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Variacao da concentracdo extracelular de 5'-trifosfato
de adenosina na medula espinal de rata associadas a

fibras aferentes vesicais. Um estudo com microdialise

Extracellular adenosine 5™-triphosphate concentrations changes in rat spinal cord associated
with the activation of urinary bladder afferents. A microdialysis study

Jeova Nina Rocha!

RESUMO

Objetivo: Determinar as concentragdes extracelulares do 5'-trifosfato
de adenosina no intersticio dos segmentos medulares L-S,, em
condicdes basais ou durante a ativagdo mecanica e quimica das
fibras aferentes vesicais. Métodos: Um cateter de microdiélise foi
implantado no sentido transversal na parte dorsal da medula espinal,
entre os segmentos L-S, de ratas. O microdialisado foi coletado
em intervalos de 15 minutos, durante 135 minutos, com os animais
anestesiados. A concentragdo de 5'-trifosfato de adenosina nas
amostras foi determinada mediante ensaio de bioluminescéncia. Em
um grupo de animais (n=7), as amostras de microdialisado foram
obtidas com a bexiga vazia, com distensao da bexiga para volume
de 20 ou 40cmH,0, com solugéo salina, solugao salina com &cido
acético, ou solugao salina com capsaicina. Em outro grupo (n=6),
foi realizada com a bexiga distendida, e a solugéo para microdiélise
continha o inibidor de ectonucleotidase ARL 67156. Resultados:
Os niveis extracelulares de trifosfato de adenosina no inicio do
estudo foram 110,9+35,36fmol/15 minutos (média=EPM, n=13), e
a distensao da bexiga causou um aumento nos niveis de 5'-trifosfato
de adenosina, o que nao foi observado apds a distensao da bexiga
com solugao salina contendo capsaicina (10uM). A microdialise com
solugao contendo ARL 67156 (1mM) foi associada com significante
aumento dos niveis de trifosfato de adenosina extracelular, e
nenhum aumento do trifosfato de adenosina foi observado durante
a distensao da bexiga. Conclusao: 0 5'-trifosfato de adenosina
estd presente no intersticio do segmento L.-S, da medula espinal,
é degradado por ectonucleotidases, e sua concentragdo aumentou
com a ativacdo das fibras aferentes mecanossensiveis da bexiga,
mas nao das quimiossensiveis. 0 5'-trifosfato de adenosina pode
ter sido liberado das terminagdes centrais dos neurfnios aferentes
primarios mecanossensiveis ou, mais provavelmente, de neurfnios
espinais intrinsecos, ou ainda de células gliais. Sua liberacéo parece

ser modulada por fibras aferentes primarias da bexiga ativadas pela
capsaicina ou pelo proprio 5'-trifosfato de adenosina.

Descritores: Trifosfato de adenosina; Microdidlise; Fibras aferentes;
Medula espinal

ABSTRACT

Objective: To determine adenosine 5'-triphosphate levels in the
interstice of spinal cord L-S, segment, under basal conditions
or during mechanical and chemical activation of urinary bladder
afferents. Methods: A microdialysis probe was transversally
implanted in the dorsal half of spinal cord L-S, segment in female
rats. Microdialysate was collected at 15 minutes intervals during
135 minutes, in anesthetized animals. Adenosine 5'-triphosphate
concentrations were determined with a bioluminescent assay. In one
group of animals (n=7) microdialysate samples were obtained with
an empty bladder during a 10-minutes bladder distension to 20 or
40cmH,0 with either saline, saline with acetic acid or saline with
capsaicin. In another group of animals (n=6) bladder distention
was performed and the microdialysis solution contained the
ectonucleotidase inhibitor ARL 67156. Results: Basal extracellular
adenosine triphosphate levels were 110.9+35.34fmol/15 minutes,
(mean+=SEM, n=13), and bladder distention was associated with
a significant increase in adenosine 5'-triphosphate levels which was
not observed after bladder distention with saline solution containing
capsaicin (10uM). Microdialysis with solution containing ARL
67156 (TmM) was associated with significantly higher extracellular
adenosine 5'-triphosphate levels and no further increase in adenosine
5'-triphosphate was observed during bladder distension. Conclusion:
Adenosine 5'-triphosphate was present in the interstice of L.-S,
spinal cord segments, was degraded by ectonucleotidase, and
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its concentration increased following the activation of bladder
mechanosensitive but not of the chemosensitive afferents fibers.
Adenosine 5'-triphosphate may originate either from the central
endings of bladder mechanosensitive primary afferent neurons, or
most likely from intrinsic spinal neurons, or glial cells and its release
appears to be modulated by capsaicin activated bladder primary
afferent or by adenosine 5'-triphosphate itself.

Keywords: Adenosine triphosphate; Microdialysis; Visceral afferents;
Spinal cord

INTRODUGAO

O 5’-trifosfato de adenosina (ATP) foi detectado em ex-
tratos de ganglios dorsais ha mais de 50 anos. Poucos
anos depois, observou-se que a estimulacao antidroOmica
de fibras aferentes primarias causavam um aumento de
niveis extracelulares de ATP em tecidos inervados pe-
las fibras aferentes estimuladas.® Desde entio, as evi-
déncias acumuladas indicaram que o ATP, além de seu
papel consagrado como fonte de energia intracelular,
pode também agir como mensageiro extra- e intracelu-
lar, liberado por diversas células, incluindo neurdnios
no sistema nervoso central e periférico.®

Também foi proposto que o ATP seria o neuro-
transmissor, liberado pelas terminacoes nervosas de
alguns neurOnios aferentes primarios,>® embora a
maior parte das evidéncias que apoiam esta proposta
sejam indiretas. Por exemplo, estudos eletrofisioldgicos
(patch-clamp), em cortes de medula espinal mostraram
que dois supostos antagonistas seletivos do receptor P,
[piridoxal fosfato-6-azofenil-2’, 4’-acido dissulfonico
(PPADS) e suramina] reduziram, ao passo que os ini-
bidores de ectonucleotidase (ARL 67156) aumentaram
a amplitude de correntes pos-sindpticas excitatorias
(EPSC - excitatory postsynaptic currents) de neuronios
da lamina V, provocadas pela estimulacao da raiz dor-
sal.® Além disso, em estudos in vitro, com culturas pri-
mdrias de neurdnios do corno dorsal (ldminas I-IIT)
de ratos recém-nascidos, verificou-se que as correntes
pOs-sinapticas foram reduzidas por antagonistas dos
receptores purinérgicos.” Ademais, o ATP ¢ liberado
por preparacOes de sinaptossomas obtidos dos cornos
dorsais da medula espinal quando esses sao despola-
rizados pelo aumento da concentragao extracelular de
K® e que o pré-tratamento com capsaicina dos animais
nao alterou a quantidade de ATP liberado por esses
sinaptossomas. Como a quantidade de ATP liberado
pelas sinaptossomas do corno dorsal da medula espinal
foi apenas parcialmente reduzida pela rizotomia dor-
sal, tem sido proposto que o ATP tenha sido originado
principalmente de fibras aferentes primarias nao sen-
siveis a capsaicina (AP e Ad), bem como de neuronios
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intrinsecos da medula espinal.®® Com a administracao
intratecal de antagonistas seletivos do P2X, Kaan et al.
sugeriram que receptores purinérgicos espinais pode-
riam regular os sinais aferentes oriundos da bexiga.(?)

Considerando os experimentos iniciais em camun-
dongos knockout dos receptores do P X, bem como o
uso de antagonistas seletivos, foi sugerido que recepto-
res periféricos P,X e P,X,, localizados na bexiga, esta-
riam envolvidos no reflexo miccional.!"'¥ Mais recen-
temente, foi demonstrado que o ATP € liberado pelo
urotélio e que o mesmo é capaz de ativar receptores
purinérgicos presentes nas terminacoes periféricas das
fibras aferentes primarias da bexiga.!> Porém, experi-
mentos recentes, conduzidos em ratos geneticamente
modificados que nao expressam receptores P,X, nem
P,X,, mostraram que esses receptores nao sao essen-
ciais para o reflexo miccional em condi¢oes normais.!

Todavia, ainda nao existem resultados experimen-
tais que confirmem se o ATP € liberado a nivel espinal
em resposta a impulsos aferentes oriundos da bexiga,
e se o ATP esta envolvido na integracdo do reflexo
miccional a nivel medular.

OBJETIVO

Determinar as concentragoes extracelulares do 5’-trifos-
fato de adenosina nos segmentos medulares L.-S,, em
condicoes basais ou durante a ativacdo mecanica e qui-
mica das fibras aferentes vesicais.

METODOS

Ratas Sprague Dawley, pesando entre 230 e 260g, fo-
ram usadas neste experimento. Todos os procedimen-
tos foram aprovados pela Comissio de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, proto-
colo 013/2014-1.

No dia anterior a realizagdo da microdialise, as ra-
tas foram anestesiadas com isoflurana (isoflurana 3-4%
para indugao e 1-2% como dose de manutencio duran-
te a cirurgia) e ventiladas com oxigénio puro (100%).
Apos tricotomia e antissepsia com betadine, foi feita
incisao cirargica dorsal mediana na regiao da vértebra
T, até L.. O procedimento de implante do cateter de
microdialise foi realizado conforme ja descrito.!'” Uma
broca dental, (com 300um de didmetro) foi usada para
produzir orificios nas duas laminas da vértebra L,. Em
seguida, um cateter multiperfurado para microdialise
(200um de diametro) de 6,0cm de comprimento, reves-
tido com uma fina camada de epoxi (com excegao de
uma regiao mediana de 2mm, que permaneceu sem o
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revestimento para constituir a zona efetiva para a mi-
crodiélise) foi introduzido através desses orificios, para
posiciond-lo entre os segmentos L.-S da medula espi-
nal para dialisar o intersticio do corno dorsal e da co-
missura dorsal destes segmentos. O cateter foi fixado
com cianoacrilato e cola epoxi, e suas extremidades fo-
ram conectadas a cateteres de polietileno (PE-20), que
foram exteriorizados na regido cervical dorsal através
de um tinel subcutaneo. As canulas foram preenchidas
com heparina 10% e seladas com um eletrocautério.
Imediatamente apds a cirurgia, todos os animais rece-
beram injecao de ampicilina (100mg/kg, intramuscular)
e foram colocados em gaiolas individuais com 4gua e
alimentacao a vontade.

Experimentos com microdialise

Os animais foram anestesiados com uretana (1g/kg,
subcutaneo). Um cateter (PE-10 Clay Adams, New
Jersey, EUA) foi introduzido na veia femoral direita
para infusao continua de solucao salina com glicose 5%
(5uL/minuto). Um cateter de polietileno (PE-60) foi in-
troduzido na bexiga através da uretra e fixado ao meato
uretral para monitorar a pressdo intravesical em condi-
coes isovolumétricas.

Canulas de etileno propileno fluorado (FEP), pre-
viamente perfundidas com etanol 30% (30 a 40 minu-
tos) e lavadas com dgua ultrapura Milli-Q, por 20 minu-
tos, foram conectadas a canulas PE-20 para perfundir
o cateter de microdidlise (velocidade de fluxo de SulL/
minuto), usando uma bomba de microdialise (modelo
CMA-102, CMA, Suécia); a perfusdo foi realizada usan-
do solugao de Krebs (mM: NaCl 113; KCl1 4,7; CaCl, 2,5;
MgSO, 1,2; NaHCO, 2,5; KH,PO, 1,2 e d-glicose 11,5),
saturada com O, 95%/CO,5%. A bexiga foi distendida
até€ valores de pressao de 20 ou 40cmH,O, por 10 mi-
nutos, com solugao salina 0,9% ou solugao salina 0,9%
com acido acético 0,1%, ou solugao salina 0,9% com
capsaicina (10uwm).

Em um grupo de animais (n=6), ImM do inibi-
dor ectonucleotidase 6-N, N-dietil-D-f, y-dibromo
metileno-ATP (ARL 67156) foi adicionado a solugao
dialisante de Krebs, 90 minutos apds o inicio da micro-
didlise. Depois de acrescentar ARL 67156, continuou-
-se a microdialise por mais 135 minutos. Em todos os
experimentos, apos 30 a 40 minutos de equilibrio, o
microdialisado foi coletado em amostras de 15 minu-
tos (75uL), com um coletor de fracoes (CMA-142). As
amostras foram mantidas em gelo até a determinacao
do ATP, feita imediatamente apds a finalizacao da
microdialise.

Determinacao do 5'-trifosfato de adenosina

As concentracoes do ATP nas fracoes da microdialise
foram determinadas em triplicatas, com o kit de ensaio
de bioluminescéncia para ATP (Sigma; FL-AA, MO,
USA). A luminescéncia foi medida em um luminome-
tro (Turner, TD 20/20, Sunnyvale, CA, EUA). A curva
padrao foi construida com o uso de ATP dissddico dis-
solvido em solucao de Krebs.

Histologia

No final do procedimento de microdidlise, os animais
receberam uma overdose de uretana e foram imediata-
mente perfundidos mediante uma agulha intracardiaca,
com 150mL de solucéo salina gelada, seguida de 300 a
350mL de paraformaldeido 4% em solucéo salina tam-
ponada com fosfato (PBS). A medula espinal foi entao
dissecada, e o segmento contendo a regiao lombossa-
cral foi pés-fixado no mesmo fixador (4°C, 24 horas). O
segmento da medula espinal foi incluido em parafina, e
cortes transversais de 10um foram obtidos com um mi-
crétomo; os mesmos foram corados com hematoxilina-
-eosina para identificar a posicao do cateter.

Andlise estatistica

Os valores da concentracao de ATP foram expressos em
percentagem de valor basal, e apresentados como mé-
dia=EPM. A significincia estatistica foi determinada
pelo teste ¢ de Student para amostras pareadas. Foram
considerados estatisticamente significativos valores de
p<0,05.

Reagentes e drogas

Uretana, ARL 67156, ATP, acido acético e todos os
componentes da solucdo de Krebs foram comprados
de Sigma Chemical Co.; a capsaicina foi adquirida de
Tocris Cookson Inc.; ampicilina foi obtida da Bayer.

RESULTADOS

A posi¢ao correta do cateter (100 a 150um dorsalmen-
te ao canal central) foi histologicamente confirmada
em 13 dos 42 animais operados. Na figura 1, observa-
-se um corte transversal da medula espinal represen-
tativo de um animal em que o cateter foi considerado
corretamente posicionado. Os dados descritos e ana-
lisados nestes resultados correspondem apenas aos
13 animais cuja sonda foi considerada corretamente
posicionada.
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0,5mm

Figura 1. Microfotografia de um corte transversal da medula espinal
representante (10um) corado com hematoxilina-eosina, mostrando o local de
um cateter de microdialise corretamente posicionada. A auséncia do tecido da
medula espinal (sulco sem coloracéo) corresponde ao local onde o cateter foi
implantado

Nos animais com bexigas ndo distendidas (condi-
¢oes basais), a quantidade de ATP acumulada no mi-
crodialisado durante os 15 minutos do periodo de co-
leta basal foi de 110,9%35,34fmol (n=13). Quando a
bexiga foi distendida por 10 minutos, com solugao sali-
na até atingir uma pressao vesical de aproximadamente
20cmH, 0, a quantidade de ATP no microdialisado au-
mentou significativamente e de maneira reprodutivel —
esse aumento foi transitorio, retornando aos valores
basais apds a remocao da distensao (Figura 2). O au-
mento na concentracdo de ATP foi ligeiramente maior,
embora nao estatisticamente significativo quando a be-
xiga foi distendida com solugao salina até atingir um
valor de pressado intravesical de 40cmH,O (Figura 2). E
interessante notar que, quando a bexiga foi distendida
a pressao intravesical de 20cmH,O com solugao salina
contendo acido acético (0,1%) ou capsaicina (10um),
a quantidade de ATP no microdialisado nao foi maior
do que o observado na bexiga distendida apenas com
a solugao salina. E ainda mais surpreendente foi que,
apos a bexiga ter sido distendida com a solucdo salina
contendo capsaicina, os niveis de ATP no microdialisa-
do nao aumentaram durante a distensido da bexiga com
solucao salina subsequente (Figura 2).

A quantidade de ATP no microdialisado aumentou
significativamente quando se adicionou ARL 67156 a
solucdo dialisante. Os niveis de ATP permaneceram
elevados na presenca continua de ARL e, surpreen-
dentemente, a distensdo da bexiga de 10 minutos,
com solugao salina até atingir uma pressao de 20 ou
40cmH, O, nédo causou aumento de ATP no microdia-
lisado (Figura 3).
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Figura 2. Média=EPM de niveis de 5"-trifosfato de adenosina em amostras
sucessivas de microdialise, expressas como percentagem de valores iniciais,
durante periodos de bexiga ndo distendida, e bexiga distendida a 20 ou 40cmH,0
com soluco salina, ou solugéo salina contendo écido acético (0,1%) ou
capsaicina 10um, n=7; *=p<0,05, em comparac&o ao valor precedente
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Figura 3. Média=EPM de niveis de 5'-trifosfato de adenosina em amostras
sucessivas de microdialisados (75uL, coletadas em 15 minutos), expressos
como percentagem de valores iniciais. Seguindo a amostra 6, ARL 67156 foi
adicionado a solucéo dialisante de Krebs [(n=6) — (p<0,05)] em comparagéo ao
valor precedente

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo usando microdialise de me-
dula espinal in vivo mostram, pela primeira vez, que
o ATP esta presente no liquido extracelular do corno
dorsal dos segmentos L-S, da medula espinal de ratos,
na auséncia de distensao da bexiga, sugerindo que o
ATP ¢ liberado tonicamente neste segmento da medula
espinal. Considerando-se que a porcao permeavel da
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sonda era de 2mm, a area dialisada incluiu principal-
mente ambos 0s cornos dorsais bem como a comissura
cinzenta dorsal, e dado que os segmentos L.-S, recebem
informacoes de fibras aferentes mecanossensiveis, que
inervam a bexiga urinaria, nao € improvavel que parte
do ATP encontrado no fluido extracelular na ausén-
cia de estimulacao vesical seja liberado em resposta a
inputs de fibras aferentes mecanossensiveis ativas da
bexiga, previamente descritas.('®)

Além disso, esses resultados também mostram pela
primeira vez que uma distensao fisiologica da bexiga
(pressao intravesical at€é aproximadamente 20cmH,O)
estd associada a um aumento de ATP extracelular na
metade dorsal dos segmentos espinais L-S,. O aumen-
to observado € significativamente menor do que o re-
latado para liberacdo de ATP medido mediante bios-
sensores na area quimiossensivel do tronco encefélico
induzida por hipercapnia,'® ou no nicleo do trato soli-
tario (NTS) ap6s ativacao de receptores de estiramento
pulmonar.® E provavel que esse aumento no ATP ex-
tracelular resulte de sua liberacdo por neuronios espi-
nais intrinsecos, ativados pelas terminacoes centrais dos
aferentes mecanossensiveis da bexiga. Essa interpreta-
cao € consistente com os dados que mostram que neu-
ronios intrinsecos do corno dorsal em cultura liberam
ATP? e também com um relatério recente que mostra
que ATP ¢ liberado por neurdnios intrinsecos do corno
dorsal de forma dependente do transportador vesicular
de nucleotideos (VNUT).@Y Alternativamente, o ATP
também pode ter se originado de células gliais do corno
dorsal, uma vez que essas células podem liberar ATP
em resposta ao glutamato.® E importante notar que o
glutamato j4 foi proposto como neurotransmissor libe-
rado por aferentes primarios mecanossensiveis da bexi-
ga, no corno dorsal.®2%

Outra importante observacdo deste estudo foi o fato
de que o aumento no ATP extracelular do corno dorsal,
quando a bexiga estava distendida com solucdo salina
contendo acido acético ou capsaicina, conhecidos ati-
vadores de fibras aferentes quimiossensiveis da bexiga
urinaria, nao foi maior do que aquele causado pela dis-
tensao da bexiga s6 com solucao salina. Esta observacao
indicaria que as terminacOes centrais de neurdnios pri-
marios quimiossensiveis que inervam a mucosa vesical
nao liberam ATP e nem ativam células intrinsecas da
medula espinal para liberarem ATP. Essa interpretacao
€ consistente com estudos prévios que mostram que a
quantidade de ATP liberada por sinaptossomas obtidos
do corno dorsal ndo foi diminuida pelo pré-tratamento
com capsaicina.® Esses achados sdo aparentemente
conflitantes com o papel postulado do ATP como me-

diador em terminacOes centrais aferentes priméarias e
sinapses de neurdnios do corno dorsal;® porém, estu-
dos mais recentes mostraram que o ATP nao medeia a
transmissao sindptica rapida entre neurdnios dos gan-
glios dorsais e neurdnios do corno dorsal em segmentos
lombares da medula espinal.®29

Talvez a observacao mais intrigante do presente es-
tudo seja o fato de que a distensdo da bexiga com solu-
¢ao salina, subsequente a distensiao com salina contendo
capsaicina (10um), ndo se associou a um aumento nos
niveis de ATP do corno dorsal. A interpretacao mais
simples dessa observacao ¢ a de que os neurotransmis-
sores liberados pelos terminais centrais de neurOnios
aferentes primdrios sensiveis a capsaicina que inervam
a bexiga, inibem direta ou indiretamente as células es-
pinais intrinsecas, que liberam ATP no corno dorsal,
em resposta a informacoes de aferentes primérios me-
canossensiveis.

Finalmente, esses achados também indicam que o
proprio ATP poderia estar envolvido no controle autoi-
nibitdrio de sua liberacao, uma vez que, ap6s adicao do
inibidor de ATPase ARL 67156 a solugao dialisadora,
que por si s aumentou os niveis de ATP extracelular,
a distensao da bexiga nao se associou a um aumento
maior de ATP no intersticio do corno dorsal. O fato de
que os niveis de ATP aumentaram durante a microdia-
lise contendo ARL 67156 € consistente com a descri-
cao da presenca de ectonucleotidases capazes de de-
gradar ATP no corno dorsal dos segmentos lombares
da medula.®” Esse controle autoinibitério poderia ser
exercido diretamente nas células espinais (neuronais
ou gliais) que liberam ATP, ou por uma ac@o indireta
nos interneurdnios espinais, provocando a liberacao de
neurotransmissores inibitdrios, como GABA e glicina,
conforme demonstrado anteriormente. %29

CONCLUSAO

Em resumo, este estudo mostra pela primeira vez, usan-
do microdialise in vivo, que a ativacao de fibras aferen-
tes mecanossensiveis da bexiga causou um aumento da
concentragao de 5’-trifosfato de adenosina extracelular
no corno dorsal dos segmentos L-S, da medula espinal.
Ainda nao foi investigado se esse aumento resulta do
5’-trifosfato de adenosina liberado por neuronios espi-
nais intrinsecos, células gliais, ou ambos, em resposta as
informacoes sinapticas de fibras aferentes mecanossen-
siveis primdrias. Esses achados também indicam que a
liberacao de 5’-trifosfato de adenosina parece ser mo-
dulada apenas pelo proprio 5’-trifosfato de adenosina
e pela atividade de neurdnios aferentes primarios sen-
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siveis a capsaicina. Finalmente, embora sejam necessa-
rios mais estudos para elucidar o papel do 5’-trifosfato
de adenosina liberado no corno dorsal na modulacao
do reflexo miccional em condigdes fisioldgicas e fisio-
patoldgicas, nao € improvavel que a neurotransmissao
purinérgica no corno dorsal da medula, ativada por dis-
tensao da bexiga, constitua-se em num alvo farmacote-
rapéutico potencial para corrigir alteragdes clinicamen-
te relevantes no reflexo miccional.

AGRADECIMENTOS

O autor gostaria de agradecer o Dr. Gustavo Ballejo,
Professor Associado, Departamento de Farmacologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo, por sua colaboracdo e
leitura critica do trabalho.

REFERENCIAS

1. Holton FA, Holton P. The capillary dilator in dry powders of spinal roots; a
possible role for adenosine triphosphate in chemical transmission from nerve
endings. J Physiol. 1954;126(1):124-40.

2. Holton P. The liberation of adenosine triphosphate on antidromic stimulation
of sensory nerves. J Physiol. 1959;145(3):494-504.

3. Khakh BS, North RA. Neuromodulation by extracellular ATP and P2X receptors
in the CNS. Neuron. 2012;76(1):51-69. Review.

4. Burnstock G. An introduction to the roles of purinergic signaling in
neurodegeneration, neuroprotection and neuroregeneration. Neuropharmacology.
2016;104:4-17. Review.

5. Salter MW, De Koninck Y, Henry JL. Physiological for adenosine and ATP in
synaptic transmission in the spinal dorsal. Prog Neurobiol. 1993;41(2):125-56.
Review.

6. Nakatsuka T, Gu JG. P2X purinoceptors and sensory transmission. Pflugers
Arch. 2006;452(5):598-607. Review.

7. Jo YW, Schlichter R. Synaptic co-release of ATP and GABA in cultured spinal
neuron. Nat Neurosci. 1999;2(3):241-5.

8. Sawynok J, Dowie JW, Reid AR, Cahil CM, White TD. ATP release from dorsal
spinal cord synaptosomes: characterization and neuronal origin. Brain Res.
1993;610(1):32-8.

9. Vulchanova L, Arvidsson U, Riedl MS, Wang J, Buell G, Surprenant A, et al.
Differential distribution of two ATP-gated ion channels (P2X receptors) determined
by immunocytochemistry. Proc Natl Acad Sci USA. 1996;93(15):8063-7.

10. Kaan TK, Yip PK, Grist J, Cefalu JS, Nunn PA, Ford AP et al. Endogenous
purinergic control of bladder activity via presynaptic P2X3 and P2X2/3
receptors in the spinal cord. J Neurosci. 2010;30(12):4503-7.

11. Cockayne DA, Hamilton SG, Zhu QM, Dunn PM, Zhong Y, Novakovic S, et
al. Urinary bladder hyporeflexia and reduced pain-related behaviour in P2X3-
deficient mice. Nature. 2000;407(6807):1011-5.

einstein. 2016;14(4):541-6

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

21.

28.

29.

. Cockayne DA, Dunn PM, Zhong Y, Rong W, Hamilton SG, Knight GE, et al.

P2X2 knockout mice and P2X2/P2X3 double knockout mice reveal a role for
the P2X2 receptor subunit in mediating multiple sensory effects of ATP. J
Physiol. 2005;567(Pt 2):621-39.

. Vlaskovska M, Kasabov L, Rong W, Bodin P, Bardini M, Cockayne DA, et al.

P2X3 knockout mice reveal a major sensory role for urothelially released ATP
J Neurosci. 2001;21(15):5670-7.

. King BF, Knowles ID, Burnstock G, Ramage AG. Investigation of the effects

of P2 purinoceptor ligands on the micturition reflex in female urethane-
anaesthetized rats. Br J Pharmacol. 2004;142(3):519-30.

. Nakagomi H, Yoshiyama M, Mochizuki T, Miyamoto T, Komatsu R, Imura Y,

et al. Urothelial ATP exocytosis: regulation of bladder compliance in the urine
storage phase. Sci Rep. 2016;6:29761.

. Takezawa K, Kondo M, Kiuchi H, Ueda N, Soda T, Fukuhara S, et al. Authentic

role of ATP signaling in micturition reflex. Sci Rep. 2016;6:19585.

. Rocha JN, Ballejo G. Nitric oxide metabolites in the lumbosacral spinal cord

interstice and cerebrospinal fluid in female rats with acute cyclophosphamide-
induced cystitis. An in vivo microdialysis study. einstein (Sdo Paulo). 2013;
11(1):88-94. Erratum in: einstein (Sao Paulo). 2013;11(2):262. Oliveira, Gustavo
B [corrected to Ballejo, Gustavo].

. Su X, Sengupta JN, Gebhart GF. Effects of opioids on mechanosensitive pelvic

nerve afferent fibers innervating the urinary bladder of the rat. J Neurophysiol.
1997;77(3):1566-80.

. Gourine AV. On the peripheral and central chemoreception and control of

breathing: an emerging role of ATP. J Physiol. 2005;568(Pt 3):715-24. Review.

Gourine AV, Dale N, Korsak A, Llaudet E, Tian F, Huckstepp R, et al. Release of
ATP and glutamate in the nucleus tractus solitarii mediate pulmonary stretch
receptor (Breuer-Hering) reflex pathway. J Physiol. 2008;586(16):3963-78.

Masuda T, Ozono Y, Mikuriya S, Kohro Y, Tozaki-Saitoh H, Iwatsuki K, et al.
Dorsal horn neurons release extracellular ATP in a VNUT-dependent manner
that underlies neuropathic pain. Nat Commun. 2016;7:12529.

Zhang JM, Wang HK, Ye CQ, Ge W, Chen Y, Jiang ZL, et al. ATP released
by astrocytes mediates glutamatergic activity-dependent heterosynaptic
suppression. Neuron. 2003;40(5):971-82.

Gu JG, MacDermott AB. Activation of ATP P2X receptors elicits glutamate
release from sensory neuron synapses. Nature. 1997;389(6652):749-53.

Vulchanova L, Riedl MS, Shuster SJ, Stone LS, Hargreaves KM, Buell G, et
al. P2X3 is expressed by DRG neurons that terminate in inner lamina Il. Eur J
Neurosci. 1998;10(11):3470-8.

Jahr CE, Jessell TM. ATP excites a subpopulation of rat dorsal horn neurons.
Nature. 1983;304(5928):730-3.

Li P Calejesan AA, Zhuo M. ATP P2X receptors and sensory synaptic
transmission between primary afferent fibers and spinal dorsal horn neurons
in rats. J Neurophysiol. 1998;80(6):3356-60.

Vongtau HO, Lavoie EG, Sévigny J, Molliver DC. Distribution of ecto-
nucleotidases in mouse sensory circuits suggests roles for nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase-3 in nociception and mechanoreception.
Neuroscience. 2011;193:387-98.

Hugel S, Schlichter R. Presynaptic P2X receptors facilitate inhibitory GABAergic
transmission between cultured rat spinal cord dorsal horn neurons. J Neurosci.
2000;20(6):2121-30.

Rhee JS, Wang ZM, Nabekura J, Inoue K, Akaike N. ATP facilitates spontaneous
glycinergic IPSC frequency at dissociated rat dorsal horn interneuron synapses.
J Physiol. 2000;524(Pt. 2):471-83.



