the ext racell ular space stimu late pu­
rinergic P2X a nd P2Y receptors in different tissues, including 
the airways . P2X recep tors are liga nd -gated nonselective cat­
ion channels that are c\assified into seven subtypes (P2X 1 to 
P2X7) (17). In the smooth musc\e from guinea pig airways, 
P2X¡, P2X 3, and at less ex tent P2X2 are the main su bt ypes of 
P2X receptors, and their functional role is not to contract 
smooth musc\e but to refi ll the sarcoplasmic reticu lum with 
Cal + (18). By contrast , P2Y receptors, which can be stimu­
lated by ATP, ADP, UTP, and UDP (9), belong to the fami ly 
of G protein-co upled receptors and comprise eight subtypes: 
P2Y L 1, 4 . 6, 1 L 11, 13, 14 . Tilt: fJ rsl [uur art: lillkt:J lu t:lt:val iull 

of cylosolic Ca 2
+ Ihrough the Gq / 11 pathway (19). In airway 

smooth muscle, al least P2Y1 and P2Y4 cause relaxation 
Ihrough the release o[ and aulocrine slimulalion by PGE1 

(1 8,20) . Howeve r, in guinea pig airway epilhelia l ce lls, one or 
more of Ihese [OUT P2Y receplors are known 10 stimulate Ihe 
release o[ thromboxane A l (TXA 1), a lthough Ihe specific P2Y 
receplor su bl ype involved in Ihi s efTecl is yel unknown (1 8, 
21 ,22). In Ihis context, in 1982, Advenier et al. (21) demon­
straled Ihat the guinea pig tracheal contractile response to 
ATP was greatly dimini shed by two inhibitors o[ Ihrombox­

ane synthase, slrongly suggesting Ihat Ihis response was 
dependenl on TXA 1. Sorne years la ter, Fedan et al. (22) 
showed that Ihi s con lractile response was dependent o[ airway 

epithelium. Recently, we have corroborated bOlh findings in 
OUT experimenta l condilions, as the guinea pig Iracheal con­
Iraclion induced by ATP was largely reduced by indometha­
cin and fu lly abolished by eliminalion of airway epilheliu m 
(1 8) . Thus, in Ihis animal species, Ihe final elTect o[ ATP is 
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Figure 4 Confocal microscopy for P2Y 4 and P2Y 6 receptors in 
tracheas from sensitized and nonsensitized guinea pigs. oetails of 
the content in each column of panels are as follows. The first 
column shows immunoreactivity to P2Y 4 and P2Y 6 receptors 
(stained red), while the second and third show fluorescence for 
cytokeratin in the airway epithelium (stained green) and oAPI for 
cells' nuclei (stained bluel. respectively. The last column shows 
the merge of the three previous columns. In this merged images, 
P2Y 4 receptors were mainly localized in airway smooth muscle, 
but not in epithelium, of nonsensitized tracheas (pa nel O). In 

the production of airway smooth muscle contraction 
indirectly through the release of TXA] (2 1). 

Our d ata indicate that dilTerent pools of ext racellula r 
nucleotides mi ght be involved in the a llergic response i/1 I'il'o 

and i/1 I'ilro . Thus, bronc hospasm was potent iated by A RL-

67156, and this enhanced response was mostly mediated by 
purinocepto rs, whereas the co ntraetion of trachea l and lung 
parenchyma tissues was not poten tiated by AR L-67156, and 
it was partly mediated by purinoeeptors. Regardi ng i/1 I'il'o 

experiments, there are some clues indieating that platelets 
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MERGE 

sensitized tissues, this fluorescence to P2Y 4 was greatly 
increased in airway smooth muscle and, more importantly, it was 
now observed in the luminal border of airway epithelium (panel 
H). With respect to P2Y 6 receptors, in nonsensitized tissues, the 
fluorescence was slightly diffused along the epithe lium only (panel 
U, but in tracheas from sensitized anima l s, a sharp increment in 
fluorescence was clearly observed in the luminal edge of epithelial 
cells (panel PI. The inset in panel I corresponds to an hematoxylin 
-eosin staining to show location of smooth muscle (S M) and air­
way epithelium (EPI). 

might be a major source of nuc1eotides during the antigenie 
challenge, as platelets possesses large amounts of ATP sto red 

in their sec reto ry granu les (up to - 1 M) (23) . Furthermore, 
we fo und that platelets from g uinea pig ean release ATP 
during the antigenic cha llenge, and as far as we know, thi s is 

the first time that such pheno menon is reported . In previous 
studies, platelets ha ve been suggested to be involved in the 
asthma pat hogenesis . Th us, antigenic ehallenge in sensitized 
mice induces platelet acc umulati on in the lung ca pillaries 

(24), and in human bronchi, th is type of challenge inereases 
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CYTOKERATIN DAPI 

NEGATIVE CONTROl WITH lEVAMISOlE 

Figure 5 Alkaline phosphatase act ivity in tracheas from non sen si­

t ized and sensitized guinea pigs. The enzyme activity (sta ined red) 

was only loca lized to airway epithelium (sta ined green), being mini­

ma l in nonsensit ized anima ls (panels A-O) and greatly increased in 

plasma levels of platelet mediators, implicating their int ravas­
cu lar activation by the antigen (25) . Finally, platelets are 
known to possess FCERI and FCE RII receptors (26, 27) . 
Therefo re, it is reasonable to spec ulate that in OUT guinea pig 
model of a llergic bronchospasm, the ant igenic cha llenge trig­
gered platelet activation with subseq uent release of nuc\eo­
tides . Howeve r, the potential role of other cells that can a lso 
release ATP or other nuc\eotides, such as eryth rocytes, ba­
sophils, and endothelia l cells (28- 30), or even the local 
release of ATP from airway epithelial cells (3 1), cannot be 
discarded, especia lly when considering the possibility that 
ATP can release more ATP from sorne cells through 
purinergic receptor stimulation (29). 

In the absence of AR L-67 156, ATP or ot her nuc\eotides 
released by the ant igenic challenge should be rapid ly hydro­
lyzed by ectonuc\eotidases. However, under conditions of 
ectonuc\eotidases in hibition, the inc reased quantities of ext ra­
cell ular nuc\eotides will reach the airway epit helium to pro­
duce the secondary release of TXA2 via activati on of P2Y 
recepto rs. Thi s hypothesis was su pported by our finding that 
higher levels of ATP cou ld be recovered from BA L fl uid 
when anima ls submitled to an anligenic challenge were pre­
treated with the ectonuc\eo tidase inhibitor AR L-67 156. Fur­
thermore, we found that intrat racheal apyrase was able to 
abolish the potentiation of RL caused by the AR L-67l56 (as 
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sensitized guinea pigs (panels E-H). Nuclei were sta ined blue. Neg­

ative control was carried out by inhibition of alkali ne phosphatase 

act ivity with levamisole (pane l 1). 

can be seen Fi g. lB), su pporting that at least the final events 
are rela ted to ATP reaching the lumina l surface of airway 
epithelia l cells to stimulate P2Y 4 and P2Y 6 receptors, already 
overexpressed by the sensitization procedure, as commented 
below. The fact that in our ill ¡'ivo experiment s with ARL-
67 156 the res ult ing bronchospasm was so severe (causing up 
to 44% mortality) imp lies that ectonuc\eotidases play a 
cruci al role against the noxious efTect of nuc\eotides . To our 
knowledge, this protective role of ectonuc\eotidases has not 
been described previously. 

According to their signa ling pathway through G q/l lo the 
on ly P2Y receptors that cou ld be involved in the release of 
TXA 2 from airway epit helium are P2Y L 2. 4 and 6. However, 
we found that P2Y 1 and P2Y2 were absent in the airway 
epithelium, thus leaving P2Y4 and P2Y6 the only two puri­
nergic receptors potentially involved in TXA 2 release . Sorne 
studies showed that P2Y 2 receptors were prese nt in airway 
epithelia l cells from humans and rodents (32, 33). In the pres­
ent stud y, the lack of detection of epithelia l P2Y 2 receptors 
(even when sensitization not ably inc reased the ex pression of 
other purinergic receptors) was not surely due to a low sensi­
livily of Ihe confocal technique, as this procedu re was sensi­
tive enough to disc\ose the presence of P2Y 2 receptors in 
ai rway smooth muscle. In the in I'ivo pharmacological expe ri­
ments, the ARL-67 156-i nduced heightened response to the 
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Figure 6 Oetection of mRNA for P2Y <1 and P2Y 6 receptors in gui­

nea pig trachea l epithelium. as revealed by RT-PCR. A) The PCR 
product -650 bp length corresponds to P2Y <1 cONA (upper) and the 

PCR product - 1000 bp length corresponds to P2Y6 cDNA (middle). 
The lower panel corresponds to constitutive cONA of GAPOH. Lane 

at the left corresponds to 1 Kb Plus DNA Ladder. The next lane is 
a negative control withou t template. The remaining lanes corre­

spond to three experiments performed in nonsensitized guinea pigs 
and three experiments in sensitized animals. B) Oensitometry data 
analysis for P2Y receptors (P2YR) showing a statistically significant 

increment (.p < 0.05. nonpaired $tudent's t-test) in mRNA for 

P2Y <1 and P2Y 6 receptors in sensitized (5) guinea pigs. as compared 
with control nonsensitized (N5) animals. Bars correspond to 

mean ± 5EM. 

anti gen was redueed by - 85°/0 if guinea pigs were pretreated 
with suramin . As this last drug antagonizes a ll P2Y reeeptors 
exeepling P2Y" (IC50 > 1 mM) (1 2,13), Ihen P2Y6 seems lo 
be the major purinoeeptor involved in sueh magnified bron­
chospasm. The remaining 15% of Ihe exceeding broncho­
spasm seems to be mediated through P2Y 4, as this resid ual 
response was blocked by further addition of RB2, a drug 
that antagonizes seve ra l P2Y reeeplors, inc1uding P2Y 4 

(leSO = 18.5 ~M) ( 12, 13). 
At presenl, we do not know al whal extent each of Ihe sev­

era l purines or pyrimidines partieipates in Ihe epithelium­
dependenl eonlraeti le response. Pharmacological studies have 
demonstraled Ihal P2Y 4 and P2Y 6 receptors are stimulated 
preferentially by UTP and UDP, respectively, with lllueh less 
se nsilivily 10 ATP (9, 34). Howeve r, in a previous slud y, we 
found Ihat both ATP and ATPyS (a nonhydro lysable ATP 
analog) were capa ble to produce a slrong (up 10 70% of the 
60 mM KCI response) concenlration-dependenl con lracli on 
of guinea pig Iracheal rings (18). Moreove r, suramin and 
R B2 blocked up lo - 30% and - 55% of the ATP-induced 
conlraction, implying the involvement of P2Y 4 and jor P2Y 6 

receptors. Thus, Ihe role of ATP mi ght be as relevanl as for 
UTP or UDP, al leasl in guinea pigs. Nevertheless, whatever 
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Ihe nucleolide(s) involved in this effeet, they are all metabo­
lized by eclonuc1eotidases (8), and Iherefore, Ihe aetivity of 
Ihese enzymes would sli ll be important 10 protee l from a ller­
gie bronchospasm. Finally, the faet Ihal Ihe enhl.lneed bron­
chospasm was fully avoided by a TXA2 receplor antagonisl 
(SQ29548) corroborated that Ihe nuc1eotides-induced bron­
ehospasm was indireetly caused by TXA2 , as has been 
a lrcady well dcscribcd for A TP (2 1). 

Using confocal and RT-PCR ana lyses, we were able 10 
demonstrale Ihal sensitization procedure increased Ihe tran­
scription and expression of P2Y 4 and P2Y (, receplOrs in the 
luminal border of airway epithelia l cells. Par! of these res ults 
is in agreemenl with a recenl study by Vieira el a l. (35), in 
whieh a Slrong upregulation of P2Y6 receptors was found 
after sensitizalion in a murine model of allergic airway 
inflammalion. The inereased density of these P2Y4 and P2Y6 

reeeplors wou ld favor a more in lense response lo nuc1eolides 
released during antigenie cha llenge, especia lly under condi­
lions of eclonuc1eotidase inhibilion. This wou ld illlply Ihal 
nucleotides are reaching the luminal edge of Ihe epithelial 
lllelllbmne, as we indeed delllOnslnlted for ATP in BAL fluid 
and wi th experimenls using intratrachea l apyrase . In SUppOrl 
lo Ihi s, it has bee n shown Ihat 1ll0lecules far largcr Ihan 
purines and pyrimidines can cross the airway epit helium bar­
rier in particular during inflammatory conditions (36, 37), 
and il has been found Ihat during the anti genic challenge, a 
sharp ineremenl in ATP concentrations was delecled in BAL 
of aSlhmatic subjecls or sensilized mice (2). 

The potentiation of the antigen-induced bronchospasm in 
Ihe presence of AR L-67 156 appears lo mainl y involve an 
eXlrapulmonary mechanism beca use Ihi s was not observed in 
ill )litro experiments . As cOllllllen led aboye, il is possible thal 
nucleotides involved in the enhaneed bronehospasm was 
relea sed by blood elements, illlplying Ihal Ihese eOlllpounds 
must diffuse from Ihe blood to the airway epithelium, and 
during such a Irip, Ihey wou ld be calabolized by cctonuc1eo­
lidases, thus preventing Ihe airway smooth muscle eontrac­
lion. Our dala suggcsl Ihat an important par! of such 
catabolism was sensitive 10 AR L-67 156. This last drug has 
been shown to inhibit NTPDase I and 3, as well as NPPI (8). 
Therefore, in our ill )liro experimenls, it is probably thal 
NTPDase l in endothelia and mononuc1ear ami polymo rpho­
nuclear ce lls (38, 39), as well as NTPDase3 in plalelels (40), 
\Vere the main responsible for the conlrol of nucleotides levels 
Ihal are syslemica lly released during Ihe anligenic challenge. 
Moreover, an ecto-ATPase aetivity has been reeenlly found in 
erYlhrocytes Ihal , allhough extrelllely low, mighl have physio­
logie<ll relevance due to the hi gh densily of erylhroeyles in 
blood (28). In the ill )litro experilllenls, howeve r, the e:1labo­
lism sensilive to ARL-67156 appears lo be insignificanl 
because Ihi s dru g fai led lo pOlenliale Ihe OVA-indueed con­
Iraetion, despile Ihe faet that Ihe eonlr<lClion was partially 
mediated by nucleotides release (as suramin plus RB2 causcd 
ri ghtward displacement of the concentration- response curve 
lo OVA). I1 is reasonable to speculale thal in airways, the 
catabolism of these compounds is locally c<lrried out by A RL-
671 56-insensitive ectonucleotidases such as NPP2, N PP3, 
TNAP, and PLAP (8, 41), which have been delected in airway 
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epit helium and lung parenchyma (42-45). Moreover, we were 
able to demonslrale thal sensitization procedure dramalically 
increased the alkaline phosphatase activity in airway epilhe­
lium, thus providing a more powerfu l syslem 10 metabolize 
ATP and other nucleolides. This loca l eClonucleotidase aCliv­
ily, howeve r, would be not enough to prevenl Ihe ill viro aller­
gic bronchospasm likely beca use of enzyme saturali on due 10 

Ihe suddenly increase in nucleolides levels. 
Our study was based on an intravenous anligenic cha l­

lenge, which is a usua l technique in guinea pig anima l mod­
els. Al whal exlenl these mechani sms are a lso present after 
an inhaled anligenic cha llenge is unclear, inasmuch as the 
in ha lalory route probably involves more loca l mechani sms. 

In conclusion , we have described a novel prolective role of 
ectonucleotidases 10 prevent the deleterious effec l of ATP or 
other nucleotides during Ihe anligenic cha llenge. Addition­
a lly, we found that sensilizalion procedure pe/" se causes an 
upregu lalion of P2Y 4 and P2Y 6 receptors in airway epil he­
li um, which seem 10 be Ihe two major purinergic receplors 
involved in the nucleolides-induced bronchospasm after anli­
genic cha llenge . These res ult s are very encouraging and 
pointed out that Ihese mechanisms muSI be explored in 
asthma pa lienls under Ihe hypothesis Ihat Ihe level of ectonu­
cleotidases activity could be related to the severily of this 
disease and/or its exacerbati ons. 
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Inhibition of extracellular nucleotides hydrolysis intensifies the allergic 

bronchospasm. A novel protective role of ectonucleotidases 

Jaime Chávez, Mario H. Vargas, Diana C. Rebollar-Ayala, Verónica Díaz-Hernández, José E. Cruz-

Valderrama, Edgar Flores-Soto, Mirthala Flores-García, Néstor N. Jiménez-Vargas, Carlos Barajas-López, 

Luis M. Montaño 

METHODS 

Animals 

Male Hartley guinea-pigs (~500 g body weight at the time of their study) bred in our institutional laboratory 

animal facilities (12/12 h light/dark cycles, filtered conditioned air, 21±1°C, 40%-60% humidity, sterilized 

bed) and fed ad libitum with pellets (Teklad Guinea Pig Diet 7006; Harlan Teklad, Madison, WI, USA) and 

sterilized water were used. The protocol was approved by the Scientific and Bioethics Committees of the 

Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autónoma de México. Experiments were conducted in 

accordance with the National Research Council "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals". 

 

Sensitization procedure and antigenic challenge 

Guinea pigs were sensitized to ovalbumin (OVA) at day 0 with a mixture of 60 µg OVA plus 1 mg Al(OH)3 

in 0.5 ml saline, administered by the intraperitoneal and subcutaneous routes. At day 8, animals were 

aerosolized during 5 min with 3 mg/ml OVA in saline, and at day 15 with 1 mg/ml OVA in saline for 15 s. 

Sensitized guinea-pigs were studied on day 21-25. 

Antigenic challenge was accomplished with a single intravenous (i.v.) bolus of 100 µg/kg OVA. This 

relatively low dose was chosen in order to obtain a mild bronchospasm in control conditions. 

 

Plethysmography for mechanically ventilated animals 

Lung resistance (RL) was measured through the isovolumetric method in a closed-chamber plethysmograph 

(Buxco Electronics Inc., Wilmington, NC, USA). For this purpose, guinea-pigs were anesthetized with 

pentobarbital sodium (35 mg/kg i.p.), and the depth of anaesthesia was maintained with additional doses of 

pentobarbital (~9 mg/kg i.v.) administered at ~1 h periods. The trachea was cannulated and the animal was 

mechanically ventilated (model 7025 rodent ventilator, Ugo Basile Biological Research Apparatus, Varese, 

Italy) with a tidal volume of 10 ml/kg and 48 breaths/min. The right jugular vein and the left carotid artery 

were cannulated for drug administration and for arterial pressure recording (pressure transducer model BPA-

400A, Digi-Med, Louisville, KT, USA), respectively. A water-filled cannula was positioned into the middle 

third of the oesophagus to measure intraesophageal pressure as a surrogate of intrapleural pressure. Finally, 

the animal received pancuronium bromide (0.06 mg/kg i.v.) to avoid spontaneous respiratory movements. 

Two differential pressure transducers were used to measure: 1) pressures obtained from the 

oesophageal and tracheal cannulas (model TRD4510, Buxco), and 2) pressures from the plethysmographic 

and reference chambers (model TRD5700, Buxco). Signal from this last transducer was converted to 

pseudoflow by a software (Buxco Biosystem XA v2.11), which also calculated the relationship between 

signals from both transducers to obtain RL using the formula RL = ΔP/ΔV’, where ΔP is the pressure change 

and ΔV’ is the flow change. Antigen-induced bronchospasm was evaluated as the maximum RL increment 

registered at any time during a 30 min period after OVA administration (in control sensitized animals, peak 

RL is usually achieved at ~5 min). 

Several groups of animals were studied. The control group only received the antigenic challenge with 

OVA. All the remaining (experimental) groups received 5 mg/kg i.v. ARL-67156, an inhibitor of 

ectonucleotidasas (1), 15 min before OVA. Some of these experimental groups further received the following 

pretreatments ~10 min before OVA: a) 20 mg/kg suramin, an antagonist of P2X1, 2, 3, 5  and P2Y1, 2, 6, 11, 12, 13 

receptors (2-6), b) suramin plus 7.7 mg/kg RB2, an antagonist of P2Y1, 4, 6, 11, 12, 13 receptors (2, 4-6), or c) 0.3 

mg/kg SQ29548, an antagonist of the TXA2 receptor (7, 8).  
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A separate group of guinea pigs received 300 units apyrase (a NTPDase1) dissolved in 1 ml saline 

and administered by the intratracheal route. After stabilization of the animal (~5 min), ARL-67156 was 

administered and 15 min later the antigenic challenge. Control animals for these last experiments received 1 

ml saline solution intratracheally. We corroborated that ARL-67156 does not modify the baseline values of RL 

in sham-sensitized animals (guinea pigs submitted to the same protocol as sensitized animals, but without 

receiving OVA). 

 

Bronchoalveolar lavage 

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed in five groups of guinea pigs. In the first two, BAL was carried 

out 5 min after administration of an antigenic challenge (as described above), with or without previous i.v. 

administration (15 min before OVA) of 5 mg/kg ARL-67156. The three other groups were those described in 

the last paragraph of the previous section. BAL was performed by introducing 5 ml of saline solution at room 

temperature through the tracheal cannula followed by gently recovering of the fluid. The procedure was 

repeated once again, and the total BAL fluid recovered was pooled, centrifuged at 1800 rpm and stored at -

70°C until its analysis. 

 

Organ baths 

In order to investigate the role of ATP and other nucleotides locally released in tracheal rings and 

parenchymal strips during antigenic challenge, a concentration response curve to OVA (10
-12

 to 10
-6

 M) was 

performed in these tissues with or without a 10-min preincubation with 100 µM ARL-67156, 100 µM suramin 

plus 100 µM RB2 or 10 µM levamisole. Thus, guinea pigs previously sensitized to OVA were anesthetized 

with pentobarbital sodium (35 mg/kg, i.p.) and euthanized by exsanguination. Trachea was dissected, freed of 

connective tissue and eight rings were obtained. For lung parenchyma strips, the lungs-heart block was 

exposed and intravascular blood was removed by introducing 20 ml saline solution through the right ventricle. 

Then, the lungs were removed and eight parenchyma strips lacking pleural surface (~3 x 3 x 20 mm, ~56 mg 

wet weight) were cut from the diaphragmatic edge of the lower lobes. Each tissue (tracheal ring or 

parenchymal strips) was hung in a 5 ml organ bath filled with Krebs solution (mM): 118 NaCl, 25 NaHCO3, 

4.6 KCl, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 11 glucose and 2 CaCl2. Preparations were maintained at 37°C and 

bubbled with 5% CO2 in oxygen at pH 7.4. Tissues were attached to an isometric force transducer (model 

FT03, Grass Instruments, West Warwick, RI, USA), connected to a signal conditioner (CyberAmp 380, Axon 

Instruments, Foster City, CA, USA) plus an analog-to-digital interface (Digidata 1440A, Axon). Data was 

recorded and analyzed using specialized software (AxoScope v10.2, Axon). Preparations were put under a 

resting tension of 1 g (tracheas) or 300 mg (parenchymas) during 30 min before testing, and then stimulated 

three times with 60 mM KCl in order to produce smooth muscle contractions that allow tissue conditioning 

and optimization of the contractile apparatus. All subsequent contractile responses obtained during 

experiments were expressed as percentage of the third KCl-induced contraction. 

 

Immunofluorescence for purinergic receptors 

Tracheas from sensitized and non-sensitized guinea pigs were obtained as described above, fixed in 4% 

paraformaldehyde (PFA) during 2.5 h and placed in 30% ethanol until their inclusion in paraffin. Once 

paraffinized, tissue blocks were cut into thin slices (5 μm) and placed over silane-prep slides (Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA). Paraffin was removed by incubation in xylol, followed by graded alcohols. Lung 

slices were soaked in PBS three times for 5 min each. Heat induced antigen retrieval was performed by 

placing slides in a pressure cooker in 0.01 M citrate buffer at pH 6 during 3 min. Slices were transferred into 

PBS and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS. To block nonspecific binding to proteins, 5% horse 

serum was applied on the slices for 2 h. The primary antibodies to P2Y1 (cat. no. APR-009), P2Y2 (cat. no. 

APR-010), P2Y4 (cat. no. APR-006), and P2Y6 (cat. no. sc-20127), all purchased from Alomone Labs 

(Jerusalem, Israel), were incubated (1:50) overnight at 4°C, and slices were rinsed with PBS four times for 5 

min each. The secondary antibody, a goat anti-rabbit IgG conjugated with Cy3 (AP187C, Millipore, CA, 

USA), was incubated (1:100) for 1 h under dark conditions. Slices were rinsed with PBS four times for 5 min 

each, and then fixed with 4% PFA for 10 min and rinsed with PBS. 

To incubate the next primary antibody, the above described protocol was also used to incubate slides 

with mouse monoclonal anti-pan-cytokeratin (AE1/AE3+8/18 Cat. No. CM162B, Biocare Medical, Concord 

CA, USA) but using 1% horse serum to block nonspecific binding to proteins, and Alexa fluor 488 donkey 

anti-mouse (A21202 Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA) as the secondary antibody. Tissue 

sections were mounted with a VectaShield mounting set (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 
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To determine the specificity of immunolabelling, the antigen for P2Y4 was used to saturate the 

primary antibody; in the case of P2Y6, there was not a commercial blocking peptide, and thus for negative 

control the primary antibody was omitted. Since immunostaining for P2Y1 was absent in airways, a positive 

control with its blocking peptide was done in guinea pig hippocampus (supplemental online Fig B). Negative 

control for P2Y2 with its blocking peptide was already done in a previous work (9). 

All slides were counterstained with DAPI (Sigma, cat. no. D9542) for visualization of nuclei. 

The immunolabelled slices were observed using a confocal laser microscope (Leica TCS SP5, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany) using a 40x oil immersion objective. The original resolution of all images 

was 1,024 x 1,024 pixels. For display purposes, merged images were constructed in which the P2Y receptors 

were colored in red and keratin colored in green. 

 

Endogenous alkaline phosphatase activity 

Tracheas and lung parenchymas from sensitized animals were obtained and processed as described above. 

The slides were washed with Tris buffered saline (TBS) and incubated with or without 50 mM levamisole 

during 20 min. Afterward, tissues were preincubated in alkaline phosphatase buffer NTMT (100 mM NaCl, 

100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 50 mM MgCl2 and 1% Tween 20) during 10 min. Alkaline phosphatase activity 

was assayed by incubating the tissues with DAKO Fast Red Substrate system (Code No. K0597) during 4 

min. Briefly, this technique is based in the conversion of naphtol phosphate (substrate) in naphtol and 

phosphate by tissue alkaline phosphatase, and next the reaction of naphtol with fast red, yielding a red colored 

staining. For the airway epithelium immunostaining, heat induced antigen retrieval was performed by placing 

slides in a pressure cooker in IX Diva Decloaker (Biocare Medical, Concord, CA, USA) during 3 min. Slices 

were transferred into TBS and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in TBS. To block nonspecific binding 

to proteins, 1% horse serum was applied on the slices for 30 min. The slides were incubated with the primary 

antibody, mouse monoclonal pan-cytokeratin AE1/AE3+8/18 (Cat. No. CM162B, Biocare Medical, Concord, 

CA, USA). The Alexa fluor 488 donkey anti-mouse (A21202 Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, 

USA) was used as a secondary antibody. All slices were counterstained with DAPI. Tissue sections were 

mounted with VectaShield mounting Set (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).  

The slices were observed using a confocal laser microscope (Leica TCS SP5, Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany). The resolution of all images obtained with the confocal microscope using a ×40 oil 

immersion objective. For display purposes, merged images were constructed in which the alkaline 

phosphatase were in red and keratin was in green. 

 

RT-PCR 

Total RNA was isolated from guinea pig tracheal epithelium using a RNA stabilization reagent (RNAlater, 

Qiagen, Duesseldorf, Germany). Purification of RNA was done using RNA aqueous kit (Ambion, Foster City, 

CA). For each tissue we used 1 µg of mRNA and SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) in presence of oligo (dT) for 1.5 h at 42°C. We performed PCR in 25 µl with 1/20 of reverse 

transcription reaction whit AccuPrime Pfx DNA polymerase kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Forward 

and reverse primers for P2Y4 receptor (consensus from Genbank sequences: NM_020621.4, NM_002565.3, 

NM_031680.1, NM_001198703.1 and XM_002700045.1) were the nucleotides 5-

CTATGCAGTTGTCTTTGTGCTG-3 and 5-AAGCAGACAGCAAAGACAGTCA-3, respectively. Forward 

and reverse primers for P2Y6 receptor (Ensembl-ENSCPOT00000008023.2) were the nucleotides 5- 

CCAGTCCTTGAGCTTGCCAC-3 and 5-GCCACTTGGCTGTGAGTTTCTG-3, respectively. Forward and 

reverse primers for GAPDH (Genbank: NM_001172951.1) were the nucleotides 5- 

TGAAGGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3 and 5- CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3, respectively. 

After 5 min at 94°C, amplification was carried out with 30 cycles at the following conditions: a) For 

P2Y4 receptor, 15 s at 94°C, 30 s at 49°C and 1.10 min at 68°C. b) For P2Y6 receptor, 30 s at 94°C, 30 s at 

50°C, and 1.10 min at 68°C. c) For GAPDH, 20 s at 94°C, 20 s at 60°C and 1 min at 68°C. A final period of 5 

min at 68°C was applied to all samples. PCR products were analyzed by electrophoresis in 0.8% agarose gels 

stained with 1 µg/ml ethidium bromide. Images were obtained with Gel-Doc 2000 documentation system 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 Every experiment was conducted by duplicate (tracheal epithelium pooled from two guinea pigs). 

Three experiments in sensitized animals and three in non-sensitized animals were performed.  
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Measurement of ATP released by platelets and in BAL fluid 

For ATP quantification in platelet-rich plasma, blood from guinea pigs was collected into plastic tubes 

containing 0.129 mol/l citrate solution as anticoagulant (9:1 vol/vol) and centrifuged at 200×g for 4 min at 

room temperature (20–24°C). The platelet-rich plasma (PRP) was carefully withdrawn and pooled. Platelet 

ATP release was assessed within 120 min after getting blood sample. Platelets (250 μl of PRP containing 

2.5×10
5
 platelets/μl) were preincubated for 3 min at 37°C. After incubation, ATP release from platelets was 

induced by 1 µM OVA under stirring conditions (1200 rpm), and it was allowed to react for 8 min (control 

response, considered as 100% of ATP release; n=7). Chemical energy from ATP was converted to luminous 

energy by luciferase, in the presence of luciferin, oxygen and Mg
2+

, and measured through a lumi-

aggregometer (model 560 CA coupled to a model 810 Aggro/Link, Chrono-log, Havertown, PA, USA). ATP 

release was expressed as nM. For positive controls, platelets were stimulated as described above, but using 5 

μM ADP instead of OVA. 

 For measurement of ATP concentration in BAL fluids, the samples were freeze-dried (SC110 

SpeedVac System, Savant Instruments, Holbrook, NY, USA) and reconstituted in 100 µl of assay buffer for 

its ATP determination by using a commercial colorimetric assay (catalog ab83355, Abcam, Cambridge, MA, 

USA).  

 

Drugs 

Ovalbumin, ARL-67156, suramin, reactive blue-2 (RB2), levamisole ((-)-tetramisole hydrochloride), ADP, 

and apyrase from potato were all purchased from Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA. SQ29548 was 

purchased from Cayman Chem. Co., Ann Arbor, MI, USA.  
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ONLINE Figure A. Confocal microscopy for P2Y1 and P2Y2 receptors, and negative controls for P2Y4 and 

P2Y6 receptors in tracheas from sensitized guinea pigs. Details of the content in each column of panels is as 

follows. The first column shows immunoreactivity to P2Y1 and P2Y2 receptors (stained red), while the second 

and third show fluorescence for cytokeratin in the airway epithelium (stained green) and DAPI for cells’ 

nuclei (stained blue), respectively. The last column shows the merge of the three previous columns. 

Immunoreactivity to P2Y1 could not be detected at any level (panels A and D), while P2Y2 was only observed 

in the airway smooth muscle, but not in airway epithelium (panels E and H). Images in panel I-P show 

negative controls using a blocking peptide to saturate the primary antibody to P2Y4 (panel I-L) or eliminating 

the P2Y6 primary antibody (panel M-P). 

 

ONLINE Figure B. Positive control for antibodies to P2Y1 receptor. Immunoreactivity of antibodies to P2Y1 

receptors used in our study was corroborated in histological sections of guinea pig hippocampus, a tissue 

known to possess high density of these purinergic receptors (10). The immunolabelling for P2Y1 was 

observed in neurons (panels A and D), which disappeared with the respective blocking peptide (panels E-H). 
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