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RESUMEN

Se han llevado a cabo estudios para determinar la presencia y función de recep-
tores P2Y en terminales sinápticas de cerebro medio. Ensayos imnunoquímicos
han mostrado la expresión, en dichas terminales, de los receptores P2Y2 y P2Y4. La
activación de estos receptores por sus agonistas selectivos lleva a una reducción en
la entrada de calcio en las terminales, inducida por agentes despolarizantes. Este
efecto es similar al que producen agonistas de otros receptores metabotrópicos,
como los A1 de adenosina o los GABAB, conocidos por su papel en el control
presináptico de la liberación de neurotransmisores.

La activación de los receptores P2Y conduce asimismo a una disminución en
los niveles intrasinaptosomales de AMPc, por lo que estos receptores parecen estar
acoplados negativamente a la actividad de la adenilato ciclasa. Sin embargo, se
plantea como hipótesis que los receptores P2Y pudiesen actuar reduciendo la
entrada de calcio en las terminales a través de la disociación de la proteína G a
la que están acoplados, y la posterior acción del dímero βγ sobre canales de calcio
dependientes de voltaje.

Palabras clave: Receptores P2Y.—Terminales sinápticas.—Regulación presi-
náptica.
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SUMMARY

Nucleotide P2Y receptors reduce depolarization-evoked calcium entry into
rat midbrain synaptic terminals

Studies were carried out to determine the presence and function of P2Y
receptors in synaptic terminals from rat midbrain. Immunochemical essays have
shown the expression of the nucleotide P2Y2 and P2Y4 receptors. Activation of
these receptors induces a reduction of the calcium entrance into the terminals,
when stimulated with depolarising agents. A similar effect is produced by agonists
of metabotropic receptors, such as the adenosine A1 or GABAB receptors, which
are well known for its role in the presynaptic control or transmitter release.

Activation of the P2Y receptors also triggers a reduction in the intrasy-
naptosomal cAMP concentration. Thus, these receptors seem to be negatively
coupled to adenylate cyclase activity. However, we postulate that P2Y receptors are
able to reduce calcium entrance into the terminals by the activation of the
corresponding G protein, dissociation of the trimer and action of the βγ subunits
on voltage activated calcium channels.

Key Words: P2Y receptors.—Synaptic terminals.—Presynaptic regulation.

INTRODUCCIÓN

Los terminales sinápticos contienen una gran variedad de recep-
tores que son activados por neurotransmisores liberados desde el
propio terminal o desde otros terminales o células adyacentes. Entre
estos neurotransmisores se encuentran los nucleótidos que, una vez
secretados al medio extracelular, regulan multitud de funciones en
el sistema nervioso central y periférico (1). Para llevar a cabo su
función neurotransmisora, estos compuestos se unen de manera
específica a receptores de membrana denominados P2 (2). Los re-
ceptores P2 se clasifican en dos grandes grupos: receptores ionotró-
picos, P2X, que constituyen canales iónicos activados por ligando y
de los que se han clonado, hasta la fecha, siete subunidades distintas
(P2X1-7); o receptores metabotrópicos, P2Y, que forman parte de la
superfamilia de receptores de siete hélices transmembrana acopla-
dos a proteínas G, y de los cuales se han descrito ocho subtipos
diferentes (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14).

Mediante el empleo de técnicas inmunoquímicas, de western blot
o por ensayos funcionales, se ha demostrado la existencia de recep-
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tores P2X presinápticos, fundamentalmente los constituidos por los
subtipos P2X3 y P2X7 (3-7), aunque otras subunidades, como la P2X1,
P2X2 o P2X4, podrían también tener una localización presináptica en
diferentes regiones del SNC (8-12).

Nuestro grupo ha sido pionero en el estudio de la funcionalidad
de los receptores P2X presinápticos, demostrando su presencia en
terminales de cerebro medio de tipo GABAérgico, colinérgico o glu-
tamatérgico, donde su activación conduce a la liberación del corres-
pondiente neurotransmisor (13, 14, 15). Las terminales aminérgicas
de los ganglios basales también contienen receptores ionotrópicos de
ATP capaces de inducir, tras su activación, incrementos en la con-
centración de calcio en el interior de la terminal (16).

La facilitación de la liberación de neurotransmisores por recep-
tores P2X presinápticos ha sido descrita también por otros autores
mediante ensayos electrofisiológicos llevados a cabo en neuronas de
la médula espinal o el tallo cerebral (17, 18, 19).

Aunque la existencia de receptores P2X presinápticos y su papel
en el control de la liberación de neurotransmisores ha sido fir-
memente establecida por la abundante evidencia experimental, este
no es el caso de los receptores P2Y. Diversos estudios sugieren que,
en determinadas localizaciones del SN, el ATP y otros nucleótidos
podrían actuar presinápticamente inhibiendo la liberación de neuro-
transmisores, presumiblemente a través de la activación de recepto-
res de tipo P2Y (20, 21).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo principal de
este trabajo ha consistido en investigar la presencia de receptores
P2Y en terminales sinápticas de cerebro medio de rata y su posible
papel en el control de la entrada de calcio inducida por la despola-
rización de dichas terminales.

MÉTODOS

Preparación de sinaptosomas

Los terminales sinápticos o sinaptosomas se obtuvieron a partir
de ratas Wistar macho adultas, que fueron sacrificadas por disloca-
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ción cervical y posterior decapitación. Tras ello, se extrajo el cerebro
y se lavó rápidamente con medio de aislamiento (sacarosa 0,32 M,
TES 5 mM y EDTA 0,5 mM, pH 7,4) a 4º C. A continuación se separó
el cerebro medio de la corteza y el cerebelo con ayuda de un bisturí.
El denominado cerebro medio incluye ganglios basales, hipocampo,
amígdala, diencéfalo, mesencéfalo y bulbo raquídeo. Los sinaptoso-
mas utilizados en los experimentos de medida de Ca2+ y medida de
AMPc se obtuvieron a partir de este área cerebral, mediante el pro-
tocolo descrito por Pintor y col. (22). Los sinaptosomas empleados
en los ensayos inmunocitoquímicos fueron sometidos a una etapa
adicional de purificación, empleando un gradiente discontinuo de
percoll, según el método descrito por Dunkley y col. (23).

Determinación fluorimétrica de Ca2+ intrasinaptosomal
en poblaciones

La determinación de la concentración de calcio citosólico libre
en los sinaptosomas se llevó a cabo empleando el indicador fluores-
cente Fluo-3. Los sedimentos de sinaptosomas, conteniendo 1 mg de
proteína, se resuspendieron en 500 µL de medio de incubación atem-
perado a 37º C. La composición del medio de incubación empleado
fue la siguiente: NaCl 122 mM, KCl 3,1 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4

0,4 mM, NaHCO3 5 mM, HEPES 20 mM, glucosa 10 mM y albúmina
de suero bovino (BSA) 1 g/L, pH 7,4. Los sinaptosomas se mantu-
vieron en agitación durante 5 minutos a 37º C. Transcurrido este
tiempo, se incubaron con Fluo-3 acetoximetil éster (4 µM) y CaCl2

(1,33 mM), durante 25 minutos, en agitación y a 37º C. Posterior-
mente, los sinaptosomas se lavaron por centrifugación en una mi-
crofuga durante 1 minuto a 16.000 x g, retirando el sobrenadante, y
resuspendiendo el sedimento en 500 µL de medio de incubación sin
BSA. Finalmente, esta suspensión se añadió a una cubeta de fluorí-
metro conteniendo 1 mL del mismo medio de incubación, suplemen-
tado con CaCl2 (concentración final de Ca2+: 1,33 mM). El ensayo se
inició, una vez estabilizada la señal de fluorescencia basal (aproxi-
madamente tras 1 minuto), con la adición simultánea de 4-aminopi-
ridina (4AP) 1 mM y el correspondiente agonista P2Y. Las mues-
tras se excitaron a 488 nm y la emisión de fluorescencia se recogió
a 524 nm. Los datos fueron registrados a intervalos de 0,5 segundos.
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La concentración de Ca2+ intrasinaptosomal fue calculada a partir de
las medidas de fluorescencia, empleando la ecuación de Grynkiewicz
y col. (24). El valor de la constante de disociación para el complejo
Ca2+/Fluo-3 a 37º C y pH 7,4 se estimó en 400 nM.

Determinación de los niveles de AMPc intrasinaptosomal

Los sedimentos de sinaptosomas, conteniendo 2 mg de proteí-
na, se resuspendieron en 1 mL de medio de incubación (composición
mM: NaCl 122, KCl 3,1, MgSO4 1,2, KH2PO4 0,4, NaHCO3 5, HEPES
20, y glucosa 10, pH 7,4) atemperado a 37º C y se mantuvieron en
agitación durante 5 minutos a esa temperatura. Transcurrido este
tiempo, se incubaron con 50  µM de rolipram (un inhibidor específico
de la fosfodiesterasa de AMPc) y CaCl2 1,33 mM, durante 30 minutos
a 37º C. Finalmente, se estimularon con los diferentes compuestos a
ensayar durante los tiempos indicados en cada caso. La estimulación
se detuvo añadiendo una mezcla de ácido perclórico y EDTA para
producir el lisado de las membranas, y la muestra se mantuvo en es-
tas condiciones durante 20 minutos a 4º C. Posteriormente, el lisado
de sinaptosomas se centrifugó a 13.000 x g en una microfuga durante
2 minutos a 4º C y a continuación se neutralizaron las muestras con
una mezcla de KOH/TEA y se congelaron hasta su procesamiento. Los
niveles de AMPc se determinaron utilizando un sistema de radioinmu-
noensayo suministrado en un kit por Amersham Biosciences.

Ensayos inmunocitoquímicos

Los sinaptosomas purificados por gradiente de percoll se resuspen-
dieron en 5 mL de medio PBS (mM: NaCl 137, KCl 2,6, KH2PO4 1,5,
Na2HPO4 8,1; pH 7,4) y se colocaron sobre un cubreobjetos previa-
mente tratado con poli-L-lisina, permaneciendo así durante una hora
a 37o C para permitir la adhesión de los sinaptosomas al vidrio. Una
vez adheridos, los sinaptosomas se fijaron con p-formaldehido al 4 por
100 durante 15 minutos, se lavaron dos veces con medio PBS y se in-
cubaron una hora, a temperatura ambiente, con una solución de blo-
queo conteniendo BSA al 3 por 100, Triton X-100 al 0,1 por 100 y
suero de cabra al 5 por 100 en PBS, con objeto de eliminar una posi-
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ble unión inespecífica del anticuerpo. Tras dos lavados con PBS/BSA,
los sinaptosomas se incubaron durante una hora a 37º C con el corres-
pondiente anticuerpo primario: anti-P2Y1 (1/100), anti-P2Y2 (1/100),
anti-P2Y4 (1/100), anti-P2Y6 (1/100) o anti-P2Y11 (1/100), todos ellos
desarrollados en conejo. Los anticuerpos empleados no se encuentran
disponibles comercialmente y fueron cedidos para este estudio por
Glaxo Wellcome. Posteriormente, los cubreobjetos se lavaron tres ve-
ces con PBS/BSA y se incubaron una hora a 37º C con el anticuerpo
secundario: TRITC-anti-IgG de conejo (1:500). Por último, se realiza-
ron tres lavados con PBS y los cubreobjetos se montaron sobre un
portaobjetos, empleando un medio de montaje. Los controles se obtu-
vieron siguiendo el mismo protocolo pero sustituyendo el anticuerpo
primario por el mismo volumen de PBS/BSA.

Análisis de datos

Los datos presentados corresponden a la media ± el error están-
dar de la media (SEM) de al menos dos determinaciones, llevadas a
cabo en diferentes preparaciones sinaptosomales. Las comparacio-
nes entre medias se realizaron acudiendo al análisis de la t de Stu-
dent. Un valor de p < 0,05 se consideró como significativo.

RESULTADOS

Identificación inmunocitoquímica de receptores P2Y
en terminales sinápticas de cerebro medio de rata

Para poner de manifiesto la presencia de receptores P2Y en las
terminales sinápticas de cerebro medio, se llevaron a cabo estudios
inmunoquímicos, empleando anticuerpos frente a diferentes subti-
pos de estos receptores: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11.

Tras el análisis de estos experimentos se detectó marcaje positivo
para los subtipos P2Y2 y P2Y4, como se puede observar en la Figu-
ra 1. Aunque, con los anticuerpos empleados, no se detectó ningún
inmunomarcaje para los subtipos P2Y1, P2Y6 y P2Y11, no se puede
descartar la presencia minoritaria de estas subunidades en nuestro
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modelo de sinaptosomas o en terminales sinápticas procedentes de
regiones más específicas del SNC.

Acción de los agonistas P2Y sobre la entrada de calcio
inducida por despolarización de las terminales

Para estudiar la funcionalidad de los receptores detectados, se
ensayó el efecto de sus agonistas sobre la entrada de Ca2+ provocada
por el agente despolarizante 4-aminopiridina (4AP).

Los receptores P2Y2 y P2Y4 se caracterizan por ser activados con
igual potencia por los nucleótidos de adenina y uracilo, cosa que
no ocurre con otros subtipos de receptores P2Y, como los P2Y1, P2Y4

y P2Y11-13, activados preferentemente por las purinas, o el receptor
P2Y14, activado específicamente por UDP-glucosa. Por ello, se empleó
UTP y UDP para estudiar selectivamente los receptores P2Y2 y P2Y4.
Como se observa en la Figura 2, ambos nucleótidos, a una concentra-
ción de 100 µM, son capaces de reducir significativamente los incre-
mentos de Ca2+ inducidos por 4AP 1mM, siendo los valores medidos
en presencia de UDP y UTP, respectivamente, un 93,7 ± 1,2 por 100 y
un 92,8 ± 2,2 por 100 de los observados en situaciones control.

FIGURA 1. Identificación inmunocitoquímica de los receptores P2Y en terminales
nerviosas de cerebro medio de rata. En las imágenes de fluorescencia se muestra

el marcaje positivo de las terminales de cerebro medio con anticuerpos frente a los
receptores P2Y2 (imagen A) o P2Y4 (imagen B). En ambos casos, los anticuerpos
anti-P2Y se revelaron con isocianato de tetrametilrodamina (TRITC). La barra de

escala corresponde a 5 µm.
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El 2MeSADP (un agonista selectivo de los receptores P2Y1 y
P2Y12) a 10 µM no produce, sin embargo, efecto alguno. A modo
comparativo, se ensayó también el efecto de otros agonistas de re-
ceptores metabotrópicos cuya localización presináptica ha sido fir-
memente establecida. Así, por ejemplo, se estudió el efecto de la
ciclohexiladenosina (CHA), un agonista de los receptores A1; o el
baclofén, un agonista selectivo de los receptores GABAB. Ambos
compuestos producen un efecto similar al observado para UTP y
UDP, si bien CHA y baclofén fueron capaces de reducir en mayor
proporción el incremento de Ca2+ inducido por 4AP, siendo los valo-
res medidos en presencia de estos agonistas un 85,1 ± 4,4 por 100
y un 77,7 ± 0,6 por 100 (para CHA y baclofén, respectivamente) de
los obtenidos en situaciones control (Figura 2).

FIGURA 2. Efecto de diversos agonistas sobre las respuestas de calcio inducidas
por 4-aminopiridina. (A) Se muestran registros representativos de los incrementos

de Ca2+ inducidos por la estimulación de las terminales con 4-aminopiridina
1 mM, en ausencia (control) o en presencia de UTP, UDP, ciclohexiladenosina

(CHA) o baclofén. En (B) se muestra la respuesta obtenida en presencia de cada
uno de los agonistas, como porcentaje con respecto a la respuesta en condiciones
control (∆[Ca2+]i = 40,34 ± 2,01 nM), que se ha establecido como el 100 por 100.

Las barras representan la media ± SEM de al menos tres experimentos en
cuadriplicado (n = 3-4). NS, diferencia no significativa con respecto al control
(p > 0,05); * (p < 0,05), respecto al control; ** (p < 0,01), respecto al control.
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Acción de los agonistas P2Y sobre los niveles
intrasinaptosomales de AMPc en terminales sinápticas
de cerebro medio de rata

El tratamiento de los sinaptosomas durante 5 minutos con
100 µM de forskolina, un activador directo de la adenilato ciclasa,
incrementa notablemente los niveles intrasinaptosomales de AMPc,
que pasan de 1,15 ± 0,02 pmol/mg proteína, en condiciones basa-
les, a 1,89 ± 0,03 pmol/mg proteína en presencia del activador (Fi-
gura 3).

FIGURA 3. Modulación de los niveles intrasinaptosomales de AMPc por el UTP.
El tratamiento de los sinaptosomas durante 5 minutos con 100 µM de forskolina

incrementa los niveles de AMPc con respecto a los presentes en condiciones
basales (control). El UTP, a 100 µM, disminuye los niveles basales del nucleótido

cíclico y, asimismo, reduce los incrementos en la concentración de AMPc
inducidos por forskolina. Las barras representan la media ± SEM de dos

experimentos en cuadriplicado. * (p < 0,05); ** (p < 0,01), respecto al control.
† (p < 0,05), respecto a la forskolina.

El UTP, a 100 µM, es capaz de disminuir de forma significativa,
tanto los niveles basales de AMPc, como los incrementos en la con-
centración del nucleótido cíclico inducidos por la forskolina (Fi-
gura 3). Así, los niveles basales de AMPc se reducen a un valor de
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0,99 ± 0,04 pmoles/mg proteína en presencia del UTP, mientras que
la forskolina sólo incrementa la concentración del nucleótido cíclico
hasta un valor de 1,75 ± 0,01 pmol/mg proteína cuando el agonista
P2Y esta presente en el medio.

DISCUSIÓN

Los ensayos inmunocitoquímicos han demostrado la presencia
de receptores P2Y2 y P2Y4 en las terminales nerviosas de cerebro
medio de rata. Tras la activación de estos receptores por sus agonis-
tas selectivos, UTP y UDP, se observa una reducción de la entrada de
calcio inducida por despolarización con 4-aminopiridina. Este efecto
es similar al ejercido por el baclofén y el CHA, ambos agonistas de
receptores metabotrópicos (los receptores GABAB y A1, respectiva-
mente) que son bien conocidos por su efecto inhibitorio en la libe-
ración de neurotransmisores y la profunda depresión que causan en
la transmisión sináptica.

En nuestros experimentos se observa un menor efecto de los
agonistas P2Y, en la reducción de la señal de calcio en las termina-
les, cuando se comparan con las acciones ejercidas por los agonistas
GABAB o A1. Sin embargo hay que tener en cuenta que estos últimos
receptores están muy ampliamente distribuidos en las terminales de
cerebro medio. Así por ejemplo, el receptor GABAB puede ser detec-
tado mediante inmunocitoquímica en un 62 por 100 de los sinapto-
somas (14). El menor efecto de UTP y UDP, comparado con GABA
y CHA, podría deberse a una distribución más limitada de los recep-
tores P2Y y su presencia en un menor numero de terminales. Aun-
que el efecto ejercido por los receptores P2Y, en una terminal indi-
vidual, pudiera ser similar al ejercido por los receptores GABAB o A1.
Para confirmar este hecho serán necesarios futuros estudios de la
respuesta mediada por receptores P2Y en terminales sinápticas indi-
viduales.

Actualmente está plenamente demostrado el coalmacenamiento
de ATP y otros nucleótidos, junto con neurotransmisores clásicos, en
vesículas sinápticas y su consecuente secreción exocitótica (25, 26).
Por otra parte, los nucleótidos pueden ser también liberados desde
células gliales o por la neurona postsináptica, a través de mecanis-
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mos no exocitóticos en los que presumiblemente están implicados
transportadores de la familia ABC (27). Así, los nucleótidos, además
de su acción excitatoria (por la facilitación de la liberación de neu-
rotransmisores tras la activación de receptores P2X), podrían ejercer
in vivo una acción inhibitoria de la transmisión sináptica, mediante
su interacción con receptores P2Y, en aquellas áreas o vías cerebra-
les en las que dichos receptores tengan una presencia abundante.

FIGURA 4. Esquema ilustrativo del mecanismo de acción propuesto para los
receptores P2Y presinápticos. La activación de los receptores P2Y presentes en las
terminales sinápticas conduciría a la activación y consecuente disociación de la
proteína G a la que se hallan acoplados (Gi /G0). La subunidad α actuaría inhi-

biendo a la adenilato ciclasa y reduciendo los niveles intracelulares del mensajero
AMPc, mientras el dímero formado por las subunidades βγ podría actuar sobre

canales de calcio activados por voltaje, reduciendo la entrada de este ion a través
de dichos canales y siendo así responsable de la reducción en la señal de calcio

observada tras la despolarización de las terminales.

Nuestros estudios demuestran que la activación de los receptores
P2Y produce también una disminución de la concentración de AMPc
(basal o estimulada con forskolina) dentro del terminal nervioso.
Este resultado sugiere el acoplamiento de dichos receptores a proteí-
nas Gi/G0 y la inhibición de la actividad adenilato ciclasa, al igual
que ocurre en el caso de los receptores A1 o GABAB.

Sin embargo, uno de los mecanismos mediante el cual los recepto-
res acoplados a proteínas G pueden modular la entrada de calcio a la
célula, es la interacción directa del dímero de subunidades βγ (libera-
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do tras la activación del receptor y la consecuente disociación de la
proteína G) con canales de calcio dependientes de voltaje (28). Un
mecanismo de este tipo ha sido descrito para receptores P2Y (29).

Por ello, nos planteamos como hipótesis para un futuro estudio
si la activación de los receptores P2Y2 y/o P2Y4 en las terminales, que
lleva a la disociación de la proteína Gi/G0 a la que están acoplados,
pudiera permitir que el complejo βγ inhibiese los canales implicados
en la entrada de calcio al terminal nervioso tras la despolarización
y, por tanto, la liberación de neurotransmisores dependiente de este
catión (Figura 4).
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