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RESUMEN

La  dopamina   (DA)  es  un   neurotransmisor  implicado  en  diversos  procesos  del

sistema  nervioso,   el  cual   promueve  efectos  celulares  a  traves  de  la  estimulaci6n  de

receptores  de  DA  (DARs)  expresados  en  la  superficie  celular.  Los  DARs  se  acoplan  a

proteina   G    modulando   la    actividad    adenilato-ciclasa   y   otras   importantes   vias    de

sefializaci6n,  tales  como  las  quinasas  activadas  por mit6genos  (MAPKs).  Ademas  de  su

papel clave como  mediador en el  sistema nervioso,  la DA ha sido tambien  recientemente

involucrada como inmunomodulador.

La  activaci6n  de  los  linfocitos  T  (LT)  se  inicia  por  el  reconocimiento  del  antigeno

mediante el receptor de LT` (TCR),  lo cual desencadena la activaci6n de diferentes vias de

sefializaci6n,  incluyendo la activaci6n de MAPKs.

Recientemente  se  ha  descrito  la  expresi6n  de  DARs  en  LT,   los  cuales  al  ser

estimulados   regulan   importantes   procesos  en  la   respuesta   linfocitaria,   tales   como  la

liberaci6n  de  citoquinas,  la  polarizaci6n  hacia  el  fenotipo  efector  y  el  Aom/.r7g.  Dado  la

importancia  de  las  MAPKs  en  la  activaci6n  de  LT,  el  objetivo  de  este  seminario  de titulo

fue  determinar  c6mo  la  fosforilaci6n  de  ERK1/2  desencadenada  por  la  estimulaci6n  del

TCR seria modulada a trav6s de la co-estimulaci6n de los DARs expresados en LT.

Los resultados muestran que la estimulaci6n del  receptor de DA D3 (D3R),  ya sea

por DA 50 nM  a  par el  agonista selectivo  PD128907,  disminuye de manera  importante la

fosforilaci6n  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

observ6   una   modulaci6n   de   la   activaci6n   de   ERK1/2.   Por  otro   lado,   la   estimulaci6n

simultanea  de  D3R  y  del   receptor  D5  de   DA  (D5R)   por  DA  500  nM,   result6  en   un

restablecimiento  de  los  niveles  de  fosforilaci6n  de  ERK1/2  en  LT  CD4+,  similares  a  los

observados en la ausencia de DA. A la inversa,  la inhibici6n de la fosforilaci6n 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  demostr6 que tanto  LT CD4+  como  LT CD8+  requieren  de este

receptor  para  inducir  una  fuerte  fosforilaci6n  de  ERK1/2  en  respues{a  a  un  estimulo

policlonal.  Sin  embargo,  solo en  LT CD4+ la expresi6n del  D5R contribuye  a  la secreci6n

de lL-2 inducida por la estimulaci6n 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 activaci6n de ERK1/2

desencadenada    por   el    reconocimiento    antig6nico   y   consecuentemente    regular   la

activaci6n 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 Brotein ±inases  (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   determine   if   the   phosphorylation   of   ERK1/2   generated   by   TOR

stimu[ations 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
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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,  lL-2 secretion was  determined  in TCR-stimulated T-cells  lacking  D5R.  Results

indicate  that  the  absence  of  D5R  promotes  a  significant  decrease  in  IL-2  release  from

CD4+ T-cells but does not affect lL-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.



lNTRODUCCION

Los linfocitos Tjuegan Lin papel central en la respuesta immune adaptativa

El  sistema  inmune  tiene  como  funci6n  principal  reconocer  pat6genos  y  c6lulas

tumorales   para   despu6s   activar   mecanismos   efectores   capaces   de   eliminar   dichas

amenazas. A su vez,  el sistema inmune debe distinguir entre dichos agentes peligrosos y

las  c6lulas  propias  sanas,  activando  mecanismos  de  tolerancia  que  eviten  respuestas

autoinmunes.  La  coordinaci6n de  estos  dos  procesos  requiere de  una  estricta  regulaci6n

de distintos tipos de celulas inmunes,  lo que asegura la mantenci6n 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 funci6n de distintos tipos celulares y orquestando la participaci6n

de  una  serie  de  mecanismos  efectores  para  finalmente  llevar  a  cabo  la  eliminaci6n  de

pat6genos  y  de  focos  neoplasicos,  o  bien,  para  mantener  la  tolerancia  a  constituyentes

propios.

Dos  poblaciones  de  LT funcional  y fenotipicamente  diferentes  han  sido  descritas

segdn  la  expresi6n  diferencial  de  los  marcadores  CD4  o  CD8  en  la  superricie  celular.

Ambas  poblaciones  reconocen  antigenos  unidos  a  moleculas  del  complejo  mayor  de

histocompatibilidad  (MHC),  a traves  del  receptor de  c6lula T (TOR).  La  expresi6n  del  co-
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receptor  CD4  en  la  superficie  de  los  LT  restringe  el  reconocimiento  de  antigenos  en

mol6culas  MHC  de  clase   11   (MHC-II),   mientras  que  la  expresi6n  del   co-receptor  CD8

determina el reconocimiento de  complejos p6ptido-MHC-I  (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 activaci6n y posterior diferenciaci6n de estas

c6lulas.  Debido  al  rol  central  que  los  LT  tienen  dirigiendo  la  respuesta  inmune  y  en  la

mantenci6n  de  la  tolerancia,   la  activaci6n  de  estas  c6lulas  es  un  proceso  finamente

regulado.

Regulaci6n de la respuesta immune per e[ sistema nervioso

Ademas de los mecanismos regulatorios clasicos de la respuesta inmune,  djversos

estudios  han  evidenciado  en  los  dltimos  afios  que  existe  una  comunicaci6n  entre  el

sistema  nervioso  (SN)  y  el  sistema  inmunol6gico.  Hasta  la  fecha  se  han  descrito  tres

maneras principales por las que el SN  puede ejercer regulaci6n sobre el sistema  inmune:

Ia  primera  es  la  via  neuroendocrina,  en  la  cual,  por acci6n  del  hipotalamo  y  la  glandula

pituitaria se liberan  mediadores al plasma donde pueden actuar a distancia  sobre c6lulas

del  sistema  inmune.  La  segunda  manera  esta  determinada  por  la  inervaci6n  directa  de

6rganos linfoides por terminales del sistema nervioso aut6nomo.  Estudios independientes

han  demostrado  la  existencia  de  inervaci6n  de 6rganos  linfoides  primarios  y secundarios

por el  sistema  nervioso  simpatico  (SNS).  Esta  evidencia  apunta  a  que  celulas  inmunes

podrian ser expuestas a mediadores provenientes del SNS, tales como las catecolaminas,

en  los  sitios  de  iniciaci6n  de  la  respuesta  inmune  adaptativa.  Ademas,  el  hecho  de  que

6rganos  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  6rganos,  tales  como  la  presentaci6n  antigenica  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   patol6gicas,   tal   como   ocurre   durante   la   enfermedad   de   Parkinson   y   la

esclerosis mdltiple (Pacheco y cols.I 2009).

Otra evidencia  importante de  la  interacci6n  entre el  sistema  inmune y el  SN  es  la

presencia   de   receptores   de   neurotransmisores   en   la   superficie   de   distintas   c6lulas

inmunes,  sugiriendo que su funci6n o diferenciaci6n seria modulada por estas moleculas.

En el caso de los  LT se ha descrito la expresi6n de receptores gabaergicos (Tian y cols.,

2004)  ,  serotoninergicos  (Leon-Ponte  y  cols.,  2007),  glutamat6rgicos  (Pacheco  y  cols.,

2007),  adren6rgicos (Elenkov y cols., 2000),  colinergicos (Kawashima & Fujii,  2000;  2003)

y dopamin6rgicos (Besser y cols., 2005; Watanabe y cols., 2006).

De manera adicional a la expresi6n de receptores de neurotransmisores en c6lulas

inmunes,  estudios  recientes  han  demostrado que  algunas de  estas celulas son  capaces

de sintetizar,  capturar y almacenar neurotransmisores en vesiculas  intracelulares  para su

posterior liberaci6n  (Pacheco  y cols.,  2009).  Con  respecto  a esto,  se  ha  descrito que  las

c6lulas dendriticas  (DCs),  especializadas en  la  presentaci6n  de antigenos y la activaci6n

de   LT   virgenes,   son   capaces   de   liberar   glutamato   (Glu)   (Pacheco   y   cols.,   2006),

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  presentaci6n

antig6nica   (Pacheco   y   cols.,   2010).   Asi,   Ias   c6Iulas   inmunes   con   capacidad   de

almacenar  y  ]iberar  neurotransmisores  constituyen  una  cuarta  fuente  de  estas

mol6culas que podrian contribuir a la modLIlaci6n de LT.



La dopamina y sus receptores

A  la  fecha  se  nan  descrito  cinco  receptores  de  DA  (DARs),  denomjnados  DIR-

D5R.    Los   DARs   corresponden   a   receptores   de   siete   segmentos   transmembrana

acoplados   a   proteina   G,    los   cuales   segdn   sus   caracteristicas   farmacol6gicas,    la

homologia   de   secuencia   aminoacidica   y   las   vias   de   sefializaci6n   a   las   cuales   se

encuentran  normalmente  acoplados,  se  han  agrupado  en  dos tipos:  los  DARs  de tipo  1,

que  incluye  a  los  receptores  DIR  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  activaci6n  de  la  enzima  adenilato  ciclasa  (AC)  y  en

consecuencia  un  aumento  en  los  niveles  intracelulares  de  AMP  ciclico  (CAMP).  Por  el

contrario,  los  receptores  de  tipo  2  se  acoplan  can6nicamente  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   modulaci6n   de   los

niveles  de  CAMP  a  traves  de  la AC  no  es  la  dnica  via  de  sefializaci6n  a  la  que  pueden

acoplarse  los  DARs.  Existen  antecedentes  que  indican  que  la  estimulaci6n  de  los  DARs

tambi6n puede activar otras cascadas de sefializaci6n, dependiendo del tipo celular donde

se  expresan.  Por  ejemplo,  el  receptor  DIR,  generalmente  acoplado  a  la  proteina  Gas,

puede  tambi6n  acoplarse  a  la  proteina  Gaq,  activando  de  esta  manera  a  la  proteina

fosfolipasa C (PLC) y desencadenando asi una cascada de sefializaci6n independiente de

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

Los  DARs tambi6n  difieren en su  afinidad  por DA.  Utilizando ensayos de uni6n de

ligando  se  ham   determinado  las  constantes  de  disociaci6n   (Ki)  de  los  distintos   DARs

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



Tabla 1. Valores de las constantes de disociaci6n por DA de los DARs.

Receptor               Constante de disociaci6n (Ki)

228 nM

1 705 nM

Las MAPKs ERKl y ERK2

Las proteinas quinasas activada§ por mit6genos (MAPK,  M/.fogen-Act/.vafec/ Prole/.n

K/.nases)  son   una  familia  de  quinasas  altamente  conservadas  capaces  de  transmitir

sefiales  desencadenadas  por  la  estimulaci6n  de  proteinas  de  membrana  a  trav6s  del

citoplasma   hacia  el   nucleo   en   respuesta  a   un   amplio   rango   de   estfmulos   (Vvada  &

Penninger,   2004).   Tras  activarse,   Ias   MAPKs  pueden  fosforilar  residuos  de  serina   a

treonina  en  sus  sustratos,   regulando  finalmente  la  expresi6n  de  genes  implicados  en

diversos  procesos  celulares  tales  coma,  supervivencia,  apoptosis,  metabolismo,  mitosis,

movilidad  y  proliferaci6n  (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  sefializaci6n

de  las  que  forman  parfe,  constituyendo  un  punto  de  integraci6n  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, Exfrace//u/ar s/.gna/-Regu/afed K/.nases), las cuales incluyen a ERKl

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-fosforilaci6n,  las  ERK1/2  se  translocan

hacia el nucleo donde fosforilan sus sustratos.  Estas quinasas inducen  la transici6n  hacia

el    ciclo    celular   y    estan    implicadas    en    procesos    de    proliferaci6n,    diferenciaci6n,

reorganizaci6n del  citoesqueleto de actina y migraci6n.  (Johnson  &  Lapadat,  2002;  Wada

& Penninger, 2004)

Vias de sefializaci6n desencadenadas en LT por la estimulaci6n del TCR

Como    visi6n    general    respecto    a    las    vias    de    transducci6n    de    sefiales

desencadenadas   por   el   reconocimiento   del   antigeno   necesarias   para   la   activaci6n

eficiente  de  LT,   se  sabe  que  estan  implicadas  la  activaci6n  de  las  vias  de  proteina

quinasa C  (PKC)/Ca2+ y de las  MAPKs ERKs,  p38 y   quinasas  c-Jun  N-terminal  (JNK),  lo

que resulta colectivamente en la activaci6n de los factores de transcripci6n NEAT,  NFtcB y

complej.os AP-1.

Tras   el   reconocimiento   del   antigeno   por   los   LT,    la   estimulaci6n   del   TCR

desencadena  una  cascada  de  sefiales  que  comienza  con  la  fosforilaci6n  en  tirosinas  de

dominios  citoplasmaticos  especializados  denominados  ITAM  (/mmuno-recaptor fyrosi.ne-

based act/.vat/.on mof/.rs o  Motivo  de activaci6n  de  inmunorreceptores  basado  en  tirosina)

los  cuales  se  encuentran  ubicados  en  algunas  subunidades  del  TCR,   incluyendo  las

cadenas €, y, 8 y g.  Estas fosforilaciones son mediadas por las tirosina qujnasas Lck y Fyn;
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promueven el reclutamiento y activaci6n de otras tirosina quinasas,  denominadas ZAP-70

y Syk,  hacia los lTAM del TCR.  La activaci6n de ZAP-70/Syk junto a Lck/Fyn promueve la

fosforilaci6n  de  sustratos  rio  abajo,   incluyendo  a  PLcyl.   Esta   dltima,   a  trav6s  de  la

hidr6lisis de PIP2,  genera  lp3 y diacilglicerol  (DAG).  Mientras  DAG promueve la actividad

de la  PKC,  lp3  aumenta los  niveles de calcio  intracelular,  contribuyendo  asi tambien  a  la

activaci6n   de   PKC.   Esta   quinasa   a   su   vez   activa   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,  la  activaci6n  de

ERK1/2 conduce a la activaci6n del factor de transcripci6n AP-1  (Ramstad y cols.,  2000),

el cual es necesario para la eficiente activaci6n de LT.
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Figura  1.  Modelo do la cascada de seRalizaci6n  de  ERK1/2 ac(ivada  por la ostimulaci6n  dol

TCR y el posible rol modulador de los DARs expresados en LT. El reconocimiento del antigeno

por  el  complejo  TCR/CD3  desencadena  la  fosforilaci6n  de  los  dominios  ITAM,  lo  que  permite  el

reclutamiento  de  ZAP70  y  con  eso  la  activaci6n  de  la  PLcyl.   EI  DAG  producido  par  la  acci6n

enzimatica  de  PLCvl, junto  con  la  liberaci6n  de  Ca2+  desde  el  reticulo endoplasmico  inducido  por

lp3,  activan a la  PKC para finalmente activar la cascada de sefializaci6n de las  MAPKs ERK1/2.  Se

muestra ademas los dos tipos de DARs y su efecto putativo en la producci6n de CAMP.  El aumento

en  CAMP  activa  a  la  PKA,   incrementando  la  actividad  de  Csk  la  cual  disminuye  la  sefializaci6n

temprana  en  la  activaci6n  del  LT.   Por  otro  lado,   PKA  tambi6n  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 funci6n  de  LT,  se  ha

descrito que este neurotransmisor,  a trav6s del receptor D3 (D3R) expresado en LT CD8+

humanos   y   murinos,   es   capaz   de   inducir   una   respuesta   quimiotactica   promoviendo

tambi6n su adhesi6n.  Por el contrario,  el iiso de antagonistas del  D3R reducen el horn/.ng

de LT CD8+ virgenes (V\/atanabe y cols., 2006). La liberaci6n de citoquinas por LT tambi6n

se ve modulada  por DA.  AIgunos estudios  han  mostrado  un  aumento  en  la  liberaci6n  de

TNFa  e  lL-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  (DI R/D5R)  participan en ambos procesos,  sugiriendo  una regulaci6n

compleja mediada por DA sobre la producci6n de las diferentes citoquinas (Besser y cols.,

2005). Al evaluar la producci6n de citoquinas por LT CD4+, se ha observado que mediante

la  estimulaci6n  de  D2R  y  D3R,  la  DA  inhibe  la  liberaci6n  de  lL-2,  lL-4  e  lFNry  (Ghosh  y

cols., 2003).  De manera importante, hay evidencias que apuntan a que la estimulaci6n del

D3R en  LT CD4+ contribuiria a la producci6n de citoquinas de tipo Thl  (llani y cols.,  2004).

Ademas,  se  ha  descrito  que  la  estimulaci6n  de  LT CD4+  con  DA  aumenta  los  niveles  de

CAMP a trav6s de lo§ receptores de tipo  1  favoreciendo la producci6n de IL-17  (Nakano y

cols„  2011).  Por otra  parte,  se  ha observado que  la estimulaci6n  del  D4R,  a traves de  la

inhibici6n  de  la  fosforilaci6n  de  ERK1/2,  disminuye  la  proliferaci6n  de  LT  (Sarkar y  cols.,

2006).  Adn  cuando  existe  evidencia  funcional  de  la  modulaci6n  de  LT  por  DA,  no  esta

claro cuales son  las vias de sefializaci6n intracelular que desencadena la estimulaci6n de

cada uno de los DARs expresados en estas c6lulas.
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Referente   a    las   vias    de   sefializaci6n   que    podrian    ser   moduladas    por   la

estimulaci6n de DARs en LT, se ha descrito que el CAMP,  por medio de la activaci6n de la

proteina quinasa A (PKA),  puede regular negativamente la activaci6n de LT por inhibici6n

de la activaci6n de las ERKs  (Ramstad y cols.,  2000) y de las JNKs (Harada & Sugimoto,

1999),   activando   la   protelna   C-terminal   Src   quinasa   (Csk)   (Vang   y   cols.,   2001)   y

bloqueando   la   activaci6n   del   factor   de   transcripci6n   NF-KB   (Jimenez   y   cols.,   2001;

Hershfield,  2005).  Especificamente,  en  la via que  requiere la  activaci6n  de  ERK1/2,  PKA

puede  modular esta  activaci6n  de  dos formas.  Por una  parte  PKA  puede fosforilar a  Csk

aumentando su  actividad  inhibitoria sobre  Lck y  Fyn.  La  inhibici6n  de  las  quinasas  Lck y

Fyn  a  su  vez  evita  la  fosforilaci6n  de  los  ITAMs  asociados  a  CD3  y  por  lo  tanto,   la

generaci6n  de  las sefiales  posteriores  a  la  estimulaci6n  del  complejo TOR  (Vang  y cols.,

2001). Por otra parte,  PKA puede directamente fosforilar a Raf-1, inhibiendo asi su funci6n

posterior.  que  involucra  la  fosforilaci6n  y  activaci6n  de  ERK1/2  (Ramstad  y  cols.,  2000).

En  resumen,  el aumento de los  niveles de CAMP en  LT conlleva  a  una disminuci6n de la

fosforilaci6n de  las  ERKs y consecuentemente  a  una atenuaci6n  de  la  activaci6n  celular.

Por lo tanto,  es posible que  a trav6s de  la  regulaci6n de la  actividad de  la AC,  Ios  DARs

sean  capaces  de  modular  la  activaci6n  de  las  quinasas  ERKs  desencadenada  por  la

estimulaci6n del TCR.

Los   DARs  tambi6n   podrian  modular  la  actividad  de  estas   MAPK  a  traves  de

mecanismos  independientes  de  CAMP  como  por  ejemplo,   la  activaci6n  de  ERK1/2  a

trav6s de la liberaci6n del heterodimero GPv posterior a la estimulaci6n de la proteina Gal

(Faure y cols.,1994;  Neve y cols., 2004).
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Hip6tesis y objetivos

En  base  a  los  antecedentes  previamente  mencionados,  la  hip6tesis  planteada  en

este seminario de titulo  propone que  la estimulaci6n  de  los  receptores  de dopamina

expresados en linfocitos T modularia la fosforilaci6n de las IVIAPKs ERK1/2 en estas

c6lulas.

Para evaluar la hip6tesis anterior se plantearon los siguientes objetivos:

•     Determinar los niveles de fosforilaci6n de ERK1/2 en  LT CD4+ y CD8+ estimulados

con   concentraciones   crecientes   de   dopamina,   tanto   en   presencia   como   en

ausencia de estimulaci6n del TCR.

•     Determinar    la    fosforilaci6n    de    ERK1/2    en    LT    CD4+    y    CD8+    estimulando

selectivamente   a   D3R   o   D5R,   tanto   en   presencia   como   en   ausencia   de

estimulaci6n del TCR.

•     Comparar la fosforilaci6n 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.

Purificaci6n de LT

Se  extrajo  el  bazo  de  ratones  de  entre  10  y  14  semanas  de  edad,  de  la  cepa

C57BL/6J  con  genotipo  "wt./d  fype"  (VVT)  o  "Anockour  (KO)  para  D3R  (D3RKO)  o  D5R

(D5RKO).  Los bazos se perfundieron  con  PBS  (Na2HP04 8,1  uM,  KH2P041,47  uM,  Nacl

64,2  mM,   Kcl  2,68  mM)  y  posteriormente  las  celulas  obtenidas  se  trataron  con  ACK

(NH4Cl  170  mM;  KHC0310  mM;  EDTA 0,1  mM  dis6dico;  pH  7.2)  para  lisar los  eritrocitos.

Los LT CD4+ se purificaron por selecci6n negativa utilizando el kit de purificaci6n de  C04+

7-Ce// /so/af/.on K/.f //,  mouse MACS (Mi[tenyi  Biotec, Alemania) siguiendo las  indicaciones

del fabricante.  Para  la  purificaci6n  de  LT CD8+  por selecci6n  negativa  se  utiliz6  el  kit de

purificaci6n  CD8a+  7-Ce// /so/af/.on K/.{ //,  mouse MACS  (Miltenyi  Biotec, Alemania).

Los  LT CD4+  o  CD8+ se  mantuvieron  a 37°C  en  medio  RPMl-1640  suplementado

con  L-Glutamina 2.05  mM  (Thermo Scientific,  Utah,  Estados  Unidos),  piruvato de sodio  1

mM,  aminoacidos  no  esenciales  0.1   mM,  penici[jna-estreptomicina  1   U/mL:   1   iig/mL  y

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

Estimulaci6n 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  estimulaci6n  con  DA  o

PD128907  se  realiz6  en  presencia  o  ausencia  de  lLig/ml    del  anticuerpo  anti-CD3€  de

rat6n    desarrollado    en    hamster    (BD    Pharmigen,    Estados    Unidos)    para    inducir   la

estimulaci6n del TCR.  La  incubaci6n se detuvo con tamp6n de lisis frio como se describe

en la siguiente secci6n.

16
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Fosforilaci6n de ERK

Para analizar el estado de fosforilaci6n de ERK1/2,  los  LT se trataron  con tamp6n

de  lisis  (Tris/Hcl  50mM  pH  6.8,  SDS  2%,  glicerol  10%,  azul  de  bromofenol  0,01%)  en

conjunto con un c6ctel de inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas  (ambos de

Roche, Alemania) e incubadas en frio por 30 minutos.  Despues de centrifugar los lisados

celulares a  10.000 rpm por 10 minutos a 4°C,  el sedimento insoluble se descart6 mientras

que  el  extracto  de  proteina  soluble  se  cuantific6  con  el  m6todo  del  acido  bicinconinico

(BOA,  Thermo  Scientific,  Estados  Unidos).  Posteriormente,  30  ug  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

bloquearon con BSA 3% en TBS (Tris 25 mM, NacI 150 mM,  Kcl 2 mM pH 7.4)-Tween-20

0,1%   ITBS-T20)   por  2   horas.   Para   la   detecci6n   de   la   fosforilaci6n   de   ERK1/2   las

membranas  se  incubaron  con   un  anticuerpo   monoclonal   de   rat6n  especifico   para  el

epiitopc> diifostor.i)ado de ERK112 (Monoclonal  mouse Anti-Diphosphorylated  ERK1/2  MAP

A/.r}ase,  Sigma Aldrich,  Estados  Unidos) a una diluci6n de  1 :1.000 en  una soluci6n de  BSA

3% en TBS-T20 por toda la noche a 4°C.  La§ membranas se lavaron tres veces con TBS-

T20 y luego incubadas con el anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de rat6n conjugado

con la enzima peroxidasa de rabano diluido 1 :5.000 (goat ant/.-mouse /gG HRP,  Rockland,

Estados  Unidos)  en  una  soluci6n  de  BSA 3%  en TBS-T20  durante  1  hora  a temperatura

ambiente.   La   inmunodetecci6n   §e   realiz6   con   el   sustrato   Supers/.gna/   West  Femfo

Max/.mum  Sens/.{/.v/.fy Subsfrafe (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   (rabb/.I  Ant/.-ERK-7   &  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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conj.ugado  a  peroxidasa  de  rabano  diluido  a   1:5.000  (goat  ant/.-rabb/.i  /gG,   Rock/and,

Estados  Unidos) durante  1  hora a temperatura ambiente.  Este  dltimo  marcaje de ERK1/2

totales se realiz6 como un control de carga.

Determinaci6n de los niveles de [L-2 mediante EL]SA

Para  evaluar la  activaci6n  de  LT,  placas IVunc/on M/.crowe// de  96  pocillos  (Nunc,

Estados  Unidos)  se trataron  con  0,5  ug/ml  de  anti-CD3€ mss  0,5  Llg/ml  de  anti-CD28  de

rat6n  (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   (2xl05/pocillo)   se

incubaron  en  las  placas  previamente  tratadas  con  anti-CD3e  y  anti-CD28.  Luego  de  24

horas de incubaci6n  a 37°C,  se  recuper6 el sobrenadante de los  cultivos y los niveles de

lL-2  se  midieron  mediante  un  ensayo  de  ELISA.  Brevemente,  placas  Maxisorp  de  96

pocillos (Nunc,  Estados Unidos) se trataron con 1  ug/ml de anticuerpo especifico para lL-2

de rat6n tour/.r/.ec/ raf ant/.-mouse /i-2,  BD Pharmigen,  Estados Unidos) diluido en PBS  por

1  hora a 37°C.  Las placas se bloquearon 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  describi6  previamente,  las  placa§  fueron  incubadas  con  0,5  Lig/ml  de

anticuerpo   especifico   para   IL-2   de   rat6n   biotinilado   (B/.of/.n   raf  ant/.-mouse   /i-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 (Sfrepfav/.d/.n-HRP,  BD  Pharmigen,  Estados  Unidos)

diluida  en   PBS-BSA   1%   a   una   concentraci6n   de   1:1.500   por   1   hora  a  temperatura

ambiente.  Despues de lavar,  se afiadi6 el sustrato (Buffer Citrato-fosfato 0,1  M pH 6, TMB

100  pg/mL,  H202)  y se  incub6  hasta  la  aparici6n  de  serial.  La  reacci6n  fue  detenida  con
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H2S04 2 M.  La lectura se realiz6 en lector de placa (Synergy 4,  Biotek,  Estados  Unidos) a

una longitud de onda de 450 nm.

Como  estandar  para  la  cuantificaci6n  se  utiliz6  lL-2  recombinante  de  rat6n  (BD

Pharmigen,  Estado Unidos).



RESULTADOS.

La DA modula la activaci6n de ERKs en LT CD4+ y CD8+ en respuesta a un estimulo

po]iclonal.

Con   el   obj.etivo   de   estandarizar   las   condiciones   de   estimulaci6n   de   LT   que

permitan  detectar  la  fosforilaci6n  de  ERKs  mediante  western  b/of,   en  primer  lugar  se

evaluaron  diferentes  tiempos  de  estimulo  y  distintas  concentraciones  de  anti-CD3€.  En

base a esto se determin6 que la estimulaci6n de LT, tanto CD4+ como CD8+,  con  1  ug/ml

de  anti-CD3€  durante   5   minutos   produce   un   nivel   de  fosforilaci6n   intermedio   de   las

quinasas,  lo qlie  permitiria evaluar su  modulaci6n  positiva  o  negativa  en  respuesta  a  co-

estimulaci6n de los DARs (datos no mostrados).

A   continuaci6n,   se   evalu6   si   la   estimulaci6n   de   los   DARs   presentes   en   LT

purificados   modula   los   niveles   basales   de   fosforilaci6n   de   ERKs   o   los   niveles   de

fosforilaci6n  de  estas  quinasas  inducidos  en  respuesta  a  la  estimulaci6n  del  TCR.  Para

esto,  los  LT  fueron  incubados  con  concentraciones  crecientes  de  DA  en  presencia  o

ausencia  de  anti-CD3€  en  las  condiciones  mencionadas  anteriormente.  En  ausencia  de

estimulaci6n   con   anti-CD3€   la   dopamina   no  fue   capaz  de   inducir  la   fosforilaci6n   de

ERK1/2  en  LT  CD4+  y  CD8+  en  el  rango  de  concentraciones  evaluado  (Figura  2).   En

presencia de anti-CD3€ la estimulaci6n con DA 50 nM (Figura 2-A) y DA 5 pM (Figura 2-C)

produjo cambios en  la fosforilaci6n de ERK1/2 en  LT CD4+,  resultando en una importante

disminuci6n  comparado  al  control.  De  manera  interesante,  en  LT  CD8+  se  observ6  una

marcada disminuci6n  en  la fosforilaci6n  de  ERK1/2 al  co-estimular con  DA 50  y 500  nM,

comparado con el control estimulado con anti-CD3€ en ausencia de DA.  Por otra parte,  no

se  observaron  diferencias  en  la fosforilaci6n  de  ERK1/2  en  LT  CD8+  al  co-estimular con

20
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DA  5  nM   (Figura  2-a)   y  en  el  caso  de   DA  5   HM   los   niveles  de  fosforilaci6n  fueron

levemente menores comparado con el control (Figura 2-D).
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Figura 2. La DA inhibe la fosforilaci6n de ERK1/2 dosencadonada por un estimulo pollclonal

on LT.  LT purificados por selecci6n  negativa se mantuvieron sin estimulo (carril  1 ),  estimulados con

1  ug/ml  de  anti-CD3€  (carril  2),  estimulados  solo con  DA a  las concentraciones  indicadas  (carriles

3-5) a co-estimulados con  1  Lig/ml de anti-CD3€ y DA a las concentraciones  indicadas (carriles 6-8)

durante  5 minutes a 37°C.  Posteriormente,  se  lisaron  las c6lulas y se determinaron  los  niveles de

fosforilaci6n de  ERK1/2 en  LT CD4+ (A),  LT CD8+ (a),  LT CD4+ (C) y LT CD8+ (D).  Se muestra  una

imagen  representativa  de  3  experimentos  independientes.  (E)  Esquema  de  la  modulaci6n  de  la

fosforilaci6n  de  ERK1/2  desencadenada  por la estimulaci6n  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  cuantificaci6n  relativa  de  la

fosforilaci6n  de  ERK1/2  (P-ERK1/2)  se  obtuvo  en  base  a  la  normalizacj6n  de  cada  tratamiento

respecto   al    control    positivo   (estimulado   solo   con    anti-CD3g)    a    partjr   de   8   experimentos

independientes.
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En base a estos resultados se realiz6 un esquema representativo de la modulaci6n

de la fosforilaci6n  de  ERK1/2  por DA en  respuesta a  un estimulo  de  activaci6n  policlonal

(Figura 2-C), indicando los receptores que estarian siendo estimulados segdn las distintas

concentraciones de DA utilizadas (Strange, 2009).

Los resultados obtenidos indican que la DA,  a una concentraci6n de 50 nM,  inhibe

la   fosforilaci6n    de    ERK1/2    inducida    por   la    estimulaci6n    del   TCR    en    LT    CD4+.

Considerando que el tinico receptor estimulado por DA a esta concentraci6n seria el D3R

(Tabla  1), este resultado sugiere que este receptor estarfa implicado en la disminuci6n de

la  fosforilaci6n  de   ERK1/2  inducida  por  la  estimulaci6n  del  TCR.   Adicionalmente,   los

resultados muestran que al co-estimular LT CD4+ con DA a una concentraci6n de 500 nM

se restablecen parcialmente los niveles de fosforilaci6n de ERK1/2, siendo comparables al

control  estimulado  con  anti-CD3€  en  ausencia  de  DA.  Tomando  en  cuenta  que  a  esta

concentraci6n  de  DA tanto  el  D3R  como  el  D5R  estarian  siendo  estimulados  (Tabla  1),

estos  datos  sugieren  que  el  D5R  actuaria  de  manera  opuesta  al  D3R,  favoreciendo  la

activaci6n  de  las  ERKs.  Por  el  contrario,  tal  como  se  esquematiza  en  la  figura  2C,  al

evaluar  la  fosforilaci6n  de  ERK1/2  inducida  por  la  co-estimulaci6n  con  DA  5  prM  y  anti-

CD3€,   se   observ6   una   disminuci6n   con   respecto   al   control   sin   DA;   por  lo   tanto,   la

estimulaci6n  de todos  los  DARs  restantes  (Tabla  1)  promueve finalmente  una  regulaci6n

negativa de esta cascada de sefializaci6n (Figura 2-C).

En el caso de LT CD8+,  los resultados obtenidos muestran que la DA disminuye la

fosforilaci6n  de  ERK1/2  inducida  por la estimulaci6n  del TOR tanto  a  50  nM  como  a  500

nM,  lo  que  sugiere  que  en  estas  celulas  la  acci6n  del  D3R  no  es  contrarrestada  por  el

D5R.  A  concentraciones  mayores,  los  niveles  de  fosforilaci6n  son  muy  similares  a  los

observados en el control positivo, lo cual sugiere que a 5 HM los restantes DARs actuarian

de manera opuesta al D3R en LT CD8+ (Figura 2-D).
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La estimulaci6n selectiva del D3R disminuye la activaci6n de ERK1/2 en LT CD4+ y

CD8`.

La  disminuci6n  en  la  fosforilaci6n  de  ERK1/2  inducida  por  DA  50  nM  en  ambas

poblaciones  de  LT sugiere  que  este  efecto  podria  estar mediado  por  la  estimulaci6n  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 la fosforilaci6n de ERK1 /2.

De manera similar a los resultados obtenidos con la estimulaci6n por DA 50 nM en

ausencia  de  anti-CD3e,   la  estimulaci6n   con  PD  sin  un  estimulo  policlonal  no   produjo

cambios   en   la  fosforilaci6n   de   ERK1/2   comparado   con   el   control   (Figura   3).   Estos

resultados confirman que la estimulaci6n del D3R no es capaz de modular la fosforilaci6n

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

estimulaci6n del TCR, se observ6 que PD 50 nM disminuye casi totalmente la fosforilaci6n

de  las  ERKs  en  LT  CD4+  comparado  con  el  control  positivo  (Figura  3-A).  De  manera

similar,  la estimulaci6n selectiva del D3R (25 y 50 nM) en presencia de la estimulaci6n del

TCR en  LT  CD8+  produj.o  una  disminuci6n  de  la fosforilaci6n  respecto  al  control  positivo

(Figura 3-8).  Estos resultados sugieren que tanto en  LT CD4+ como CD8+ la  disminuci6n

en la fosforilaci6n de ERKs inducida por anti-CD3E estaria mediada por el D3R.
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Figura  3.  La  ostimulaci6n  seloctiva  d®I  D3R dlsmlnuyo  la fosforllaci6n  de  ERK1/2  lnducida

por  la  estimulaci6n  d®l  TCR  en  LT  CD4+  y  CD8+.   LT  purificados  por  selecci6n  negativa  se

mantuvieron sin estlmulo (carril  1), estimulados con  1  ug/ml de anti-CD3€ (carril 2) estimulados solo

con  el  agonisfa  PD  128907  (PD)  a  las  concentraciones  indicadas  (carriles  3-5)  o  co-estimulados

con  lijg/ml de anti-CD3e y el agonista  PD a las concentraciones indicadas (carriles 6-8), durante 5

minutos a  37°C.  Posteriormente,  las celulas  se  lisaron  y  los  niveles de fosforilaci6n  de  ERK1/2  se

determinaron   en   LT   CD4+   (A)   y   CD8+   (8).    Se   muestran   imagenes   representativas   de   2

experimentos independientes en cada caso.
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Con  el  objetivo  de  confirmar  las  evidencias  farmacol6gicas  obtenidas  con  una

aproximaci6n  genetica,  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   atenu6   la

fosforilaci6n de ERK1/2 inducida por anti-CD3€ tanto en  LT CD4+ y CD8+  provenientes de

ratones normales (w/./d-type, WT) comparado con el control  positivo  respectivo.  (Figura 4-

A y 4-8;  carriles 2 y 6).  Por el contrario,  Ia estimulaci6n de  LT CD4+ y CD8+  D3RKO  con

PD no afect6 la fosforilaci6n de ERK1/2 comparado con el control positivo (Figura 4-A y 4-

8,  carriles 4 y 8).  Estos resultados muestran que la disminuci6n en la activaci6n de ERKs

mediada  por PD  en  LT CD4+ y CD8+  requiere de la  expresi6n  del  D3R en  estas  c6Iulas.

Ademas,   confirman  que  la  sefializaci6n   desencadenada   por  la  estimulaci6n   del   D3R

modula la activaci6n de las quinasas ERK1/2 inducida por la estimulaci6n del TCR.
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Flgura  4.   La  dismlnuci6n  de  la  fosforilaci6n  de  ERK1/2  inducida   por  DA  roquioro  de  la

oxpre8i6n del D3R ®n  LT CD4+ y CD8+.  (A)  LT CD4+ 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  1   y  3),

estimulados con  1  ug/ml  de anti-CD3€  (carriles 2  y 4),  co-estimulados  con  1  ug/ml  de  anti-CD3£ y

50  nM  de  DA  (carriles  5  y  7)  o  co-estimulados  con  1  ug/ml  de  anti-CD3c  y  50  nM  de  PD  128907

(PD)   (carriles  6   y  8)   durante   5   minutes  a   37°C.   Posteriormente,   las  c6lulas   se   lisaron   y   se

determinaron  los  niveles  de  fosforilaci6n  de  ERK1/2  en  LT  CD4+mediante  western  A/o(.   (a)  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  est[mulo (carriles  1  y 3),  estimulados con  1  ug/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-

CD3£ y 50 nM de PD  128907 (carriles 6 y 8) durante 5 minutes a 37°C.  Posteriormente.  Ias celulas

se  lisaron  y  los  niveles  de  fosforilaci6n  de  ERK1/2  se  determinaron  mediante  wesfem  b/of.  Se

muestran imagenes representativas de 2 experimentos independientes en cada caso.
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La fosforilaci6n de ERK1/2 y la secreci6n de lL-2 en respuesta a un estimulo

policlonal requieren la expresi6n del D5R en LT CD4+.

La   co-estimulaci6n   de   LT  CD4+  con   DA  a   una  concentraci6n  de  500   nM  en

presencia  de  anti-CD3€  result6  en  un  nivel  de  fosforilaci6n  de  ERK1/2  mayor  que  el

observado a DA 50nM (Fjgura 2-A), Io que sugiere que la estimulaci6n del D5R anularia la

inhibicj6n  promovida  por el  D3R,  mediante un aumento de  la  activaci6n  de  las  ERKs.  En

base  a  lo  anterior,   la  aproximaci6n  farmacol6gica  ideal  seria  evaluar  el  efecto  de  la

estimulaci6n  del  D5R  mediante  un  agonista  selectivo,   sin  embargo,   las  herramientas

farmacol6gicas  actualmente  disponibles  no  permiten  distinguir  entre  la  estimulaci6n  del

receptor  D5R  y  DIR.   Par  esto,  se  utilizaron  LT  CD4+  provenientes  de  ratones  \/\/T  o

D5RKO.  A diferencia  de  lo  observado  en  LT  CD4+  WT.  donde  la  estimulaci6n  con  anti-

CD3€  promueve  un  claro  aumento  de  la  fosforilaci6n  de  ERK1/2,   la  estimulaci6n  con

lug/ml  de  anti-CD3E  no  induce  niveles  detectables  de fosforilaci6n  de  las  ERK1/2  en  LT

CD4+ D5RKO (Figura 5-A,  carriles 3 y 4) e induce un pobre aumento en LT CD8+ D5RKO

(Fjgura 5-a,  carriles 3 y 4).  En conjunto,  estos resultados sugieren que el  D5R contribuye

de manera importante en el proceso de sefializaci6n inducido por la estimulaci6n del TCR

en LT tanto CD4+ como CD8+.
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Figura  5.  Ia  fosforilaci6n  do  ERK1/2  lnduc]da  per  la  ostimulaci6n  dol  TCR  roquiero  d®  la

expresi6n  dol  D5R on  LT CD4+  y  CD8+.  LT  purificados de  ratones WT  (negro,  carriles  1  y 2)  o

D5RKO  (celeste,  carriles  3 y 4)  se  mantuvieron  sin estlmulo (carriles  1  y 3)  o se estimularon  con  1

ug/ml  de  anti-CD3£  (carriles 2  y 4)  par  5  minutos  a  37°C.  Posteriormente,  las  celulas  se  ljsaron  y

los  njveles  de fosforilaci6n  de  ERK1/2  se  determinaron  en  LT  CD4+  (A)  y  CD8+  (a).  Se  muestran

imagenes representativas de 3 y 6 experimentos independientes, respectivamenle.
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Considerando  los  resultados  anteriores  y  la  importancia  de  la  via  de  sefializaci6n

de  las  ERKs  en  la  activaci6n  de  LT,  a  continuaci6n  se  evalu6  la  liberaci6n  de  lL-2,  iin

marcador  clasico  de  activaci6n  temprana,  por  parte  de  LT  normales  o  deficientes  en  el

D5R.

Como  se  observa  en  la  Figura  6,  en  ausencia  de  estimulaci6n  policlonal  no  hay

diferencias en  la  liberaci6n de  IL-2 entre  LT VVT y D5RKO,  tanto  CD4+ (Figura 6-A) como

CD8+  (Figura  6-a).  Sin  embargo,  al  comparar  la  secreci6n  de  lL-2  por  LT  estimulados

durante   24   horas   con   anti-CD3€,    se   observ6   que   los   LT   CD4+   D5RKO   liberan

significativamente menos lL-2 en comparaci6n con LT CD4+ VVT (Figura 6-A). A diferencia

de los  LT CD4+,  no se observaron  diferencias significativas  en  la secreci6n  de  lL-2  entre

LT CD8+ WT y D5RKO (Figura 68).  Estos resultados sugieren que los  LT CD4+ requieren

de  la expresi6n  de  D5R  para  lograr una  activaci6n  eficiente  en  respuesta  a  estimulaci6n

del TCR.  En  conjunto,  estos  resultados  indican que si  bien  ambas  poblaciones  requieren

del  D5R  para  la  activaci6n  eficiente  de  las  ERK1/2  en  respuesta  a  la  estimulaci6n  del

TCR,  s6lo  en  los  LT  CD4+  se  observa  una  correlaci6n  funcional  entre  la  activaci6n  de

estas MAPKs y la liberaci6n de IL-2.
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Figura 6.  La actlvaci6n  oficionto do  LT CD4+  roqul®ro  d®l  D5R.  LT purificados  de  ratones WT

(barras blancas) o D5RKO  (barras celestes) se estimularon con 0,5  ijg/ml de anti-CD3€ (Activado)

o incubaron solo con  medio (reposo) por 24 horas. A continuaci6n,  la secreci6n de   lL-2 secretada

al medio de cultivo por LT CD4+ (A) y CD8+ (a) se determin6 por ELISA.  Datos correspondientes a

4 experimentos independientes. *, p<O.05, segtln el test I de student no pareado de dos colas.



DISCUS16N.

Estudios recientes sefialan que los neurotransmisores tendrian un rol regulador de

la  activaci6n  de  LT y  por ende  de  la  iniciaci6n  de  la  respuesta  inmune.  De  acuerdo  con

esto, nuestros resultados indican que la DA, a trav6s de los D3R y D5R expresados en LT

CD4+  y  CD8+,  es  capaz  de  modular la  activaci6n  de  las  MAPKs  ERK1/2  inducida  por  la

estimulaci6n del TCR, contribuyendo de manera diferencial en el proceso de activaci6n de

LT.

Los   resultados   obtenidos   aqui   muestran   que   la   estimulaci6n   con   DA   50   nM

disminuye la fosforilaci6n de las ERK1/2 inducida por la estimulaci6n del TCR en  LT CD4+.

De acuerdo a las  constantes de afinidad de los distintos DARs por DA (Strange,  2009),  a

dicha  concentraci6n  se  estimularla  exclusivamente  el   D3R  (Tabla   1).   Los  resultados

obtenidos con PD, el agonista selectivo para D3R (Figura 3-A), y LT CD4+ D3RKO (Figura

4-A),  corroboraron  que  la  estimulaci6n  selectiva  de  este  receptor  es  responsable  de  la

disminuci6n  en  la fosforilaci6n  de  las  ERKs  observada  en  presencia  de  DA  50  nM.  Esta

evidencia  indica  que  los  LT  CD4+  de  rat6n  expresan  el  D3R  funcional,  el  cual  acttla

disminuyendo  la activaci6n  de  ERKs  inducida  por la  estimulaci6n  del TCR.  Sin  embargo,

considerando que  la  disminuci6n en los  niveles de CAMP intracelular se correlaciona  con

una  mayor activaci6n  de  MAPKs  (Ramstad y cols.,  2000)  (ver figura  1),  estos  resultados

sugieren que el  D3R expresado  en  LT CD4+ no estaria  acoplado  a  la  inhibici6n  de la AC

como  se  ha  descrito  generalmente  en  neuronas.  De  esta  manera,  la  disminuci6n  en  la

activaci6n de las MAPKs ERK1/2 puede ser el resultado de un acoplamiento  no can6nico

del   D3R   a   la   subunidad   Gas   y   el   consecuente   aumento   en   los   niveles   de   CAMP
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intracelular.  La validaci6n experimental de esta  hip6tesis requeriria evaluar los  niveles de

CAMP intracelular y tambi6n  determinar la contribuci6n de  la subunidad  Py (vl'a  activaci6n

de canales i6nicos o  PLC)  en  la fosforilaci6n 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  observ6   una   recuperaci6n  parcial  de  la  fosforilaci6n  de

ERK1/2 en respuesta a un estimulo policlonal (Figura 2).  En base a estos resultados y a la

afinidad  de  los  distintos  DARs  par  DA  (Tabla  1),  se  postul6  que  el  D5R  actuari'a  ya  sea

bloqueando   la   sefializaci6n   jnhibitoria   del   D3R   o   bien   promoviendo   directamente   la

fosforilaci6n de ERK1/2,  cancelando de este modo el efecto producido por el D3R.  Puesto

que   actualmente   no   existen   agonistas   selectivos   para   D5R,   se   utilizaron   LT   CD4+

deficientes  en  el   D5R  para  evaluar  la   contribuci6n  individual  de  este   receptor  en   la

modulaci6n   de   las    ERK1/2   par   DA.    De   manera    interesante,    estos   experimentos

evidenciaron una fosforilaci6n ineficiente de ERK1/2 en LT CD4+ D5RKO estimulados con

anti-CD3€   1i.g/mL   (Figura   5-A),   destacando   la   importancia   de   este   receptor   en   la

sefializaci6n   via   TCR.    Dado   que   en   las   condiciones   utilizadas   no   se   detect6   la

fosforilaci6n  de  ERK1/2  en  LT CD4+  D5RKO.  no fue  posible  evaluar la  modulaci6n  de  la

activaci6n  de  las  ERKs  mediada  por  DA en  ausencia  del  D5R.  Sin  embargo,  resultados

preliminares   de   nuestro   grupo   jndican   que   el   D5R   estaria   acoplado   de   manera   no

can6nica a Gal en  LT CD4+ disminuyendo los niveles intracelulares de AMP ciclico (datos

no   publicados).   En   conjunto,   estos   resultados   apoyan   la   nocj6n   que   este   receptor

favoreceria  la  activaci6n  de  las  ERKs  inducida  via  TCR  en   LT  CD4+  y  sugjeren   un

mecanismo dependiente de AMP ciclico.

Los eventos iniciales en  la activaci6n de los LT dependen,  entre otras sefiales.  de

la  fosforilaci6n  y  translocaci6n  al  nt]cleo  de  las  ERK1/2.   De  esta  manera,   un  nivel  de
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fosforilaci6n  insuficiente podrfa tener un  impacto negativo  en el  proceso  de  ac{ivaci6n  de

LT.   Una   de   las   principales   mol6culas   efectoras   secretadas   por   LT  activados   es   la

citoquina IL-2,  la cual entrega sefiales para la sobrevida y expansi6n celular.  En linea con

lo  anterior,  se  detect6  una  producci6n  de  lL-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  activaci6n  de  los  LT  CD4+

D5RKO  podria  estar determinada en  parte  par una  activaci6n  insuficiente  de  ERK1/2.  El

aporte de otras  cascadas de sefializaci6n  desencadenadas  por la estimulaci6n  del  TCR

que contribuyen a la activaci6n eficiente de los LT, tales como la activaci6n de p38 o JNK,

y su potencial modulaci6n  por el D5R debefan ser analizadas en trabajos a desarrollar en

el futuro.

Al evaluar el rol modulador de la DA en LT CD8+, se determin6 que la estimulaci6n

con  DA 50 y 500nM  en  presencia  de  un  estimulo  policlonal  disminuy6  la fosforilaci6n  de

las ERK1/2 en comparaci6n con el control.  Segt]n las constantes de afinidad de los DARs

por DA (Tabla  1),  los datos sugieren que el D3R estaria involucrado en la disminuci6n  de

la fosforilaci6n de las ERKs par DA 50 nM (Figura 2-a), de manera similar a los observado

en  LT CD4+ (Figura 2-A).  Por medio del  uso de un agonista selectivo de este receptor en

LT CD8+  V\/T (Figura  3-a)  y  LT  CD8+  D3RKO  (Figura  4-8),  fue  posible  confirmar que  la

disminuci6n  en  la  activaci6n  de  las  ERKs  inducida  por  DA  50  nM  depende  del  D3R.  Al

jgual que en LT CD4+, los resultados sugjeren que el D3R en LT CD8+ tampoco seguiria la

via   can6nica   de   acoplamiento   a   Gal   y   una   disminuci6n   de   los   niveles   de   CAMP

intracelular.   En  conjunto,  estos  resultados  indican  que  el  D3R  tendria  un  papel  en  la

modulaci6n de la activaci6n 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   observ6   la

recuperaci6n  de  los  niveles  de  fosforilaci6n  de  ERK1/2  al  estimular  con  DA  500  nM  en

presencia de  anti-CD3€.  Lo  anterior sugiere que la  estimulaci6n  del  D5R  en  LT CD8+  no

promueve la fosforilaci6n de ERK1/2, observandose mayoritariamente el efecto del D3R a

dicha concentraci6n de DA.  Para confirmar esto, se evalu6 Ia activaci6n de ERK1/2 en LT

CD8+   D5RKO.   Sin   embargo,   y  similar  a   lo  observado   en   LT  CD4+,   el   D5R   parece

participar de manera  importante en el  proceso de fosforilaci6n  de  las  MAPKs  ERK1/2 en

respuesta  a  la  estimulaci6n  del  TCR,  ya  que  se  detectaron  muy  bajos  niveles  de  ERK

fosforilado en LT CD8+ D5RKO en presencia de anti-CD3£ (Figura 5-a).  Por esta raz6n, se

evalu6 tambi6n la secreci6n de lL-2 de LT CD8+ \/VT y D5RKO en respuesta a un estimulo

policlonal.  Al  contrario  de  lo  observado  con  LT  CD4+,  la  ausencia  del  D5R  no  afect6  la

secreci6n  de  lL-2  en  LT  CD8+  (Figura  6-a).  Estos  resultados  indican  que  los  LT  CD8+

requieren  del  D5R  para  inducir  la  fosforilaci6n  eficiente  de  las  ERK1/2,  pero  no  seria

necesario para  completar el proceso de activaci6n.  Futliros estudios son  necesarios para

determinar la contribuci6n de otras vias de sefializaci6n  activadas  por la  estimulaci6n de[

TCR  que  puedan  compensar  la  leve  activaci6n  de  las  ERK1/2  en  LT  CD8+  D5RKO  en

presencia de anti-CD3€ y explicar la ausencia de  diferencias en la secreci6n de lL-2 entre

LT CD8+ WT y D5RKO.

A concentraciones mayores de DA (5 I.M) se observ6  una recuperaci6n parcial en

la fosforilaci6n 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  par DA,  a  5  uM  todos  los  receptores

son  estimulados.  Asi,  los  resultados  sugieren  que  la  estimulaci6n  de  los  D2R,  D4R  y/o

DIR puede compensar la disminuci6n de la fosforilaci6n de las ERKs desencadenada por

el D3R y D5R en respuesta a un estimulo policlonal.  Futuros trabajos deberan determinar
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el  aporte de  cada  uno  de  estos  receptores  en  la  modulaci6n  de  la  activaci6n  de  ERK1/2

en LT CD8+.

Los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  indican  que  la  estimulaci6n  del  D3R

expresado en  LT tiene un efecto modulador en la cascada de sefializaci6n de las MAPKs

ERK1/2 desencadenada por la estimulaci6n del TOR,  produciendo una disminuci6n en su

activaci6n.  Ya que  los  resultados  sugieren  un  acoplamiento  no  can6nico  del  D3R,  queda

por  determinar  si  las  otras  vias  de  MAPKs,  tales  como  p38  y  JNK,  responden  a  la  co-

estimulaci6n del D3R y el TCR, y si esta respuesta afecta la funcionalidad de LT.  Por otra

parte,   el   analisis   del   D5R  indica  que  al   memos  su  expresi6n   es   importante  para  la

activaci6n   de   ERK1/2   desencadenada   por  la   estimulaci6n   del   TCR.   Sera   necesario

determinar si el  D5R tiene algun papel en la activaci6n de las otras vias de MAPKs y si la

acci6n sobre estas vias en su conj.unto determina finalmente su contribuci6n en el proceso

de activaci6n de los LT CD4+.



CONCLUSIONES

Este  trabajo  muestra  que  la  activaci6n  de  las  quinasas  ERK1/2  inducida  por  la

estimulaci6n  con  anti-CD3€  en  LT  es  modulada  por  DA.  Este  efecto  seria  mediado  por

D3R  y   D5R.   Con   la   informaci6n   obtenida   no   se   puede   descartar  que   otros   DARs

expresados  en  LT  puedan  contribuir  a  esta  modulaci6n  cuando  son  estimulados  con

concentraciones mayores de DA.

La evidencia farmacol6gica y gen6tica indica que la estimulaci6n selectiva del D3R

en  las  dos  poblaciones  de  LT seria  responsable  de  la  disminuci6n  en  la  fosforilaci6n  de

ERK1/2  observada  originalmente  por  DA  50  nM.  Por  lo  tanto,  la  estimulaci6n  de  este

receptor es capaz de afectar la activaci6n de ERK1/2 desencadenada  por la estimulaci6n

del TCR a traves de un mecanismo aun par definir.

Los  resultados  obtenidos  en   LT  CD4+  deficientes  en  el   D5R  sugieren  que  la

fosforilaci6n   de   ERK1/2   y   la   consecuente   secreci6n   de   lL-2   inducida   por  anti-CD3€

requieren  de  la  expresi6n  de  este  receptor.  Por otra  parte,  la  expresi6n  del  D5R  en  LT

CD8+ modularia s6lo la fosforilaci6n de ERK1/2 en respuesta a un estimulo policlonal, sin

afectar la secreci6n de lL-2.
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Sttreeth d. 11-2

FIgura 7. Ivlodolo propuesto: modulaci6n do la fosforilaci6n de ERK1/2 por los recoptoros do

DA   D3R  y   D5R.   La   estimulacj6n   del   D3R   es  capaz  de   disminuir   la   fosforilaci6n   de   ERK1/2

desencadenada por un estimulo policlonal en LT CD4+ y CD8+.  En cambio,  la expresi6n del D5R es

necesaria  para  la fosforilaci6n  de  ERK1/2  gatillada  par un  estlmulo  policlonal en  LT CD4+  y CD8+.

En el caso de LT CD4+,  Ia expresi6n del D5R es tambien  necesaria para su eficiente secreci6n de

IL-2.
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