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ABSTRACT

The primary cilium is a non-motile organelle whose axoneme is made of nine
peripheral doublets of microtubules (9+0). Primary cilia (PC) are found in many differentiated
cells, it acts as sensory cellular antennae that could co-ordinate some cellular signalling
pathways. The finding that PC is linked to cell cycle regulation has led to suggestion that it
may play a role in tumor formation. Hedgehog can promote cell proliferation, and excessive
signaling can lead to cancer. We investigated PC in two different model of tumors, with
mesenchymal (gastrointestinal stromal tumor, GIST) and epithelial (vesical urothelial
carcinoma) origins, using multiple cancer biopsies. They were processed following standard
TEM protocol. All samples were provided by the Hospital Clinico Lozano Blesa from Zaragoza.
In bladder carcinoma, tumoral cells presenting PC located just on top of basal lamina. The
beginning of the ciliogenesis is observed in some epithelial cells where centrioles have moved
and lost their typical perpendicular layout. The cilium appears to grow within the cell body. The
axoneme lacks the central pair of microtubules and extends to the outer surface of the
membrane in a short length (100 - 200 nm), making really difficult to locate this nanostructure.
On the other hand, a high percentage of tumoral cells from GISTs present PC (1 - 2 pm
length) projected into the extracellular space and emerged close to nucleus. The axoneme is a
direct extension of a typical basal body. In conclusion, while cilia have been reported to be
absent in most cancers to date, many tumors harboring primary cilia are now being found.
Currently, new lines of research have been developed to investigate the role of primary cilia.

Keywords: primary cilia, Hedgehog, bladder carcinoma, gastric gastrointestinal
stromal tumors, ultrastructure.

RESUMEN

El cilio primario es una organela no moévil formada por un axonema constituido por
nueve dobletes de microtubulos periféricos con estructura 9+0. El cilio primario (CP) se
encuentra en células diferenciadas, actda como antena celular sensorial coordinando vias de
sefializacion celular. El hallazgo de que el CP esté relacionado con la regulacién del ciclo
celular sugiere que éste pueda participar en la formacion de tumores. La via Hedgehog puede
promover la proliferaciéon celular y su excesiva sefalizacién puede conducir al cancer.
Investigamos el CP en dos tumores diferentes, uno de origen mesenquimal (tumor del
estroma gastrointestinal, GIST) y otro de origen epitelial (carcinoma urotelial de vejiga),
usando multiples muestras de biopsias. Fueron procesadas mediante protocolos estandar de
microscopia electréonica de transmision. Todas las muestras fueron proporcionadas por el
Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza. En el carcinoma de vejiga, las células tumorales
que presentan CP estan situadas justo en la parte superior de la lamina basal. El comienzo de
la ciliogénesis se observa en algunas células epiteliales donde los centriolos se han
desplazado y han perdido su disposicion perpendicular tipica. El cilio aparentemente crece
sin cuerpo basal. El axonema carece de par central de microtibulos y protruye al espacio
extracelular con una longitud corta (100-200 nm), siendo realmente dificil localizar esta
nanoestructura. Un gran namero de células del tumor GIST presentan CP con una longitud de
1 - 2 ym, proyectan al espacio extracelular y emergen cercanos al ndcleo. El axonema es una
extension directa de un cuerpo basal tipico. En conclusién, se ha descubierto que numerosos
tumores presentan cilio primario. Actualmente, nuevas lineas de investigacion han sido
desarrolladas para investigar el papel del cilio primario.

Palabras clave: Cilio primario, Hedgehog, carcinoma de vejiga, tumores del
estroma gastrointestinal, ultraestructura.
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1. INTRODUCCION.

1.1. CILIO PRIMARIO.

1.1.1. Antecedentes e historia.

El cilio es considerado una organela que comenz6 a conocerse en la década
de 1950 gracias a la microscopia electronica. En 1954 Fawcett y Porter
consiguieron, tras numerosas observaciones, definir la estructura ciliar.
Posteriormente en 1956, De Robertis descubrié que en algunas células, como por
ejemplo los fotorreceptores de los mamiferos, existia un tipo de cilio diferente al cilio
conocido hasta entonces, carente del doblete de microtibulos central en el
axonema y sin funcion motora. Seria en la década de 1960 cuando se denominase
a esta nueva estructura “cilio primario”. Varios trabajos (Barnes en 1961, Sorokin en
1962, Grillo y Palay en 1963), corroboraron la existencia del cilio primario y
localizaron esta organela en diferentes tipos de células en los tejidos del organismo
de los mamiferos. (1)

Aungue inicialmente el cilio primario fue considerado una organela vestigial,
Poole et al en 1985 propone la hip6tesis de que el cilio primario podria actuar como
“sensor” quimico-mecénico implicado en distintas vias de sefializacion celular. (1)

En el momento actual, nhumerosas investigaciones han incrementado el
conocimiento que tenemos acerca de este cilio y de su importancia en patologia. (1)

1.1.2. Estructura del cilio: Cilio motor y cilio primario.

El cilio, generalmente conocido como cilio motor, es una organela celular
filiforme constituida por haces de microtibulos en su interior y limitada por la
membrana celular. Se compone de dos elementos principales: ElI axonema y el
cuerpo basal. (2)

El axonema crece desde el cuerpo basal y esta formado por nueve dobletes
de microttbulos periféricos que rodean a un par de microtibulos centrales. Cada
doblete presenta un microtabulo completo y la mitad de otro fusionado, de tal forma
gque cada doblete tiene una pared tubular comin en la que comparten
protofilamentos. Esta disposicion se mantiene gracias a la existencia de conexiones
proteicas internas. La union estable de los microtibulos externo e interno que
constituyen los dobletes periféricos, corre a cargo de la accién de la proteina
nexina. Especial relevancia tiene también la proteina dineina, encargada de la
accién motora del cilio, que se encuentra presente en los microtibulos externo e
interno de cada doblete. Este axonema, se origina a partir de un centriolo,
constituyendo el cuerpo basal del cilio. La estructura del cuerpo basal esta formada
por nueve tripletes de microtibulos periféricos con morfologia cilindrica cuya
distribucion guarda simetria con la organizacion del axonema. Igual que ocurre en
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el axonema, en el cuerpo basal los microtibulos comparten protofilamentos.
(2)(3)(Figura 1)

Entre el cuerpo basal y el axonema existe una zona de transicion, llamada
placa basal, que presenta una estructura formada por nueve dobletes de
microtubulos periféricos y una zona electrodensa central donde se encuentran las
tubulinas que daran lugar al par de microtubulos centrales. (2)(3)(Figura 1)
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Fig. 1.- Esquema de la estructura del cilio motor

Una vez conocida la estructura del cilio motor, podemos compararla con la
del cilio primario. El cilio primario est4 formado por un cuerpo basal sobre el que
protruye el axonema. Ambos elementos también estdn unidos gracias a la
existencia de una zona de transicién, igual que ocurre en el cilio motor. (1)

El cuerpo basal se forma a partir del “centriolo madre”. Su estructura esta
constituida por nueve tripletes de microtibulos periféricos, similar a la del cilio
motor. En su porcibn mas distal los tripletes de microtlibulos periféricos estan
asociados fibras transicionales, que enlazan éstos con la membrana plasmatica; a
este nivel se observa con una zona electrodensa central conocida como placa
terminal. EI axonema también emerge desde el cuerpo basal, pero en este caso
presentard una estructura diferente: Nueve pares de microtibulos periféricos con
ausencia del par de microtibulos central qgue encontrdbamos en el cilio motor. Entre
el axonema y el cuerpo basal se encuentra la zona de transicion que contiene
nueve dobletes de microtdbulos periféricos rodeados de una estructura
caracteristica derivada de la membrana ciliar conocida como collar ciliar (“ciliary
necklace”). Ademas del collar ciliar, encontramos otra regién caracteristica de la
membrana conocida como bolsa ciliar (“ciliary pocket”). Ambas estructuras son
regiones especificas de la membrana del cilio primario que actian como barrera
funcional selectiva estableciendo el limite entre la membrana plasmética celular y la
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membrana ciliar. Por una parte encontramos el collar ciliar, que es un dominio
especifico de la membrana visualizado a microscopio electronico como varias filas
de particulas intramembranosas. Esta estructura se unira a los dobletes periféricos
gue se localizan en esta zona de transicion gracias a la existencia de unas fibras
conectoras con forma de “Y”. El collar ciliar presenta proteinas transportadoras
cercanas a la zona de anclaje de las fibras en forma de “Y” que actuan permitiendo
el paso de moléculas al interior del cilio. Por otra parte encontramos la bolsa ciliar.
Esta también es un dominio especifico de la membrana ciliar que aparece, como
veremos mas adelante, cuando se forma el cilio primario y se origina a partir de una
vesicula procedente del Aparato de Golgi. Esta estructura podria actuar como
interfaz con la actina del citoesqueleto y participar en el trafico vesicular asociado al
cilio primario. Ademas de estas dos regiones, la membrana ciliar presenta otras
caracteristicas. Es una membrana que se extiende hasta llegar a fusionarse con la
membrana plasmatica de la célula. Se encuentra altamente especializada y posee
receptores especificos para distintas moléculas sefial, implicadas en diferentes vias
de sefializacion celular. (1)(4)(Figura 2)(Figura 3)
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Fig. 2.- Esquema de la estructura del cilio primario
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Fig. 3.- Estructura del cilio primario en microscopia electronica

Ademas de todo lo mencionado anteriormente acerca de la estructura del
cilio primario, hay que destacar que se produce la pérdida de las dineinas
entrecruzadas presentes en los microtibulos externo e interno de cada doblete,
responsables de la motilidad ciliar (3). Sin embargo, el cilio primario si que conserva
las dineinas citoplasméticas asociadas a los dobletes externos que participan en el
proceso de transporte intraflagelar. (1)(Figura 3)

En lo relativo a la localizacion también existen diferencias entre el cilio
primario y el cilio motor. El cilio motor tiende a localizarse en células epiteliales (por
ejemplo: células del epitelio respiratorio, células ependimarias o células de la
trompa de Falopio). Sin embargo, el cilio primario se encuentra tanto en células
epiteliales (por ejemplo: células del tibulo renal) como en células no epiteliales (por
ejemplo: fibroblastos). (1)

Otra diferencia significativa entre ambos cilios es que cuantitativamente el
cilio motor genera un mayor nimero de copias dentro de las células del organismo,
siendo por tanto una organela mdltiple. Por el contrario, el cilio primario es una
estructura Unica. Ambos cilios presentan también funciones diferentes. La motilidad
es una caracteristica esencial del cilio motor, ausente en el cilio primario. Pero el
cilio primario se comporta como un sensor que recibe estimulos de distinta
naturaleza y participa en vias de comunicacion celular. (1)

El mantenimiento y génesis del cilio para poder llevar a cabo sus distintas
funciones tiene lugar gracias al transporte intraflagelar (TIF). El TIF constituye un
proceso en el cual se produce el movimiento bidireccional entre el axonema y la
membrana de particulas a través de los dobletes de microtibulos externos del
axonema del cilio. Las particulas que participan en este proceso son conocidas
como particulas del TIF o complejo TIF. Estan formadas por dos subcomplejos Ay
B, que a su vez estan constituidos por distintas proteinas TIF. En el subcomplejo
tipo A encontramos las proteinas TIF144, TIF140 e TIF139 entre otras. Mientras
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gue en el subcomplejo B encontramos las proteinas TIF172, TIF88, TIF81, etc. El
complejo TIF se adentra en el cilio a través de las fibras transicionales del cuerpo
basal y el collar ciliar, y se une a la proteina kinesina Il localizada en un doblete de
microtubulos periférico. Se vehiculiza de forma anterdgrada dicho complejo con su
precursor del axonema que contiene proteinas especificas hasta el extremo
axonémico, donde se producira el ensamblaje de las proteinas del TIF al axonema
para mantener la estructura del cilio. Una vez se produce el ensamblaje y el
aumento de tamarfio del axonema, tiene lugar el recambio de productos de desecho
y proteinas antiguas mediante los complejos TIF. Los complejos transportan
productos a través de otro doblete de microtibulos periférico cuando se unen a la
proteina dineina 1b y se vehiculizan retrégradamente hacia la base del cilio, donde
son enviados al citoplasma. El cilio necesita un aporte continuo de proteinas para
mantener su estructura, siendo necesario el funcionamiento permanente del
mecanismo de TIF. Cuando dicho mecanismo es deficiente no se consigue
mantener la estructura ciliar y el axonema tiende a acortarse, incluso llegando a
desaparecer. El malfuncionamiento del TIF también puede traducirse en la
aparicion de un cilio no funcionante que condicione el desarrollo de ciertas
patologias. Otra funcion de este mecanismo es el transporte de proteinas que
participan en distintas vias de sefalizacion celular, como por ejemplo la via
Hedgehog cuya alteracion también supone la aparicion de distintas enfermedades.
(5)(Figura 4)
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Fig. 4.- Esquema del transporte intraflagelar (TIF)

1.1.3. Biogénesis del cilio primario.

La formacién del cilio primario ocurre cuando la célula se encuentra en el
periodo de interfase dentro del ciclo celular. Su biogénesis tiene lugar a partir de un
centriolo madre que formara el cuerpo basal del cilio, y que se encuentra migrando
hacia la superficie celular. Se produce el reclutamiento de una vesicula de Golgi
gue encapsulara el extremo distal de este centriolo. Desde el cuerpo basal,
comienzan a crecer los microtibulos gracias al TIF que permitird el paso de
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proteinas al interior del cilio para elongar esta estructura. Al mismo tiempo se forma
el collar ciliar rodeando los dobletes de microtubulos. El collar ciliar regulara la
interaccion entre la vesicula primaria y el centriolo. Esta vesicula primaria crecera
gracias a la fusién de vesiculas secundarias que se deformaran dando lugar a una
membrana invaginada. Mas adelante tendra lugar la interaccién de esta membrana
neoformada con las fibras transicionales del centriolo formando la estructura
conocida como bolsa ciliar. Ademas, el axonema seguira formandose y creciendo
gracias al correcto funcionamiento del TIF. Finalmente la membrana ciliar distal
acabara por fusionarse con la membrana plasmética apical permitiendo al cilio
protruir hacia el espacio extracelular. (6)(Figura 5)(Figura 6)
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1.1.4. Cilio primario y ciclo celular.

El cilio primario participa activamente dentro del ciclo celular. El ciclo celular
es un proceso de divisibn y replicacibn de material genético complejo que
comprende distintas etapas. Los dos periodos esenciales son: La interfase, que
engloba las fases G1, S y G2, durante la cual se produce un aumento del tamafio
celular asi como la duplicaciéon del centrosoma y la replicacion de DNA, y la fase de
mitosis, durante la cual se produce la division celular propiamente. (7)(8)

El cilio primario, en las células que existe, actla desempefiando diferentes
funciones en dependencia del momento del ciclo en el que se encuentre la célula.
Durante la interfase, suele estar en el citoplasma localizado en la periferia celular
actuando como sensor captando estimulos. Cuando la célula inicia su divisién, el
cilio primario se reabsorbe y se libera el centrosoma para poder formar el huso
mitGtico implicado en proceso de mitosis. Una vez la célula se ha divido en dos
células hijas idénticas el centrosoma migra hacia la periferia celular y el centriolo
madre inicia el proceso de biogénesis del cilio primario. (7)(Figura 7)
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Fig. 7.- Esquema del cilio primario en relacion con el ciclo celular en cuanto al
doble papel de los centriolos: En el ciclo y en la formacién del cilio primario.

1.1.5. Funciones del cilio primario.

El cilio primario puede considerarse como una “antena sensorial” que
coordina un gran niumero de vias de comunicacion celular. Actia como receptor de
estimulos quimicos y/o mecanicos generando sefiales que enviara al interior de la
célula. (2)

La membrana del cilio primario presenta receptores y canales idnico-
proteicos especificos como son el receptor Patched o PTC (implicado en la via
Hedgehog), el receptor del factor de crecimiento asociado a plaquetas o PDGF, el
receptor Frizzled o Fzd (que participa en la via Wnt) y PC1 y PC2 (que actian
como receptores que aumentaran el calcio intracelular) entre otros. No todos los
cilios primarios presentan todos los receptores en su membrana. Esto dependera
del tipo de célula (2)(9). Los distintos receptores de membrana desencadenaran
diferentes vias de sefializacion al unirse con sus respectivos ligandos determinando
distintas funciones dentro de la célula relativas a la proliferacién y diferenciacion
celular, la organogénesis, y el mantenimiento y remodelacion de los tejidos. Es
importante la posible implicacion del cilio en el proceso de oncogénesis y en el
envejecimiento celular. La relacion de esta organela con la formacién de tumores se
basa tanto en la sobreexpresion de ciertas moléculas sefal, que se unen a
receptores activando vias de sefializacion que ordenan la division celular
incontrolada, como en la alteracién de la estructura ciliar por mutaciones en los
genes que codifican las proteinas ciliares y alteracibn de alguna via de
comunicacion celular. (9)(Figura 8)
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Fig. 8.- Esquema sobre las funciones del cilio primario

También hay que hacer mencién a otro papel importante desempefiado por
el cilio como es su participacion en el proceso de embriogénesis. Durante las
primeras fases del desarrollo, el cilio primario determina la simetria izquierda-
derecha en el organismo. (10)

1.2. IMPORTANCIA DEL CILIO PRIMARIO EN MEDICINA: Ciliopatias.

La importancia del cilio primario desde el punto de vista médico radica en
su relacién con el proceso de enfermedad (2). Las ciliopatias comprenden un
conjunto de trastornos genéticos variados, generalmente de herencia autosémica
recesiva, que aparecen tanto por alteracion de las funciones del cilio primario como
por la disrupcion de la estructura ciliar. Las ciliopatias derivan de un espectro de
mutaciones acontecidas en muchos genes distintos con localizacion muy variable,
motivo por el cual son patologias con una amplia variabilidad clinica. (11)

La gravedad y el pronostico de enfermedad estan supeditados a la
intensidad de la lesién y al momento de aparicion de la alteracion ciliar durante el
desarrollo, que puede ir desde la fase prenatal a la postnatal. Dentro del conjunto
de ciliopatias las entidades que habitualmente quedan englobadas dentro de este
tipo de patologia son el sindrome de Bardet-Biedl, la obesidad y la diabetes
mellitus, la degeneracién retiniana, la discapacidad intelectual, la malformacién de
las vias urinarias, la enfermedad quistica renal y la polidactilia entre otras. Ademas
de estas enfermedades, la alteracién del cilio primario presenta un importante papel
en enfermedades de tipo cardiaco, endocrinas y en el cancer. (11)
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La primera patologia que pudo asociarse a la alteracién del cilio primario fue
la poliquistosis renal (1). La poliquistosis renal es una patologia de origen
autosémico dominante o recesivo. En el trastorno quistico renal de origen
autosémico dominante, la formacion de los quistes renales tiene lugar en cualquier
segmento del tabulo colector o de la nefrona; mientras que el origen de los quistes
de herencia autosémica recesiva, tiene lugar en el tubulo colector exclusivamente.
Las mutaciones que condicionan la aparicion de esta patologia son también
heterogéneas. En el trastorno autosomico dominante las mas frecuentes son las
alteraciones de los genes PKD1 y PKD2 que codifican proteinas conocidas como
policistinas. Estas proteinas se localizan en la membrana un cilio primario que actta
como sensor de flujo en las células epiteliales de los tabulos renales. La Policistina-
2, codificada por el gen PKD2, es un canal de calcio que permite el ingreso de iones
calcio en las células. La Policistina-1 que es codificada por el gen PKD1, se cree
gue esta asociada con la proteina Policistina-2 y que ésta regula la actividad del
canal. Los iones calcio son mensajeros celulares muy importantes por lo que el
funcionamiento incorrecto de estas proteinas propicia una disregulacién del calcio
con el desencadenamiento de la enfermedad. Las células epiteliales que recubren
los conductos urinarios que detectan el flujo de la orina fallan en la deteccion
provocando apoptosis de estas células epiteliales renales, lo que conduce a la
formacion tipica de estos quistes. En el trastorno autosémico recesivo los genes
mutados implicados en el desarrollo de enfermedad codifican proteinas conocidas
como fibrocistinas (9). Clinicamente ambos trastornos presentan semejanzas y
diferencias. La entidad de origen autosémico recesivo se caracteriza por la
asociacion de dilataciones quisticas de los tubulos colectores renales, fibrosis
hepatica congénita y en ciertas ocasiones incluso dilatacion no obstructiva de los
conductos biliares. Sin embargo, en la enfermedad autosémica dominante la
enfermedad quistica es de tipo sistémico, con formacién de quistes en mdltiples
O6rganos que asocia manifestaciones extrarrenales graves como por ejemplo
hipertensién arterial, insuficiencia renal, etc. Con respecto al diagndstico de dicha
enfermedad, la prueba de eleccién es la ecografia renal. En el trastorno de tipo
autosémico recesivo la ecografia muestra la presencia de dilataciones dentro del
6rgano y unos rifiones de pequefio tamafio hiperecogénicos, siendo la diferencia
principal con respecto al trastorno de tipo autosémico dominante dicho tamafo
renal. En este Ulitmo caso, la ecografia renal mostrara rinones aumentados de
tamafo que asociaran dilataciones quisticas. El tratamiento de ambos tipos de
trastornos es de tipo sintomatico principalmente, y va encaminado a evitar
complicaciones y a enlentecer la progresioén para asi controlar la evolucién de la
enfermedad en la medida de lo posible. Es importante la deteccion precoz y el
tratamiento de manifestaciones como la hipertension arterial mediante IECAs o
ARAII, farmacos antihipertensivos que actdan sobre el sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Con respecto al tratamiento de la insuficiencia renal, éste dependera
del grado de insuficiencia del paciente llegando incluso a medidas como dialisis o
trasplante renal. (12)

La poliquistosis renal es por tanto una ciliopatia a tener en cuenta dada su
gravedad en los casos mas extremos y a su repercusion en la calidad de vida del
paciente en casos no tan extremos. A través de dicha entidad se puede decir que
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las ciliopatias son enfermedades cuya base molecular es un tema relevante. Por
este motivo el conocimiento clinico de la enfermedad, el conocimiento de la base
genética, asi como el avance tecnoldgico referente a las técnicas de screening de
enfermedad, deberian permitir identificar el defecto molecular precozmente en los
pacientes afectados con el fin de plantear nuevos tratamientos mas eficaces. En un
futuro se espera que se expanda nuestro conocimiento sobre la base bioldgica del
cilio primario con el fin de causar un gran impacto que mejore el diagnostico,
tratamiento y prondstico de las distintas ciliopatias. (13)

1.3. RELACION ENTRE CILIO PRIMARIO Y CANCER.

El descubrimiento de la implicacién del cilio primario en la progresion y
regulacion del ciclo celular ha planteado la posibilidad de que esta organela esté
implicada en la génesis del cancer. Esta hipétesis ha sido aceptada por varios
estudios, realizados con muestras de distintos tipos de tumores con el fin de
determinar la existencia del cilio primario en células tumorales. El cilio primario
juega un doble papel dentro de la génesis de un tumor, ya que puede aparecer
como cilio funcional en el cual se altere una via de comunicacion que desencadene
una proliferacion celular continua y descontrolada, o presentar una disfuncion ciliar
gue pueda incluso hacer desaparecer dicha organela. (14)

1.3.1. Vias de sefalizacion en las que esta implicado el cilio
primario: Hedgehog.

La via de sefializacion Hegdehog (Hh) es una via de comunicacién celular
gue actia regulando el crecimiento y desarrollo de las células; en condiciones
basales se encuentra inactivada. Esto ocurre cuando tiene lugar la ausencia de
ligando Hh. El ligando Hh es un péptido secretado por células del entorno que actia
como molécula sefalizadora. Existen diferentes ligandos Hh entre los que
encontramos: Sonic Hh (Shh), Indian Hh (Ihh) y Desert Hh (Dhh). El cilio primario
estd relacionado con esta via dado que alberga en su membrana receptores de
ésta molécula sefal o ligando (15). Este ligando es responsable del inicio de la
cascada de sefializacion al unirse con su correspondiente receptor Patched (PTC).
Cuando dicha unién no tiene lugar, el receptor PTC bloguea Smoothened (SMO),
inhibiendo su activacibn. SMO es una proteina G que actda como transductor,
responsable de enviar sefales al interior de la célula y que puede encontrarse
secuestrado en una vesicula intracelular alejado de la superficie o insertarse en la
membrana plasmatica. Cuando se produce el bloqueo de SMO a través de PTC no
se envia ninguna sefial intracelular y por tanto no hay continuidad de la via. (15)
(Figura 9)

La via Hedgehog se inicia cuando el ligando Hh se une a PTC, eliminando
su efecto inhibitorio sobre SMO. SMO que se encontraba en el interior de una
vesicula, es fosforilado, llega a la superficie celular y se produce su traslocacién al
cilio primario. SMO se desbloquea e inicia la cascada intracelular. (16)(Figura 7)
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La proteina G activada (SMO) estimulara la adenilato ciclasa que actuara
aumentando la concentracion de AMP ciclico (AMP-c). A su vez se producira la
activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP-c (PKA). Esta enzima actla
catalizando la transferencia del grupo fosfato terminal desde el ATP a un residuo
especifico de ciertas proteinas diana, determinando de esta forma su actividad
concreta. (15)(Figura 9)

Llegados a este punto la PKA actla activando a su vez los factores de
transcripcion Gli. Los factores de transcripcion Gli mas frecuentemente involucrados
en esta via de sefalizacion celular son Glil, Gli2 y Gli3. La proteina Supressor of
Fused (SUFU) participa en el proceso de formacion de las formas activadoras e
inhibidoras de los factores Gli, en dependencia de la presencia o ausencia de Hh en
la via de sefializacion. Estos factores Gli en su forma activada se adentran en el
nacleo celular y permiten la expresion de genes diana Hh que favorecen la
proliferacion y diferenciacion celular. (2)(15)(Figura 9).

§ehog Signaling in Mammals

R°P"“Gi°"‘ °: 1 oy = Target Genes
Tu(':;' u::)' g {55 (WNT, Pic, BMP)

Fig. 9.- Esquema de funcionamiento de la via Hedgehog
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Una vez conocido el funcionamiento de la via Hh, hablaremos acerca del
papel del cilio primario dentro de ella. Ciertos componentes de la via estan
localizados en el cilio primario y su regulacion depende de esta organela. La
alteracion de estos componentes supondra el anormal funcionamiento de este
mecanismo de comunicacion celular. Las consecuencias de la alteracion de la via
Hh son multiples. Puede provocar malformaciones durante la fase de desarrollo en
la embriogénesis, y la codificacion de proteinas andbmalas que se traducira en la
aparicion de distintas patologias. (14)

1.3.2. Via de sefializacion Hedgehog y cancer.

El mecanismo de produccion del cancer a consecuencia de la alteracion de
la via Hh es doble. Puede ocurrir tanto por sobreexpresion de ligandos Hh como por
mutacion de proteinas que componen la via. La alteracién de la via puede tener
lugar a nivel de factores de transcripcion Gli. En ciertos estudios realizados con
ratones genéticamente modificados, se demostraba que en ausencia del cilio
primario, SMO era incapaz de activar la via Hh y los tumores eran incapaces de
formarse. Sin embargo, cuando se activaba la via de forma artificial o “ectdpica”
mediante la expresion de un factor Gli activado, la ausencia del cilio asociada a la
accion de dicho factor Gli en su forma activadora se traducia en un incremento de la
génesis del tumor. Otros estudios centrados en la forma represora del factor de
transcripcién Gli demostraron que la presencia de cilio primario es responsable de
la génesis de este factor. El factor Gli represor podria actuar equilibrando la accion
llevada a cabo por su factor opuesto activador, enlenteciendo el crecimiento
tumoral. En ausencia del cilio primario, esta forma represora no era suficiente para
contrarrestar la accion de su forma activadora, generando incluso un aumento del
crecimiento del tumor. Ademas de todo esto, el anormal funcionamiento de la via
Hh también puede ocurrir por alteracién de cualquier otro nivel de la misma. SMO
puede presentar mutaciones que activen la via de sefalizacion sin regulacion
alguna, actuando como un oncogen que desencadene procesos tumorales.
Componentes como son PTC y SUFU presentan también una regulacién cilio-
dependiente, hecho por el cual son susceptibles de sufrir alteraciones y condicionar
el correcto funcionamiento de la via Hedgehog. (14)(15)

1.3.3. Carcinomas uroteliales.

El carcinoma de vejiga es la patologia maligna mas frecuente del tracto
urinario. Actualmente se clasifica de dos formas diferentes. La primera clasificacion
es la clasificacion TNM habitual segun tamafo, afectacion ganglionar y metastasis a
distancia, y la segunda es segun su grado de diferenciacion tumoral. Esta ultima
clasificaciéon se desarrolld en 2004 y defini6 nuevas categorias entre lesiones
planas y papilares, donde encontramos neoplasias papilares uroteliales con bajo
potencial de malignidad y los carcinomas uroteliales de bajo y alto grado. El grado
intermedio quedd excluido de esta nueva clasificacion. Ambos sistemas tienen valor
pronostico, siendo el prondstico global de la enfermedad variable en dependencia
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del estadio en que se encuentre el tumor. Por lo general su tasa de mortalidad es
de 1,1-4/100.000 habitantes, en dependencia del sexo del paciente. (17)

1.3.4. Tumores del estroma gastrointestinal (GIST).

Los tumores GIST son los tumores mesenquimales méas frecuentes que
afectan al tracto gastrointestinal. Presentan en su mayoria marcadores c-Kity CD34
positivos y se piensa que derivan de las células intersticiales de Cajal (ICC) o de
sus células progenitoras. En un estudio de microscopia electrénica (ME), se
observa que las células tumorales presentan caracteristicas ultraestructurales
similares a las de las células de Cajal. Las ICC tienen cilio primario, hecho por el
cual se ha planteado la posibilidad de que algunas células neoplasicas del GIST
puedan presentar cilio primario en su interior. (18)

2. OBJETIVOS.
Los objetivos de este trabajo fin de grado son diversos y se resumen en:

1) Realizar una amplia revision bibliogréfica sobre el cilio primario y su relacion
con el cancer.

2) Conocer las técnicas de ME necesarias para observar esta organela.

3) Realizar la busqueda del cilio primario en células de carcinoma de vejiga.

4) Sobre imagenes de ME previamente obtenidas, realizar un estudio
comparado de la morfologia y localizacién del cilio primario en dos tipos de
tumores, uno de origen mesenquimal, tumor del estroma gastrointestinal
(GIST) y otro de origen epitelial, carcinoma de vejiga.

3. MATERIAL Y METODOS.

Para realizar nuestra pequefia investigacion hemos utilizado biopsias de los
dos tipos de tumores, GIST gastrico y carcinoma urotelial de vejiga, que cumplian
criterios histoldgicos de inclusion. Las muestras de tejido tumoral fueron obtenidas
del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa de Zaragoza. Una vez tomadas las biopsias, las distintas muestras sufren un
proceso especifico de preparacién para visualizado a microscopio electrénico de
transmisién en sucesivos dias. Inicialmente la muestra es tallada y luego se realiza
un proceso de fijacion mediante inmersion en el fijjador toda una noche a
temperatura ambiente. El fijador de eleccion es el Glutaraldehido al 2% en el Bufer
Fosfato Salino (PBS), de accién inmediata, actla creando puentes entrecruzados
en las proteinas de las membranas. Luego, se realizan tres lavados durante 5
minutos de la muestra en una solucién tampon PBS, para después comenzar el
proceso de inclusién. Se elimina el dltimo lavado y se afiade la solucion de
Tetréxido de Osmio al 2% en PB 0,1M. El osmio es uno de los metales pesados
gue se utilizan ya que tienen doble funcidn, por una parte fijan los lipidos y por otra
se unen en las zonas hidrofilicas de las células proporcionandoles densidad al paso
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de los electrones. Cuando la solucion de Tetréxido de Osmio comienza a adquirir
un color vino se retira inmediatamente. En este momento la muestra se lava con
agua y se procede a su deshidratacion. Para deshidratar se utilizan cetonas o
alcoholes de concentracion creciente hasta alcanzar el 100% de concentracion.
Cuando se alcanza el 70% de concentracion, la muestra se contrasta con Acetato
de Uranilo. Una vez se completa el proceso de deshidratacion y se elimina el agua
de la muestra, se lava con Oxido de Propileno a temperatura ambiente. El agua
extraida de la muestra serd sustituida por un polimero plastico que aumentara la
consistencia el tejido conocido como Araldita. Una vez la muestra esta embebida de
Araldita se coloca en un molde a 70°C; tras 48-72h de polimerizacion obtenemos un
bloque. Una vez retallado en el piramidotomo con cuchillas de vidrio, se realizan
los cortes mediante un ultramicrotomo, con cuchilla de diamante. Los cortes
realizados pueden ser semifinos o ultrafinos en funcion del grosor de las secciones.
Los cortes semifinos se recogen en portaobjetos, se tifien con azul de Toluidina y
se observan en el microscopio 6ptico. Los cortes ultrafinos se recogen en rejillas y
se contrastan con Nitrato de Plomo. En este momento las muestras estan
preparadas para verlas en el microscopio electrénico de transmisién (MET).

4. RESULTADOS.

Para estudiar el cilio primario hemos utilizado dos tumores diferentes, uno
de origen mesenquimal (tumor del estroma gastrointestinal, GIST) y otro de origen
epitelial (carcinoma urotelial de vejiga). Gracias a nuestra pequefia investigacion, en
los tumores uroteliales de bajo grado, se evidencia la existencia de una hiperplasia
de las células epiteliales. Estas aparecen ordenadas en un plano perpendicular al
eje de la papila de la vejiga pero con su espesor aumentado, presentan entre
dieciséis y veinte capas, que cuantitativamente difieren de las ocho capas que suele
presentar el urotelio normal (Figura 10).

Fig. 10.- MET: Hiperplasia celular del urotelio en carcinomas de vejiga de bajo grado. Se aprecia
aumento del nimero de hileras celulares.



Pagina 18 de 29

En la muestra de tejido se observan dos tipos de células neoplasicas dentro
del mismo tumor. Las primeras son células que se caracterizan por presentar un
nacleo ovalado y voluminoso con eucromatina muy desespiralizada, o que nos
hace pensar que existe actividad transcripcional importante dentro de ellas. Asocian
heterocromatina marginal que perfila la envoltura nuclear. Esta envoltura presenta
profundas invaginaciones que pueden incluso llegar de un lado al opuesto de la
célula (Figura 11A). Su nucléolo es caracteristico, muy prominente con estructura
fibrilar (Figura 11B). Podriamos decir que el citoplasma es escaso y con una
electrodensidad media (Figura 11C), en él vemos saculos de reticulo endoplasmico
granular proximos a dictiosomas y abundantes polirribosomas libres que soélo
pueden verse a gran aumento. Las células se encuentran contactando entre si a
través de prolongaciones digitiformes y desmosomas puntiformes (Figura 11C). De
especial interés es la presencia de cuerpos multivesiculares conteniendo vesiculas
de diferentes tamafios (Figura 11D). En el citoplasma es notable también la
presencia de abundantes filamentos. (Figura 11D)

Fig. 11.- MET. Caracteristicas ultraestructurales de las células epiteliales (tipo 1) del carcinoma urotelial de
bajo grado. (A). Profunda invaginacion en la envoltura nuclear de una célula epitelial. (B). Nucléolo
caracteristico. (C). Citoplasma de célula epitelial con mitocondrias, saculos de reticulo endoplasmico,
dictiosomas. Se muestran prolongaciones digitiformes y desmosomas que ponen en contacto unas células
con otras. (D). Cuerpo multivesicular y flamentos en el citoplasma.
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En menor proporcion y entremezcladas aleatoriamente encontramos el
segundo tipo de células que mencionamos previamente. Difieren en sus
caracteristicas de las primeras, ya que presentan un nucleo mas electrodenso con
aumento de la cantidad de heterocromatina condensada (Figura 12A). El citoplasma
es menos electrodenso y presenta un citosol con aspecto floculado (Figura 12B).
Estas células presentan una distribucion de organulos similar a las primeras, sin
embargo, destaca la presencia de un mayor numero de mitocondrias todas ellas
con mayor electrodensidad de las crestas mitocondriales (Figura 12B). En la
proximidad del ntcleo encontramos los centriolos con su localizacion habitual.

Y LA LGS R AR § RS :
Fig. 12.- MET (A). Células del carcinoma urotelial: Unas con citoplasma de electrodensidad media y
nucléolo caracteristico (*), otras con citoplasma de menor electrodensidad y aumento de heterocromatina
condensada en el nicleo (**). (B). Detalle de célula con citosol floculado, mitocondrias, nicleo con
heterocromatina muy condensada y centriolos.

El cilio primario se localiza en las células uroteliales descritas en primer
lugar. En este estudio se constata que en dichas células ocurre un proceso de
activacion de los centriolos: Los dos centriolos abandonan su posicion
perpendicular, y se colocan siguiendo un eje paralelo uno a continuacién del otro,
ambos migrando hacia la periferia del citoplasma celular (Figura 13A y 13B). Las
células en las que hay cilio primario se encuentran en contacto con la lamina basal
(Figura 13C). Cuando se activan los centriolos para formar el cilio primario
aparecen las fibras transicionales que unen el cuerpo basal a la membrana
plasmatica de la célula (Figura 13D). En ocasiones esta activacion se observa
también en centriolos cercanos al nicleo en los que se observan satélites
pericentriolares y como desde el corpusculo basal se origina el cilio primario por
polimerizacion de los dobletes de microtibulos (Figura 13E y 13F). En algun corte,
en el cuerpo basal, se observan pequefias vesiculas que llegan desde el Golgi, lo
gue demuestra la relacion existente entre estos dos organulos a través del
transporte intraflagelar (Figura 13F). En sélo algunas ocasiones se puede observar
como desde el cuerpo basal proyecta el axonema hacia el espacio extracelular
(Figura 14A y 14B) pero tiene un tamafio muy reducido de 100-200 nm. En corte
transversal observamos la estructura de los dobletes de microtubulos del cilio
primario en su axonema (Figura 14C y 14D); conceéntrica a la membrana ciliar se
observa la membrana plasmatica de la célula, entre ambas membranas se
encuentra el espacio delimitado por la bolsa ciliar.
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Fig. 13.- MET. (A). Activacion de los centriolos en la célula tumoral. (B). Detalle de la imagen 13(A): Se
observa el abandono de la posicion perpendicular de los centriolos y su migracion a la periferia celular. (C).
Cilio primario localizado en células que se apoyan en la lamina basal. (D). Detalle de la imagen 13(C) donde
se observa el cilio primario con las fibras transicionales. (E). Centriolo con fibras transicionales y satélites en
el citoplasma celular. (F). Detalle de la imagen 13(E). Se aprecian vesiculas del Golgi durante el proceso de

transporte intraflagelar.
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Fig. 14.- MET (A). Cilio primario protruyendo a espacio extracelular. (B) Detalle de imagen 14(A). Se
observa pequefio tamarfio ciliar. (C). Célula carcinoma urotelial con cilio primario en periferia celular. (D).
Detalle de imagen 14(C). Se observa la estructura de microtibulos del axonema con nueve dobletes de
microtUbulos periféricos.

Para comparar la estructura del cilio primario hemos elegido como modelo
de tumor de origen mesenquimal los tumores del estroma gastrointestinal (GIST).
Hemos utilizado imagenes que obtuvimos en el microscopio electronico buscando
esta estructura en rejillas que ya habian sido estudiadas para una publicacion
anterior. En esta publicacion se demuestra una amplia variabilidad en cuanto a las
células tumorales del GIST gastrico gracias al examen ultraestructural de material
obtenido de este tumor. Se evidencia tras una exhaustiva busqueda la presencia de
cilio primario en algunas de las células tumorales que componen el GIST, pero no
en su totalidad. En las muestras del tumor GIST se visualizan dos tipos de células
tumorales: Epitelioides y fusiformes. Las de tipo epitelioide se caracterizan por
presentar una morfologia redondeada y pequefio tamafio que tienden a distribuirse
formando grupos celulares. (Figura 15A y 15B)(18)
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Estas células estdn conectadas entre si  mediante pequefias
interdigitaciones y por alguna uniéon de tipo puntiforme (Figura 15C). Presentan
mitocondrias y abundantes polirribosomas y filamentos intermedios. Especialmente
llamativos son los microtibulos observados en el citoplasma y la presencia de
cuerpos multivesiculares (Figura 15D). Es caracteristico de estas células que
préoximo al ndcleo aparezca una vacuola de gran tamafio (Figura 15E), y que su
reticulo endoplasmico granular derivado del aparato de Golgi se organice de forma
concéntrica. (Figura 15F)(18)

d i e RN S LT
Fig. 15.- MET (A). Tumor GIST con células epitelioides redondeadas y distribuidas en grupos

celulares. (B).Detalle de células epitelioides con citoplasma y nucleo de electrodensidad media. (C).
Células epitelioides conectadas entre si a través de uniones de tipo puntiforme. (D). Cuerpo
multivesicular dentro del citoplasma junto con microtdbulos y filamentos. (E). Gran vacuola proxima al

nuacleo celular. (F). Reticulo endoplasmico concéntrico.
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El cilio primario en estas células proyecta hacia el exterior (Figura 16A). En
algunos cortes podemos observarlo bien formado, con todos sus elementos,
aunque segun el nivel de corte, en ocasiones, solo podamos ver el centriolo madre
qgue lo formar& (Figura 16B). Se realizan mediciones de este cilio que indican que
presenta una longitud de en torno a 1-2 um (Figura 16C y 16D)(18).

Fig. 16.- MET. (A). Cilio primario protruyendo hacia el exterior de la célula formado con sus
elementos. (B). Corte transversal del centriolo madre que constituira el cilio primario. (C) Cilio
primario con sus elementos: Axonema que emerge desde el cuerpo basal. Se observa la bolsa ciliar.
(D). Detalle de imagen 16(C) donde se mide el cilio primario presentando una longitud de 1-2 um.

La otra variante tumoral del GIST esta constituida por células de tipo
fusiforme. Son células de morfologia més alargada (Figura 17A y 17B). También
establecen contacto unas con otras gracias a la existencia de prolongaciones
digitiformes y desmosomas. Las caracteristicas citoplasmaticas son similares a las
de las células epitelioides. Sin embargo, el reticulo presenta una disposicion normal
distinta a la disposicion concéntrica que presentaban las células anteriores.
También contienen cilio primario protruyendo hacia el espacio extracelular. (Figura
17Cy 17D)(18)
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Fig. 17.- MET (A). Células fusiformes agrupadas. (B). Detalle de células fusiformes. En contacto unas
con otras a través de prolongaciones citoplasméticas. Con nucleo alargado y mayor tamafio que las

células epitelioides. (C). Cilio primario localizado en periferia citoplasmética. (D). Detalle de imagen
17(C) donde se observa el cilio primario con sus elementos y el centriolo hijo en eje perpendicular.

Los resultados de esta investigacion demostraron la existencia de cilio
primario en células neoplasicas del GIST. También refieren que la presencia del
cilio primario parece ser importante para el mantenimiento del proceso de
diferenciacion celular. El cilio primario necesariamente desaparece cuando la célula
inicia la mitosis para poder formar el huso mitético, motivo por el cual se piensa que
la pérdida de este cilio primario en los tumores GIST puede ser determinante en el
proceso de proliferacion celular. (18)
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5. DISCUSION.

So6lo un namero limitado de estudios ha examinado la expresion de los
cilios primarios de células tumorales en humanos. En algunos de estos estudios se
observa que en ciertos tumores, como ocurre en el carcinoma renal de células
claras, se produce una disminucién de la frecuencia del cilio en sus células. En las
lesiones intraepiteliales pancreaticas, las células tumorales también estan
desprovistas de cilios primarios (14). Sin embargo, otros tumores presentan
diferentes caracteristicas. Por ejemplo los de sistema nervioso, que también son
objeto de estudio en la actualidad. El glioblastoma es muy agresivo y es
considerado el tumor maligno mas frecuente en la edad adulta del sistema nervioso
central. Tiene un predominio mayor en varones y su supervivencia es inferior al aio
o afio y medio de vida. A través de técnicas inmunohistoquimicas y gracias a la
microscopia electronica se ha podido conocer la existencia del cilio primario en
células neoplasicas que forman este tumor (15). En el caso del meduloblastoma
encontramos tanto ausencia como presencia de cilios primarios en sus células
tumorales que tienden a correlacionarse con distintas variantes anatomopatolégicas
del tumor. Cuando el cilio primario esta presente en células del meduloblastoma, se
ha observado que éste suele ser de tipo desmoplasico. Sin embargo, los
meduloblastomas cuyas células neoplasicas carecen de cilio primario se asocian a
la variante anaplasica, con peor prondstico. Estos estudios plantean la idea de que
la disfuncion ciliar es un evento comun que tiene lugar en las fases tempranas de
formacion de un tumor y que éste cilio puede desaparecer en etapas posteriores del
desarrollo tumoral. (14)

En nuestro estudio hemos analizado la presencia del cilio primario en dos
variantes tumorales y hemos constatado que esta organela presenta caracteristicas
diferentes en cada uno de los tumores. Hemos puesto de manifiesto que en el
carcinoma urotelial la aparicién del cilio primario se produce en las primeras fases
del desarrollo, cuando es manifiesta una hiperplasia celular. El cilio primario solo se
encuentra en células con una localizacion proxima a la lamina basal. Por el
contrario en los GIST el cilio primario se encuentra ampliamente distribuido y su
presencia no depende de la fase de desarrollo del tumor. Existen diferencias en
cuanto a la frecuencia de aparicion del cilio primario en las células neoplasicas,
siendo mas numerosos los cilios primarios localizados en los tumores GIST que en
los carcinomas uroteliales. Las caracteristicas ultraestructurales de ambos tipos de
cilios han sido descritas en los resultados mostrando diferencias notables en la
longitud y en la proyeccién del axonema hacia el espacio extracelular. Los cilios
tienen distintos tamafios, son mucho mas pequefios los presentes en las células
neoplasicas del carcinoma urotelial de vejiga con una longitud de en torno a 100-
200 nm, en comparacién con los de las células tumorales del GIST que presentan
una longitud de 1 - 2 um. Ademas el cilio primario en los tumores GIST presenta un
axonema que esta principalmente expuesto hacia el espacio extracelular, mientras
gue en los carcinomas uroteliales el axonema del cilio escasamente protruye. Por
tanto, la visualizacién del cilio primario en las células neoplasicas es especialmente
complicada, dado su reducido tamafio. Por otra parte, también difieren en cuanto a
las funciones desempefiadas por el cilio en los dos tipos de tumores; en los tumores
GIST el cilio primario probablemente seria un receptor de sefiales de proliferacion
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celular, mientras que los carcinomas uroteliales presentarian un cilio con funciones
relacionadas con el proceso de migracion celular.

A pesar de que el cilio primario es una organela celular comun a las células
neoplasicas, presentan diferencias significativas en cuanto a su morfologia,
localizacion, funciones y en definitiva, relatvas a su comportamiento en
dependencia del tumor en la que esté presente. La literatura actual considera que el
cilio primario podria tener un papel relevante en el proceso de oncogénesis dado
gue guarda una estrecha relacion con el ciclo celular y ademas modula vias de
comunicacion celular. A pesar de todo esto, es necesario continuar con la
investigacion de esta organela con el fin de incrementar nuestro conocimiento
acerca de esta estructura. (2)

6. CONCLUSIONES.

— Con este trabajo hemos demostrado la presencia del cilio primario en células

tumorales de carcinoma urotelial.

— Hemos contrastado las diferencias ultraestructurales y funcionales del cilio
primario con relacién a los GIST y a los carcinomas uroteliales.

— Un mayor conocimiento del cilio primario y de su comportamiento en
diferentes células tumorales podra proporcionar en el futuro una nueva diana
terapéutica sobre la que poder actuar para detener el crecimiento tumoral.
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