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Resumen

Las células cebadas (CCs) participan en las reacciones alérgicas y activan mecanismos 

protectores de la inmunidad innata a través del receptor TLR-4. La cinasa Lyn es un 

elemento importante para el sistema de transducción del receptor FcεRI en CCs, pero su 

papel específico en la cascada de activación del TLR-4 es aun desconocido. En el 

presente trabajo, caracterizamos distintas respuestas inducidas por el TLR-4 en CCs 

derivadas de médula ósea (BMMCs) de ratones WT y Lyn-/- y encontramos que las CCs 

Lyn-/- secretaron menos TNF que las CCs WT en respuesta al LPS. Las CCs carentes de 

Lyn también mostraron menor fosforilación de las MAPKs e IKK-IκB, así como una 

menor actividad de NFκB después de la activación del TLR-4, en comparación con las 

células WT. Asimismo, fue detectada una interacción constitutiva entre el factor 6 

asociado al receptor para TNF (TRAF-6) y la cinasa 1 activada por TGF-β (TAK-1) en 

células Lyn-/- y este complejo fue insensible a la activación del TLR-4. Después de la 

estimulación con LPS, encontramos que Lyn puede activarse y asociarse con TRAF-6. 

Analizando dos respuestas locales dependientes de CCs in vivo, encontramos que Lyn 

controla positivamente la producción temprana de TNF después de una inyección 

intraperitoneal de LPS. En conjunto, nuestros resultados indican que Lyn juega un papel 

positivo en la producción de TNF inducida por el receptor TLR-4 controlando la 

actividad del complejo TRAF-6/TAK-1 en CCs. 
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Abstract 

 

Mast cells (MCs) control allergic reactions and contribute to protective innate immune 

responses through Toll-like receptor (TLR)-4 activation. The tyrosine kinase Lyn is 

important to the high affinity IgE receptor (FcεRI) signal transduction system in MCs, 

but its role on TLR-4 signalling cascade is still elusive. Here, we characterized several 

TLR-4-triggered responses in bone marrow-derived mast cells (BMMCs) from WT and 

Lyn -/- mice.  We found that Lyn -/- MCs secreted lower amounts of TNF after LPS 

challenge when compared to WT cells. Lyn -/- BMMCs showed less MAPK, IκB 

phosphorylation and NFκB nuclear translocation after TLR-4 triggering than WT cells. 

LPS-induced MAPK and IKK phosphorylation were importantly reduced in the absence 

of Lyn. A constitutive interaction between TNF receptor associated factor 6 (TRAF-6) 

and phosphorylated TGF-β-activated kinase 1 (TAK-1) was observed in Lyn -/- BMMCs 

and this complex was insensitive to LPS addition. Lyn kinase was activated and 

associated to TRAF-6 shortly after LPS addition in WT MCs. Analyzing two local mast 

cell-dependent innate immune responses in vivo, we found that Lyn positively controls 

early TNF production and immune cell recruitment after an intraperitoneal injection of 

LPS. Our results indicate that Lyn plays a positive role in TLR-4-induced production of 

TNF in MCs controlling the activity of the TRAF-6/TAK-1 protein complex. 
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Prólogo 

Importantes descubrimientos han dado lugar al desarrollo de los conceptos más 

elementales en inmunología y gracias a éstos ha sido posible entender, cada vez mejor, 

las atribuciones de la inmunidad innata, también conocida como inmunidad natural, en el 

control de la respuesta inmune global1. Han transcurrido poco más de dos décadas desde 

que la inmunidad innata comenzó a ser explorada extensivamente debido al impacto que 

resultó tener en la regulación de la respuesta inmune adaptativa2. Por presentar una alta 

especificidad, memoria y resolver con extraordinara selectividad diversos procesos 

inflamatorios, la mayor parte de la investigación básica en inmunología se había centrado 

casi exclusivamente a entender los mecanismos de la inmunidad adaptativa desde 

mediados del siglo XIX hasta finales del siglo XX3,4. El estudio de la inmunidad 

adaptativa fue dando paso a excitantes descubrimientos útilies no sólo en la 

caracterización de las bases celulares y moleculares de este tipo de inmunidad, sino 

también en la construcción de un cuerpo de evidencias experimentales que sugerían la 

existencia de procesos inmunológicos complementarios que podían optimizar su 

capacidad de respuesta5. Este tipo de inmunidad fue descrito predominantemente como 

parte del sistema innato y su caracterización cambió la manera en la que nuevas 

preguntas fueron planteadas en torno al desarrollo de estrategias para frenar los efectos 

dañinos en diversos estados inflamatorios. A pesar de que se tenía conocimiento de la 

inmunidad natural desde por lo menos finales del siglo XIX4, fue en las décadas de los 

años 80´s y 90´s del siglo pasado cuando una base experimental bien cimentada tomó 

forma, y lo que parecía ser lógicamente relevante en la teoría, pudo ser corroborado a 

través de la investigación científica1,2. Basado en un sistema de receptores de 
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reconocimiento de patrones, la inmunidad innata mantiene constante comunicación con la 

inmunidad adaptativa a través de una compleja red de células y moléculas involucradas 

en la coordinación de la respuesta inmune frente a agenes extraños, infecciosos o no, que 

pueden llegar a presentarse en el hospedero. Actualmente es posible vislumbrar que el 

entendimiento del control innato sobre la capacidad de adaptación de la respuesta inmune 

constituye uno de los tópicos de especial interés que tendrán que ser aún desarrollados en 

los próximos años con el afán de tener una visión integral sobre los estados de salud y 

enfermedad en el organismo. 

 

En la introducción de esta tesis daremos un panorama general sobre los elementos que 

definen al sistema inmune. Especialmente, nos enfocaremos en describir algunos de los 

componentes del sistema inmune innato, haciendo énfasis en los receptores tipo Toll 

(TLRs). De manera particular, hablaremos del sistema de transducción del receptor TLR-

4, cuya activación es inducida por el lipopolisacárido (LPS) bacteriano a través de las 

vías dependientes de MyD88 y TRIF. También hablaremos de las células cebadas (CCs) 

y tocaremos aspectos sobre su origen, diferenciación, estructura, papel en las 

enfermedades alérgicas y relevancia en las infecciones bacterianas. Finalmente 

abordaremos la evidencia existente sobre la señalización a través del receptor TLR-4 en 

CCs y hablaremos de las cinasas de la familia de Src (SFKs), para después revisar los 

hallazgos experimentales que han sugerido su participación en el sistema del receptor 

TLR-4. 
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1.1 Perspectiva biológica del sistema inmune 
 

El sistema inmune comprende todos los mecanismos tisulares, celulares y moleculares  

involucrados en el reconocimiento de los componentes propios del organismo y en la 

eliminación de sustancias ajenas al hospedero6-8. La función primordial del sistema 

inmune es proteger al organismo de los patógenos que se hallan en el medio. A las 

acciones de protección que ejercen todos los componentes del sistema inmune se les 

denomina inmunidad, y a los procesos de inmunidad que son activados después de que un 

agente extraño ha sido censado por el sistema se les llama respuesta inmune6-8. En los 

vertebrados hay dos tipos de inmunidad, la innata y la adaptativa, y en conjunto son 

capaces de coordinar y controlar las respuestas que proveen de protección al organismo 

(Tabla 1). 

 

Las reacciones de inmunidad están representadas a lo largo del árbol filogenético, desde 

los organismos unicelulares hasta la aparición de las formas de vida más complejas de las 

que se tenga conocimiento6-8. En los vertebrados existen vestigios de procesos antiguos 

de defensa del hospedero frente a patógenos1,6-8 (Figura 1), e interesantemente han sido 

encontradas cascadas de activación extraordinariamente conservadas en organismos tan 

distantes como lo están la mosca de la fruta Drosophila melanogaster del Homo sapiens 

o Mus musculus9. De esta manera, las vías de eliminación de patógenos que han resultado 

“exitosas” se han preservado a lo largo de la evolución biológica de acuerdo a los retos 

que representa el ambiente. Sin embargo, la necesidad persistente de desarrollar nuevas 
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estrategias capaces de neutralizar la proliferación de agentes infecciosos, y el constante 

desarrollo de estrategias de evasión de la respuesta inmune por tales agentes, constituyen 

la base sobre la cual se construyen las relaciones huésped-hospedero. De esta manera, 

tanto el huésped como el hospedero se hallan en constante innovación de los procesos 

celulares y moleculares que les permiten transferir sus genes a las siguientes generaciones 

y de esta forma mantenerse en la naturaleza. 

 

Figura 1. Moléculas del sistema inmune encontrados en diversos organismos del árbol filogenético. 

En rojo se hallan moléculas o mecanismos involucrados en la inmunidad innata. En azul se indican las 

moléculas cuyos genes se han diversificado somáticamente y están involucrados (o se cree que lo están) en 

la inmunidad adaptativa. En anaranjado se indican los mecanismos somáticos a nivel de ADN o ARN para 

generar o maximizar la diversidad inmune (los taxa delineados indican grupos que representan mecanismos 

de diversificación de genes del sistema inmune). En verde se indican las vías se señalización conservadas. 

En negro se indican los genes parecidos al MHC de vertebrados superiores. Tomado y modificado de 

Flajnik, M., 2004.  
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Se han descrito mecanismos de inmunidad innata tanto en invertebrados como en 

vertebrados primordialmente a través de la presencia de células fagocíticas, comúnmente 

referidas como fagocitos, así como de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, 

que se encargan de detectar arreglos macromoleculares asociados a los patógenos), y de 

sustancias anti-microbianas6-8 (Tabla 1 y figura 1). En contraste, la inmunidad adaptativa 

está presente sólo en los vertebrados y sus células orquestadoras, denominadas linfocitos 

T y B, muestran mecanismos efectores muy sofisticados que permiten el reconocimiento, 

mediante la expresión de receptores producidos clonalmente, de fragmentos muy 

específicos presentes en los patógenos6-8. Además, el sistema inmune adaptativo tiene 

sitios especializados de presentación antigénica conocidos como nodos linfáticos (Tabla 

1), los cuales se hallan distribuidos en diferentes sitios del cuerpo. Este tipo de inmunidad 

tiene la capacidad de generar memoria, la cual le permite responder más rápidamente y 

con mayor fuerza a antígenos con los cuales se ha encontrado previamente6-8. Otra 

diferencia fundamental entre la inmunidad innata y la adaptativa tiene que ver con que la 

primera es heredable, es decir, está codificada en la línea germinal, y la segunda se 

adquiere de manera clonal durante el tiempo de vida del organismo, es decir, mediante la 

producción de receptores que requieren rearreglos genéticos, 6-8. 
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NOTA: Diferencias en los componentes que conforman la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa son observadas 

en algunos organismos representativos de los diferentes grupos a lo largo de la escala filogenética.  Tomado y 

modificado de Abbas et al, Cellular and Molecular Immunology 7ª edición. 

 

 

 TABLA 1. 
Evolución del 
sistema immune Inmunidad innata Inmunidad adaptativa 

  Fagocitos Células NK Anticuerpos Linfocitos T y B Nodos linfoides 

Invertebrados 

Plantas + - - - - 

Protozoarios + - - - - 

Esponjas + - - - - 

Anélidos + + - - - 

Artrópodos + - - - - 

Vertebrados 

Elasmobranquios 
(tiburones, rayas) 

+ + + (IgM 
solamente) 

+ - 

Teleosteos (peces 
comunes) 

+ + + (IgM, otros?) + - 

Anfibios + + + (2 o 3 clases) + - 

Reptiles + + + (3 clases) + - 

Aves + + + (3 clases) + + (algunas 
especies) 

Mamíferos + + + (7 or 8 
clases) 

+ + 
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En cuanto a la cinética de activación, ante el ingreso de un agente infeccioso, la 

inmunidad innata se activa dentro de las primeras horas y si ésta es incapaz de frenar el 

avance del agente infeccioso, la inmunidad adaptativa comienza a activarse, lo que puede 

tomar varios dias6-8 (Figura 2). 

 

Figura 2. Inmunidad innata y 

adaptativa. Los mecanismos de la 

inmunidad innata proporcionan la 

defensa inicial contra las 

infecciones. La respuesta inmune 

adaptativa se desarrolla 

posteriormente y consiste de la 

activación de linfocitos. La 

cinética de activación de la 

inmunidad innata y adaptativa que 

se muestra en la figura son aproximaciones y puede variar dependientdo de la infección. Tomado de Abbas 

et al, Cellular and Molecular Immunology 7ª edición. 

 

El sistema inmune puede reconocer una amplia gama de agentes infecciosos, entre los 

que se encuentran virus, bacterias, hongos, micobacterias y parásitos6-8. Sin embargo, 

componentes propios del hospedero pueden también inducir la activación del sistema 

inmune y bajo estas condiciones, pueden tener lugar distintos padecimientos de tipo 

autoinmune6-8. Por su parte, el grupo de sustancias no infecciosas denominadas alergenos, 

p. ej. polen, moléculas asociadas al polvo suspendidas en el aire, sustancias contenidas en 

alimentos, antibióticos y otras compuestos químicos potencialmente inmunogénicos, 

pueden desencadenar reacciones de hipersensibilidad y tener efectos dañinos el 

organismo6-8.  
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El sistema inmune debe tener la capacidad de discriminar entre lo propio y lo ajeno, así 

como entre lo infeccioso, lo no-infeccioso y lo potencialmente alergénico. Todas estas 

funciones se pueden llevar a cabo gracias a la coordinación de los componentes del 

sistema, y a las funciones que cada uno puede ejercer, es decir, al adecuado 

funcionamiento entre lo innato y lo adaptativo frente a cada uno de los insultos que se 

hallan en el ambiente. 

 

1.2 El sistema inmune innato 

 

El sistema inmune innato comprende todos los mecanismos celulares y moleculares 

involucrados en la primera línea de defensa del hospedero frente a agentes extraños 6-8 

(Tabla 2). A pesar de reconocer un número limitado de estructuras, el sistema inmune 

innato tiene la capacidad de censar diferencialmente patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs), así como patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) y 

múltiples estímulos de diversa naturaleza, tanto infecciosos como no infecciosos. El 

sistema de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) es un sistema altamente 

conservado y se caracteriza por llevar a cabo interacciones homotípicas mediante el 

reconocimiento específico de dominios, cascadas se fosforilación/desfosforilación, 

formación de oligómeros de ubiquitina, y activación de genes de citocinas, después de la 

activación de un PRR determinado6-8. Los patrones están en la superficie de, o son 

derivados de la acción de, virus, bacterias, parásitos y hongos, los cuales a su vez se 
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hallan filogenéticamente relacionados entre sí. El reconocimiento de patrones asociados a 

patógenos por parte de la inmunidad innata constituye un paso esencial para el desarrollo 

adecuado de la respuesta inmune adaptativa2,10.  

 

Los receptores de la inmunidad innata no sólo pueden activar mecanismos efectores que 

directamente atacan al agente infeccioso y secretar factores solubles pro- y anti-

inflamatorios (que regulan la actividad del propio sistema innato y en consecuencia, del 

adaptativo) sino además pueden fagocitar, procesar y presentar fragmentos del agente 

endocitado a los linfocitos T y generar reacciones inmunes específicas si éstas son 

requeridas6-8. Los componentes celulares que conforman la línea de defensa innata son 

los siguientes: células epiteliales, eosinófilos, basófilos, neutrófilos, macrófagos, células 

dendríticas, células NK, células cebadas y células de la microglía6-8. Todos estos tipos 

celulares, en conjunto, tienen la capacidad de generar los mecanismos protectores que 

ayudan a la resolución de un proceso inflamatorio inducido por algún agente infeccioso.  
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NOTA: A pesar de que ambas inmunidades tienen rasgos distintivos en cuanto a los mecanismos efectores, repertorio 

de reconocimiento de antígenos y origen evolutivo, éstas mantienen una íntima relación que coadyuva al ejercicio de 

una respuesta inmune conjunta y coordinada inducida por los retos que representa el medio en el que se desarrolla el 

organismo. Tomado y modificado de Abbas et al. Cellular and Molecular Immunology, 7ª Edición. 

 

Entre las células que tienen la capacidad de llevar a cabo la presentación antigénica están 

los macrófagos y células dendríticas. Por su parte, neutrófilos y eosinófilos tienen una 

alta actividad antimicrobiana en la zona de infección, y las células NK pueden inducir 

muerte en células infectadas mediante interacciones célula-célula. Basófilos y células 

cebadas pueden inducir reacciones de hipersensibilidad inmediata, lo que comúnmente 

resulta en una respuesta deletérea para el organismo. Sin embargo, también pueden 

secretar diversos péptidos antimicrobianos. Por su parte, las células cebadas tienen la 

TABLA 2. Principales características del sistema inmune en mamíferos 
Si

st
em

a 
In

m
un

e 
 

Características 
 

 
Componentes 

 
Especificidad 

 

 
Diversidad 

 
Memoria 

 
Químicos 

 
Celulares 

 
Principales receptores 

 
In

na
to

 o
 N

at
ur

al
 

 
Reconoce patrones 
moleculares asociados a 
patógenos relacionados 
filogenéticamente entre 
sí. 

 
Limitada: 
codificada en 
la línea 
germinal 

 
 
No 

 
Sustancias con 
actividad 
antimicrobiana 

 
Epitelios,  
células NK, 
macrófagos/m
onocitos, 
células 
dendríticas, 
células 
cebadas, 
basófilos, 
neutrófilos, 
eosinófilos, 
microglia, 
entre otros. 

 
• Receptores tipo 

Toll (TLRs) 
• Lectinas tipo C 
• Receptores 

Scavenger 
• Receptores tipo 

NOD (NLRs) 
• Receptores para 

N-formyl Met-
Leu-Phe 

• Receptores tipo 
RIG-I (RLRs) 

 
A

da
pt

at
iv

o 
o 

A
dq

ui
rid

o 
 

  

 
Reconoce antígenos 
microbianos y no 
microbianos. Asegura el 
desarrollo de una 
respuesta inmune llevada 
a cabo de manera 
específica en contra de 
distintos antígenos. 
 

 
Muy amplia: 
recombinación 
somática de 
segmentos de 
genes. 
Expansión 
clonal 

 
 
Si 

 
Anticuerpos 
secretados en las 
superficies 
epiteliales  

 
Epitelios, 
Linfocitos T y 
B, células NK, 
células 
dendríticas, 
macrófagos, 
células 
cebadas. 

 
• Receptor de 

células T (TCR) 
• Receptor de 

células B (BCR) 
• Receptores para 

anticuerpos y 
correceptores tipo 
inmunoglobulina 
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capacidad de sintetizar y almacenar diversas citocinas y mediadores pro-inflamatorios, 

los cuales ejercen funciones profilácticas esenciales para la defensa del hospedero frente 

a diversos agentes infecciosos. Por su parte, la células de la microglía tienen, entre otras 

funciones, la capacidad de mantener un ambiente inmunológicamente estable en el 

sistema nervioso central6-8.  

 

A pesar de la capacidad limitada en el reconocimiento diferencial de patógenos que tiene 

el sistema inmune innato, la presencia de los PRRs es esencial para llevar a cabo 

funciones efectoras que coadyuven en la resolución del proceso inflamatorio6-8. Tales 

funciones son posibles, en gran medida, gracias a la participacón de receptores TLR, cuya 

actividad puede iniciar una compleja red de señales involucradas en las reacciones de 

corto y largo plazo de distintos estados patológicos. 

 

1.3 Receptores tipo Toll 

 

La biología de los TLRs presenta en la actualidad un gran número de ventanas abiertas de 

investigación científica. Desde su descubrimiento en la década de los 80´s, éstos 

receptores han motivado diversos estudios en distintas ramas del conocimiento. Hasta la 

fecha han sido identificados 12 TLRs en ratones y 10 en humanos, la mayoría de ellos 

descritos como receptores específicos para al menos un tipo de PAMP determinado11,12 

(Tabla 3 y figura 3).  
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Figura 3. Respuestas de inmunidad mediadas por receptores TLR. El TLR-2 junto con el TLR-1 o 

TLR-6 discriminan entre los patrones moleculares de triacil y diacil lipopétido, respectivamente. El TLR-3 

reconoce hebras de doble cadena de ARN (dsRNA). El TLR-4 reconoce el lipopolisacárido (LPS) 

bacteriano. El dímero TLR-7/TLR-8 media el reconocimiento de imidazoquinolinas y hebras de cadena 

sencilla de ARN (ssRNA). El TLR-9 reconoce islas CpG de ADN de bacterias y virus. El TLR-5 reconoce 

flagelina bacteriana y el TLR-11 reconoce componentes de bacterias uropatogénicas y moléculas tipo 

profilina del parásito Toxoplasma gondii. Tomado de Kawai, T., y Akira, S., (2006). 

 

En su parte extracelular presentan regiones ricas en leucinas (LRR), las cuales se 

encargan de llevar a cabo el reconocimiento del ligando. Dependiendo del patrón de 

estructuras que pueda reconocer, cada TLR es capaz de desencadenar señales específicas 

al interior de la célula13 y con ello ejercer respuestas celulares concretas y críticas durante 

el desarrollo de un proceso inflamatorio. En su porción intracelular, los TLRs tienen un 

dominio que es homólogo al dominio intracelular de los receptores para interleucina 1 

(IL-1, figura 4). Este dominio se conoce como TIR (Toll/IL-1R) y mediante 

reconocimiento homotípico puede interaccionar con otras proteínas poseedoras de 

dominios TIR13, como es el caso de las proteínas adaptadoras MyD88-TIRAP/Mal y 
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TRIF-TRAM, quienes pueden asociarse diferencialemente a los complejos señalizadores 

después de la activación por ligando.  

 

Figura 4. Estructura de los TLRs. 

Los receptores TLR y el receptor para 

interleucina 1 (IL-1R) tienen un 

dominio citoplásmico conservado que 

es conocido como TIR (Toll/IL-R). El 

dominio TIR está caracterizado por la 

presencia de tres regiones altamente 

homólogas conocidas como cajas 

(Box) 1, 2 y 3. A pesar de la 

similitudes del dominio TIR en ambos 

tipos de receptores, sus regiones 

extracelulares son marcadamente 

distintas, los TLRs tiene repeticiones 

de regiones en tandem ricas en leucina 

(LRR) y los IL-1Rs tienen tres 

dominios tipo inmunoglobulina. 

Tomado de Akira, S y Takeda, K (2004).  

 

A excepción del TLR4, el resto de los receptores de esta familia sólo pueden activar la 

vía dependiente de MyD88 o la vía dependiente de TRIF (Tabla 4)12. Mientras que la vía 

dependiente de MyD88 está más relacionada a la inducción de citocinas pro- y anti-

inflamatorias, la vía de TRIF está estrechamente ligada a la activación de interferón tipo I 

(IFN-β). Los TLRs forman homo o heterodímeros para poder transducir sus señales. La 

vía de MyD88 es primordialmente empleada en las cascadas de señalización de los 

receptores TLR1/2, TLR2/6, TLR7/8, TLR9, TLR4, TLR5 y TLR11, mientras que la vía 

dependiente de TRIF es empleada por los sistemas de señalización del TLR3 y TLR412.  
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NOTA: TLRs encontrados en 

ratones y humanos. Muchos 

de ellos involucrados en 

diversas situaciones 

patológicas, así como en 

algunas funciones en el 

desarrollo embrionario de 

diversos organismos. Estos 

receptores están 

especializados en el 

reconocimiento de patrones 

presentes en la naturaleza y 

activan vías de transducción 

de señales donde las 

interacciones homotípicas 

tiene especial relevancia. 

Debido a ello, estos receptores 

pueden ejercer respuestas altamente específicas frente al ligando que reconocen. Tomado y modificado de Kawai, T y 

Akira, S., 2011. 

 

Las vías de señalización canónicas que emplean los TLRs están altamente conservadas y 

se comparten entre todos los miembros de la familia. Sin embargo, la selectividad dada 

por las regiones LRR para el reconocimiento diferencial de cada ligando, la presencia de 

co-receptores, la disposición relativa de cada proteína señalizadora, así como la ubicación 

subcelular de los sustratos que participan en las cascadas de activación, determinan el 

grado de especificidad de las señales. Dado que la señalización a través del TLR-4 es la 

vía prototipo para el estudio de esta familia, el mecanismo general de activación será 

abordado con detalle en la sección 1.5. 

 

TABLA 3. TLRs y sus ligandos 
Especies PAMP TLR involucrado 
 
Bacteria/micobacteria 

LPS 
Lipoproteínas, LTA, PNG, 
Lipoarabinomannano 
Flagelina 
DNA 
RNA 

TLR4 
TLR2/1, TLR2/6 
 
 
TLR5 
TLR9 
TLR7 

Virus DNA 
RNA 
Proteínas estructurales 

TLR9 
TLR3, TLR7, TLR8 
TLR2, TLR4 

Hongos Zymosan, β-glucano 
Mannano 
DNA 
RNA 

TLR2, TLR6 
TLR2, TLR4 
TLR9 
TLR7 

Parásitos tGPI-mutina 
(Trypanosoma) 
Glicoinositolfosfolípidos 
(Trypanosoma) 
DNA 
Hemozoin (Plasmodium) 
Molécula tipo profilina 
(Toxoplasma gondhi) 

TLR2 
 
TLR4 
 
TLR9 
TLR9 
 
TLR11 
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1.4 De Drosophila melanogaster al Homo sapiens 

 

Diversos trabajos han sido importantes en el estudio de la activación de la respuesta 

inmune innata y sus implicaciones en la modulación de la respuesta inmune adaptativa. 

El reporte que por primera vez sugirió que la activación de linfocitos B inducida por LPS 

podía darse de manera independiente de la participación de receptores producidos 

clonalmente tuvo lugar en 1974, momento en el cual se introdujo la idea del 

reconocimiento no clonal en la activación linfocitaria5,14. El concepto de reconocimiento 

de patrones y el marco conceptual de lo que hoy conocemos como el control innato de la 

inmunidad adaptativa fue expuesto por Charles Janeway durante una conferencia en Cold 

Spring Harbor en 19891. Siete años más tarde fue reportado que Toll, una proteína 

involucrada en la disposición dorsoventral de los segementos de la larva de Drosophila 

melanogaster15, fue hallada para ejercer funciones protectoras frente a infecciones por 

hongos y bacterias16. Al año siguiente se describió un homólogo de Toll, conocido en la 

actualidad como TLR42, que podía activar al factor nuclear κB e inducir la expresión de 

diversas citocinas en células de ratones y de humanos17. En 1998, en una cepa congénita 

de ratones C3H/NeN denominada C3H/HeJ (cuyo fenotipo es insensible a la 

administración de LPS bacteriano) se encontró que el receptor involucrado en los efectos 

del LPS era el TLR-4. Tal hallazgo dio lugar a la identificación de un ligando natural para 

este receptor y al estudio de los mecanismo de señalización intracelular y expresión 

genética involucrados18.  
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TABLA 4. Vías canónicas dependientes de MyD88 y TRIF 
 
                       TLR  
                  involucrado 
Tipo de  
molécula  
señalizadora 

 
TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6, 
TLR-11 

 
TLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8, TLR-9 

 
Adaptadores 

 
MyD88 (Myeloid of Differentiation 
protein 88) 
 

 
TRIF (TIR (Toll/IL-1R)-domain containing 
adapter inducing interferon-β) 

 
Mal (MyD88-adapter like) 
 

 
TRAM (TRIF-adaptor related molecule) 

GTPasas pequeñas ND.  
Rab11a GTPasa/Rab5 

 
Cinasas 
Serina/treonina 
 

 
IRAK-1 and 4 (IL-1 Receptor-associated 
kinase 1/4) 

 
TBK (TANK-binding kinase)/ IRAK 1 and 4 

Ligasas de 
ubiquitina 
 

 
TRAF-6 (TNFR-associated factor 6) 

 
TRAF-3 (TNFR-associated factor 3) 

 
 
 
 
Cinasas con 
actividad en 
residuos de 
serina/treonina 
 

 
TAK-1 (TGF-β associated kinase 1) 
 

 
TAK-1 

 
MAPK (mitogen-activated protein 
kinases) 
 

ND 

 
IKKα/IKKβ/IKKγ (inhibitor of nuclear 
factor κB (IκB) kinase) 
 

 
IKKi/IKKε 
 
 

 
IκB (inhibitor of nuclear factor κB) 
 

Factores de 
transcripciónn 

 
NFκB (Nuclear factor κB), AP-1 (c-Fos 
and c-Jun) 
 

 
IRF-3/7 (IFN-β regulatory factor 3/7) 

 
Citocinas  

 
Citocinas pro y anti-inflamatorias 
 

 
Interferón tipo I, IFN-β 

NOTA: Los dímeros TLR-1/TLR-2 y TLR-2/TLR-6 utilizan la vía de MyD88 y TIRAP/Mal como 

adaptadores esenciales, mientras que el TLR-3 sólo usa el adaptador TRIF (en anaranjado). El TLR-4 usa 

todos los adaptadores: MyD88/Mal y TRIF/TRAM. El dímero TLR-7/TLR-8, así como el TLR-9,  usan al 

adaptador MyD88 (en azul). Sin embargo, debido a que éstos pueden también inducir la expresión de IFN-

β, es posible que puedan activar la via de TRIF-TRAM. TLR-5, TLR-11 usan solamente al adaptador 

MyD88. La vía dependiente de MyD88 controla la síntesis de citocinas pro- y anti-inflamatorias, mientras 

TRIF media principalmente las respuestas mediadas por interferón (IFN) tipo I. ND: no determinado.Ver 

figura 5 para una representación esquemática. Tomado de Kawai, T., y Akira, S., (2006). 
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Con el inicio del esclarecimiento de las vías tipo Toll fue posible descubrir que existen 

moléculas altamente conservadas, tanto en estructura como en función, en la defensa del 

hospedero frente a patógenos. Divesos genes que codifican para la vía de Toll y GPRP-

LC en la mosca de la fruta han sido encontrados en la vía tipo Toll en mamíferos (Figura 

5)19. En el caso de la vía de Toll, DmMyD88, Pelle, Cactus y DIF, son homólogos a los 

genes de MyD88, IRAK, IκB y NFκB, respectivamente. En la vía de GPRP-LC, los 

genes de dTAK-1 y DmIKKβ y DmIKKγ, son homologos de TAK-1 e IKKβ e IKKγ, 

respectivamente. Las fuerzas de selección y adaptación a nuevos ambientes que han 

operado a lo largo del tiempo sobre las vías de Toll y GPRP-LC, han convergido en lo 

que conocemos como la vía de los receptores tipo Toll en vertebrados, particularmente en 

mamíferos, lo cual constituye un fascinante ejemplo de las vías que pueden compartirse 

en organismos que se encuentran evolutivamente distantes uno del otro.  
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Figura 5. Vía de Toll en Drosophila y vía TLR en mamíferos. Las infecciones causadas por bacterias 

Gram-positivas y hongos son sensadas por proteínas de reconocimiento de patrones. En D. melanogaster 

GNBP1 y PGRP-SA son responsables 

del reconocimiento de bacterias Gram-

positivas. El reconociemiento de 

microorganismos se da por la 

activación de cascadas proteolíticas, 

drigidas al rompimiento de Spätzle. 

Spätzle activa a Toll, y se induce la 

degradación de Cactus y la 

translocación nuclear del factor de 

transcripción tipo Rel DIF. En el caso 

de las infecciones causadas por 

bacterias Gram-negativas, la vía IMD 

es activaa en Drosophila. En 

mamíferos, las infecciones 

microbianas son sensadas por TLRs, 

las cuales llevan a la activación del factor de transcripción tipo Rel NFκB. Tomado un modificado de 

Takeda, K., y Akira, S., (2005) 

 

Entre los receptores mejor estudiados de la familia tipo Toll se encuentra el TLR-4, no 

sólo por haber sido el primer TLR caracterizado y hallado detrás de diversas condiciones 

infecciosas inducidas por agentes bacterianos Gram-negativos, sino por ser el único 

receptor descrito hasta la fecha que puede activar las vías dependientes de MyD88-

TIRAP/Mal y TRIF-TRAM. Debido a esta última característica, el estudio del TLR-4 ha 

servido como modelo para descifrar las vías de activación canónicas de los miembros de 

la familia. El TLR-4 induce señales desde la superficie celular en lo que se denomina “ola 

temprana de activación” y desde endosomas, en lo que se conoce como “ola tardía”, la 

cual tiene lugar durante el proceso de endocitosis del receptor. 
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1.5 El receptor TLR-4   

 

El receptor TLR-4, al igual que los demás miembros de la familia, posee una región LRR 

en la parte extracelular, una región transmembranal y un domino TIR en el extremo 

carboxilo terminal10. Uno de los ligandos naturales de este receptor es el lipopolisacárido 

bacteriano (LPS, figura 7), distribuído principalmente sobre la superfice de las bacterias 

Gram-negativas, no obstante, también puede ser hallado de forma soluble en distintos 

estadios de infección bacteriana como la sepsis. Una vez que el LPS ha sido presentado al 

TLR4 a través del co-receptor CD14, el receptor se dimeriza y en un mecanismo 

dependiente de la proteína MD-2 (Figura 6), la señal pude atravesar la membrana e iniciar 

la casdaca de activación dependiente de MyD88 y dependente de TRIF12 (Figuras 8 y 9). 

 

Figura 6. Mecanismo de presentación del LPS con el 

TLR-4. Para mayor claridad se muestra sólo un 

monómero del receptor TLR-4. Una vez que CD14 ha 

reconocido al LPS, éste es presentado con el TLR-4 

quien sufre la formación de un dímero y mediante la 

participación de MD-2, la señal es transducida al interior 

de la célula. En un primer estadio de activación, la vía 

dependiente de MyD88-TIRAP/Mal es activada. En una 

segunda ola de activación las señales corren a cargo de 

la vía dependiente de TRIF-TRAM (ver figura 8). 

PtdIns(4,5)P2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. Tomado y 

modificado de Barton, GM., y Kagan, JC., (2008). 
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Figura 7. El lipopolisacárido (LPS). El LPS, también conocido como endotoxina, es un fragmento 

derivado de las paredes externas de las bacterias Gram-negativas20. La estructura básica de este PAMP 

comprende seis brazos de ácidos grasos con los que puede anclarse a la pared bacteriana. Hacia su porción 

externa, el LPS presenta una región 

denominada lípido A, quien posee propiedades 

inmunogénicas y puede determinar la 

intensidad de la señal. Enseguida de la región 

del lípido A, se halla una zona llamada núcleo 

polisacárido (core) la cual está formada por 

anillos de azúcares que forman parte de la 

región constante del LPS, y en la zona más 

apical, se encuentra el antígeno O, el cual está 

formado por largas cadenas de azúcares de al 

menos 40 repeticiones21. El LPS puede además 

de estar asociado a la pared bacteria, 

desprenderse de ésta y mantenerse en su forma 

soluble hasta ser reconocida por la proteína de 

unión al LPS (LBP, LPS-binding protein), la 

cual presenta al LPS con la glicoproteína CD14 

(Figura 7),  quien actúa como co-receptor del 

TLR-4 dando paso a la activación de las 

señales intracelulares. EtN, etanolamina; Gal, 

D-galactosa; Glu, D-glucosa; Hep, Lglicero-D-

mano-heptosa; KDO, ácido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosónico; P, fosfato. Tomado de Ruiz, N., et al. (2009) 

 

a) Vía de señalización dependiente de MyD88 

La señalización temprana está orquestada por un par de adaptadores denominados 

MyD88 y TIRAP/Mal, los cuales mediante sus dominios TIR establecen interacciones 

homotípicas que son requeridas para la señalización río abajo22 de los distintos complejos 

que median la síntesis y secreción de citocinas. TIRAP/Mal posee un dominio de unión a 

fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), el cual le permite funcionar como intermediario entre 

MyD88 y el TLR423. Una vez que ambos adaptadores se han agregado al receptor, dos 
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cinasas de la familia IRAK se unen al complejo señalizador. IRAK-1 es hiperfosforilado 

por IRAK-4 y esta actividad permite que TRAF-6 pueda unirse al agregado asociado a la 

membrana24. TRAF6 es una ligasa de ubiquitinas de tipo E3 y en conjunto con las 

enzimas conjugadoras de ubiquitina UBC13 y UEV1A inducen la activación del 

complejo conformado por TAK-1/TAB-1, -2 y -39. El complejo de TRAF-6 puede 

ubiquitinar a TAB-2, y con ello inducir la autofosforilación de TAK1, quien en 

consecuencia, activa la vía de IKK y la vía de las MAPKs25. El complejo IKK está 

compuesto por IKKα, IKKβ e IKKγ, también conocido como NEMO, y su actividad está 

centrada en la fosforilación de IκB, para que éste pueda dejar de reprimir la actividad de 

NFκB y se transloque al núcleo. Por otro lado, una vez que la vía de las MAPK se ha 

activado, el factor nuclear AP-1 conformado por c-jun y c-fos, también viaja al núcleo. 

Tanto NFκB como AP-1 son esenciales en la transcripción de genes de citocinas, para 

orquestar los procesos inflamatorios de corto y largo plazos, así como la atenuación de 

tales respuestas9. La activación de la vía de MyD88-TIRAP/Mal es ejercida 

principalemente desde la membrana celular y es a través de ésta que los eventos 

tempranos de activación del TLR-4 tienen lugar. Sin embargo, la cinética de activación 

del TLR-4 también comprende su endocitosis y señalización desde el endosoma, con lo 

que una segunda ola de activación dirgida por TRIF-TRAM puede llevarse a cabo.  
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Figura 8. Señalización del receptor TLR-4. El TLR-4 actival las vías dependientes de MyD88 y TRIF. 

TIRAP/Mal y TRAM son requeridas para la activación de las vías dependientes de MyD88 y TRIF, 

respectivamente. MyD88 recluta a IRAK-4 y TRAF-6 después de la estimulación del receptor. TRAF-6 

activa al complejo TAK-1/TAB-1/TAB-2/TAB-3 vía ubiquitinación (Ub) dependiente de lisina 63 (K63). 

El complejo de TAK-1 activa al complejo IKK, el cual consiste de IKKα, IKKβ, IKKγ/NEMO, el cual 

cataliza la fosforilación (P) de IκB. IκB es degradado vía proteosoma permitiendo la translocación de NFκB 

al núcleo. TAK-1 simultáneamente activa la vía de las MAPKs, las cuales inducen la fosforilación y 

activación de AP-1. NFκB y AP-1 controlan las respuesta inflamatorias induciendo citocinas pro- y anti-

inflamatorias. Complementariamente, el TLR-4 también puede reclutar a TRAM y TRIF, los cuales 

interactúan con TBK-1 vía TRAF-3. TBK-1 en concierto con IKKi media la fosforilación de IRF-3, la cual 

se dimeriza y transloca al núcleo para unirse al ADN. TRIF además interactúa con TRAF-6 y RIP-1, los 

cuales median la activación de NFκB. La activación de NFκB, AP-1 e IRF-3 es requerida para la inducción 

de IFN tipo I, particularmente IFNβ. Tomado y modificado de Kawai, T y Akira, S. (2006).  
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b) Vía de señalización dependiente de TRIF 

Después de que el TLR4 ha emitido sus señales tempranas a través de MyD88 y 

TIRAP/Mal en respuesta al LPS, TRIF y TRAM son activados (Figuras 8 y 9). El modelo 

del “adaptador de ubicación específica” indica que TRAM actúa como intermediario en 

la unión del TLR-4 con TRIF, quien a su vez conecta al receptor con la maquinaria 

endocítica a través de un mecanismo dependiente de la actividad de Dinamina26 y 

Rab11a27. TRIF entonces funciona como un adaptador que dirije las señales hacia 

sustratos que no se hallan inmediatamente disponibles para la señalización del TLR-4. 

Mientras el proceso de endocitosis tiene lugar, el complejo señalizador asociado al 

endosoma alcanza a TRAF-3. A diferencia de TRAF-6, TRAF3 no se halla próximo al 

receptor26,27 y debido a ello sólo mediante el tráfico endosomal se puede alcanzar su 

activación. De esta manera TRAF-3 activa a las complejos IKK no canónicos TBK1 e 

IKKi (IKKε), los cuales activan a los factores nucleares IRF-3 e IRF-7, para iniciar la 

síntesis del Interferón tipo I (IFN-β)28. TRAF-6 por su parte también puede ser activado 

mediante la vía de TRIF-TRAM y este hecho representa un punto de comunicación 

cruzada con la vía de MyD88-TIRAP/Mal. Durante la activación de la vía TRIF/TRAM, 

NFκB puede incrementar su localización en el núcleo y debido a ello puede 

complementar y alimentar la vía dependiente de MyD88 en estadios tardíos de 

inflamación29.  

 

Tanto la vía dependiente de MyD88 como la vía dependiente de TRIF han sido 

extensivamente exploradas en cultivos primarios de macrófagos y células dendríticas, así 

como en distintas líneas celulares. Sin embargo, diversos reportes sugieren que ambas 
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vías puede ser diferencialmente controladas dependiendo del contexto celular, es decir, 

del tipo célula que posea un arreglo determinado de proteínas que puedan activar la 

maquinaria del TLR-4 y llevar a cabo su señalización30. En la siguiente sección 

hablaremos de las células cebadas, las cuales han sido poco exploradas en torno a la 

activación del TLR-4 y sus funciones protectoras, no obstante su papel crítico en la 

defensa del hospedero frente a infecciones bacterianas Gram-negativas. 

 

Figura 9. Esquema del modelo del adaptador de 

ubicación específica. MyD88 y TRIF funcionan 

como adaptadores señalizadores que 

bioquímicamente acoplan a los TLRs que son 

encontrados en distintos organelos con las cinsas río 

abajo, las cuales pueden definir que vía de 

señalización es activa. El reclutamiento de MyD88 

con los TLRs membranales y el de TRIF con los 

TLRs endosomales depende de la distribución 

específica de adaptadores en el citoplasma. Los 

adaptadores de “distribución específica” no engranan 

directamente a toda la maquinaria río abajo, por lo 

que requieren elementos señalizadores adicionales 

para poder alcanzar sustratos concretos. El 

reclutamiento de los adaptadores de localización 

específica está controlado por la actividad de unión a 

fosfoinosítidos, la cual restringe su localización 

dentro del citoplasma. PtdIns(4,5)P2, 

fosfatidilinositos-4,5-bifosfato. Tomado y modificado 

de Barton, GM., y Kagan, JC., (2008). 

 

 



	  

 

41	  

1.6 Las células cebadas 

 

a) Origen y diferenciación 

La historia de las células cebadas (CCs) comienza con los trabajos pioneros de Paul 

Ehrlich, quien durante la disertación de su tesis doctoral el 17 de junio de 1878 en la 

escuela de medicina de Leipzig en Alemania, habló de diversas técnicas de tinción de 

gránulos de un tipo particular de células asociadas al tejido conectivo, los cuales se teñían 

difencialmente dependiendo del tipo de colorante, hecho a base de anilina, que fuera 

empleado31. Ehrlich mostró que los gránulos podían teñirse de color rojo-violeta con 

cianina, anaranjados con fucsina y rojos con dalia y genciana. Ehrlich acuñó el término 

de “Mastzellen” para describir a las células granulares postivias para anilina que encontró 

en el tejido conectivo. La palabra alemana “Mast” (del griego µαστοσ: mama) (zellen: 

célula) implica amamantar o alimentar, y a pesar de que las CC estrictamente hablando 

no proveen nutrimentos a su medio, sí están profundamente involucradas en el tropismo 

de los tejidos donde ellas residen, así como en la homeostasis, remodelación y reparación 

del tejido conectivo32. Las CCs pueden, entre otras cosas, tener actividad angiogénica y 

contribuir al desarrollo de la vasculatura de los tumores. De hecho, Ehrlich fue el primero 

en describir la presencia de CCs en sitios circunvecinos a tejidos en diferenciación31. En 

la actualidad se sabe que sus gránulos contienen diversas proteasas y citocinas que 

promueven la sobrevivencia, crecimiento y quimioatracción en otras células tales como 

fibroblastos, miofibroblastos, células del músculo liso, neuronas, células endoteliales, y 

células del sistema inmune, entre otras33. Dadas sus características trópicas el término 

“Mastzellen” es apropiado para las CCs, más aún cuando el propio Ehrlich documentó 
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que ellas no estaban únicamente asociadas al sistema perivascular, una observación 

vigente debido a posteriores hallazgos sobre el papel de las CCs en la remodelación 

tisular durante diversos procesos inflamatorios asociados al tejido mucoso33. Ehrlich, 

basado en sus observaciones, fue capaz de generar dos hipótesis sobre el origen de las 

CC. Él argumentó que existían dos tipos de CCs, aquellas cuyo origen y establecimiento 

sucedía en el tejido conectivo y aquellas que se originaban en la médula ósea y migraban 

hacía la sangre periférica. Las primeras fueron llamadas CCs tisulares y las segundas CCs 

sanguíneas o basófilos31. A pesar de que sus ideas en este sentido fueron incorrectas, 

Ehrlich pudo generar un marco conceptual que le permitió explicar el patrón de 

establecimiento de las CCs en los tejidos que iba inspeccionando.  

 

En la actualidad se sabe que tanto las CCs como los basófilos comparten diversas 

caracteristicas pero constituyen tipos celulares distintos con funciones propias y su 

posible origen común es motivo actual de debate. Las CCs tienen su origen en la médula 

ósea y migran de forma inmadura a los tejidos, tanto conectivos como mucosos para 

completar su maduración in situ influenciada por las señales del microambiente34,35 

 

La primera evidencia sobre el origen hematopoyéico de las CCs fue ofrecida por los 

experimentos de Kitamura et al. a finales de los años 70´s donde demostró que las CCs 

derivaban de progenitores multipotenciales. Tales experimentos fueron hechos usando 

ratones deficientes de CCs reconstituídos con médula ósea de ratones normales. A la 

fecha diversos trabajos han mostrado resultados interesantes sobre la ruta de 
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diferenciación que siguen las CCs antes de llegar a establecerse en un tejido determinado, 

y de ellos ha sido posible generar, al menos, dos modelos para explicar su proceso 

hematopoyético (Figura 10)34,35.  

 

Un primer modelo de diferenciación sugiere que el progenitor de CCs (MCP) puede 

originarse de un progenitor multipontencial (MPP) proveniente de la médula ósea. Según 

esta hipótesis, un MCP de fenotipo Thy-1lo, Kithi, FcεRI- encontrado en sangre fetal 

murina puede derivar exclusivamente en la formación de CCs in vitro. Durante el proceso 

hematopoyético en la médula ósea del ratón adulto también ha sido encontrado un MCP 

con fenotipo Lin-, Kit+, Sca-1-, Ly6c-, FcεRIα-, CD27-, integrina β7+, T1/ST2+ el cual 

puede origininar CCs tanto in vitro como en ensayos de reconstitución in vivo. También 

se ha encontrado que las células troncales hematopoyéticas (HSC) pueden dar origen a 

CCs, lo cual ha abierto la posibilidad de que las HSC circulantes constituyan una fuente 

de MCPs en condiciones de homeostasis e inflamación. Conjuntamente, estos estudios 

sugieren que los MCPs se derivan de MPPs y no del progenitor mieloide común (CMPs) 

ni del progenitor de granulocitos y macrófagos (GMPs, figura 10).  

 

En un segundo modelo, una población celular identificada como Lin-, Kit+, FcγRII/IIIhi, 

integrina β7hi, puede dar origen a un progenitor común para CCs y basófilos (BMCPs), 

quien puede derivarse del CMP en la médula ósea. Una vez formado el BMCP, éste 

puede migrar al bazo y dar origen al progenitor de basófilos (BsP) o al de CCs (MCP). En 

un paso posterior de diferenciación que tiene lugar en el intestino, el MCP puede ser 
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hallado con fenotipo CD45+, Lin-, CD34+, integrina β7hi, FcεRIαlo. Entre los resultados 

obtenidos ha sido mostrado que la actividad de C/EBPα juega un papel crítico en la 

diferenciación del BMCP ya que su actividad es requerida para dar origen al BsP y su 

inhición para originar  al MCP34,35.  

 

Una vez en los tejidos, las CCs completan su maduración y dependiendo de las señales 

del microambiente, adquieren identidad propia de los sitios donde residen manteniendo 

siempre la expresión del receptor FcεRI y c-Kit. A pesar de que se las células cebadas 

han sido divididas en células de fenotipos mucosal o conectivo, diversos trabajos sugieren 

que las CCs tiene una plasticidad muy alta y debido a ello la existencia de subpoblaciones 

podría ser un factor clave para el entendimiento de las funciones ejercidas en condiciones 

de inflamación y homeostasis por este tipo celular34,35. 
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Figura 10. Dos modelos para 

explicar el origen 

hematopoyético de las CCs. A) 

Modelo que explica el origen de 

las CCs mediante la diferenciación 

de un progenitor multipotencial 

(MPPs) que puede derivar en la 

formación de un progenitor de 

CCs (MCPs). B) Modelo donde se 

propone que el progenitor de 

granulocitos y macrófagos (GMPs) 

integrina β7+ da origen al 

progenitor bipotencial que origina 

a basófilos y CCs (BMCPs) en el 

bazo. Bajo este esquema, del 

BMCPs se deriva el MCP en 

condiciones de baja/nula actividad 

de C/EBPα. Una vez que el MCP 

se ha diferenciado en el intestino la 

CCs inmaduras migran a los 

tejidos para terminar su 

maduración in situ. Tomado de 

Okayama, Yoshimichi., y Kawakami, T., (2006). 

 

b) Estructura y carcterísticas morfo-fisiológicas 

Las CCs tienen una estructura característica compuesta de diversos gránulos distribuidos 

en su citoplasma con un núcleo grande y de alta actividad transcripcional. El tamaño de 

las CCs oscila entre los 7 y los 21 micrómetros de diametro, en tanto el tamaño de sus 

gránulos ronda entre los 0.15 y 0.5 micrómetros (Figura 11)33. Los gránulos son 

metacrómatícos cuando se usan ciertos métodos de tinción y también muestran diferentes 

grados de electrodensidad dependiendo del tipo y cantidad relativa de las sustancias que 
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en ellos se pueden encontrar. Tales sustancias pueden ser citocinas pro y anti-

inflamatorias, quimiocinas, aminas vasoactivas como serotonina e histamina, péptidos 

antimicrobianos y proteasas tales como quimasa y triptasa. Sin embargo, las CCs pueden 

inducir  la síntesis de novo de un número grande de mediadores, como prostaglandinas, 

tromboxanos, leucotrienos, citocinas, entre otros36,37 (Tabla 5). Las CCs tienen también 

diversos arreglos de receptores sobre su superficie, los cuales les permiten censar y 

reaccionar ante un gran número de estímulos. Algunos de los receptores como el FcεRI, 

FcγRI, FcγRIII, TLR2, TLR4, TLR6, TLR8, C3aR, A3R, CCR1, CCR3, S1P2, IL-3R, 

IL-4R, IL-5R, IL-10R, TGFβR1, c-Kit33,38; entre muchos otros pueden ser 

diferencialmente expresados por las CCs.  

 

Figura 11. Micrografía de 

una célula cebada. A) 

Célula cebada sin estimular. 

B) Célula cebada activada 

por un estimulante 

extracelular soluble para 

secretar su contenido. Las 

vesículas que contienen 

histamina se observar en 

tonos oscuros (A), mientras que aquellos gránulos que han liberado su contenido se observan en tonos 

claros (B). Tomado y modificado de D. Lawson, C. et al., (1975).   

 

En condiciones normales y bajo la influencia de estimulos que inducen respuesta de “baja 

intensidad”, las CCs muestran un tráfico vesicular altamente dinámico que culmina con la 

liberación de sustancias contenidas en sus gránulos. Sin embargo, tras una activación de 
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“alta intensidad”, las CCs pueden llevar a una extraordinariamente rápida y abundante 

liberación de sustancias asociadas a sus gránulos, lo cual implica tener una maquinaria 

secretora capaz coordinar en pocos minutos la liberación simultánea del contenido 

granular. Al primer tipo de liberación se le conoce como desgranulación paulatina (en 

inglés: piecemeal, constitutiva y de bajo umbral de activación) y al segundo tipo 

desgranulación se le conoce como desgranulación anafiláctica la cual obtiene el nombre 

por encontrarse relacionada en las reacciones de hipersensibilidad tipo I, también 

conocidas como reacciones alérgicas39. 

 

Durante el proceso de desgranulación las membranas celular y granular se fusionan para 

promover la liberación de sustancias al medio. Cuando el estímulo es de alta intensidad, 

la membrana protruye en tanto ocurre la desgranulación, y después de que el proceso de 

liberación ha tenido lugar, las proyecciones membranales se retraen hasta volver a su 

configuración original e inciar un nuevo ciclo de síntesis y almacenamiento de sus 

mediadores33. 
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TABLA 5. Mediadores de las células cebadas 

Aminas vasoactivas 
/neurotransmisores 

Eicosanoides Citocinas Quimiocinas Proteasas 

Histamina*, 
Heparina*, Sustancia 
P*,  

PGD2, LTC4/D4, IL-1, IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, GM-CSF, 
IL-6, IL-13, TNF*, 
SCF, NGF, TGF-β, 
FGF-2, IFNα, TSLP, 
VEGF*, IL-10, IL-
1β,  

CCL1, CCL2, CCL3, 
CCL, 4, CCL5, 
CCL7, CCL12, 
CCL17, CCL19, 
CCL20, CCL22, 
CXCL5, CXCL8. 

Triptasa*, Quimasa*, 
mMCP-6, Triptasa, 
Triptasa βI,  

NOTA: Diversos mediadores han sido reportados en las CCs, tanto preformados como sintetizadas de novo. Entre los 

más importantes se hayan las aminas vasoactivas, los eicosanoides (derivados del metabolismo del ácido araquidónico), 

citocinas, quimiocinas y diversas proteasas. *Mediadores presintetizados localizados en los gránulos citoplásmicos de 

las CCs. Tomado de Moiseeva, EP. y Bradding, P. (2010), y Caughey, GH. (2010) 

 

1.7 Las CCs en las reacciones alérgicas 

 

Las CCs juegan un papel crítico en diversos estados inflamatorios. Sin embargo, en el 

desarrollo de las reacciones alérgicas, las CCs tienen una función central debido a que 

expresan al receptor de alta afinidad para la inmunoglobulina E (IgE), FcεRI, el cual, tras 

su activación, induce la liberación de mediadores proinflamatorios que tienen efectos 

inmediatos y de largo plazo que resultan dañinos para el organismo32. 

 

Dada la complejidad estructural de las sustancias alergénicas en el ambiente, se 

desconoce el mecanismo específico por el cual el alergeno es reconocido y fagocitado en 

cada caso. Sin embargo, bajo un esquema general, se sabe que las células dendríticas del 

epitelio pueden reconocer, fagocitar, y procesar el antígeno para presentarlo a las células 

T vírgenes (naive) CD4+ en los nodos linfáticos. La presentación antigénica induce la 

maduración de las células T CD4+ hacia células Th2 y células Th foliculares, las cuales 
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pueden interaccionar físicamente con células B40 y activarlas bajo la influencia de la 

interleucina 4 (IL-4), IL-1341,42 y el ligando de CD40, quienes promueven un cambio en 

la producción de isotipo hacia IgE40. 

 

La IgE, al igual que el resto de las inmunoglobulinas, posee una región Fab con la que 

puede reconocer antígenos y una región Fc con la que puede unirse a sus receptores. El 

nombre de esta inmunoglobulina se debe a que posee una cadena pesada ε y su peso 

molecular oscila alrededor de los 188 kDa dependiendo del grado de glucosilación que 

presente6. Tanto la disposición genética a producir IgE, como la capacidad de sintetizarla 

en respuesta a estímulos del medio, inciden directamente en la cantidad de IgE 

encontrada en sangre y la susceptibilidad a desarrollar estados alérgicos asociados a ésta. 

La IgE producida viaja a través del flujo sanguíneo hasta los diferentes tejidos conectivos 

y mucosales del cuerpo, donde se une específicamente al receptor FcεRI localizado en la 

superficie de las CCs.  La afinidad de la IgE por el FcεRI es extraordinariamente alta (Kd 

1 x 10-10 M) en comparación con la afinidad de otras inmunoglobulinas por sus receptores 

(menos de 5 x 10-10 M). En condiciones normales la IgE alcanza valores de menos de 1 

µg/ml de plasma en humanos.  Sin embargo, en situaciones de atopia se pueden hallar 

concentraciones de IgE de aproximadamente 1000 µg/ml, y si esta condición persiste, 

diversos efectos deletéreos pueden tener lugar en el hospedero. Por otra parte, dado el 

papel protector de la IgE frente a infecciones causadas por helmintos, concentraciones 

altas de IgE pueden ser también detectadas en plasma durante estos eventos 

inflamatorios6.  
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Por expresar al receptor FcεRI, las células cebadas han sido ampliamente estudiadas en el 

contexto de las reacciones alérgicas. Importantes hallazgos en el sistema de transducción 

del receptor FcεRI han permitido conocer los eventos moleculares centrales en la 

activación inducida por IgE/Ag. 

 

a) Estructura del receptor FcεRI 

El receptor FcεRI es un tetrámero que está compuesto por una subunidad α que se 

encarga de reconocer a la porción Fc de la IgE, una subunidad β que atraviesa cuatro 

veces la membrana plasmática y dos subunidades γ unidas entre si mediante puentes 

disulfuro33,38 (Figura 12). Las subunidades β y γ poseen regiones denominadas ITAMs 

(Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) cuya fosforilación en residuos de 

tirosinas generan sitios de reconocimiento para dominios SH2 de otras proteínas 

encargadas de amplificar la señal. La unidad mínima de activación del receptor FcεRI 

está conformada por dos tetrámeros (un dímero de receptores completos) los cuales 

reconocen cada uno a una molécula de IgE. Una vez que las moléculas de IgE unidas al 

receptor han reconocido a un alergeno (antígeno, Ag), proceso que se conoce como 

entrecruzamiento del receptor, dan inicio los eventos señalizadores tempranos que llevan 

a la activación de una compleja maquinaria molecular que culmina con la síntesis y 

secreción de diversas sustancias pro-inflamatorias que participan en el desarrollo de las 

reacciones alérgicas.  
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b) Cinasas de la familia de Src (SFKs): Lyn y Fyn 

Lyn y Fyn son cinasas pertenecientes a la familia de Src (SFKs) que tienen como 

característica principal fosforilar residuos de tirosina y establecer interacciones con otras 

proteínas a través de sus dominios SH2 y SH343 (Figura 13). Su estructura básica 

comprende un dominio miristilado en el extremo amino terminal. Enseguida se halla un 

dominio único amino, un dominio SH3, y enseguida de este uno SH2 y una región 

catalítica denominada dominio de cinasa, en la parte del extremo COOH terminal43,44. 

Ambas cinasas se hallan unidas débilmente a la cadena β del receptor FcεRI e 

inmediatamente después del entrecruzamiento inducido por IgE/Ag pueden activar 

cascadas diferenciales de señalización que culminan con la liberación granular o 

desgranulación.  

 

c) Señalización del FcεRI a través de Lyn  

Tras la activación del FcεRI Lyn inicia la cascada de fosforilaciones en los ITAMs de las 

cadenas βγ permitiendo el acoplamiento de Syk, una cinasa de tirosinas de la familia de 

Zap-70, que se encarga de amplificar la señal río abajo38,45. El sistema de transducción 

del FcεRI puede verse en la figura 12. Una vez que Syk se ha acoplado mediante su 

dominio SH2 al ITAM fosforilado, ésta adquiere la capacidad de fosforilar a una proteína 

de andamiaje denominada LAT. Lyn también puede fosforilar directamente a LAT, por lo 

que una vez ocurrido este paso, diversas proteínas, entre ellas, la fosfolipasa Cγ (PLCγ) 

se unen a LAT a través de interacciones SH2 y se activan contribuyendo a la 

divesificación de la señal38. PLCγ puede hidrolizar al PIP2, convirtiéndolo en 
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diacilglicerol (DAG) e inosito trifosfato (IP3). El DAG activa a la proteína cinasa C 

(PKC), y el IP3 reconoce a su receptor localizado en la membrana del retículo 

endoplásmico, IP3R, quien una vez activado promueve la salida de iones de calcio desde 

la pozas intracelulares al citoplasma. Paralelamente, PLCγ en conjunto con otra proteína 

denominada GADS, ambas  median el acoplamiento de SLP76, quien recluta a VAV, lo 

que lleva a la activación de RAS, y en consecuencia, a la activación de las MAPKs. Tanto 

la activación de PKC, como la acumulación de calcio citoplásmico y la activación de la 

vía de las MAPKs, son necesarias para la activación de diversos factores de transcripción, 

como AP-1 y NFAT, implicados en la síntesis de citocinas38.  

 

d) Señalización del FcεRI a través de Fyn  

Por su parte, Fyn puede orquestar las señales complementarias mediadas por el receptor 

FcεRI (Figura 12) debido a que una vez activa ésta puede directamente fosforilar una 

proteína de andamiaje denominada NTAL, quien posee diversas tirosinas que pueden ser 

fosforiladas y formar sitios de unión para proteínas con dominios SH2 tal como Grb2. 

Grb2  puede reclutar a Gab2, la cual también es directamente fosforilada por Fyn. Una 

vez que Gab2 es fosforilada, la PI3K adquiere una conformación activa. Esto promueve 

la generación de PIP3 en la membrana, formando un complejo señalizador que permite el 

reclutamiento de PLCγ, cuya actividad, como en el caso de la vía dirigida por Lyn, está 

encaminada a la activación de PCK e IP3R. Asimismo, la activación de PI3K dependiente 

de Fyn/Gab2 puede inducir la activación de NFκB y así promover la síntesis de diversas 

citocinas pro-inflamatorias38,45. También ha sido mostrado que Fyn participa en la síntesis 

de novo y secreción de leucotrienos después del entrecruzamiento del receptor46. De esta 
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manera, la vía orquestada por Fyn completa los eventos señalizadores encargados de 

inducir tanto la liberación del contenido granular, como la síntesis de leuotrienos y 

ciocinas en respuesta a la activación del receptor FcεRI. 

 

La liberación del contenido granular inducida por IgE/Ag puede inducir diversos cambios 

en los tejidos donde se hallan las CCs. Por ejemplo, la histamina puede incrementar la 

permeabilidad vascular mediante la contracción del músculo liso y promover la 

infiltración del líquido intersticial y plasma a los tejidos produciendo edema. Por su parte, 

tanto proteasas como hidrolasas pueden promover daño tisular y generar señales de daño 

que contribuyen al desarrollo de un ambiente inflamatorio. Los leucotrienos y citocinas 

pueden promover la vasoconstricción, broncoconstricción aguda y crónica, y secreción de 

moco, quimiotaxis y activación de leucocitos, entre otros efectos, enseguida de los 

eventos de desgranulación. La activación crónica de estos componentes tiene efectos 

deletéreos y por ello a este tipo de reacciones se les ha llamado anafilácticas. 

 

e) La vía de regulación negativa orquestada por Lyn 

En todos los sistemas de transducción de señales es esencial la activación de proteíns que 

funcionan como reguladores negativos, los cuales permiten controlar la temporalidad de 

las señales inducidas por ligando, evitando la activación constitutiva de las cascadas de 

señalización. En algunos casos, una misma proteína puede tener la propiedad de ejercer 

señales positivas y negativas dentro de un mismo sistema de activación. El mecanismo 

general de regulación de las SFKs involucra eventos de fosforilación y desfosforilación 
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en el dominio COOH terminal. En el caso particular de Lyn, la fosfatasa involucrada en 

la inducción de su actividad es CD4547. Después de la activación inducida por IgE/Ag, 

Lyn también ejerce un loop de retroalimentación negativa mediante el cual autoregula su 

actividad. Lyn puede fosforilar a la proteína adaptadora Cbp, la cual es entonces 

reconocida por la cinasa Csk a través de interacciones SH2. Tales interacciones son 

importantes para que Csk adquiera actividad y pueda fosforilar tirosinas específicas 

ubicadas en el COOH de Lyn, culminando así con la inhibición de su actividad y 

contribuyendo con el apagado de señales inductoras de desgranulación47,48. Lyn no sólo 

puede regularse a si misma sino puede hacerlo con otros miembros de la familia, entre 

ellos Fyn, como ha sido mostrado después de la activación del sistema del receptor 

FcεRI48.  
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Figura 12. Señalización a 

través del receptor FcεRI. 

A) “Vía principal” de la 

casdada de señalización en 

CCs activadas. Para mayor 

claridad, se muestra sólo un 

receptor de alta afinidad para 

IgE. Después de la 

agregación del receptor 

FcεRI, la molécula 

adaptadora LAT es 

fosforilada por Lyn y Syk. 

Esto trae como consecuencia 

la unión directa o indirecta de 

GRB2, GADS, SHC y SLP-

76 a LAT (ver índice de 

abreviaturas), así como los 

factores intercambiadores de 

nucleótidos de guanina VAV, 

SOS y la PLCγ. La 

desgranulación requiere de la 

activación de la PLCγ, PKC 

y de la movilización de 

calcio (Ca2+) intracelular. La 

generación de eicosanoides 

(leucotrienos C4 y 

prostaglandinas D2) y 

citocinas, cuya expresión 

depende de la activación de 

las MAPKs (ERK-1/2, JNK, 

p38) emplea la vía de RAS y 

RAF. B) Vía de señalización 

“complementaria”. Después 

de la agregación del receptor 

FcεRI la cinasa Fyn es activada, lo que resulta en la fosforilación de GAB2. Esto lleva a la unión de la 

PI3K por GAB2, teniendo como resultado un incremento en la movilización de calcio (Ca2+), lo cual ocurre 
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a través de un mecanismo potencialmente dependiente de la fosforilación de PLCγ mediada por BTK. 

Alternativamente, PI3K puede incrementar la movilización de calcio (Ca2+) mediante la activación de la 

S1P. Aunque no ha sido bien demostrado, NTAL pude coordinar éstos últimos eventos mediante la unión 

de GRB2 inducida por Lyn y Syk. MAPK, cinasas activadas por mitógeno; MAPKK, MAPK cinasa, 

MAPKKK, MAPKK cinasa. DAG, diacilglicerol; InsP3, inositol-1,4,5-trifosfato; PLA2, fosfolipasa A2; 

PtdIns(4,5)P2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. Para ver revisar el significado de los nombres de las 

moléculas dirigirse al apéndice de abreviaturas. Tomado y modificado de Gillfilan, AM., et al (2006). 

 

Figura 13. Estructura y 

modo de regulación de Lyn. 

La cinasa Lyn puede ser 

miristilada y/o palmitilada con 

lo cual puede localizarse en 

las balsas de lípidos (lipid 

rafts) de la membrana 

plasmática. Todas las cinasas 

de la familia Src (SFKs) se 

mantienen en un estado 

inactivo a través de la 

fosforilación de un residuo de 

tirosina localizado en su 

dominio regulador (R) del C-

terminal por enzimas de la 

familia Csk. Csk es regulada a 

si misma mediante 

localización membranal a través de la interacción con PAG/Cbp. La fosforilación de la tirosina en el C-

terminal de las SKFs mantiene las enzimas en un conformación cerrada mediante interacciones con el 

dominio SH2. Lyn puede ser activada a través de la desfosforilación de la tirosina reguladora del C-

terminal por CD45. CD45 es mostrada dentro de las balsas de lípidos y actúa desfosforilando la tirosina 508 

de Lyn. La localización de CD45 varía en función del tiempo y ésta es capaz de desfosforilar la tirosina 

397, lo que inhibe la actividad de las SFKs (Ashwell y D´Oro, 1999). Tomado de Xu, Y. Et al (2005). 

 

Alternativamente, existe otro sistema de apagado de la señal asociado al número de 

agregados de inmunoreceptores inducidos por IgE, entre los que se pueden incluir 
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receptores para IgG poseedores de dominos ITIMs (Immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitios motifs), quienes pueden reclutar fosfatasas como SHIP e iniciar cascadas de 

desfosforilación sobre los sustratos activos6. 

 

1.8 Las CCs en las infecciones bacterianas 

 

Aunque el mayor conocimiento de las CCs proviene de las enfermedades alérgicas, un 

número cada vez mayor de evidencia experimental sugiere que las CCs tiene un papel 

central en las enfermedades bacterianas. Conceptualmente hablando, las CCs conforman 

un tipo celular que puede conectar al sistema inmune innato con el adaptativo, y esta 

característica aunada a su estratégica localización, hace de las CCs uno de los tipos 

celulares centinelas que pueden regular activamente la capacidad de respuesta del sistema 

inmunológico. 

 

Como ha sido mencionado, las CCs están presentes a lo largo del tejido mucosal y 

conectivo y por ello se hallan en constante interacción con su microambiente al tiempo 

que lo hacen con el ambiente exterior, donde estan expuestas a diferentes estímulos. Las 

CCs pueden, entre otras cosas, regular el sistema inmune durante diversas condiciones 

patológicas32. Su estudio en las infecciones bacterianas ha abierto una importante ventana 

de oportunidad para entender el papel profiláctico de este tipo celular. El uso de ratones 

deficientes de CCs (W/Wv, W/Wsh, entre otros) ha facilitado la acumulación de 

evidencias que muestran un papel protector de las CCs frente a estímulos que activan a la 
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inmunidad innata49. Experimentos hechos en ratones W/Wv, cuyo fenotipo está asociado 

a una severa deficiencia de CCs, sugieren que este tipo celular juega un papel 

fundamental en la resolución de procesos infecciosos inducidos por bacterias Gram-

negativas50. Con el uso de por lo menos tres modelos murinos de peritonitis bacteriana 

inducidas por a) ligadura y punción del ciego (CLP)51, b) inyección intraperitoneal de 

fragmentos bacterianos Gram-negativos52, o c) administración intraperitoneal de LPS 

purificado53, ha sido mostrado que las CCs tienen la capacidad de secretar la primera ola 

de TNF en cavidad peritoneal después del estímulo. En los tres modelos, el TNF 

secretado puede alcazar su nivel máximo una hora después de la estimulación debido a 

que se encuentra pre-sintetizado y almacenado en los gránulos de las CCs51-54. De esta 

manera, el TNF en conjunto con los leucotrienos LTC4 y LTB4,  inducen la migración de 

neutrófilos al sitio de infección dentro de la cavidad y contribuye a la activación de 

señales pro-sobrevivencia en el organismo51,55. Interesantemente, estudios posteriores 

demostraron que el TLR-4 expresado en la superficie de las CCs es uno de los receptores 

involucrados en la resolución del proceso inflamatorio inducido por CLP56. En conjunto, 

estos resultados sugieren que las CCs pueden ejercer funciones protectoras frente a 

estimulos bacterianos, en parte, a través de la activación del receptor TLR-4. 

 

1.9 Señalización a través del TLR4 en células cebadas 

 

Como fue abordado anteriormente, a la fecha se reconocen dos vías canónicas para 

explicar la activación del receptor TLR-4. La mayor parte de los datos sobre los cuales se 
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han ido construyendo las vías de señalización provienen de macrofagos y células 

dendríticas debido a su gran capacidad para reconocer endotoxinas e iniciar reacciones de 

inmunidad9. Sin embargo, otros tipos celulares también pueden llevar a cabo la activación 

del TLR-4. En el caso particular de las CCs derivadas de médula ósea (BMMCs), ha sido 

reportado que  expresan el co-receptor CD1457, la proteína señalizadora MD-258, el 

receptor TLR4, y el adaptador MyD8859, quienes pueden orquestar la activación del 

TLR-4 en respuesta al LPS e inducir la fosforilación de IRAK160 e IκB57,61. Asimismo, 

después de la activación del TLR4, la fosforilación de ERK1/2, JNK y p38 también ha 

sido reportada60,61. En contraste a la vía de MyD88 la cual parece ser totalmente activa, 

un reporte reciente indica que la vía dependiente de TRIF no es funcional en este tipo 

celular debido a que, entre otras cosas, tanto el adaptador TRAM como el factor 

regulador de interferón 3 (IRF3) carecen de actividad, aunque no de expresión, después 

de la activación del receptor TLR4 en este tipo celular62. 

 

Figura 14. Señalización del TLR-4 en BMMCs. A la fecha ha sido 

reportado que las CCs expresan toda la maquinaria encargada de 

transducir las señales del LPS. Las CCs además pueden expresar los 

adaptadores MyD88-TIRAP/Mal y TRIF-TRAM. Sin embargo, 

recientemente ha sido reportado que en respuesta al LPS, sólo la vía de 

señalización dependiente de MyD88 es activa. Tras la adición de LPS, ha 

sido observado un incremento en la fosforilación de IRAK, MAPK, e IκB, 

así como en la síntesis de citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL-6, IL-

1β e IL-13, entre otras. Esquema construído con base en las referencias 

55-60. 
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Las CCs se han venido perfilando como un tipo celular que está involucrado en distintos 

estados inflamatorios debido a la alta actividad transcripcional que poseen y su capacidad 

para contribuir en el control de la respuesta inmune frente a diveros estímulos 

bacterianos63. Sin embargo, aún quedan por describir las complejas redes de señalización 

intracelular que orquestan tales respuestas, aún cuando la función de algunos elementos 

ha sido investigada con profundidad en ciertos sistemas de transducción. En este sentido, 

uno de los atributos más notables de las CCs es la implicación de las SFKs en distintos 

sistemas de señalización que conectan a este tipo celular con diversas condiciones 

microambientales. Las SFKs pueden regular una gran variedad de procesos celulares, 

tanto en condiciones de inflamación como de homeostasis44. Estas cinasas han sido 

reconocidas como reostatos del sistema inmune, ya que, en analogía con un instrumento 

que varía la resistencia de un circuito eléctrico, éstas pueden regular la intensidad con la 

que es ejercida la activación de la respuesta inmune43. A la fecha existe evidencia muy 

bien cimentada sobre la participación de las SFKs en distintos sistemas de transducción 

activados en las CCs (p. ej FcεRI y c-kit), donde se conocen con profundidad las bases 

moleculares de estas cinasas tras las activación del receptor38. Sin embargo, en el caso 

particular del sistema de transducción de señales del receptor TLR-4, aún cuando se sabe 

que las SFKs pueden ser activadas en respuesta a la estimulación de LPS50, se 

desconocen las funciones específicas que llevan a cabo dentro de este sistema de 

transducción. 
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1.10 Lyn en la activación del receptor TLR-4 

 

Distintos miembros de la familia Src han sido relacionados con la activación del receptor 

TLR4. Usando diferentes modelos celulares, ha sido mostrado que el LPS puede 

incrementar la fosforilación de Src64, Hck65,66, Fgr65, Fyn (Medina-Tamayo, et al. en prensa) y 

Lyn65,67. En el caso particular de Lyn ha sido mostrado que puede regular positiva o 

negativamente la activación del receptor TLR-4. En sustento de la regulación positiva ha 

sido mostrado que Lyn puede incrementar su actividad en respuesta al LPS, interaccionar 

con CD1465 en monocitos, y con el TLR-468 en células HEK, y contribuir con la 

activación de NFκB. Recientemente ha sido reportado que esta cinasa es capaz de 

interaccionar con la proteína MD-2 y fosforilarla después de la estimulación con LPS, 

durante el proceso de endocitosis del receptor TLR469. La fosforilación en residuos de 

tirosina de MD-2 resultó ser importante para inducir señales hacia la activación de NFκB 

mediada por el receptor TLR469. Otros parámetros que pueden ser regulados 

positivamente por Lyn comprenden la producción de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX2) 

y la producción de citocinas entre las que se encuentra TNF64. 

 

Además del papel positivo ejercido por Lyn en el sistema de transducción de señales del 

receptor TLR-4, existe evidencia experimental que sugiere que también puede hacerlo 

negativamente. En este sentido, en macrófagos derivados de médula ósea fue encontrado 

que Lyn promueve un loop de regulación negativa en respuesta al LPS mediante un 

mecanismo dependendiente de PI3K y SHIP70. Los resultados que los autores mostraron 
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fueron apoyados por experimentos in vivo, donde después de una inyección intravenosa 

con LPS, los ratones Lyn -/- secretaron una mayor cantidad de TNF e IL-6 en 

comparación con los ratones WT, sugiriendo que Lyn puede regular negativamente las 

respuestas inducidas por LPS. 

 

El comportamiento dual de Lyn ha sido observado en otros sistemas de transducción, p. 

ej. FcεRI y diversos reportes sugieren que su papel positivo o negativo puede estar 

asociado a la intensidad de la señal mediada por receptor. Alternativamente, es posible 

suponer que el papel específico de Lyn, en cada sistema de transducción, pueda depender 

del tipo celular. A pesar de los resultados obtenidos, quedan aún muchas preguntas 

abiertas en torno al papel que juega Lyn en el sistema de transducción de señales del 

receptor TLR4. En células cebadas, Lyn tiene un papel preponderante en la biología del 

receptor FcεRI y otros inmunoreceptores. Sin embargo, su papel en el sistema de 

transducción de señales del receptor TLR4 no ha sido explorado aun. 

 

1.11 Planteamiento del problema 

 

Con base en lo anterior, la pregunta que se desea contestar en el presente trabajo es: 

¿Participa la cinasa Lyn en el sistema de transducción del receptor TLR4 en CCs in vitro 

e in vivo, y si es así, específicamente en qué reacciones? 
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2. Hipótesis 
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Si las CCs pueden responder al LPS a través de la activación del receptor TLR-4, y Lyn 

participa en las cascadas de activación río abajo de este receptor en otros tipos celulares, 

entonces Lyn se activará en respuesta al LPS y contribuirá en la señalización inducida por 

el TLR-4 en CCs 
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3. Objetivos 
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a) Objetivo general:  

 

Investigar el papel de la cinasa Lyn en el sistema de transducción de señales del receptor 

TLR-4 en CCs 

 

 

b) Objetivos particulares: 

 

1) Investigar si Lyn participa en la secreción de TNF inducida por LPS en CCs in 

vitro 

2) Determinar el papel de Lyn en las respuesta de señalización temprana 

inducidas por LPS in vitro 

3) Averiguar si Lyn controla las respuestas de las CCs al LPS in vivo 
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4. Diseño experimental 
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En esta tesis se caracterizó el papel de la cinasa Lyn en la cascada de activación del 

receptor TLR-4 y el diseño experimental mostrado abajo fue empleado para poder 

constestar nuestra pregunta. 

Tabla 6. Diseño experimental 
BMMCs WT y Lyn-/- Tratamiento Estudios in vitro 

  
LPS (1000 ng/ml) 
A23187(50nM)/ 

PMA (1µM) 
Actinomicina D (5 µg/ml) 

Cursos temporales 
(0-24 hrs) 
(0-30 min) 

 

 
• Inmunoblot (IB)  
• Inmunoprecipitación (IP) 

Ensayo de movilidad 
electroforética (EMSA)  

• Citomería de flujo 
• Determinación de TNF 

por ELISA 
 

 
Ratones WT y Lyn-/ 

Tratamiento 
intraperitoneal 

(ip) 
 

 
Estudios in vivo 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

PBS 
 

LPS 
(1 mg/kg, 1h) 

 

 
 
 
 
 
 
 

• Determinación de TNF 
por ELISA 

 
• Determinación de células 

Ly6G positivas por 
citometría de flujo 

 

Ensayos de transferencia 
de CCs (ip) en ratones 
Kitw-sh   usando  BMMCs 
WT y Lyn-/- 
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5. Materiales y métodos 
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5.1 Anticuerpos y reactivos.  

 

Anticuerpos policlonales anti-TLR4, Lyn, TRAF6, TAK1, IκB, p65, p-JNK, JNK, p-p38, 

p38, ERK1/2, MEK3/6, y ubiquitina fueron comprados en Santa Cruz Biothechnology 

(Santa Cruz, CA). El anticuepo anti-pTAK fue de Cell Signalling. Anticuerpos anti-IgE y 

anti-IgE1 κ acoplados a FITC fueron de Pharmingen (San Diego, CA). El anticuerpo anti-

Ly6G acoplado a azul pacífico fue de Biologend (San Diego, CA). La extravidina 

conjugada con peroxidasa de rábano (HRP) y los anticuerpos monoclonales anti-ratón, y 

las inmunoglobulinas de ratón fueron de Amersham, Pharmacia Biotech (Little Chalfont, 

UK). El medio de cultivo celular RPMI fue de Gibco-BRL-Life Technologies 

(Gaithersburg, MD). El buffer de Laemmli, el β-octilglucósido, la pepstatina, la 

leupeptina, la  aprotinina, el 2-mercaptoetanol, el dinitrofenol acoplado a albúmina de 

suero humana (DNP-HSA), el anticuerpo monoclonal IgE anti-DNP (clona SPE-7), el 

A23187, el PMA y el Lipopolisacárido (LPS) de E. coli (serotipo 026:B6) fueron de 

Sigma (St. Louis, MO). La interleucina 3 (IL-3) fue de Peprotech (Rock Hill, NJ). El NP-

40 fuer de Pierce (Rockford, IL). El PVDF fue de Perkin Elmer (Boston, MA).  

 

5.2 Ratones  

 

En esta tesis se utilizaron ratones WT, Lyn-/- and Kitw/Kitw-sh fueron comprados en 

Jackson Laboratories (Maine, USA, stock: 003204). Dado que los ratones Lyn-/- se 

encontraban en un fondo genético 129SvImJ, al menos 5 retro-cruzas fueron hechas 
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usando ratones C57BL/6J (también de Jackson Laboratories), para obtener ratones Lyn-/- 

con fondo genético C57BL/6J. El genotipo de cada ratón fue analizado por PCR 

utilizando el protocolo sugerido por el proveedor. Todos los procedimientos donde se 

utilizaron ratones fueron aprobados por el Comité Institucional para el Uso y Cuidado de 

Animales de Laboratorio (CICUAL) del Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados (Cinvestav) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), (protocolos 032/02 y 

384/07) 

 

5.3 Genotipos 

a) Purificación de ADN 

Para confirmar el genotipo de los ratones, se les  cortó un centímetro del extremo de cola. 

Las colas fueron puestas en tubos eppendorf de rosca de 1.5 ml y se les añadió 1 ml de 

buffer SNET para mantenerlas toda la noche en un baño a 57°C y en agitación. Al día 

siguiente se tomaron 750 µl del sobrenadante de cada digestión y se pasaron a otro tubo 

nuevo para añadirles 750 µl de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol (25:24:1). Se les 

agitó en un VORTEX durante 30 segundos y se les centrifugó en una centrífuga 

HERMLE-z233 MK-2 a 15 000 rpm a 4°C a 15 000 rpm por 15 minutos. De cada 

muestra, se tomó 600 µl de la fase acuosa y se les agregaron 600 µl de isopropanol para 

mezclarlas por inversión  en un tubo nuevo y mantenerlas 15 minutos en hielo seco y 

enseguida centrifugarlas 15 minutos a15 000 rpm a 4°C. A las pastillas formadas en el 

fondo de cada tubo, se les retiró el sobrenadante y se les agregó 1ml de etanol al 70% 

frío, se les mezcló por invesión, se les metió en hielo seco durante 5 minutos y se les 
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centrifugó a 4°C a 20 000 x g por 15 minutos. EL sobrenadante fue retirado por completo 

de las pastillas y las muestras fueron secadas a temperatura ambiente hasta no detectar 

ningún solvente (aproximadamente 15 minutos). Se les agregó 25µl de agua tratada con 

DEPC. Para cuantificar la cantidad de ADN, se tomaron 2µl y se disolvieron en 98µl de 

agua con DEPC y se leyeron en un espectrootómetro SUNRISE a longitudes de onda de 

260 y 280 nanómetros. Después de esto, los genes Lyn, en el caso de las células WT y el 

casset de neo en el caso de las células lyn-/-, fueron sometidos a 35 ciclos de replicación.  

(ver siguiente sección). 

 

b) Amplificación del ADN 

Para llevar a cabo la confirmación de los genotipos, se  hizo lo siguiente: en tubos de 0.5 

ml se puso 1µl de DNA de cada muestra. A cada uno de éstos tubos se les agregó 0.96µl 

de buffer para PCR 10X sin Mg, 0.96µl de dNTP mix 2.5 mM, 1.2 de MgCl2 25 mM, 

0.3 µl de primer sentido 10 µM (oligo up Lyn y Neo), 0.3 µl de primer antisentido µM 

(oligo down Lyn y Neo), 0.03 µl de Taq DNA polimerasa y 5.65µl de agua. 

Posteriormente, se metieron las muestras a un terrmociclador Eppendorf y se sometieron 

a 35 ciclos en el programa FYNKO bajo el siguiente programa: Ciclo 1: 94°C, 3 min. 

Ciclo 2: 94°C, 30 seg. Ciclo 3: 58°C, 4 min. Ciclo 4: 72°C, 1 min. Ciclo 5: go to 1, rep 

35 times. Ciclo 6: 72°C, 2 min. Ciclo 7: Hold 10°C. End. Después de esto las muestras 

fueron corridas por electroforesis en un gel de agarosa al 2% (Figura 15).  
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Figura 15. Genotipos de CCs WT y 

Lyn-/-. Las células WT expresan a Lyn 

, lo que enera una banda a la altura de 

340 pares de bases. En células Lyn-/- se genera una banda a la altura de 280 pares de bases debido a la 

deleción de los exones 3-7. 

 

5.4 Cultivo celular.  

 

BMMCs de ratones C57BL/6J WT y Lyn -/- de 4-8 semanas de edad fueron diferenciadas 

como ha sido reportado71. Brevemente, los ratones fueron sacrificados en una cámara de 

CO2 y los fémures fueron extraídos para obtener progenitores de la médula ósea mediante 

perfusión del hueso usando medio completo para BMMCs con una jeringa de insulina 

con aguja de 30G x 13 mm. El medio BMMC completo está compuesto por RPMI 

suplementado con 2 mM L-glutamina, 100 ul/ml penicilina, 100 ug/ml estreptomicina, 

10% FBS, 55 uM 2-ME, 1 mM HEPES, y 20 ng/ml de interleucina 3 (IL-3). Una vez que 

los progenitores fueron puestos en la caja de cultivo, la médula ósea fue cultivada en el 

mismo medio durante 4 semanas para tener BMMCs bien diferenciadas. Para probar el 

estado de maduración de las células, se realizaron ensayos de citometría de flujo para 

determinar la expresión del receptor FcεRI como ha sido descrito72, y solamente los 

cultivos que mostraron más del 98% de expresión fueron utilizados. Rutinariamente, una 

evaluación funcional de desgranulación inducida por complejos IgE/Ag mediante la 

determinación de la enzima β-hexosaminidasa fue hecha para determinar la funcionalidad 

de las BMMCs como se ha descrito72. 
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5.5 Citometría de flujo.  

 

BMMCs derivadas de ratones WT y Lyn-/- fueron incubadas con o sin IgE (clona SPE7, 

Sigma) durante 1 hora. Después de haber transcurrido ese tiempo, las células fueron 

lavadas por duplicado con una solución de teñido (staining buffer: albúmina de suero 

bovino (BSA) 2% y azida de sodio 0.2% en PBS 1X) y centrifugadas 750 x g durante 5 

minutos a 4°C. Las pastillas celulares entonces fueron resuspendidas en una solución de 

bloqueo (blocking buffer 1X, Biogenex, San Ramon, CA) por 5 minutos a 4 °C. 

Transcurrido el último tiempo, anticuerpos anti-IgE o anti-TLR4 acoplados a FITC 

fueron adicionados. Paralelamente, se emplearon anticuerpos anti-isotipo para determinar 

el pegado inespecífico. Después de una hora de incubación, las células fueron 

centrifugadas y las pastillas celulares fueron resuspendidas en solución de teñido para ser 

analizadas en un citómetro de flujo modelo FACSort (BD Biosciences). 

 

5.6 Estimulación de BMMCs con LPS, obtención de proteínas totales, inmunoblot e 

inmunoprecipitación de proteínas.  

 

BMMCs WT y Lyn-/- (dos millones de células por ml) fueron tratadas con LPS (500 

ng/ml) o PMA (1 µM)/A23187 (100 nM) a 37 °C for diferentes tiempos in medio de 

cultivo RPMI enriquecido con IL-3. Las células fueron colectadas por centrifugación y 

los sobrenadantes fueron fomados para la determinación de TNF por ELISA (ver seccion 

de ELISA). Para el inmunoblot (western blot), dos millones de células fueron 
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resuspendidas en solución de Tyrode + BSA (solución de HEPES 20 mM a pH 7.4, NaCl 

135 mM, KCl 5 mM, CaCl2 1.8 mM, MgCl2 1 mM, glucosa 5.6 mM y BSA 0.05%) y 

estimuladas con LPS (500 ng/ml). Después de los tiempos apropiados, las células fueron 

colectadas an lisadas en solución de Laemmli 2X suplementado con orto-vanadato 4 mM 

y β-mercaptoetanol 0.28 mM. Para los ensayos de inmunoprecipitación, diez millones de 

células por condición, en un volucmen total de 200 ul de solución Tyrode/BSA fueron 

utilizadas. Todas las muestras fueron estimuladas con LPS y centrifugadas a 800 x g a 

4°C antes de ser resuspendidas en una solución de lisis que contiene NP40 1%, β-

Octilglucósido 60 mM, fenilmetanesulfonilfluoruro (PMSF) 2 mM, aprotinina 10 ug/ml, 

leupeptina 2 ul/ml, pepstatina 5 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, (floruro de sodio) NaF 

50 mM, orto-vanadato de sodio 1 mM, por 30 minutos en hielo. Los lisados fueron 

centrifugados por 10 minutos a 15, 000 x g a 4°C y los sobrenadantes fueron separados 

de las pastillas celulares (pellets) y mantenidos en hielo por una hora antes de ser usados. 

Los sobrenadantes fueron incubados toda la noche con anticuerpos específicos pre-unidos 

a esferas acopladas a proteína A o G. Después de una noche de incubación a 4°C, las 

esferas fueron lavadas una vez con solución de lisis con NP40 1% y una vez mas con 

solución de lisis con NP40 0.1%. Las proteínas fueron recuerdas con un volumen igual de 

solución de Laemmli 2X y separadas en geles SDS-PAGE al 8, 10 y 12 % dependiendo 

de la proteína de interés a ser detectada. Después de haber corrido las muestras mediante 

electroforesis, se llevó a cabo la transferencia en membranas de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF), y posteriormente las membranas fueron bloqueadas usando leche en polvo al 4% 

o un coctel de  inmunoglobulinas suspendidas en solución salina con Tris y Tween 20 al 

1%. Las membranas fueron probadas usando el anticuerpo primario de interés y un 
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adecuado anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) antes de ser 

visualizado por quimioluminiscencia.  

 

5.7 Ensayo de movilidad electroforética (EMSA).  

 

La activación de NFκB fue medida obteniendo los extractos nucleares de células WT y 

Lyn-/-. Quince millones de células fueron activadas con LPS por 30 minutos o IgE/Ag 

por 10 minutos. Después de ese tiempo, las células fueron colectadas para llevar a cabo la 

extracción nuclear usando el protocolo proporcionado con el kit TransAm Transcription 

Factor (Active Motif, Carlsbad, CA), supementado con solución HB (hipotonic buffer) 

con leupeptina (10 mg/ml), pepstatina A (5 mg/ml) y aprotinina (4.7 U/mg prot). Los 

ensayos de EMSA fueron hechos usando la optimización lightShift y el kit de control 

(Pierce, Rockford, IL) acorde a las instrucciones de manufactura. Las secuencias de los 

primers biotinilados de NFκB fueron los siguientes: sentido 5´BiotinaCAA-ATG-TGG-

GAT-TTT-CCC-ATG-AGT-CTC-AAA-ATT-AGA-GAG3´ y antisentido 5´BiotinaCTC-

TCT-AAT-TTT-GAG-ACT-CAT-GGG-AAA-ATC-CCA-CAT-TTG3´ (Invitrogen). Las 

muestras  fueron resueltas en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 6% y las bandas 

fueron reveladas usando el módulo de detección quimioluminiscente para ácidos 

nucleicos (Pierce, Rockford, IL), siguiendo las instrucciones del provedor. 
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5.8 Reconstitución intraperitoneal de ratones Kitw/Kitwsh.  

 

Ratones deficientes de CCs, Kitw/Kitwsh de 8 a 12 semanas de edad fueron selectivamente 

reconstituidos mediante una inyección intraperitoneal con dos millones de células 

cebadas derivadas de la médula ósea (BMMCs) WT y Lyn -/- de 4 semanas de edad. En 

todos los ensayos de reconstitución, las células fueron concentradas en un volumen total 

de 200 ul de solución salina isotónica estéril y posteriormente fueron inyectadas en la 

cavidad peritoneal de las ratones53. Cuatro semanas después de la inyección con BMMCs, 

los ratones fueron usados para los experimentos de endotoxemia. La reconstitución fue 

confirmada por análisis de citometría de flujo y teñido con azul de toluidina de las células 

cebadas obtenidas en los lavados peritoneales, así como por la producción de TNF 

inducida por LPS en la cavidad peritoneal de animales reconstituidos, como ha sido 

reportado53. 

 

5.9 Modelo murino de endotoxemia y lavados peritoneales.  

 

Ratones WT, Lyn -/-, Kitw/Kitwsh y  Kitw/Kitwsh reconstituidos con BMMCs WT o Lyn -/-, 

fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) con LPS (1 mg/kg, disuelto en solución 

salina) o con vehículo. Una hora después, se hicieron lavados peritoneales mediante el 

sacrificio de ratones y posteriormente fueron inyectados con 2.5 ml de PBS (NaCl 137 

mM, KCl 2.7 mM, NaH2PO4 10 mM, K2HPO4 2 mM, pH 7.4) en la cavidad peritoneal. 

Posteriormente se llevó a cabo un ligero masaje sobre la superficie abdominal y al menos 
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1 ml de lavado peritoneal fue colectado en cada ratón. Cada muestra fue centrifugada a 

359 g por 5 minutos y la cantidad de TNF en cada lavado fue determinada por ELISA 

(ver siguiente sección). Otro grupo de animales fue inyectado en el peritoneo con LPS 

(como se describe arriba) y 5 horas después, fueron  sacrificados. Los lavados 

peritoneales fueron realizados y las muestras fueron tomadas para calcular el numero de 

células totales en los lavados peritoneales mediante el uso de una cámara Neubauer. 

Paralelamente, las células totales fueron marcadas con un anticuerpo específico anti 

Ly6G73 y analizadas mediante citometría de flujo. 

 

5.10 ELISA.  

 

La concentración de TNF en los sobrenadantes de células estimuladas o en lavados 

peritoneales fue determinada mediante el uso de kits de ELISA de Peprotech (Rocky Hill, 

NJ) e Invitrogen (Carlsbad, CA). Los sobrenadantes fueron obtenidos de la siguiente 

forma: dos millones de CCs WT y Lyn -/- fueron incubadas con 500 ó 1000 ng/ml de 

LPS durante diferentes tiempos en medio completo para BMMCs. Las células fueron 

colectadas por centrifugación y los sobrenadantes fueron procesados para su análisis por 

ELISA. Paralelamente, la secreción de TNF en los lavados peritoneales de ratones WT, 

Lyn-/-, Kitw/Kitwsh reconstituidos y no reconstituidos, también fueron evaluada por este 

método. Todos los ensayos de ELISA fueron hechas acorde a las instrucciones del 

manufacturador. 
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5.11 Análisis estadísticos 

 

Todos los resultados son mostrados como la media del error estandar. Alternativamente, 

pruebas de análisis de varianza (ANOVA) fueron realizadas y se consideraron diferencias 

estadísticamente significativas a todos los valores de p que estuvieron debajo de 0.05. Las 

pruebas se realizaron con el programa Prisma V3.0.  
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6.1 Lyn participa en la secreción de TNF en respuesta al LPS en células cebadas.  
 

Con la finalidad de descartar defectos en los niveles de expresión del TLR-4 asociados a 

la ausencia de Lyn, incubamos BMMCs WT y Lyn -/- con anticuerpos anti-TLR-4 y su 

correspondiente control de isotipo (Figura 16A). En condiciones basales, observamos la 

expresión del receptor TLR-4 en cantidades similares en ambos tipos celulares 

(fluorescencia media: WT, 83.3 ± 11.09; Lyn -/-, 74.07 ± 6.1). Para averiguar el papel de 

Lyn en la secreción de TNF inducida por LPS, BMMCs WT y Lyn -/- fueron incubadas 

con LPS (500 ng/ml) en un curso temporal de 24 horas (Figra 16B, panel izquierdo). Los 

resultados mostraron que ambos tipos celulares tienen cantidades basales similares y que 

tanto las BMMCs WT (círculos negros) como las Lyn-/- (círculos blancos) pueden 

alcanzar su secreción máxima a las 8 horas post-estimulación con LPS. Sin embargo, las 

células Lyn-/- mostraron un defecto parcial en la secreción de TNF. 

 

Con el fin de descartar la posibilidad de que al ausencia de Lyn tuviera algún defecto 

intrínseco relacionado con la maquinaria de secreción, realizamos experimentos usando 

un activador de la PKC (PMA) y un ionóforo de calcio (A23187), los cuales son 

conocidos por inducir la secreción de mediadores independientemente de la activación 

mediada por receptor. BMMCs WT y Lyn-/- fueron estimuladas con PMA/A23187 

durante 12 horas (Figura 16B, panel derecho) y observamos que el TNF pudo ser 

secretado en presencia y ausencia de Lyn. En conjunto, estos resultados sugirieren que 

Lyn está involucrada en la secreción de una fracción de TNF en respuesta al LPS, y que 
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la ausencia de Lyn no afecta la maquinaria de secreción asociada a la liberación de TNF 

en CCs. 

 

Para averiguar si Lyn participaba en al regulación transcripcional de TNF en respuesta al 

LPS, preincubamos BMMCs WT y Lyn-/- con actinomicina D, 15 minutos antes de un 

curso temporal de 24 horas con LPS (Figura 16C). Los resultados muestran que en 

células WT se pudo observar el efecto de la actinomicina D después de las dos horas de 

estimulación con LPS y hasta el final del curso temporal (Figura 16C, panel izquierdo). 

En células Lyn-/- se observó el efecto inhibidor de la actinomicina D muy claramente a 

partir de las 4 horas de estimulación con LPS y pudo mantenerse hasta el final del curso 

temporal (Figura 16C, panel derecho). Estos datos indican que la secreción de TNF 

inducida por LPS insensible a la actinomicina D, representa la fraccion pre-sintetizada y 

almacenada en los gránulos. Además, estos resultados sugieren que Lyn puede contribuir 

a la síntesis de TNF, pero que existen vías independientes de Lyn que pueden inducir su 

producción.  
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Figura 16. Lyn regula positivamente la secreción de TNF inducida por LPS en células cebadas. A) 

Dos millones de células WT y Lyn-/- fueron marcadas con anticuerpos específicos anti TLR-4 acoplados a 

FITC. El control de isotipo es presentado en el histograma izquierdo de cada gráfica en tanto la señal 

específica del TLR-4 puede ser observada en el histograma derecho de cada gráfica. Se muestra un 

experimento representativo de al menos 3 realizados con diferentes cultivos celulares . B) Dos millones de 

células WT y Lyn-/- en cada punto fueron incubadas en presencia de 500 µg/ml de LPS (panel izquierdo) o 

A23187/PMA (panel derecho) como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Después de 

distintos tiempos de estimulación, los sobrenadantes fueron colectados y la concentración de TNF fue 

determinada por ELISA. C) Dos millones de células WT y Lyn-/- en cada punto fueron estimuladas con 

LPS (como en B) en ausencia o presencia de un tratamiento con actinomicina D (5µg/ml, adicionados 15 

minutos antes de la estimulación con LPS). La concentración de TNF de cada sobrenadante fue 

determinada por ELISA. Los valores de los páneles B y C son presentados como la media ± EE (error 

estándar) de entre 3 a 5 experimentos independientes hechos con diferentes cultivos. *, p<0.05 con respecto 

a células sin estimulación. &, p<0.01 con respecto a las células WT. 
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6.2 Lyn controla la activación de MEK3/6 en células cebadas estimuladas con LPS  

 

En la cascada de activación del receptor TLR-4, se sabe que a partir de la activación de 

TAK-1 la vía de las MAPKs e IKK inducen la actividad de AP-1 y NFκB, 

respectivamente9. Por el lado de la activación de las MAPKs, se sabe que MEK 3/6 forma 

parte de la cascada de activación del TLR-4, y junto a MEK 1/2, pueden activar a cinasas 

río abajo como p38, JNK y ERK 1/2. Por otra parte, ha sido reportado que TAK-1 puede  

inducir la fosforilación de MEK 3/6 y contribuir a la activación de señales río abajo. Para 

averiguar el papel de Lyn en la activación de MEK3/6 en nuestro modelo celular, 

BMMCs WT y Lyn -/- fueron incubadas con LPS durante 15 minutos. Los resultados 

mostraron que en células WT, la fosforilación de MEK3/6 pudo ser detectada claramente 

sobre su basal después del tratamiento. En contraste, en células Lyn -/- se detectaron 

estados de fosforilación altos de MEK 3/6 y sin embargo no se observó un incremento en 

su activación después del estímulo (Figura 17A). Para mostrar el radio de activación de 

MEK3/6 en células WT y Lyn-/- en presencia y ausencia de LPS, se realizó una análisis 

de densitometría de al menos 4 experimentos independientes (Figura 17B). Los 

resultados muestran que, aunque en las células carentes de Lyn, los niveles de 

fosforilación basales tienden a ser más altos que los de las células WT, no hubo 

diferencias estadísticamente significativas entre estos dos grupos.  Estos resultados 

sugieren que Lyn está involucrada en la activación de MEK3/6 inducida por LPS. 
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6.3 Lyn contribuye a la activación de ERK1/2, p38 y JNK inducida por el receptor 

TLR4.  

 

Para averiguar la participación de Lyn en la activación de las MAPKs: ERK1/2, p38 y 

JNK inducida por LPS, realizamos un curso temporal de 30 minutos. Usando anticuerpos 

específicos dirigidos contra residuos de treonina o treonina/tirosina fosforilados, 

determinamos el estado de activación de cada sustrato después del curso temporal. 

Nuestros resultados muestran que el LPS pudo incrementar el estado de fosforilación de 

ERK1/2, JNK, p38 a los 15 y 30 minutos de estimulación en células WT. Sin embargo, 

en ausencia de Lyn, la fosforilación se observó afectada en respuesta al mismo estímulo. 

Estos resultados sugieren que Lyn controla positivamente la activación de ERK1/2, p38 y 

JNK (Figura 17C). 
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Figura 17. Lyn controla positivamente la activación de las MAPKs dependiente de LPS. Dos millones 

de células cebadas WT y Lyn-/- por condición fueron estimuladas con LPS (500 ng/ml). Las células fueron 

colectadas y lisadas en buffer Laemmli 2X como se describe en la sección de Materiales y Métodos. 

Ensayos de Western Blot muestran la fosforilación de MEK3/6 (panel A), ERK1/2, JNK, p38 (panel C) en 

BMMCs WT y Lyn-/-. Se muestra una experimento representativo de al menos 4 experimentos 

independientes hechos con distintos cultivos celulares. B) Análisis densitométrico de la señal de 

fosforilación de MEK3/6 en células WT y Lyn-/-. Los datos fueron normalizados respecto a los valores 

densitométricos de la señal de actina. Los datos son mostrados como la media ± MEE de al menos tres 

experimentos independientes usando distintos cultivos celulares. *, p< 0.05. 
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6.4 El receptor TLR-4 es activado selectivamente por LPS 

 

Para descartar la posibilidad de que el LPS pudiera estar activando vías independientes 

del receptor TLR474, decidimos antagonizar las acciones del LPS con un anticuerpo que 

reconoce al TLR-4 y evita el ensamble con MD-2, inhibiendo su señalización al interior 

de la célula75. El anticuerpo fue adicionado 15 minutos antes de retar a las células con 

LPS por 15 minutos mas. Los resultados indican que al bloquear la actividad de TLR4 

con el anticuerpo, el LPS no fue capaz de inducir la fosforilación de ERK1/2, lo cual 

sugiere que en nuestras condiciones, el LPS activa selectivamente al receptor TLR4 

(Figura 18).  

 

Figura 18. El receptor TLR-4 es 

selectivamente activado por el 

LPS en BMMCs. Dos millones de 

células WT fueron estimuladas con 

LPS (500 ng/ml) durante 15 

minutos, en presencia o ausencia 

de un anticuerpo bloqueador de la 

actividad del TLR-4 (MTS510, 5, 50 y 500 pg/ml, 15 minutos antes de la estimulación con LPS) 
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6.5 Lyn controla positivamente la vía de NFκB inducida por la activación del TLR-4 

 

Una vez analizadas las MAPKs, procedimos a evaluar la actividad de la vía que controla 

al factor de transcripción NFκB. Con el fin de averiguar la participación de Lyn en la 

fosforilación del complejo IKKα/β inducida por el TLR-4, BMMCs WT y Lyn-/- fueron 

estimuladas con LPS durante 15 minutos y se obtuvieron las proteínas totales que fueron 

analizadas por Western Blot para determinar el estado de activación de IKKα/β mediante 

el uso de anticuerpo específicos dirigidos contra treoninas fosforiladas. Los resultados 

muestran que las células WT fueron capaces de inducir la fosforilación de IKKα/β en 

respuesta al LPS, mientras que éste complejo fue insensible a la estimulación en ausencia 

de Lyn (Figura 19A).  

 

Para averiguar si la ausencia de Lyn también afectaba la fosforilación del inhibidor de 

NFκB, IκB, un sustrato río abajo del complejo IKK, realizamos un curso temporal con 

LPS en células WT y Lyn-/-. Los resultados muestran que las células WT fueron capaces 

de incrementar la fosforilación de IκB a los 15 minutos después de la estimulación, la 

cual se mantuvo hasta los 30 minutos (Figura 19B). En las células Lyn -/- pudo 

distinguirse un incremento discreto en la fosforilación de IκB a los 5 minutos 

manteniéndose hasta los 30 minutos, pero los niveles fueron claramente menores en 

relación con las células WT.  
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Con el objetivo de evaluar si la ausencia de Lyn, dada su participación en la activación de 

IKKαβ e IκB, podía prevenir la unión de NFκB (p50p65) a sus sitios consenso, 

realizamos ensayos de movilidad electroforética (EMSA) usando células WT y Lyn-/- 

estimuladas durante un curso temporal de 30 minutos con LPS y mediante complejos 

IgE/Ag (como control positivo). Los resultados de la figura 19C muestran que en células 

WT, NFκB fue capaz reconocer sus sitios consenso y unirse a ellos a los 10 minutos de 

estimulación con LPS, manteniéndose hasta los 30. En contraste, las células Lyn -/- 

mostraron un claro defecto en al unión de NFκB  a sus sitios concenso. En células WT y 

Lyn-/- estimuladas 15 minutos con IgE/Ag fue posible detectar la unión de p50p65, 

aunque en niveles menores a los observados en respuesta al LPS. La presencia de 

p50/p65 en los complejos fue determinada utilizando anticuerpos específicos (resultados 

no mostrados). De forma contrastante, en la figura 19C también es posible observar un 

complejo que migra más abajo que el de p50/p65, el cual podría corresponder al complejo  

p50/p50. Tal posibilidad queda abierta para ser investigada en el futuro. Conjuntamente, 

estos datos sugieren que Lyn juega un papel positivo en la activación de la vía de NFκB 

en respuesta a la estimulación del TLR-4.  
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Figura 19. La cinasa Lyn regula la vía de NFκB activada por el receptor TLR-4 en células cebadas. 

Dos millones de células WT y Lyn-/- por condicion fueron estimuladas con LPS (500 ng/ml) y, a los 

tiempos indicados, las células fueron aisladas y lisadas para analizar la fosforilación de IKKαβ (panel A) e 

IκB (panel B) por Western Blot. C) Diez millones de células WT y Lyn-/- por condición fueron estimuladas 

con LPS o IgE/Ag en los tiempos indicados. Después de la extracción de núcleos, ensayos de movilidad 

electroforética (EMSA) fueron hechos como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Se muestra 

un experimento representativo, de al menos 4 independientes hechos con diferentes cultivos. La presencia 

de p50/p65 en los complejos fue determinada utilizando anticuerpos específicos (resultados no mostrados). 

La unión de NFκB inducida por la estimulación del receptor FcεRI mediante complejos IgE (100 ng/ml)/Ag 

(10 ng/ml) fue empleada como control positivo. 
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6.6 Lyn controla la formación del complejo de TRAF-6/TAK-1 en respuesta al LPS 

 

Como ha sido abordado en la introducción, un mecanismo propuesto para explicar la 

activación del complejo TAK-1 indica que TAB-2 necesita ser ubiquitinado por el 

complejo de TRAF-6 para que TAK-1 pueda autofosforilarse y adquirir una 

configuración activa que pueda transducir la señal a los sustratos río abajo (ref. 25). Con 

el objetivo de averiguar si Lyn podría tener algún efecto en el ensamble del complejo de 

TRAF-6 con el de TAK-1 después de la activación del TLR4, preincubamos células con 

LPS durante un curso temporal de 30 minutos. Puede verse en la figura 20A que en 

células WT es posible detectar un incremento en la interacción de TRAF-6 con TAK-1 a 

los 15 y treita minutos de estimulación sobre su basal. En contraste, en las células Lyn-/-

pudo detectarse la interacción entre TRAF-6 y TAK-1 en condiciones basales, pero no 

fue posible observar un incremento después de la estimulación con LPS. 

 

Debido a que ha sido reportado que la fosforilación de TAK-1 en los residuos 184/187 es 

un marcador de activación de esta proteína25, decidimos averiguar si Lyn podía afectar la 

activación de TAK-1 asociada a TRAF-6 en respuesta a la activación del receptor TLR4. 

Células WT y Lyn-/- fueron estimuladas en un curso temporal de 30 minutos con LPS. 

En la figura 20B los resultados indican que en células WT puede observarse un 

incremento en la fosforilación de TAK-1 asociada a TRAF-6 después de 15 de 

estimulación con LPS, alcanzando su máximo a los 30 minutos. Sin embargo, en células 
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Lyn-/-, a pesar de que en condiciones basales se detectó la fosforilación de TAK-1, ésta 

no incrementó en respuesta al LPS. 

 

Diversos reportes indican que TRAF-6 debe ubiquitinarse para completar su estado de 

activación e inducir señales río abajo76. Con el fin de averiguar si el perfil de 

ubiquitinación de TRAF-6 estaba afectado en ausencia de Lyn después de la activación 

del TLR4, células WT y Lyn-/- fueron estimuladas en un curso temporal de 30 minutos. 

Los resultados indican las células WT fueron capaces de inducir un incremento en el 

perfil de ubiquitinación de TRAF-6 a los 15 y 30 minutos de estimulación con LPS. Sin 

embargo, en ausencia de Lyn no fue posible observar un incremento en el perfil de 

ubiquitinación de TRAF-6 en respuesta al LPS (Figura 20C). Conjuntamente, los 

resultados indican que la ausencia de Lyn afecta el adecuado ensamble del complejo 

TRAF-6/TAK-1, así como el perfil de ubiquitinación de TRAF-6 en respuesta al LPS en 

CCs.  

 

6.7 Lyn se activa y puede asociarse con TRAF-6 en respuesta al LPS 

 

Con el fin de averiguar si Lyn podía activarse en respuesta al TLR4, células WT fueron 

tratadas con LPS durante un curso temporal con LPS. Mediante el uso de un anticuerpo 

hecho en contra de la fosfotirosina reguladora 416 de Src localizada en su extremo 

COOH terminal, región donde se alojan diversos residuos de tirosina asociados con la 

activación de las cinasas de esta familia43, pudimos observar un incremento en el estado 
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de  fosforilación de Lyn desde los 5 minutos de estimulación con LPS, el cual se mantuvo 

hasta los 30 minutos (Figura 21A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. La cinasa Lyn modula la formación y función del complejo TRAF-6/TAK-1 inducido por 

TLR-4. Veinte millones de células WT y Lyn-/- por punto fueron estimuladas con LPS (500 ng/ml) y en 

los tiempos señalados las células furon colectadas por centrifugación y resuspendidas en buffer de lisis 

descrito en la sección de Materiales y Métodos. Los extractos celulares fueron incubados con esferas de 

sefarosa/proteína A acoplada a anticuerpos anti-TAK-1 (panel A) o anti-TRAF-6 (panel B y C). Las 

muestras de proteinas arrastradas con las esperas fueron separadas mediante electroforesis de geles de 

acrilamida y Western Blot usando anticuerpos específicos anti-pTAK-1 (p-Thr 184/187) (panel B) o anti-

ubiquitina (panel C). Se muestra un experimento representativo, de al menos 3 independientes hechos con 

diferentes cultivos 
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Con el fin de averiguar si Lyn podía unirse a TRAF-6 en respuesta a la activación de 

TLR4, células WT y Lyn-/- fueron estimuladas con LPS durante un curso temporal de 30 

minutos. Los resultados muestran que en células WT, Lyn puede asociarse con TRAF-6 

en respuesta al LPS desde los 10 mintuos, manteniendo una clara interacción hasta los 30 

minutos de estimulación con LPS (Figura 21B). También se detectó la presencia de Lyn 

en extractos totales (WCL) como control de migración de las muestra 

inmunoprecipitadas. Como esperábamos, en células Lyn-/- no se detectó alguna 

asociación con TRAF-6. Estos resultados sugieren que Lyn puede activarse, así como 

asociarse con con TRAF-6, después de un estímulo con LPS en CCs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Lyn se activa y se asocia con TRAF-6 in respuesta al LPS in células cebadas. A) Veinte 

millones de células WT en cada condición fueron estimuladas con LPS (500 ng/ml) en los tiempo 

señalados. La cinasa Lyn fue inmunoprecipitada usando anticuerpos específicos como se describe en la 

sección de Materiales y Métodos y un ensayo de Western Blot fue realizado mediante el uso del anticuerpo 
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anti-tirosina 416 de Src43. B) Veinte millones de células WT y Lyn-/- fueron estimuladas con LPS (como en 

A) y TRAF-6 fue inmunoprecipitado. Los ensayos de Western Blot fueron realizados utilizando un 

anticuerpo específico anti-Lyn. Se muestra un experimento representativo de al menos 5 experimentos 

indenpendientes usando distintos cultivos celulares.  

 

6.8 Lyn regula positivamente la secreción de TNF inducida por LPS, en un modelo 

in vivo de estimulación de células cebada.  

 

Con el fin de explorar el papel del Lyn en la secreción de TNF inducida por el receptor 

TLR4 en un modelo in vivo de endotoxemia, ratones WT y Lyn -/- fueron inyectados 

intraperitonealmente con LPS durante una hora, y los lavados peritoneales fueron 

evaluados por ensayos de ELISA. Los resultados de la figura 22A muestran que los 

ratones WT pudieron secretar aproximadamente 100 ± 25 pg de TNF por cavidad 

peritoneal, en respuesta al vehículo (barra 1). Sin embargo, la administración de LPS 

inducido una secreción de alrededor de 400 ± 80 pg de TNF por cavidad peritoneal (barra 

2). En contraste, en los ratones Lyn -/-  la secreción de TNF en respuesta al vehículo no 

sobrepasó los 50 ± 30 pg por cavidad peritoneal y la estimulación con LPS no produjo un 

incremento significativo sobre su secreción basal (barras 3 y 4). 

 

Diversos reportes han mostrado que la primera ola de secreción de TNF en respuesta a 

compuestos bacterianos de organismos Gram-negativos proviene de las células cebadas52 

Usando primordialmente ratones W/Wv ha sido mostrado que el incremento de TNF en la 

cavidad peritoneal puede ser detectado una hora después de la estimulación. Para 



	  

 

96	  

recapitular este evento en nuestras condiciones, usamos ratones KitwKitw-sh, quienes al 

igual que los ratones W/Wv, presentan una severa deficiencia de CCs. Realizamos 

ensayos de reconstitución inyectando células cebadas  en la cavidad peritoneal y cuatro 

semanas más tarde hicimos las series experimentales. Los resultados de la figura 22A 

(barras 5 y 6) muestran que los ratones deficientes de CCs pudieron secretar entre 60 ± 20  

y 80 ± 20 pg de TNF por cavidad peritoneal en respuesta al vehículo y al LPS, 

respectivamente.  Como se esperaba, los ratones KitwKitw-sh reconstituidos con células 

WT (barras 7 y 8), recuperaron su capacidad para secretar TNF en respuesta a una 

inyección intraperitoneal de LPS (320 ± 30 pg/cavidad peritoneal). Sin embargo, los 

ratones KitwKitw-sh reconstituidos con células Lyn -/- no fueron capaces de secretar TNF 

en respuesta al LPS (90 ± 50 pg/cavidad peritoneal) en relación con el vehículo (40 ± 10 

pg/ cavidad peritoneal). En conjunto estos datos sugieren que Lyn participa en la 

secreción temprana de TNF dependiente de células cebadas inducida por LPS in vivo.  

 

6.9 Lyn controla la migración de neutrófilos a la cavidad peritoneal en respuesta al 

LPS in vivo 

 

Se sabe que el TNF secretado por las CCs en respuesta a agentes bacterianos Gram-

negativos es uno de los responsables de participar en el reclutamiento de netrófilos hacia 

la cavidad peritoneal. Con el fin averiguar si la ausencia de Lyn afectaba el reclutamiento 

de neutrófilos a la cavidad peritoneal después de un reto con LPS (1 mg/kg), tomamos 

ratones WT y Lyn -/- y les inyectamos LPS o vehículo en la cavidad peritoneal. Cinco 
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horas más tarde realizamos lavados peritoneales y los pellets fueron marcados con 

anticuerpo anti-Ly6G, el cual reconoce selectivamente a la población de netrófilos73. 

Como se puede observar en la figura 22B (barras 1 y 2) el LPS pudo inducir la migración 

de células Ly6G+ a la cavidad peritoneal (200 ± 40 (x 103) células positivas/cavidad 

peritoneal) por encima del vehículo (20 ± 5 (x 103) células positivas/cavidad peritoneal). 

Sin embargo, en ratones Lyn -/-, aunque en condiciones basales la población de Ly6G+ 

fue mayor que en los ratones WT (55 ± 7 (x 103) células positivas/cavidad peritoneal), no 

pudo ser detectado un incremento en la migración después de la administración de LPS 

(54 ± 6 (x 103) células positivas/cavidad peritoneal) . Estos resultados sugieren que Lyn 

puede regular positivamente la secreción de TNF, y en consecuencia, contribuir a la 

migración de neutrófilos a la cavidad peritoneal 
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Figura 22. La cinasa Lyn controla positivamente la secreción temprana de TNF, dependiente de 

células cebadas, inducida por LPS in vivo. A) Ratones WT, Lyn-/- y deficientes de células cebadas 

Kitw/Kitwsh (Wsh) de doce semanas de edad fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) con LPS (1 

mg/Kg) o vehículo (solución salina). Una hora más tarde los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron los 

lavados peritoneales fueron colectados para determinar la secreción de TNF por ELISA, como se describe 

en la sección de Materiales y Métodos. Los ratones deficientes de células cebadas fueron reconstituidos con 

3 millones de células cebadas derivadas de la médula ósea de ratones WT y Lyn-/- (Wsh rec WT o Lyn-/-, 

respectivamente). Cuatro semanas después de la reconstitución, los ratones fueron tratados con LPS o 

vehículo. Los resultados son presentados como la media ± EE de al menos 6 animales en cada barra. *, p< 

0.001 con respecto a la inyección de solución salina en el grupo respectivo. B) Ratones WT y Lyn-/- de 12 

semanas de edad fueron estimulados i. p. con LPS (1 mg/Kg) y 5 horas después, los lavados pritoneales 

fueron realizados para determinar el número de neutrófilos positivos al anticuerpo anti-Ly6G en cada 

lavado, mediante citometría de flujo, como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Los 

resultados son presentados como la media ± EE de al menos 3 animales en cada de cada barra. *, p< 0.05 

con respecto a los valores indicados. 
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7. Discusión 
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En el presente trabajo caracterizamos el papel de la cinasa Lyn en el sistema de 

transducción de señales del receptor TLR-4 en CCs. En conjunto, nuestros resultados 

sugieren que Lyn controla positivamente la activación del receptor TLR4 debido a que 

puede interaccionar con TRAF-6 y regular la activación del complejo TRAF-6/TAK-1 y, 

en consecuencia, promover la señalización de las vías dependientes de las MAPKs e IKK 

activadas río abajo, contribuyendo a la síntesis y secreción de TNF. Este hallazgo es 

relevante porque constituye la primera evidencia de que la cinasa Lyn es parte del sistema 

de activación del TLR-4 en CCs. Asimismo observamos que Lyn también tiene efectos 

positivos sobre la liberación de TNF dependiente de CCs en respuesta al LPS in vivo, lo 

cual representa otro hallazgo importante. 

 

El TNF es una citocina prototipo en el estudio de diversos estados pro-inflamatorios 

debido a que juega un papel central en diversos estados patológicos77,78. En CCs, la vía 

que lleva a la producción de TNF después de la activación del receptor TLR4 ha sido 

explorada empleando distintos modelos celulares. En conjunto, estos estudios indican 

que, por ejemplo, la producción de TNF requiere de la participación de las proteínas 

MyD88 y TRAF-6 como ha sido mostrado en CCs inmortalizadas RBL-2H379. En 

BMMCs se sabe que el TLR4, CD1457 y MD-258 se expresan en células maduras, y que 

tras una estimulación con LPS se puede detectar la secreción de TNF61. A differencia de 

las BMMCs, las células RBL-2H3 no expresan niveles adecuados de MyD88 y CD1480,81, 

y debido a ello decidimos realizar nuestros experimentos usando BMMCs como modelo 

celular. Las CCs no sólo pueden sintetizar TNF de novo en respuesta al estímulo, sino 

presintetizarlo y almacenarlo en los gránulos54. De esta manera, la liberación de TNF 
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sensible a la inhibición de la transcripción (mediada por actinomicina D) está asociada al 

desarrollo de estados crónicos inflamatorios. En contraste, la liberación de TNF 

insensible a la inhibición de la transcripción está más relacionada con estados 

inflamatorios agudos82. En nuestros experimentos, fuimos capaces de observar que Lyn 

está principalmente involucrada en la síntesis de novo de TNF inducida por LPS.  

 

Por otra parte, las vías de activación de las MAPKs han sido ampliamente estudiadas en 

un gran número de tipos celulares y en respuesta a diversos tipos de estímulos83,84. Sin 

embargo, en la cascada de activación del receptor TLR4, las MAPKs han sido poco 

estudiadas. Algunos resultados indican que la activación de MK-2/MK-3 y Rsk, quienes 

se hallan río abajo de p38 y de ERK1/2 respectivamente, pueden contribuir en la 

endocitosis del TLR4 inducida por LPS en células dendríticas85. En macrófagos, ha sido 

mostrado que tanto MSK1 como MSK2, cuya actividad se sitúa río abajo de p38 y 

ERK1/2, respectivamente, son necesarias para limitar la producción de TNF e IL-686. 

Interesantemente, la deficiencia de MSK1 y MSK2 está relacionada con una baja 

actividad de los factores nucleares CREB y ATF1 en las regiones promotoras de los 

genes que codifican para IL-10 y DUSP1, dos elementos involucrados en la regulación 

negativa de las señales activadas por el TLR-486. Por su parte, otro miembro de la familia 

conocido como cot/Tlp2 pude regular la activación de ERK 1/2 y contribuir con la 

secreción de TNF e IL-6 en CCs87. En CCs ha sido mostrado que ERK 1/2, JNK y p38 

pueden activarse en respuesta al LPS88. En nuestras condiciones experimentales fuimos 

capaces de observar que Lyn puede regular positivamente la fosforilación/activación del 

MEK 3/6, p38, JNK y ERK 1/2 inducida por LPS.  
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Cómo ha sido ha sido reportado que el LPS puede, además de activar al TLR-4, inducir la 

agregación de diversos receptores55,71 en la membrana de diversas células mieloides, 

entre ellos el receptor CXCR474,89,90, generando señales de activación alternas a las 

inducidas por el TLR-4, realizamos experimentos antagonizando al TLR-4 y adicionando 

LPS para evaluar, a través de la activación de ERK 1/2, si el LPS podía generar alguna 

activación. En este sentido, nuestros resultados indican que la fosforilación de ERK 

inducida por LPS no pudo ser detectada cuando la funcionalidad del TLR-4 fue bloqueda, 

sugiriendo que el LPS puede activar selectivamente al receptor TLR4 en CCs.  

 

Ya que el factor de transcripción NFκB tiene un papel preponderante en la producción de 

TNF, y dado que nuestros resultados de secreción indicaron que Lyn participa en las 

señales que llevan a la síntesis de novo de TNF en respuesta al LPS, averiguamos el papel 

de Lyn en la activación de la vía de NFκB inducida por el receptor TLR-4. Nuestros 

resultados indican que Lyn puede regular positivamente la activación del complejo 

IKKαβ, la fosforilación de IκB, así como la unión de NFκB a sus sitios consenso en la 

región promotora del gen para TNF. Estos resultados están en concordancia con la 

secreción de TNF. El papel de Lyn en la activación de NFκB inducida por LPS ha sido 

sugerida por otros autores gracias al uso de inhibidores de la actividad de cinasas de la 

familia Src68,91. También ha sido mostrado que la fosforilación de residuos de tirosina es 

requerida para la señalización dependiente de MyD88/Mal inducida por la activación del 

TLR-4 en células HEK29392. Sin embargo, en CCs se desconocía el papel que juega Lyn 

en este sistema de transducción. En el presente trabajo, haciendo uso de células 



	  

 

103	  

deficientes de Lyn, pudo ser mostrado por primera vez que Lyn ejerce un papel positivo a 

lo largo de la vía de NFκB inducida por LPS. 

 

En la vía de activación dependiente del TLR4, la formación de un complejo molecular 

compuesto por TRAF-6/UBC13/UEV1A y TAK-1/TAB-1, -2, -3 constituye un paso 

fundamental en el desarrollo de la señalización29. De esta manera ha sido reportado que 

TAK-1 puede fosforilar a MEK3/693 e IKK94 y con ello bifurcar la señalización hacia la 

activación de AP-1 y NFκB, respectivamente. Debido a que en ausencia de Lyn, tanto las 

vías de las MAPKs e IKK, así como el perfil de ubiquitinación de TRAF6 resultaron 

afectados, decidimos averiguar el papel de la cinasa Lyn en el estado de activación de 

TAK-1 y encontramos que en su ausencia, la interacción entre TAK-1 y TRAF-6 se 

encuentra disregulada tanto en condiciones basales como de estimulación con LPS. 

 

Las bases moleculares de la interacción entre TRAF-6 y TAK-1 han sido ya 

documentadas76. A este respecto, ha sido propuesto un mecanismo activador para TAK-1 

en el cual la ubiquitinación de TAB-2 (asociada al residuo de lisina 63, K63), inducida 

por el complejo TRAF-6/UBC13/UEV1A, facilita la autofosforilación de TAK-1 en los 

residuos 184/187, lo que culmina en la activación de TAK25 y disociación del complejo. 

Tanto la ubiquitinación de TRAF-6 mediada por K63 como la fosforilación de TAK-1 

son considerados pasos críticos para la activación de TAK-194 y evidencia bioquímica 

indica que la fosforilación de TAK-1 ocurre en la membrana pero la forma activa de 

TAK-1 se encuentra sólo en el citosol95.  
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Nuestros resultados indican que Lyn modula el ciclo de asociación/disociación del 

complejo TRAF-6/TAK-1, debido a que un incremento entre la asociación de estas dos 

proteínas fue observado en células Lyn-/- pero no pudo ser detectado algún cambio 

después del tratamiento con LPS. Acorde al papel de Lyn en la actividad del complejo, un 

incremento en la fosforilación de TAK-1 fue observado en células Lyn-/-. El paradójico 

incremento de la fosforilación de TAK-1 y la baja actividad de las MAPKs e IKK-NFκB 

observados en ausencia de Lyn, podría ser explicado si la disociación de TAK-1 del 

complejo de TRAF-6 fuera requerida para la activación de elementos río abajo. En este 

escenario, Lyn sería necesaria para que TAK-1 dejara de asociarse con TRAF-6, lo que 

permitiría que la señal pudiera fluir adecuadamente a través de toda la cascada de 

activación inducida por del TLR-4. En relación con este punto, en algunos experimentos 

observamos un incremento basal en la fosforilación de MEK3/6, y es posible especular 

que, bajo nuestras condiciones experimentales, MEK3/6 puede formar parte del complejo 

de TRAF-6/TAK-1. De hecho, la fosforilación de MEK3/6 después de la activación de 

TLR-4 pudo ser observada en agregados que contienen al complejo TRAF-6/TAK-1 y en 

apoyo de nuestro planteamiento, la fosforilación de MEK 3/6 fue más evidente en 

ausencia de Lyn en condiciones basasles (resultados no mostrados). Sin embargo, la 

fosforilación de p38, quien en diversos sistemas de transducción se activa río abajo de 

MEK 3/6, no fue detectada en CCs deficientes de Lyn en respuesta al LPS, sugiriendo 

que esta cinasa de tirosinas regula diferencialmente diversos sustratos que participan en la 

cascada de señalización del receptor TLR-4.  
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Por otra parte, la participación de Lyn en la fosforilación de residuos accesorios de TAK-

1 podría ser posible debido a que ha sido reportado que otros sitios de fosforilación 

localizados en residuos de treonina (p. ej. 178 y 192) están involucrados en la activación 

de TAK-196. Usando células HEK293 transfectadas con diferentes construcciones de 

TAK-1 ha sido mostrado que los residuos de treonina 178 y 184 pueden regular la 

activación de las vías que llevan hacia NFκB y AP-196. A pesar de que en el presente 

trabajo no se evaluaron todos los residuos involucrados en la activación de TAK-1, 

nuestros resultados sugieren que Lyn contribuye a la activación de TAK-1 inducida por 

LPS. 

 

Aún quedan muchas preguntas abiertas sobre el mecanismo por el cual Lyn puede 

modular la actividad del complejo TRAF-6/TAK-1. Sin embargo, dados nuestros 

resultados es posible realizar algunas hipótesis sobre el mecanismo de acción de Lyn en 

el control del complejo TRAF-6/TAK-1: 

 

La primera hipótesis tiene que ver con la participación de Themis, una proteína 

involucrada en la selección linfocitaria, que funciona como una proteína señalizadora de 

andamiaje que participa en la producción de TNF inducida por LPS97. Themis2 se 

encontró fosforilada en residuos de tirosina y sorpresivamente Lyn resultó capaz de 

interactuar con ese andamio. Asimismo, los factores intercambiadores de nucleótidos de 

guanina Rho y Vav, así como Grb2 interactuaron con Themis297. Interesantemente, 

cuando se sobreexpresó Themis2, fue detectado un incremento en los niveles de 
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fosforilación de ERK1/2 y p3897. Si la fosforilación de Themis2 dependiente de Lyn es 

importante en la activación del complejo TRAF-6/TAK-1 en respuesta al LPS, es una 

pregunta que requiere ser investigada (Figura 23a). 

 

La segunda hipótesis está basada en el hecho de que la cinasa Lyn puede asociarse y 

activar a la cinasa de esfingosina tipo I (Sphk1). La actividad de Lyn sobre Sphk1 ayuda 

a la producción de la esfingosina 1 fosfato (S1P), cuya actividad es requerida para la 

liberación de calcio intracelular del retículo endoplásmico, lo que contribuye a la 

desgranulación de las CCs98. Resultados obtenidos de diferentes líneas celulares han 

indicado que tanto Sphk1 como la producción de S1P son necesarias para la 

ubiquitinación mediada por K63 de la proteína 1 asociada a receptor (RIP1), la 

fosforilación de IKK, la degradación de IκB y la activación NFκB después de la 

estimulación del receptor de TNF (TNFR). De manera interesante, ha sido encontrado 

que S1P se une específicamente al dominio RING de TRAF2 estimulando así su 

actividad de ligasa99. Paralelamente, ha sido reportado que como consecuencia de la 

ausencia de Lyn, tiene lugar una disminución de S1P en condiciones basales. De esta 

manera es posible pensar que la baja ubiquitinación de TRAF-6 observada en células 

Lyn-/- está relacionada con el bajo nivel en S1P en este fenotipo. En concordancia con 

este mecanismo de acción, nuestros resultados sugieren que Lyn no sólo interacciona con 

TRAF6 sino que puede regular positivamente su perfil de ubiquitinación, y dado que los 

mecanismos transduccionales de los receptores TLR4 y TNFR están altamente 

conservados, podemos hipotetizar una posible participación de la cinasa Lyn sobre la 
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activación de Shpk1 dependiente del TLR4, lo que podría contribuir a la producción de 

S1P así como a la activación de TRAF6 en respuesta al LPS (Figura 23b).  

 

Figura 23. Tres hipótesis para explicar el mecanismo por el cual Lyn podría regular el sistema de 

transducción del TLR-4. El sistema de transducción de señales se representa de manera simplificada para 

un mejor entendimiento. a) Thamis puede asociarse a Lyn y regular la activación de ERK 1/2 y p38. b) La 

producción de S1P inducida por la actividad de Shpk1 puede unirse al dominio RING (Really Interesting 

New Gene) y contribuir positivamente a la activación de miembros de la familia TRAF. Dada la deficiencia 

en los niveles basales de S1P en células deficientes de Lyn, es posible que S1P tenga un papel sobre la 

activación de  TRAF-6. c) Es probable que el dominio de SH3 juegue un papel importante en la 

modulación de la actividad de TRAF-6. Ver detalles en el texto.  
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En CCs, ha sido reportado que las cinasas de la familia Src están involucradas en los 

pasos iniciales de activación y, particularmente, se sabe que Lyn contribuye en la 

señalización del FcεRI mediante la forsorilación de los ITAMs, Syk y la proteína 

adaptadora LAT, lo cual induce a la liberación de calcio, la activación de PKC, la 

desgranulación y la síntesis de citocinas36,38. Sin embargo, Lyn no sólo induce señales 

positivas después de la activación del receptor FcεRI, sino también genera una señal de 

retroalimentación negativa mediada por Cbp47, quien al ser fosforilado por Lyn, puede 

reclutar a Csk a través de su dominio SH2 y apagar la actividad de Fyn mediante la 

fosforilación en la región de su domino de cinasa localizado en el extremo COOH 

terminal72. Interesantemente, la regulación positiva o negativa que ejerce Lyn en el 

sistema de transducción del receptor FcεRI ha sido asociado con la intensidad de la señal 

generada por el estímulo100. Mientras el papel positivo de Lyn ha estado relacionado a la 

estimulación de baja intensidad, un papel negativo ha sido asociado a estímulo de alta 

intensidad100.  

 

Aunque nuestros resultados sugieren un papel positivo para Lyn sobre la señalización río 

abajo de TAK-1, un discreto pero detectable incremento en la fosforilación de IκB 

observado tempranamente (5 minutos post-estimulación en células Lyn-/-) sugiere que en 

ausencia de Lyn se induce una activación transitoria de baja intensidad mediada por el 

TLR-4. Asimismo, los niveles basales altos observados en células Lyn-/- respecto a la 

asociación entre TRAF-6 con TAK-1, la fosforilación de TAK-1 asociada a TRAF6, la 

fosforilación de IKKαβ, IκB, y MEK 3/6 sugieren que no se puede descartar una posible 

participación de Lyn como regulador negativo en el sistema de transducción del receptor 
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TLR-4 en CCs. Acorde a esta visión, un papel negativo sobre las respuestas inducidas por 

LPS ha sido observado en macrófagos a través de un mecanismo que involucra la 

actividad de PI3K y SHIP70. 

 

La fosforilacion del receptor TLR4 en residuos de tirosinas, así como la asociación de 

Lyn con CD14 en monocitos65 y con MD-2101 y TLR4 en células HEK29368 después de la 

estimulación con LPS han sido reportadas. Utilizando monocitos humanos de sangre 

periférica, un importante incremento en la actividad de diferentes cinasas de la familia 

Src han sido detectadas, p. ej. Lyn65,67, Hck65,66 y Fgr65. En experimentos más detallados 

hechos en células transfectadas con TLR-4 y Lyn ha sido mostrado que tanto el TLR468 

como TIRAP/Mal92 son fosforilados en residuos de tirosina y que una fracción de Lyn 

puede co-inmunoprecipitar con el TLR-468. Nosotros también realizamos experimentos 

para ver si Lyn podía co-inmunoprecipitar con el receptor TLR-4 después de la 

estimulación con LPS y nuestros resultados mostraron que sólo una pequeña fracción de 

Lyn puede asociarse al TLR-4 en respuesta al LPS en células cebadas (datos no 

mostrados). 

 

La interacción entre Src y TRAF6 ha sido documentada y ésta ha resultado importante 

para la activación de Akt102 y AP-1103 después de la activación del receptor  TNFR. 

Adicionalemente, algunos resultados sugieren que el dominio SH3 de Src es importante 

para la asociación con TRAF6, lo que contribuye a la activación de elementos río 

abajo102.  En nuestro modelo celular, fuimos capaces de detectar la asociación de Lyn con 
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TRAF-6 en respuesta al LPS. Con el fin de generar una tercera hipótesis para explicar el 

papel de Lyn sobre la funcionalidad del complejo TRAF-6/TAK-1 es posible especular 

que el dominio SH3 de Lyn puede regular su asociación con TRAF-6 y de esta manera 

controlar el ensamble con TAK-1 y por ende, las señales activadas debajo de este 

complejo (Figura 22c). La activación de TRAF-6 es un paso general para todos los 

TLRs29. Si la activación de Lyn en concierto con TRAF-6 y la regulación que ésta ejerce 

en otros sistemas TLR es también un paso general, constituye un punto importante para 

averiguar, debido a que resultados preliminares indican que en CCs tratadas con 

Pam3Cys (P3C), cuyo receptor es el dímero TLR1/TLR2, Lyn controla positivamente la 

secreción de TNF (datos no mostrados). 

 

Diversas observaciones hechas en el desarrollo de este trabajo sobre el papel de Lyn en la 

activación de NFκB después de la estimulación del receptor TLR4, indican que ésta 

cinasa podría estar involucrada en los mecanismos de comunicación cruzada entre los 

receptores FcεRI y TLR4.  Evidencia experimental indica que TRAF-6 es necesaria para 

la activación de p38 y JNK, así como para la síntesis y secreción de CCL9, IL-6, IL-13 y 

TNF, pero no para la desgranulación, inducidas por el FcεRI104. Por otra parte, el hecho 

de que en CCs carentes de Lyn hayan sido capaces de inducir la secreción de TNF a 

tiempos largos, sugiere la participación de vías alternas a Lyn. Entre las vías involucradds 

podría estar la participación del complejo Bcl-10/Malt-1, cuya activación ha sido 

implicada en la síntesis de TNF inducida por el receptor FcεRI105, así como en las 

respuestas activadas por el TLR-4106. Por su parte, CARD9, miembro de la familia de 

proteínas a las que pertecen tanto Bcl-10 como Malt-1 (entre otras), ha sido reportada 
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para regular la secreción de  IL-6 y TNF inducida por LPS, así como a través de 

receptores que contienen dominios ITAMs, como es el caso de los receptores FcεR y 

FcγR107. De esta manera, diversas vías podrían estar actuando, de manera independiente 

de la actividad de Lyn, en las vías de señalización que llevan a la secreción de TNF en 

respuesta a la activación del TLR-4.  

 

En cuanto a la evidencia in vivo sobre el papel de las CCs en las infecciones bacterianas 

Gram-negativas, es bien aceptado que este tipo celular puede inducir la secreción TNF y 

migración de neutrófilos en respuesta a la estimulación en distintos modelos murinos de 

endotoxemia51,52,55. Cuando recapitulamos los experimentos pudimos confirmar que las 

CCs pueden llevar a cabo las funciones reportadas. Adicionalmente, y de manera 

sorpresiva, nosotros además pudimos observar que la cinasa Lyn puede regular 

positivamente la secreción de TNF inducida por LPS, y en consecuencia, la migración de 

neutrofilos Ly6G+73, después de una inyección intraperitoneal de LPS. Dado que el  

primer pico de liberación de TNF en el peritoneo no requiere de la síntesis de novo, 

nuestros resultados indican que Lyn contribuye en la generación de señales pro-

sobrevivencia in vivo. A pesar de que diversas cinasas de la familia de Src están 

involucradas en el tráfico vesicular108, se desconoce el papel de Lyn en el movimiento 

granular de los depósitos de TNF hacía la membrana durante y después de la activación 

del receptor TLR4 y debido a ello esta pregunta queda aún para ser resuelta. No obstante 

es posible sugerir que Lyn podría controlar la actividad de IKKβ, quien ha sido 

encontrada para fosforilar a SNAP-23, y regular la secreción del TNF contenido en los 

gránulos después de la activación de FcεRI109. Debido a que en las células deficientes de 
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Lyn pudo ser detectada la secreción de TNF a tiempos largo, y el incremento sistémico de 

TNF durante la endotoxemia se deriva de macrófagos110, la relevancia específica de la 

producción del TNF derivado de las CCs y el papel de Lyn en condiciones de sepsis será 

motivo de investigaciones futuras tomando en cuenta que el TNF derivado de las CCs, 

además de estar involucrado en la migración de neutrófilos, podría estarlo en la 

regulación de la hipotermia a nivel sistémico en respuesta a una estimulación prolongada 

de LPS111.  

 

Como ha sido mencionado con antelación, en células del tronco mieloide la activación de 

receptor TLR4 inducida por LPS requiere de la participación de CD14 y MD-2 al exterior 

de la célula. Una vez transducida la señal, son esencialemente tres tipos de proteínas las 

que se sabe tienen un papel preponderante en este sistema de transducción: a) adaptadores 

que poseen dominios TIR, b) ligasas de ubiquitina, y c) cinasas con actividad en residuos 

de serina/treonina. La participación de cinasas con actividad en residuos de tirosina, 

especialmente las de la familia Src, aunque han sido reportadas en la activación del 

TLR4, aun no han sido consideradas un paso crítico en este sistema. Sin embargo, los 

módulos SH2, SH3 y el dominio catalíco presentes en diversas cinasas de tirosinas 

también forman parte de sistemas antiguos de señalización112, lo cual sugiere que la 

modularidad en la biología de la señalización de los receptores TLR puede ser crítica, no 

sólo en los sistemas tranduccionales en vertebrados sino a lo largo de la evolución 

biológica. De esta manera, los hallazgos reportados en este trabajo ofrecen un nuevo 

panorama sobre el papel de Lyn en el sistema de señalización del TLR-4 en CCs, el cual 

tiene relevancia a nivel mecanístico, así como a nivel de una configuración in vivo.  
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En conclusión Lyn puede regular positivamente la activación del sistema de transducción 

de señales del receptor TLR-4 inducida por LPS, en CCs. 
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8. Apéndices 
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En los apéndices A y B se muestran resultados no incluídos en el cuerpo principal de 

experimentos de esta tesis, debido a que formaron parte de proyectos alternativos 

desarrollados con el fin de caracterizar lo más posible el papel de Lyn en las respuestas 

inducidas por el LPS en CCs. 

 

A) La secreción de TNF inducida por LPS en BMMCs requiere de la activación de 

PKC α/β y δ 

 

Distintas líneas de evidencia indican que PKC participa en la activación del receptor 

TLR4 en distintos modelos celulares de origen mieloide113. Por otra parte, ha sido 

reportado que Lyn puede modular la activación de las isoformas de PKC clásicas y 

novedosas72, las cuales a su vez son sensibles a la presencia de lípidos como el 

Diacilglicerol (DAG) y cuya activación en respuesta a la estimulación del TLR4 ha sido 

sugerida por el uso de inhibidores farmacológicos113. 

 

Con el fin de evaluar el papel del PKC α/β y δ en las células cebadas, realizamos 

experimentos en BMMCs WT y Lyn -/- utilizando inhibidores de PKC α/β (Go6976) y δ 

(Rottlerin) previo a la estimulación con LPS durante 8 horas (tiempo de secreción 

máxima para ambos tipos celulares). Los resultados muestran que la secreción de TNF 

inducida por LPS, requirió de la actividad de PKC α/β así como de PKC δ, tanto en 

células WT como en células Lyn -/-, indicando que tanto isoformas clásicas como 

atípicas pueden modular la secreción de TNF inducida por la activación del receptor 

TLR-4 (Figura 24A y B). Para averiguar si el LPS podía inducir la fosforilación de PKC 

α/β en células cebadas, BMMCs WT y Lyn -/- fueron estimuladas con LPS durante 30 
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minutos. Como se puede observar en la figura 24C el LPS fue capaz de inducir la 

fosforilación de PKC α/β y PKC δ sobre su basal en células WT. Sin embargo, en células 

Lyn -/- los niveles de fosforilación estuvieron incrementados en condiciones basales y el 

LPS no fue capaz de inducir un incremento en la fosforilación de PKC α/β y PKC δ. 

Colectivamente, estos datos sugieren que PKC α/β y PKC δ están involucradas en la 

secreción de TNF en respuesta al LPS, y que la ausencia de Lyn no sólo conlleva un 

incremento en los niveles basales de activación de éstas isoformas, sino también tiene 

como consecuencia la insensibilidad del sistema ante una estimulación inducida por LPS. 

 

Figura 24. La secreción de TNF 

inducida por LPS requiere la 

activación de PKC α/β y δ. A y 

B) Dos millones de células WT y 

Lyn-/- por condición fueron 

estimuladas con LPS (500 ng/ml) 

durante 8 horas con o sin una 

preincubación con rottlerina o 

Go6976 (0.1, 1 y 10 µM en cada 

caso, 15 minutos antes de la 

estimulación con LPS). Los 

sobrenadantes fueron colectados y 

la detección de TNF fue hecha 

mediante ELISA. Los resultados 

son presentados como la media ± EE de al menos 3 experimentos independientes usando diferentes 

cultivos. &, p< *, p<. C) Dos millones de células WT y Lyn-/- por punto fueron estimuladas con LPS (500 

ng/ml) durante 4 horas. Las células fueron colectadas por centrifugación para posteriormente realizar 

ensayos de Western Blot usando anticuerpos específicos anti-pPKCαβ y anti-pPKCδ. Un experimento 

representativo de al menos 3 experimentos independientes hechos con diferentes cultivos es mostrado. 
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B) Lyn participa en el establecimiento de la tolerancia al LPS 

 

La tolerancia a la endotoxina está definida como un estado transitorio y refractario a 

subsecuentes retos de LPS, una vez que la célula o el organismo ha tenido encuentros 

previos con éste114. Los mecanismos de tolerancia no están totalmente entendidos, sin 

embargo se ha dicho que la tolerancia a la endotoxina puede tener un papel protector 

limitando un estado de inflamación excesivo y previniendo el choque séptico. No 

obstante, el estado de hiposensibilidad a la endotoxina puede tener efectos deletéreos 

debido a la carencia de mecanismos capaces de censar la presencia de agentes 

microbianos114.  

 

Diversos mecanismos de regulación negativa para la familia de receptores tipo Toll han 

sido descritos115. La mayoría de los reguladores negativos dependen de un primer pulso 

de activación mediada por ligando. Sin embargo, algunos, como es el caso de la enzima 

editora de ubiquitinas A20, es rápidamente inducible tras la activación del receptor TLR-

4116. Entre los reguladores negativos se encuetra una versión corta de MyD88 (sMyD88), 

la cual impide al paso de la señal a través de la vía MyD88/TIRAP-Mal. IRAK-2 e 

IRAK- M pueden parar la señal a nivel de la actividad de IRAK-1 e IRAK-4. SOCS1 

(supressor of cytokine signaling 1) actúa como fosfatasa y evita la señalización del TLR-

4 mediada por IRAKs115.  
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Por su parte, SHIP-1 (SH2-containing inositol 5´-phosphatase 1) la cual puede 

desfosforilar la posición 5 de la PI3K, también regula negativamente la activación del 

TLR-4114. Usando macrófagos y células cebadas derivadas de médula ósea de ratones WT 

y SHIP-/-, ha sido mostrado que SHIP-1 puede regular negativamente la secreción de IL-

6, IL-1β y TNF en respuesta al LPS117. Durante la activación prolongada del receptor 

TLR-4 inducida por LPS, el factor de crecimiento tranformante β (TGF-β), una citocina 

que puede tener efectos anti-inflamatorios, es secretada durante la primera exposición al 

LPS. Una vez en el medio extracelular, ésta puede llevar a cabo la activación de su 

receptor de manera autócrina o parácrina. La activación del receptor TβRI induce la 

síntesis de la fosfatasa SHIP-1 regulando negativamente la señalización del TLR-4, lo 

que impide que nuevas respuestas inducidas por LPS tengan lugar117. No obstante la baja 

actividad de PI3K mediada por SHIP-1 reflejada en una disminución de la señal activada 

por el LPS, PI3K también ha sido implicada en la regulación negativa del receptor TLR-

4118. En células cebadas, la PI3K juega un doble papel, regulando positivamente la 

secreción de TNF e IL-6 y negativamente la secreción de IL-1β119.  

 

Con el fin de averiguar el papel de Lyn durante el proceso de inducción de tolerancia, 

células WT y Lyn-/- fueron empleadas para realizar cursos temporales de 48 horas en 

presencia de LPS (500 ng/ml, figura 25). Nuestros resultados preliminares muestran que 

las células WT tuvieron la capacidad de inducir SHIP y PI3K en respuesta al LPS 

demanera dependiente del tiempo. Sin embargo, en células Lyn-/- estimuladas bajo las 

mismas condiciones experimentales, fuimos capaces de detectar una clara disminución de 

SHIP-1 y PI3K inducidas por LPS a lo largo del curso temporal. De manera preliminar, 
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éstos resultados sugieren que Lyn participa en el establecimiento de la tolerancia al LPS 

in vitro. No obstante, más experimentos son necesarios para averiguar el papel preciso de 

Lyn durante la tolerancia al LPS y descartar que la ausencia de Lyn tenga defectos 

intrínsecos asociados con los mecanismos que inducen la expresión de diversos 

marcadores de tolerancia, debido a que, como se oberva en condiciones basales, las 

células deficientes de Lyn-/- mostraron una clara disminución de SHIP-1. 

 

Figura 25. Lyn participa en el 

establecimieno de la tolerancia al 

LPS. Dos millones de células WT y 

Lyn-/- en cada punto fueron incubadas 

en presencia de 500 mg/ml de LPS. 

Después de transcurrir los tiempos 

señalados de estimulación, las células 

fueron centrifugadas y ensayos de 

Western Blot fueron realizados usando 

anticuerpos espécíficos anti-SHIP-1, 

PI3K, p38 y Lyn. Un experimento representativo de tres experimentos independientes hechos con ultivos 

distintos es mostrado para el caso de los blots anti-SHIP-1. Para el caso de las detección de PI3K, sólo fue 

realizado un solo experimento.  
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Original Article

Lyn kinase controls TLR4-dependent IKK
and MAPK activation modulating the
activity of TRAF-6/TAK-1 protein complex
in mast cells

Martin Avila, Adriana Martinez-Juarez, Alfredo Ibarra-Sanchez
and Claudia Gonzalez-Espinosa

Abstract

Mast cells (MCs) control allergic reactions and contribute to protective innate immune responses through TLR4

activation. The tyrosine kinase Lyn is important to the high affinity IgE receptor (Fc"RI) signal transduction system in

MCs, but its role on the TLR4 signalling cascade is still elusive. Here, we characterized several TLR4-triggered responses

in bone marrow-derived mast cells (BMMCs) from wild-type (WT) and Lyn�/� mice. We found that Lyn�/� MCs

secreted lower amounts of TNF-a after LPS challenge when compared with WT cells. Lyn�/� BMMCs showed less

MAPK, IkB phosphorylation and NF-kB nuclear translocation after TLR-4 triggering than WT cells. LPS-induced MAPK

and inhibitor of IkB kinase (IKK) phosphorylation were importantly reduced in the absence of Lyn. A constitutive

interaction between TNF receptor associated factor 6 (TRAF-6) and phosphorylated TGF-b-activated kinase (TAK-1)

was observed in Lyn�/� BMMCs and this complex was insensitive to LPS addition. Lyn kinase was activated and

associated to TRAF-6 shortly after LPS addition in WT MCs. Analyzing two local MC-dependent innate immune

responses in vivo, we found that Lyn positively controls early TNF-a production and immune cell recruitment after an

intraperitoneal injection of LPS. Our results indicate that Lyn plays a positive role in TLR4-induced production of TNF-a
in MCs controlling the activity of the TRAF-6/TAK-1 protein complex.

Keywords

Mast cells, LPS, TLR4, Lyn, TRAF-6, TAK-1
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Introduction

Mast cells (MCs) are important regulatory elements in
the immune system that elicit different responses
in both innate and adaptive immunity.1 These cells
have been widely studied because of their participation
on IgE-dependent reactions (type I hypersensitivity).2

In those circumstances, the high affinity IgE receptor
(Fc"RI) is activated by IgE/Ag complexes and leads
to the secretion of preformed and newly synthesized
inflammatory mediators. Besides their role in
IgE-dependent reactions, MCs are also important for
innate immune responses as they can initiate inflamma-
tory reactions against pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs).3 TLR4 is expressed on MC-
plasma membranes and after activation with
Gram-negative bacteria-derived LPS, induces the
secretion of multiple pro-inflammatory cytokines,

such as TNF-a, IL-1b, IL-6 and several chemokines.4

The similarity of the effects of Fc"RI and TLR4
triggering on cytokine production (although apparently
not on degranulation) in MCs has led to the investiga-
tion of key common molecules regulating cytokine
production after IgE/Ag or LPS stimulation of MCs.

The TLR4 signal transduction system comprises
distinct adapters, serine-threonine kinases and
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ubiquitin ligases that couple receptor activation mainly
to NF-kB and AP-1-dependent gene transcription. In
myeloid cells, MyD88 and MyD88-adaptor like (Mal)
proteins are able to associate to the intracellular tail of
TLR4 through a Toll/IL-1R (TIR)-mediated interac-
tion in the so-called MyD88-dependent pathway.
TIR-mediated adaptor association induces the recruit-
ment of serine/threonine IL-1R-associated kinases
(IRAK)-1 and IRAK-4 to the membrane-associated
signalling complex which results in the activation of
the E3 ubiquitin ligase TNF receptor-associated
factor (TRAF)-6. The complex formed by TRAF-6
and the proteins UBC13 and UEV1A induce
K63-dependent ubiquitination on TAK-1 binding
protein (TAB)-2, which results in TGF-b-activated
kinase (TAK)-1 autophosphorylation. This latter
molecular complex and the reactions of ubiquitination
and phosphorylation of TAK-1 lead to the important
step of MAPK and inhibitor of IkB kinase (IKK)
pathway activation.5 IKK activity controls the phos-
phorylation/degradation of IkB and the nuclear trans-
location of NF-kB, whereas the MAPK pathway
activates AP-1, which also contributes to the expression
of NF-kB-induced pro-inflammatory genes.

On the other side, in the MyD88-independent path-
way, TIR-domain containing adapter-inducing inter-
feron-b (TRIF) and TRIF-related adaptor molecule
(TRAM) are mainly involved in the internalization of
the TLR4 complex after LPS recognition6,7 and induce
the interferon regulatory factor (IRF)3/7-dependent
type I IFN expression. This arm of the TLR4 signalling
pathway is involved in IFN synthesis and constitutes a
complementary cascade leading to pro-inflammatory
cytokine gene expression mediated by NF-kB activity
in myeloid cells,5 although recent evidence suggests that
this pathway is not active in MCs.8

A number of studies indicate that the main steps of
TLR4 activation encompass homotypical interactions,
phosphorylation on serine/threonine residues and
K63-mediated ubiquitination on distinct substrates.
However, some evidence suggests that tyrosine phos-
phorylation also can be important in modulating
TLR4 signalling. In particular, the Src-family kinase
Lyn has been involved in TLR4-induced NF-kB acti-
vation.9 Different studies have found that Lyn increases
its autophosphorylation and associates with PI3K after
LPS treatment in different cell types,9–12 and it has been
reported that Lyn associates with CD14 in human
monocytes12 or with TLR4 (when both molecules are
over-expressed9) in a LPS-dependent fashion. Mainly
recognized for the positive13 and negative13,14 regula-
tion on Fc"RI signalling, the participation of this
important regulatory kinase in the TLR4 signal trans-
duction system in MCs is far from being elucidated.

In the present study, we analyzed the effect of the
absence of Lyn kinase on TLR-4-triggered responses in
MCs. We utilized bone marrow-derived mast cells

(BMMCs) from WT and Lyn�/� mice to analyze
LPS-induced TNF-a secretion, detecting the activa-
tion of key molecules downstream of the TLR4
receptor, such as TRAF-6, TAK-1, MAPK, IKK and
NF-kB. In addition, we utilized an in vivo murine
model of endotoxaemia in normal and MC-deficient
(Kitw/Kitw-sh) animals to analyze the role of Lyn
kinase in the canonical MC-dependent inflammatory
responses of early TNF-a production and cell recruit-
ment triggered by LPS in peritoneal cavity.

Materials and methods

Mice

Wild-type, Lyn�/� 15 and Kitw/Kitw-sh 16 mice were pur-
chased from Jackson Laboratories (Bar Harbor,
ME,USA). As Lyn�/� mice were originally in the
129SvImJ, they were back-crossed with C57BL/6J
WT mice (also from Jackson Laboratories), at least
five times, to obtain Lyn�/� mice with the genetic back-
ground of C57BL/6J.17 The genotype of each mouse
was analyzed by PCR utilizing the protocol suggested
by the provider. MC-deficient Kitw/Kitw-sh mice were
subjected to intraperitoneal MC reconstitution
(described below). All the procedures using mice were
approved by the Institutional Committee for Use and
Care of Laboratory Animals in Cinvestav (CICUAL,
protocols 032/02 and 384/07).

Cell culture

MCs were derived from WT and Lyn�/� C57BL/6J
mice aged 4–8 weeks old, as reported18. Briefly, mice
were euthanized and the femurs were extracted to
obtain bone marrow progenitors by flushing them
with complete BMMC media (see below) using a syr-
inge with a 30G� 13mm needle. Complete BMMC
media was composed of RPMI supplemented with
2mM L-glutamine, 0.1mM non-essential amino acids,
1mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin, 10% FBS, 55 mM 2-mercaptoethanol
(b-ME), 1mM HEPES and 20 ng/ml IL-3. Once in
the culture flask, bone marrow was cultured in the
same media over four weeks to get well-differentiated
BMMCs. To test cell culture maturity, flow cytometry
assays were performed to determine Fc"RI expression,
as described;18 only cultures showing more than 98%
Fc"RI positive cells were utilized. Routinely, functional
evaluation of IgE/Ag-induced degranulation (b-hexosa-
minidase release) was performed in order to determine
BMMC functionality, as described.13

Flow cytometry

WT and Lyn�/� BMMCs were incubated with or with-
out IgE during 1 h. After that, cells were washed twice

2 Innate Immunity 0(0)

 at Max Planck Society on February 13, 2012ini.sagepub.comDownloaded from 

http://ini.sagepub.com/


XML Template (2012) [20.1.2012–9:20am] [1–13]
K:/INI/INI 435265.3d (INI) [PREPRINTER stage]

with staining buffer (BSA 2%, sodium azide 0.02% in
PBS) and pellets were re-suspended in blocking buffer
1X (from Biogenex, San Ramon, CA, USA) for 5min
at 4�C. Then, FITC-coupled anti-IgE or anti-TLR4
Abs were added. In parallel, anti-isotype Abs were
used. One hour after Ab incubation, cells were centri-
fuged and pellets were re-suspended in staining buffer
to be analyzed in a Flow Cytometer FACSort (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

LPS stimulation of BMMCs, Western blotting and
immunoprecipitation

WT and Lyn�/� MCs (two million cells in 1ml) were
treated with LPS (500ng/ml) or a mixture of phorbol
12-myristate-acetate and a calcium ionophore, PMA/
A23187 (1mm/100nM) at 37�C for different times in com-
plete BMMC culture media. Cells were collected by cen-
trifugation and supernatants were taken for TNF-a
determination by ELISA (see following sections). For
Western blot, two million cells were re-suspended in
1ml of Tyrodés-BSA buffer (20mM HEPES buffer at
pH 7.4, 135mM NaCl, 5mM KCl, 1.8mM CaCl2,
1mM MgCl2, 5.6mM Glc and 0.05% BSA) and stimu-
lated with LPS (500ng/ml). After proper times, cells were
collected and lysed in Laemmli buffer 2X supplemented
with 4mM ortho-vanadate and 0.28mM b-ME. For
immunoprecipitation assays, 10 million cells per
condition, in a total volume of 200ml of Tyrode’s/BSA
were utilized. All samples were stimulated with LPS and
centrifuged at 800� g at 4�Cbefore being re-suspended in
a lysis buffer containing 1% NP-40, 60mM octyl-b-glu-
coside, 2mM phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF),
10mg/ml aprotinin, 2mg/ml leupeptin, 5mM pepstatin,
5mM sodium pyrophosphate, 50mM NaF and 1mM
sodium orthovanadate for 30min on ice. Lysates were
centrifuged for 10min (4�C) at 15000 g and supernatants
were separated from pellets and kept on ice for 1 h before
use. Supernatants were incubated overnight with specific
Abs pre-bound to Sepharose beads-coupled to G or A
protein. After immunoprecipitation, beads were washed
once with 1%NP40-containig buffer and once with 0.1%
NP-40-containing lysis buffer. Proteins were recovered
with an equal volume of Laemmli 2X buffer and sepa-
rated in 8%, 10% or 12% SDS-PAGE gels. They were
then electrophoretically transferred to polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes and blocked with either
4% dry milk and/or immunoglobulins cocktail in Tris-
buffered saline containing 0.1% Tween-20. Membranes
were then probed with the desired primary Ab and an
adequate secondary HRP-conjugated Ab before being
visualized by chemiluminesence.

Electrophoretic mobility shift assay

NF-kB activation was measured obtaining nuclear
extracts from WT and Lyn�/� BMMCs. Briefly,

15� 106 BMMC were activated with LPS or IgE/Ag
for 20min. After this time, cells were collected and
nuclear extraction was performed using the protocol
provided with the TransAm Transcription Factor Kit
(Active Motif, Carlsbad, CA, USA), supplementing the
hypotonic buffer (HB) with leupeptin (10mg/ml), pep-
statin A (5mg/ml) and aprotinin 4.7 (U/mg prot).
Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) were
performed using the LightShift EMSA optimization
and Control kit (Pierce, Rockford, IL, USA) according
the manufacturer’s instructions. The NF-kB biotiny-
lated primers sequences (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA)19 were as follows: sense 50 biotin-CAA-ATG-
TGG-GAT-TTT-CCCP-ATG-AGT-CTC-AAA-ATT-
AGA-GAG 30 and antisense 50 biotin-CTC-TCT-AAT-
TTT-GAG-ACT-CAT-GGG-AAA-ATC-CCA-CAT-
TTG 30. The samples were resolved in a 6% acrylamide/
bisacrylamide gel and the bands were developed using
the Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module
(Pierce), following the instructions provided.

Intraperitoneal reconstitution of Kitw/Kitwsh mice

MC-deficient mice Kitw/Kitw-sh (8–12 weeks old) were
selectively reconstituted by an intraperitoneal injection
with 2� 106 BMMCs from 4-week-old WT and Lyn�/�

BMMC cultures. In all adoptive transfer assays, cells
were concentrated in a total volume of 200 ml of sterile
isotonic saline solution and were injected in the perito-
neal cavity of mice, as described.20 Four weeks after
injection of BMMCs, mice were used for experiments.
Reconstitution of MCs was confirmed by flow cyto-
metric analysis, toluidine blue stain of MCs obtained
by peritoneal washes and TNF-a production after LPS
triggering, as reported.21

Murine model of endotoxaemia and peritoneal
washes

WT, Lyn�/�, Kitw/Kitw-sh and Kitw/Kitw-sh mice recon-
stituted with WT or Lyn�/� BMMCs were injected i.p.
with LPS (1mg/kg dissolved in saline solution) or con-
trol saline solution.20 One hour later, peritoneal lavages
were performed by euthanizing mice and injecting
2.5ml PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM
NaH2PO4, 2mM K2HPO4, pH 7.4) into the peritoneal
cavity. After a gentle massage of the abdominal surface,
at least 1ml of peritoneal lavage was collected from
each mouse. Another group of animals were injected
i.p. with LPS (1mg/kg) as described above, and five
hours later mice were euthanized and peritoneal lavages
were performed as described. Samples were taken
to calculate the total number of migrating cells into
peritoneal lavages using the Neubauer chamber and,
in parallel, total cells were labeled with an Ab against
the neutrophil-specific marker, Ly6G,22 and analyzed
by flow cytometry.

Avila et al. 3

 at Max Planck Society on February 13, 2012ini.sagepub.comDownloaded from 

http://ini.sagepub.com/


XML Template (2012) [20.1.2012–9:20am] [1–13]
K:/INI/INI 435265.3d (INI) [PREPRINTER stage]

ELISA

TNF-a concentration in supernatant of stimulated cells
or peritoneal lavages was determined with TNF-a
ELISA kits from Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA)
and Invitrogen. For cell supernatants, two million
WT and Lyn�/� BMMCs were incubated with 500–
1000 ng/ml LPS for different times in complete cell cul-
ture media. Cells were then collected by centrifugation
and supernatants were subjected to ELISA analysis.
Alternatively, TNF-a secretion of peritoneal washes
from WT, Lyn�/�, MC-deficient or MC-deficient
reconstituted mice, stimulated or not with LPS, were
centrifuged at 350 g for 5min and supernatants were
collected to determine TNF-a by ELISA. All ELISA
determinations were performed according to the man-
ufacturer’s instructions with the standard curve
provided.

Abs and reagents

Polyclonal Abs against TLR4, Lyn, TRAF-6, pTAK-1,
IkB, p65, JNK, p38, ERK1/2, MEK3/6 and ubiquitin
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). FITC-conjugated monoclonal rat anti-mouse
IgE, FITC-conjugated rat IgE1 k monoclonal immuno-
globulin isotype standard were from BD Pharmingen
(San Diego, CA, USA). Pacific blue-labelled monoclo-
nal anti mouse Ly6G antibody was from Biolegend
(San Diego, CA, USA). HRP-conjugated extravidin
and monoclonal Abs against mouse and rabbit immu-
noglobulins were from Amersham Pharmacia Biotech
(Little Chalfont, UK). Cell culture medium (RPMI)
and BMMC complete media components were from
Gibco-BRL-Life Technologies (Gaithersburg, MD,
USA). Laemmli buffer, octyl-b-glucoside, pepstatin,
leupeptin and aprotinin, 2-(ME), DNP coupled to
human seroalbumin (DNP-HSA), monoclonal anti
DNP IgE (clone SPE7), A23187, phorbol myristate ace-
tate (PMA) and Escherichia coli LPS (serotype 026:B6)
were from Sigma (St Louis, MO, USA). Murine IL-3
were from Peprotech. NP-40 was from Pierce. PVDF
was from Perkin Elmer (Boston, MA, USA).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean�S.E.M. of at least
three independent experiments performed with distinct
cell cultures. Software Prism V4.0c was utilized for the
analysis of the data.

Results

TLR4-induced TNF-� secretion is impaired in Lyn�/�

BMMCs

With the aim of evaluating the role of Lyn kinase on
MC responsiveness to LPS we first determined the

expression of TLR4 on the plasma membrane of WT
and Lyn�/� BMMCs to discard any possible differences
attributable to the amount of TLR4 on the surface of
both cell types. WT and Lyn�/� cells expressed equiv-
alent quantities of TLR4 receptor on plasma mem-
branes (Figure 1A). TNF-a secretion following TLR4
triggering was then determined in a time-course exper-
iment. WT and Lyn�/� BMMCs were stimulated with
LPS (500 ng/ml) and cell supernatants were collected to
determine TNF-a by ELISA (Figure 1B, left panel).
TNF-a in the supernatant of WT and Lyn�/� cells
reached maximal values after 8–10 h of LPS addition;
however, peak levels of TNF-a were lower in Lyn�/�

than in WT BMMCs (306� 21 pg/ml in WT vs
190� 26 pg/ml in Lyn�/�). This deficiency observed in
the absence of Lyn was more evident after four hours of
stimulation. In order to discard any defect on the secre-
tory machinery of Lyn�/� cells, TNF-a was quantified
in the supernatant of cells stimulated with the calcium
ionophore A23187 plus the protein kinase C (PKC)
activator phorbol mirystate acetate (PMA; Figure 1B,
right panel). In those conditions, it was possible to
observe that, although Lyn�/� BMMCs secrete slightly
less TNF-a in the absence of stimulus, 4 h post-stimula-
tion, both cell types were able to secrete equivalent
maximal levels of TNF-a (approx. 1100 pg/million
cells).

As MCs can secrete TNF-a from pre-formed stores
but also can initiate de novo TNF-a synthesis after
proper stimulation,23 we decided to measure LPS-
induced TNF-a secretion in the presence of the trans-
cription inhibitor actinomycin D to locate the step on
TNF-a production that was affected in Lyn�/�

BMMCs. As can be observed in Figure 1C (left
panel), in WT BMMCs, an early actinomycin-
insensitive TNF-a release was observed after LPS addi-
tion and the inhibitor blocked only late TNF-a
secretion (that occurred after 4–8 h) in WT cells. In
contrast, a lower amount of pre-stored TNF-a was
secreted in Lyn�/� cells and the release of de novo syn-
thesized TNF-a obtained after 4–8 h after stimulation
was significantly diminished (Figure 1C, right panel).

Defective MAPK pathway activation after LPS treat-
ment is observed in the absence of Lyn

In different myeloid cell lineages, a functional role for
NF-kB on TNF-a gene transcription has been clearly
established24,25 and, after LPS treatment, an important
AP-1 and NF-kB-dependent transcriptional activity
leading to TNF-a synthesis is observed in human and
murine immune cells.24,26 As this main mechanism
of TNF-a regulation is conserved in MCs activated
with distinct ligands,27 WT and Lyn�/� BMMCs were
stimulated with LPS for different times and, first,
MAPK activation was analyzed. As can be observed
in Figure 2A, LPS treatment was able to induce the
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phosphorylation of MEK3/6 in WT, but not in Lyn�/�

BMMCs, where a slightly higher basal phosphorylation
of MEK3/6 was observed in some experiments; this
increase was not statistically significant (Figure 2B).
Accordingly, an important increase on the phosphory-
lation of the c-Jun N-terminal kinase (JNK), ERK1/2
and p38 MAP kinases was observed in WT, but not in
Lyn�/� BMMCs treated with LPS (Figure 2C).
Specifically, LPS-induced p38 and JNK phosphoryla-
tion was not detected in the absence of Lyn and a lower
ERK phosphorylation was observed in Lyn�/� cells
compared with WT. As it has been reported that LPS
is able to aggregate several receptors on cell surface
besides TLR4,28,29 a control experiment stimulating
the cells with LPS in the presence of an inhibitory anti-
body against TLR4 was performed. In those condi-
tions, no LPS-dependent ERK phosphorylation was
detected, suggesting that in our cellular model, LPS
selectively activates to TLR4 (results not shown).

Impaired IKK-NF-�B pathway activation after TLR4
triggering is observed in Lyn�/� BMMCs

To ascertain the role of Lyn on the activation of the
IKK-NF-kB pathway, WT and Lyn�/� BMMCs were
stimulated with LPS and IKK, IkB and NF-kB activa-
tion was analyzed. Figure 3A shows that IKK was
phosphorylated in the Thr180/181 residues in response
to LPS in WT but not in Lyn�/� BMMCs.
Accordingly, in WT MCs, IkB phosphorylation was
increased at 15min after LPS addition—this state was
sustained for at least 30min after stimulation (Figure
3B). Despite that, IkB maximal phosphorylation was
severely affected in Lyn�/� BMMCs, IkB phosphoryla-
tion was detected as soon as 5min after LPS addition
in this cell type (Figure 3B). To analyze the role of
Lyn kinase on NF-kB activity, WT and Lyn�/�

BMMCs were treated with LPS and EMSA assays
utilizing canonical kB binding sites were performed
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Figure 1. Lyn positively regulates LPS-induced TNF-a secretion in MCs. (A) Two million WT and Lyn�/� mature BMMCs were

labeled with specific, FITC-coupled anti-TLR4 Ab. Isotype control is presented in the left histogram of each graph, while the specific

TLR4 signal can be observed in the right histogram of each graph. A representative experiment of at least three performed with

different cell cultures is shown. (B) WT and Lyn�/� BMMCs were incubated in the presence of 500 ng/ml LPS (left panel) or A23187/

PMA (right panel) as described in the ‘Material and methods’. After distinct times of stimulation, supernatants were collected and TNF-

a concentration was determined by ELISA. (C) WT and Lyn�/� BMMCs were stimulated with LPS (500 ng/ml) in the absence or

presence of actinomycin D (5 mg/ml added 15 min before LPS). TNF-a concentration in the supernatant was determined by ELISA.

Data in (B) and (C) are presented as the mean� SEM from 3–5 different cultures. *P< 0.05 with respect to non-stimulated cells;
&P< 0.01 with respect to WT cells.
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(Figure 3C). LPS-induced NF-kB (p50p65) binding
activity was detected at 15min of stimulation in WT
cells; this response was maintained after 30–60min of
LPS treatment. In contrast, Lyn�/� BMMCs showed a
severely diminished response of p50p65 binding activity
in response to LPS. NF-kB binding activity after 30min
of IgE/antigen-dependent Fc"RI crosslinking was
determined as a positive control.

Increased basal TRAF-6/TAK-1 association and
TAK-1 phosphorylation in Lyn�/� BMMCs

As defects on MAPK and IKK activation were
detected in Lyn�/� BMMCs, we decided to explore
the participation of Lyn kinase on the signalling
events upstream of IKK phosphorylation. The com-
plex formed by UBC13/UEV1A/TAB2/TRAF-6 and

TAK-1 has been involved in the important step of
TLR4-dependent MEK and IKK phosphorylation in
distinct myeloid immune cells.30,31 Co-immunopreci-
pitation experiments were performed to detect the
interaction between TAK-1 and TRAF-6 in WT
and Lyn�/� cells. Figure 4A shows that the associ-
ation between those proteins increased in WT cells
after LPS addition. In contrast, in Lyn�/� BMMCs,
TRAF-6/TAK-1 association was detected in basal
conditions and, interestingly, it did not increase
after LPS stimulation. TRAF-6-associated TAK-1
was found to be phosphorylated in the regulatory
Thr 184/187 residues32 in WT cells after LPS stim-
ulation, but, in the absence of Lyn, TAK-1 was
phosphorylated—even in basal conditions—and this
state did not change with short or long-lasting treat-
ments with LPS (Figure 4B).
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Figure 2. Lyn positively controls LPS-dependent MAPK activation in MCs. WT and Lyn�/� BMMCs were stimulated with LPS

(500 ng/ml) and, at each time, cells were collected and lysed in Laemmli buffer 2X as described in the ‘Materials and methods’. Western

blots were performed to detect pMEK 3/6 (A). (B) Densitometric analysis of pMEK signal in WT and Lyn�/� cells. Data are shown as

the mean� SEM from at least three experiments performed with different cell cultures. *P< 0.05. (C) Phosphorylation of ERK, JNK

and p38 after LPS (500 ng/ml) stimulation of WT and Lyn�/� BMMCs. A representative experiment, of at least four performed with

different cell cultures, is shown.
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As it has been shown that TAK-1 phosphorylation
depends on the ubiquitin ligase activity of TRAF-6,
WT and Lyn�/� were stimulated with LPS and
TRAF-6 was immunoprecipitated to detect its ubiqui-
tination profile. Figure 4C shows that an increase on
the signal of the anti-ubiquitin Ab occurred 15min
after LPS stimulation of WT BMMCs and it was sus-
tained to 30min after challenge. In Lyn�/� BMMCs,
the change on TRAF-6 ubiquitination profile after LPS
addition was slightly lower than in WT cells and did not
vary with the treatment of LPS.

Lyn kinase is activated and associates with TRAF-6
after LPS stimulation

Lyn activation was evaluated after TLR4 triggering in
BMMCs. WT cells were stimulated with LPS at differ-
ent times, Lyn kinase was immunoprecipitated with
specific anti-Lyn Abs and a Western blot was per-
formed utilizing an Ab raised against phosphorylated
Tyr 416 of Src kinase. This residue is located in the
catalytic domain of Src and it has been widely utilized
as a marker of kinase activity of that protein.33 We used
this Ab as that Tyr residue is conserved among all the
members of the Src-family kinases. Figure 5A shows

that phosphorylation of the canonical Tyr residue
located in the catalytic domain of Lyn was detected
5min after TLR4 triggering and was still observed at
30min after LPS addition in WT cells. This result indi-
cates that Lyn kinase is rapidly activated after TLR4
triggering in BMMCs.

The participation of Lyn kinase in the conformation
of the TRAF-6/TAK-1 protein complex was evaluated
by exploring a direct interaction between TRAF-6 and
Lyn. As can be observed in Figure 5B, Lyn kinase co-
immunoprecipitated with TRAF-6 in WT but not in
Lyn�/� BMMCs after LPS treatment. Maximal
TRAF-6-Lyn co-immunoprecipitation was observed
30min after TLR4 triggering in WT BMMCs.

Lyn kinase is an important element in MC-dependent
innate immune responses in vivo

Utilizing different paradigms of infection with Gram-
negative bacteria and the cecal ligation and puncture
model, it has been demonstrated that MCs are respon-
sible for the early release of TNF-a in the peritoneal
cavity and also for the recruitment of neutrophils to the
site of inoculation, shaping the local inflammatory reac-
tion.4,20,21,34–36 MC-dependent TNF-a production was
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Figure 3. Lyn kinase regulates LPS-activated NF-kB activity in MCs. WTand Lyn�/� BMMCs were activated with 500 ng/ml LPS and,

at the indicated times, cells were isolated and lysed to analyze IKK ab (A) and IkB (B) phosphorylation by Western blot. (C) EMSA

essays performed with nuclear extracts from 10 million WT and Lyn�/� BMMCs stimulated with LPS, as described in the ‘Material and

methods’. A representative experiment (from four independent assays performed with distinct cellular cultures) is shown. Specific p50/

p65 complex migration was previously determined utilizing specific Abs (data not shown). Positive controls of NF-kB activation were

obtained by stimulating cells with IgE/Ag.
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found to be protective against low intensity peritoneal
infections.21 In order to evaluate the role of Lyn on MC
TLR4 signaling in vivo, we injected mice i.p. with LPS
and determined two canonical MC-mediated responses:
the early synthesis of TNF-a20,34,35 and the neutrophil
recruitment to the peritoneum after challenge.35–38 WT,
Lyn�/�, MC-deficient (Kitw/Kitw-sh, Wsh) and MC-
reconstituted (Wsh Rec) mice were injected i.p. with
LPS (1mg/kg) and, after 1 h, peritoneal lavages were
obtained in order to determine TNF-a concentration
by ELISA. Figure 6A shows that, as reported,20,34

WT mice were able to secrete TNF-a early after an
i.p. LPS injection (400� 70 pg/p.w). However, Lyn�/�

mice did not secrete intraperitoneal TNF-a in the same
conditions. MC-deficient Wsh mice showed the
described defect on TNF-a production; reconstitution
of those animals with WT MCs was able to restore

early TNF-a secretion in response to LPS. When
Kitw/Kitw-sh mice were reconstituted with Lyn�/�

BMMCs, one-hour levels of TNF-a were not different
from non-reconstituted animals. Equal amounts of
TNF-a were secreted when a mixture of the calcium
ionophore A23187 plus the PKC activator PMA was
injected in animals reconstituted with WT or Lyn�/�

cells (data not shown). Figure 6B shows that i.p.
recruitment of Ly6G-positive cells after LPS injection
was affected in the absence of Lyn. WT or Lyn�/� mice
were injected with LPS (1mg/kg) and 5 h later, perito-
neal washes were performed and Ly6G22 positive cells
in those washes were evaluated by flow cytometry. The
number of recruited Ly6G-positive cells per peritoneal
wash was found to be close to 200� 103 in WT animals
stimulated with LPS, whereas recruited cells were only
around 50� 103 in LPS-stimulated Lyn�/�.
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Figure 4. Lyn kinase modulates TLR4-induced formation and function of the TRAF-6/TAK-1 protein complex in MCs. Thirty million

WT and Lyn�/� BMMCs (per time point) were stimulated with LPS (500 ng/ml) and, after distinct times, cells were collected by

centrifugation and re-suspended in the lysis buffer, as described in the ‘Materials and methods’. Cell extracts were incubated with

sepharose/protein A spheres coupled to Abs recognizing TAK-1 (A) or TRAF-6 (B, C). Protein samples were separated in acrylamide

gels and Western blot was performed using anti TRAF-6 (A), phospho-TAK-1 (p-Thr 184/187) (B) or ubiquitin (C). A representative

experiment (from at least four independent assays utilizing different cell cultures) is shown.
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Discussion

In this work we report that protein kinase Lyn plays a
positive role in TLR4-induced production of TNF-a
controlling the activity of the TRAF-6/TAK-1 protein
complex in MCs. Our finding is quite relevant as, to our
knowledge, this is the first time that the participation of
a tyrosine kinase in TLR4 signalling system and an
interaction between a Src-family kinase and a TRAF-
family member are reported in this important cell type.

The TLR4 signal transduction system in MCs has
been explored because of their importance on distinct
innate and adaptive immune responses.39 The pathway
leading to TNF-a production after TLR4 activation
has been characterized using different MC models, i.e.
utilizing the immortalized rat cell line RBL-2H3 trans-
fected with different dominant-negative mutant pro-
teins, it has been shown that LPS-induced TNF-a
production requires the participation of MyD88 and
TRAF6 proteins,40 and, by utilizing BMMCs, it was
shown that LPS induces a rapid and intense IkB phos-
phorylation.4 Each cellular model has given specific
data about the complex response of MCs against
LPS; however, as RBL-2H3 cells do not express ade-
quate levels of MyD88 and CD14 co-receptor,41,42 we
decided to utilize BMMCs to further analyze the sig-
nalling cascade of TLR4 and, specifically, the role of

the regulatory kinase Lyn on TLR4-dependent cyto-
kine production in MCs.

Pre-formed and neo-synthesized TNF-a production by
MCs occurs after IgE/Ag stimulation.23 Transcription-
dependent (actinomycin D-sensitive) synthesis of TNF-a
has been associated with long-term secretion involved in
extended regulation of immune reactions, whereas early
(actinomycin D-insensitive) secretion of granule-stored
TNF-a seems to be involved in acute protective
responses.23 As in the case of Fc"RI-dependent stimula-
tion, we found that TLR4-triggering induces the release of
pre-stored TNF-a and also the long-term synthesis of the
newly produced cytokine. Although we cannot discard a
role of Lyn on the secretion of pre-formed TNF-a, the
results obtained utilizing actinomycin D strongly suggest
Lyn to have a role mainly in the production of the tran-
scription-dependent TNF-a in BMMCs.

When upstream regulators of AP-1 and NF-kB activ-
ity were analyzed in LPS-activated cells, we observed an
important impairment of the events responsible for
MAPK and IKK activation in Lyn�/� MCs. IKK was
not phosphorylated, MEK 3/6 was found to be unre-
sponsive to TLR4 triggering and ERK, JNK and p38
MAP kinases were not phosphorylated in the absence of
functional Lyn. As TAK-1 has been shown to phosphor-
ylate MEK3/643 and IKK, a possible defect on the acti-
vation of TAK-1 was explored; we found a constitutive,
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Figure 5. Lyn is activated and associates to TRAF-6 in response to LPS in MCs. (A) Lyn kinase was immunoprecipitated from

LPS-treated WT BMMCs, as described in the ‘Materials and methods’ and a Western blot utilizing an Ab recognizing the conserved

phosphorylated Tyr 416 residue of Src was performed. (B) TRAF-6 was immunoprecipitated from LPS-treated WTand Lyn�/� BMMCs

and a Western blot against Lyn kinase was performed. A sample of whole cell lysate (WCL) was included as a control for the Western

blot. A representative experiment from five independent assays utilizing different cell cultures is shown.
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LPS-independent association between TRAF-6 and
TAK-1 in the absence of Lyn.

In TLR4-dependent signalling, the formation of a
molecular complex composed of UBC13/UEV1A/
TAB2/TRAF-6 and TAK-1 is a fundamental step in
bifurcating the signal to the IKK/NF-kB and the
MAPK/AP-1 activation pathways. The molecular
basis of the interaction between TRAF-6 and TAK-1
has been explored in distinct cellular models. Recently,
it has been proposed that an activating mechanism for
TAK-1 in which K63-mediated TAB2 ubiquitination
(induced by the TRAF-6/UBC13/UEV1A complex)
leads to the autophosphorylation of TAK-1 on residues
187/184, resulting in TAK-1 activation32 and dissocia-
tion of the complex. Both K63-mediated TRAF-6 ubi-
quitination and phosphorylation of TAK-1 on

threonine residues 184 and 187 are considered as criti-
cal steps for TAK-1 activation;32 biochemical data indi-
cate that TAK-1 phosphorylation occurs on the
membrane; however, active TAK-1 is found only in
the cytosol.44 Our results indicate that Lyn modulates
the TRAF-6/TAK-1 engagement/dissociation cycle, as
an increased association between those proteins was
detected in Lyn�/� BMMCs and no change after LPS
treatment was observed in that cell type. Accordingly,
with Lyn having a role in the activity of the complex,
increased phosphorylation of TAK-1 associated with
TRAF-6 was detected, but a defective MAPK and
IKK activity was observed in Lyn�/� cells. The para-
doxical increase on TAK-1 phosphorylation and the
lower activity of downstream elements observed in the
absence of Lyn could be explained if TAK-1 dissocia-
tion from the membrane TRAF-6-containing complex
was required for downstream element activation and
Lyn was necessary for active TAK-1 dissociation
from the TRAF-6-containing complex. Accordingly,
we observed, in some experiments, an increase in
basal MEK3/6 phosphorylation and it is possible to
speculate that, under our experimental conditions,
MEK3/6 could form a part of the TAK-1-containing
complex at the plasma membrane and that this complex
should be dissociated in a Lyn-dependent manner to
allow the signal to proceed. In fact, a p-MEK3/6 pos-
itive signal can be observed by Western blot in LPS-
induced TRAF-6/TAK-1-containing aggregates (results
not shown).

However, an indirect role of Lyn in the phosphory-
lation of accessory residues on TAK-1 could be possi-
ble, as it has been reported that other phosphorylation
sites (i.e. positions 178 and 192) are also important for
TAK-1 activation.45 Using transfected 293 cells with
distinct TAK-1 constructs, it has been shown that
both Thr residues 178 and 184 can regulate AP-1 and
NF-kB activation pathways.45 As we did not evaluate
the phosphorylation of all the residues possibly
involved in TAK-1 activity, or the association of Lyn
with an intermediate Ser-Thr kinase able to phosphor-
ylate them, we cannot involve Lyn kinase in the induc-
tion of full TAK-1 activity. Although our results
suggest a positive role of Lyn on TAK-1-dependent
downstream signalling, a discrete, but detectable,
increase on IkB phosphorylation was observed as
early as 5min post-LPS stimulation in Lyn�/� cells,
suggesting that, probably, TAK-1 constitutive phos-
phorylation in the absence of Lyn leaks to continuous,
but low-level, activation of NF-kB.

The detailed mechanism by which Lyn could modu-
late the activity of the TRAF-6/TAK-1 complex
remains to be further analyzed, although some possibil-
ities can be hypothesized based on recently reported
functions and interactions of that kinase. Thymocyte-
expressed molecule involved in selection 2 (Themis2)
has been found to be a signalling scaffold that
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Figure 6. Lyn kinase positively controls early MC-dependent

TNF-a secretion induced by LPS in the peritoneal cavity. (A)

Twelve-week-old WT, Lyn�/� and MC-deficient Kit W/Kit Wsh

(Wsh) mice were injected i.p. with LPS (1 mg/kg) or saline

solution and 1 later, peritoneal lavages were collected to

determine TNF-a secretion by ELISA, as described in the

‘Materials and methods’. MC-deficient mice were reconstituted

with BMMCs derived from WTor Lyn�/� animals (Wsh Rec WT

or Lyn�/� respectively). Four weeks after reconstitution, LPS

challenge (1 mg/kg) was administered and peritoneal lavages were

obtained after 1 h. Results are presented as the mean� SEM of at

least six animals.*P< 0.001 with respect to saline solution

injection in the respective group. (B) WT and Lyn�/� mice were

stimulated i.p. with LPS (1 mg/Kkg) and 5 h later, peritoneal

lavages were performed to determine Ly6G positive neutrophils

in each p.w. by flow cytometry, as described in the ‘Materials and

methods’. Results are presented as the mean� SEM of at least

three animals. *P< 0.05 with respect to indicated values.
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participates in the TLR4 signal transduction system.46

Depletion of Themis 2 protein inhibited LPS-induced
TNF-a production in human macrophages.
Unexpectedly, Themis 2 was shown to be tyrosine-
phosphorylated after LPS challenge and interacted
with Lyn kinase, the Rho guanine nucleotide exchange
factor, Vav and the adapter protein Grb2.46

Interestingly, LPS-induced ERK and p38 was enhanced
in cells over-expressing Themis 2, although no change
on JNK or p65 activity was detected under those con-
ditions. Analysis of Lyn-dependent phosphorylation of
Themis 2 and the consequences of this event on TRAF-
6/TAK1 complex function remain to be evaluated.

On the other hand, in MCs, Lyn kinase has been
found to associate with, and activate, sphingosine
kinase type I (Sphk1), leading to the production of
sphingosine 1 phosphate (S1P), which is necessary for
initial calcium released from intracellular stores leading
to degranulation.47 In different cell lines, Sphk1 and the
production of S1P was found to be necessary for Lys-
63-linked polyubiquitination of receptor-interacting
protein 1 (RIP1), phosphorylation of IKK, IkB degra-
dation and NF-kB activation after TNF-a receptor
triggering. Interestingly, it was found that S1P specifi-
cally binds TRAF2 at the amino-terminal RING
domain and stimulates its E3 ubiquitin ligase activity.48

The conserved transductional mechanisms between
TNFR and TLR4 allow us to hypothesize a possible
participation of Lyn kinase on TLR4-dependent Shpk1
activation. This could lead to the production of S1P
and to TRAF-6 activation. This possibility is now
under investigation in our laboratory.

Tyrosine phosphorylation of TLR4 and Lyn associ-
ation with the receptor and CD14 after LPS treatment
has been reported in distinct cellular systems. Utilizing
peripheral human monocytes, an important increase in
the activity of different tyrosine kinases, such as Lyn,
Hck and Fgr, and direct interaction of Lyn with the
CD14 co-receptor was observed.12 In a detailed series
of experiments, where HEK293 cells were transfected
with different TLR4 and Lyn constructions, it was
shown that TLR4 is tyrosine phosphorylated and that
an important fraction of Lyn kinase co-immunopreci-
pitates with the receptor.9 Our results show that in
MCs, Lyn becomes activated upon LPS stimulation
and, interestingly, Lyn clearly interacts with TRAF-6.
Our efforts to identify Lyn in TLR4 immunoprecipi-
tates from stimulated cells gave only a very slight
signal that was barely detectable in our cell system
(data not shown). An interaction between Src and
TRAF-6 has been proposed, in other cell types as an
important interaction leading to Akt49 and AP-1 acti-
vation50 after stimulation. Some reports indicate that
the SH3 domain of Src is important for its association
to TRAF-6 and for the activation of downstream tar-
gets,49 but the role of specific domains of Lyn in the
interaction with TRAF-6 in MCs remains to be

analyzed. The TRAF-6/TAK-1 complex is a central
regulatory module controlling the synthesis of numer-
ous cytokines after distinct TLRs.51 Whether the acti-
vation of Lyn kinase in regulating TRAF-6/TAK-1 is a
general step on the action of other TLRs is an attractive
question that remains to be explored, as preliminary
data also indicate lower TNF-a production after a
TLR1/2 ligand addition in Lyn�/� BMMCs (data not
shown).

In MCs, it is known that Src-family kinases are
involved in the initial steps of Fc"RI activation and,
particularly, it has been reported that Lyn contributes
to signalling phosphorylating receptor immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs (ITAMs), Syk kinase
and the adaptor protein linker of activated T cells
(LAT), inducing the formation of membrane-associated
molecular aggregates, which leads to calcium mobiliza-
tion, PKC activation, degranulation and cytokine syn-
thesis.52,53 However, Lyn can not only induce positive
signals upon Fc"RI crosslinking, as it also generates a
negative control loop phosphorylating the Csk-binding
protein (Cbp), which allows to the recruitment of Csk
to the membrane and causes the silencing of different
pathways dependent on Src-related tyrosine kinases.14

Interestingly, the positive or negative role of Lyn kinase
on the Fc"RI signalling system has been associated with
the intensity of the stimulus, having a positive role in
low-intensity stimulation and a negative role under a
high level stimulation.13 Regarding TLR4-dependent
responses, a positive role of CD14-associated Lyn9

and Lyn-dependent tyrosine phosphorylation of
TLR49,12 has been described in human monocytes. In
our case, results show that Lyn also exerts this positive
role on LPS-induced TNF-a production in BMMCs.
However, a negative role of this kinase on TLR-
induced responses was found in bone marrow-derived
macrophages.11 Taken together, recent research indi-
cates a complex regulatory function that Lyn can
exert on stimulus-specific cytokine production;33,54 sys-
tematic studies comparing low versus high stimulation
of TLR4 receptors with the same ligand and in the same
cell types will help to characterize the pathways for
positive and negative regulation of innate immunity
receptors.

The results reported here extend the observations
on the role of Lyn in MCs by involving it in the
process of NF-kB activation after TLR4 triggering,
indicating that this kinase could mediate a crosstalk
between Fc"RI and TLR4 receptors, as TRAF-6 is
necessary for p38 and JNK activation and the syn-
thesis of TNF-a after Fc"RI triggering in mouse
liver-derived MCs.55 However, the fact that Lyn�/�

BMMCs are able to produce significant amounts of
TNF-a over longer periods, suggests the participa-
tion of other signalling pathways that are active
for longer in the absence of Lyn. The participation
of the Bcl-10/Malt-1 complex (that has been implied
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in the Fc"RI-triggered synthesis of TNF-a56) on
LPS-dependent TNF-a synthesis is now under explo-
ration in our laboratory.

Finally, it has well been documented that MCs are
able to synthesize, store and secrete TNF-a in response
bacterial insults into the peritoneal cavity.20,21,34–36

This early TNF-a production has been associated
with the defence against low-intensity infections with
Gram-negative bacteria.21 In particular, the protective
role of TNF-a seems to depend on the attraction of
inflammatory cells to the peritoneal cavity of
mice.34–36 Our in vivo results indicate that Lyn acts as
a positive regulator of peritoneal MC-dependent TNF-
a secretion in response to a low dose of LPS and to the
recruitment of inflammatory cells to the site of bacterial
infection. Our finding is of particular interest as TNF-a
secreted by MCs early on is not only synthesized de
novo, but is stored in granular compartments. These
results strongly suggest that, in vivo, Lyn could be
also involved in the secretory mechanism leading to
MC-derived TNF-a release triggered by LPS.

As Lyn�/� BMMCs synthesized TNF-a at longer
period of time, and the systemic increase of TNF-a
during endotoxaemia is mediated by other cell types57

(i.e. macrophages), the specific relevance of intraperito-
neal MC-derived TNF-a production and the role of
Lyn kinase on the whole animal response to sepsis
remains to be elucidated.

MCs are important regulators of the innate and adap-
tive immune responses. However, in contrast with the
knowledge about the machinery of cytokine synthesis
and release after Fc"RI-dependent signalling, the
description of the molecules controlling cytokine pro-
duction after TLR4 is far from complete. The TLR4
signal transduction system, at least in myeloid immune
cells, has been defined as the pathway connecting the
formation of the complex LPS/CD14/TLR4/MD-2 in
the plasma membrane5 and the recruitment of adapters
(MyD88/Mal or TRIF/TRAM), with NF-kB, AP-1 and
IRF nuclear translocation to induce cytokine gene
expression. This signalling system has been described
as utilizing intermediate serine-threonine kinases such
as IRAKs, TAK-1 and IKK.5 The participation of tyro-
sine kinases, although reported,9 has not been consid-
ered a critical step on this signalling cascade, but the
complex machinery leading to the release of pre-
formed and neo-synthesized inflammatory mediators
in MCs strongly suggests that new pathways connecting
TLR receptors to cytokine production remain to be
discovered, or are differentially wired in this remarkable
cell type.
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Summary

Signal transduction through Toll-like receptors (TLRs) has been
one of the main topics in immunology research in recent years.
Because of their signaling particularities based on the homotypic
recognition of protein domains in multiple adaptors and selective
activation of protein kinases, TLRs have become a paradigm to
study ligand recognition coupled to dynamic and highly specific
transcriptional and secretory responses in immune cells. Particu-
larly, deleterious effects of Gram-negative bacteria-associated
immune reactions has promoted intense research in the field, lead-
ing to the description of a number of canonical molecules connect-
ing lipopolysaccharide-induced TLR4 activation with NFjB-de-
pendent transcription. However, the diversity of immune cell phe-
notypes and the activity of distinct immune receptors in the same
cell, strongly suggest that a number of elements in TLR4 signaling
cascade, such as novel coreceptors, tyrosine kinases, and molecules
regulating the secretion of preformed mediators remain to be
described. Recent investigations have placed the mast cells, widely
known by their role on allergic responses, as important effectors of
innate immunity reactions against Gram-negative bacteria. Their
remarkable capacity of cytokine storage, synthesis and release, and
the large number of inflammatory reactions controlled by their
activation, suggest the existence of new modulators of TLR4 signal-
ing in this particular cell type. � 2011 IUBMB

IUBMBLife, 63(10): 873–880, 2011

Keywords mast cells; signal transduction by proinflammatory cyto-

kines (TNF|IL-1); stimulus–response coupling in mast

cells; type 1 Fc epsylon receptor; NF-kB|AP-1.

INTRODUCTION

Toll-like receptor 4 (TLR4) is an integral membrane protein that

contains leucine-rich region motifs located in the extracellular do-

main of the receptor, one transmembrane domain and an intracellu-

lar Toll/IL-1 receptor (TIR) domain. Lipopolysaccharide (LPS)-

binding protein recognizes LPS released from Gram-negative bacte-

rial wall and presents it to the coreceptor CD14, a generally glyco-

phosphatidylinositol-anchored protein that helps to engage LPS to a

complex formed by TLR4 and the myeloid differentiation protein 2

(MD-2). The formation of a receptor multimer composed of two

TLR4–MD2–LPS complexes initiates the recruitment of a number

of adaptors and signal transduction through Ser–Thr kinases (1).

At present, there is an important number of studies about the

molecules activated during downstream TLR4, triggering in differ-

ent myeloid immune cells. Mast cells (MCs), responsible for type I

hypersensitivity reactions, have been recently associated with pro-

tective immune reactions against Gram-negative bacteria. Because

of the MC’s capacity of cytokine synthesis, storage and release, they

have emerged as a cell type where new molecules or interactions

could participate in the canonical TLR4 signal transduction system.

In this article, we present a brief description of the signaling

cascade activated by TLR4 in immune cells, with special empha-

sis on those molecules which are not directly associated with the

control of early events of adapter recognition. Also, we will

review the evidence that MCs are main participants on innate im-

munity against bacteria and the special features of TLR4 signal

transduction system, which is described in this particular cell type.

Finally, we will discuss on recent data showing an important

crosstalk between the high affinity IgE receptor (FceRI) and

TLR4 signaling on MC-dependent inflammatory reactions.

CANONICAL SIGNALING PATHWAYS
ACTIVATED BY TLR4

MyD88-dependent Signaling Pathway

TLR4 complex activation leads to the recruitment of TIR-con-

taining adaptor proteins, such as TIR-domain-containing adaptor
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protein (also known as Mal) and myeloid differentiation primary

response See Figure 1. Once bound to the receptor, adapters recruit

IL-1R-associated kinases (IRAKs) through homotypic recognition

of death domains (DDs). IRAK4 phosphorylates IRAK1, leading to

the formation of a complex composed of a member of the E3 ubqui-

tin-ligase tumor necrosis factor (TNF)-receptor associated factor

family of proteins, (TRAF)-6, with UEV1A (ubiquitin conjugating

enzyme E2 variant 1) and UBC13 (ubiquitin conjugating enzyme

13; 1). In turn, ubiquitin ligases activate a preformed complex com-

posed of a transforming growth factor b-activated kinase 1 (TAK1),
and TAK-1 binding (TAB) proteins 1, 2, and 3. In this step, signal

bifurcates to activate 1) the mitogen-activated protein kinases

(MAPKs) and 2) the inhibitor of nuclear factor-jB-kinase (IKK)

complex.

IKK has a crucial role in activation of the transcription factor

NFjB by phosphorylating the molecule IjBa, which is polyubi-

quitinated and degraded through the proteasome. The derepressed

NFjB then binds jB sites on target genes to regulate the expres-

sion of multiple genes involved in cell proliferation, survival, and

cytokine response. The pathway that starts with the interaction of

LPS with the complex TLR4–CD14–MD-2 and finishes with the

activation of NFjB (via IKK) and AP-1 (via MAPK) transcription

factors is the most studied in immune cells. TNF, IL-6, IL-1b,
and other important proinflammatory cytokines are produced after

TLR4 triggering, following MyD88-dependent pathway (2).

The IKK complex targets not only a IjBa, but also a number

of substrates, such as B-cell lymphoma 10 (Bcl10) and caspase

recruitment domain family, member 11 (CARD11, also known as

CARMA1; two proteins involved in NFjB signaling after immu-

norreceptor activation), b catenin, IRS-1 (an inhibitory molecule

of insulin actions), Dok-1 (and inhibitor of MAPK and promoter

of cell motility), 14-3-3b (a stabilizer o mRNAs coding for cyto-

kines and chemokines), among other proteins (3).

MyD88-Independent Signaling Pathways

After activation of the MyD88-dependent pathway, the

TLR4–MD2–LPS complex is then internalized and retained in

the early endosome, where it triggers a secondary signal trans-

duction system by recruiting the TIR-containing adaptors

TRAM and TRIF(4; Fig. 2). In this MyD88-independent path-

Figure 1. MyD88-dependent signaling pathway. After CD14-TLR4-MD2 complex formation, MyD88 binds to receptor TIR

domains, initiating a signaling cascade that includes IRAK kinases and the formation of the TRAF6 complex (see text for details).

TRAF6 complex bifurcates the signal to IKK and MAPK activation, to activate NFjB (p50/p65) and AP-1 (cFos/cJun) transcription

factors. ER, endoplasmic reticulum; P, phosphorylation; U, ubiquitination.
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way, a nonconventional IKK complex known as IKKi and

TANK-binding kinase 1 (TBK1) induce activation of interferon-

regulating factor 3 (IRF3), which promotes in conjunction with

NF-jB and AP-1, the expression of Type I IFN (IFNb; 4).
One distinctive characteristic of this late signaling pathway

is its dependence on the internalization process of TLR4-adapter

complexes. TRAM has been localized in Rab5-positive endo-

somes and couples TLR4 endocytosis to IFN-b gene expression

through a mechanism involving dynamin, a well-characterized

protein involved in receptor internalization via the recycling

endosome (5). More recently, it was shown that small GTPase

Rab11a, whose activity is related to the endocytic recycling

compartment, is detected inside the cis-Golgi, colocalizing with

TLR4 after LPS or E. coli addition (6).

TLR4 CONTROL OF CYTOKINE SECRETION

Contrasting with the knowledge obtained on the signaling path-

way connecting TLR4 activation with NFjB-dependent transcrip-

tion, the elements leading to cytokine secretion are poorly

described. Phagosome generation and TNF secretion take place

during the formation of the so-called phagocytic cup, a distinctive

cellular structure highly regulated by cytoskeletal rearrangement

and vesicular fusion (7). In macrophages activated with LPS, phag-

ocytic cup formation and secretion of TNF are highly tied events.

The TNF converting enzyme is located at the phagocytic cups and

cleaves and releases TNF before the closure of the cup (8). A vari-

ety of soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment pro-

tein receptor (SNARE) proteins are involved in endosome traffick-

ing and TNF secretion after TLR4 triggering. In macrophages,

cytokines are first transported out of the Golgi complex to the recy-

cling endosome via pairing of the trans-Golgi network (TGN) Q-

SNARE complex of syntaxin 6-syntaxin-7-Vit1b with the R-

SNARE vesicle-associated membrane protein 3 (VAMP3). This

VAMP3 helps to transport cytokines to the cell surface by pairing

with SNAP-23 Q-SNARE complex on the plasma membrane (9).

Recent evidence connects the transport of cytokine-containing

vesicles to the TLR signal transduction system at the point of acti-

Figure 2. TRIF-dependent signaling pathway. Shortly after TLR4 activation, TRIF and TRAM adapters are recruited to the recep-

tor complex and coordinate endosome formation and signaling through TRAF3 activation. TBK and IKKe are activated and IRF3/7

is phosphorylated (P) to induce IFNb synthesis. As the endosome forms, evidence small GTPases and other proteins are recruited.

Dynamin (D), Cdc42/Rac (C), Rab11a, and Rab5 (R) are implicated in TLR4 endocytosis. See text for details.
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vation of TRAF proteins. It has been observed that VAMP3 binds

the PH domain of TRAF3 to directly promote cytokine secretion

(10; Fig. 2).

OTHER EFFECTOR MOLECULES IN TLR4 SIGNALING

A number of molecules nondirectly related to canonical

adapter complex formation participate in the TLR4 signal trans-

duction system. For example, it is known that distinct corecep-

tors control specific cellular responses after TLR4 triggering. In

CD11b/CD18-deficient macrophages, a reduction of NFjB acti-

vation and p38 phosphorylation after LPS addition was

detected. On the other hand, phosphorylation of p38, ERK, and

JNK was detected in CD14-deficient macrophages, suggesting

that both CD11b/CD18 and CD14 have differential roles on

MAPK activation (11). Other coreceptor, CD36 is involved in

enhancing specific TLR4-dependent reactive oxygen species for-

mation and nitric oxide synthesis (12).

CARD-containing adaptors from the membrane-associated gua-

nylate kinase family are a group of adaptor proteins that are essen-

tial for NFjB activation in many immune cells after TLR4 trigger-

ing. In dendritic cells (DCs), CARD9 was activated downstream of

TLR4 and its absence caused a diminished TNF and IL-6 secretion

(13). Bcl-10 protein interacts with TLR4 upon LPS stimulation, and

the signaling leading to NFjB activity was shown to be dependent

of Pellino2, TAK1, and IKK complexes (14).

Pathways encompassing CARD-containing proteins for

NFjB activation requires of PKC activity, and the role of dis-

tinct members of this family has been investigated, that is, in

neutrophils, LPS-induced TNF secretion is dependent of the a/b
isoforms of PKC, which participate in IKK phosphorylation and

NFjB activity (15). Novel PKC isoforms also participate on

TLR4 signaling (16).

Phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) is one of the most enig-

matic molecules activated after LPS-dependent TLR4 triggering.

In human DCs, inhibition of PI3K specifically enhances TRIF-

dependent NFjB activation and IFN-b synthesis downstream

TLR4 (17), whereas other studies shown that PI3K is activated

in a MyD88-dependent fashion, and that sustained interaction of

MyD88/PI3K with TLR4 negatively regulates signaling (18).

The data propose that PI3K pathway exerts a negative control

of the TLR4 signaling pathway. However, results indicating a

positive role of PI3K on JNK activation after TLR4 triggering,

were found in human neutrophils (19).

A number of tyrosine kinases are activated after TLR4 trig-

gering. Bruton’s tyrosine kinase (Btk) is activated downstream

of TLR4, controlling p38 MAPK activation and NFjB nuclear

translocation. Btk binds TLR4 and early molecules, such as

MD-2, Mal, and IRAK-1 in monocytes and also controls LPS-

induced cytokine secretion (20).

Src-family kinases increase its phosphotyrosine activity upon

LPS addition. Inhibition of this type of kinases resulted in down

regulation of LPS-induced IjBa phosphorylation and NFjB bind-

ing activity (21). Specifically, the Src-family kinase Lyn has been

found associated to TLR4 after a prolonged exposition to LPS in

HEK293 cells overexpressing a TLR4-MD2 fusion protein (22),

but its particular role in signaling or its downstream events are

not defined yet. Finally, the spleen tyrosine kinase (Syk) also acti-

vates shortly after LPS treatment in THP-1 cells (23).

MAST CELLS, CYTOKINE SYNTHESIS, AND INNATE
IMMUNITY RESPONSES AGAINST BACTERIA

MCs are myeloid cells derived from bone marrow progenitors

that migrate as immature precursors to all the vascularized tissues

of the body, where finish their differentiation under the influence

of tissue-specific produced mediators (24). They are characterized

by a cytoplasm filled with granules where preformed inflamma-

tory mediators are stored. Granule content is rapidly secreted after

distinct stimuli, such as the crosslinking of the high affinity IgE

receptor (FceRI) in a process, that is, known as degranulation.

This event involves granule–granule and granule–plasma mem-

brane fusion steps, requires calcium movilization, cortical actin

depolymerization, and microtubule formation (25). Other stimuli

(characterized by their low intensity), causes inflammatory media-

tor release without appreciable degranulation. In this process,

called picemal secretion, granule content is secreted without

obvious granule–granule fusion events and does not seem to be

dependent on intracellular calcium rise. Because of the fact MCs

initiate allergic reactions, their role in host defense was elusive

for long time. However, their anatomical localization (skin, lung,

gastrointestinal and urogenital tracts, blood vessel surface, and pe-

riphery nerve terminals) suggested a role on the host–environment

interface to protect the host against external invaders.

Utilizing mice defective on MCs, it has been possible to

define the specific in vivo contributions of this cell type and

their products to host defense. The most utilized MC-null mice

show modifications on c-Kit promoter region, which results in

the absence of stem cell factor-mediated signaling and hence

affects MC and melanocyte differentiation. MC-deficient mice

can be reconstituted with bone marrow-derived MC (BMMCs)

differentiated in vitro from WT animals and constitute an im-

portant tool to decipher the role of MCs in vivo. MC-deficient

mice are unable to synthesize TNF shortly after an intraperito-

neal (i.p.) injection of Gram-negative bacteria and they succumb

rapidly after infection. However, when reconstituted with WT

BMMCs, rapid intraperitoneal TNF production and mice sur-

vival can be recovered (26). Ex vivo experiments using MCs

purified from peritoneum of WT animals, have confirmed that

resident intraperitoneal MCs store TNF and rapidly secrete it af-

ter LPS challenge (27). The MC capacity of TNF secretion after

bacterial challenge to initiate protective immune response

against Gram-negative bacteria depends on the TLR4 receptor

present on plasma membrane of this cell type (28).

TLR4 SIGNALING IN MCS

Several cellular models have been used to characterize the

signaling cascade activated by TLR4 receptor in MCs. BMMCs
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and the murine MC line MC/9 express mRNA for TLR4,

MyD88, and MD-2 but not for CD14 proteins (29). Other wide

utilized MC cellular model (RBL 2H3 cells) do not express

CD14 or MD-2 (30). In BMMCs, MD-2 is essential for LPS

responsiveness (31) and distinct ligands, such as heat shock pro-

teins (32) or the extra domain A of fibronectin activate TLR4

in this MC model (33).

Variable results have been obtained analyzing TLR4 expres-

sion and function in human MCs. Human cord blood-derived

MCs express MD-2 accessory molecule and MyD88 adapter,

but very low levels of TLR4 mRNA receptor were detected by

RT-PCR (34). Basal TLR4 expression was greatly improved

when human lung MCs (HLMCs) were treated with the regula-

tory cytokine IFN c (35). In two human MC lines, HMC-1 and

LAD2, LPS augmented the TLR4 protein expression and pro-

longed treatment of LAD2 cells resulted in 2-fold increased

TNF secretion after a second LPS stimulation (36). Utilizing

human MCs derived from CD341 precursors of peripheral

blood, it was shown that long-term stimulation of TLR4 recep-

tor with LPS changed cytokine production profile and protease

composition of MC granules (37). Interestingly, high levels of

FccRI and TLR4 receptors in MCs have been associated with

increased inflammatory activity, such as in the intestine of

Crohn’s disease patients (38).

After activation of TLR4, BMMCs produced TNF and IL-6

(29), IL-1b, and IL-13, but not IL-4 nor IL-5 (39). Whereas

phosphorylation of IjB was maximally detected at 15 min post-

LPS addition, TLR4 stimulation did not induce calcium mobili-

zation or degranulation (39), and this result indicated that cyto-

kine secretion after TLR4 in MC is more similar to picemal

than to anaphylactic degranulation. Accordingly, HLMCs were

able to secrete TNF but not histamine after TLR4 triggering

(35). MAP kinases are activated by LPS stimulation of MCs

(40).

Important differences between TLR4 signaling in monocytes

and MCs have been reported. For example, Btk participates in

TLR4-mediated signal transduction in monocytes/macrophages

(20) but Btk deficiency moderately enhances or has no influence

on the LPS-induced TNF and IL-6 release in BMMCs (41).

Regarding to PI3K, recent data indicate that this enzyme nega-

tively controls TLR4-dependent IL-1b production, but it is nec-

essary for TNF secretion in MCs, suggesting a distinct role of

PI3K on TLR4 activity in this cell type compared with mono-

cytes. In MCs, a specific PI3K isoform seems to be involved in

the production of a particular profile of cytokines after LPS

activation (42).

A recent report has documented that MCs do not show any

activity regarding to TRIF-dependent signaling (43). LPS-

treated murine BMMCs showed several defects on IRF3 phos-

phorylation, histone H4 acetylation on IFN-b promoter, and

IFN-b secretion due to the absence of TRIF. Those results indi-

cate that the canonical TRIF/TRAM signaling pathway is spe-

cific to immune cell type and the lack of this pathway in MCs

(located where commensal Gram-negative bacteria are present

too) could be involved in the avoidance of excessive cytokine

production and sterile inflammation in those anatomical sites

(43). This evidence suggests that, contrary on what occurs in

monocytes, TLR4-dependent cytokine secretion in MC could

depend on a yet nonreported MyD88 pathway.

COMPLEX CONTROL OF MC CYTOKINE
PRODUCTION: CROSSTALK BETWEEN THE
HIGH AFFINITY IGE (FCeRI) AND TLR4 RECEPTORS
SIGNALING CASCADE

The relationship between responses to bacterial ligands and

allergic diseases have been addressed from long time ago.

Recently, certain polymorphisms on CD14 coreceptor were

associated with high titers of IgE and atopic reactions (44), and

evidence indicating a correlation between some of those poly-

morphisms on the effect of endotoxin exposure on allergic reac-

tions has been found (45), but no evidence of changes of MCs

function has been collected in those reports.

Regarding the studies on isolated MCs, binding of mono-

meric IgE to the FceRI activates a low-intensity but continuous

signaling cascade leading to increase survival and maturation of

this cell type (46). When antigen is recognized by FceRI-bound
IgEs, receptor aggregation initiates a complex signaling cascade

that activates secretion of preformed mediators, synthesis of

eicosanoids, and gene transcription, causing both acute and

long-lasting exocytosis of cytokines and chemokines. As activa-

tion of TLR4 receptor in MCs activates synthesis and secretion

of some of the cytokines also induced after FceRI crosslinking,
distinct studies have explored the potential crosstalk and the

common molecules participating in the signaling after both

receptors.

Recent reviews have been published describing the complex

FceRI signaling cascade (47). Briefly, FceRI signals through a

system that requires the Lyn-dependent phosphorylation of

immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) on

the cytoplasmic regions of the signaling subunits of the recep-

tor. Syk is then recruited to the phosphorylated ITAMs and, in

turn, phosphorylates some adapters (such as linker of activation

of T cells (LAT)) responsible for the formation of supra-molec-

ular aggregates that disseminates the initial signal inside the

cell. LAT-dependent activation of phospholipase C-c leads to

inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and diacylglicerol formation,

resulting on intracellular calcium influx and PKC activation

necessary for degranulation. A complementary pathway con-

trolled by Fyn-kinase leads to phosphorylation of the adapter

non-T cell activation linker and activates PI3K, contributing to

calcium mobilization and degranulation (47).

As a number of molecules participating on the FceRI signal
transduction system in MCs (Lyn, Syk, Btk, PI3K) are also acti-

vated after TLR4 triggering in other cell types, it is possible to

hypothesize that TLR4-dependent activation of MC utilize those

proteins to induce preformed or de novo synthesized cytokine

secretion. In this regards, some proximal and distal crosstalk
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events between FceRI and TLR4 receptor have been described.

Recently, it was observed that monomeric IgE increases prosur-

vival signals by inhibiting the proapoptotic proteins PUMA and

BIM that are induced by LPS (48). Other results indicate that

monomeric IgE on MCs increases LPS-induced IKK and IjB
phosphorylation, which is reflected in higher secretion of TNF

after TLR4 triggering (49). TLR4 and FceRI activation can syn-

ergistically augment cytokine production (IL-6 and TNF), due

to a selective increase on c-Fos and c-Jun phosphorylation.

Interestingly, no such synergism was observed on ERK or

NFjB activity (50).

FceRI crosslinking provokes the formation of complexes

containing CARD domain-containing proteins, such as Bcl10

and CARMA1, to activate IKK complex (51). This classical

immunoreceptor pathway to activate NFjB seems to depend on

the canonical TLR4 signaling protein, TRAF-6. BMMCs

derived from TRAF6-deficient mice show decreased LPS-

induced IL-6 and TNF secretion, whereas degranulation and C4

leucotriene production remained without change. In the absence

of TRAF-6, IjB phosphorylation and p65 nuclear translocation

were diminished, indicating that TRAF6 plays a role in

upstream of IKK activation after FceRI triggering in MCs.

Interestingly, TRAF6 deficiency affected differentially MAPK

activity: whereas phosphorylation of p38 and JNK2 was dimin-

ished, phosphorylation of ERK1/2 and JNK1 remained without

any change (52).

An important recent finding indicates that IKK constitutes an

important point of crosstalk between cytokine secretion trig-

gered by FceRI and TLR4 receptors in MCs. After FceRI acti-
vation, IKK phosphorylates SNAP23, a protein responsible for

Figure 3. Potential points of crosstalk between FceRI and TLR4 in MCs. Both FceRI and TLR4 activate AP-1 and NFjB pathways

sharing some common elements such as TRAF6, Bcl10, and MAPK. FceRI and TLR4 receptors activate Src family kinases,

although substrates of this proteins’ downstream TLR4 triggering are not defined yet. Both receptors activate distinct isoforms of

PKC leading to Bcl10–CARMA1 complex formation. After FceRI crosslinking, IKK (which also can be activated by TLR4) is able

to mediate SNAP23 phosphorylation, resulting in early secretion of TNF. Monomeric IgE and LPS can, however, generate opposite

signals by inhibiting or activating PUMA and BIM. CD14, it is a coreceptor that can mediate protective or deleterious effects in

the development of allergic inflammation.
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granule fusion to plasma membrane (53). As IKK is too neces-

sary for NFjB activation after TLR4 activation, this finding

indicates that LPS-dependent activation of IKK could activate

some secretion of prestored mediators in MCs. If this is the

case, a MyD88-dependent pathway (which leads to the activa-

tion of IKK) could be connected with rapid cytokine secretion

without the necessity of the TRIF/TRAM-dependent pathway,

which seems to be absent of MCs. A summary of the most im-

portant interactions between FceRI and TLR4 receptors in MCs

is presented in Fig. 3.

CONCLUDING REMARKS

MCs have been recently recognized as important elements in

innate immune responses against Gram-negative bacteria but

signaling through TLR4 receptor in this cell type is far from

being fully characterized. Because of their amazing capacity of

inflammatory mediator synthesis, storage and release, and the

presence of a highly organized secretory machinery operated

through the FceRI receptor, TLR4 signal transduction cascade

can be diversified by new routes of cytokine production con-

trolled by proteins that are yet not a part of the canonical sig-

naling pathway of TLR4 receptor. Characterization of the cross-

talk between TLR4 and FceRI, and the pathways connecting

TLR4 with de novo synthesis of cytokines and secretion of pre-

stored mediators in MCs, will help to understand the mecha-

nisms underlying the numerous protective and deleterious

inflammatory reactions where this cell type is involved.
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Signaling through the high affinity receptor for IgE (FceRI) on mast cells comprises an intricate
network of protein-protein modifications and interactions leading to mast cell degranulation,
lipid-derived mediator production and cytokine release. Depending on the tissue where mast
cells are activated, mediator release can induce distinct allergy symptoms. FceRI receptor mainly
couples to at least two Src family kinases (Lyn and Fyn), which are responsible for the initiation
of the signaling cascade. Distinct membrane bound adapters couple the initial signal to the for-
mation of particular multi-molecular complexes that, in turn, will mediate a specific final
response. In this review we summarize the molecular mechanisms initiated by the FceRI recep-
tor on mast cells that have been involved in cytokine expression. At the same time, some condi-
tions where the main signal transduction mechanism is modified will be analyzed in order to
understand how locally produced mediators could alter IgE-antigen-induced allergic responses.
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Introduction

Cell-to-cell communication is essential for immune sys-
tem function. Signal transduction mechanisms have to
ensure effective, specific and intensity-controlled
responses in order to induce coordinated actions against
(pathogenic or non pathogenic) non-self agents, and also
must guarantee the correct differentiation and localiza-
tion of the different immune cell types. Signal transduc-
tion in the immune system cannot be dissociated from
the cell in which it is studied and, frequently, the knowl-
edge of a specific cell function helps to elucidate out the
design of a signaling pathway. Plastic changes on the sig-
nal transduction mechanism under study are also fre-

quently found, since the presence of many mediators in a
given microenvironment alters the final response of a
cell to a specific ligand. This happens sometimes because
one activated pathway alters the concentration of a limit-
ing enzyme of another pathway, or sometimes because
ligands promote immune cell differentiation, which nor-
mally means the expression of new response capabilities.
This review will sumarize some aspects of mast cell biol-
ogy, the main characteristics of the high affinity IgE
receptor (FceRI) signal transduction system, and will dis-
cuss how the presence of microenvironmental mediators
can alter the final outcome of FceRI activation.

Mast cells

Mast cells (MC) were discovered by Paul Ehrlich and
described in his doctoral thesis presented on June 17,
1878. The first description of the mast cell came when he
discussed some histological applications of the aniline
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dyes: he found those compounds showed metachromasia
when interacting with mast cell granules. Paul Ehrlich
described those cells as “Mastzellen” due to their ten-
dency to be found around “developing preformed struc-
tures in the connective tissue” [1].

Almost 130 years after their official discovery, mast
cells are still intriguing elements of the immune system,
mainly associated with allergies and hypersensitivity
reactions, but also clearly involved in innate immune
responses, vascular permeability control, inflammation
triggering and wound repair processes [2]. It is now
accepted that mast cells derive from CD34+, CD43+, CD13+

and c-kit+ bone marrow precursors, which migrate to all
vascularized tissues finishing their differentiation under
the influence of locally produced mediators [3]. Mast cells
reside in the proximity of blood vessels, nerves and epi-
thelia but they are also abundant in thegastrointestinal
tract and in the airways [4]. Although the human perito-
neal cavity is practically free of mast cells, in rodents peri-
toneal mast cells are abundant and can be collected for in
vitro research [5]. In general, mast cells can be easily rec-
ognized by the presence of numerous granules contain-
ing distinct inflammatory mediators, such as histamine,
proteases and several preformed cytokines. The granules
are released after mast cell activation in a process known
as degranulation and the liberated substances exert
different actions depending on the surrounding tissues.

Mast cells came onto stage as one important piece of
the puzzling anaphylactic reactions when, in 1953, Riley
and West demonstrated the relationship between the tis-
sue contents of mast cells and histamine release, propos-
ing the mast cell as the source of tissue histamine [6]. In
the 1960s and 70s an important effort was directed
towards understanding mast cell biology with the expect-
ation of finding more effective treatments against aller-
gic diseases. It was recognized that mast cells are indeed
key effector cells in IgE-dependent hypersensitivity reac-
tions, since mast cells express on their surface a high
affinity receptor for the Fc fraction of the IgE (named the
FceRI receptor). This receptor becomes active after the
crosslinking mediated by the interaction of IgE with a
specific allergen (antigen) [7]. In people with a tendency
to allergies (atopic individuals), IgE levels usually are ele-
vated [8], and the FceRI of their mast cells are occupied by
IgE antibodies ready to respond to the presence of anti-
gen [9]. When allergen appears, receptor activation indu-
ces inflammatory mediator release even with very low
amounts of antigen, producing the symptoms of any of
the most common allergic diseases, such as rhinitis, aller-
gic asthma, atopic eczema or, even, anaphylactic shock
[10]. All biological and pathological functions of mast
cells are considered to be a consequence of the release of

substances belonging to three main groups: 1. preformed
mediators contained in secretory granules, such as hista-
mine, neutral proteases, and b-hexosaminidase, among
others; 2. de novo synthesized lipid-derived inflammatory
mediators (such as prostaglandins and leukotrienes), and
3. preformed and de novo synthesized cytokines, growth
factors and chemokines [10].

One of the most striking features of the FceRI-induced
activation of mast cells is the long-lasting induction of
synthesis of multiple cytokines. Diverse mediators such
as interleukin (IL) -1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, GM-CSF
(granulocyte and monocyte colony stimulating factor),
IFN-c (interferon c), TCA3, MCP-1 (monocyte chemoattrac-
tant protein 1), MIP-1a, MIP-1b, MIP-2, TGF-b(transform-
ing growth factor b), TNF-a (tumor necrosis factor a),
RANTES (regulated upon activation normal T cell
expressed and secreted), MIF, ET-1, and MARC [11] have
been reported as newly synthesized mRNAs or secreted
proteins after FceRI activation. Those findings indicated
that signal transduction through the FceRI receptor was
able to induce rapid and controlled changes in mast cell
metabolism, from enzyme activation and granule release
to gene transcription, leading to the production of
inflammatory mediators that are able to recruit more
cells. Depending on the tissue and the temporal pattern
where those cytokines are produced, distinct rapid and
long-lasting changes can occur, such as acute and
chronic inflammation or tissue remodeling, in the case
of asthma [10].

Not only detrimental roles (triggering allergies) have
been associated with mast cell function. Mice deficient in
mast cells rapidly die after bacterial infections in lung
and body cavities or are unable to rid themselves of para-
site invasion. Release of inflammatory cytokines, particu-
larly TNF-a from mast cells, and the associated recruit-
ment of inflammatory cells, are an important compo-
nent of the protective action of mast cells against infec-
tion [12]. The activation of mast cells during infections
with microorganisms is dependent on the direct action
of bacterial products on “pattern recognition receptors”
(Toll-like receptors, TLRs), that recognize structural pat-
terns in molecules common to microorganisms. Particu-
larly, the discovery of the protective role of mast cell TLR-
4 activation [13], has led to what seems to be the main
physiological role of this cell type: to provide a first-line
defense mechanism against acute bacterial and parasitic
infections.

In contrast with the responses observed with IgE-anti-
gen stimulation, TLR responses seems to be more depend-
ent not on degranulation, but on selective and long last-
ing cytokine production, which mediates long-term
changes in the surrounding tissues, inducing primarily
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cell recruitment and inflammation. Given the fact that
mast cells are important players in IgE mediated adaptive
immune responses and also play an essential role in host
defense against different pathogens, this cell type occu-
pies a central place in the orchestration of immune sys-
tem responses, and the study of the mechanisms that
control its activation via FceRI and TLR-4 receptors is
nowadays a challenging and promising research field.

Distinct mast cell preparations have been used to eluci-
date the FceRI signal transduction system [14], particu-
larly freshly isolated peritoneal mast cells, immortalized
mast cell lines (like RBL-2H3, MC-9, MHC-1), and murine
bone marrow-derived-mast cells (BMMCs) from wildtype
or specific knock out mice. Data obtained from those
preparations have shown a remarkably sensitive and spe-
cific mechanism connecting antigen recognition
through IgE, with selective gene expression.

The FceRI and its signal transduction
mechanism

The FceRI receptor is a multimeric protein that binds Fc
fraction of IgE and subsequently can be aggregated by the
interaction of the receptor-bound IgE with a specific anti-
gen. This receptor belongs to the immunoglobulin-recep-
tor superfamily, in which the B-cell receptor (BCR) and the
T-cell (TCR) receptor are also classified. Several complete
reviews have been published recently to address the com-
plexity of the signal transduction pathways activated by
the high affinity IgE receptor [15,16], so, in this section, we
only will give a brief description of the main molecular
events that occur after receptor triggering.

Murine FceRI receptor structure comprises four poly-
peptides, an IgE binding a chain, a b chain that serves to
amplify its signaling capacity, and two disulfide-linked c

chains [17]. In humans, ac2 and abc2 complexes exist in
the membrane of mast cells and basophils. In humans, b

chain expression is highly restricted and its principal
role is to amplify receptor expression by promoting
maturation and trafficking of an associated a chain [18].
The b and c chains of FceRI contain immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs (ITAMs), which, after
tyrosine phosphorylation, initiates a complex signaling
cascade [19]. The presence of antigen causes crosslinking
of the receptor, mast cell degranulation, intracellular cal-
cium mobilization, cytoskeletal re-arrangements and
activation of different transcription factors that induce
cytokine gene transcription culminating with cytokine
secretion.

The cascade initiates with the crosslinking of the recep-
tor, which, in turn, induces the phosphorylation of the

ITAMs by Src family kinases (Lyn and Fyn) [20], creating
docking sites for proteins containing SH2 domains, such
as Syk kinase, (Figure 1). Syk binding to the phosphory-
lated cITAM causes its autophosphorylation and, at the
same time, converts Syk into a substrate of Lyn kinase.
The result of this group of interactions is a fully active
form of Syk, able to phosphorylate distinct proteins
inside the cell, like the adapter protein LAT (linker of acti-
vation of T-cells) [21]. LAT phosphorylation creates dock-
ing sites for other proteins that translocate from the cyto-
sol and form a supramolecular activating complex
(SMAC) at the lipid rafts in the plasma membrane. LAT
scaffolded proteins include Phospholipase C (PLC) c1 and
c2, Vav1, SLP 76 (SH2-domain-containing leukocyte pro-
tein of 76 kDa), Gads (Grb2-related adaptor protein), Grb2
(growth factor receptor-bound protein 2), and Sos (son of
sevenless) among others, like Ras [22]. A large signal
transduction complex can thus form at the plasma mem-
brane in which tyrosine phosphorylation, allosteric
effects of binding, and membrane localization of new ele-
ments contribute to functional activation of its enzy-
matic components. This is exemplified by the case of Bru-
ton’s tyrosine kinase (BTK), which, cooperatively with
Syk, activates PLCc, leading to diacilglycerol (DAG) gener-
ation and inositol 1,4,5 triphosphate (InsP3)-induced Ca2+

mobilization [23]. The fundamental role of Lyn kinase in
this pathway has been demonstrated by the study of sig-
nal transduction in mast cells derived from Lyn –/– mice:
those cells have a remarkable decrease in Ca2+ mobiliza-
tion after FceRI crosslinking [24].

After FceRI receptor crosslinking, an alternative (non
LAT-containing) complex is formed upon activation of
the Src family kinase Fyn. This complex is scaffolded by
another adapter, named Gab2 (GRB2-associated binding
protein 2) and includes PI3K (phosphatidyl-inositol 3 kin-
ase) and SHP-2 (SH2-containing protein phosphatase 2)
[24] (Figure 1). Fyn associates to the FceRI b chain and,
after receptor crosslinking, Fyn becomes activated and
phosphorylates Gab2. Phosphorylated Gab2 binds to the
SH2 domain of the p85 subunit of PI3K, recruiting the
p110 catalytic subunit to the membrane, where it phos-
phorylates PI-4,5-P2 (PIP2) to generate PI-3,4,5-P3 (PIP3).
This messenger recruits a number of PH domain-contain-
ing proteins, including Btk (which is then phosphory-
lated by Lyn and autophosphorylates for full activation),
PLCc1, PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase 1,
which phosphorylates Akt), and Akt (which enhances cell
survival and cytokine production). This complementary
pathway has been shown to be important for mast cell
degranulation, leukotriene production and for the acti-
vation of NFjB (nuclear factor jB) transcription factor
[25], but seems to have a minor role (if any) on calcium
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mobilization [24]. The role of Syk in this particular path-
way remains to be addressed, since it is clear that degra-
nulation, calcium mobilization and cytokine expression
are abolished in Syk-deficient mast cells [26]. The Fyn/
Gab2/RhoA pathway plays a critical role in the calcium
independent microtubule polimerization, which is nec-
essary for a correct granule mobilization to the plasma
membrane and degranulation [27]. On the other hand,
some pieces of evidence show that a Fyn-dependent PI3K/
Rac2- pathway is involved in F-actin reorganization,
polarization and chemotaxis of mast cells [28].

Some protein kinase C (PKC) family members have an
essential role in IgE-antigen mast cell activation. PKC
a,b,d, and e translocate to the membrane after FceRI stim-
ulation [29]. Distinct isoforms can mediate specific
actions in the signaling process, for example: PKC d is
involved in cchain phosphorylation and mast cell secre-
tion [30], PKC b is involved in the synthesis of Fos-interact-
ing protein [31] and the synthesis of IL-6 and IL-2 [32]. PKC
eis responsible for c-Fos and c-Jun expression [33] and
PKCa has been recently identified as the isoform regulat-
ing TNF-a production [34]. In BMMC derived from Fyn –/–
mice, degranulation is impaired and PKCd is less phos-
phorylated in basal and IgE-antigen stimulated condi-

tions [24]. On the other hand, it has been demonstrated
that PKCd associates with Lyn in RBL cells after FceRI
stimulation and that PKCd phosphorylation in Lyn -/-
BMMCs is increased even under basal conditions [24].

Other enzymes have been recently involved in degra-
nulation control, such as sphingosine kinase 2 (SPHK2).
This enzyme has been described as the main regulator of
intracellular Sphingosine 1 phosphate (S1P) levels in
mast cells, leading to PKC and NFjB activation, degranu-
lation, lipid mediator production and cytokine synthesis.
SPHK2 controls degranulation through the modulation
of extracellular Ca2+ influx to the cell after FceRI cross-
linking [35].

Mitogen-activated-protein (MAP) kinase activation has
been described after FceRI crosslinking; ERK1 and 2
(extracellular-signal-regulated kinases 1 and 2), p38 and
JNK (JUN amino terminal kinase) become active after LAT
complex formation [36], primarily because Ras shifts to
its active (GTP- bound) state [37] and positively regulates
Raf.

Activation of different pathways and MAP kinases acti-
vate transcription factors such as AP1 (activator protein
1), NFAT (nuclear factor of activated T cells) and NFjB,
controlling multiple cytokine gene transcription. How-
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Figure 1. Early complexes and signaling pathways activated after FceRI crosslinking. Receptor crosslinking activates Lyn which
phosphorylates ITAM sequences located in the b and c subunits of the FceRI (black circles). Syk translocates to the phosphorylated
ITAMs and becomes active, phosphorylating adapter protein LAT. Phosphorylated residues in LAT serve as docking site for proteins
involved in MAP kinase activation, IP3 production, PKC activation, calcium mobilization and NFAT dephosphorylation. Fyn kinase
initiates the formation of a second complex (outside lipid rafts) scaffolded by Gab2. This complex seems to be responsible for PI3K
activation and NFjB translocation to the nucleus, where, together with AP-1, NFAT and other transcription factors, it activates the
synthesis of multiple inflammatory cytokines. See text for details.
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ever, additional pathways can be engaged by receptor
crosslinking in the membrane and some transcription
factors (such as NFjB) can be activated using specific
membrane adapters, such as B cell lymphoma 10 (Bcl10)
and mucosa-associated lymphoid tissue 1 (Malt1) [38].
Malt1 deficient mast cells show normal tyrosine phos-
phorylation patterns and activation of MAPK p38, ERK1-
2, JNK or Akt, after FceRI crosslinking, or direct PKC acti-
vation. In contrast, both Bcl-10 and Malt1-deficient cells
are totally defective in FceRI and PKC mediated, IKK-
induced Ikb-aphosphorylation and its subsequent protea-
somal degradation [38]. Bcl10 and Malt-1 operate as key
regulators of FceRI or PKC induced NFjB activation and
control a specific PKC-downstream pathway in mast cells
that is dispensable for degranulation and leukotriene
synthesis, but essential for inflammatory cytokine pro-
duction.

Calcium signals result in the activation of transcrip-
tion factors, such as NFAT. Probably the best studied Ca2+-
responsive signaling pathway in mast cells involves the
phosphatase Calcineurin, which dephosphorylates NFAT
proteins, following an increase in intracellular Ca2+ con-
centration, and leads to its nuclear translocation [39]. In
some mast cell preparations, calcium-dependent tran-
scription is associated with the expression of distinctive
isoforms of NFAT transcription factor [40].

Functional characteristics of the FceRI signal
transduction system.

The intensity of the signal determines specific cell
responses
The signal transduction mechanism of the FceRI con-
trasts with others in which the intermediate steps do not
involve the interactions of so many proteins (i.e. the nico-
tinic acetylcholine receptor, in which ligand binding
opens an ion channel upon ligand binding). The signal is
not immediately generated in a receptor that utilizes an
itinerant tyrosine kinase for signaling [41]. Instead, sev-
eral intermediate steps must occur in order to generate
the signals producing required cellular responses. Given
the fact that multiple proteins are recruited and acti-
vated forming distinct aggregates in the plasma mem-
brane, signal generation is diverse, but it is not an imme-
diate event.

This structure of the FceRI signal transduction system
allows the cell to discriminate among ligands depending
on the time that the ligand-receptor interaction occurs
(given by the ligand-receptor dissociation constant).
Kinetic proofreading [42] is a theoretical model that has
been proposed to explain the characteristics of the FceRI

receptor and other members of the immunoreceptor
family. In this model of cell signaling, full cell responses
occur only when a bound receptor undergoes a complete
series of modifications or complex formation, and short-
lived (nonspecific) complexes should usually fail to signal
before dissociating. On the contrary, stable, (specific)
complexes will remain associated for a long time and
will generate effective intracellular signals. If the ligand
dissociates before all the modifications occur, the recep-
tor returns to its basal state and signaling does not occur
[43].

The stability of the initial complexes is important to
form large aggregates of multiple receptors and associ-
ated proteins in the plasma membrane. The fraction of
complexes in large aggregates will be high in the pres-
ence of a high affinity ligand and they will generate sig-
nals capable of inducing full cell activation. Small aggre-
gates would have more problems to sustain the modifica-
tions required to grow and form large aggregates; how-
ever, a few early enzymes could be associated to the scaf-
folding proteins and could become active before the
large aggregate forms. An impressive conclusion of the
application of this model is that small clusters (formed
by a few crosslinked receptors, adapters and enzymes)
are predicted to generate signals distinct from those of
larger aggregates (with many receptors, adapters and
enzymes) [43]. Specificity in this signal transduction sys-
tem is given by the life span of the aggregates, which will
reflect their size and the amount of different proteins
associated to them.

The role of signaling molecules that are generated by
aggregated receptors, but do not remain associated with
the receptor complex has been investigated [44]. It has
been shown that when the signal for certain cellular
events depends on a diffusible messenger (i.e. calcium
ions), which diffuse early in the signaling process, the
response can escape from the classical kinetic proofread-
ing model, and cellular effects can be observed to be
exactly the same for a high affinity or a low affinity
ligand (or for large or small aggregates). However, it is
possible that the amounts of messenger produced are
quite different for the two ligands, but both are above
the threshold amount needed for maximal induction of
the equally- induced cellular responses [44].

Thus, the main result of the FceRI-signal transduction
mechanism is that some signals depend on large, fully
constituted aggregates, while the other depends on inter-
mediate states of aggregation. For a low affinity ligand,
concentrations of larger aggregates are lower, but con-
centrations of some smaller aggregates are higher than
those for the high affinity ligand [44]. According with
this, some responses, initiated by intermediate states,
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can be as high for the low affinity ligand as those for the
high affinity ligand, and they can be specific for some cel-
lular responses.

A detailed study on cytokine expression, in distinct
conditions of FceRI crosslinking, revealed that a very dis-
tal response, like gene expression, reflects the complexity
of this signal transduction system [45]. Stimulating mur-
ine BMMCs, differences in antigen concentrations or the

extent of FceRI occupancy with antigen-specific IgE were
reflected in differential cytokine mRNA production.
Results indicate that lymphokines which promote aller-
gic inflammation, like MIP-1a, MIP-1b, and MCP-1, are
induced at low antigen concentrations or at low receptor
occupancy with IgE, whereas other lymphokines that
down regulate this response, like IL-10, required high
receptor occupancy. The “low occupancy” –induced cyto-
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Figure 2. Bioinformatic analysis of murine cytokine promoters. Cytokine gene sequences were downloaded from the GenBank data
base and promoter regions were located using tools located on the PromoSer website http://cagt.bu.edu/page/Promoser_submit.
Promoter sequences were scanned for 52 different transcription factor sequences using the BioEdit program http://www.mbio.nc-
su.edu/BioEdit/bioedit.html. Transcription factor sequences located in each promoter were aligned, looking for a specific pattern of
sequences common to cytokine genes induced with low or high levels of FceRI stimulation in murine mast cells. For clarity purposes,
only 12 transcription factor sequences are shown. Accession numbers of the analyzed sequences are: IL-2, NM_008366, analyzed
promoter region 1000pb; MIP-1a, NM_011337, analyzed promoter region 1000pb; MCP-1 NM_002982, analyzed promoter region
1000pb; IL-3, NM_010556, analyzed promoter region 304pb; IL-10, NM_010548, analyzed promoter region 603pb; IL-13,
NM_008355, analyzed promoter region 491pb; MIP-2, NM_009140, analyzed promoter region 302pb; TNFa, NM_013693, analyzed
promoter region 1000pb. Only three cytokines induced with low-level of stimulation of FceRI and three cytokine gene promoters
induced with high-level of FceRI crosslinking are shown. Consensus recognition sequences for specific transcription factors were
taken from the literature: for NFjB1, gggattccc; NFjB5, ggggctttccc; AP-1, ctgactaa; NFAT, gaggaaaatttgtttcatacagaag; AP-2,
ccccagggc; SP-1, ccccggggcggg; EGR, gcgggggtg; NF-1, aaactgccagcca; MTF-1, ctctgcacacggccc; HFH-3, cgttgtttatgta; c-Myb
(MRE), taacgg; PAX-6, tcacgc.
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kines included also IL-4 and M-CSF, whereas the “high
occupancy” –induced group included IFNc, LIF, IL-6 and
TNF-a.

Weak stimulation of FceRI causes minimal degranula-
tion but a half-maximal secretory response for inflamma-
tory mediators. Weak stimulation also favored the phos-
phorylation of Gab2 and p38 MAPK, while LAT and ERK2
phosphorylation was induced by a stronger stimulus.
Gab2 deficient mast cells were severely impaired in che-
mokine mRNA induction (genes induced with a low-
intensity stimulus) whereas LAT-deficient mast cells
showed a more pronounced defect on regulatory cyto-
kines (genes induced with a high intensity stimulus) [45].

A bioinformatic analysis has been done on the pro-
moters of the two different groups of cytokine genes, in
order to find common elements for gene transcription
among the genes induced with low or high intensity sig-
nals (Figure 2). Cytokine promoters containing NF-1 bind-
ing sites around -700 to -1000 pb, AP-1 binding sites
around -400 to -700 pb, SP-1 binding sites around -400 to -
450 pb, HFH-3 binding sites around -60 to -280 bp, and EGR
binding sites around -20 to -250, were induced with low
intensity signals. Cytokine gene promoters containing SP-
1 binding sites around -220 to -320 bp, NFjB1 binding sites
around -20 to -80 bp, AP-2 consensus sites around -10 to
220 bp and PAX-6 binding sites around -1 to -80 bp, were
induced at higher levels of stimulation. The organization
of cytokine genes shows a high degree of complexity, sug-
gesting that many different factors can differentially con-
tribute to full promoter activity; and the functional activ-
ity of all these sites in mast cells after FceRI crosslinking
has not been reported. However, the concerted participa-
tion of specific transcription factors, depending on the
strength of the signal coming from the aggregates in the
plasma membrane, cannot be ruled out.

Inhibitory signals can be produced early in the
activation process
One of the most intriguing results in the FceRI signal
transduction research field was the observation that
mast cells derived from Lyn -/- mice were hyperresponsive
to IgE-antigen stimulation [46], this was caused by hyper-
activation of the second Src-family kinase coupled to the
receptor (Fyn). When negative regulatory pathways of Src
kinase activity were analyzed in those cells, it was found
that Lyn –/– cells were unable to get Cbp phosphorylated,
which in turn, abrogates the negative control that Csk
kinase has on Fyn. The consequences of this defect were
hyper-degranulation of in vitro cultured BMMCs and
increased levels of histamine in the plasma of Lyn –/–
mice challenged with IgE-antigen [46]. Lyn activation is
one of the earliest events of FceRI signaling process, and

it is associated with the receptor even under resting con-
ditions. However, it has become clear that it is able to
generate negative signals for the pathways leading to
degranulation.

Assuming a signal transduction mechanism where dis-
tinct aggregate size determines the specific composition
of supra-molecular aggregates, and that the function of
one enzyme can be distinct depending on the amount of
the signal applied, a series of experiments were done
where upon low intensity stimulation of FceRI on BMMCs
derived from Lyn –/– animals [47]. It was found that Lyn
positively regulates degranulation, cytokine production
and survival, through Akt and p38 activation, only in
conditions of low intensity stimulation [47]. On the other
hand, under high-intensity stimulation, Lyn exerted a
negative control on the measured parameters. Studies of
mutant b chain-containing FceRI receptors, suggested
that Lyn associated to the b subunit ITAM motif regulates
degranulation and cytokine production positively and
negatively depending on the intensity of FceRI stimula-
tion [47].

The molecular organization of the FceRI-signal trans-
duction system allows the cell to take decisions based on
the amount of signal generated at the plasma membrane.
Different responses of mast cells seem to show specific
thresholds of activation (survival or chemokine synthesis
seems to require a weaker strength of stimulation than
degranulation). However, intensity is not only regulated
by the amount of antigen: it also depends on the genera-
tion of positive or negative signals coming from mem-
brane complexes and sometimes, from the same
enzymes. This has special relevance if it is considered
that allergies are nothing else than hypersensitivity reac-
tions, in which the threshold of activation looks different
between a healthy and an allergic individual. The causes
of such hypersensitivity could be located on the kinetics
of receptor aggregation or in the lack of negative early
signals in FceRI crosslinking. A successful therapy for
allergic diseases must consider the fact that inhibition of
one element of the pathway could change the equili-
brium exactly in the opposite direction that has been pre-
dicted.

Remodeling the main signal transduction
mechanism: the influence of locally-produced
mediators
One of the most exciting aspects of cell signaling in the
immune system is the capacity of the immune cells to
adapt their response mechanisms to the local environ-
ment where they are found. Tissue-specific mediators
contribute to the final maturation of distinct immune
cell lineages, such as mast cells. Once located in a particu-
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lar microenvironment, the main FceRI signal transduc-
tion mechanism can be modified, suffering some adap-
tive changes, which, in turn, will define the final and spe-
cific response against IgE-antigen complexes.

Influence of TGF-b on mast cell responsiveness to
FceRI stimulation
Resident pulmonary mast cells and their activation via
the FceRI receptor have been involved in the develop-
ment of allergic asthma [48]. After the initial inflamma-
tory reaction, triggered by the release of mediators, dis-
tinct cell types (especially eosinophils) are attracted to
the lung [48]. Those cells also secrete inflammatory medi-
ators that advance the reaction to a chronic stage. Under
those conditions, local production of TGF-b occurs and
has been involved in lung remodeling during prolonged
allergen challenge [49]. An antibody against TGB-b1
administered during the chronic phase of allergen-
induced airway inflammation, reduced airway remodel-
ing decreasing the mean density of peribronchiolar and
subepithelial matrix deposition, but had no effect on
established inflammation, probably initiated by mast
cell activation [50]. The existence of those conditions,
where remodeling and inflammation converge in the
same tissue, has motivated the study of the influence of
TGF-b on mast cell function and responsiveness to IgE-
antigen complexes.

The TGF-b superfamily, including TGF-b, activins and
bone morphogenetic proteins, play a prominent role in
the development, homeostasis, and repair of virtually all
tissues in organisms, from nematodes to vertebrates,
which accounts for a substantial portion of the intercel-
lular signals governing cell fate [51]. TGF-b1 first binds to
TbRII, which then alters its conformation so that it can
be recognized by TbRI. This sequential binding of TGF-b
brings the two receptors in close proximity and the type
II receptor, which is constitutively active, phosphorylates
three serine and two threonine residues in the BS domain
of TbRI. With this change, the dormant serine-threonine
protein kinase of TbRI becomes activated and forms an
active receptor complex. Smad 2 is bound to a type I
receptor in association with SARA (Smad anchor for
receptor activation). Upon activation of the receptor com-
plex, Smad 2 becomes phosphorylated, detaches from
the receptor and associates with the common mediator
Smad4. Together they translocate to the nucleus and
bind to DNA at the SBE (Smad Binding Element). Binding
also occurs through the interaction of Smads with tran-
scriptional co-factors [52].

TGF-b is a potent chemoattractant for mast cells facili-
tating their migration to sites of inflammation. Using a
microchemotaxis assay, it has been demonstrated that

TGF-b stimulates human mast cell migration [53]. This
migration toward TGF-b requires the interaction with
extracellular matrix, and integrins are the major mole-
cules involved in this process. TGF-b mediates expression
of aE integrin in mucosal mast cells, which facilitates the
retention of cells inside the epithelium [54]. TGF-b stimu-
lates adhesion of PMA-stimulated mast cells to laminin-1;
and expression of laminin-binding integrin a7 was
observed when TGF-b was added [55].

The TGF-b-Smad3 pathway is important for mast cell
growth. The doubling time of mast cells derived from
Smad3 null mice was longer than those coming from WT
mice, and an inhibitor of TGF-b type I receptors
(SB431542) blocked cell proliferation in WT BMMC [56].
In a particular microenvironment like the murine gut,
the specific mucosal mast cell phenotype is importantly
driven by the presence of TGF-b [57], as judged by the pres-
ence of the mast cell protease mMCP-1.

Controversial data have been reported about the
effects of TGF-b on the FceRI receptor signal transduction
system. In rat peritoneal and human intestinal mast
cells, long-term incubation with TGF-b induced a reduc-
tion in histamine and TNF-a production after IgE-antigen
stimulation [58, 59]. When mouse BMMC were incubated
for 3 days in the presence of TGF-b, an inhibition of mem-
brane FceRI receptor expression was observed. Lower lev-
els of the a, b and c receptor subunits were detected but
there was no change in their mRNA expression [60]. How-
ever, the presence of TGF-b did not affect b-hexosamini-
dase release induced by IgE-antigen or by calcium iono-
phore A23187, nor leukotriene C4 secretion in BMMCs
treated acutely (24-48hrs) or chronically (7–14 days) with
TGF-b [61].

Effect of LPS on mast cell responsiveness to FceRI
stimulation
Toll-like receptors (TLR) are a family of pattern recogni-
tion receptors known to play an important role in host
defense. TLR4 is the major signaling molecule for most
types of bacterial lipopolysaccharides (LPS) [62].

TLRs have a conserved region of 200 aminoacids in
their cytoplasmic tails, which is known as the Toll/IL-1R
(TIR) domain. Stimulation of the TLRs triggers the associ-
ation of MyD88 (myeloid differentiation primary
response protein 88) which, in turn, recruits IRAK4 (IL-1R
associated kinase 4), thereby allowing the association of
IRAK1. TRAF 6 (tumor necrosis factor receptor associated
factor 6) is also recruited to the receptor complex, by
associating with posphorylated IRAK 1. Phosphorylated
TRAF 6 and IRAK 1 then dissociate from the receptor and
form a complex with TAK1 (transforming growth b acti-
vated kinase), TAB1 (TAK binding protein 1) and TAB2 in
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the plasma membrane, which induces the phosphoryla-
tion of TAB2 and TAK1, IRAK is degraded in the plasma
membrane and the remaining complex (consisting on
TRAF6, TAK1, TAB1 and TAB2) translocates to the cytosol
where it associates with the ubiquitin ligases UBC13
(ubiquitin conjugase 13) and UEV1A (ubiquitin-conjugat-
ing enzyme E2 variant 1). This leads to the ubiquitination
of TRAF6, which induces the activation of TAK1, TAK 1, in
turn, phosphorylates both mitogen-activated protein
(MAP) kinases and the IKK complex, which consists of
IKK-a, IKK-b and IKK-c. The IKK complex then phosphory-
lates IjB, which leads to its ubiquitination and subse-
quent degradation. This allows NF-jB to translocate to
the nucleus and induce the expression of its target genes
[63, 64].

Bone marrow-derived mast cells express mRNAs for
TLRs 2, 4, 6, and 8 but not TLR5, allowing these cells to
respond to many bacterial products such as Peptidogly-
can from different Gram positive and Lipopolysaccharide
from Gram negative bacteria. Distinct studies have tried
to elucidate the signaling pathways activated by the TLRs
expressed in BMMCs and now it is known that LPS from E.
coli (a TLR4 activating ligand) does not provoke BMMC
degranulation or calcium release, but stimulates cells, in
a TLR4 dependent manner, to produce TNF-a, IL-1b, IL-6,
IL-13 but not IL-4 or IL-5 [13, 65].

The interesting observation, that LPS induces cytokine
expression without degranulation, indicates that mast
cells possess the capacity to modulate independently
those two events. The physiological consequence is evi-
dent, as TLR4 activation could induce inflammation in
the surrounding tissue without the damage due to the
release of granule proteases. In a model of experimental
asthma in mice, it has been shown that the presence of
bacterial LPS enhances the levels of eosinophilic airway
inflammation after mast cell activation, and the activa-
tion of TLR-4 receptors in pulmonary mast cells is mainly
responsible for this effect [66].

To date, no clear crosstalk has been described between
the TLR4 and the FceRI-signal transduction systems, and
no description of molecular influence of one over the
other has been made. However, since a common feature
of those systems is the activation of NFjB, it is possible
that the presence of LPS could sensitize the FceRI signal
transduction system in order to respond earlier and
stronger to lower amounts of antigen, providing a molec-
ular explanation of the data indicating a worsening in
the allergic symptoms during or after bacterial infection
[67]. On the other hand, earlier activation of NFjB (via
LPS) could partially desensitize the FceRI signal transduc-
tion pathway leading to inflammatory cytokine synthe-
sis.

An interesting point of crosstalk between the TLR4 and
FceRI signal transduction systems is the activation of
PI3K. PI3K can interact with MyD88 in response to LPS in
a TAK1 and TRAF6 dependent fashion [68]. Experimental
evidence indicates that PI3K activation, after TLR4 trig-
gering, can positively or negatively control cytokine gene
expression. In HMEC, a dominant negative mutant of p85
inhibited most NF-jB luciferase activity, IL-6 production
and IjBa degradation elicited by LPS [69]. In RAW
264.7 cells, which are transfected with an isoform-spe-
cific kinase-dead mutant of class I PI3K (Mp110-Dkin-
myc), LPS treatment reduced NF-jB luciferase activity as
well as IL-6 and TNF-asecretion [70]. Despite that positive
role of PI3K on NFjB activation, in splenic dendritic cells
(DC) and in bone marrow-derived dendritic cells (BMDC)
isolated from PI3K-/- mice, IL-12 mRNA synthesis and
secretion, as well as p38 activity, were enhanced with LPS
treatment. IL-12 mRNA increase was mimicked by the
treatment of the cells with wortmannin, an inhibitor or
PI3K activity [72]. In monocyte-derived dendritic cells the
pre-treatment with wortmannin or LY294002 enhanced
IFN-bexpression, IKKa/b phosphorylation, IjBa degrada-
tion and p65/p50 translocation to the nucleus after a
treatment with LPS [72]. Prolonged LPS treatment of mur-
ine BMMCs causes changes in specific cytokine gene
expression after IgE-antigen stimulation, and Fyn kinase
seems to be involved in a LPS-induced remodeling of the
FceRI signaling pathway (unpublished results). Future
work, on this particular area, will help to understand
how the activation of several pathways contributes to
increase the response to distinct ligands, i.e. enhanced
LPS responsiveness has been associated with an increased
activation of NF-jB, but also with a reduced activation of
the PI3K-Akt pathway [73].

Concluding remarks

During the last years, significant advances have contrib-
uted to our understanding of how the high affinity IgE
receptor forms distinct supramolecular aggregates on
mast cell plasma membrane and transduces signals caus-
ing degranulation and cytokine synthesis. A still incom-
plete but, at the same time, quite detailed description of
the molecular events leading from FceRI crosslinking to
Src kinase activation, adapter phosphorylation, enzyme
translocation and production of diffusible second mes-
sengers has emerged from distinct biochemical studies.
However, some questions are still elusive and remain as
future challenges. One of them is formed by the numer-
ous mechanisms of negative control that must exist in
order to turn off signaling once the large aggregates are
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formed. A number of lipid and protein phosphatases are
incorporated to distinct complexes. Their activation,
together with other non- typical negative regulators,
seems to downregulate signals from the FceRI receptor
[16]. A novel recently obtained result is that the same Src
family kinase that generates the initial positive signal
(Lyn), is able to promote loops of negative regulation on
mast cell activation, turning off the Fyn kinase pathway,
responsible for degranulation [45]. The idea that the
same initial kinases are those responsible for downregu-
lation of a specific set of signals, is quite interesting,
since those enzymes could alter the timing and extent of
the partial responses induced by the FceRI receptor. How
those positive and negative signals are sequentially gen-
erated during the process of large aggregate formation,
and how they modify the final outcome is also a problem
that will be addressed in the near future. Detailed studies
on signal transduction in other cellular systems, espe-
cially in those aspects involving the setting of the thresh-
olds for specific responses, will help to understand how
the signaling through this Fc receptor can be translated
in gradual responses. On the other hand, microenviron-
mental conditions, like the presence of LPS or TGF-b, are
able to modify IgE-antigen responses in mast cells, alter-
ing the amount of IgE receptor or changing the basal acti-
vation state of enzymes and transcription factors. Future
studies on the influence of locally produced mediators
on FceRI receptor function, will help to understand
changes in mast cell responsiveness, depending on the
different pathophysiological conditions in which they
are involved, such as innate immunity, allergy and
chronic inflammation.
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Abstract 

 

Mast cells (MC) are central players on allergic diseases due to its capacity of degranulate and 

secrete numerous cytokines and lipid-derived compounds after IgE-antigen-dependent activation 

of the high affinity IgE receptor (FcεRI). Src family kinase Fyn connects FcεRI triggering with the 

synthesis of pro-inflammatory cytokines controlling NFκB activation. MCs also play an essential 

role in the innate response against gram-negative bacteria, being able to produce pro-

inflammatory cytokines after lipopolysaccharide (LPS)-triggered activation of the Toll-like receptor 

(TLR) 4 through the activation of NFκB. As other immune cells, MCs develop the transient 

unresponsive state known as endotoxin tolerance after a prolonged exposure to LPS, 

characterized by the synthesis of a number of proteins able to prevent exaggerated cytokine 

synthesis. The influence of endotoxin tolerance on the IgE-antigen-triggered responses in MC is 

far from being full described. We decided to study the effects of endotoxin tolerance on the IgE-

antigen-mediated responses in MCs and the role of the NFκB-controlling kinase Fyn in the 

potential crosstalk between the TLR-4 and the FcεRI receptor signal transduction systems in 

conditions of endotoxin tolerance. We found that tolerance to endotoxin provokes a sensitization 

of particular IgE-antigen-elicited responses, increasing the amount of TNF-α and IL-6 produced 

after FcεRI crosslinking in bone marrow-derived mast cells (BMMCs). Endotoxin tolerance 

provoked an increased NFκB activity after FcεRI triggering that positively correlates with the 

PKC-dependent phosphorylation of Ser 476 of Akt, elevated PKCα activity and the inhibition of 

PP2A phosphatase in tolerant cells. Fyn kinase was found to be a negative regulator of the 

sensitizing effects of endotoxin tolerance on the FcεRI-dependent responses, since a higher 

degree of sensitization was observed in BMMCs derived from Fyn -/- mice. Finally, Fyn was also 

found to phosphorylate and inactivate PP2A after FcεRI crosslinking in WT cells. In vivo 

intraperitoneal injection of LPS induced a higher TNF-α secretion and cell recruitment after 

IgE/antigen stimulation. Our results indicate that prolonged stimulation of the TLR-4 receptor in 

MC can induce a remodeling of the FcεRI signal transduction system, lowering the amount and 

the activity of PP2A and provoking higher inflammatory responses after IgE-antigen addition.  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La defensa de esta tesis doctoral se llevó a cabo el día 26 de 
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Neurociencias, del Instituto de Fisiología Celular de la 
Universidad Nacional Autónoma de México (IFC-UNAM). 


	Portada
	Índice General
	Resumen
	Prólogo
	1. Introducción
	2. Hipótesis
	3. Objetivos
	4. Diseño Experimental 
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Apéndices
	9. Referencias
	10. Artículos Generados 



