UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

EL BLOQUEO DE LA HIDROLISIS DE ATP AMPLIFICA EL BRONCOESPASMO
INDUCIDO POR EL RETO ANTIGENICO EN COBAYOS: PAPEL PROTECTOR DE
LAS ECTONUCLEOTIDASAS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

DIANA CLAUDIA REBOLLAR AYALA

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. LUIS MANUEL MONTANO RAMIREZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. MARIA MERCEDES PERUSQUIA NAVA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
COMITE TUTOR: DR. JAIME CHAVEZ ALDERETE
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

MEXICO, D.F. OCTUBRE, 2014


Servicio Social11
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

EL BLOQUEO DE LA HIDROLISIS DE ATP AMPLIFICA EL BRONCOESPASMO
INDUCIDO POR EL RETO ANTIGENICO EN COBAYOS: PAPEL PROTECTOR DE
LAS ECTONUCLEOTIDASAS

TESIS

QUE OPTA POR EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

DIANA CLAUDIA REBOLLAR AYALA

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. LUIS MANUEL MONTANO RAMIREZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. MARIA MERCEDES PERUSQUIA NAVA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
COMITE TUTOR: DR. JAIME CHAVEZ ALDERETE
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

MEXICO, D.F. OCTUBRE, 2014



UN/M:
POSGRADO &

Ciencias ﬁiolégicas

COORDINACION

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM

Presente

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biologia Experimental y Biomedicina del
Posgrado en Ciencias Biologicas, en su sesion ordinaria del dia 23 de junio de 2014, aprobo el
jurado para la presentacion de su examen para obtener el grado de MAESTRA EN CIENCIAS
BIOLOGICAS de la alumna REBOLLAR AYALA DIANA CLAUDIA con numero de cuenta
302124453, con la tesis titulada “EL BLOQUEO DE LA HIDROLISIS DE ATP AMPLIFICA EL

BRONCOESPASMO

INDUCIDO POR EL RETO ANTIGENICO EN COBAYOS: PAPEL

PROTECTOR DE LAS ECTONUCLEOTIDASAS”, realizada bajo la direccion del DR. LUIS
MANUEL MONTANO RAMIREZ:

Presidente:
Vocal:
Secretario:
Suplente:

Suplente:

DRA. ANNIE PARDO CEMO

DR. CARLOS BARAJAS LOPEZ

DR. JAIME CHAVEZ ALDERETE

DRA. MARIA EUGENIA BETINA SOMMER CERVANTES
DRA. MARIA MERCEDES PERUSQUIA NAVA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 28 de agosto de 2014

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA DEL PROGRAMA

Unidad de Posgrado * Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio B, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacan C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Posgrado en Ciencias Biologicas de la UNAM por mi formacion académica.

Al CONACYT por la beca otorgada durante mis estudios de maestria.

A los miembros de comité tutor:
Dr. Luis Manuel Montafio Ramirez
Dra. Maria Mercedes Perusquia Nava

Dr. Jaime Chavez Alderete



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Dr. Luis Manuel Montafio Ramirez por darme la oportunidad de hacer mi
servicio social y confiar en mi para hacer mis estudios de maestria.

Gracias Dr. Jaime Chavez Alderete por su ayuda y paciencia desde mis primeros pasos por
el laboratorio, su orientacion, consejos y ensefianzas son algo que me acompafiaran a lo
largo de mi vida.

Al equipo de trabajo del Laboratorio de Investigacion en Asma de la Facultad de Medicina
de la UNAM , y al Laboratorio de Hiperreactividad Bronquial del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”, agradezco el apoyo brindado para la
elaboracion de esta tesis.



DEDICATORIAS

A Dios:
por guiarme en cada paso de mi vida y darme la fuerza necesaria para superar los
retos que se han presentado.

A mi madre:
mi ejemplo a seguir y a la que debo lo que soy. Por impulsarme con amor a
lograr cada una de mis metas, sin ella nada de esto seria posible.

A mi padre:
por las lecciones de vida impartidas.

A mis hermanas Mayra y Cynthia:
por ser mis mejores amigas y aliadas.

A mi amado amigo y compariero de vida Alejandro:
por su apoyo, amor y confianza incondicionales que son pilares fundamentales
para mi.

A mi familia y amigos:
por cada momento de alegria o tristeza compartidos, ya que cada uno ha aportado
de diversas maneras un granito de arena para que este trabajo llegue a su
conclusion.



INDICE

Lista de abreviaturas

Lista de figuras

Lista de tablas

Resumen

Abstract

Introduccion

Planteamiento del problema
Hipdtesis

Obijetivo General
Metodologia general

Protocolo de sensibilizacion
Pletismografia barométrica en animales anestesiados

Obtencién de Lavado broncoalveolar

Organos aislados

Medicion de ATP liberado de plaquetas y lavado broncoalveolar
Inmunofluorescencia para receptores purinérgicos

RT-PCR

Resultados
Discusién
Conclusion
Bibliografia
Apéndice

15
15

15

16
16

17
17
18
19

20

20
28
31
32
35



LISTA DE ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

°C Grado Celsius

Y Micromolar

ADP Adenosina difosfato

Al (OH); Hidrdxido de aluminio

AP Fosfatasa Alcalina

ARL-67156 6-N,N-Diethyl-D-B,y-dibromomethylene ATP trisodium salt
ARNmM Acido ribonucleico mensajero
ATP Adenosina trifosfato

ca” lon calcio

CaCl, Cloruro de calcio

cmH,O Centimetro de agua

CO, Dioxido de carbono

cu® lon cobre

DAPI 4 ' 6-diamino-2-fenilindol
DNACc Acido desoxirribonucleico copia
dNTPs Oligonuclettidos

EEM Error estandar de la media
FceRI Receptor de alta afinidad de IgE
FEV1 VVolumen espiratorio forzado en el primer segundo
g Gramo

GABA Acido y-aminobutirico

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
H* I6n hidrégeno

i.p Intraperitoneal

iv. Intravenoso

IAP Fosfatasa alcalina intestinal

K* lon potasio

KCI Cloruro de potasio

kg Kilogramo

KH,PO, Fosfato monobésico de potasio
LBA Lavado broncoalveolar

M Molar

mg Miligramos

Mg®* lon magnesio

MgSO, Sulfato de magnesio

min Minuto

ml Mililitro

MLVA Mousculo liso de la via aérea
mM Milimolar

mm Milimetro

NaCl Cloruro de sodio

NAD" Nicotinamida adenina dinucle6tido




NaHCO; Bicarbonato de sodio

NDP Nucled6tido de difosfato

NMP Nucle6tido de monofosfato

NANC No adrenérgica no colinérgica

NTP Nucled6tido de trifosfato

NTPDasa Ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa

NPP Ectonucleotidasa trifosfato pirofosfatasa

0, lon Oxigeno

OVA Ovoalbumina

PA Fosfatasa alcalina

pb Pares de bases

Pi Fosfato inorganico

PLAP Fosfatasa alcalina placentaria

PLCp Fosfolipasa Cp

PRP Plasma rico en plaquetas

RB2 Reactivo azul 2

R, Resistencia pulmonar total

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa reversa

S Segundo

SNC Sistema nervioso central

SQ29548 7-(3-{[2(phenylcarbamoyl)hydrazinylJmethyl}-7-
oxabicyclo[2.2.1]hept-2-yl)hept-5-enoic acid

SSF Solucion salina fisiologica

SSF-IN Solucion salina fisiologica intratraqueal

SUR Suramina

TNAP 0 NSAP Fosfatasa alcalina tejido no especifico

TXA, Tromboxano A,

UDP Uridina difosfato

UTP Uridina trifosfato

V-ATPasa Bomba de protones V-ATPasa

V-NUT Transportador vesicular de nucle6tidos

vol Volumen

Zn** lon zinc

AP Diferencia de presion

AV Diferencia de volumen

pL Microlitro

M Micromolar




LISTA DE FIGURAS

Figura  Titulo Pagina
1 Estructura quimica del ATP. 8
2 Representacion esquematica del V-NUT (Transportador vesicular de 10

nucleotidos).

3 Sitios de hidrdlisis extracelular en la molécula de ATP por distintos 10
tipos de ectonuceotidasas.

4 Estructura de las ectonucleotidasas membranales del tipo NTPDasa, 11
NPPs y AP que hidrolizan al ATP y otros nucleétidos extracelulares.
Tomado y modificado de Burnstock, 2007

5 Estructura de los receptores P2. 13
6 Equipo de pletismografia para pequefias especies. 17
7 Potenciacion del broncoespasmo inducido por reto antigénico a través 21

de la inhibicion de las ectonucleotidasas por ARL-67156.

8 La administracion de apirasa via intratraqueal abolié la potenciacion 22
del broncoespasmo inducido por la inhibicién de las ectonucleotidasas.

9 La potenciacion del broncoespasmo inducido por la inhibicion de las 22
ectonucleotidasas fue abolida por los antagonistas de los receptores
P2Y y del receptor de TXA,.

10 Efecto de la inhibicién de las ectonucleotidasas y/o antagonismo de los 23
receptores P2Y sobre la respuesta de contraccion inducida por el reto
antigénico en la traquea y parénquima pulmonar de cobayos
sensibilizados.

11 Efecto del reto antigénico en la liberacion de ATP de plaquetas y 24
lavado broncoalveolar de cobayo sensibilizado.




12 Microscopia confocal para los receptores P2Y, y P2Y¢ en trdqueas de 25
cobayos sensibilizados y no sensibilizados.

13 Microscopia confocal para los receptores P2Y;y P2Y,, y controles 26
negativos para los receptores P2Y,y P2Y; en traqueas de cobayos
sensibilizados.

14 Control positivo con anticuerpo para el receptor P2Y. 27

15 Deteccion de ARNm para los receptores P2Y, y P2Y; en epitelio 28

traqueal de cobayo por RT-PCR.




LISTA DE TABLAS

Titulo

1 Descripcion general de las ectonucleotidasas que hidrolizan 12
nucleotidos extracelulares.

2 Caracteristicas de los receptores P2Y. 14




RESUMEN

Las ectonucleotidasas son ectoenzimas que hidrolizan a nucleétidos extracelulares, como el
adenosina 5"trofosfato (ATP), en sus respectivos nucledsidos. Una vez que el ATP es liberado al
espacio extracelular puede activar a una serie de receptores Ilamados purinoreceptores (P2), los
cuales han sido clonados y clasificados en dos subfamilias: P2X y P2Y. Cada subfamilia tiene
varios miembros: P2X;; y P2Y124611121314. LOS receptores P2X son receptores ionotropicos,
catiénicos no selectivos, y en el musculo liso de las vias aéreas (MLVA) del cobayo participan en el
rellenado con Ca?* del reticulo sarcoplasmico, pero no en la contraccién de dicho musculo. Los P2Y
son receptores metabotropicos acoplados a proteinas G, donde los receptores P2Yi,46 S€
encuentran acoplados a una proteina Gqy;. Estos receptores al activarse desencadenan una cascada
de segundos mensajeros, cuyo fin es la produccion y liberacion de tromboxano A, (TXA,), el cual
genera contraccion en el masculo liso de la via aérea. Esta via es a través de la movilizacion de Ca®*
intracelular del reticulo endoplasmico via trifosfato de inositol.

Existen numerosos trabajos relacionados al efecto del ATP sobre el mdsculo liso de las vias
aéreas, sin embargo, hay pocos estudios donde se evalla el papel del ATP en el asma. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la participacion de las ectonucleotidasas en el broncoespasmo inducido
por el reto antigénico en animales sensibilizados y los receptores P2Y epiteliales involucrados.

Los cobayos sensibilizados a ovoalbimina (proteina extraida del huevo del pollo) son un
modelo alérgico bien establecido dentro del grupo de investigacion en asma, que desarrolla
caracteristicas fisiopatoldgicas comparables con el asma (1,2).

Durante el reto antigénico a cobayos sensibilizados con ovoalbimina (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 inhibicién de las ectonucleotidasas con
ARL-67156, se intensificd en gran medida esta respuesta (11 veces la resistencia pulmonar basal
con 44% de mortalidad). Esta potenciacion fue disminuida al antagonizar farmacoldgicamente los
receptores purinérgicos (suramina+RB2) y el receptor de TXA, (SQ29548) o por la administracion
de apirasa intratraqueal. Los lavados broncoalveolares obtenidos durante el broncoespasmo
contenian concentraciones incrementadas de ATP. En anillos traqueales y tiras de parénquima de
pulmén de cobayos sensibilizados, la OVA caus6 una contraccion dependiente de la concentracion;
suramina+RB2 o levamisol produjeron un corrimiento significativo hacia la derecha de esta
respuesta, y el ARL-67156 no la modific6. Cuando las plaquetas obtenidas de animales
sensibilizados fueron estimuladas con OVA liberaron ATP. Las imagenes de microscopia confocal
de trdqueas no sensibilizadas mostraron una fluorescencia marcada para los receptores P2Y, en
epitelio, pero no para el P2Y,. 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 P2Y, y P2Y, 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 sintesis de novo de los receptores P2Y, y P2Y, en el epitelio de la via aérea
durante el proceso de sensibilizacion.



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: P2X;;and P2Y 5 4611121314- 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®*
refilling. P2Y receptors are metabotropic and therfore coupled to G proteins. Within these, the
P2Y, , 4 ¢ receptors are coupled to a protein Gqgll, when activated, mobilize Ca®" 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 TXA, 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 P2Y receptors in epithelium and none for P2Y ,. This correlated with a large
increment in mMRNA for P2Y, and P2Y 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 P2Y, and P2Y receptors in airway epithelium during sensitization.

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



INTRODUCCION

La molécula de ATP

El trifosfato de adenosina (ATP), es un nucleétido fundamental presente en todas las
formas de vida, es un intermediario de alta energia que constituye la principal moneda de
energia celular. (3). Estructuralmente consta de una base nitrogenada (adenina), una D-
ribosa y tres grupos fosfato. El nitrégeno 9 de la adenina se une al carbono 1 de la D-ribosa
por medio de un enlace N-glucosidico, y el grupo fosfato se une al carbono 5 de la D-ribosa
a través de un enlace éster (4).

H,N

ADENINA

O 9 < )
0- P 0-P-0- P 0—
O' O' O' O ®RIBOSA

GRUPO FOSFATO

OHOH

Figura 1. Estructura quimica del ATP, conformada por una base nitrogenada (adenina), una pentosa
(ribosa) y 3 moléculas de fosfatos.

Para completar su funcion como intermediario metabolico, el ATP debe ser generado y
regenerado. Esto se consigue principalmente a través de dos tipos de procesos:

1) Fosforilacion a nivel de sustrato

El ATP puede formarse a partir del fosfoenolpiruvato, por transferencia directa de un grupo
fosforilo de un compuesto de alta energia al ADP. Tales reacciones tienen lugar sobre todo
en las primeras etapas del metabolismo de los carbohidratos (3).

2) Fosforilacidn oxidativa.

El metabolismo oxidativo funciona para generar un gradiente electroquimico (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 enzimaticamente a la formacion de ATP a
partir de ADP y fosfato inorganico mediante una ATPasa (3).

En 1960 Burnstock y sus colaboradores en la Universidad de Melbourne, estudiaban
la neurotransmision colinérgica y adrenergica en el musculo liso de Teniae coli de cobayo
en presencia de atropina y berilio, los cuales, bloqueaban dicha neurotransmision.
Esperaban ver una despolarizacion y contraccion al estimular directamente al musculo liso,
pero para su sorpresa, lo que observaron fue una hiperpolarizacion en respuesta a estimulos



individuales y una hiperpolarizacion y relajacion con estimulos continuos. En 1964 este
investigador, utilizé tetrodotoxina, la cual blogquea la conduccion nerviosa pero no afecta la
actividad del mduasculo liso, y lo que observd fue un bloqueé completo de las
hiperpolarizaciones, mostrando que eran potenciales inhibidores en respuesta a la
neurotransmision no adrenérgica no colinérgica (NANC) (5, 6).

En 1929 Drury y Szent-Gyorgyi describieron las acciones extracelulares de las
purinas en el corazén y los vasos sanguineos, y en 1959, Holton et al describieron por
primera vez que el ATP podia actuar como un neurotransmisor en el sistema nervioso
periférico, y propusieron que el ATP liberado de los nervios sensoriales durante la
estimulacion del nervio auricular causaba vasodilatacion en la arteria de la oreja de conejo
(5, 6).

Afos despues, 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”. Implicitamente dentro de este
concepto de sefializacion quedo 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 érganos y tipos celulares (5, 7).

Durante algun tiempo existio la idea de que la liberacion y accidn extracelular del
ATP ocurria Unicamente durante el dafio o muerte celular, pero ahora se reconoce que
también es un mecanismo fisioldgico llevado a cabo por células sanas (8).

Exocitosis y metabolismo extracelular del ATP

El ATP es una molécula de sefializacion celular que actta en todos los tejidos y
tipos celulares, que tiene multiples vias de liberacion, que pueden o no combinarse, siempre
en funcién del contexto fisioldgico o fisiopatoldgico que se lleve a cabo (6).

La fuente méas importante en la sintesis de ATP es la mitocondria, la cual mantiene
las concentraciones de ATP citosolico de la célula entre 3 y 10 mM. Sin embargo, la
concentracion de ATP pueden ser mayor en compartimentos especializados, por ejemplo,
en vesiculas secretoras que tienen transportadores de nucleétidos, la concentracion de ATP
pueden llegar a 100 mM, entre 5 y 50 mM en las vesiculas secretoras de los mastocitos, y
entre 150 y 200 mM en vesiculas que contienen serotonina y acetilcolina (6, 9).

La liberacidn 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). EI ATP es
almacenado y liberado solo o con otros neurotransmisores, como por ejemplo GABA,
acetilcolina o noradrenalina (6, 7, 10, 11).

La liberacion vesicular de ATP requiere un mecanismo especifico para su
acumulacién en las vesiculas secretoras. El almacenamiento de ATP en vesiculas requiere
un gradiente electroquimico proporcionado por la bomba H*-ATPasa vesicular (V-
ATPasa,) localizada en la membrana vesicular. Esta bomba crea una alta concentracion de
protones en el interior de la vesicula secretora, o que hace que sea mas positivo que el
citosol. El gradiente electroquimico impulsa la captacion de ATP mediante el trasportador
vesicular de nucleétidos (V-NUT) (6, 11).

La liberacion de ATP por exocitosis es bien conocida en tejidos neuroenddcrinos,
neuronas exitatorias y plaquetas. Al recibir un estimulo, las vesiculas que contienen ATP,
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Figura 2. Representacion esquematica del V-NUT (Transportador vesicular de nucle6tidos). V-NUT
transporta nucleétidos al interior de los granulos secretorios, utilizando el gradiente electroquimico provisto
por la bomba de protones V-ATPasa. La exocitosis de ATP  es dependiente de Ca®* en tejidos
especializados. Tomado de Lazarowski, 2012.

serotonina u otras catecolaminas, migran hacia la membrana plasmatica a través de los
filamentos del citoesqueleto, ahi se fusionan con la membrana plasmaética y liberan su
contenido al espacio extracelular. Este mecanismo es dependiente de Ca®* (11).

Una vez que el ATP es liberado al espacio extracelular, puede ser metabolizado por
reacciones secuenciales, no solo para degradarlo, sino también para generar intermediarios
con diversas propiedades de sefializacion en diversos tejidos, 0 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
Ilamadas ectonucleotidasas. Las ectonucleotidasas son ectoenzimas que hidrolizan a
nucleotidos extracelulares, como el ATP, en sus respectivos nucleosidos, los cuales, inician
una serie de respuestas celulares a través de la activacion de los receptores purinérgicos P2,
por lo tanto, las ectonucleotidasas tienen un papel importante mediante la regulacion de las

NTPDasa NTPDasa
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Figura 3. Sitios de hidrélisis 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.

hidrolisis de estas moléculas (13, 14). Existen cuatro tipos de ectonucleotidasas: la
ectonucleotidasa trifosfato difosfohidrolasa (NTPDasa), la fosfatasa alcalina (PA),
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 catalitica de manera
extracelular, teniendo afinidad por ATP y ADP, mientras que las cuatro restantes, las
NTPDasas 4, 5, 6 y 7 su actividad catalitica es intracelulares, teniendo afinidad por
cualquier otra base nitrogenada. Las NTPDasas hidrolizan trifosfatos y difosfatos de
nucleotidos dando como producto final nucledtidos monofosfatos. Las NTPDases 1, 2, 3 y
8 se cree tienen dos dominios transmembranales y su funcién requiere la presencia de Ca**
o Mg?*. La actividad de estas 4 enzimas también es dependiente del pH, con un 60% de
actividad a un pH en rangos fisioldgicos (14, 16).

La familia de las NPP esta representada por siete miembros (NPP 1-7), pero de
estas, Unicamente NPP1, NPP2 y NPP3 estan involucradas en la hidrélisis de nucleétidos
extracelulares (6). Las NPPs tienen un solo dominio transmembranal y un dominio
catalitico extracelular que tienen afinidad por ATP y otros nucleétidos. Su actividad
enzimatica es optima a un pH alcalino y depende de las presencia de iones divalentes como
el Mg* 0 Zn?* (14, 17).

Finalmente, cuatro enzimas son reconocidas como fosfatasas alcalinas (AP): AP
intestinal (IAP), AP tejido no especifico (TNAP o NSAP), AP placentaria (PLAP) y AP
germinal. Estas enzimas pueden hidrolizar el ATP extracelular a adenosina. Son las Unicas
ectonucleotidasas que pueden defosforilar secuencialmente nucleétidos trifosfatados a
nucleodsidos. Un pH alcalino (>9) es el 6ptimo para la actividad enzimatica de las AP. Las
AP son proteinas diméricas y sus sitios cataliticos contienen tres iones metélicos, de los
cuales dos son iones de Zn®* y uno de Mg®* necesarios para llevar a cabo su actividad
catalitica (6, 16).

La importancia bioldgica que tienen las ectonucleotidasas en enfermedades
neuroldgicas, inflamatorias y autoinmunes se ha asociado con una alteracion de la actividad
y/o la expresion de estas enzimas, que, en algunos casos, estd vinculada a los
polimorfismos genéticos (15).

NPPs AP
NTPDasas 1,2y 3
1,2,3 y 8 NH,
COOH
i COOH NH,

Figura 4. Estructura de las ectonucleotidasas membranales del tipo NTPDasa, NPPs y AP que hidrolizan al
ATP y otros nucledtidos extracelulares. Tomado y modificado de Burnstock, 2007
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Familia Enzima Principales Tejido de distribucién
sustratos

NTPDasa 1 NTP, NDP SNC, células endoteliales,
epitelio, sistema inmune,
musculo, tracto intestinal,

Ectonucleotidasas sistema reproductivo y rifion.

trifosfato

difosfohidrolasas | NTPDasa 2 NTP, NDP Neuronas, neuroglia, vasos
sanguineos y paladar.

NTPDasa 3 NTP, NDP El Sistema Nervioso es su
principal localizacion.

NTPDasa 8 NTP, NDP Higado, yeyuno y rifion

NPP 1 NTP Higado, epitelio de la via
aérea, tejido adiposo,

Ectonucleotidasas corazon, rifidn, vejiga, rifion,

pirofosfatasas pulmon, timo, osteoblastos,

fosfodiesterasas condrocitos, macrofagos y
linfocitos.

NPP 2 NTP Sistema nervioso central, casi
exclusivamente en
precursores de la
oligodendroglia y células
leptomeningeas, astrocitos.

NPP 3 NTP Mdsculo cardiaco, epitelio de
la via aérea, epitelio del plexo
coroideo, hepatocitos vy
basofilos.

AP intestinal | NTP, NDP, NMP | Intestino

(1AP)

Fosfatasas
Alcalinas

AP tejido no | NTP, NDP, NMP | Durante el desarrollo del

especifico(TNAP sistema  nervioso, hueso,

0 NSAP) higado y rifion.

AP  placentaria | NTP, NDP, NMP | Sincitiotrofoblasto y en

(PLAP) algunos tumores.

AP germinal. NTP, NDP, NMP | Testiculo, cancer de testiculo,

malignizacion del trofoblasto.

Tabla 1. Descripcidn general de las ectonucleotidasas que hidrolizan nucleétidos extracelulares. Tomado y
modificado de Bursntock G.y Verkhratsky A, 2012.
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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: P2X;.7 Y P2Y1 2. 4 6,11, 12,13, 14 (6, 12).

Los receptores P2X son receptores ionotropicos, cationicos no selectivos
(permeables a Ca*"* Na' y K") y modulados por Ca®* extracelular, Mg?" H* e iones
metalicos tales como Zn** o Cu®* (6,18). En el masculo liso de las vias aéreas (MLVA) del
cobayo, los P2X no participan en la contraccion muscular, pero si en el rellenado del
reticulo endoplasmico con Ca?* (19).

Los receptores P2Y son receptores metabotropicos acoplados a proteinas G, dentro
de estos, los receptores P2Y; , 4 ¢ Se encuentran acoplados a una proteina Gqi;, que a
través de la activacion de la PLCy produce la movilizan Ca®* intracelular del reticulo
endoplasmico via trifosfato de inositol, con la subsecuente produccién y liberacion de
tromboxano A, el cual genera contraccion del musculo liso de la via 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
varia entre las multiples especies animales (13).

a) Receptor P2X b) Receptor P2Y

A I“ 1 88 PAETy
NH :
Espacio extracalular

as b
Fo

J ) G ) o . @
~ B 3 &5 T8 & .
Sy Boo oo 4te Ao A0
S 08 SRR R G Menmbrans
“ LY O, R CTYR AR e oY -7
X e s v < RS s o) lﬁf o paatica
BB S ¢ B O

X
0O ¥
L8 &7

COOH

Figura 5. Estructura de los receptores P2. a) Receptores P2X: familia de purinoreceptores del tipo
ionotropicos, cationicos no selectivos. B) Receptores P2Y: familia de purinoreceptores acoplados a proteinas
G. Tomado y modificado de Burnstock 2007; von Kugelgen y Wetter, 2000.
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Receptor Mecanismo de Tejido de distribucion Principal agonista
transduccion
P2Y, Gy/G11;  activacion | Plaquetas, corazon, masculo | 2-metiltioADP > 2-
PLC-S esquelético, tejido neuronal y | metiltioATP = ADP
tracto digestivo. > ATP, MRS2365
P2Y, Gy/Guy; activacion de | Pulmoén,  corazon  musculo | UTP = ATP, UTPyS,
PLC-S esquelético, rifidén y bazo. INS37217
P2Y, Gy/G11 y posibilidad | Placenta, pulmon, musculo liso | UTP > ATP, UTPyS
de G;, activacion de | vascular e higado.
PLC-p
P2Y5s Gy/G11; activacion de | Pulmoén, corazon, aorta, rifion, | UDP > UTP >> ATP,
PLC-p placenta,  timo, intestino, | UDPBS
cerebro.
P2Y 11 Gy/Gu1 y Gs; | Bazo, intestino y celulas del | ARC67085 > BzATP
activacién de PLC-g | sistema inmune. > ATPyS >ATP
P2Y 1, Gi, inhibicion de la | Plaquetas y tejido neuronal. 2-metiltioADP >
adenilato ciclasa ADP >> ATP
P2Y 13 GilG, Bazo, leucocitos, higado, | ADP = 2-
cerebro y medula 6sea. metiltioADP >> ATP
y 2-metiltioATP
P2Y 14 Gy/G1u Placenta, tejido  adiposo, | UDP-glucosa = UDP-
intestino, cerebro y bazo. galactosa

Tabla 2. Caracteristicas 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 musculo liso de las vias
aéreas, sin embargo, existen pocos estudios donde se evalla el papel del ATP en el asma.
Esta enfermedad se caracteriza por un proceso inflamatorio crénico de las vias aéreas en el
que estan involucradas diversas células, como eosinofilos, neutréfilos, basofilos, linfocitos
T, macrofagos, células cebadas y células epiteliales (21, 22). Estas células tienen la
capacidad de liberar diversos mediadores quimicos, tales como histamina, serotonina,
leucotrienos, tromboxano A,, factor de activacion plaquetaria, y algunas citosinas como el
factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina 5, todos ellos capaces de producir
hiperreactividad de las vias aereas (23, 24). Adicionalmente, la degranulacion de las células
cebadas, la estimulacion de las células epiteliales, linfocitos o la activacion plaquetaria,
pueden liberar sustancias potencialmente broncoconstrictoras tales como el ATP (6,9,11).
En 1996, Pellegrino et al. (25) estudié la funcién pulmonar de 8 sujetos asmaticos y 8
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sanos, quienes se sometieron a una prueba de reto bronquial, bajo la inhalacion de
metacolina, histamina y ATP. De acuerdo con sus resultados, las vias aéreas de los sujetos
asmaéticos fueron 6400 veces mas sensibles a la inhalacion de ATP que los sujetos sanos,
evaluado por la disminucién del 15% del volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV1 ). Ademas, entre los sujetos asmaticos que inhalaron ATP, este fue 51 veces méas
potente que la metacolina y 87 veces mas potente que la histamina para producir la
disminucion de un 15% del FEV1. En el 2007, ldzko et al. (26) en sujetos asmaticos y
ratones sensibilizados observd que durante el reto antigénico existia un fuerte incremento
en la concentracion de ATP en los lavados broncoalveolares. lgualmente este autor
encontré que la eosinofilia, la inflamacion de la via aérea y la hiperreactividad bronquial
desaparecieron cuando la hidrolisis de ATP fue incrementada por la administracion
exogena de una apirasa (E-NTPDasal) o suramina (un antagonista no selectivo de los
receptores purinérgicos). Recientemente en el laboratorio de investigacion en asma, se
corrobord que las células polimorfonucleares y mononucleares de humano, también tienen
la capacidad de liberar ATP (datos aun no publicados). Claramente los estudios
mencionados anteriormente indican que el ATP es una substancia broncoconstrictora muy
potente. Por lo tanto, podriamos especular que tal efecto puede ser modulado por la répida
hidrolisis del ATP por las ectonucleotidasas.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios mencionados anteriormente indican que el ATP es una potente
sustancia constrictora del masculo liso de las vias aéreas. Por lo tanto nuestro
planteamiento del problema es conocer el papel que tiene el ATP en la via aérea y sus
posibles mecanismos de regulacién en el broncoespasmo inducido por el reto antigénico.

HIPOTESIS

1. La respuesta al reto antigénico en animales sensibilizados se incrementara al inhibir las
ectonucleotidasas con ARL-67156.

2. Los antagonistas de los receptores purinérgicos bloguearan el efecto broncoconstrictor
del ATP liberado en respuesta al reto antigénico.

3. El broncoespasmo en el reto antigénico inducido por ATP, sera bloqueado usando un
antagonista especifico del receptor de tromboxano A,.

4. El proceso de sensibilizacidon producird un incremento en la expresién de los receptores
P2Y epiteliales.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de las ectonucleotidasas en el broncoespasmo inducido por
el reto antigénico en animales sensibilizados y los receptores P2Y epiteliales involucrados.
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METODOLOGIA GENERAL

Protocolo de sensibilizacion

Los cobayos sensibilizados a ovoalbumina (OVA), son un modelo animal alérgico bien
establecido dentro del grupo de investigacion en que realicé este trabajo. Estos animales
desarrollan algunas caracteristicas fisiopatoldgicas comparables con el asma en humanos
(1,2).

Los cobayos machos (300-350 g, cepa Hartley) fueron sensibilizados a OVA,
mediante la administracion intraperitoneal y subcutanea (dia 0) de una solucién que
contiene 60 mg de OVA mezclada con 1 mg de Al(OH); disueltos en 1 ml de solucion
salina fisioldgica al 0.9 % (SSF). Mediante nebulizacién, los animales fueron retados
durante 5 min con 3 mg/ml de OVA disuelta en SSF 0.9 % (dia 8) y por 10 segundos con
una concentracion de 1 mg/ml de OVA (dia 15). Los animales sensibilizados se utilizaron a
partir del dia 21 posterior al inici6 del protocolo.

Pletismografia barometrica en animales anestesiados

La resistencia pulmonar (R.) se midi6 a través de un método isovolumétrico,
mediante una cdmara de plestimografia (Buxco Electronics Inc., Wilmington, NC, EUA).
Los animales sensibilizados se anestesiaron con pentobarbital sodico (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 camara de acrilico del pletismdgrafo y la traquea se canuld para
ventilarlo mecanicamente a un volumen de 10 ml/kg y 48 respiraciones/min (ventilador
mecanico para roedores, modelo 7025 Ugo Basile Biological Research Apparatus, Varese,
Italia). Posteriormente, la vena yugular fue canulada para la administracién de los
farmacos. Otra canula se colocé en el tercio medio del eso6fago, la cual mide la presion
intraesofagica, que sirve como un sustituto de la presion intrapleural. Finalmente, al animal
se le administré bromuro de pancuronio (0.06 mg/kg i.v.) con el objetivo de suprimir los
movimientos respiratorios espontaneos. A continuacion, la camara se cerrdé para poder
obtener la sefial de presion traqueal, que se integra a través de un transductor de presién
diferencial. Para registrar la sefial de flujo se conectd a un extremo de la cAmara un segundo
transductor de presién diferencial. Ambas sefiales se analizaron a través de un software
(Buxco, Biosystem XA v.2.11), el cual, calcula la relacion de estas sefiales para obtener la
R_ cuya férmulaes R =AP/AV, donde AP es el cambio de presion y AV es el cambio de
volumen. El broncoespasmo inducido por el reto antigénico, se evalué como el maximo
incremento de R_ registrado minutos después a la administracion de OVA (100 pg/kg
I.v.). En animales sensibilizados control, el pico maximo de R, se obtuvo usualmente a los
~5 minutos.

Varios grupos de animales fueron estudiados. El grupo control recibié unicamente
el reto antigénico con OVA. A todos los grupos experimentales restantes se les administro
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 ademas los siguientes
tratamientos ~10 min antes de OVA: a) 20 mg/kg/i.v. suramina, un antagonista de los
receptores P2X1, 2,35 Y P2Y1,2,6,11,12,13 b) suramina mas 7.7 mg/kg/IV RB2, un
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antagonista de los receptores P2Y1 4611, 12,13 0 €) 0.3 mg/kg/i.v. SQ29548, un antagonista
de los receptores de TXA; .

En un grupo separado de cobayos sensibilizados, recibieron cada uno 300 unidades
de apirasa (NTPDasel) disuelta en 1 ml de SSF (via intratraqueal). Después de la
estabilizacion de los animales dentro del pletismégrafo (~5 min), el ARL-67156 fue
administrado 15 minutos antes del reto antigénico. ElI grupo control para estos
experimentos recibid6 1 ml de SSF intratraqueal. Se corroboré que el ARL-67156 no
modificara los valores basales de R en animales controles (cobayos sometidos al mismo
protocolo que los animales sensibilizados, pero sin la administracion de OVA).

El efecto de cada farmaco sobre el incremento en la R, al reto antigénico se evalud
comparando los valores maximos obtenidos en un periodo de tiempo preestablecido (~30
min).

Figura 6. Equipo de pletismografia para pequefias especies. Permite evaluar en animales anestesiados los
cambios en la R, durante el reto antigénico y el uso de distintos farmacos.

Obtencion de Lavado broncoalveolar

El lavado broncoalveolar (LBA) se colectdé 5 minutos después de la administracion
del reto antigenico, con o sin la administracion 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 canula intratraqueal, seguida de una gentil recuperacion del fluido.
El total de LBA fue centrifugado a 1800 rpm y almacenado a -70 °C hasta su analisis.

Organos aislados

Con la finalidad de investigar de manera local el papel del ATP y otros nucledtidos
en anillos traqueales y tiras de parénquima pulmonar de cobayo sensibilizado, se realizo
una curva de OVA (10 a 10° M) en estos tejidos, con o sin una incubacién previa (10
minutos) con 100 uM de ARL-67156, 100 uM de suramina méas 100 uM de RB2 0 10 uM
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 sodico (35 mg/kg, i.p.) y desangrados, se extrajo la
traquea o el parénquima pulmonar, retirdndoles tejido adyacente. Los tejidos fueron
colocaron en una cdmara de diseccion que contenia solucion Krebs-Ringer con la siguiente
composicion [mM]: 118 NaCl, 25 NaHCOg3, 11 Glucosa, 4.6 KClI, 1.2 KH,PO4, 1.2 MgSO,,
2 CaCl,. La solucién fue burbujeada con una mezcla de carbdgeno (95% O, y 5% CO,)
manteniendo un pH estable en intervalos fisioldgicos (7.3-7.4). La trdquea fue seccionada
en 8 segmentos, cada uno con 4 anillos de cartilago, que se colgaron en distintas camaras de
organos aislados a una tension de 1g, hasta que fueron totalmente estables
(aproximadamente 30 minutos). Para la obtencion de parénquima pulmonar, se extrajo el
bloque cardiopulmonar completo, el cual se colocd en una camara de diseccion que
contenia solucién de Krebs-Ringer con las mismas caracteristicas mencionadas
anteriormente. Con una jeringa se perfundio solucion Krebs (20 mL) a través del ventriculo
derecho con el fin de remover la sangre de los pulmones; posteriormente se eligieron los
I6bulos inferiores (cara diafragmatica), retirdndoles la superficie pleural. Se cortaron 8 tiras
de aproximadamente 3x3x20 mm, con un peso seco de ~56 mg. Se colgaron en distintas
camaras que contenian solucion Krebs a una tension de 300 mg, hasta que fueron
totalmente estables (aproximadamente 30 minutos).

Con el prop6sito de normalizar las respuestas de los tejidos, éstos se estimularon
tres veces con KCI (60 mM) en el caso de la traquea y dos veces en el parénquima
pulmonar, durante 20 min o hasta alcanzar la respuesta méxima de contraccion. Todas las
respuestas contractiles subsecuentes obtenidas durante los experimentos fueron expresadas
en porcentajes de la tercera contraccion inducida por KCI.

La tension isométrica fue registrada con un transductor de tension (modelo FTO03,
Grass Instruments, West Warwick, RI, EUA) conectado a un sistema integrador de sefiales
(CyberAmp 380, Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Para obtener los datos y
registros de la contraccion del masculo liso traqueal de cobayo se utiliz6 una computadora
con el software (AxoScope version 10.2, Axon Instruments, Foster City, CA, USA).

Medicion de ATP liberado de plaquetas y lavado broncoalveolar.

Para la cuantificacion de ATP en plasma rico en plaquetas (PRP), la sangre de los
cobayos previamente sensibilizados se recolectd en tubos que contenian 0.129 mol/L de
solucion de citrato como anticoagulante (9:1 vol/vol), y se centrifugd a 200xg durante 4
minutos a temperatura ambiente (20-24 °C). EI PRP se recuper0 y se mantuvo a
temperatura ambiente. Las plaquetas (250 pL de PRP contenian ~ 2.5x10° plaquetas/uL) se
incubaron durante 3 min a 37 °C. Posteriormente, la liberacion de ATP de las plaquetas se
indujo con 1 uM de OVA bajo condiciones de agitacion (1200 rpm), y se dejo reaccionar
durante 8 minutos. La energia quimica del ATP se convierte en energia luminica mediante
una reaccion enzimatica usando luciferasa-luciferina, oxigeno y Mg®" y se midi6 a través
de un lumi-agregometro (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 concentracién de ATP en el LBA se utiliz6 un ensayo colorimétrico
comercial. Las muestras que previamente fueron deshidratadas y descongelaron se
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reconstituyeron en 100 uL del buffer perteneciente a dicho ensayo ( Abcam, Cambridge,
MA, USA).

Inmunofluorescencia para receptores purinérgicos

Las trdqueas obtenidas de cobayos no sensibilizados y sensibilizados fueron fijadas
histol6gicamente con paraformaldehido al 4% durante 2.5 horas y colocados en etanol al
30% hasta su inclusion en parafina. Los bloques de tejido parafinizados fueron cortados (5
um) y se colocaron sobre laminillas silanizadas. La parafina fue removida con xilol,
seguido con un lavado de soluciones de alcohol a varios grados de concentracion. Las
laminillas de pulmdn se colocaron en PBS tres veces por 5 minutos cada una. Para realizar
el desenmascaramiento antigénico se colocd el portaobjetos en un contenedor a presion
con un buffer de citrato (0.01 M) a un pH de 6 durante 3 minutos. Las laminillas fueron
puestas en una solucién PBS y permeabilizadas con una solucién 0.1% Triton X-100 en
PBS. Para bloquear la unién no especifica a proteinas, se aplicé suero de caballo al 5%
sobre las laminillas por 2 horas. Los anticuerpos primarios para P2Y (cat. no. APR-009),
P2Y, cat. no. APR-010), P2Y, (cat. no. APR-006) y P2Ys (cat. no. sc-20127), de
Laboratorios Alomone (Jerusalén, Israel), se incubaron (dilucién 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 dilucién 1:100 por una hora en oscuridad. Las laminillas
fueron lavadas con PBS cuatro veces durante 5 minutos cada una, y fijadas con
paraformaldehido 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 ratoén anti-pan
citogueratina (AE1/AE3 8/18 Cat. No. CM162B, Biocare Medical, Concord CA, EE.UU.),
usando suero de caballo al 1% para bloguear la unién inespecifica de proteinas, y como
anticuerpo secundario se utilizd Alexa flGor 488 de burro anti-raton (A21202 Molecular
Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA).

A las laminillas se les colocdé VectaShield mounting (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EE.UU.) para preservar la fluorescencia, facilitar la manipulacion y
almacenamiento del tejido montado. La especificidad del inmunomarcaje del antigeno para
P2Y,se determing utilizando un péptido bloqueador para saturar el anticuerpo primario; en
el caso de P2Yg, debido a que no existe péptido bloqueador comercial, el control negativo
del anticuerpo primario se omitié. No hubo marcaje del P2Y; en la via aérea, por lo que se
realizd un control positivo en el hipocampo de cobayo y se corrobord la especificidad con
un péptido blogueador. El control negativo para P2Y, con su péptido bloqueador fue
realizado en un trabajo previo (27). Todas las laminillas se tifieron con DAPI (Sigma, cat.
no. D9542) para la visualizacion del nucleo.

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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inmersion. La resolucion original de todas las imégenes fue 1,024 x 1,024 pixeles. Para
fines de visualizacion, se hicieron imégenes 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
estabilizacion del ARN (RNAlater, Qiagen, Dusseldorf, Alemania). La purificacion del
ARN se hizo usando un kit comercial para ARN (Ambion, Foster City, CA). Se us6 1 ug de
ARNmM vy transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en
presencia de oligonucle6tidos (ANTPs) por 1.5 horas a 42°C. Se disefid el PCR 25 pul con
1/20 de la reaccion de transcripcion reversa con el kit de DNA polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Los primers sentido y antisentido para el receptor
P2Y, (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 nucle6tidos 5-
CTATGCAGTTGTCTTTGTGCTG-3 'y  5-AAGCAGACAGCAAAGACAGTCA-3,
respectivamente. Los primers sentido y antisentido para el receptor P2Y¢ (Ensembl-
ENSCPOT00000008023.2) fueron los nucleétidos 5- CCAGTCCTTGAGCTTGCCAC-3y
GCCACTTGGCTGTGAGTTTCTG-3, respectivamente. Los primers sentido y antisentido
para GAPDH fueron los nucleétidos 5- TGAAGGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3 y 5-
CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3, respectivamente.

Después de 5 minutos a 94°C, la amplificacion se efectu6 con 30 ciclos en las
siguientes condiciones:
a) Para el receptor P2Y,, 15sa94°C, 30 sa 49°C y 1.10 minutos a 68°C.
b) Para el receptor P2Ys, 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, y 1.10 minutos a 68°C.
c) Para GAPDH, 20sa94°C, 20sa 60°C y 1 min a 68°C

Durante un periodo 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% tefiidos con 1
pg/ml de bromuro de etidio. Las imagenes se obtuvieron con un sistema de documentacion
Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).

Cada experimento se realizd 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 cmH,O/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 R, 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 estan involucradas en el incremento en la respuesta en condiciones in
vivo (Fig. 7).

p<0.01
8
&3 Basal G

; mm OVA 100 pg/kg
ARL67156 5mg/kg + OVA

MORTALIDAD
~45%

R, (AP/AF) (cmH,0/ml/s)

n=10 n=9

Figura 7. Potenciacion del broncoespasmo inducido por reto antigénico a través de la inhibicion de
las ectonucleotidasas por ARL-67156. En cobayos sensibilizados, una dosis baja de OVA (100 ug/kg, i.v.)
indujo un ligero incremento de la resistencia pulmonar total (R, barra negra, n=10), en comparacion con
sus valores basales (barra blanca, n=10). Con la inhibicion previa de las ectonucleotidasas con 5 mg/kg de
ARL-67156 i.v., hubo un amplificacion 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 estandar.

Con la administracion previa de 300 unidades intratraqueales de apirasa, se logro
abolir completamente el efecto de potenciacion del ARL-67156 sobre el reto antigénico
(48 + 89% incremento de R(, n =8), de manera que el broncoespasmo resultante no fue
diferente al del grupo control sin ARL-67156 (46 £34% incremento de Ry, n =4, Fig. 8).

El gran incremento en la R. inducido por ARL-67156 fue parcialmente bloqueado
por la administracion de suramina previa al reto antigénico (p < 0.05, n =5), y totalmente
abolida por la combinacion de suramina mas RB2 (p < 0.01, n = 4) o por SQ29548 (p <
0.01, n=6). (Figura 9).
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Figura 8. La administracién de apirasa via intratraqueal aboli6 la potenciacion del broncoespasmo inducido
por la inhibicion de las ectonucleotidasas. En el grupo control, el reto antigénico con OVA (100 ug/kg)
produjo un incremento de la resistencia pulmonar total (R,), este grupo fue instilado con 1 mL de Solucion
Salina Fisiologica via intratraqueal (SSF-IT) 15 min previos al reto antigénico (R, Barra negra, n=4). En el
grupo experimental, se instilaron 300 Ul de apirasa disueltas en 1 mL de SSF via intratraqueal (APY-IT), el
ARL i.v. se administré 15 minutos previos a la OVA, no se observd la potenciacién de la respuesta al reto
antigénico generada por la inhibicién de las ectonucleotidasas (Barra con lineas diagonales, n=7). No hay
diferencia significativa entre los valores de R, entre el grupo control y el experimental (Prueba T de student).
Las barras representan la media y las lineas verticales el error estandar.
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Figura 9. La potenciacién del broncoespasmo inducido por la inhibicién de las ectonucleotidasas fue abolida
por los antagonistas de los receptores P2Y y del receptor de TXA,. ARL= ARL-67152 (5 mg/kg), OVA =
ovoalbumina (100 ug/kg); SUR = suramina (20 mg/kg), RB2 = reactivo azul (7.7 mg/kg), SO = S029548 (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 lineas verticales el error estandar.
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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 caus0 una contraccion dependiente de la concentracion en ambos tejidos. Como
se puede observar en la figuras 10A y 10B, la inhibicidn de las ectonucleotidasas con ARL-
67156 no modifico la respuesta de contraccion a OVA, pero la adicion de suramina (100
uM) mas RB2 (100 uM) causan un desplazamiento a la derecha de la curva concentracion
respuesta a OVA. La evaluacion de sus respectivas regresiones lineales mostrd una clara
diferencia significativa en los interceptos para ambos tejidos, en traquea (p < 0.05) y en
parénquimas (p < 0.01). Igualmente, el levamisol (10 uM) produce un desplazamiento a la
derecha de la curva concentracion respuesta a OVA en anillos traqueales (p < 0.005 para
los interceptos, Fig. 10C) pero no en parénguima pulmonar (Fig. 10D). Los controles
negativos (traquea de cobayos no sensibilizados) no respondieron a OVA (no ilustrado).
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Figura 10. Efecto de la inhibicion de las ectonucleotidasas y/o el antagonismo de los receptores P2Y sobre la
respuesta de contraccién inducida por el reto antigénico en la traquea y parénquima pulmonar de cobayos
sensibilizados. La inhibicién de las ectonucleotidasas por ARL-67156 (ARL, 100 uM) no afecté la
contraccion inducida por OVA, mientras que la mezcla de suramina (SUR, 100 uM) mdas RB2 (100 uM)
provocé un desplazamiento hacia la derecha de la curva concentracion respuesta de OVA, tanto en anillos
traqueales (A) como en las tiras de parénquima pulmonar (B) de cobayos sensibilizados. Se realiz6 un
analisis de covarianza, evaluando las diferencias de las regresiones lineales obtenidas del grupo control y los
experimentales, mostrando diferencias estadisticas en las intersecciones del grupo de OVA contra el grupo de
SUR+RB2, tanto en las traqueas (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 uM) desplazo la curva hacia la izquierda en comparacion con la curva concentracion
respuesta a OVA en las traqueas (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 pM de OVA, se observo una
liberacion de ATP de 0.50 + 0.25 nM (n = 7), que corresponde a la mitad de la
concentracion de ATP liberado de los experimentos controles, donde las plaquetas fueron
estimuladas con 5 uM 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 observo respuesta (Fig. 11A).

No hubo diferencia estadistica 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
observé 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).
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Figura 11. Efecto del reto antigénico en la liberacién de ATP de plaquetas y lavado broncoalveolar
de cobayo sensibilizado. En la figura A, la barra negra corresponde al ATP liberado por OVA 1 uM,
mientras que la barra blanca representa el ATP liberado por un control positivo (5 uM ADP). El ATP
liberado de las plaquetas con la estimulacion de 1 uM 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 uM de ADP,
cuyo valor fue de 1.06 + 0.26 nM. La adicién de solucion salina no produjo ningin efecto. Las barras
representan la media y las lineas verticales el EEM. En la figura B, se observa como la concentracion de
ATP en el LBA después del reto antigénico con OVA es mucho mayor con la previa inhibicién de las
ectonucleotidasas con ARL-67156 (barra rayada) que con so6lo el reto antigénico con OVA (barra negra).

Las imagenes de microscopia confocal de las traqueas obtenidas de animales no
sensibilizados, no mostraron fluorescencia en el epitelio de la via aérea para los receptores
P2Y, y P2Ys (Fig. 12, panel A-D y I-L, respectivamente) en cambio en animales
sensibilizados se observd una fuerte fluorescencia para ambos receptores en el borde
luminal del epitelio de las vias aéreas (Fig. 12, panel E-H y M-P, respectivamente).
P2Y, también tiene una intensa fluorescencia en el musculo liso de la via aérea en
animales sensibilizados y no sensibilizados, pero se ve fuertemente incrementada en las
imagenes de los animales sensibilizados. Por otro lado, en las traqueas sensibilizadas, los
receptores P2Y; y P2Y, estuvieron ausentes en el epitelio de la via aérea , aunque P2Y se
observo en la musculo liso de la via aérea y en la capa submucosa ( Fig. 13, panel E-H). Se
corroboré la inmunorreactividad del anticuerpo para el receptor P2Y; en secciones
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histologicas 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
P2Y, fue realizado con un péptido bloqueador en un trabajo anterior (27).
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Figura 12. Microscopia confocal para los receptores P2Y, y P2Yg en traqueas de cobayos
sensibilizados y no sensibilizados. La primera columna muestra la inmunorreactividad de los receptores P2Y,
y P2Yg (color rojo), en la segunda y tercera columna se visualiza la inmunofluorescencia para la
citoqueratina en el epitelio de las vias respiratorias (color verde) y DAPI para los nucleos celulares (color
azul) respectivamente. La ultima columna es la fusion de las 3 anteriores. En estas imagenes fusionadas, los
receptores P2Y, en traqueas no sensibilizadas (panel D) se localizaron principalmente en el musculo liso
bronquial, pero no en el epitelio. En cambio en los tejidos sensibilizados, esta fluorescencia a P2Y, se
incrementd en gran medida en el masculo liso de las vias respiratorias y, mas importantes aun, se observa
ahora en el borde luminal del epitelio de las vias respiratorias (panel H). Con respecto a los receptores P2Ys,
en los tejidos no sensibilizados, la fluorescencia fue ligeramente difusa a lo largo del epitelio (panel L), pero
en las trdqueas de los animales sensibilizados, un fuerte incremento en la fluorescencia se observé
claramente en el borde luminal de las células epiteliales (panel P). La insercién en el panel | corresponde a
una tincion de hematoxilina-eosina para mostrar la ubicacion de musculo liso (SM) y el epitelio de las vias
aéreas (EPI).
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SIN ANTHCUERPO P2Y6

Figura 13. Microscopia confocal para los receptores P2Y,y P2Y,, y controles negativos para los receptores
P2Y, y P2Ys en traqueas de cobayos sensibilizados. En la primera columna se muestra la
inmunorreactividad para los receptores P2Y, y P2Y, (tefiido de rojo), en las segunda columna se observa la
fluorescencia de la citoqueratina en el epitelio de la via aérea (tefiido de verde) y DAPI para el nicleo
celular (tefiido de azul), respectivamente. La siguiente columna muestra el traslapado de las tres columnas
anteriores. La inmunorreactividad para el receptor P2Y; no fue detectada (panel Ay D), mientras que P2Y,
fue observado Unicamente en el musculo liso de la via aérea, pero no en el epitelio (panel Ey H). Las
imagenes de los paneles I-P muestran el control negativo para P2Y, usando un péptido blogueador que
satura al anticuerpo primario para P2Y4 (panel I-L) o eliminando el anticuerpo primario para P2Yy (panel
M-P).
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Figura 14. Control positivo con anticuerpo para el receptor P2Y;. La inmunorreactividad del anticuerpo
para el receptor P2Y,; usado en este estudio se corrobord usando secciones histolégicas del hipocampo de
cobayo, un tejido que se conoce posee una alta densidad de este tipo de receptor purinérgico (28). La

inmunorreactividad para P2Y,; se observé en neuronas (panel A y D), lo cual desaparecié al usar su
respectivo péptido blogueador (panel E-H).

P2Y,

En el epitelio de los cobayos no sensibilizados, el analisis del producto genético por RT-
PCR mostré que el ARNm del receptor P2Y, es ligeramente perceptible, mientras que el
ARNmM para el receptor P2Y¢ fue mas 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. Deteccion de ARNm para los receptores P2Y,y P2Yg en epitelio traqueal de cobayo por RT-PCR.
A) Producto de PCR de ~650 pb de longitud que corresponde a DNAc del P2Y, y el producto de PCR de
~1000 pb de longitud que corresponde al DNAc del P2Y¢ El panel inferior corresponde al DNAc constitutivo
de GAPDH. EIl 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 analisis densitométrico para los receptores P2Y que muestran una diferencia
estadisticamente significativa (P <0,05, prueba t de Student no pareada) en el ARNm de los receptores P2Y,y
P2Y¢ de los animales sensibilizados en comparacién con los animales no sensibilizados. Las barras muestran
las media + EEM.

DISCUSION

En los resultados obtenidos en nuestro modelo alérgico agudo en cobayos in vivo, la
respuesta al reto antigénico fue amplificada con la previa inhibicion 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 rapidamente hidrolizado por las
ectonucleotidasas. Cuando las concentraciones de ATP aumentan y no todo es
metabolizado, llega al epitelio de la via aérea provocando la produccion y liberacién de
TXA; a traves de la activacion de los receptores P2Y (19). De acuerdo con su via de
sefializacion a través de Gq/11, los Unicos receptores P2Y que podrian estar involucrados
en la liberacion de TXA; del epitelio de las vias aéreas son los receptores P2Y 1,2 4y (5).
Sin embargo, en este trabajo, mediante microscopia confocal y RT-PCR se encontré que los
receptores P2Y expresados en epitelio de la via aérea son los receptores P2Y 4y P2Ys, y su
expresion se incrementa con el proceso de sensibilizacion. ElI aumento de la densidad de
estos receptores favoreceria una respuesta mas intensa a los nucleotidos liberados durante la
estimulacion antigénica, especialmente en condiciones de inhibicion de las
ectonucleotidasas.

La respuesta incrementada al reto antigeno en el modelo in vivo cuando se inhiben
las ectonucleotidasas con ARL-67156, se reduce aproximadamente en un ~ 85% con la
administracion de suramina. Este farmaco antagoniza los receptores P2Y excepto al P2Y,
(29,30), por lo que el P2Ys;, probablemente, es el principal receptor involucrado en la
magnificacion del broncoespasmo. El 15% del incremento del broncoespasmo restante,
parece ser responsabilidad del receptor P2Y, (29,30), ya que esta respuesta restante fue
bloqueada al administrar RB2, un farmaco que antagoniza varios receptores P2Y,
incluyendo el P2Y .

La caracterizacion farmacoldgica indico que los receptores P2Y son los principales
involucrados en esta respuesta. El antagonista del receptor de TXA, (SQ29548) evitd por
completo la potenciacién del broncoespasmo potenciado por ARL, por lo que podemos
corroborar que la via final por la cual el ATP esta actuando se debe a la liberacion de
TXA,.

La administracion de apirasa via intratraqueal (NTPDasa 1) en cobayos
sensibilizados, anuld la potenciacién 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 fendmeno local y no sistémico.

Se encontraron altos niveles de ATP en el LBA recolectado cuando los animales
eran sometidos a un reto antigénico previa inhibicién de las ectonucleotidasas. Se sabe que
moléculas de mayor tamafio 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 nucleétidos estan llegando al borde
luminal de la membrana epitelial; estos resultados concuerdan con lo observado en la
administracion intratraqueal de la apirasa.

Las plaquetas de cobayo pueden liberar ATP durante el reto antigénico, y por lo que
se sabe estd es la primera vez que el fendmeno es encontrado. Se ha sugerido que las
plaquetas pueden estar involucradas en la patogénesis del asma. Se conoce que las
plaquetas poseen receptores FceRI y FceRIl (31), por lo que es razonable especular que en
el modelo del broncoespasmo alérgico de cobayo el reto antigenico provoque activacion
plaquetaria con la subsiguiente liberacion de nucledtidos, pero no se puede descartar la
participacion de otras células capaces de liberar ATP y otros nucledtidos, como los
eritrocitos, basofilos y células endoteliales (32, 33, 34). Y también se debe tomar en cuenta
la liberacion de ATP estimulada por ATP de algunas células a través de la activacion de
receptores purinérgicos.
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En el grupo de trabajo del Dr. Montafio, para investigar la liberacién 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 midio la concentracion de fosfatos liberados en el
tiempo (0, 4, 8, 16, 32, 62 y 128 minutos), bajo el estimulo de ATP (500 uM). Al comparar
el grupo estimulado con ATP y el grupo al que no se le dio ningun estimulo, se observa una
diferencia altamente significativa en la concentracion de fosfatos medidos,esto indica que el
ATP fue metabolizado. Para caracterizar la participacion de los receptores P2 en este
fendmeno, se incubaron las células con distintos farmacos 10 minutos previos al estimulo
con ATP: SKF (antagonista de receptores P2X), NEM (desacopla proteinas G, como los
receptores P2Y) y suramina (antagonista de receptores P2). Se observd una disminucion
altamente significativa en la concentracion de fosfatos al utilizar NEM y suramina, siendo
esta Ultima mayor, al compararlo con el grupo estimulado Gnicamente 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 liberacién de ATP, y
que los principales receptores purinérgicos involucrados en este fenémeno son los P2Y
(datos atn no publicados).

En los experimentos in vitro, se observd que la OVA produjo una contraccion
dependiente de la concentracion tanto en anillos traqueales como en parénquimas de
pulmon. Como se puede ver en la figura 10, la inhibicion de las ectonucleotidasas por el
ARL no modificd la respuesta de contraccion inducida por la OVA, pero la mezcla de
Suramina mas RB2 provocd un desplazamiento a la derecha de la curva concentracion
respuesta a la OVA en parénguimas pulmonares y en los anillos traqueales. Igualmente con
el levamisol se observé un corrimiento a la izquierda de la curva concentracion respuesta a
la OVA en anillos traqueales, pero no en parénquima de pulmén. Con estos resultados
podemos suponer que las ectonucleotidasas que participan a nivel sistémico no son las
mismas que actGan a nivel local, dado que el ARL-67156 no modificé la curva
concentracion 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 via aérea y en parénquima
pulmonar, pero son insensibles al ARL-67156 y probablemente son las responsables de la
hidrélisis de ATP extracelular a nivel local (35). El corrimiento a la izquierda de la curva
concentracion respuesta de OVA con la adiciéon de levamisol en la traquea, sugiere la
expresion de fosfatasa alcalina a nivel epitelial y no en parénquima pulmonar, ya que en
este Ultimo no se vid efecto con el levamisol, lo cual se apoya con lo reportado sobre la
localizacion de la fosfatasa alcalina no especifica (TNAP o NSAP) y la placentaria (PLAP)
en el epitelio de la via aérea en humanos (36).

La potenciacion del broncoespasmo inducido por reto antigénico en presencia de
ARL-67156 parece implicar mecanismos sistémicos, porque esto no se observé en
experimentos in vitro. Como se comentd anteriormente, es posible que los nucleotidos
implicados en el broncoespasmo sean liberados por diversos elementos de la sangre, lo que
implica que estos compuestos deben difundir desde el torrente sanguineo al epitelio de las
vias aéreas, y durante este viaje, ser catabolizados por las ectonucleotidasas, evitando de
este modo la contraccion del musculo liso bronguial. Nuestros datos sugieren que una parte
importante de este catabolismo fue sensible a la ARL-67156. Este farmaco ha demostrado
que inhibe a las NTPDasa 1 y 3, asi 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), asi como NTPDasa 3 en plaquetas (39), sean los principales
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responsables del control de los niveles de nucledtidos que se liberan sistematicamente
durante el reto antigenico.

CONCLUSION

En conclusion, en este trabajo se ha descrito un nuevo papel protector de las
ectonucleotidasas para evitar el efecto nocivo de ATP u otros nucleétidos durante el reto
antigénico. Ademas, se encontr6 que el procedimiento de sensibilizacidn per se, provoca un
incremento en la expresion de los receptores P2Y, y P2Y¢ en el epitelio de las vias
respiratorias, que parecen ser los dos principales receptores purinérgicos involucrados en el
broncoespasmo inducido por nucledtidos durante el reto antigénico. Estos resultados son
muy alentadores e invitan a explorar si estos mecanismos estan presentes en los pacientes
asmaticos, ya que a pesar de los maltiples tratamientos existentes para esta patologia siguen
existiendo sujetos refractarios al tratamiento o de dificil control, la hip6tesis de que hay
disminucion en la actividad de las ectonucleotidasas podria estar relacionado con esta
patologia y/o sus exacerbaciones.
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Abstract

Background: Nucleotides released to the extracellular space stimulate purinergic
receptors, and their effects are modulated by ectonucleotidases. The role of ATP
in the allergic bronchospasm has been scantly studied.

Methods: We used several techniques (plethysmography, organ baths, confocal
microscopy, RT-PCR, ATP measurement) to explore the role of nucleotides and
ectonucleotidases in the allergic bronchospasm in guinea pigs.

Results: While allergenic challenge with a low-dose ovalbumin (OVA) only pro-
duced a small bronchospasm (~2-fold the basal lung resistance), previous inhibi-
tion of ectonucleotidases by 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
potentiation was abolished by antagonism of purinergic receptors (suramin+RB2)
or TXA, receptor (SQ29548), or by intratracheal apyrase. In tracheal rings and
lung parenchyma strips, OVA caused a concentration-dependent contraction. Sur-
amin+RB2 or levamisole produced a significant rightward displacement of this
response, and ARL-67156 did not modify it. Platelets stimulated with OVA
released ATP. Confocal images of nonsensitized tracheas showed slight fluores-
cence for P2Y, receptors in epithelium and none for P2Y,. Sensitized animals
showed strong fluorescence to both receptors and to alkaline phosphatase in the
airway epithelium. This correlated with a large increment in mRNA for P2Y,
and P2Y receptors in sensitized animals.

Conclusions: Nucleotides greatly potentiate the allergic bronchospasm when
ectonucleotidases activity is diminished, and this effect is probably favored by the
upregulation of P2Y, and P2Y receptors in airway epithelium during sensitization.
These results prompt for further research on these mechanisms in human asthma.

The potential role of extracellular adenosine 5'-triphosphate
(ATP) and related nucleotides in asthma has not been well
documented., but some studies point out that ATP might be
relevant. In 1996, Pellegrino et al. reported the lung function
in eight asthmatic and eight healthy subjects who underwent
bronchial challenge with inhaled methacholine, histamine,

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd

and ATP (1). According to their data. airways from asth-
matic subjects were 6400 times more sensitive to inhaled
ATP than healthy controls, as evaluated by the provocative
concentration causing a 15% decrease in the forced expira-
tory volume at first second (FEV,). Moreover, among asth-
matic subjects, inhaled ATP was 51 times more potent than
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methacholine and 87 times more potent than histamine for
producing the 15% fall of FEV,. In 2007, Idzko et al.
observed that during an antigenic challenge, a sharp incre-
ment in ATP concentrations was detected in the bronchoalve-
olar lavage (BAL) of asthmatic subjects or sensitized mice
(2). Likewise, these authors found that eosinophilia, airway
inflammation, and bronchial hyperresponsiveness disappeared
when ATP hydrolysis was increased by exogenously adminis-
tered apyrase or when suramin (a nonselective antagonist of
purinergic receptors) was used.

The above-mentioned studies clearly indicate that ATP has
a potent biological ability to trigger airway smooth muscle
contraction. However, it is reasonable to speculate that such
effect will be modulated by its quick hydrolysis by ectonucleo-
tidases. There are three major groups of ectonucleotidases: the
ectonucleotide triphosphate diphosphohydrolases (NTPDase).
the ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterases (NPP)
and the alkaline phosphatases. Eight different genes codify for
the eight members of NTPDases. In four of them (NTPDasel.
2, 3, 8), the catalytic moiety is located in the extracellular sur-
face of the plasma membrane and has affinity for ATP and
ADP, and the remaining four (NTPDase4, 5, 6, 7) have affinity
for nucleotides other than ATP (3). Of the seven members of
the NPP family, three (NPP1, 2, 3) are also attached to plasma
membrane with their catalytic moiety faced extracellularly and
have affinity for ATP and other nucleotides (4, 5). Finally, five
isoenzymes are recognized for alkaline phosphatase (AP):
intestinal AP, tissue nonspecific AP (TNAP or NSAP), placen-
tal AP (PLAP), germ-like AP. and embryonic AP (6).

Thus, the aim of the present work was to explore the con-
sequences of ectonucleotidases inhibition during the broncho-
spasm induced by antigenic challenge in a guinea pig model
of allergic asthma and to evaluate the subtype of P2Y
receptors located in the airway epithelium involved in this
phenomenon.

Materials and methods

Detailed methods are described in the online Data S1.

Sensitization procedure and antigenic challenge

Guinea pigs were sensitized to ovalbumin (OVA), and anti-
genic challenge was accomplished with a single intravenous
bolus of low-dose OVA (100 pg/kg).

Plethysmography for mechanically ventilated animals

Lung resistance (RL) was measured in a Buxco closed-cham-
ber plethysmograph. The control group only received the
antigenic challenge. All the remaining (experimental) groups
received 5 mg/kg iv ARL-67156, an inhibitor of ectonucleo-
tidases (7, 8) before OVA. Some experimental groups also
received: (i) 20 mg/kg suramin, an antagonist of P2X, - 3 s
and P2Y 2 4 11 12, 13 receptors (9-13), (ii) suramin plus
7.7 mg/kg RB2, an antagonist of P2Y 4 ¢ 11, 12, 13 receptors
(9, 11-13), or (iii) 0.3 mg/kg SQ29548, an antagonist of the
TXA: receptor (14). Furthermore, a separate group received
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300 units apyrase (a NTPDasel) intratracheally before ARL-
67156 administration. We corroborated that ARL-67156
causes a concentration-dependent inhibition of ectonucleoti-
dase activity (release of inorganic phosphate measured with
malachite green) from blood leukocytes from sensitized
guinea pigs (data not shown).

Organ baths

To investigate the role of nucleotides locally released in tra-
cheal rings and parenchymal strips during antigenic challenge,
a concentration—response curve to OVA was performed with
or without preincubation with 100 pM ARL-67156, 100 uM
suramin plus 100 pM RB2, or 10 pM levamisole.

Immunofluorescence and alkaline phosphatase activity

Tracheas from sensitized and nonsensitized guinea pigs were
used to detect P2Y,, P2Y,, P2Y,, and P2Y, receptors. Activ-
ity of alkaline phosphatase was detected by using fast red
substrate in tracheas from sensitized guinea pigs.

RT-PCR

Total RNA was isolated from sensitized and nonsensitized
guinea pig tracheal epithelium, and primers for P2Y, and
P2Y, were used.

Measurement of ATP released by platelets and in BAL

Release of ATP by platelet-rich plasma was measured by the
luciferase assay. ATP concentration in BAL fluid was mea-
sured by using a commercial colorimetric assay.

Data analysis

Interval variables were compared using Student's r-test or
anova followed by Dunnett’s or Tukey’s test. Differences in
concentration-response curves were evaluated using Anova
followed by Dunnett’s tests for regression lines (15). Statisti-
cal significance was set at P < 0.05 bimarginally.

Results

Lung resistance basal values in all studied animals averaged
0.609 = 0.015 cmH,>0O/ml/s. mean & SEM. n = 41. Antigenic
challenge with a low-dose (100 pg/kg) OVA produced a non-
significant mild increment in RL of about 2-fold the basal
value (P = 0.08, n = 10) (Fig. 1A). By contrast, when ectonu-
cleotidases were inhibited by ARL-67156, the same low dose
of OVA caused a severe bronchospasm in most animals,
reaching about 11-fold the basal value (P = 0.008, n = 9) and
producing a 44.4% mortality, which suggested that nucleo-
tides were involved in this enhanced response in in vivo con-
ditions. Previous administration of 300 units intratracheal
apyrase completely abolished the potentiation effect of ARL-
67156 on the antigenic challenge, inasmuch as the resulting
bronchospasm (484 + 8§89% increase in Rr, » = 8) was not

37

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd



Chévez et al.

9 -

Inhibition of nucleotides hydrolysis and bronchospasm

1600 -

A B
8 1 *% 1400 |
7 w TE 1200
w 6 4 el
= 7 £ 1000 -
- (=]
o 51 / &
T 2 800 -
£ 4. / <
o c
= g 600 A
g s / j _ ]
ot £ 400
-
14 / & 200 -
—_ —pas L > 1000/
0 | | A ] ¢
Basal OVA Basal ARL Saline-IT  APY-IT
1600 - + OVA OVA +ARL
c +OVA
1400 - {
@ 1200
3 V
E 1000 - /
2 800 - /
5 /
600
5 / #
Q
E 400 4 T / T T
@ e T Tt
] / e M > 100%
N " A R S .
OVA ARL ARL ARL  SQ
+0OVA +SUR +SUR +ARL
+0OVA +RB2 +OVA
+ OVA

Figure 1 Potentiation of the antigen-induced bronchospasm through
inhibition of ectonucleotidases by ARL-67158, and the effect of
apyrase and antagonists of P2Y and TXA; receptors. A) In sensitized
guinea pigs, a low dose of ovalbumin (OVA, 100 pg/kg, iv) induced a
relatively small increment in the total lung resistance (RL), as
compared with their basal values (n = 10). Previous inhibition of ecto-
nucleotidases by 5 ma/kg 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

different from the control group without ARL-67156
(446 + 34% increase in R, n = 4, Fig. 1B).

In Fig. 1C, the large increase in RL induced by ARL-
67156 was partially blocked by further administration of sur-
amin before antigenic challenge (£ < 0.05, n = 35) and fully
abolished by the combination of suramin plus RB2
(P <0.01, n=4) or by SQ29548 (P < 0.01, n = 6).

To evaluate whether the participation of nucleotides that
we observed in in vivo conditions was also occurring locally
in the respiratory system, we studied tracheal rings (n = 6-7
per group) and lung parenchyma strips (n =4 per group)
from sensitized guinea pigs. In these experiments, increasing

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd

respect to the sham-sensitized control group receiving intratracheal
saline solution plus ‘challenge’ with OVA (Saline-IT, n = 8, unpaired
Student’s ttest). C) The bronchospasm potentiation induced by
inhibition of ectonucleotidases was abolished by antagonists of P2Y
and TXA, receptors. SUR = suramin (20 mg/kg); RB2 = reactive blue
2 (7.7 mg/kg), SQ = 5029548 (0.3 mg/kg). In panels B and C, the
number of experiments was 4-10 for each group. Bars represent the
mean and vertical lines the SEM. **P < 0.01, as compared with the
basal value (unpaired Student’s ttest). P < 0.05 and /P < 0.01 as
compared with the ARL+OVA group (anova followed by Dunnett's
test).

concentrations of OVA caused a concentration-dependent
contraction in both tissues. As can be seen in Figs 2A and
2B, inhibition of ectonucleotidases by ARL-67156 did not
modify the contractile responses to OVA, but suramin
(100 uM) plus RB2 (100 uM) caused a rightward displace-
ment of the concentration-response curve to OVA. For this
last analysis, although ECS0 between control and experimen-
tal tissues did not reach statistical significance, the evaluation
of their respective regression lines showed a clear difference
in the intercepts both in tracheas (P < 0.035) and lung paren-
chymas (P < 0.01). Likewise, levamisole (10 uM) 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 {ARL, 100 uM) did not affect ovalbumin {OVA)-induced
contraction, while suramin (SUR, 100 uM) plus RB2 (100 puM)
caused a rightward displacement of the cumulative concentration—
response curve to OVA either in tracheal rings (&) or in lung
parenchyma strips (B) from sensitized guinea pigs. Evaluation of

to OVA in tracheal rings (P < 0.005 for intercepts, Fig. 2C)
but not in lung parenchymas (Fig. 2D). Negative controls
(tracheas from nonsensitized guinea pigs) did not respond to
OVA (not illustrated).

ATP released from platelets under stimulation with | pM
OVA amounted 0.50 + 0.25 nM (r = 7), corresponding to
almost half the ATP released from positive control experi-
ments in which platelets were stimulated with 5 uM ADP
(1.06 + 0.26 nM, n =4, Fig. 3A). Negative controls (plate-
lets from sensitized guinea pigs, n = 4) did not respond to a
sham challenge with saline.

ATP concentration measured in the BAL fluid recovered
shortly after an antigenic challenge-induced bronchoconstric-
tion (n = 12) was slightly higher than a sham-sensitized group
(but lacking statistical significance, » = 5). However, when
compared with animals pretreated with ARL-67156 (n = 6), a
significant increase in ATP could be observed (191%,
P < 0.01) (Fig. 3B). Intratracheal administration of apyrase
(dissolved in 1 ml saline) prevented the ARL-67156-induced
increase in ATP levels, as compared with its control group that
received only 1 ml saline before challenge (P = 0.54).
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differences between regression lines of control and experimental
groups showed statistical 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, levamisole (LEVA, 10 uM) displaced rightward the concentra-
tion—response curve to OVA in tracheas (P < 0.005, Student's
-test for regressions, C), but not in lung parenchymas (D).

Confocal images of tracheas obtained from sensitized
guinea pigs showed strong fluorescence to P2Y, and P2Y,
receptors in the luminal border of airway epithelium, and
the former also had intense expression in the airway
smooth muscle (Fig. 4, panel E-H and M-P. respectively).
By contrast, in nonsensitized tracheas, a mild fluorescence
in epithelium was only observed for P2Y, receptors (Fig. 4.
panel I-L), but not for P2Y, receptors (Fig. 4, panel A-D).
Specificity of immunolabeling for both purinoceptors was
corroborated as observed in supplemental online Fig. A
(panel I-L and M-P, respectively). On the other hand, in
sensitized tracheas, P2Y, and P2Y, receptors were absent
in airway epithelium, although the latter was observed in
airway smooth muscle and the submucosal layers (supple-
mental online Fig. A, panel A-D and E-H, respectively).
As immunostaining for P2Y, receptor could not be detected
anywhere, a positive control with its blocking peptide was
carried out in guinea pig hippocampus (supplemental
online Fig. B). A negative control for P2Y, receptor with
its blocking peptide was already carried out in a previous
work (16).

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd
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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 uM), while open
bar represents the ATP released by a positive control (5 uM 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 alkaline phosphatase, confocal images
showed that activity of this enzyme was minimal in airway
epithelium from nonsensitized guinea pigs (Fig. 5. panels
A-D). but it was greatly increased in sensitized animals
(Fig. 3, panels E-H). We corroborated that staining corre-
sponded to alkaline phosphatase activity because it was fully
annulated by levamisole (Fig. 5, panel I).

In airway epithelium from nonsensitized guinea pigs, the
gene product analysis by RT-PCR showed that mRNA for
P2Y, receptor was only slightly noticeable, while the mRNA
for P2Y, was more evident. However, in epithelium from
animals sensitized to OVA, a large increment in mRNA
for both purinoceptors was observed (P < 0.05 for either
receplor, Fig. 6).

Discussion

In this guinea pig model of acute allergic bronchospasm, we
found that the response to the antigen was greatly magnified
by the previous inhibition of ectonucleotidases. Pharmacolog-
ical characterization of this enhanced response indicated that
P2Y receptors were the main purinoceptors involved. Addi-
tionally, we found that the main P2Y receptors expressed in
airway epithelium were P2Y, and P2Y, and that their expres-
sion was increased after the sensitization procedure. The
antagonism of TXA, receptor fully avoided the potentiation
of the bronchospasm, thus corroborating that the final path-
way by which ATP or other nucleotides such as UTP or
UDP were acting was due to TXA, release. This implies that
the amount of extracellular purines or pyrimidines released
during the antigenic challenge would be enough to produce a
severe bronchospasm, but that in normal conditions the

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd
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sham-sensitized group, but greatly 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 ml saline) prevented the ARL-induced increase in ATP levels, as
compared with its control group that received only 1 ml of intratrac-
heal saline before challenge (Saline-IT, P = 0.54). Bars represent the
mean and vertical lines the SEM of 4-12 experiments.

airway obstruction is prevented by their quick hydrolysis by
ectonucleotidases.

Nucleotides released to the extracellular space stimulate pu-
rinergic P2X and P2Y receptors in different tissues, including
the airways. P2X receptors are ligand-gated nonselective cat-
ion channels that are classified into seven subtypes (P2X, to
P2X5) (17). In the smooth muscle from guinea pig airways.
P2X,, P2X5, and at less extent P2X; are the main subtypes of
P2X receptors, and their functional role is not to contract
smooth muscle but to refill the sarcoplasmic reticulum with
Ca’" (18). By contrast, P2Y receptors, which can be stimu-
lated by ATP, ADP, UTP, and UDP (9), belong to the family
of G protein-coupled receptors and comprise eight subtypes:
P2Y . 2 4. 6. 11, 12 13, 14. The [irst four are linked to elevation
of cytosolic Ca®" through the Gg/11 pathway (19). In airway
smooth muscle, at least P2Y, and P2Y, cause relaxation
through the release of and autocrine stimulation by PGE,;
(18, 20). However, in guinea pig airway epithelial cells, one or
more of these four P2Y receptors are known to stimulate the
release of thromboxane A, (TXA,), although the specific P2Y
receptor subtype involved in this effect is yet unknown (18,
21, 22). In this context, in 1982, Advenier et al. (21) demon-
strated that the guinea pig tracheal contractile response to
ATP was greatly diminished by two inhibitors of thrombox-
ane synthase, strongly suggesting that this response was
dependent on TXA,. Some years later, Fedan et al. (22)
showed that this contractile response was dependent of airway
epithelium. Recently, we have corroborated both findings in
our experimental conditions. as the guinea pig tracheal con-
traction induced by ATP was largely reduced by indometha-
cin and fully abolished by elimination of airway epithelium
(18). Thus, in this animal species, the final effect of ATP is
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Figure 4 Confocal microscopy for P2Y, and P2Yy receptors in
tracheas from sensitized and nonsensitized guinea pigs. Details of
the content in each column of panels are as follows. The first
column shows immunoreactivity to P2Y, and P2Yg 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. In this merged images,
P2Y, receptors were mainly localized in airway smooth muscle,
but not in epithelium, of nonsensitized tracheas (panel D). In

the production of muscle contraction
indirectly through the release of TXA, (21).

Our data indicate that different pools of extracellular
nucleotides might be involved in the allergic response in vivo
and in vifro. Thus, bronchospasm was potentiated by ARL-
67156, and this enhanced response was mostly mediated by
purinoceptors, whereas the contraction of tracheal and lung
parenchyma tissues was not potentiated by ARL-67156, and
it was partly mediated by purinoceptors. Regarding in vive
experiments, there are some clues indicating that platelets

airway smooth

Chévez et al.

sensitized tissues, this fluorescence to P2Y, was greatly
increased in airway smooth muscle and, mare importantly, it was
now observed in the luminal border of airway epithelium (panel
H). With respect to P2Y; receptors, in nonsensitized tissues, the
fluorescence was slightly diffused along the epithelium only (panel
L), but in tracheas from sensitized animals, a sharp increment in
fluorescence was clearly observed in the luminal edge of epithelial
cells (panel P). The inset in panel | corresponds to an hematoxylin
—eosin staining to show location of smooth muscle (SM) and air-
way epithelium (EPI).

might be a major source of nucleotides during the antigenic
challenge, as platelets possesses large amounts of ATP stored
in their secretory granules (up to ~1 M) (23). Furthermore,
we found that platelets from guinea pig can release ATP
during the antigenic challenge, and as far as we know, this is
the first time that such phenomenon is reported. In previous
studies, platelets have been suggested to be involved in the
asthma pathogenesis. Thus, antigenic challenge in sensitized
mice induces platelet accumulation in the lung capillaries
(24), and in human bronchi, this type of chaﬂlfnge increases

® 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd
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Figure 5 Alkaline phosphatase activity in tracheas from nonsensi-
tized and sensitized guinea pigs. The enzyme activity (stained red)
was only localized to airway epithelium (stained green), being mini-
mal in nonsensitized animals (panels A-D) and greatly increased in

plasma levels of platelet mediators, implicating their intravas-
cular activation by the antigen (25). Finally, platelets are
known to possess FceRI and FceRII receptors (26, 27).
Therefore, it is reasonable to speculate that in our guinea pig
model of allergic bronchospasm, the antigenic challenge trig-
gered platelet activation with subsequent release of nucleo-
tides. However, the potential role of other cells that can also
release ATP or other nucleotides, such as erythrocytes, ba-
sophils, and endothelial cells (28-30), or even the local
release of ATP from airway epithelial cells (31), cannot be
discarded. especially when considering the possibility that
ATP can release more ATP from some cells through
purinergic receptor stimulation (29).

In the absence of ARL-67156, ATP or other nucleotides
released by the antigenic challenge should be rapidly hydro-

lyzed by ectonucleotidases. However, under conditions of

ectonucleotidases inhibition, the increased quantities of extra-
cellular nucleotides will reach the airway epithelium to pro-
duce the secondary release of TXA, via activation of P2Y
receptors. This hypothesis was supported by our finding that
higher levels of ATP could be recovered from BAL fluid
when animals submitted to an antigenic challenge were pre-
treated with the ectonucleotidase inhibitor ARL-67156. Fur-
thermore, we found that intratracheal apyrase was able to
abolish the potentiation of RL caused by the ARL-67156 (as

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Publishing Ltd
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sensitized guinea pigs (panels E-H). Nuclei were stained blue. Neg-
ative control was carried out by inhibition of alkaline phosphatase
activity with levamisole (panel ).

can be seen Fig. 1B), supporting that at least the final events
are related to ATP reaching the luminal surface of airway
epithelial cells to stimulate P2Y,4 and P2Y receptors, already
overexpressed by the sensitization procedure, as commented
below. The fact that in our in vivo experiments with ARL-
67156 the resulting bronchospasm was so severe (causing up
to 44% mortality) implies that ectonucleotidases play a
crucial role against the noxious effect of nucleotides. To our
knowledge, this protective role of ectonucleotidases has not
been described previously.

According to their signaling pathway through Gg,. the
only P2Y receptors that could be involved in the release of
TXA, from airway epithelium are P2Y, , 4 and 4. However,
we found that P2Y, and P2Y, were absent in the airway
epithelium, thus leaving P2Y,; and P2Y, the only two puri-
nergic receptors potentially involved in TXA, release. Some
studies showed that P2Y, receptors were present in airway
epithelial cells from humans and rodents (32, 33). In the pres-
ent study. the lack of detection of epithelial P2Y, receptors
(even when sensitization notably increased the expression of
other purinergic receptors) was not surely due to a low sensi-
tivity of the confocal technique, as this procedure was sensi-
tive enough to disclose the presence of P2Y, receptors in
airway smooth muscle. In the i vivo pharmacological experi-
ments, the ARL-67156-induced heightened response to the
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Figure 6 Detection of mRNA for P2Y, and P2Yg receptors in gui-
nea pig tracheal epithelium, as revealed by RT-PCR. A) The PCR
product ~650 bp length corresponds to P2Y, cDNA (upper) and the
PCR product ~1000 bp length corresponds to P2Yg cDNA (middle).
The lower panel corresponds to constitutive cONA of GAPDH. Lane
at the left corresponds to 1 Kb Plus DNA Ladder. The next lane is
a negative control without template. The remaining lanes corre-
spond to three experiments performed in nonsensitized guinea pigs
and three experiments in sensitized animals. B) Densitometry data
analysis for P2Y receptors (P2YR) showing a statistically significant
increment (*P < 0.05, nonpaired Student’s ttest) in mRNA for
P2Y, and P2Y, receptors in sensitized (S) guinea pigs, as compared
with control nonsensitized (NS) animals. Bars correspond to
mean + SEM.

antigen was reduced by ~85% il guinea pigs were pretreated
with suramin. As this last drug antagonizes all P2Y receptors
excepting P2Y, (IC50 > | mM) (12, 13), then P2Y seems to
be the major purinoceptor involved in such magnified bron-
chospasm. The remaining 15% of the exceeding broncho-
spasm seems to be mediated through P2Y,, as this residual
response was blocked by further addition of RB2, a drug
that antagonizes several P2Y receptors, including P2Y,
(IC50 = 18.5 pM) (12, 13).

At present, we do not know at what extent each of the sev-
eral purines or pyrimidines participates in the epithelium-
dependent contractile response. Pharmacological studies have
demonstrated that P2Y, and P2Y, receptors are stimulated
preferentially by UTP and UDP, respectively, with much less
sensitivity to ATP (9, 34). However, in a previous study, we
found that both ATP and ATPyS (a nonhydrolysable ATP
analog) were capable to produce a strong (up to 70% of the
60 mm KCI response) concentration-dependent contraction
of guinea pig tracheal rings (18). Moreover, suramin and
RB2 blocked up to ~30% and ~355% of the ATP-induced
contraction, implying the involvement of P2Y, and/or P2Y,
receptors. Thus, the role of ATP might be as relevant as for
UTP or UDP, at least in guinea pigs. Nevertheless, whatever
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the nucleotide(s) involved in this effect, they are all metabo-
lized by ectonucleotidases (8), and therefore, the activity of
these enzymes would still be important to protect from aller-
gic bronchospasm. Finally, the fact that the enhanced bron-
chospasm was fully avoided by a TXA, receptor antagonist
(SQ29548) corroborated that the nucleotides-induced bron-
chospasm was indirectly caused by TXA,, as has been
already well described for ATP (21).

Using confocal and RT-PCR analyses, we were able to
demonstrate that sensitization procedure increased the tran-
scription and expression of P2Y, and P2Y, receptors in the
luminal border of airway epithelial cells. Part of these results
is in agreement with a recent study by Vieira et al. (35). in
which a strong upregulation of P2Yg receptors was found
after sensitization in a murine model of allergic airway
inflammation. The increased density of these P2Y, and P2Y,
receptors would favor a more intense response to nucleotides
released during antigenic challenge, especially under condi-
tions of ectonucleotidase inhibition. This would imply that
nucleotides are reaching the luminal edge of the epithelial
membrane, as we indeed demonstrated for ATP in BAL fluid
and with experiments using intratracheal apyrase. In support
to this, it has been shown that molecules far larger than
purines and pyrimidines can cross the airway epithelium bar-
rier in particular during inflammatory conditions (36, 37),
and it has been found that during the antigenic challenge, a
sharp increment in ATP concentrations was detected in BAL
of asthmatic subjects or sensitized mice (2).

The potentiation of the antigen-induced bronchospasm in
the presence of ARL-67156 appears to mainly involve an
extrapulmonary mechanism because this was not observed in
in vitro experiments. As commented above, it is possible that
nucleotides involved in the enhanced bronchospasm was
released by blood elements, implying that these compounds
must diffuse from the blood to the airway epithelium, and
during such a trip, they would be catabolized by ectonucleo-
tidases, thus preventing the airway smooth muscle contrac-
tion. Our data suggest that an important part of such
catabolism was sensitive to ARL-67156. This last drug has
been shown to inhibit NTPDase 1 and 3, as well as NPP1 (8).
Therefore, in our in vive experiments, it is probably that
NTPDasel in endothelia and mononuclear and polymorpho-
nuclear cells (38, 39), as well as NTPDase3 in platelets (40),
were the main responsible for the control of nucleotides levels
that are systemically released during the antigenic challenge.
Moreover, an ecto-ATPase activity has been recently found in
erythrocytes that, although extremely low, might have physio-
logical relevance due to the high density of erythrocytes in
blood (28). In the in virro experiments, however, the catabo-
lism sensitive to ARL-67156 appears to be insignificant
because this drug failed to potentiate the OVA-induced con-
traction, despite the fact that the contraction was partially
mediated by nucleotides release (as suramin plus RB2 caused
rightward displacement of the concentration-response curve
to OVA). It is reasonable to speculate that in airways, the
catabolism of these compounds is locally carried out by ARL-
67156-insensitive ectonucleotidases such as NPP2, NPP3,
TNAP, and PLAP (8, 41), which have been detected in airway

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by Blackwell Pub\is::iwing Ltd
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epithelium and lung parenchyma (42-45). Moreover, we were
able to demonstrate that sensitization procedure dramatically
increased the alkaline phosphatase activity in airway epithe-
lium, thus providing a more powerful system to metabolize
ATP and other nucleotides. This local ectonucleotidase activ-
ity, however, would be not enough to prevent the in vivo aller-
gic bronchospasm likely because of enzyme saturation due to
the suddenly increase in nucleotides levels.

Our study was based on an intravenous antigenic chal-
lenge, which is a usual technique in guinea pig animal mod-
els. At what extent these mechanisms are also present after
an inhaled antigenic challenge is unclear, inasmuch as the
inhalatory route probably involves more local mechanisms.

In conclusion, we have described a novel protective role of
ectonucleotidases to prevent the deleterious effect of ATP or
other nucleotides during the antigenic challenge. Addition-
ally, we found that sensitization procedure per se causes an
upregulation of P2Y, and P2Y, receptors in airway epithe-
lium, which seem to be the two major purinergic receptors
involved in the nucleotides-induced bronchospasm after anti-
genic challenge. These results are very encouraging and
pointed out that these mechanisms must be explored in
asthma patients under the hypothesis that the level of ectonu-
cleotidases activity could be related to the severity of this
disease and/or its exacerbations.
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Inhibition of extracellular nucleotides hydrolysis intensifies the allergic
bronchospasm. A novel protective role of ectonucleotidases
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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 Autbnoma 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 pg OVA plus 1 mg Al(OH);
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 pg/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 = AP/AV’, where AP is the pressure change
and AV’ 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 P2X; , 3 5 and P2Yy 26 11, 12, 13
receptors (2-6), b) suramin plus 7.7 mg/kg RB2, an antagonist of P2Y; 4 6 11, 12, 13 receptors (2, 4-6), or c) 0.3
mg/kg SQ29548, an antagonist of the TXA, receptor (7, 8).
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A separate group of guinea pigs received 300 units apyrase (a NTPDasel) 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 R,
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 to 10°® M) was
performed in these tissues with or without a 10-min preincubation with 100 uM ARL-67156, 100 uM suramin
plus 100 uM RB2 or 10 pM 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 KCI, 1.2 KH,PO,, 1.2 MgSQ,, 11 glucose and 2 CaCl,. Preparations were maintained at 37°C and
bubbled with 5% CO, in oxygen at pH 7.4. Tissues were attached to an isometric force transducer (model
FTO03, 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 KCI 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 um) 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 P2Y, (cat. no. APR-009), P2Y, (cat. no.
APR-010), P2Y, (cat. no. APR-006), and P2Y, (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 1gG 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 P2Y, was used to saturate the
primary antibody; in the case of P2Yy, there was not a commercial blocking peptide, and thus for negative
control the primary antibody was omitted. Since immunostaining for P2Y; was absent in airways, a positive
control with its blocking peptide was done in guinea pig hippocampus (supplemental online Fig B). Negative
control for P2Y, 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 NacCl,
100 mM Tris-HCI, pH 9.5, 50 mM MgCl, 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 x40 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 pug of mMRNA and SuperScript 11 reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) in presence of oligo (dT) for 1.5 h at 42°C. We performed PCR in 25 pl with 1/20 of reverse
transcription reaction whit AccuPrime Pfx DNA polymerase kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Forward
and reverse primers for P2Y, 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 P2Yg receptor (Ensembl-ENSCPOTO00000008023.2) 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
P2Y, receptor, 15 s at 94°C, 30 s at 49°C and 1.10 min at 68°C. b) For P2Y 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 pg/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 200xg 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 ul of PRP containing
2.5x10° platelets/ul) were preincubated for 3 min at 37°C. After incubation, ATP release from platelets was
induced by 1 pM 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?®*, 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
pM 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 ul 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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LEGENDS FOR SUPPLEMENTAL ONLINE FIGURES

ONLINE Figure A. Confocal microscopy for P2Y, and P2Y, receptors, and negative controls for P2Y, and
P2Y¢ 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 P2Y; and P2Y, 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 P2Y, could not be detected at any level (panels A and D), while P2Y, 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 P2Y, (panel I-L) or eliminating
the P2Y¢ primary antibody (panel M-P).

ONLINE Figure B. Positive control for antibodies to P2Y receptor. Immunoreactivity of antibodies to P2Y

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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