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RESUMEN

La dopamina (DA) es un neurotransmisor implicado en diversos procesos del
sistema nervioso, el cual promueve efectos celulares a través de la estimulacion de
receptores de DA (DARs) expresados en la supetficie celular. Los DARs se acoplan a
proteina G modulando la actividad adenilato-ciclasa y otras importantes vias de
sefializacidn, tales como las quinasas activadas por mitégenos (MAPKs). Ademas de su
papel clave como mediador en el sistema nervioso, la DA ha sido también recientemente

involucrada como inmunomadulador.

L.a activacidn de los linfocitos T (LT) se inicia por el reconocimiento del antigeno
mediante el receptor de LT (TCR), lo cual desencadena la activacién de diferentes vias de

sefializacion, incluyendo la activacion de MAPKs.

Recientemente se ha descrito la expresion de DARs en LT, los cuales al ser
estimulados regulan importantes procesos en la respuesta linfocitaria, tales como la
liberacién de citoquinas, [a polarizacién hacia el fenotipo efector y el homing. Dado la
importancia de las MAPKs en la activacion de LT, el objetivo de este seminario de titulo
fue determinar como la fosforilacion de ERK1/2 desencadenada por [a estimulacién del

TCR seria modulada a través de la co-estimulacion de los DARs expresados en LT.

Los resultados muestran que la estimulacion del receptor de DA D3 (D3R}, ya sea
por DA 50 nM o por el agonista selectivo PD128907, disminuye de manera importante la

fosforilacion de ERK1/2 inducida por un estimulo policlonal tanto en LT CD4* como CD8".
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Esto fue confirmado utilizando LT deficientes en el D3R, en los cuales no se
observé una modulacién de la activacion de ERK1/2. Por otro lado, la estimulacion
simultinea de D3R y del receptor D5 de DA (DER) por DA 500 nM, resulté en un
restablecimiento de los niveles de fosforilacion de ERK1/2 en LT CD4", similares a los
observados en la ausencia de DA. A la inversa, la inhibicion de la fosforilacién de ERK1/2
por DA 500 nM se mantuvo en LT CD8*. De manera interesante, y mediante el uso de LT
deficientes en el D5R, se demostré que tanto LT CD4* como LT CD8' requieren de este
receptor para inducir una fuerte fosforilacién de ERK1/2 en respuesta a un estimulo
policlonal. Sin embargo, sélo en LT CD4" la expresién del D5R contribuye a la secrecién

de IL-2 inducida por la estimulacién del TCR.

Por lo tanto, en este trabajo se concluye que los LT murinos poseen receptores
D3R y D5R funcionales y que al ser estimulados pueden modular la activacién de ERK1/2
desencadenada por el reconocimiento antigénico y consecuentemente regular la

activacién de LT CD4",




ABSTRACT

Dopamine (DA} is a neurotransmitter involved in several processes in the nervous
system. it promotes cellular effects by stimulating dopamine receptors (DARs), expressed
on the cell surface. DARs are G protein-coupled membrane receptors, which often
regulate adenylate cyclase activity as well as other important signaling pathways including
Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) cascades. Besides its key role as a mediator

in the nervous system, DA has recently been implicated in immunomodulation.

T-cell activation is initiated by recognition of antigens by the T-cell receptor (TCR).

This triggers the activation of several signaling pathways including MAPKs.

Recently it was published that DARs are expressed on T-cells where they regulate
important cellular processes. The stimulation of these receptors regulates key processes
in the lymphocyte response, such as cytokine release, polarization toward effector
phenotypes and homing. Since MAPKs are very important in T-cell activation, the aim of
this work was to defermine if the phosphorylation of ERK1/2 generated by TCR

stimulations is modulated through the co-stimulation of DARS expressed in T-cells.

The results show that the stimulation of dopamine receptor 3 (D3R) either with 50
nM DA or with the selective-D3R-agonist PD128907 significantly reduces ERK1/2-
phosphorylation induced by anti-CD3 in both CD4* and CD8" T-cells. This result was
confirmed by the lack of a change in ERK1/2 phosphorylation in D3R deficient T-cells. The
simultaneous stimulation of D3R and dopamine receptor 5 (D5R) with 500 nM DA evoked
a recovery of ERK1/2-phosphorylation levels in CD4" T-cells similar to those observed by
TCR-stimulation in the absence of DA. However, inhibition of ERK1/2-phosphorylation with

500 nM DA persisted in CD8" T-cells. Interestingly, D5R was required to promote efficient




TCR-triggered ERK1/2-phosphorylation in both CD4" and CD8* T-cells because these
effects were not seen in D5R knock out cells. Since MAPKs are a key component for T-cell
activation, IL-2 secretion was determined in TCR-stimulated T-cells lacking D5R. Results
indicate that the absence of DSR promotes a significant decrease in IL-2 release from

CD4" T-cells but does not affect IL-2 production in CD8"* T-cells.

This work concludes that murine T-cell expresses functional D3R and D5R and that
upon stimulation they can modulate the activation of ERK1/2 triggered by antigen
recognition. Consequently, signaling through these receptors can regulate CD4* T-cell

activation.




INTRODUCCION

Los linfocitos T juegan un papel central en la respuesta inmune adaptativa

El sistema inmune tiene como funcién principal reconocer patégenos y células
tumorales para después activar mecanismos efectores capaces de eliminar dichas
amenazas. A su vez, el sistema inmune debe distinguir enire dichos agentes peligrosos y
las células propias sanas, activando mecanismos de tolerancia que eviten respuestas
autoinmunes. La coerdinacion de estos dos procesos requiere de una estricta regulacién
de distintos tipos de células inmunes, lo que asegura la mantencién de la homeostasis en

el organismo.

La respuesta inmune consta de dos componentes: la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa. Mientras la primera esta determinada por una respuesta rapida, la
inmunidad adaptativa se caracteriza por requerir mayor tiempo en desarrollarse a la vez

que presenta una mayor especificidad frente a los agentes peligrosos.

Los linfocitos T (LT) juegan un papel clave en el desarrollo de la respuesta inmune
adaptativa, regulando la funcién de distintos tipos celulares y orquestando la participacion
de una serie de mecanismos efectores para finalmente llevar a cabo la eliminacion de
patégenos y de focos neoplasicos, o bien, para mantener la tolerancia a constituyentes

propios.

Dos poblaciones de LT funcional y fenotipicamente diferentes han sido descritas
segun [a expresion diferencial de los marcadores CD4 o CD8 en la superficie celular.
Ambas poblaciones reconocen antigenos unidos a moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC), a través del receptor de célula T (TCR). La expresidn del co-




receptor CD4 en la superficie de los LT restringe el reconocimiento de antigenos en
moléculas MHC de clase Il (MHC-II), mientras que la expresidn del co-receptor CD8
determina el reconocimiento de complejos péptido-MHC-! (Nouri-Shirazi y cols., 2000). El
reconocimiento del complejo antigeno-MHC por el LT, desencadena una serie de sefiales
intracelulares que inducen en primer lugar la activacion y posterior diferenciacion de estas
células. Debido al rol central que los LT tienen dirigiendo la respuesta inmune yenla
mantencion de la tfolerancia, la activacion de estas células es un proceso finamente

regulado.

Regulacién de la respuesta inmune por el sistema nervioso

Ademas de los mecanismos regulatorios clasicos de la respuesta inmune, diversos
estudios han evidenciado en los (liltimos afios que existe una comunicacidén entre el
sistema nervioso (SN) y el sistema inmunolégico. Hasta la fecha se han desctito fres
maneras principales por las que el SN puede gjercer regulacion sobre el sistema inmune:
la primera es la via neuroendocrina, en la cual, por accién del hipotalamo y la glandula
pituitaria se liberan mediadores al plasma donde pueden actuar a distancia sobre células
del sistema inmune. La segunda manera estd determinada por la inervacién directa de
érganos linfoides por terminales del sistema nervioso auténomo. Estudios independientes
han demostrado la existencia de inervacion de érganos linfoides primarios y secundarios
por el sistema nervioso simpatico (SNS). Esta evidencia apunta a que células inmunes
podrian ser expuestas a mediadores provenientes del SNS, tales como las catecolaminas,
en los sitios de iniciacién de la respuesta inmune adaptativa. Ademas, el hecho de que
organos linfoides secundarios sean inervados por el SNS sugiere que las catecolaminas

liberadas tendrian el potencial de modular algunos procesos que se llevan a cabo en

estos organos, tales como la presentacion antigénica a LT (Elenkov y cols., 2000). Una




tercera fuente de neurotransmisores como moduladores de la respuesta de LT seria el
sistema nervioso central, el cual se ha visto que puede ser infiltrado por LT durante
situaciones patoldgicas, tal como ocurre durante ia enfermedad de Parkinson y la

esclerosis multiple (Pacheco y cols., 2009).

Otra evidencia importante de la interaccién entre el sistema inmune y el SN es [a
presencia de receptores de neurotransmisores en la superficie de distintas células
inmunes, sugiriendo que su funcién o diferenciacion seria modulada por estas moléculas.
En el caso de los LT se ha descrito la expresion de receptores gabaérgicos (Tian y cols.,
2004) , serotoninérgicos (Leon-Ponte y cols., 2007), glutamatérgicos (Pacheco y cols.,
2007), adrenérgicos (Elenkov y cals., 2000), colinérgicos (Kawashima & Fuijii, 2000; 2003}

y dopaminérgicos (Besser y cols., 2005; Watanabe y cols., 2006).

De manera adicional a la expresion de receptores de neurotransmisores en células
inmunes, estudios recientes han demostrado que algunas de estas células son capaces
de sintetizar, capturar y almacenar neurotransmisores en vesiculas intracelulares para su
posterior liberacién (Pacheco y cols., 2009). Con respecto a esto, se ha descrito que las
células dendriticas (DCs), especializadas en la presentacion de antigenos y la activacién
de LT virgenes, son capaces de liberar glutamato (Glu) (Pacheco y cols., 2008),
serotonina (5-HT) (O'Connell y cols., 2006) y dopamina (DA) (Nakano y cols., 2009);
mientras que en el caso de los LT, se ha descrito que pueden liberar acetilcolina (ACh),
noradrenalina/adrenalina (NA/A), 5-HT y DA (Pacheco y cols., 2010). De esta forma,
ciertos neurotransmisores podrian actuar sobre los LT de manera autocrina, o bien,
podrian actuar de manera paracrina al ser liberados por DCs durante la presentacion
antigénica (Pacheco y cols., 2010). Asi, las células inmunes con capacidad de

almacenar y liberar neurotransmisores constituyen una cuarta fuente de estas

moléculas que podrian contribuir a la modulacion de LT.




La dopamina y sus receptores

A la fecha se han descrito cinco receptores de DA (DARs), denominados D1R-
D5R. Los DARs corresponden a receptores de siste segmentos transmembrana
acoplados a proteina G, los cuales segln sus caracteristicas farmacologicas, Ia
homologia de secuencia aminoacldica y las vias de sefalizacién a las cuales se
encuentran normalmente acoplados, se han agrupado en dos tipos: los DARs de tipo 1,
que incluye a los receptores D1R y D5R; y los DARs de tipo 2, que comprende los
receptores D2R, D3R y D4R. Los DARs de tipo 1 se acoplan generalmente a la subunidad
estimulatoria Gas, que induce la activacion de la enzima adenilato ciclasa (AC) v en
consecuencia un aumento en los niveles intracelulares de AMP ciclico (cAMP). Por el
contrario, los receptores de tipo 2 se acoplan canénicamente a la subunidad inhibitoria
Gai, inhibiendo la actividad de la proteina AC y disminuyendo los niveles de cAMP
intracelular (Neve y cols., 2004; Strange, 2009). Sin embargo, la modulacién de los
niveles de CAMP a través de la AC no es la tnica via de sefalizacién a la que pueden
acoplarse los DARs. Existen antecedentes que indican que la estimulacion de los DARs
tambien puede activar otras cascadas de sefializacién, dependiendo del tipo celular donde
se expresan. Por ejemplo, el receptor D1R, generalmente acoplado a la proteina Gas,
puede también acoplarse a la proteina Gaq, activando de esta manera a la proteina
fosfolipasa C (PLC) y desencadenando asi una cascada de sefializacién independiente de

los niveles de cAMP (Neve y cols., 2004).

Los DARs también difieren en su afinidad por DA. Utilizando ensayos de unién de
ligando se han determinado las constantes de disociacion (Ky) de los distintos DARs

(Strange, 2009). Estos valores se encuentran resumidos en la siguiente tabla.




Tabla 1. Valores de las constantes de disociacién por DA de los DARs.

Receptor Constante de disociacion (K))

Las MAPKs ERK1 y ERK2

Las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK, Mitogen-Aclivated Protein
Kinases) son una familia de quinasas altamente conservadas capaces de transmitir
sefales desencadenadas por la estimulacién de proteinas de membrana a través del
citoplasma hacia el nlcleo en respuesta a un amplio rango de estimulos (Wada &
Penninger, 2004). Tras activarse, las MAPKs pueden fosforilar residuos de serina o
treonina en sus sustratos, regulando finalmente la expresién de genes implicados en
diversos procesos celulares tales como, supervivencia, apoptosis, metabolismo, mitosis,
movilidad y proliferacion (Johnson & Lapadat, 2002). Debido a que responden a una
amplia gama de estimulos y a la vez estan involucradas en diversos procesos celulares,
las MAPKs forman puntos de convergencia entre las distintas cascadas de sefializacién
de las que forman parte, constituyendo un punto de integracion de diversos estimulos

para producir finalmente una respuesta adecuada.
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Un tipo de MAPKs corresponde a las proteinas quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERKs, Extraceliufar signal-Regulated Kinases), las cuales incluyen a ERK1
y ERK2, entre otras proteinas. Las quinasas ERK1/2 se activan por las fosforilaciones de
un residuo de treonina y uno de tirosina que se encuentran en el motivo “Thr-Glu-Tyr”", las
cuales son desencadenadas por varios factores de crecimiento u otros estimulos
(Schramek, 2002). Una vez activadas por la di-fosforilacion, las ERK1/2 se translocan
hacia el nucleo donde fosforilan sus sustratos. Estas quinasas inducen la fransicién hacia
el ciclo celular y estdn implicadas en procesos de proliferacién, diferenciacién,
reorganizacion del citoesquelsto de actina y migracion. (Johnson & Lapadat, 2002: Wada

& Penninger, 2004)

Vias de sefializacion desencadenadas en LT por la estimulacion del TCR

Como visién general respecto a las vias de transduccibn de sefales
desencadenadas por el reconocimiento del antigeno necesarias para la activacion
eficiente de LT, se sabe que estdn implicadas Ia activacién de las vias de proteina
quinasa C (PKC)/Ca* y de las MAPKs ERKs, p38 y quinasas c-Jun N-terminal (JNK), io
que resuita colectivamente en la activacion de los factores de transcripcion NFAT, NF«B y

complejos AP-1,

Tras el reconocimiento del antigeno por los LT, la estimulacion del TCR
desencadena una cascada de sefiales que comienza con la fosforilacién en tirosinas de
dominios citoplasmaticos especializados denominados ITAM (Immuno-receptor tyrosine-
based activation motifs o Motivo de activacién de inmunorreceptores basado en tirosina)
los cuales se encuentran ubicados en algunas subunidades del TCR, inciluyendo las

cadenas {, v, 8 y «. Estas fosforilaciones son mediadas por las tirosina quinasas Lck y Fyn;
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promueven el reclutamiento y activacion de otras tirosina quinasas, denominadas ZAP-70
y Syk, hacia los ITAM del TCR. La activacion de ZAP-70/Syk junto a Lck/Fyn promueve la
fosforilacion de sustratos rio abajo, incluyendo a PLCy1. Esta ultima, a través de la
hidrélisis de PIP2, genera IP3 y diacilglicerol (DAG). Mientras DAG promueve la actividad
de la PKC, IP3 aumenta los niveles de calcio intracelular, contribuyendo asi también a la
activacién de PKC. Esta quinasa a su vez ac;ﬁva a la proteina Ras que activa
subsecuentemente a la quinasa Raf. Raf activada fosforila a las quinasas MEK1/2 que,
una vez activadas, fosforilan y activan a las MAPKs ERK1/2 (Figura 1) (Whitehurst &
Geppert, 1996; Finco y cols., 1998; Ramstad y cols., 2000). Finalmente, [a activacién de

ERK1/2 conduce a la activacion del factor de transcripcion AP-1 (Ramstad y cols., 2000),

el cual es necesario para la eficiente activacion de LT.
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DARs tipo 2 DARstipo 1

Figura 1. Modelo de la cascada de seiializacion de ERK1/2 activada por la estimulacién del
TCRy el posible rol modulador de los DARs expresados en LT. El reconocimiento del antigeno
por el complejo TCR/CD3 desencadena la fosforilacién de los dominios ITAM, lo que permite el
reclutamiento de ZAP70 y con eso la activacion de la PLCy1. El DAG producido por la accion
enzimatica de PLCy1, junto con la liberacion de Ca** desde el reticulo endoplasmico inducido por
IP3, activan a la PKC para finalmente activar la cascada de sefalizacién de las MAPKs ERK1/2. Se
muestra ademas los dos tipos de DARs y su efecto putativo en la produccion de cAMP. El aumento
en cAMP activa a la PKA, incrementando la actividad de Csk la cual disminuye la sefalizacién
temprana en la activacion del LT. Por otro lado, PKA también puede regular negativamente la
actividad de Raf.
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La DA como modulador de la respuesta de LT

Con respecto al papel modulador que la DA ejerce sobre la funcién de LT, se ha
descrito que este neurotransmisor, a través del receptor D3 (D3R) expresado en LT CD8"
humanos y murinos, es capaz de inducir una respuesta quimiotactica promoviendo
también su adhesion. Por el contrario, el uso de antagonistas del D3R reducen el homing
de LT CD8" virgenes (Watanabe y cols., 2006). La iiberacién de citoquinas por LT también
se ve modulada por DA. Algunos estudios han mostrado un aumento en la liberacién de
TNFa e IL-10 por LT humanos al ser tratados con DA. Mediante el uso de agonistas y
antagonistas, se ha determinado que los receptores involucrados en este proceso
corresponden a D3R y D2R, respectivamente. Ademas, se ha demostrado que los
receptores de tipo 1 (D1R/D5R) participan en ambos procesos, sugiriendo una regulacion
compleja mediada por DA sobre la produccion de las diferentes citoquinas (Besser y cols.,
2005). Al evaluar la produccion de citoquinas por LT CD4", se ha observado gue mediante
la estimulacién de D2R y D3R, [a DA inhibe la liberacién de IL-2, IL-4 e IFN-y (Ghosh y
cols., 2003). De manera importante, hay evidencias que apuntan a que la estimulacién del
D3R en LT CD4" contribuiria a la produccién de citoquinas de tipo Th1 (llani y cols., 2004).
Ademas, se ha descrito que la estimulacion de LT CD4* con DA aumenta los niveles de
cAMP a través de los receptores de tipo 1 favoreciendo la produccién de IL-17 (Nakano y
cols., 2011). Por otra parte, se ha observado que la estimulacion del D4R, a fravés de Ia
inhibicién de la fosforilacién de ERK1/2, disminuye la proliferacién de LT (Sarkar y cols.,
2006). Atin cuando existe evidencia funcional de la modulacién de LT por DA, no esta
claro cuales son las vias de sefializacién intracelular que desencadena la estimulacién de

cada uno de los DARSs expresados en estas células.
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Referente a las vias de sefalizacion que podrian ser moduladas por la
estimulacion de DARs en LT, se ha descrito que el cAMP, por medio de la activacion de la
proteina quinasa A (PKA), puede regular negativamente la activacion de LT por inhibicion
de la activacion de las ERKs (Ramstad y cols., 2000) y de las JNKs (Harada & Sugimoto,
1999), activando la proteina C-terminal Src quinasa (Csk) (Vang y cols.,, 2001) y
bloqueando la activacién del factor de transcripcion NF-kB (Jimenez y cols., 2001;
Hershfield, 2005). Especificamente, en la via que requiere la activacion de ERK1/2, PKA
puede modular esta activacién de dos formas. Por una parte PKA puede fosforilar a Csk
aumentando su actividad inhibitoria sobre Lck y Fyn. La inhibicién de las quinasas Lek y
Fyn a su vez evita la fosforilacion de los ITAMs asociados a CD3 y por lo tanto, la
generacion de las sefales posteriores a la estimulacién del complejo TCR (Vang y cols.,
2001). Por otra parte, PKA puede directamente fosforilar a Raf-1, inhibiendo asi su funcién
posterior, que involucra la fosforilacion y activacion de ERK1/2 (Ramstad y cols., 2000).
En resumen, el aumento de los niveles de cAMP en LT conlleva a una disminucion de la
fosforilacion de las ERKs y consecuentemente a una atenuacion de la activacion celular.
Por lo tanto, es posible que a través de la regulacién de la actividad de la AC, los DARs
sean capaces de modular la activacién de las quinasas ERKs desencadenada por la

estimulacion del TCR.

Los DARs también podrian modular la actividad de estas MAPK a través de
mecanismos independientes de cAMP como por ejemplo, la activacion de ERK1/2 a
través de la liberacion del heterodimero GBy posterior a la estimulacion de la proteina Ga;

(Faure y cols., 1994; Neve y cols., 2004).
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Hipétesis y objetivos
En base a los antecedentes previamente mencionados, Ia hipétesis planteada en
este seminario de titulo propone que la estimulacion de los receptores de dopamina

expresados en linfocitos T modularia la fosforilacion de las MAPKs ERK1/2 en estas

células.
Para evaluar la hipotesis anterior se plantearon los siguientes objetivos:

e Determinar los niveles de fosforilacion de ERK1/2 en LT CD4" y CD8" estimulados
con concentraciones crecientes de dopamina, tanto en presencia como en

ausencia de estimulacion del TCR.

o Determinar la fosforilacion de ERK1/2 en LT CD4" y CD8' estimulando
selectivamente a D3R o DSR, tanto en presencia como en ausencia de

estimulacion del TCR.

» Comparar la fosforilacién de ERK1/2 en respuesta a DA o agonistas selectivos, en
LT CD4" y CD8" provenientes de ratones deficientes en D3R o en D5R con

respecto a ratones normales.




MATERIALES Y METODOS.

Purificacion de LT

Se extrajo el bazo de ratones de entre 10 y 14 semanas de edad, de la cepa
C57BL/6J con genotipo “wild type” (WT) o “knockout’ (KO) para D3R (D3RKO) o D5R
(DSRKO). Los bazos se perfundieron con PBS (Na,HPO, 8,1 uM, KH,PO, 1,47 uM, NaCl
64,2 mM, KCI 2,68 mM) y posteriormente las células obtenidas se trataron con ACK
(NH,Cl 170 mM; KHCO; 10 mM; EDTA 0,1 mM disddico; p{-i 7.2) para lisar los eritrocitos.
Los LT CD4" se purificaron por seleccion negativa utilizando el kit de purificacién de CD4*
T Cell Isolation Kit Il, mouse MACS (Miltenyi Biotec, Alemania) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Para la purificacién de LT CD8" por seleccién negativa se utilizd el kit de
purificacién CD8a* T Cell Isolation Kit I, mouse MACS (Miltenyi Biotec, Alemania).

Los LT CD4" o CD8" se mantuvieron a 37°C en medio RPMI-1640 suplementado
con L-Glutamina 2.05 mM (Thermo Scientific, Utah, Estados Unidos), piruvato de sodio 1
mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM, penicilina-estreptomicina 1 U/mL; 1 pg/mL y

gentamicina 0.1 mg/mL (todos obtenidos desde Gibco, Nueva York, Estados Unidos).

Estimulacion de LT con DA y agonistas de DARs

Los LT CD4" y LT CD8" purificados se estimularon con concentraciones crecientes
de DA (Sigma Aldrich, Estados Unidos) y de PD128907 —agonista selectivo para el D3R-
(Tocris Bioscience, Estados Unidos) por 5 minutos a 37°C. La estimulacién con DA o
PD128907 se realizé en presencia o ausencia de 1pg/ml del anticuerpo anti-CD3e de
raton desarrollade en hamster (BD Pharmigen, Estados Unidos) para inducir la

estimulacion del TCR. La incubacién se detuvo con tampén de lisis frio como se describe

en la siguiente seccion.
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Fosforilacién de ERK

Para analizar el estado de fosforilacion de ERK1/2, los LT se trataron con tampén
de lisis (Tris/HC! 50mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%) en
conjunto con un céctel de inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas (ambos de
Roche, Alemania) e incubadas en frio por 30 minutos. Después de centrifugar los lisados
celulares a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, el sedimento insoluble se descartd mientras
que el extracto de proteina soluble se cuantificd con el método del acido bicinconinico
(BCA, Thermo Scientific, Estados Unidos). Posteriormente, 30 yg de proteina soluble se
separaron por SDS-PAGE y transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF, de Thermo Scientific, Estados Unidos). Las membranas transferidas se
bloguearon con BSA 3% en TBS (Tris 25 mM, NaCl 150 mM, KCI 2 mM pH 7.4)-Tween-20
0,1% (TBS-T20) por 2 horas. Para la deteccion de la fosforilacion de ERK1/2 las
membranas se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para el
epitopo difosforilado de ERK1/2 (Monoclonal mouse Anti-Diphosphorylated ERK1/2 MAP
kinase, Sigma Aldrich, Estados Unidos) a una dilucién de 1:1.000 en una soluciéon de BSA
3% en TBS-T20 por toda la noche a 4°C. Las membranas se [avaron tres veces con TBS-
T20 y luego incubadas con el anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de ratén conjugado
con la enzima peroxidasa de rabano diluido 1:5.000 (goat anti-mouse IgG HRP, Rockland,
Estados Unidos) en una solucion de BSA 3% en TBS-T20 durante 1 hora a temperatura
ambiente. La inmunodeteccidn se realizd con el sustrato SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Estados Unidos). Posteriormente las membranas
se trataron con NaOH 200 mM para eliminar los anticuerpos unidos, lavadas con TBS-
T20, nuevamente bloqueadas e incubadas con el anticuerpo policlonal de conejo
especifico para ERK1/2 total (rabbit Anti-ERK-1 & ERK-2, de Sigma Aldrich) diluido
1:10.000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de lavar tres veces con TBS-T20,

las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo
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conjugado a peroxidasa de rabano diluido a2 1:5.000 (goat anti-rabbit IgG, Rockland,
Estados Unidos) durante 1 hora a temperatura ambiente. Este Gltimo marcaje de ERK1/2

totales se realizé como un control de carga.

Determinacién de los niveles de IL-2 mediante ELISA

Para evaluar la activacién de LT, placas Nunclon MicroWell de 96 pocillos (Nunc,
Estados Unidos) se frataron con 0,5 pg/ml de anti-CD3e mas 0,5 pg/ml de anti-CD28 de
ratén (BD Pharmigen, Estados Unidos) diluidos en PBS por toda la noche a 4°C y luego
se lavaron tres veces con PBS. LT CD4" o LT CD8" purificados (2x10%pocillo) se
incubaron en las placas previamente tratadas con anti-CD3¢e y anti-CD28. Luego de 24
horas de incubacién a 37°C, se recupero el sobrenadante de los cultivos y los niveles de
IL-2 se midieron mediante un ensayo de ELISA. Brevemente, placas MaxiSorp de 96
pocillos (Nunc, Estados Unidos) se trataron con 1 pg/ml de anticuerpo especifico para IL-2
de raton (purified rat anti-mouse IL-2, BD Pharmigen, Estados Unidos) diluido en PBS por
1 hora a 37°C. Las placas se bloquearan con BSA 3% en PBS por 2 horas a temperatura
ambiente y se lavaron una vez con PBS-T20 0,02% y posteriormente una vez con PBS.
Los sobrenadantes recuperados de los cultivos se incubaron por 12 horas a 4°C. Luego
de lavar como se describid previamente, las placas fueron incubadas con 0,5 pg/ml de
anticuerpo especifico para IL-2 de ratén biotinilado (Biotin rat anti-mouse IL-2, BD
Pharmigen, Estados Unidos) diluido en PBS-BSA 1% por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, las placas se lavaron y finalmente se incubaron con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano (Streptavidin-HRP, BD Pharmigen, Estados Unidos)
diluida en PBS-BSA 1% a una concentracion de 1:1.500 por 1 hora a temperatura
ambiente. Después de lavar, se afiadié el sustrato (Buffer Citrato-fosfato 0,1 M pH 6, TMB

100 pg/mL, H,O,) y se incubd hasta la aparicién de sefial. La reaccion fue detenida con
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Hz80, 2 M. La lectura se realizé en lector de placa (Synergy 4, Biotek, Estados Unidos) a

una longitud de onda de 450 nm.

Como estandar para la cuantificacién se utilizé 1L-2 recombinante de ratén (BD

Pharmigen, Estado Unidos).




RESULTADOS.

La DA modula la activacion de ERKs en LT CD4" y CD8" en respuesta a un estimulo

policlonal.

Con el objetivo de estandarizar las condiciones de estimulacion de LT que
permitan detectar [a fosforilacion de ERKs mediante western blof, en primer lugar se
evaluaron diferentes tiempos de estimulo y distintas concenfraciones de anti-CD3¢. En
base a esto se determind que la estimulacion de LT, tanto CD4" como CD8", con 1 pg/ml
de anti-CD3¢ durante 5 minutos produce un nivel de fosforilacion intermedio de las
quinasas, lo que permitiria evaluar su modulacion positiva o negativa en respuesta a co-
estimulacion de los DARs (datos no mostrados).

A continuacién, se evalué si la estimulacion de los DARs presentes en LT
purificados modula los niveles basales de fosforilacion de ERKs o los niveles de
fosfarilacion de estas quinasas inducidos en respuesta a la estimulacién del TCR. Para
esto, los LT fueron incubados con concentraciones crecientes de DA en presencia o
ausencia de anti-CD3t en las condiciones mencionadas anteriormente. En ausencia de
estimulacién con anti-CD3¢ la dopamina no fue capaz de inducir la fosforilacion de
ERK1/2 en LT CD4" y CD8" en el rango de concentraciones evaluado (Figura 2). En
presencia de anti-CD3¢ la estimulacién con DA 50 nM (Figura 2-A) y DA § uM (Figura 2-C)
produjo cambios en la fosforilacion de ERK1/2 en LT CD4", resultando en una importante
disminucién comparado al control. De manera interesante, en LT CD8" se observd una
marcada disminucién en la fosforilacién de ERK1/2 al co-estimular con DA 50 y 500 nM,
comparado con el control estimulado con anti-CD3e en ausencia de DA. Por otra parte, no

se observaron diferencias en la fosforilacion de ERK1/2 en LT CD8" al co-estimular con
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DA 5 nM (Figura 2-B) y en el caso de DA 5 puM los niveles de fosforilacion fueron

levemente menores comparado con el control (Figura 2-D).
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Figura 2. La DA inhibe la fosforilacion de ERK1/2 desencadenada por un estimulo policlonal
en LT. LT purificados por seleccién negativa se mantuvieron sin estimulo (carril 1), estimulados con
1 pg/ml de anti-CD3e (carril 2), estimulados sé6lo con DA a las concentraciones indicadas (carriles
3-5) o co-estimulados con 1 pug/ml de anti-CD3¢e y DA a las concentraciones indicadas (carriles 6-8)
durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, se lisaron las células y se determinaron los niveles de
fosforilacion de ERK1/2 en LT CD4" (A), LT CD8" (B), LT CD4" (C) y LT CD8" (D). Se muestra una
imagen representativa de 3 experimentos independientes. (E) Esquema de la modulacién de la
fosforilacion de ERK1/2 desencadenada por la estimulacién policlonal de LT CD4” (verde) y CD8"
(azul) en presencia de concentraciones crecientes de DA. Las flechas indican los DARs
estimulados a las diferentes concentraciones de DA utilizadas. La cuantificacion relativa de la
fosforilacion de ERK1/2 (P-ERK1/2) se obtuvo en base a la normalizacién de cada tratamiento
respecto al control positivo (estimulado sélo con anti-CD3¢) a partir de 8 experimentos

independientes.



23

En base a estos resultados se realizé un esquema representativo de la modulacién
de la fosforilacion de ERK1/2 por DA en respuesta a un estimulo de activacion policional
(Figura 2-C), indicando los receptores que estarian siendo estimulados segin las distintas
concentraciones de DA utilizadas (Strange, 2009).

Los resultados obtenidos indican que la DA, a una concentracion de 50 nM, inhibe
la fosforilacibn de ERK1/2 inducida por la estimulacibn del TCR en LT CD4".
Considerando que el tinico receptor estimulado por DA a esta concentracion seria el D3R
(Tabla 1), este resultado sugiere que este receptor estaria implicado en la disminucién de
la fosforilacion de ERK1/2 inducida por la estimulacién del TCR. Adicionalmente, los
resultados muestran que al co-estimular LT CD4" con DA a una concentracién de 500 nM
se restablecen parciaimente los niveles de fosforilacion de ERK1/2, siendo comparables al
control estimulado con anti-CD3e en ausencia de DA. Tomando en cuenta que a esta
concentracién de DA tanto el D3R como el D5R estarfan siendo estimulados (Tabla 1),
estos datos sugieren que el D5R actuaria de manera opuesta al D3R, favoreciendo la
activacién de las ERKs. Por el contrario, tal como se esquematiza en la figura 2C, al
evaluar la fosforilacién de ERK1/2 inducida por la co-estimulacion con DA 5 uM vy anti-
CD3¢, se observé una disminucidn con respecto al control sin DA; por lo tanto, la
estimulacion de todos los DARs restantes (Tabla 1) promueve finalmente una regulacion
negativa de esta cascada de sefializacion (Figura 2-C).

En el caso de LT CD8", los resultados obtenidos muestran que la DA disminuye la
fosforilacién de ERK1/2 inducida por la estimulacién del TCR tanto a 50 nM como a 500
nM, lo que sugiere que en estas celulas la accion del D3R no es contrarrestada por el
DSR. A concentraciones mayores, los niveles de fosforilacién son muy similares a los
observados en el control positivo, lo cual sugiere que a 5 uM los restantes DARs actuarian

de manera opuesta al D3R en LT CD8" (Figura 2-D),
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La estimulacién selectiva del D3R disminuye la activacion de ERK1/2en LT CD4" y
cDg’.

La disminucion en la fosforilacion de ERK1/2 inducida por DA 50 nM en ambas
poblaciones de LT sugiere que este efecto podria estar mediado por la estimulacién del
D3R. Para evaluar lo anterior, LT CD4" y CD8" se estimularon con un agonista selectivo
para D3R, PD128907 (PD) en presencia y ausencia de anti-CD3e para posteriormente
determinar [a fosforilacion de ERK1/2.

De manera similar a los resultados obtenidos con la estimulacion por DA 50 nM en
ausencia de anti-CD3g, la estimulacidon con PD sin un estimulo policlonal no produjo
cambios en la fosforilacidn de ERK1/2 comparado con el control (Figura 3). Estos
resultados confirman que la estimulacién del D3R no es capaz de modular la fosforilacién
basal de las quinasas ERKs, tanto en LT CD4" como en LT CD8" en ausencia de otros
estimulos.

Al evaluar el efecto del agonista selectivo para D3R en conjunto con la
estimulacion del TCR, se observé que PD 50 nM disminuye casi totalmente [a fosforilacidn
de las ERKs en LT CD4" comparado con el control positivo (Figura 3-A). De manera
similar, la estimulacién selectiva del D3R (25 y 50 nM) en presencia de la estimulacion del
TCR en LT CD8" produjo una disminucion de la fosforilacién respecto al control positivo
(Figura 3-B). Estos resultados sugieren que tanto en LT CD4" como CD8" la disminucién

en la fosforilacion de ERKs inducida por anti-CD3e estaria mediada por el D3R.
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Figura 3. La estimulacion selectiva del D3R disminuye la fosforilacion de ERK1/2 inducida
por la estimulacién del TCR en LT CD4" y CD8". LT purificados por selecciéon negativa se
mantuvieron sin estimulo (carril 1), estimulados con 1 pg/ml de anti-CD3¢ (carril 2) estimulados solo
con el agonista PD 128907 (PD) a las concentraciones indicadas (carriles 3-5) o co-estimulados
con 1pg/ml de anti-CD3e y el agonista PD a las concentraciones indicadas (carriles 6-8), durante 5
minutos a 37°C. Posteriormente, las células se lisaron y los niveles de fosforilacion de ERK1/2 se
determinaron en LT CD4" (A) y CD8" (B). Se muestran imagenes representativas de 2

experimentos independientes en cada caso.
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Con el objetive de confirmar las evidencias farmacoldgicas obtenidas con una
aproximacion genética, se realizaron experimentos similares utilizando LT CD4" y CD8*
provenientes de ratones deficientes en el D3R (D3RKO).

De manera similar a los resultados mostrados anteriormente, PD atenué la
fosforilacion de ERK1/2 inducida por anti-CD3¢ tanto en LT CD4" y CD8" provenientes de
ratones normales (wild-fype, WT) comparado con el control positivo respectivo. (Figura 4-
Ay 4-B; carriles 2 y 6). Por el contrario, la estimulacién de LT CD4" y CD8" D3RKO con
PD no afecto la fosforilacion de ERK1/2 comparado con el control positivo (Figura 4-A y 4-
B, carriles 4 y 8). Estos resultados muestran que la disminucion en la activacién de ERKs
mediada por PD en LT CD4" y CD8" requiere de la expresion del D3R en estas células.
Ademas, confirman que la sefializacion desencadenhada por la estimulacién del D3R

modula la activacion de las quinasas ERK1/2 inducida por la estimulacion del TCR.
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Figura 4. La disminucién de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por DA requiere de la
expresion del D3R en LT CD4"y CD8". (A) LT CD4" purificados de ratones WT (negro, carriles 1,
2, 5y 6) o D3RKO (naranjo, carriles 3, 4, 7 y 8) se mantuvieron sin estimulo (carriles 1 y 3),
estimulados con 1 pg/ml de anti-CD3¢ (carriles 2 y 4), co-estimulados con 1 pg/ml de anti-CD3¢ y
50 nM de DA (carriles 5 y 7) o co-estimulados con 1 pg/ml de anti-CD3¢ y 50 nM de PD 128907
(PD) (carriles 6 y 8) durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, las células se lisaron y se
determinaron los niveles de fosforilacion de ERK1/2 en LT CD4 'mediante western blot. (B) LT
CD8" purificados de ratones WT (negro, carriles 1, 2, 5 y 6) o D3RKO (naranjo, carriles 3, 4, 7 y 8)
se mantuvieron sin estimulo (carriles 1y 3), estimulados con 1 pg/ml de anti-CD3¢ (carriles 2 y 4),
estimulados con 50 nM de PD 128907 (PD) (carriles 5 y 7) o co-estimulados con 1 ug/ml de anti-
CD3e y 50 nM de PD 128907 (carriles 6 y 8) durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, las células
se lisaron y los niveles de fosforilacion de ERK1/2 se determinaron mediante western blot. Se
muestran imagenes representativas de 2 experimentos independientes en cada caso.
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La fosforilacién de ERK1/2 y la secrecion de IL-2 en respuesta a un estimulo

policlonal requieren la expresién del DSR en LT CD4".

La co-estimulacién de LT CD4" con DA a una concentracion de 500 nM en
presencia de anti-CD3e resultd en un nivel de fosforilacion de ERK1/2 mayor que el
observado a DA 50nM (Figura 2-A), lo que sugiere que la estimulacién del D5R anularia la
inhibicién promovida por el D3R, mediante un aumento de la activacién de las ERKs, En
base a lo anterior, la aproximacién farmacolégica ideal seria evaluar el efecto de la
estimulacién del DSR mediante un agonista selectivo, sin embargo, ias herramientas
farmacolégicas actualmente disponibles no permiten distinguir entre la estimulacién del
receptor DSR y D1R. Por esto, se utilizaron LT CD4* provenientes de ratones WT o
DSRKO. A diferencia de lo observado en LT CD4* WT, donde la estimulacién con anti-
CD3e promueve un claro aumento de la fosforilacién de ERK1/2, la estimulacién con
tug/ml de anti-CD3e no induce niveles detectables de fosforilacidn de las ERK1/2 en LT
CD4" D5RKO (Figura 5-A, carriles 3 y 4) e induce un pobre aumento en LT CD8" D5RKO
(Figura 5-B, carriles 3 y 4). En conjunto, estos resultados sugieren que el D5R contribuye
de manera importante en el proceso de sefializacion inducido por ia estimulacién del TCR

en LT tanto CD4* como CD8".
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ERK1 b=
ERK2
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P-ERK2 B
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Figura 5. La fosforilacion de ERK1/2 inducida por la estimulacién del TCR requiere de la
expresion del D5R en LT CD4" y CD8". LT purificados de ratones WT (negro, carriles 1 y2)o
D5RKO (celeste, carriles 3 y 4) se mantuvieron sin estimulo (carriles 1 y 3) o se estimularon con 1
Hg/ml de anti-CD3e (carriles 2 y 4) por 5 minutos a 37°C. Posteriormente, las células se lisaron y
los niveles de fosforilacién de ERK1/2 se determinaron en LT CD4" (A) y CD8" (B). Se muestran
imagenes representativas de 3 y 6 experimentos independientes, respectivamente.
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Considerando los resultados anteriores y la importancia de la via de sefalizacion
de las ERKs en la activacién de LT, a continuacién se evalud la liberacién de fL-2, un
marcador clasico de activacion temprana, por parte de LT normales o deficientes en el
D5R.

Como se observa en la Figura 6, en ausencia de estimulacion policlonal no hay
diferencias en la liberacién de IL-2 entre LT WT y D5RKO, tanto CD4* {Figura 6-A) como
CD8" (Figura 6-B). Sin embargo, al comparar la secrecion de IL-2 por LT estimulados
durante 24 horas con anti-CD3e, se observd que los LT CD4" D5RKO liberan
significativamente menos IL-2 en comparacién con LT CD4* WT (Figura 6-A). A diferencia
de los LT CD4’, no se observaron diferencias significativas en la secrecién de IL-2 entre
LT CD8" WT y D5RKO (Figura 6B). Estos resultados sugieren que los LT CD4* requieren
de la expresion de DSR para lograr una activacion eficiente en respuesta a estimulacién
del TCR. En conjunto, estos resultados indican que si bien ambas poblaciones requieren
del D5R para la activacién eficiente de las ERK1/2 en respuesta a la estimulacién de!
TCR, sélo en los LT CD4" se observa una correlacion funcional entre la activacién de

estas MAPKSs y la liberacion de IL-2.
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Figura 6. La activacién eficiente de LT CD4" requiere del D5R. LT purificados de ratones WT
(barras blancas) o D5RKO (barras celestes) se estimularon con 0,5 pg/ml de anti-CD3e (Activado)
o incubaron sélo con medio (reposo) por 24 horas. A continuacién, la secrecién de IL-2 secretada
al medio de cultivo por LT CD4" (A) y CD8" (B) se determiné por ELISA. Datos correspondientes a
4 experimentos independientes. *, p<0.05, segun el test t de student no pareado de dos colas.



DISCUSION.

Estudios recientes sefialan que los neurotransmisores tendrian un rol regulador de
la activacion de LT y por ende de la iniciacidon de la respuesta inmune. De acuerdo con
esto, nuestros resultados indican que la DA, a fravés de los D3R y D5R expresados en LT
CD4" y CD8", es capaz de modular la activacién de las MAPKs ERK1/2 inducida por la
estimulacion del TCR, contribuyendo de manera diferencial en el proceso de activacion de

LT.

Los resultados obtenidos aqui muestran que la estimulacion con DA 50 nM
disminuye la fosforilacién de las ERK1/2 inducida por la estimulacion del TCR en LT CD4".
De acuerdo a las constantes de afinidad de los distintos DARs por DA (Strange, 2009), a
dicha concentracién se estimularia exclusivamente el D3R (Tabla 1). Los resultados 1
obtenidos con PD, el agonista selectivo para D3R (Figura 3-A), y LT CD4" D3RKO (Figura l
4-A), corroboraron gque la estimulacion selectiva de este receptor es responsable de la
disminucion en la fosforilacién de las ERKs observada en presencia de DA 50 nM. Esta
evidencia indica que los LT CD4" de ratén expresan el D3R funcional, el cual actia
disminuyendo la activacion de ERKs inducida por la estimulacién del TCR. Sin embargo,
considerando que la disminucidn en los niveles de ¢cAMP intracelular se correlaciona con
una mayor acfivacién de MAPKs (Ramstad y cols., 2000) (ver figura 1), estos resultados
sugieren que el D3R expresado en LT CD4" no estaria acoplado a la inhibicion de la AC
como se ha descrito generalmente en neuronas. De esta manera, la disminucion en la
activacién de las MAPKs ERK1/2 puede ser el resultado de un acoplamiento no canénico

del D3R a la subunidad Gas; y el consecuente aumento en los niveles de cAMP
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intracelular. La validacién experimental de esta hipétesis requeriria evaluar los niveles de
CAMP intracelular y también determinar la contribucion de la subunidad By (via activacion
de canales iénicos o PLC) en la fosforilacién de ERK1/2 en LT CD4* estimulados por DA

50 nM o por el agonista selectivo PD.

De manera interesante, cuando los LT CD4* fueron expuestos a concentraciones
mayores de DA (500nM) se observé una recuperacién parcial de la fosforilacion de
ERK1/2 en respuesta a un estimulo policlonal (Figura 2). En base a estos resultados yala
afinidad de los distintos DARs por DA (Tabla 1), se postuld que el D5R actuaria ya sea
bloqueando la seRalizacion inhibitoria del D3R o bien promoviendo directamente la
fosforilacién de ERK1/2, cancelando de este modo el efecto producido por el D3R. Puesto
que actualmente no existen agonistas selectivos para DER, se utilizaron LT CD4*
deficientes en el D5R para evaluar la contribucion individual de este receptor en la
modulacién de las ERK1/2 por DA. De manera interesante, estos experimentos
evidenciaron una fosforilacién ineficiente de ERK1/2 en LT CD4* DSRKO estimulados con
anti-CD3e 1pg/mL (Figura 5-A), destacando la importancia de este receptor en la
sefializacién via TCR. Dade que en las condiciones utilizadas no se detecté la
fosforilacién de ERK1/2 en LT CD4* D5RKO, no fue posible evaluar la modulacion de Ia
activacion de las ERKs mediada por DA en ausencia del D5R. Sin embargo, resultados
preliminares de nuestro grupo indican que el DSR estaria acoplado de manera no
candnica a Gai en LT CD4" disminuyendo los niveles intracelulares de AMP ciclico (datos
no publicados). En conjunto, estos resultados apoyan la nocién que este receptor
favoreceria la activacién de las ERKs inducida via TCR en LT CD4" y sugieren un

mecanismo dependiente de AMP ciclico.

Los eventos iniciales en [a activacién de los LT dependen, entre otras senales, de

la fosforilacién y translocacion al nicleo de las ERK1/2. De esta manera, un nivel de
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fosforilacion insuficiente podrfa tener un impacto negativo en el proceso de activacion de
LT. Una de las principales moléculas efectoras secretadas por LT activados es Ia
citoquina IL-2, la cual entrega sefiales para la sobrevida y expansién celuiar. En linea con
lo anterior, se detecté una produccién de IL-2 significativamente menor por parte de LT
CD4" D5RKO en respuesta a un estimulo policlonal comparado con LT CD4* WT (Figura
6-A). En conjunto, estos resultados sugieren que la menor activacién de los LT CD4*
DSRKO podria estar determinada en parte por una activacion insuficiente de ERK1/2. El
aporte de otras cascadas de sefializacién desencadenadas por la estimulacién del TCR
que contribuyen a la activacion eficiente de los LT, tales como la activacion de p38 o JNK,
y su potencial modulacién por el D5R deberan ser analizadas en trabajos a desarrollar en

el futuro.

Al evaluar el rol modulador de la DA en LT CD8", se determiné que la estimulacion
con DA 50 y 500nM en presencia de un estimulo policlonal disminuyé la fosforilacién de
las ERK1/2 en comparacion con el control. Segun las constantes de afinidad de los DARs
por DA (Tabla 1), los datos sugieren que el D3R estaria involucrado en la disminucién de
la fosforilacién de las ERKs por DA 50 nM (Figura 2-B), de manera similar a ios observado
en LT CD4" (Figura 2-A). Por medio del uso de un agonista selectivo de este receptor en
LT CD8" WT (Figura 3-B) y LT CD8"* D3RKO (Figura 4-B), fue posible confirmar que la
disminucién en la activacion de las ERKs inducida por DA 50 nM depende del D3R. Al
igual que en LT CD4*, los resultados sugieren que el D3R en LT CD8* tampoco seguiria la
via candnica de acoplamiento a Ga; y una disminucién de los niveles de cAMP
intracelular. En conjunto, estos resuitados indican que el D3R tendrfa un papel en Ia
modulacion de la activacion de las MAPKs ERK1/2, el cual opera de manera similar tanto

en LT CD4" como CD8".
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A diferencia de lo observado en LT CD4*, en LT CD8' no se observd la
recuperacion de los niveles de fosforilacién de ERK1/2 al estimular con DA 500 nM en
presencia de anti-CD3e. Lo anterior sugiere que la estimulacién del D5R en LT CD8* no
promueve la fosforilacién de ERK1/2, observandose mayoritariamente el efecto del D3R a
dicha concentracién de DA. Para confirmar esto, se evalué la activacién de ERK1/2 en LT
CD8" D5SRKO. Sin embargo, y similar a lo observado en LT CD4*, el D5R parece
participar de manera importante en el proceso de fosforilacion de las MAPKs ERK1/2 en
respuesta a la estimulacion del TCR, ya que se detectaron muy bajos niveles de ERK
fosforilado en LT CD8" DSRKO en presencia de anti-CD3¢ (Figura 5-B). Por esta razén, se
evalué también la secrecion de IL-2 de LT CD8" WT y D5RKO en respuesta a un estimulo
policlonal. Al contrario de lo observado con LT CD4", la ausencia del D5R no afecté la
secrecion de [L-2 en LT CD8" (Figura 6-B). Estos resultados indican que los LT CD8*
requieren del D5R para inducir la fosforilacién eficiente de las ERK1/2, pero no serla
necesario para completar el proceso de activacion. Futuros estudios son necesarios para
determinar la contribucién de ofras vias de sefializacion activadas por la estimulacion del
TCR gue puedan compensar la leve activacion de las ERK1/2 en LT CD8" D5RKO en
presencia de anti-CD3¢ y explicar la ausencia de diferencias en la'secrecion de IL-2 entre

LT CD8" WT y D5RKO.

A concentraciones mayores de DA (5 pM) se observé una recuperacién parcial en
la fosforilacién de ERK1/2 en respuesta a anti-CD3e en LT CD8" (Figura 2-D). En base a
las constantes de afinidad de los diferentes DARs por DA, a 5 UM todos los receptores
son estimulados. Asi, los resultados sugieren que la estimulacién de los D2R, D4R ylo
D1R puede compensar la disminucién de la fosforilacién de las ERKs desencadenada por

el D3R y DER en respuesta a un estimulo policlonal. Futuros trabajos deberan determinar
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el aporte de cada uno de estos receptores en la modulacién de la activacion de ERK1/2

en LT CD8".

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la estimulacion del D3R
expresado en LT tiene un efecto modulador en la cascada de sefalizacion de las MAPKs
ERK1/2 desencadenada por la estimulacién del TCR, produciendo una disminucién en su
activacién. Ya que los resultados sugieren un acoplamiento no candnico del D3R, queda
por determinar si las otras vias de MAPKs, tales como p38 y JNK, responden a la co-
estimulacidn del D3R y el TCR, y si esta respuesta afecta la funcionalidad de LT. Por otra
parte, el analisis del D5R indica que al menos su expresidn es importante para la
activacion de ERK1/2 desencadenada por la estimulacion del TCR. Sera necesario
determinar si el D5R tiene algun papel en la activacién de las otras vias de MAPKs ysila
accion sobre estas vias en su conjunto determina finalmente su contribucién én el proceso

de activacion de los LT CD4",




CONCLUSIONES

Este trabajo muestra que la activacion de las quinasas ERK1/2 inducida por la
estimulacion con anti-CD3tg en LT es modulada por DA. Este efecto seria mediado por
D3R y D5R. Con la informacién obtenida no se puede descartar que otros DARs
expresados en LT puedan contribuir a esta modulaciéon cuando son estimulados con

concentraciones mayores de DA.

La evidencia farmacoldgica y genética indica que la estimulacién selectiva del D3R
en las dos poblaciones de LT seria responsable de la disminucién en la fosforilacion de
ERK1/2 observada originalmente por DA 50 nM. Por lo tanto, la estimulacion de este
receptor es capaz de afectar la activacion de ERK1/2 desencadenada por la estimulacion

del TCR a través de un mecanismo aun por definir.

Los resultados obtenidos en LT CD4* deficientes en el D5R sugieren que la
fosforilacion de ERK1/2 y la consecuente secrecion de IL-2 inducida por anti-CD3e
requieren de la expresion de este receptor. Por otra parte, la expresion del D5R en LT
CD8* modularia sélo la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a un estimulo policlonal, sin

afectar la secrecion de IL-2.
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Figura 7. Modelo propuesto: modulacién de la fosforilacién de ERK1/2 por los receptores de
DA D3R y D5R. La estimulacion del D3R es capaz de disminuir la fosforilacion de ERK1/2
desencadenada por un estimulo policlonal en LT CD4" y CD8". En cambio, la expresion del D5R es
necesaria para la fosforilacion de ERK1/2 gatillada por un estimulo policlonal en LT CD4" y CD8".
En el caso de LT CD4’, la expresion del D5R es también necesaria para su eficiente secrecién de
IL-2.
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