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Imagen de cubierta: Transporte intraflagelar en cilio primario. Célula tumoral de 
un GIST.  Autores: Junquera, Iruzubieta.  



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

“Ante el científico está el Universo entero apenas explorado, […], y, en fin, el 
organismo humano, ofreciéndonos en cada célula una incógnita y en cada 

latido un tema de profunda meditación”. 
 Santiago Ramón y Cajal.  

Reglas y consejos sobre la investigación biológica. Los tónicos de la Voluntad.  

 

 

“La medicina no acaba en el hospital, como a menudo se cree, sino que allí no 
hace más que comenzar. Es en el laboratorio donde se buscan las 

explicaciones de la vida en el estado fisiológico y patológico”. 
Claude Bernard.  

Introducción al estudio de la medicina experimental. 
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NOTA INTRODUCTORIA 
 

Esta tesis supone un compendio de cuatro artículos publicados o aceptados para su 
publicación con una misma línea argumental: la presencia e implicación del cilio primario en 
diferentes tipos de tejidos y procesos. 

A continuación citamos las referencias de cada uno de estos trabajos: 
 

1) Supporting evidence of human ENS adult neurogenesis: presence of primary cilia and adult 
neurogenesis markers. Iruzubieta P, Cantarero I, Monzón M, Lahoz M, Junquera C. Cellular 
and Molecular Neurobiology. 2020 Nov 25. doi: 10.1007/s10571-020-01017-8. 

 

2) Hedgehog signalling pathway activation in Gastrointestinal Stromal Tumours is mediated 
by primary cilia. Iruzubieta P, Monzón M,  Castiella T, Ramírez T, Junquera C. Gastric 
Cancer. 2020 Jan;23(1):64-72. doi: 10.1007/s10120-019-00984-2. 

 

3) Stromal cells of giant cell tumor of bone show primary cilia. Castiella T*, Iruzubieta P*, 
Monléon E, Cardiel MJ, Gómez-Vallejo J, Monzón M, Junquera C. * First co-authors. 
Microscopy Research and Technique. In Press. 

 

4) Primary cilia presence and implications in bladder cancer progression and invasiveness. 
Iruzubieta P, Castiella T, Monleón E, Berga C, Muñoz G, Junquera C. Histochemistry and 
Cell Biology. 2021 May;155(5):547-560. doi: 10.1007/s00418-021-01965-2 

 

  



 

  



 

RESUMEN 
 

El cilio primario es una nanoestructura que protuye hacia el exterior celular, constituída por un 
cuerpo basal, originado a partir de un centriolo, un axonema compuesto por un esqueleto de 
microtúbulos y una membrana ciliar que lo recubre. Su estructura hace de él un nodo de 
comunicación entre el medio extracelular (con el que se comunica a través de receptores y 
canales ubicados en la membrana ciliar) y el intracelular. Se ha relacionado con importantes 
funciones de las células eucariotas como el ciclo celular, la señalización química y mecánica, el 
metabolismo celular, los procesos de diferenciación o la migración. Su implicación en la 
diferenciación y proliferación celular lo han relacionado con procesos como la neurogénesis 
adulta del Sistema Nervioso Central o con el Cáncer, aunque aún no se comprenden sus 
funciones exactas. 

En el transcurso de esta tesis hemos analizado la presencia y relaciones de esta estructura en 
diferentes procesos celulares tanto a nivel fisiológico como patológico. Así, se han estudiado 
las implicaciones del cilio primario en la neurogénesis del Sistema Nervioso Entérico 
apuntando a una población de células que presentan cilio primario (las Células Intersticiales de 
Cajal) como posibles células progenitoras neurales en el intestino adulto. Por otra parte, se ha 
analizado la presencia del cilio primario en tumores mesenquimales (Tumores del Estroma 
Gastrointestinal y Tumor de Células Gigantes del hueso) y epiteliales (Carcinoma Urotelial) y se 
ha relacionado con importantes elementos del proceso tumoral, como las vías de señalización, 
la proliferación o la invasión de tejidos próximos. De esta manera se ha confirmado la 
presencia de cilio primario en todos los tipos tumorales estudiados, así como la expresión de la 
vía Hedgehog, mediada por el cilio, y se ha relacionado, en el caso de Carcinoma Urotelial, con 
procesos de Transición Epitelio Mesenquimal, fundamentales para la invasión tumoral de 
tejidos vecinos y a distancia. 

En definitiva, como fruto de los resultados de esta tesis, proponemos que la presencia del cilio 
primario supondría una característica fundamental en poblaciones celulares con unas 
características muy específicas, sugestivas de células madre tanto en situaciones fisiológicas 
como patológicas; en las que esta estructura mediaría importantes funciones como su 
proliferación, su diferenciación o los procesos de migración. Todas estas características harían 
del cilio primario una importante diana para controlar y regular el comportamiento de las 
células madre. 

 

  



 

  



 

ABSTRACT 
 

The primary cilium is a nanostructure which protrudes to the extracellular medium. It consists 
of a basal body originated from a centriole, an axoneme composed by a microtubule skeleton 
and a ciliary membrane which envelopes the axoneme. Its structure makes it a communication 
hub between the extracellular (through receptors and channels located in the ciliary 
membrane) and the intracellular media. It has been related to important eukaryotic cellular 
functions such as cell cycle regulation, chemical and mechanical signaling, cellular metabolism, 
differentiation processes or migration. Its implications in differentiation and proliferation have 
connected primary cilia with processes like Central Nervous System adult neurogenesis or 
Cancer, although its exact functions remains elusive. 

This PhD Project tries to analyse the presence and relations of primary cilia with cellular 
processes both in physiology and pathology. On the one hand, we have studied the 
implications of the primary cilium in Enteric Nervous System neurogenesis, pointing out a 
specific population of ciliated cells (the Interstitial Cells of Cajal) as potential neural progenitor 
cells in adult intestine. On the other hand, primary cilia presence in mesenchymal 
(Gastrointestinal Stroma Tumors and Giant Cell Tumor of Bone) and epithelial (Bladder Cancer) 
tumors has been showed and they have been related to tumoral processes like signaling 
pathways, proliferation or neighbor tissues invasion. Hence, the presence of primary cilia and 
the activation of the cilia-dependent Hedgehog pathway has been confirmed in the tumors 
studied and, in Bladder Cancer, they have been related to Epithelial-Mesenchymal  Transition, 
which is a fundamental clue in epithelial tumor invasion and metastasis.  

To sum up, based on our results, we suggest that primary cilia presence would suppose a 
fundamental feature in specific cell populations, which are suggestive of stem cells both in 
healthy and tumoral tissues. Primary cilia would mediate important functions in these cells 
such as cell proliferation, differentiation or migration. All these elements would make the 
primary cilium an important target for regulating stem cells. 
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5-HT4: Receptor de5-Hidroxi-Triptamina (Serotonina) 

ADAM10: A Disentigrin and Metalloprotease 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico 

Akt: Protein Kinase B 

AMPK: Adenosin MonoPhosphate Kinase 

ANO1: Anoctamin1 

APC: Adenomatous Polyposis Coli 

Arl13b: ADP Ribosylation Factor Like GTPase 13B 

Arl6: ADP Ribosylation Factor-Like Protein 6 

ARN: Ácido Ribonucleico 

Ascl1: Achaete-Scute homolog1 

ATG16L: Autophagy Related 16 Like 1 

ATR: Ataxia Telangiectasiaand RAD3-related 

BBS4:Bardet Biedl Syndrome 4 

BBSoma : Bardet-Biedl Syndrome-oma 

BCL2: B-Cell Lymphoma 2 

BLBP: Brain Lipid Binding Protein 

BMP4: Bone Morphogenetic Protein 4 

BrdU: Bromodesoxi-Uridina 

CAF: Cancer-Associated Fibroblasts o Fibroblastos Asociados al Cáncer 

CAMK: Calcium/Calmodulin Kinase 

CBFA1: Core-binding factor subunit alpha-1 (equivalente a Runx2) 

CCNB1:CyclinB1 

CCND1-2:CyclinD1-2 

CCNE:CyclinE 



Abreviaturas 

4 
 

CD__: Cluster of Differentiation (lleva asociado un número). 

CDC25B: Cell Division Cycle 25B 

CDK5: Cyclin Dependent Kinase 5 o Kinasa Dependiente de Ciclinas 5 

CDO: Cell adhesion-associated oncogene regulated 

Cep164: Centrosomal Protein of 164 KDa 

Cep290: Centrosomal protein of 290 kDa 

Cep97: Centrosomal protein of 97kDa 

CFLAR: CASP8 And FADD Like Apoptosis Regulator 

CK1: Casein Kinase 1 

CP110: Centriolar coiled-coil protein of 110 KDa 

CSL: CBF1–Suppressor of Hairless–LAG1 

DCX: Doublecortin o Doblecortina 

DDL1-3: Delta-Like Ligand 1-3 

Dhh: Desert Hedgehog 

Disp: Dispatched 

Dlx2: Distal-Less Homeobox 2 

Dvl: Dishevelled 

EDNRB: Endothelin Receptor type B o Receptor de la Endotelina de tipo B 

EGSMP: Submucous plexus enteric gliao  glía entérica del plexo submucoso 

EGMP: Myenteric plexus enteric gliao  glía entérica del plexo mientérico 

EGMucosa: Mucosa enteric gliao  glía entérica de la mucosa 

EGIM: Intramuscular enteric gliao  glía entérica intramuscular 

EGF: Epithelial Growth Factor o Factor de Crecimiento Epitelial 

EHD: EPS15 homology (EH) domain-containing proteins 

eIF4E: eukaryotic Initiation Factor 4E 

ELCS: Nuclear envelope-limited chromatin sheets 

EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition o Transición epitelio-mesenquimal 



Abreviaturas 

5 
 

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 

ESCRT: Endosomal Sorting Complexes Required for Transport 

EVC:Ellis-van Creveld Syndrome protein 

Fbw7: F-Box And WD Repeat Domain Containing 7 

FGF: Fibroblast Growth Factor o Factor de Crecimiento de Fibroblastos 

FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor o Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblastos 

FOXC2: Forkhead Box C2 

FOXF1: Forkhead Box F1 

FOXL1: Forkhead Box L1 

FOXM1: Forkhead M1 

FST: Follistatin 

GABA: Gamma-Aminobutiric Acid o ácido gamma-aminobutírico 

GDNF: Glia Derived Neurotrophic Factor o Factor Neurotrófico Derivado de la Glia 

GEF: Guanine Exchange Factor o Factor Intercambiador de Guanina 

GFAP:Glial Fibrillary Acidic Protein o Proteína GlioFibrilar Ácida 

GIST: GastroIntestinal Stroma Tumour o Tumor del Estroma GastroIntestinal 

GLAST: Glutamate Aspartate Transporter 

Gli: Glioma-Associated Oncogen 

GPCR: G-protein couple Receptor o Receptor asociado a proteínas G 

GREM1: Gremlin 1 

GRK2: G Protein-Coupled Receptor Kinase 2 

GSK3β: Glicógeno Sintasa Kinasa 3β 

Gsx2: Genetic-Screened Homeobox 2 

GTP: Guanosine triphosphate o Guanosina Tri-Fosfato 

HDAC: Hystone Deacetylase 

Hh: Hedgehog 

HHIP: Hh interacting protein 



Abreviaturas 

6 
 

HIFα: Hypoxia Induced Factor αoFactor Inducido por Hipoxia α 

HSPG: Heparan Sulphate Proteglycan o Proteglicano Heparán-Sulfato 

ICC: Interstitial Cell of Cajal o Células Intersticial de Cajal 

IFT20: Intraflagellar Transport 20 

IFT-A: Intraflagellar Transport A 

IFT-B: Intraflagellar Transport B 

IGF: Insuline-Like Growth Factor o Factor de Crecimiento Similar a Insulina 

Ihh: Indian Hedgehog 

IkB: Inhibidores kB 

JAG2: Jagged Canonical Notch Ligand 2 

JNK: c-Jun N-terminal Kinases 

Kif24: Kinesin Family Member 24 

Kif2A: Kinesin Family Member 2A 

Kif3A: Kinesin Family Member 3A 

LATS1/2: Large Tumor Supressor 1 y 2 

LGR5: Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled Receptor 5 

LKB: Liver Kinase B 

LRP: Low density lipoprotein Related Protein 

MAM: Mastemind 

MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase 

MIB1: Mindbomb E3 ubiquitin-protein ligase 

miRNA: micro Ribonucleoid Acid 

MKS: Mekel Syndrome related proteins 

MOB1A/B: Mps One Binder Kinase Activator-Like 1A/B 

MST1/2: Mammalian STE20-like protein kinase 1 y 2 

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin 

MTORC 1-2: Complejo mTOR 1-2 



Abreviaturas 

7 
 

MVB: Multivesicular bodies o cuerpos multivesiculares 

Nde1:NudE Neurodevelopment Protein 1 

Nek2: NIMA -Never In Mitosis A- Related Kinase 2 

NeuN: Neuronal Nuclear Antigeno Antigeno Nuclear Neuronal 

NF-kB:Nuclear Factor kB 

NICD: Notch IntraCellular Domain o Dominio intracelular de Notch 

NPHP: Nefrocistina 

OCT4:Octamer-binding Transcription Factor4 

OFD1:Oral-Facial-Digital Síndrome1 

PAR:Partitioning Defective 

Pax3: Paired Box 3 

PC1-2: Policistina 1-2 

PCM1Pericentriolar Material 1 

PDAC:Pancreas Ductal Adenocarcinoma o Adenocarcinoma Ductal de Páncreas 

PDGF:Platelet-Derived Growth Factor o Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 

PDGFRA:Platelet-Derived Growth Factor Receptor A 

PDK1: Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1 

PET: Positron Emission Tomography o Tomografía por Emisión de Positrones 

PGP 9.5: Protein Gene Product 9.5 

Phox2b: Paired Like Homeobox 2B 

PI3K: Fosfatidil Inositol 3 Kinasa  

PIP2: Fosfatidil Inositol 3,4 bifosfato  

PIP3: Fosfatidil Inositol 3,4,5 trifosfato 

PKA: Proteína Kinasa A 

PKC: Proteína Kinasa C 

PLP1: Proteolipid protein 1 

POMC: Proopiomelanocortina 



Abreviaturas 

8 
 

PRDM1: (PR/SET Domain 14) 

PRX: periaxin 

PSA-NCAM: Polysialylated Neural-Cell-Adhesion Molecule o Molécula Polisializada de Adhesión 
a Células Neuronales 

Ptch: Patched 

PTEN: Phosphatase And Tensin Homolog 

PTH: Parathyroid Hormone u Hormona Paratiroidea 

PTHLH: Parathyroid Hormone Like Hormone u Hormona relacionada con la Hormona 
Paratiroidea 

RANKL: Receptor activator of nuclear factor-kappa Β ligand 

RB: Retinoblastoma associated 

RGL: Radial Glia-Like o Similar a Glía Radial 

Rheb:Ras homolog enriched in brain 

RMS: Rostral Migratory Stream o tracto migratorio rostral 

ROR2:Receptor Tyrosin kinase-like Orphan  Receptor 2 

RPGRIPL1: Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator Interacting Protein Ligand 1 

Runx2:Runt-related transcription factor 2(equivalente a CBFA1) 

S6K: ribosomal protein S6 kinasa 

SAV1:Salvador 1 

SCUBE2:Signal peptide, CUB domain and EGF like domain containing 2 

Shh: Sonic Hedgehog 

Smo: Smoothened 

SNAI1: Snail Family Transcriptional Repressor 1 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SNE: Sistema Nervioso Entérico 

SNP: Sistema Nervioso Periférico 

Sox10: SRY-Box Transcription Factor 10 

Sox2: SRY-Box Transcription Factor 2 



Abreviaturas 

9 
 

SUFU: Suppressor of fused homolog 

TAZ: Transcriptional coactivator with a PDZ-binding domain 

TCF/LEF: T-cell transcription factor /lymphoid enhancer-binding factor 1 

TEAD: TEA domain family members 

TGFβ: Transforming Growth Factor β 

TLR: Toll-Like Receptors 

TMEM67: Transmembrane protein 67 

TNFα: Tumor Necrosis Factor α o Factor de Necrosis Tumoral α 

TRCP: Beta-Transducin Repeat Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 

TSC: Tuberous Sclerosis Complex 

t-SNARE: target-Soluble NSF-N-ethylmaleimide-sensitive factor- Attachment ProteinReceptor 

Tuj1: Clase III de β-tubulina específica de neuronas 

UPS: Ubiquitin Proteasome System o Sistema Ubiquitina Proteasoma 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor o Factor de Crecimiento Endotelial Vascular 

VENT: Ventral Emigrating Neural Tube cells o células migratorias del tubo neural ventral 

VHL: vonHippel Lindau protein 

v-SNARE: vesicle-Soluble NSF-N-ethylmaleimide-sensitive factor- Attachment ProteinREceptor 

Wnt: Wingless-related integration site. 

YAP: Yes Associated Protein 

ZEB1-2: Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1-2 
 
ZSG: Zona Subgranular 

ZSV: Zona Subventricular 
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1. CILIO PRIMARIO. GENERALIDADES. 
 

1.1. INTRODUCCIÓN, RECUERDO EVOLUTIVO Y CLASIFICACIÓN DE LOS CILIOS. 

Los cilios son estructuras que protruyen al exterior de las células eucariotas en forma de un 
axonema compuesto por nueve dobletes de microtúbulos periféricos cubiertos por una 
membrana ciliar. Estas estructuras poseen un origen evolutivo diferente al de los flagella del 
dominio Bacteria o los archaella del dominio Archaea, produciéndose un interesante ejemplo 
de evolución convergente (Khan and Scholey, 2018) por el que diferentes organismos 
desarrollan estructuras similares de forma paralela sin que tengan un antecedente común. Así, 
el origen evolutivo de los cilios se ha señalado en el Último Ancestro Común Eucariota, de 
donde proceden todas las células eucariotas existentes (Satir et al., 2008). Se ha propuesto que 
el cilio primigenio podría proceder bien de la adquisición de una nueva función del centro 
organizador de microtúbulos hacia una nueva estructura o bien de la incorporación de un virus 
con una morfología similar a la de los centriolos (Satir et al., 2008). Por otra parte, parece que 
las funciones sensoriales, a través de la concentración de proteínas específicas en la 
membrana ciliar, antecedieron a las capacidades motoras de los cilios (Satir et al., 2008). 
 
En las células de mamíferos se han descrito cuatro tipos principales de cilios según posean o no 
un par central de microtúbulos y brazos de dineína que permitan su motilidad (Bernabé-Rubio 
and Alonso, 2017) (Tabla 1, Fig. 1.1): 

 Estructura 9+2 con motilidad: cilios mótiles de diferentes epitelios (respiratorio, 
trompas de Falopio, ependimario, etc.) y flagelo de los espermatozoides. 

 Estructura 9+2 sin motilidad: cilios de las neuronas sensoriales olfativas y kinocilio de 
las células ciliadas del oído interno (Falk et al., 2015). 

 Estructura 9+0 con motilidad: cilio nodal de las células nodales que determinan la 
asimetría izquierda-derecha del organismo. 

 Estructura 9+0 sin motilidad: cilio primario, presente en gran variedad de células y 
relacionado con múltiples funciones sensoriales, de señalización celular, proliferación y 
diferenciación. 

Tabla 1. Clasificación de los tipos de cilios en células de mamíferos. 
 Estructura 9+2 Estructura 9+0 

Motilidad Cilios mótiles de epitelios, 
flagelos 

Cilio nodal 

No motilidad Kinocilio del oído interno, cilios 
neuronas olfativas 

Cilio primario 

 

 

En esta tesis nos hemos centrado en el cilio primario y sus implicaciones en procesos de 
diferenciación y proliferación celular tanto a nivel fisiológico (neurogénesis entérica) como 
patológico (diferentes tipos de cáncer). 
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Fig 1.1. Cortes transversales de los diferentes tipos de cilios. En la imagen se pueden observar las 
características de los cuatro tipos de cilios descritos en las células de mamíferos: 9+2 mótil, 9+2 no mótil, 
9+0 mótil y 9+0 no mótil. Modificado de Bernabé-Rubio and Alonso 2017. 

 

El cilio primario fue descrito por primera vez por Zimmerman en 1898, si bien fue Sorokin 
(Sorokin, 1968) quien lo denominó por primera vez cilio primario en referencia a que era el 
primero en aparecer en la diferenciación celular del pulmón (frente a los cilios mótiles del 
epitelio pulmonar, que aparecen posteriormente) (Tabla 1.1). Aunque inicialmente se planteó 
que el cilio primario podría ser un mero vestigio celular, posteriormente se ha demostrado su 
importancia fundamental en diferentes procesos celulares como el ciclo celular, la autofagia, la 
polaridad celular y su participación en diferentes vías de señalización químicas y mecánicas ( 
Satir et al., 2010; Malicki and Johnson, 2017). 

Muestra del interés suscitado por esta estructura en la comunidad científica es el número 
creciente de publicaciones relacionadas con el cilio primario en los últimos años (Fig. 1.2). En 
este sentido, caben destacar dos puntos de inflexión: a partir de la década de 1960, cuando se 
iniciaron los estudios ultraestructurales del cilio primario y momento en el que se acuñó este 
término por Sorokin; y a partir del año 2003, cuando se realizan los primeros trabajos que 
vinculan el cilio primario con funciones sensoriales y, en concreto, con la transducción de 
señales mecánicas y de diferentes vías de señalización (Bloodgood, 2009). 

 
Fig 1.2. Artículos publicados en PubMed sobre el cilio primario en el último siglo. La imagen muestra 
los artículos sobre cilio primario por año. La gráfica muestra una tendencia creciente en los últimos 20 
años, demostrando el interés que ha suscitado recientemente esta estructura. 
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1.2. ESTRUCTURA DEL CILIO PRIMARIO 

El cilio primario está compuesto, fundamentalmente, por tres partes: el cuerpo basal, la zona 
de transición y el axonema (Fig. 1.3). 
 
El cuerpo basal (Fig. 1.3A y 1.3E) procede de un centriolo modificado (también denominado 
centriolo materno) y, como tal, está compuesto por 9 tripletes de microtúbulos. A diferencia 
de los microtúbulos del citoesqueleto o del propio axonema (compuestos por tubulina α y β), 
el cuerpo basal presenta tubulina α, β, γ, δ y ε (Vertii et al., 2016). El cuerpo basal se ancla a la 
membrana del bolsillo ciliar (“ciliary pocket”) a través de las fibras de transición (Malicki and 
Johnson, 2017) (Fig. 1.3D) y presenta unos agregados proteicos (llamados apéndices 
subdistales) que se han relacionado con la activación del centriolo materno, así como con la 
orientación espacial del cilio primario (Mazo et al., 2016)  y a los que se anclan microtúbulos 
del citoplasma (Mirvis et al., 2018). El centriolo materno mantiene una estrecha relación con el 
centriolo hijo y con el aparato de Golgi, que también está mediada por proteínas de los 
apéndices subdistales (Mazo et al., 2016). Además, del cuerpo basal emergen unas raíces 
ciliares, formadas por la proteína Rootletina, cuyas funciones exactas se desconocen aunque 
se ha sugerido su importancia en la estabilidad del cilio (Turn et al., 2021) 
 
La zona de transición, localizada entre el cuerpo basal y el axonema, actúa como una 
compuerta que controla de forma específica el tránsito de proteínas y lípidos entre el 
citoplasma y el compartimento intraciliar, logrando así una composición proteolipídica 
cuantitativa y cualitativamente diferente al resto de la célula (Garcia-Gonzalo and Reiter, 
2017). En esta zona aparece el collar ciliar (“ciliary necklace”) (Fig. 1.3C) que se caracteriza por 
la presencia de bandas de partículas intramembranosas a las que se anclan los denominados 
enlaces en “Y”. Los enlaces en “Y”, o enlaces en forma de copa, están unidos por su base al 
cuerpo basal, mientras que los dos brazos se unen a las partículas del collar ciliar. El collar ciliar 
y los enlaces en Y se han relacionado con el paso selectivo de proteínas y lípidos al interior del 
cilio y al ensamblaje de proteínas de la membrana ciliar. El collar ciliar presenta una 
composición específica, diferente de la del resto del cilio (Gilula and Satir 1972; Satir and 
Christensen 2006). 
 
El axonema (Fig. 1.3B), compuesto por 9 dobletes de microtúbulos sin par central, estructura 
9+0, protruye hacia el medio extracelular donde entra en contacto con diferentes señales 
químicas y mecánicas (Malicki and Johnson, 2017). Estos microtúbulos sufren diferentes 
modificaciones post-traslacionales relacionadas con la estabilización de los polímeros de 
tubulina (acetilación, detirosinación, glutaminación, glucosilación…) (Wloga et al., 2017). No 
obstante, el axonema presenta una gran actividad de polimerización y despolimerización, 
especialmente, en la zona más distal, haciendo del cilio una estructura enormemente dinámica 
(Satir and Christensen 2006; Ishikawa and Marshall 2011). El axonema se encuentra envuelto 
por la membrana ciliar, continua a la membrana plasmática pero con una composición 
diferente como consecuencia de su origen a partir de vesículas del aparato de Golgi (ver más 
adelante) (Malicki and Johnson, 2017). Esta membrana presenta unas invaginaciones en su 
base, denominadas bolsillo ciliar (“ciliary pocket”). El  bolsillo ciliar presenta una abundante 
actividad de endocitosis mediada por vesículas recubiertas de un material electrondenso 
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similar a la clatrina y está estrechamente relacionado con los filamentos de actina del 
citoesqueleto (Molla-Herman et al., 2010). 
 

 
Fig. 1.3. Estructura general del cilio primario. A) El cilio primario está formado por tres partes 
fundamentales: el cuerpo basal (procedente de un centriolo modificado), la zona de transición y el 
axonema. En la imagen se detallan los componentes de cada una de estas partes. (Malicki and Johnson, 
2017). En 3B-3E se muestran imágenes de microscopía electrónica de cortes transversales a nivel del 
axonema (B) (Falk et al., 2015); la zona de transición con los enlaces en Y y el collar ciliar (C) (Gilula and 
Satir, 1972); la zona de las fibras de transición (D) (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2017) y el cuerpo basal 
(E), imagen propia. 

 
1.3. CILIOGÉNESIS 

La ciliogénesis es el proceso por el que se forma el cilio primario a partir de un centriolo 
denominado centriolo madre y que supone el centriolo más antiguo de los dos que forman el 
centrosoma. 

Cuando el cilio no está formado, diversas proteínas como, por ejemplo, Cep290 (Centrosomal 
protein of 290 kDa) se encuentran alrededor del centrosoma formando parte de los satélites 
pericentriolares (Jenkins and Hernandez-Hernandez, 2015) donde son ubiquitinizadas por 
MIB1 (MindbombE3 ubiquitin-protein ligase) y degradadas (Villumsen et al., 2013; Jenkins and 
Hernandez-Hernandez, 2015). Por otra parte, CP110 (Centriolar Coiled-Coil Protein Of 110 KDa) 
se localiza en el extremo distal de los centriolos impidiendo la polarización de microtúbulos e 
interaccionando con proteínas como Cep290 y Cep97 (Centrosomal protein of 97kDa) para 
impedir la formación del cilio primario (Tsang et al., 2008).  
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Ante determinadas situaciones, incluyendo estrés por rayos ultravioleta o calor (Villumsen et 
al., 2013), MIB1 es inactivado y las proteínas que forman los satélites pericentriolares dejan de 
ser ubiquitinadas y se unen a los centrosomas. Del mismo modo, se produce la retirada y 
degradación de CP110 del centrosoma. Todos estos cambios permiten que se inicie la 
formación del cilio primario. 

Según la posición de los centriolos en las células se han descrito dos patrones fundamentales 
de ciliogénesis (Sorokin, 1968; Bernabé-Rubio and Alonso, 2017): 

 La vía intracelular o clásica (Fig. 1.4): cuando el centrosoma se encuentra próximo al 
núcleo (típico de células mesenquimales, como los fibroblastos) el cilio crece desde el 
interior, estando prácticamente sumergido y presentando un profundo bolsillo ciliar. El 
cilio primario se desarrolla de forma intracelular mediante la aposición de vesículas 
procedentes del Golgi y endosomas sobre el centriolo madre, fusionándose en una gran 
vesícula ciliar (Sorokin, 1968), en un proceso mediado por las proteínas EHD (EPS15 
homology [EH] domain-containing proteins). Esta migración de vesículas y su síntesis es 
controlada por proteínas G monoméricas Rab (específicamente Rab8 y Rab11), que 
interaccionan con Cep290. De esta forma, en función de si CP110 está presente o no, 
Cep290 promueve o bloquea la formación del cilio primario (Tsang et al., 2008). En 
ocasiones, se ha observado que los centriolos migran hacia la membrana plasmática donde 
el cuerpo basal se ancla a través de las fibras de transición. Al fusionarse la vesícula única 
con la membrana plasmática, el cilio emerge al exterior celular.  
 

 
Fig. 1.4. Ciliogénesis intracelular o clásica. Esquema que muestra de manera simplificada cómo las 
vesículas del aparato de Golgi llegan al centriolo madre y forman una gran vesícula ciliar sobre la que se 
forma el axonema ciliar al tiempo que el centriolo migra hacia la membrana plasmática. Una vez que la 
vesícula se fusiona con la membrana plasmática el cilio primario emerge al exterior. Extraído de 
Bernabé-Rubio and Alonso 2017. 

 
 La vía altenativa (Fig 1.5): Si, por el contrario, el centrosoma está próximo a la membrana 

plasmática (típico de células epiteliales) el cilio emerge desde la superficie, completamente 
expuesto y con un bolsillo ciliar pequeño (lo cual se ha relacionado con su función 
mecanosensora). Se ha relacionado el cuerpo medio o cuerpo de Flemming con este tipo 
de ciliogénesis (Bernabé-Rubio et al., 2016). El cuerpo medio procede del anillo contráctil 
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(una estructura compuesta por microtúbulos) presente en la citoquinesis que separa el 
citoplasma de las dos células hijas después de la división celular. Se ha observado que en el 
cuerpo medio aparece gran variedad de proteínas fundamentales para la génesis y el 
funcionamiento del cilio (como Cep97 y Rab8, entre otras). Así, durante la ciliogénesis de 
las células epiteliales, el cuerpo medio parece aproximarse a uno de los centriolos y 
cumple una función fundamental en el desarrollo de cilio primario, quizá transfiriendo 
componentes necesarios para su formación o mediando diferentes vías de señalización.  

 
Fig. 1.5. Ciliogénesis alternativa. Esquema que muestra, de manera simplificada, cómo el cuerpo medio, 
que aparece durante la citoquinesis, se aproxima al centrosoma de una de las dos células hijas e 
interacciona con él para generar la formación del cilio primario. Extraído de Bernabé-Rubio and Alonso 
2017. 
 

 
1.4. TRANSPORTE  Y DINÁMICA CILIAR 

a) Transporte de vesículas al cilio 

Dado que el cilio primario carece de la maquinaria celular necesaria para la síntesis de 
proteínas, es necesario que se produzca el transporte desde otros compartimentos celulares 
hasta la base del cilio (Ishikawa and Marshall, 2011) (Fig. 1.6A). Las proteínas específicas del 
cilio (estén libres en el citoplasma o dentro de vesículas) presentan las llamadas secuencias de 
localización ciliar que son reconocidos por las diferentes maquinarias de transporte 
intracelular (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2017). 

Así, estas proteínas son dirigidas de manera específica a través de las proteínas G 
monoméricas Rab8 y Rab11. Rab8 media el transporte de vesículas procedentes del aparato de 
Golgi, mientras que Rab11 controla las procedentes de los endosomas (Jenkins and 
Hernandez-Hernandez, 2015). Estas proteínas se unen a Rabin8 (factor intercambiador de 
guaninas, GEF por sus siglas en inglés) y median la unión de las vesículas al complejo exocyst 
(Malicki and Johnson, 2017); un complejo de unión que establece relaciones entre membranas 
donantes y receptoras y favorece su fusión en la membrana periciliar, mediante la regulación 
directa de las proteínas v-SNARE (vesicle-Soluble NSF-N-ethylmaleimide-sensitive factor- 
Attachment ProteinREceptor) y t-SNARE (target-Soluble NSF-N-ethylmaleimide-sensitive factor- 
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Attachment ProteinREceptor) (Heider and Munson, 2012) (Fig. 1.6B). Se ha propuesto que la 
localización de este complejo en el cilio se produce a través de mecanismos que regulan la 
polaridad celular (Bernabé-Rubio and Alonso, 2017). 

 
Fig. 1.6.Transporte ciliar. A) Existen diferentes vías que controlan el tráfico de proteínas al cilio primario. 
Así, se han relacionado isoformas concretas de las proteínas G monoméricas Rab, el BBSoma que recubre 
la vesícula de una forma similar a las cubiertas de clatrina o proteínas como IFT20. Extraído de Malicki 
and Johnson 2017. B) Funcionamiento del complejo exocyst, que media la relación entre membranas y 
regula la fusión de estas a través de las proteínas v-SNARE y t-SNARE. https://www.mfpl.ac.at/about-
us/news/article/news-detail/unravelling-the-first-step-of-vesicle-fusion.html 

 

Otro mecanismo por el que se produce el transporte de vesículas hacia el cilio primario es 
mediante el BBSoma (Bardet-Biedl Syndrome-oma), (Jenkins and Hernandez-Hernandez, 2015; 
Malicki and Johnson, 2017) (Fig. 1.6A). El BBSoma es un complejo compuesto por 7 
subunidades que envuelve las membranas de una manera similar a la clatrina y que, mediante 
su interacción con la proteína ciliar Arl6 (ADP-Adenosine Diphosphate-Ribosylation Factor-Like 
Protein 6), media el paso de proteínas al interior del cilio (Jenkins and Hernandez-Hernandez, 
2015). Mutaciones en genes que codifican el BBSoma se han relacionado (aunque no 
únicamente) con el síndrome de Bardet-Biedl (Braun and Hildebrandt, 2017).  
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Existen otras proteínas que se han relacionado con el transporte de vesículas hacia el cilio 
como, por ejemplo, IFT20 (Intraflagellar Transport 20) (Malicki and Johnson, 2017) (Fig. 1.6A). 

En general, se debe tener en cuenta que estas rutas no son independientes y que existen 
importantes interacciones entre todas ellas. 

 

b) La zona de transición 

Tanto el compartimento intraciliar como la membrana ciliar poseen una composición 
cuantitativa y cualitativa diferente al resto de la célula. Para ello, se requiere la presencia de la 
llamada “compuerta ciliar” (cilliary gate) que controla de forma específica el paso de proteínas 
y lípidos entre el cilio y el resto de la célula. 
 
Esta compuerta ciliar está formada por dos estructuras diferentes: las fibras de transición, que 
anclan el cuerpo basal a la membrana ciliar, y la zona de transición, ubicada en la base del 
axonema y que presenta estructuras propias como el collar ciliar o los enlaces en “Y” (Fig. 1.3) 
(Garcia-Gonzalo and Reiter, 2017). En la zona de transición se han descrito dos complejos 
proteicos interconectados: el complejo NPHP (o complejo de la Nefrocistina, relacionado con 
una ciliopatía: la nefronoptisis), que se encuentra asociado a los microtúbulos de la zona de 
transición, y el complejo MKS (o complejo de proteínas asociadas al síndrome de Meckel) 
asociado fundamentalmente con la membrana ciliar (Fig. 1.7) (Garcia-Gonzalo and Reiter, 
2017). El complejo NPHP se ha relacionado fundamentalmente con el control selectivo de las 
proteínas solubles, mientras que el complejo MKS se ha relacionado con el paso de proteínas 
transmembrana. 
 
Entre las fibras de transición aparecen espacios de unos 60nm por los que las vesículas no son 
capaces de pasar. Las proteínas solubles parecen acumularse entre las fibras de transición 
hasta que llega una concentración en la que “desbordan” y pasan a través de estos espacios 
mediante un mecanismo que no es aún del todo conocido (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2017). 
Las proteínas de mayor tamaño atraviesan la barrera mediante su unión a proteínas motoras 
asociadas a microtúbulos que funcionan en ambas direcciones. Además, también se ha 
descrito la presencia de importinas y exportinas y de proteínas G monoméricas Ran 
(encargadas de regular el paso de proteínas a través del poro nuclear). Todos estos hallazgos 
sugieren un paralelismo entre el control del tráfico de proteínas y lípidos en el cilio y en el 
núcleo celular (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2017). 

Por otra parte, las proteínas de membrana pueden llegar al compartimento ciliar de dos 
maneras: del mismo modo que las proteínas solubles, una vez que sufren un procesamiento 
para esconder sus partes hidrófobas, o mediante movimiento lateral desde la membrana 
periciliar (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2012). Como hemos comentado, las vesículas con 
proteínas ciliares son transportadas hasta la base ciliar donde, mediante el complejo exocyst y 
las proteínas SNARE pueden fusionarse con la membrana plasmática periciliar. Una vez en la 
membrana periciliar diferentes maquinarias proteicas (como el BBSoma o motores 
microtubulares) reconocen las secuencias de localización ciliar permitiendo el paso a través de 
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la barrera de difusión de la membrana ciliar, compuesta por el complejo MKS y un anillo 
compuesto por septina (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2012). 

 

 
Fig. 1.7. Complejos proteicos de la zona de transición. La zona de transición actúa como un filtro para 
controlar el paso de proteínas solubles y de membrana al interior del cilio primario. Para ello juegan un 
papel fundamental dos complejos proteicos: el NPHP, unido a los microtúbulos del axonema de la zona 
de transición e implicado en el control del paso de proteínas solubles y el MKS, situado en la membrana 
ciliar y que regula el paso de proteínas de membrana. Ambos complejos interaccionan entre ellos a 
través de proteínas adaptadoras. Extraído de Garcia-Gonzalo and Reiter 2017.  

 
En general, estos mecanismos actúan como un verdadero filtro que regula la comunicación 
entre el cilio y el resto de la célula, controlando la entrada y salida de proteínas y lípidos. Este 
estrecho control pone de manifiesto la importancia de la correcta composición proteo-lipídica 
del cilio primario. 

 

c) El transporte intraflagelar 

Dentro del compartimento ciliar los diferentes proteínas y complejos se mueven de forma 
bidireccional a lo largo del axonema gracias a la maquinaria del transporte intraflagelar (IFT 
por sus siglas en inglés, Fig. 1.8). 

Se han descrito dos complejos diferentes de transporte intraflagelar (Ishikawa and Marshall, 
2017; Taschner and Lorentzen, 2016): 

 IFT-A (Intraflagellar Transport A): implicado en el transporte retrógrado, es decir, en el 
transporte desde la punta del axonema hasta la base. Mutaciones en este complejo no 
parecen alterar de forma decisiva el ensamblaje del cilio. Este complejo actúa a través 
de la Dineína-2, que circula por el microtúbulo A del doblete de microtúbulos.  
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 IFT-B (Intraflagellar Transport B): regula el transporte anterógrado que va desde la 
base del cilio hasta el vértice. Su función es esencial para la correcta formación del cilio 
primario y desarrollo del axonema, con lo que mutaciones en este sistema dan lugar a 
cilios aberrantes. Ejerce su función a través de complejos proteicos basados en 
Kinesina-2. Circula por el microtúbulo B del doblete, evitándose así el choque entre los 
que van en un sentido y en el contrario. 

Se ha propuesto que las proteínas que componen los complejos IFT se ensamblan en la 
base del cilio (en un proceso mediado por el BBSoma) y se unen a proteínas motoras como 
la Kinesina, así como a otras proteínas que funcionan como carga a transportar 
(incluyendo proteínas de membrana, proteínas solubles, proteínas del BBSoma o la propia 
Dineína-2). La carga es transportada hasta la punta del cilio, donde es liberada y el motor 
anterógrado inactivado mediante fosforilación. Entonces se ensambla el complejo IFT-A y 
se activa la Dineína-2 que transporta de manera retrógrada la carga hasta la base del cilio, 
donde se desensamblan los complejos (Taschner and Lorentzen, 2016; Ishikawa and 
Marshall, 2017) (Fig. 1.8). 

 
Fig. 1.8. Transporte intraflagelar. Esquema describiendo el transporte anterógrado, mediado por IFT-B y 
Kinesina-2 (parte superior) y retrógrado, mediado por IFT-A y Dineína-2, (parte inferior) dentro del 
axonema ciliar. Extraído de Ishikawa and Marshall 2011. 

Además de participar en el transporte intraflagelar, diferentes proteínas IFT participan en 
procesos necesarios para el correcto funcionamiento del cilio. Así, se han relacionado 
proteínas IFT con el transporte de vesículas desde el aparato de Golgi hacia el cilio (IFT20), la 
activación y correcto funcionamiento de la vía de señalización Hedgehog (Hh) (IFT27/ IFT25) o 
la transición de transporte anterógrado y retrógrado en la punta del axonema (IFT172) 
(Taschner and Lorentzen, 2016).  

 

En conclusión, el control de la composición del cilio primario, así como de la llegada, paso y 
transporte hasta el axonema ciliar de las diferentes proteínas necesarias para la correcta 
realización de todas sus funciones supone un proceso preciso y complejo, en el que participan 
una gran cantidad de proteínas y lípidos. 
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1.5. FUNCIONES DEL CILIO PRIMARIO COMO ANTENA SENSORIAL 

La teoría vigente defiende que el cilio primario presenta primordialmente funciones 
sensoriales, recibiendo señales extracelulares que transduce e integra junto con elementos del 
interior de la célula para acabar produciendo una respuesta, frecuentemente relacionada con 
la proliferación, la diferenciación o el metabolismo celular. De este modo, el cilio primario 
supondría un perfecto interlocutor entre los medios extra e intracelular. 

En lo referente al medio extracelular, la estructura, composición y proyección del cilio primario 
le confieren unas características excelentes para captar y transmitir señales, 
fundamentalmente, de dos tipos: mecánicas y químicas.  

 

a) Cilio primario y mecanotransducción 

Las células son sometidas a fuerzas mecánicas extracelulares que son transducidas en señales 
internas a través de mecanismos en los que participa el cilio primario. Para la regulación y 
control de estos procesos de mecanotransducción se han señalado tres características ciliares 
fundamentales: su rigidez, su longitud y la presencia de canales iónicos en su membrana 
(Ishikawa and Marshall, 2014; Spasic and Jacobs, 2017). La importancia de la captación de 
estas señales se ha puesto de manifiesto en tipos celulares que son sometidos a fuerzas 
mecánicas, como aquellos que están en contacto con flujos de fluidos (como colangiocitos, 
células endoteliales o células del túbulo distal renal) o a fuerzas de compresión (como 
osteocitos y condrocitos) (Spasic and Jacobs, 2017) aunque, probablemente, en la mayoría de 
células que presentan cilio primario, este capte (en mayor o menor medida) señales mecánicas 
del exterior celular. 

Aunque recientemente puesto en duda (Delling et al., 2016), tradicionalmente se ha propuesto 
que las fuerzas mecánicas generarían que el axonema ciliar se doblara produciendo la apertura 
de canales iónicos, fundamentalmente de calcio, como los compuestos por las proteínas 
Policistina 1 y 2 (PC1/PC2; relacionadas con la poliquistosis renal); la entrada de calcio al 
interior del cilio y, posteriormente, la liberación de calcio de las reservas intracelulares 
mediante la interacción con los receptores de rianodina ( Nauli et al., 2003; Lee et al., 2015) 
(Fig 1.9). También se ha descrito que las fuerzas de compresión en el tejido colágeno 
produciría la deformación en el cilio primario a través de la unión directa de este a la matriz  
extracelular por medio de integrinas (McGlashan et al., 2006). Esto produciría la entrada de 
calcio en el interior del cilio ante fuerzas de compresión, lo que provocaría la activación de la 
producción de proteínas de la matriz, como agrecanos (Wann et al. 2012). 

Por otra parte, existen procesos que regulan la respuesta del cilio a las fuerzas mecánicas, de 
manera que fuerzas de flujo, compresión o estiramiento excesivas provocan el desensamblaje 
ciliar con el fin de limitar la respuesta celular (Ishikawa and Marshall, 2014; Spasic and Jacobs, 
2017). Del mismo modo, también se ha descrito un aumento de la rigidez del cilio primario 
como respuesta al flujo, probablemente en relación a un aumento de la acetilación de la 
tubulina de los microtúbulos del axonema (Nguyen et al., 2015).  
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Fig. 1.9. Cilio primario y mecanotransducción. Ante fuerzas mecánicas, como el flujo de líquido, el 
axonema ciliar se dobla produciéndose la apertura de canales de calcio como el complejo PC1-PC2, que 
generan la entrada de calcio en el cilio y en el resto de la célula. Extraído de Fliegauf et al., 2007. 
 

 

b) Cilio primario y quimiotransducción. Vías de señalización cilio-dependientes. 

En la membrana del cilio primario se acumulan gran cantidad de receptores de diferentes vías 
de señalización que se unen a ligandos extracelulares desencadenando cascadas intracelulares 
que regulan diferentes procesos en la célula. Esta acumulación específica es estrechamente 
regulada por la zona de transición y confiere al cilio primario unas características inmejorables 
para actuar como un verdadero nodo que comunica y entrelaza diferentes vías de señalización 
y moléculas externas para regular el funcionamiento celular.  

De las vías de señalización relacionadas con el cilio primario (Pala et al., 2017; Wheway et al., 
2018; Anvarian et al., 2019), a continuación nos centraremos en la vía Hedgehog (Hh), dado 
que es la vía más estudiada y en la que más se ha trabajado a lo largo de esta tesis. El resto de 
vías han sido recogidas en el ANEXO1 donde pueden consultarse sus principios generales así 
como su relación específica con el cilio primario. Estas otras vías son: 

 Vía de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). 
 Vía de Wnt (Wingless-related integration site) 
 Vía de Notch 
 Vía de TGFβ (Transforming Growth Factor β) 
 Vía de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) y otros receptores tirosín-kinasa. 
 Vía de Hippo 
 Vía NF-kB (Nuclear Factor kB) 
 Receptores Asociados a Proteínas G. 

Vía Hedgehog (Hh) 

Inicialmente, esta vía se relacionó con el desarrollo embrionario de Drosophila melanogaster, 
donde juega un papel fundamental como morfógeno determinando la polaridad de los 
segmentos que componen la larva (Mohler, 1988). El nombre de Hedgehog (erizo en inglés) 
procede, de hecho, del fenotipo de las larvas de Drosophila, que presentan una cutícula 
dispersa (en lugar del patrón segmentario de las larvas wildtype) que recuerda a las púas de un 
erizo (Fig. 1.10A). En mamíferos, se ha descrito su importancia como morfógeno en la 
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diferenciación de los distintos tipos de neuronas medulares siguiendo un patrón dorso-ventral 
(Choudhry et al., 2014). No obstante, las funciones de esta vía no están limitadas al periodo 
embrionario y en organismos adultos se han relacionado con un sinfín de funciones 
fisiológicas, como el mantenimiento de células madre adultas (Han et al. 2008) o en procesos 
de diferenciación celular como la osteogénesis (Long et al. 2004); y también en situaciones 
patológicas, por ejemplo, el desarrollo diferentes tipos de cáncer (Amakye et al., 2013; Chahal 
et al., 2018) y  de algunas enfermedades neurológicas (Patel et al. 2017). 

En mamíferos se han descrito tres ligandos de la vía Hh: Sonic Hh o Shh (el más estudiado, 
especialmente relacionado con el sistema nervioso y el correcto desarrollo de las 
extremidades), Indian Hh o Ihh (que juega importantes funciones en el desarrollo del sistema 
esquelético) y Desert Hh o Dhh (cuya expresión se restringe a las gónadas) (Basile Carballo et 
al., 2018). Estos ligandos son lipidados en el retículo endoplasmático antes de ser secretados, 
uniéndose un grupo colesterol y uno palmitoil. Este paso es fundamental para que el ligando 
se convierta en una proteína funcional; sin embargo, le convierte en una molécula altamente 
hidrófoba y, en consecuencia, difícil de liberar al exterior celular. Para ello, existen tres  vías 
diferentes (Ramsbottom and Pownall, 2016) (Fig. 1.10B). Por una parte, proteínas “sheddasas” 
interaccionan con proteoglicanos heparán sulfato (HSPG, por sus siglas en inglés) y con las 
proteínas SCUBE2 (Signal peptide, CUB domain and EGF like domain containing 2) y Dispatched 
(Disp) para hidrolizar el grupo lipídico y producen la liberación de complejos multiméricos de 
Hh (más estables y activos que los monómeros). Por otra parte, se puede producir la 
internalización de partículas de Hh en cuerpos multivesiculares que son liberados al exterior 
como exosomas en un proceso que también está mediado por Disp y por proteínas ESCRT 
(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport). Por último, a través de moléculas HSPG 
se puede producir la carga de moléculas de Hh en lipoproteínas, produciéndose su liberación. 

Una vez que se produce la liberación de los ligandos Hh, estos interactúan con los receptores 
transmembrana Patched –Ptch– (del que existen dos isoformas: Ptch1 y Ptch2), que se 
localizan en la membrana del cilio primario (Rohatgi et al., 2007; Ramsbottom and Pownall, 
2016). Los ligandos Hh poseen diferentes co-receptores que regulan su función, potenciando 
su actividad (por ejemplo,CDO: Cell adhesion-associated oncogene regulated) o inhibiéndola 
(como HHIP: Hh interacting protein) (Ramsbottom and Pownall, 2016). Cuando se produce la 
unión de los ligandos a Ptch, se produce la salida de este del cilio. Esto hace que Ptch deje de 
bloquear la entrada del receptor transmembrana asociada a proteínas G Smoothened (Smo) al 
interior del axonema ciliar en un proceso mediado por proteínas IFT (específicamente Kif3A, 
Kinesin Family Member 3A), produciéndose la expresión de esta proteína en la membrana ciliar 
(Ramsbottom and Pownall, 2016; Rohatgi et al., 2007) (Fig 1.11). Para el correcto 
funcionamiento de Smo, es necesario que se produzca, además de su paso al cilio, su 
activación a través de la fosforilación por las kinasas CK1 (Casein Kinase 1) y GRK2 (G Protein-
Coupled Receptor Kinase 2) (Ramsbottom and Pownall, 2016). 
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Fig. 1.10. Fenotipo Hh. Síntesis y liberación de los ligandos Hh. A) Larva de Drosophila melanogaster 
wildtype, nótese el patrón segmentario de la cutícula. Extraído de Burke et al. 1999 B) Larva de 
Drosophila mutante en el que se ha bloqueado la expresión de la vía Hh, la cutícula se extiende por toda 
la superficie de la larva, dándole aspecto de erizo. Extraído de Burke et al. 1999. C) Procesamiento de los 
ligandos Hh. En el retículo endoplasmático se produce la lipidación mediante colesterol y ácido palmítico 
del monómero de Hh. Una vez en la membrana forma multímeros que son liberados al exterior a través 
de diferentes vías: 1) mediante la hidrolización de los grupos lipídicos por enzimas sheddasas junto con 
Disp, Proteoglicanos Heparán Sulfato (HSPG) y Scube-2, 2) mediante la interiorización en cuerpos 
multivesiculares (MVB) por los complejos ESCRT y posterior liberación de exosomas o 3) en el interior de 
lipoproteínas, a través de un proceso mediado por HSPG. Extraído de Ramsbottom et al. 2016. 
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Fig 1.11. Flujo de Patched y Smo en el cilio ante la activación de la vía Hh. Cuando se añade el ligando 
Shh se produce la salida de Patched del cilio primario y la posterior entrada de Smo. Modificado a partir 
de Rohatgi et al., 2007. 

 
Los efectores directos de la vía Hedgehog en vertebrados son las tres isoformas del factor de 
transcripción Glioma-Associated Oncogen (Gli1, Gli2 y Gli3), localizados en el cilio primario. En 
ausencia del ligando, Gli1 permanece secuestrado por la proteína SUFU (Suppressor of fused 
homolog); mientras que Gli2 y Gli3 salen del cilio y son fosforilados por PKA (Proteína Kinasa 
A), CK1y GSK3β (Glicógeno Sintasa Kinasa 3β). Esto favorece su reconocimiento por TRCP 
(Beta-Transducin Repeat Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase) que media su proteólisis en 
formas represoras que inhiben la transcripción de los genes diana de la vía Hh (Ramsbottom 
and Pownall, 2016) (Fig 1.12A). 

Por el contrario, al unirse el ligando y producirse la inhibición de Ptch y activación y paso al 
cilio de Smo, este interactúa con las proteínas EVC (Ellis-van Creveld Syndrome protein) 
produciendo el procesamiento de la forma activa de Gli2 y la degradación de Gli3. 
Simultáneamente, se produce la liberación de Gli1 de SUFU permitiendo su traslocación al 
núcleo con la consecuente activación de la transcripción de los genes diana (Ramsbottom and 
Pownall, 2016) (Fig 1.12B). Gli1 se une al ADN al motivo GACCACCCA y activa la transcripción 
de gran variedad de genes con diferentes funciones (Katoh and Katoh, 2009): 
 Retroalimentación o feedback positivo (tiende a mantener la vía activa): GLI1  
 Retroalimentación o feedback negativo (autolimitación de la vía): PTCH1, PTCH2, HHIP1. 
 Proliferación celular: MYCN, CCND1, CCND2 (CyclinD1-2), CCNE (CyclinE), FOXM1 

(Forkhead M1), CCNB1 (CyclinB1), CDC25B (Cell Division Cycle 25B). 
 Supervivencia celular: BCL2 (B-Cell Lymphoma 2), CFLAR (CASP8 And FADD Like Apoptosis 

Regulator). 
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 Señalización de células madre: JAG2 (Jagged Canonical Notch Ligand 2), FST (Follistatin), 
GREM1 (Gremlin 1), BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4), WNT2B (Wingless + int 2B), 
WNT5A, PDGFRA (Platelet-Derived Growth Factor Receptor A). 

 Marcadores de células madre: BMI1, LGR5 (Leucine Rich Repeat Containing G Protein-
Coupled Receptor 5), CD44 (Cluster of Differentiation 44), CD133 (o Prominin-1 
estrechamente relacionado con el cilio primario, ver apartado de cilio primario y células 
madre). 

 Transición epitelio-mesenquimal (ver apartado específico): FOXC2 (Forkhead Box C2), 
SNAI1 (Snail Family Transcriptional Repressor 1), TWIST2, ZEB1 (Zinc Finger E-Box Binding 
Homeobox), ZEB2. 

 Otros: FOXF1 (Forkhead Box F1), FOXL1 (Forkhead Box L1), PRDM1 (PR/SET Domain 14), 
PTHLH (Parathyroid Hormone Like Hormone).  

 
En conclusión, Gli1 posee una función fundamentalmente activadora de la transcripción, Gli2 
presenta una forma activadora y otra represora (si bien esta última es menos importante) y 
Gli3 es fundamentalmente un represor de la transcripción de genes.  

Cabe mencionar que, además de esta vía llamada “canónica”, se han descrito dos rutas 
alternativas no canónicas, es decir, no dependientes de los factores de transcripción Gli. Así, se 
ha descrito que Ptch ejerce un efecto apoptótico vía caspasa que es inhibido cuando se unen 
los ligandos Hh. Por otra parte, Smo regularía el esqueleto de actina activando vías 
independiente de Gli mediante su actividad de receptor ligado a proteínas G (Robbins et al., 
2012). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 1.12. Esquema general de la vía Hedgehog y su relación con el cilio primario. A) En ausencia del 
ligando, Ptch se encuentra en la membrana ciliar, mientras que SMO es secuestrada en el citoplasma. En 
esta situación el factor de transcripción Gli1 es retenido fuera del núcleo por SUFU. Por otra parte, las 
kinasas GSK3β, CKI y PKA fosforilan Gli2 y Gli3 lo que favorece que sean reconocidas y procesadas a su 
forma represora por TRCP. Esta forma es traslocada al núcleo donde inhibe la transcripción de los genes 
diana de la vía. B) Cuando Hh se une a Ptch este sale de la membrana ciliar y permite el paso de Smo 
(que requiere ser fosforilado por CKI y GRK2 para ser activo). Una vez en el cilio, SMO interactúa con EVC 
para producir la disociación de Gli1 y SUFU, lo que permite la traslocación al núcleo del primero, y el 
paso de la forma activadora de Gli2 al núcleo. Modificado de Ramsbottom et al. 2016. 
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A la hora de estudiar y comprender la importancia del cilio primario en la señalización celular 
es fundamental comprender sus características inigualables como estructura física capaz de 
detectar señales del medio extracelular a través de ligandos y sustancias químicas y transducir 
esas señales hacia el interior celular generando cambios y modificaciones en su estructura y 
función. Más aún, al concentrar de manera selectiva un sinfín de proteínas y componentes de 
las vías de señalización en un espacio relativamente limitado, el cilio primario se presenta 
como un verdadero nodo que interconecta física y funcionalmente elementos de diferentes 
vías moleculares pudiendo explicar, en cierta manera, la gran influencia que unas rutas ejercen 
sobre otras. De esta manera, se debe tener en cuenta que las diferentes vías cilio-
dependientes están interconectadas unas con otras, regulándose de una manera fina, 
compleja y aún no del todo comprendida. 
 
 
c) Cilio primario y campo eléctrico 
 
El cilio primario ha sido denominado como “antena celular”. Sin embargo, pocos son los 
estudios que han analizado la relación de esta estructura con el campo eléctrico. Se ha descrito 
que el cilio primario actúa como sensor de ondas electromagnéticas. Así, se ha observado que 
la diferenciación osteogénica que se produce ante la estimulación eléctrica de células madre 
derivadas de adipocitos es dependiente del cilio, en probable relación con canales 
dependientes de voltaje localizados en la membrana ciliar (Cai et al., 2017). Sin embargo, aún 
queda mucho por estudiar para comprender con precisión el papel que juega el cilio primario 
en el efecto de las ondas electromagnéticas sobre los sistemas biológicos. 
 
 
1.6. RELACIONES DEL CILIO PRIMARIO CON LAS FUNCIONES CELULARES 

 
a) Cilio primario y ciclo celular. Ensamblaje y desensamblaje ciliar. 

El cuerpo basal del cilio primario procede de un centriolo que, durante la división celular, 
forma el huso mitótico. Así, durante la mitosis (fase M del ciclo celular) el cilio debe haberse 
desensamblado para permitir la correcta participación del centrosoma en la separación de los 
cromosomas (Izawa et al., 2015; Malicki and Johnson, 2017) (Fig. 1.13). Este desensamblaje se 
produce en dos partes: la primera se da antes de la transición de G1 a S y, la segunda, en la 
fase G2, justo antes de la mitosis (Fig. 1.14) (Malicki and Johnson, 2017). 

Una de las relaciones más interesantes entre cilio primario y ciclo celular es la que se produce 
a través de la vía CDK5 (Kinasa Dependiente de Ciclinas 5) - Fbw7 (F-Box And WD Repeat 
Domain Containing 7) - Nde1 (NudE Neurodevelopment Protein 1). Nde1 es una proteína que 
se localiza en el centriolo madre y que se relaciona inversamente con la formación del cilio 
primario y su tamaño, de manera que cuando se elimina esta proteína se activa la ciliogénesis 
y se producen cilios de mayor longitud (Kim et al., 2011). Además, se ha observado que las 
células que carecen de Nde1 presentan un retraso en la reentrada al ciclo celular dependiente 
del cilio primario (Kim et al., 2011). CDK5 es regulada por el ciclo celular y media la 
ubiquitinización y degradación de Nde1 a través de Fbw7 (una E3-ubiquitin ligasa) durante las 
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fases G1 y G0 (Maskey et al., 2015). Por otra parte, Fbw7 se ha relacionado con el 
mantenimiento de las células madre tumorales en un estado de quiescencia (haciéndolas así 
resistentes al tratamiento oncológico) y con alteraciones en la diferenciación y proliferación de 
las células madre de diferentes tejidos (Takeishi and Nakayama, 2014). Si bien estos efectos 
también pueden deberse a otras proteínas ubiquitinizadas por Fbw7 (como, por ejemplo c-
Myc), estos hallazgos sugieren una posible relación entre el cilio primario, el ciclo celular y las 
células madre fisiológicas y asociadas al cáncer a través de la degradación (mediada por Fbw7) 
de Nde1 y la inhibición del desensamblaje del cilio. 

 
Fig. 1.13. Cilio primario y ciclo celular. Durante la mitosis (M) el centrosoma forma el huso mitótico, 
necesario para la correcta separación de los cromosomas. Una vez terminada la mitosis, en la fase G1, se 
produce la activación del centriolo madre y el proceso de ciliogénesis. Si la célula sale del ciclo celular 
(G0) el cilio puede seguir formado pero, al reintroducirse en el ciclo celular (fases G1, S y G2) se 
desensambla permitiendo que el centriolo madre pueda actuar, de nuevo, en el huso mitótico. MTOC: 
Centro Organizador de Microtúbulos, CV = Vesícula Ciliar. Extraído de Izawa et al. 2015. 

 

Otra de las relaciones es a través de las proteínas Trichopleina y Aurora Kinasa A. En células en 
proliferación, Trichopleina activa Aurora A evitando la ciliogénesis y regulando la entrada y 
progresión de la fase M (Izawa et al., 2015). Así, en células en las que se bloquean estas 
proteínas se produce la formación permanente del cilio y el bloqueo del ciclo celular. Se ha 
observado que este bloqueo es cilio-dependiente, ya que al bloquear la ciliogénesis, estas 
células vuelven a entrar en el ciclo celular (Inoko et al., 2012). Del mismo modo, estas 
proteínas juegan un papel importante en el desensemblaje del cilio antes de la mitosis a través 
de HDAC6 (Histone Deacetylase 6) que revierte los cambios post-traduccionales de la tubulina 
del axonema, haciéndola más inestable y, en consecuencia, favoreciendo la reabsorción del 
cilio, especialmente durante la primera fase de desensamblaje, en G1 (Fig. 1.14) (Izawa et al., 
2015; Malicki and Johnson, 2017). Se ha propuesto que la reabsorción de la parte distal del 
cilio por Aurora K y HDAC6 podría activar una serie de señales que permitirían el paso de la 
célula a la fase S que, una vez iniciada, activaría las proteínas encargadas de desensamblar la 
parte más proximal del cilio. Esta segunda fase de desensamblaje (en la fase G2) es mediada 
por Nek2 (Never In Mitosis A-Related Kinase 2) (kinasa que actúa en la transición de S a G2), 
que fosforila y activa Kif24 (con acción despolimerizadora de microtúbulos) (Fig. 1.14). 



Marco teórico 
 

31 
 

 
Fig. 1.14. Desensamblaje del cilio primario en el ciclo celular. El desensamblaje del cilio primario para 
permitir la liberación del cuerpo basal y el correcto funcionamiento del huso mitótico se produce en dos 
fases: una en G1 mediada por la kinasa Aurora A, que fosforila HDAC6, que desacetila la tubulina, 
haciendo los microtúbulos del axonema más inestables y permitiendo la reabsorción de la parte distal del 
cilio; y una segunda fase, en G2, mediada por Nek2, que fosforila y activa Kif24, quien media el 
desensamblaje de la parte más proximal del cilio. Modificado de Malicki and Johnson 2017. 
 

En definitiva, el ciclo celular y la ciliogénesis están estrechamente relacionados y el cilio 
primario parece actuar como un ancla que evita la reentrada al ciclo celular interviniendo, en 
parte, la longitud del axonema. No obstante, debe tenerse en cuenta que el cilio primario 
también se ha relacionado con la proliferación celular, a través de la activación de cascadas de 
señalización (como Hh o IGF-1 –Insulin-like Growth Factor 1) (Izawa et al., 2015). Aunque estos 
hallazgos puedan parecer contradictorios, se ha propuesto que estas señales puedan activar, al 
mismo tiempo, el desensamblaje del cilio y la reentrada de la célula en el ciclo celular. 

 

b) Cilio primario y células madre. Auto-renovación y diferenciación. 

Otro de los temas estudiados en relación al cilio primario es su presencia y función en las 
células madre y en el proceso de diferenciación celular. Así, se ha descrito la presencia de cilio 
primario en diferentes poblaciones de células madre tanto embrionarias como adultas (Lyu 
and Zhou, 2017). 

La relación del cilio primario con las células madre adultas del cerebro ha sido extensamente 
estudiada. De esta manera, como veremos posteriormente, la eliminación en el desarrollo de 
células madre adultas del hipocampo y de una región específica de la zona subventricular (las 
dos áreas que, tradicionalmente, presentan neurogénesis adulta en el SNC de mamíferos) 
produce una reducción de la reserva de células madre y de la formación de nuevas neuronas 
(Han et al., 2008; Tong et al., 2014). Por otra parte, mutaciones en genes necesarios para el 
correcto desensamblaje del cilio, detienen la regeneración de las células madre neuronales y 
generan su diferenciación precoz hacia neurona (Gabriel et al., 2016).  

También se ha observado la importancia del cilio primario en las células satélite del músculo 
estriado, que presentan características de células madre (Fu et al., 2014; Marican et al., 2016). 
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Así, mediante estudios en cultivo de células satélites en diferenciación, se ha mostrado que, 
tras la división asimétrica, solo la célula destinada a mantenerse en el conjunto de células 
madre vuelve a expresar cilio, mientras que aquellas que se diferencian a célula muscular 
carecen de él. De hecho, la eliminación del cilio primario, produce un descenso en el número 
de estas células con capacidad de auto-renovación tras la división celular (Marican et al., 
2016). Además, también se ha observado que el cilio primario, a través de la vía Hh, es 
necesario para la correcta diferenciación a miocitos (Fu et al., 2014). Estos hallazgos muestran 
la importancia del cilio primario en el mantenimiento de las células madre adultas musculares, 
así como en la diferenciación a miotubos maduros. Del mismo modo, se ha observado que la 
inhibición del cilio primario en células madre mesenquimales inhiben su diferenciación hacia 
osteocitos, condrocitos o adipocitos (Tummala et al., 2010). El cilio primario y la activación 
cilio-dependiente de la vía TGFβ también han demostrado ser fundamentales en la 
diferenciación de un modelo celular de cardiomiocito (Clement et al., 2013). 

Recientemente, se ha descrito la estrecha relación del cilio primario y las células madre a 
través de la proteína CD133 o Prominina-1 (Singer et al., 2018). Esta proteína de membrana 
asociada a protrusiones celulares (como microvellosidades o cilios) se ha utilizado 
ampliamente como marcador de célula madre, tanto en tejidos sanos como en cáncer 
(Pattabiraman and Weinberg, 2014), donde se ha relacionado con mayor resistencia al 
tratamiento y peor pronóstico (Singer et al., 2018). Además, se ha descrito su presencia 
específica en cilios, tanto primarios de células madre adultas (Fig. 1.15) (Mirzadeh et al., 2008; 
Singer et al., 2018) como mótiles de algunas células ependimarias identificadas como posibles 
células madre quiescentes (Coskun et al., 2008). En un modelo fisiológico in vivo se ha 
observado cómo Prominina-1 juega un papel fundamental en la activación de las células madre 
y su proliferación a través del cilio primario (Fig. 1.15), regulando la via Hh (Singer et al., 2018). 
De esta manera, la alteración del cilio primario, de Prominina-1 o de elementos de la vía Hh, 
producen una disminución del número de células madre y de su capacidad de proliferación 
(Singer et al., 2018). Por otra parte, se ha observado que, durante el proceso de diferenciación 
de las células madre, se produce la liberación de exosomas que contienen Prominina-1 (Bauer 
et al., 2011), produciéndose, en algunos casos, la liberación de estas vesículas desde el cilio 
primario (Singer et al., 2018). Por otra parte, también se ha descrito que un mal 
funcionamiento de Prominina-1 se relaciona con una disminución de la longitud del cilio 
primario (Jászai et al., 2020). 

En conclusión, el cilio primario supone un elemento frecuente en diferentes tipos de células 
madre, jugando un papel fundamental (aunque no del todo esclarecido) en la proliferación, 
auto-regeneración y diferenciación de estas células. 
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Fig. 1.15. Prominina-1, marcador de células madre, se localiza en el cilio primario y regula la 
proliferación de las células madre. Estudio del papel de Prominin-1 en relación al cilio primario en las 
células madre epiteliales del incisivo del ratón. A) Prominin-1 (en verde) se encuentra, en el cilio primario 
(tubulina acetilada, en rojo, marcando el axonema ciliar). B) Los ratones que no expresan Prominin-1 
(Prom1 KO) presentan un volumen de células madre (Sox2+) menor en relación a controles salvajes o 
wildtype (WT). C y D) Además, estos ratones Prom1 KO presentan un menor número de células madre en 
división (Ki67/Sox2+). **Indica diferencias significativas. Modificado a partir de Singer et al. 2018. 

 

c) Cilio primario y citoesqueleto. Polaridad y migración. 

La relación del cilio primario y el citoesqueleto es muy estrecha. El cuerpo basal se origina a 
partir del centrosoma que compone el centro organizador de microtúbulos, del que surgen 
todos los microtúbulos que componen el esqueleto celular. Además, también se ha descrito 
que el centrosoma actúa como un centro regulador de la actina, nucleando filamentos de 
actina a través de proteínas de los satélites pericentriolares como PCM1 (Pericentriolar 
Material 1) (Farina et al., 2016). 

Los microtúbulos que surgen del cuerpo basal presentan una importante función como 
elementos que dotan de estabilidad al cilio primario. Más aún, se ha observado que Kif2A 
regula la despolimerización de estos microtúbulos basales favoreciendo el desensamblaje del 
cilio e impidiendo su síntesis durante la división celular (Malicki and Johnson, 2017). Por otra 
parte, un adecuado balance entre tubulina polimerizada y libre en el citoplasma regula el 
crecimiento y longitud del cilio primario, de manera que si se reduce el número de tubulina 
soluble se inhibe el ensamblaje ciliar (Mirvis et al., 2018). 

Respecto al papel de la actina en la función del cilio primario se han descrito diferentes  vías 
por las que podría regularlo, fundamentalmente con un efecto antagónico (Malicki and 
Johnson, 2017; Mirvis et al., 2018): bloqueando la llegada de vesículas al cilio, formando una 
especie de barrera que dificultase el paso de proteínas dirigidas al cilio; favoreciendo la 
acumulación de proteínas que regulan la longitud y el ensamblaje o desensamblaje del cilio 
(como HDAC6); mediando la movilización del cuerpo basal hacia la membrana basal durante la 
ciliogénesis y a través de la vía Hippo y las proteínas YAP/TAZ (Yes Associated Protein/ 
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Transcriptional coactivator with a PDZ-binding domain), que activa directamente la Kinasa 
Aurora A. 

Sin embargo, también se han observado funciones de los filamentos de actina que favorecen la 
función ciliar. Así, en las células multiciliadas, se ha observado que existe un entramado de 
actina que envuelve los cuerpos basales, protegiéndolos del estrés mecánico externo y 
evitando su desprendimiento (Mahuzier et al., 2018), habiéndose observado una distribución 
similar en las células monociliadas (aunque de menor espesor). 

Por otra parte, el citoesqueleto juega un papel fundamental en la polaridad celular, 
consistente en la distribución espacial asimétrica de los componentes celulares (Lo et al., 
2012). Así, se han descrito tres tipos diferentes de polaridad celular: apicobasal (entre la parte 
apical y basolateral de la célula), plana (en un mismo plano celular, normalmente en la 
superficie apical) y antero-posterior (en los procesos de migración celular) (Figs. 1.16 y 1.17). 
El cilio primario se ha relacionado con los tres tipos de polaridad, como desarrollaremos 
brevemente en los siguientes párrafos. 

 

Fig. 1.16. Polaridad celular. La polaridad celular supone una distribución asimétrica de los componentes 
de las células, un elemento fundamental para su correcto funcionamiento. En la imagen se pueden 
observar dos tipos: la polaridad apico-basal, es decir, la distribución asimétrica entre el componente 
apical y el basolateral, y la polaridad celular plana, que supone la distribución diferente en el plano 
perpendicular al apicobasal, es decir, en el plano superficial del epitelio. Extraído de Lo et al., 2012. 

 

De este modo, la presencia del cilio primario en la superficie apical de las células epiteliales se 
ha relacionado con el control de la polaridad, estableciendo una orientación vertical de los 
microtúbulos y regulando toda la estructura celular, especialmente la maquinaria de endo y 
exocitosis (Tang and Marshall, 2012). Del mismo modo, los complejos proteicos PAR 
(Partitioning Defective) y Crumbs, que regulan el dominio apical de la célula, juegan un 
importante papel en la ciliogénesis y, de hecho, se ha observado su localización en el cilio 
primario donde establece importantes relaciones con el sistema exocyst (ver apartado de 
ciliogénesis) (Bernabé-Rubio and Alonso, 2017).  

La polaridad celular plana es fundamental para el desarrollo embrionario y la formación de 
tejidos como la piel o el oído interno. El papel del cilio primario en este tipo de polaridad se ha 
relacionado principalmente con la vía de Wnt (Jones and Chen, 2008), de manera que 
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diferentes proteínas ciliares parecen inhibir la vía canónica (β catenina dependiente) en favor 
de la no canónica, que regula proteínas fundamentales para el correcto desarrollo de la 
polaridad celular plana (Gerdes and Katsanis, 2008; Anvarian et al., 2019). Además, el kinocilio 
de las células ciliadas del oído interno juega un papel esencial en la polaridad plana de estas 
células de manera que mutaciones que lo alteran, producen alteraciones en la distribución de 
los estereocilios de la superficie celular (Jones and Chen, 2008). 

Por otra parte, cabe destacar que el cilio primario posee un importante papel en la migración 
celular, mecanismo en el que los filamentos de actina y los microtúbulos son fundamentales, 
dándose una polaridad antero-posterior (Tang and Marshall, 2012; Veland et al., 2014). Así, el 
cilio se orienta paralelo a la dirección de la migración celular en una posición entre el núcleo y 
el polo de avance de la célula, captando señales solubles externas, especialmente PDGF, y 
contactando mediante integrinas presentes en la membrana ciliar con la matriz extracelular 
(Fig. 1.17). Esto desencadena una serie de señales que tienen como consecuencia (mediante 
mecanismos no del todo comprendidos aún) la movilización del centrosoma, el tráfico de 
vesículas y señales hacia el polo de avance y la polimerización de actina y microtúbulos en el 
mismo (Veland et al., 2014). De esta manera, el cilio primario se ha relacionado directamente 
con procesos concretos en los que la migración celular es esencial, como la reparación de 
tejidos o la cicatrización (Schneider et al., 2010), el desarrollo del sistema nervioso (Veland et 
al., 2014) o la metástasis tumoral (Eguether and Hahne, 2018). 

 
Fig. 1.17. El cilio primario regula la migración celular. Ante una señal quimiotáctica se produce la 
reorganización del centrosoma que se localiza entre el núcleo y el polo de avance (“leading edge”). El 
cilio primario se orienta paralelo a la dirección del movimiento y regula, a través de señales solubles y del 
contacto directo con proteínas de la matriz extracelular (ECM) la polimerización de actina y microtúbulos 
y la migración celular. Extraído de Veland et al., 2014. 
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d) Cilio primario, sistema ubiquitina-proteasoma y autofagia-lisosoma. Proteostasis y 
renovación. 

Las células presentan una continua renovación de las proteínas que contienen, lo que permite 
el cambio de proteínas defectuosas y mal plegadas por otras de mejor calidad. Más aún, ante 
situaciones de privación de nutrientes, presentan “sistemas de seguridad” que logran una 
fuente de aminoácidos y otros elementos necesarios para mantener su correcto 
funcionamiento y asegurar su supervivencia. Estos mecanismos se basan fundamentalmente 
en dos sistemas: el sistema ubiquitina-proteasoma y el de autofagia-lisosoma (Mizushima and 
Komatsu, 2011; Boukhalfa et al., 2019;). Diferentes estudios han observado y descrito la 
estrecha relación del cilio primario con ambos sistemas, demostrando la importancia recíproca 
entre esta estructura celular y los mecanismos de proteostasis celular (Pampliega et al., 2013; 
Tang et al., 2013; Pampliega and Cuervo, 2016; Hossain and Tsang, 2018; Boukhalfa et al., 
2019; Wiegering et al., 2019). 

Sistema Ubiquitina-proteasoma 

El sistema Ubiquitina-Proteasoma (o UPS, por sus siglas en inglés) es un sistema de proteolisis 
que se encarga tanto de la degradación como del procesado de proteínas. Algunos autores 
apuntan que hasta el 90% de las proteínas celulares son degradadas a través de este sistema. 
La selección de las proteínas que van a ser dirigidas al proteasoma se produce por la unión de 
moléculas de ubiquitina a través de un complejo enzimático compuesto de tres elementos: 
enzimas activadoras de la ubiquitina (E1), enzimas de conjugación de la ubiquitina (E2) y 
ligasas de ubiquitina (E3), que median el paso de moléculas de ubiquitina a las proteínas 
sustrato (Pagan et al., 2013; Boukhalfa et al., 2019; Wiegering et al., 2019). Una vez que la 
proteína diana presenta una cadena de ubiquitina (poliubiquitinización) esta es reconocida por 
el proteasoma, un complejo proteico compuesto por dos subunidades 19S que reconocen las 
proteínas poliubiquitinizadas y las despliegan, y una subunidad 20S (con actividad peptidasa), 
que media su degradación o procesamiento mediante proteolisis (Fig. 1.18). 

 
Fig. 1.18. El sistema UPS. Hasta el 90% de las proteínas es degradado por el proteasoma a través de 
procesos de ubiquitinización. Este mecanismo es mediado por tres enzimas: E1, E2 y E3. E1 activa la 
ubiquitina mediante la degradación de ATP a AMP y es transferido a E2. E3 se une a la proteína diana, 
mediando el paso final de ubiquitina al sustrato. La unión de varias moléculas de ubiquitina 
(poliubiquitinización) marca a la proteína diana para su transporte y procesamiento en el proteasoma. 
Extraído de Pagan et al. 2013. 
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El sistema UPS y el cilio primario interactúan de forma recíproca (Fig 1.19). Así, se ha 
observado que en el cuerpo basal del cilio primario se acumulan múltiples proteínas del 
sistema UPS, incluyendo enzimas con función E1, E2 y E3 así como componentes del 
proteasoma (Hossain and Tsang, 2018). La función del proteasoma tanto en el centriolo como 
en el cuerpo basal juega un papel fundamental en diferentes procesos relacionados con el cilio 
primario y, de hecho, se ha propuesto que se trata de un proteasoma específico, regulado de 
manera diferente al resto de proteasomas celulares (Wiegering et al., 2019). Así, regula la 
ciliogénesis mediando la degradación tanto de proteínas inhibidoras (como CP110, 
Trichopleína o Nde1) como de proteínas de los satélites pericentriolares, necesarias para la 
ciliogénesis (Kim et al., 2011; Villumsen et al., 2013; Jenkins and Hernandez-Hernandez, 2015;  
Hossain and Tsang, 2018). Además, también juega un papel fundamental en el control de la 
longitud del axonema y el control de diferentes vías de señalización, especialmente Hh, Wnt y 
Notch; a través del procesamiento de sus componentes en formas represoras o activadoras o 
mediando su degradación (Gerhardt et al., 2015; Wiegering et al., 2019). 

Este proteasoma ciliar es regulado de manera específica por proteínas del cilio, como 
RPGRIPL1 (Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator Interacting Protein Ligand), situada en la 
zona de transición y cuya pérdida de función se traduce en una inhibición del sistema UPS y la 
acumulación de proteínas poliubiquitinizadas (Gerhardt et al., 2015). Otras proteínas 
estrechamente relacionadas con el cilio primario como BBS4 (Bardet Biedl Syndrome 4) y OFD1 
(Oral-Facial-Digital Síndrome1) han demostrado también un importante papel en la inducción 
del sistema UPS y la regulación de diferentes vías de señalización a través de este (Liu et al., 
2014). Por otra parte, diferentes señales externas regulan la ubiquitinización de diferentes 
proteínas ciliares y su degradación por el proteasoma (Villumsen et al., 2013). 

 
Fig. 1.19. La relación entre el cilio primario y el sistema UPS. Se ha descrito la presencia de proteasomas 
específicos en la base del cuerpo basal del cilio primario, así como enzimas relacionadas con la 
ubiquitinización de proteínas. El proteasoma regula de manera fundamental el funcionamiento del cilio 
primario, degradando proteínas relacionadas con la ciliogénesis, el desensamblaje ciliar, las vías de 
señalización o la longitud del axonema. Por otra parte, proteínas ciliares como RPGR1L, BBS4 u OFD1 
actúan como activadores del sistema UPS. Extraído de Malicki and Johnson 2017. 
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Sistema Autofagia-lisosoma 

La autofagia es el mecanismo por el que las células llevan parte de sus componentes al interior 
del lisosoma donde son degradados. Se han descrito tres tipos generales de autofagia: 
macroautofagia (donde se crea una membrana, el autofagosoma, que envuelve componentes 
citoplasmáticos y orgánulos, y que se fusiona posteriormente con el lisosoma), microautofagia 
(en la que el propio lisosoma incorpora sustancias citoplasmáticas mediante invaginación 
directa) y autofagia mediada por chaperonas (donde la chaperona Hsp70 se une a proteínas 
con la secuencia de aminoácidos KFERQ y media su incorporación al lisosoma mediante la 
unión a Lamp-2a) (Fig. 1.20) (Mizushima and Komatsu, 2011).  

 
Fig. 1.20.Tipos de autofagia. Se han descrito tres tipos de autofagia: la macroautofagia, en la que se 
forma una invaginación membranosa que envuelve diferentes orgánulos y proteínas generando el 
autofagosoma; la microautofagia, en la que se producen invaginaciones de la membrana lisosomal, y la 
autofagia mediada por chaperonas, donde se produce el transporte de las proteínas diana a través de la 
chaperona hsp70. Extraído de Mizushima and Komatsu 2011. 
 

La relación del cilio primario y la autofagia es también de carácter bidireccional (Fig. 1.21). Por 
una parte, el cilio primario parece regular la inducción de autofagia tanto en situaciones 
basales como de privación de nutrientes. Así, cuando la célula se enfrenta a situaciones de 
falta de nutrientes, se produce la acumulación de proteínas relacionadas con la génesis del 
autofagosoma en el cuerpo basal y axonema del cilio primario y se estimula la formación del 
autofagosoma (probablemente en una región próxima al bolsillo ciliar), a través de la vía Hh. 
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Por el contrario, tanto la inhibición de esta vía como del correcto desarrollo del cilio primario, 
disminuye la inducción de autofagia que se produce ante la privación nutricional (Pampliega et 
al., 2013). También se ha descrito una disminución de la autofagia basal al alterarse la 
formación del cilio primario secundaria a una activación excesiva de la vía de mTOR (Wang et 
al., 2015). 

Por otra parte, los procesos de autofagia también regulan la formación y funcionamiento del 
cilio. Sin embargo, dada la degradación tanto de proteínas inhibidoras de la ciliogénesis 
(especialmente OFD1) (Tang et al. 2013) como promotoras (como IFT20) (Pampliega et al., 
2013), se han descrito resultados contradictorios en el efecto sobre el número y longitud de 
cilios primarios de la inhibición de la autofagia. Con el fin de conciliar estos resultados, se ha 
propuesto que una autofagia basal, mediante la degradación predominante de IFT20, limita la 
ciliogénesis mientras que la autofagia inducida por privación nutricional, inclina el equilibrio 
hacia la formación del cilio a través de la degradación de OFD1 de los satélites pericentriolares 
(Pampliega and Cuervo, 2016; Boukhalfa et al., 2019;). De esta manera, la privación de 
nutrientes induce tanto la autofagia como la ciliogénesis. 
 

Fig. 1.21. Cilio primario y autofagia. A) Ante situaciones de privación nutricional, se produce la 
activación de la vía Hh produciéndose un reclutamiento, vía IFT20, de proteínas necesarias para la 
formación del autofagosoma (incluida ATG16L: Autophagy Related 16 Like 1) y la inducción de la 
autofagia. Extraído de Pampliega et al. 2013. B) Mediante la autofagia se regula la degradación de 
proteínas inductoras (IFT20) e inhibidoras (OFD1) de la ciliogénesis. En situaciones basales ambos grupos 
de proteínas se degradan por igual o predomina la degradación de proteínas inductoras (especialmente 
IFT20), produciéndose un mantenimiento/descenso del número y longitud de cilios. Sin embargo, ante 
situaciones de inducción de autofagia (como la privación nutricional) se produce un incremento en la 
degradación de OFD1 y, en consecuencia, un aumento de la longitud y número de cilios. Modificado a 
partir de Pampliega and Cuervo 2016. 
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e) Cilio primario y metabolismo. 

Ante la presencia de alteraciones metabólicas en determinadas ciliopatías (como el síndrome 
de Bardet-Biedl y el síndrome de Alstrom, ver Tabla 3) (Ware et al., 2011) y, específicamente, 
de obesidad e intolerancia a la glucosa, se han realizado diversos estudios que intentan 
relacionar el papel del cilio primario en el metabolismo energético (Song et al., 2018) (Fig. 
1.22). 

De esta manera, las neuronas del núcleo arcuato del hipotálamo que se encargan de controlar 
la ingesta presentan cilio primario y su correcto funcionamiento es necesario para una 
adecuada monitorización del estado metabólico del organismo; así como el consecuente 
equilibrio de transmisores orexigénicos (que aumentan el apetito), como el Neuropéptido-Y y 
la Agouti-related protein, y hormonas anorexigénicas (que reducen el apetito) como la 
proopiomelanocortina (POMC) (Song et al., 2018). De este modo, alteraciones en el cilio 
primario de las neuronas POMC producen defectos en el control metabólico, con la 
consecuente hiperfagia y aumento de peso. Por otra parte, la propia dieta afecta y modifica el 
cilio primario de estas neuronas, de forma que su longitud se reduce ante dietas proclives a la 
obesidad (Song et al., 2018). 

Por otra parte, el cilio primario se ha relacionado con el metabolismo de la glucosa a través, 
fundamentalmente, de la vía Hh. De esta manera, se ha observado que la activación de la vía 
no canónica de Hh a partir de Smo produce cambios metabólicos, induciendo la glucólisis 
(generando la captación de glucosa y la liberación de lactato). Además, se ha visto que esto es 
dependiente del cilio primario, ya que al eliminarlo este efecto se revierte (Teperino et al., 
2012). Este efecto se produce fundamentalmente en las células musculares y adiposas pardas 
(Teperino et al., 2012; Song et al., 2018). Se ha observado, además, que el cilio primario 
presente en las células β del páncreas, es necesario para la correcta producción de insulina 
(Volta et al., 2019), relacionando esta estructura con el metabolismo glucídico a distintos 
niveles. 

 
Fig. 1.22. Cilio primario y metabolismo. Ante alteraciones del cilio primario se producen defectos en las 
neuronas hipotalámicas que regulan la ingesta y el consumo energético, de manera que se produce un 
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desequilibrio proclive a la hiperfagia y la ganancia de peso. Del mismo modo, se produce una 
disminución de la captación de glucosa a nivel del músculo esquelético y del tejido adiposo pardo, un 
aumento en la diferenciación de los adipocitos del tejido adiposo blanco y una disminución de la 
secreción de insulina por las células β del páncreas. En conjunto, todas estas alteraciones conllevan a 
una intolerancia a la glucosa (y posible diabetes) y obesidad. Modificado de Song et al., 2018. 

 

1.7. FUNCIONES ÓRGANO-ESPECÍFICAS DEL CILIO PRIMARIO. CILIOPATÍAS. 

Aunque, a nivel general, el cilio primario presenta las funciones y relaciones descritas 
previamente, este realiza funciones determinadas en las células de cada órgano en función de 
sus características específicas. En la siguiente tabla (Tabla 2) se resumen sucintamente los 
órganos en los que se ha descrito con mayor precisión la presencia del cilio primario en alguno 
de sus tipos celulares y las funciones determinadas con las que se ha relacionado.  

Tabla 2. Órganos en los que se ha propuesto una función del cilio primario a nivel fisiológico. 
Realizada a partir de Utrilla et al. 2015, Mitchison and Valente 2017 y Song et al., 2018. 

ÓRGANO FUNCIÓN 
Riñón Sensor del flujo, composición y osmolaridad urinaria. Polaridad celular (vía 

Wnt). 
Hipotálamo Regulación del metabolismo, control del apetito. Respuesta a leptina e 

insulina. 
Cerebro Regulación de las ramificaciones axonales y dendríticas. Funcionamiento 

neuronal. 
Retina Funcionamiento de los fotorreceptores (conos y bastones). 
Hígado Sensor del flujo, composición y osmolaridad biliar.  

Páncreas Sensor del flujo pancreático (exocrino), regulación de la secreción de insulina 
(endocrino). 

Tejido 
adiposo 

Control de la diferenciación de los adipocitos y del metabolismo. 
Termogénesis (tejido adiposo pardo). 

Músculo Captación de glucosa y metabolismo. 
Esqueleto Osificación endocondral (aunque también endomembranosa). Información 

de la matriz extracelular y fuerzas mecánicas esenciales en la distribución de 
las líneas de fuerza y morfogénesis osea. 

Tiroides Probable sensor del contenido del folículo tiroideo. 
Vasos 

sanguíneos 
Sensor del flujo, control del estrés por rozamiento y mediador de 
señalización por calcio y por óxido nítrico en células endoteliales. 

 

Por otra parte, se han descrito una serie de patologías genéticas producidas por mutaciones a 
nivel de proteínas fundamentales para la correcta estructura y funcionamiento del cilio 
primario. En conjunto, estas enfermedades se han denominado ciliopatías y componen un 
complejo conjunto de trastornos con gran heterogeneidad clínica y sin que aparezca una 
correlación exacta genotipo-fenotipo. De esta manera, los diferentes síndromes descritos se 
han desarrollado en función de la clínica predominante, más que en referencia a la mutación o 
proteína afectada. La tabla siguiente (Tabla 3) describe las principales ciliopatías y los genes 
afectados. 
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Tabla 3. Principales síndromes producidos por mutaciones en proteínas ciliares o ciliopatías.  
Extraído de Ware et al., 2011. 

CILIOPATÍA CARACTERÍSTISTICAS GENES 
Poliquistosis renal 

 
Quistes renales, fibrosis hepática. Formas 
autosómico dominantes y recesivas. 

PKHD1, PKD1, PKD2 

Nefronoptisis Quistes renales con y sin síntomas 
extrarrenales. 

NPHP1-4, IQCB1, CEP290,  
GLIS2, RPGRIP1L, NEK8,  
SDCCAG8, TMEM67,  
TTC21B 

Síndrome de Senior-
Loken 

Nefronoptisis juvenil, amaurosis de Leber NPHP1-6, SDCCAG8 

Amaurosis 
congénita de Leber 

Alteración visual en el primer año de vida, 
retinopatía pigmentaria. 

GUCY2D, RPE65, LCA3-14, 
CEP290 

Síndrome de 
Meckel-Gruber 

Quistes renales, alteración del SNC 
(encefalocele), polidactilia y cardiopatía 
congénita. 

MKS1, TMEM216, 
TMEM67, CEP290, 
RPGRIP1L, CC2D2A 

Síndrome de 
Joubert y 

relacionados 

Hipoplasia del vermis cerebeloso (signo del 
diente molar), alteración del ritmo 
respiratorio, distrofia retiniana, anomalías 
renales. 

JBTS1, TMEM216, AHI1,  
NPHP1, CEP290, TMEM67,  
RPGRIP1L, ARL13B, 
CC2D2A 

Síndrome de 
Bardet-Biedl 

Obesidad, polidactilia, retinitis pigmentosa, 
anosmia, enfermedad de Hirschsprung, 
cardiopatía congénita. 

BBS1-2, ARL6, BBS4-5, 
MKKS,  BBS7, TTC8, 
BBS9, 10, TRIM32,  
BBS12, MKS1, CEP290, 
C2ORF86, MKS1, MKS3, 
CCDC28B 

Síndrome Oro-facio-
digital tipo I 

Alteraciones de la cavidad oral, la cara y los 
dedos. Anomalías del SNC. Quistes renales, 
ligado al X, letal en varones. 

OFD1 

Síndrome de 
Älstrom 

Miocardiopatía dilatada, obesidad, sordera 
neurosensorial, retinitis pigmentosa, 
alteraciones endocrinas, renales y hepáticas. 

ALMS1 

Síndrome  
deMcKusick-

Kaufman 

Anomalías urogenitales (hidrometrocolpos), 
polidactialia, cardiopatía congénita. 

MKKS (BBS6) 

Síndrome de Ellis 
van Creveld 

Displasia esquelética, cardiopatía congénita, 
polidactilia, displasia ectodérmica. 

EVC1, EVC2 

Condrodisplasia de 
Jeune 

Displasia esquelética, deformidades 
torácicas, polidactilia, quistes renales, 
retinitis pigmentosa.  

IFT80 

Displasia cráneo-
ectodérmica 
(Síndrome de 

Sensenbrenner) 

Displasia cráneo-ectodérmica, tórax 
estrecho, anomalías dentarias, afectación 
hepato-renal. 

IFT122, WDR35 

Síndrome 
costillascortas- 

polidactilia 

Displasia esquelética letal, polidactilia, 
anomalías congénitas. 

NEK1, DYNC2H1 

Heterotaxia 
 

Anomalías de la ubicación visceral, asplenia 
o polisplenia, cardiopatía congénita, atresia 
biliar, defectos de la línea media. 
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2. CILIO PRIMARIO Y NEUROGÉNESIS  
 
En el desarrollo de esta tesis hemos intentado comparar la presencia y potencial papel del cilio 
primario en procesos fisiológicos y patológicos. Como proceso fisiológico, nos hemos centrado 
fundamentalmente en la neurogénesis del Sistema Nervioso Entérico (SNE) adulto, aunque 
también haremos referencia a su desarrollo embrionario. Este último punto fue abordado 
durante una estancia externa realizada en el grupo de la Dra. Nathalie Spassky  en "l’Institut de 
Biologie de l’École Normale Supérieure” de París.  

A continuación, describiremos las características fundamentales del SNE y analizaremos los 
conocimientos actuales sobre el cilio primario en relación a la neurogénesis, tanto embrionaria 
como adulta. 
 

2.1. EL SISTEMA NERVIOSO ENTÉRICO 

a) Estructura, funciones y componentes 

El SNE está formado fundamentalmente por dos plexos compuestos por gran cantidad de 
ganglios que se localizan a lo largo del tubo digestivo: el plexo submucoso (o de Meissner) y el 
mientérico (o de Auerbach) (Furness 2012) (Fig. 2.1.). A pesar de que, por su localización, 
siempre se ha situado al SNE dentro del Sistema Nervioso Periférico (SNP), este es un sistema 
con unas características morfológicas, embriológicas y fisiológicas únicas, más similares al SNC. 
De esta manera, se ha observado que el SNE es capaz de funcionar de manera autónoma 
aunque se eliminen todas sus conexiones con el SNC y, de hecho, se desarrollan de manera 
independiente durante el desarrollo embrionario, estableciendo a posteriori, interconexiones 
que comunican ambos sistemas para regular y ajustar sus funciones (Furness 2012; Furness 
and Stebbing 2017). Así, no se trataría de una relación de dependencia del SNE frente al SNC, 
sino de comunicación recíproca. De esta forma, se ha denominado al SNE como el “segundo 
cerebro” (Gershon, 1998), aunque algunos autores ya empiezan a apuntar que, dada su mayor 
antigüedad en la escala filogenética, apareciendo en cnidarios como la hidra, sería más 
apropiado considerarlo el “primer cerebro” (Junquera, Comunicación Personal, Furness and 
Stebbing 2017). 

Figura 2.1. El sistema 
nervioso entérico. El SNE está 
compuesto por dos plexos 
principales que se ubican a lo 
largo del tubo digestivo de 
manera concéntrica: el plexo 
submucoso de Meissner 
(ubicado en la capa 
submucosa) y el plexo 
mientérico de Auerbach 
(localizado entre la capa 
muscular circular y la 
longitudinal, que forman la 
capa muscular del tubo 
digestivo). Extraído de 
Furness 2012. 
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El SNE cumple con una gran variedad de funciones entre las que destacan la coordinación de la 
musculatura gastrointestinal (fundamental para los movimientos peristálticos o de los 
diferentes esfínteres del tubo digestivo), el control de la secreción glandular o la regulación de 
la distribución del flujo sanguíneo. Además, mantiene una estrecha relación con otros 
componentes gastrointestinales como el epitelio digestivo (regulando la absorción de 
nutrientes e integridad de la barrera epitelial mediante la liberación de factores tróficos), el 
sistema inmunitario o el sistema neuroendocrino (Furness 2012). Alteraciones del SNE originan 
diferentes enfermedades que afectan, fundamentalmente, al aparato digestivo. Dentro de 
estas enfermedades (denominadas neuropatías entéricas) destacan la acalasia, la estenosis 
hipertrófica pilórica, el estreñimiento crónico, la enfermedad de Hirschprung, la enfermedad 
de Chagas (producida por el Trypanosoma cruzi) o diarreas neurosecretoras como el cólera 
(Furness 2012). Por otra parte, cada vez son más las evidencias que demuestran que diferentes 
enfermedades tradicionalmente consideradas del SNC únicamente (como la enfermedad de 
Parkinson, la de Alzheimer u otros trastornos prionoides) también afectan al SNE (Natale et al., 
2011). Más aún, se ha propuesto que en muchos casos sería el propio tubo digestivo la puerta 
de entrada de los agentes que producen estas enfermedades, como, por ejemplo, la proteína 
prion de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob; que migrarían hasta llegar al SNC (Natale et al., 
2011). 

El SNE está clásicamente compuesto por diferentes poblaciones de neuronas (en un número 
similar al de la médula espinal) (Furness and Stebbing 2017) y células gliales que se ubican 
alrededor de ellas sin formar vainas de mielina. En el ser humano aparecen entre 1,3 y 1,9 
células gliales por cada neurona en el plexo submucoso y entre 5,9 y 7 en el plexo mientérico 
(Hoff et al., 2008). Estas células gliales presentan marcadores como GFAP (Glial Fibrillary Acidic 
Protein) (Jessen et al., 1984) o S-100 (Ferri et al., 1982), así como características 
ultraestructurales (caracterizada por abundantes gliofilamentos citoplasmáticos) (Gabella, 
1981) que las asemejan a astrocitos. Por otra parte, otros estudios muestran que la glía 
entérica expresa PLP1 (Proteolipid Protein 1), relacionada con células gliales productoras de 
mielina como los oligodendrocitos o las células de Schwann (Rao et al., 2015). Además, estas 
células también expresan Nestina, un filamento intermedio que, como veremos más adelante, 
se ha relacionado estrechamente con las células madre neuronales (Vanderwinden et al. 2002; 
Cantarero Carmona  et al. 2011). En definitiva, la glía entérica se trata de un subtipo de glía con 
propiedades únicas (Rao et al., 2015). En función de su morfología o su localización, se han 
propuesto diferentes clasificaciones de las células gliales entéricas (Gulbransen and Sharkey, 
2012) (Fig. 2.2). Así, según su morfología, se distingue entre la glía tipo I o protoplasmática 
(similar a los astrocitos protoplasmáticos de la sustancia gris del SNC, con forma estrellada), la 
tipo II o fibrosa (similar a astrocitos fibrosos de la sustancia blanca del SNC, con forma 
alargada), la tipo III (con largas prolongaciones) y la tipo IV (de aspecto fusiforme) (Fig. 2.2A). 
Por otra parte, según su localización, distinguimos entre glía entérica del plexo submucoso 
(EGSMP), del plexo mientérico (EGMP), de la mucosa (EGMucosa) y la glía intramuscular (EGIM) (Fig 
2.2B) (Gulbransen and Sharkey, 2012). 
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Figura 2.2. Subtipos de glía entérica. Diferentes subtipos de glía entérica según su morfología (A) o su 
localización (B). Modificado de Gulbransen and Sharkey 2012. 
 

Por otra parte, existe otro tipo celular en estrecho contacto con el SNE y que es, 
frecuentemente, olvidado en los libros y revisiones sobre este sistema nervioso: las células 
intersticiales de Cajal (ICC, por sus siglas en inglés). Estas células, descritas por primera vez 
como neuronas primitivas por Santiago Ramón y Cajal (Ramón y Cajal, 1892), se caracterizan 
por presentar largas prolongaciones que interconectan entre sí (formando una red) y con 
diferentes elementos del tubo digestivo (incluyendo neuronas, células gliales, musculares, 
neuroendrocrinas, vasos sanguíneos, células epiteliales…) (Kondo and Kaestner, 2019). Las ICC 
expresan marcadores específicos como el receptor c-Kit (Maeda et al., 1992) y el canal de cloro 
ANO1 (Anoctamin1) (Gomez-Pinilla et al. 2009). Además, al igual que las células gliales, 
expresan Nestina (Vanderwinden et al., 2002). Otra de las características fundamentales de 
estas células es la presencia de cilio primario (Junquera et al., 2007, 2011; Cantarero et al., 
2011). Las ICC realizan funciones de “marcapasos” de los movimientos gastrointestinales, 
actúan como sensor de fuerzas mecánicas y presentan receptores de neuro y gliotransmisores 
(lo que pone en evidencia su relación con neuronas y células gliales). Además, también se han 
relacionado con el sistema inmune digestivo y con el microambiente de las células madre 
epiteliales (Kondo and Kaestner, 2019). 

 

b) Embriogénesis del Sistema Nervioso Entérico 

El SNE se origina a partir de células multipotenciales migratorias procedentes de la cresta 
neural que surgen a partir de procesos de transición epitelio-mesenquimal (Gershon, 1997; 
Lake and Heuckeroth, 2013; Nagy and Goldstein, 2017) (más adelante estudiaremos en 
profundidad la transición epitelio-mesenquimal, fundamentalmente asociada al cáncer, y el 
papel del cilio primario en la misma). En humanos, estas células migran y colonizan el tubo 
digestivo en la semana 4 de gestación (Nagy and Goldstein, 2017). Las células que originan el 
SNE proceden de manera específica de 3 regiones de la cresta neural: la zona troncal (que 
origina el SNE del esófago y de la parte proximal del estómago), la zona vagal (que da lugar a la 
mayor parte del SNE desde el estómago hasta el colon) y la zona sacra (que aporta células que 
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pueblan la parte distal del íleon y el colon) (Gershon, 1997; Lake and Heuckeroth, 2013) (Fig 
2.3). Una vez que estas células llegan al tubo digestivo sufren un proceso de migración 
longitudinal o primaria (de proximal a distal en el caso de las procedentes de la cresta neural 
vagal y de distal a proximal, en las sacras) y, posteriormente, de forma centrípeta o migración 
secundaria desde el exterior del tubo hacia la zona submucosa (originándose así el plexo 
submucoso) (Lake and Heuckeroth, 2013). 
 
Por otra parte, se ha descrito otra subpoblación de células procedentes de la parte ventral del 
tubo neural a nivel del romboencéfalo (las llamadas células VENT, por sus siglas en inglés) que 
originan subpoblaciones de neuronas, glía, ICC, células musculares e, incluso, células epiteliales 
en el estómago y el duodeno (Sohal et al., 2002). 
 

 
Figura 2.3.Desarrollo del SNE. A) El SNE procede de células derivadas de tres regiones concretas de la 
cresta neural: la zona vagal (la más importante), la troncal (que aporta células a la región más proximal) 
y la sacra (cuyas células migran a la parte más distal). Extraído de Gershon 1997.  B) Una vez en el tubo 
digestivo, estas células migran inicialmente de manera longitudinal y, posteriormente, de manera 
centrípeta del exterior al interior del tubo digestivo. Extraído de Lake and Heuckeroth 2013. 
 

El control de la migración, proliferación y diferenciación de las células progenitoras para 
originar los diferentes componentes del SNE está estrechamente regulado por diferentes 
proteínas y vías de señalización. Dentro de estas últimas, las más estudiadas son la del 
receptor tirosín-kinasa RET cuyo principal ligando es GDNF (Glia Derived Neurotrophic Factor) y 
la del receptor asociado a proteínas G EDNRB (Endothelin Receptor type B) cuyo ligando es la 
endotelina 3 (Lake and Heuckeroth, 2013; Nagy and Goldstein, 2017). Otro receptor muy 
asociado a estas células progenitoras es el receptor neurotrófico de baja afinidad p75 (Stemple 
and Anderson, 1992) que, además, ha sido descrito en el cilio primario en algunos tipos 
neuronales, en concreto, del hipocampo (Chakravarthy et al., 2010). Además, existen múltiples 
factores de transcripción que regulan el desarrollo y diferenciación de las células progenitoras 
como Phox2b (Paired Like Homeobox 2B), Sox10 (SRY-Box Transcription Factor 10) o Pax3 
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(Paired Box 3) (Pattyn et al., 1999; Lake and Heuckeroth, 2013). Por otra parte, la vía Hh que 
hemos estudiado previamente también juega un papel importante en el desarrollo del SNE, de 
manera que regula la migración centrípeta y promueve la proliferación de las células 
progenitoras mientras que inhibe su diferenciación hacia neuronas y su capacidad de 
migración (Fu et al., 2004).  

 

c) Neurogénesis entérica adulta 

La hipótesis de que en el SNE pudieran originarse nuevas neuronas durante la edad adulta ha 
despertado el interés de diferentes grupos de investigación, más aún, después de que la 
neurogénesis adulta se demostrara en el SNC (Altman and Das, 1965), acabando así con uno de 
los grandes dogmas de la neurociencia. 

Inicialmente la mayoría de estudios se basaron en modelos celulares que demostraban la 
presencia de una población de células progenitoras positivas para Nestina que podía generar 
(in vitro y al ser transplantadas en animales) neuronas, glía, ICC y células musculares ( Suárez-
Rodríguez and Belkind-Gerson, 2004; Metzger et al., 2009a; Belkind-Gerson et al., 2013). 
Posteriormente, Laranjeira et al. (2011), mostró la presencia de una subpoblación celular (que 
relacionó con células gliales) positivas para Sox10, capaces de producir nuevas neuronas en 
cultivo e in vivo tras producirles una agresión química, pero no de manera fisiológica 
(Laranjeira et al., 2011). Por otra parte, en otro trabajo contemporáneo, no detectaron 
ninguna neurogénesis significativa en el SNE mediante técnicas de BrdU (Bromodesoxi-
Uridina), un marcador que se incorpora a las células en división, y solamente hallaron un 
pequeño porcentaje de neuronas derivadas de células GFAP+ tanto en situaciones fisiológicas 
como tras producirles diferentes lesiones. Estos resultados les llevaron a concluir que la 
neurogénesis adulta en el SNE era prácticamente inexistente (Joseph et al., 2011).  

Recientemente, se ha mostrado que una subpoblación de células positivas para Nestina y p75 
pero negativas para Sox10 sí son capaces de generar nuevas neuronas en el SNE y que, de 
hecho, se produce un recambio continuo de neuronas en el SNE adulto de los ratones (Kulkarni 
et al., 2017). Los autores se refieren a estas células como una subpoblación única diferente de 
la glía entérica, a pesar de que expresan marcadores relacionados con esta como GFAP y 
S100β (Kulkarni et al., 2017). Marcadores relacionados con las ICC, como c-Kit o ANO1, no 
fueron estudiados en este trabajo. Más aún, los autores proponen un esquema en el que la 
ruta de neurogénesis espontánea sería diferente de la inducida por lesiones, que sí provendría 
directamente de células gliales Sox10+ (Fig.2.4). Al igual que sucede en el SNC (Lim and 
Alvarez-Buylla, 2014; Moss et al., 2016; Bonafina et al., 2020), el ambiente de estas células 
progenitoras (conocido como nicho neurogénico) es fundamental para su funcionamiento y se 
ha observado que elementos como la microbiota, regulan la inervación del SNE y activan la 
proliferación de las células progenitoras Nestina+, así como su diferenciación hacia neuronas 
maduras, en un proceso posiblemente regulado por la liberación de serotonina (Liu et al., 
2009; De Vadder et al., 2018;) y por Toll-like Receptor 2 (TLR2) (Yarandi et al., 2020).  
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Figura 2.4. Neurogénesis del SNE adulto. Células procedentes de la cresta neural (p75+, Ret+, Sox10+) 
colonizan el intestino embrionario y dan lugar a glía y precursores gliales (Sox10+, S100β+, GFAP+),  
neuronas (Sox10-, Nestina-) y a células madre neuronales entéricas (Nestina+, p75NTR+, Sox10-, S100β+, 
GFAP+). Estas células precursoras generan nuevas neuronas en el SNE en condiciones fisiológicas, 
mientras que las células gliales pueden dar lugar a nuevas neuronas únicamente en  casos de lesión (en 
rojo). Extraído de Kulkarni et al. 2017. 
 

Pocos estudios se han centrado en la potencial neurogénesis entérica humana. Sin embargo, 
se ha observado la presencia de células progenitoras positivas para Nestina con la capacidad 
de generar neuronas in vitro y en explantes en otras especies (Metzger et al., 2009a; Metzger, 
et al., 2009b) y se ha apuntado a una población de células S100β, Nestina+ y PGP9.5+ (un 
marcador relacionado con el linaje neuronal) como posibles progenitoras neuronales (Azan et 
al., 2011). 

A continuación, trataremos del papel del cilio primario en la neurogénesis. Los estudios previos 
sobre esta estructura y el desarrollo de nuevas neuronas en el SNE son prácticamente 
inexistentes, por lo que nos centraremos en las implicaciones que se han observado en la 
neurogénesis del SNC para, posteriormente, tratar de trazar un paralelismo entre la 
neurogénesis central y la entérica. 
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2.2. EL CILIO PRIMARIO EN LA NEUROGÉNESIS EMBRIONARIA 

El cilio primario ha sido relacionado con un correcto desarrollo del SNC y alteraciones en su 
estructura o función (especialmente a través de Gli3) se han vinculado con trastornos en la 
formación de la corteza cerebral o del cuerpo calloso (Youn and Han, 2018). 

En concreto, el cilio primario está implicado en la correcta formación de la glía radial, unas 
células necesarias para el desarrollo adecuado del cerebro durante la embriogénesis 
(Fig.2.5A). Estas células presentan una polaridad específica, de manera que el soma se 
encuentra próximo a la pared de los ventrículos del cerebro y emiten largas prolongaciones 
que llegan hasta la superficie cerebral. Las células de la glía radial no solamente son células 
madre de las que se originan, por división asimétrica, las neuronas, sino que componen un 
andamiaje, una  guía (“scaffold” en inglés), por el que las neuronas migran hasta llegar al 
córtex (Stiles and Jernigan, 2010; Kandel et al., 2013) (Fig. 2.5A). Estas células de la glía radial 
poseen cilio primario (Higginbotham et al., 2013). Ante mutaciones en el gen Arl13b (ADP 
Ribosylation Factor Like GTPase 13B) que condicionan un mal funcionamiento de este cilio, se 
producen alteraciones en la polaridad de las células de la glía radial, de manera que el soma se 
localiza en la proximidad de la superficie cerebral y se produce una incorrecta migración de las 
neuronas del córtex y una formación aberrante del hipocampo (Fig. 2.5B-D) (Higginbotham et 
al., 2013). 
 
Por otra parte, alteraciones en el cilio primario también se han relacionado con el correcto 
desarrollo de otras estructuras cerebrales. Así, mutaciones que alteran el transporte 
intraflagelar (reduciendo la expresión de Kif3A) producen un desarrollo inadecuado del 
cerebelo (Spassky et al., 2008) y de los ventrículos cerebrales (Foerster et al., 2017), en 
relación a la alteración de vías de señalización cilio-dependientes (en concreto, de la vía Hh en 
el caso del cerebelo y de la vía mTOR en el caso de los ventrículos) (Fig.2.5E-H). 

En definitiva, estos estudios demuestran que la presencia y correcto funcionamiento del cilio 
primario es fundamental para el desarrollo adecuado del SNC. Sin embargo, ningún estudio 
hasta el momento ha tratado de estudiar las implicaciones de esta estructura en el desarrollo 
embrionario del SNE. 

En el ANEXO2, encontraremos el informe de la estancia realizada en París, donde se muestran 
unos resultados preliminares en relación a los efectos de eliminar el cilio primario en las 
células progrenitoras del SNE. 
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Figura 2.5. Desarrollo del SNC y cilio primario. A) Las células de la Glía Radial generan neuronas durante 
el desarrollo embrionario del cerebro y forman una guía para la correcta migración de las mismas. 
Extraído de Kandel et al. 2013. B) Las células de la glía radial expresan cilio primario (Arl13b, en rojo). 
BLBP (Brain Lipid Binding Protein) es un marcador de glía radial. C) De manera fisiológica, el soma de las 
células de la glía radial (marcado con Sox2: SRY-Box Transcription Factor 2) se encuentra cerca de la 
superficie ventricular (V) mientras que emiten prolongaciones hacia la superficie pial (P). D) Cuando se 
produce un mal funcionamiento del cilio primario, la polaridad de las células de la glía radial y la 
migración de las neuronas se altera. Modificado de Higginbotham et al. 2013. E-F) Por otro lado, la 
alteración del transporte intraflagelar (mediante el silenciamiento de Kif3A) produce una alteración  en 
el desarrollo del cerebelo. Extraído Spassky et al. 2008. G-H) Las células ependimarias que cubren los 
ventrículos laterales también dependen del cilio primario para su correcto desarrollo y la alteración del 
funcionamiento de este produce hidrocefalia en los animales con Kif3A silenciado. Extraído de Foerster et 
al. 2017. 

 

2.3. CILIO PRIMARIO EN LA NEUROGÉNESIS ADULTA 

En los años 60, el dogma de que ninguna nueva neurona se producía en los mamíferos adultos 
fue descartado al identificar nuevas neuronas en el cerebro del ratón (Altman and Das, 1965). 
Posteriormente se observó que esta formación de nuevas neuronas también se producía en 
humanos (Eriksson et al., 1998). Aunque la existencia de neurogénesis adulta en el cerebro 
humano ha despertado cierta controversia recientemente (Boldrini et al., 2018; Sorrells et al., 
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2018), parece que los resultados que niegan la identificación de neuronas generadas en la 
edad adulta puedan estar relacionadas con la manipulación de las muestras y los protocolos de 
fijación de las mismas, y los conocimientos actuales apoyan la existencia de neurogénesis 
adulta en el SNC humano (Kempermann et al., 2018). 

Clásicamente se han identificado dos nichos en los que se producen nuevas neuronas en el 
cerebro adulto: la zona subgranular (ZSG) del giro dentado, una parte del hipocampo; y la zona 
subventricular (ZSV), en la parte inferior de los ventrículos laterales (Pino et al., 2017). Sin 
embargo, con el desarrollo de nuevas investigaciones, se han encontrado células madre 
neurales en muchos otros sitios del SNC como el hipotálamo, el cerebelo, el núcleo estriado o 
el córtex (Pino et al., 2017). A continuación, describiremos sucintamente los dos nichos 
neurogénicos adultos principales y las implicaciones del cilio primario en los mismos. 
 

a) Cilio primario en la neurogénesis adulta de la zona subventricular. 

Uno de los dos nichos clásicos donde se produce neurogénesis adulta en el SNC es la ZSV que 
envuelve a los ventrículos laterales y donde se forman neuroblastos que migran a través del 
tracto migratorio rostral hacia los bulbos olfatorios, donde estas células madre neuronales 
originan interneuronas maduras (Fig. 2.6A) (Zhao et al., 2008; Lim and Alvarez-Buylla, 2014; 
Lim and Alvarez-buylla, 2016). Se ha descrito que cada zona de la ZSV origina subtipos 
específicos de interneuronas en los bulbos olfatorios (Lim and Alvarez-Buylla, 2014; Lim and 
Alvarez-buylla, 2016). La citoarquitectura del nicho neurogénico de la ZSV se ha descrito con 
gran precisión, habiéndose identificado diferentes subpoblaciones celulares que cumplen 
funciones específicas y expresan marcadores concretos (Fig. 2.6B) (Tabla 4) (Lim and Alvarez-
Buylla, 2014). Así, las células madre neurales quiescentes (denominadas células tipo B1) 
presentan una morfología de características astrocíticas con largas prolongaciones que 
contactan, por su lado apical, con la luz de los ventrículos (lado en el que emiten un cilio 
primario [Fig. 2.6C]) y, por el lado basal, con vasos sanguíneos de la zona (Lim and Alvarez-
Buylla, 2014). Estas células presentan marcadores de tipo glial como GFAP, BLBP y GLAST 
(Glutamate Aspartate Transporter), que las relacionan con la estirpe astrocitaria y con las 
células de la Glía Radial. Además, se ha observado que expresan Prominina-1 (marcador de 
células madre) localizado en el cilio (Khatri et al., 2013). Cuando estas células madre 
quiescentes se activan (células B1a) expresan Nestina y originan unas células intermediarias 
amplificadoras con gran capacidad de proliferación (células C) que, finalmente, dan lugar a 
neuroblastos o células A que expresan marcadores como DCX (Doblecortina) o PSA-NCAM 
(Polysialylated Neural-Cell-Adhesion Molecule) (Lim and Alvarez-Buylla, 2014). Las células A 
forman un tracto envuelto por astrocitos por donde migran hasta el bulbo olfatorio. Todos 
estos tipos celulares están interconectados y regulados entre ellos y con otras estructuras del 
nicho neurogénico subventricular como vasos sanguíneos, el líquido cefalorraquídeo, las 
células ependimarias, la glía y las neuronas maduras del entorno (Lim and Alvarez-Buylla, 2014; 
Lim and Alvarez-buylla, 2016). Se debe tener en cuenta que las células ependimarias y las 
células B1 proceden de una célula progenitora común (Ortiz-Álvarez et al., 2019). 

La neurogénesis de la ZSV está estrechamente regulada por moléculas como 
neurotransmitores (por ejemplo, serotonina, acetilcolina, dopamina o GABA) y vías de 
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señalización como Wnt, Hh o Notch (Lim and Alvarez-Buylla, 2014). Especialmente interesante 
es el caso de la vía Hh: el ligando Shh se encuentra fundamentalmente en el líquido 
cefalorraquídeo donde también protruye el cilio primario de las células madre B1 (Lim and 
Alvarez-Buylla, 2014). En concreto, se ha observado la activación de la vía de señalización de 
Hh en el área ventral de la ZSV y la inhibición de esta vía produce una reducción de 
subpoblaciones específicas de neuronas del bulbo olfatorio, que derivan de esta región (Ihrie 
et al., 2011). En consonancia, la ablación del cilio primario en la ZSV, se tradujo en una 
reducción focalizada en la zona anteroventral y de las neuronas procedentes de esta zona 
(Tong et al., 2014). Además, se ha observado que en el cuerpo basal de las células madre de la 
ZSV aparece FGFR (Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblastos), cuya activación se 
relaciona con un incremento en la proliferación de las células C y un aumento en la capacidad 
migratoria de los neuroblastos (Garcia-Gonzalez et al., 2016). Por otra parte, las neuronas 
inmaduras del bulbo olfatorio también presentan cilio primario y el correcto funcionamiento 
de la Adenilato Ciclasa III (una enzima localizada específicamente en el axonema ciliar) es 
fundamental para su correcta maduración y supervivencia, independientemente de la 
proliferación de las células madre de la ZSV (Luo et al., 2015).  

Es importante tener en cuenta que la mayoría de estos estudios han sido realizados en 
mamíferos no humanos (fundamentalmente roedores). En lo referente al cerebro humano, la 
cantidad de células madre neuronales en esta región es muy inferior y únicamente se ha 
observado un verdadero tracto migratorio en niños, donde estas células madre migran hasta el 
lóbulo frontal (Bergmann et al., 2015; Lim and Alvarez-buylla, 2016). 

 

Figura 2.6. Neurogénesis en la ZSV. A) Modelo de neurogénesis adulta en la ZSV. Las nuevas neuronas 
migran en forma de neuroblastos por el tracto migratorio rostral (RMS, por sus siglas en inglés) hasta el 
bulbo olfatorio (OB). Extraído de Alvarez-Buylla and García-Verdugo 2002. B) Esquema de la disposición 
de los diferentes tipos celulares que forman la zona subventricular. Las células B dan lugar a las 
precursoras amplificadoras, tipo C, que forman los neuroblastos, células A, que darán lugar a las nuevas 
neuronas. Modificado de Lim and Alvarez-buylla 2014. C) Cilio primario de una célula B1. Extraído de 
Mirzadeh et al. 2008. CC = cuerpo calloso, LV = ventrículo lateral, NC = neocortex, CB = cerebelo, 5HT = 
fibras serotoninérgicas, DAt = fibras dopaminérgicas, ChAT = neuronas colinérgicas, Endo= endotelio. 
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Tabla 4. Marcadores de los subtipos de células precursoras de neuronas de la ZSV. 
Datos extraídos a partir de Khatri et al. 2013 y Lim and Alvarez-buylla 2014. 

 

Células B Células C Células A 
GFAP Ascl1 PSA-NCAM 
GLAST Dlx2 Dlx2 
BLBP Gsx2 DCX 
PRX  Tuj1 
Sox2   

Prominin-1   
Nestina (en B activadas)   

 

GFAP = Glial Fibrillar Acid Protein (Proteína Ácida Glio-Fibrilar), GLAST = Glutamate Aspartate 
Transporter (Transportador de Glutamato y Aspartato), BLBP = Brain Lipid-Binding Protein (Proteína de 
unión a lípidos cerebral), PRX = Periaxin,  Ascl1 = Achaete-Scute homolog1,  Dlx2 = Distal-Less Homeobox 
2, Gsx2= Genetic-Screened Homeobox 2, PSA-NCAM = Polysialylated Neural-Cell-Adhesion Molecule 
(Molécula Polisializada de Adhesión a Células Neuronales), DCX = Doublecortin (Doblecortina), TuJ1 = 
Clase III de β-tubulina específica de neuronas. 
 

 

b) Cilio primario en la neurogénesis adulta de la zona subgranular. 

El otro nicho neurogénico clásico se encuentra en el giro dentado del hipocampo (Zhao et al., 
2008; Toda and Gage, 2017). El giro dentado está compuesto por tres capas: la capa molecular, 
con las dendritas de las células granulares y las aferencias de otras partes del SNC, la capa 
granular, compuesta por los somas de las células granulares y la capa polimorfa o hilio, 
compuesta por los axones que forman las eferencias del giro dentado (Fig. 2.7A) (Amaral et al., 
2007). Las células madre neuronales se encuentra justo bajo los somas de las células 
granulares, formando la ZSG y generan, durante la etapa adulta, nuevas neuronas granulares. 
La neurogénesis de esta zona se ha relacionado con las funciones propias del hipocampo: la 
memoria espacial (en la zona dorsal de ratones y posterior en humanos) y el comportamiento 
afectivo (en la zona ventral o anterior) (Christian et al., 2014; Toda and Gage, 2017). En 
concreto, estas nuevas neuronas serían fundmaentales para la diferenciación de patrones 
(frente a las células preexistentes, que agruparían patrones) (Nakashiba et al., 2012). Del 
mismo modo, se ha relacionado la neurogénesis adulta con diferentes enfermedades 
neuropsiquiátricas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, la epilepsia, el síndrome del X 
frágil o los trastornos ansioso-depresivos ( Zhao et al., 2008; Christian et al., 2014). 

Al igual que ocurría en la ZSV, el proceso de neurogénesis presenta diferentes subtipos 
celulares, caracterizados por la expresión de diferentes proteínas (Encinas et al., 2011) (Fig. 
2.7B) (Tabla 5). Así, existen unas células madre quiescentes (llamadas Radial Glia-Like o RGL o 
también células tipo 1) que presentan una importante prolongación vertical que asciende por 
la capa granular hasta la parte más interna de la capa molecular donde contacta con diferentes 
elementos del giro dentado (Moss et al., 2016). Estas células expresan marcadores muy 
relacionados con las células madre neuronales como Nestina, Vimentina, Sox2, BLBP y también 
el marcador glial GFAP. Estas células se dividen de forma asimétrica para originar células 
progenitoras amplificadoras (o tipo 2) que mantienen la expresión de Sox2 y BLBP y, en menor 
medida, de Nestina. A partir de ellas se originan neuroblastos (referidos en algunos artículos 
como células D o tipo 3) que expresan DCX, PSA-NCAM, NeuroD, Tuj1, Prox-1 y, en estadios 
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más avanzados, NeuN (Neuronal Nuclear Antigen). Posteriormente se forman neuronas 
inmaduras (con marcadores similares) y, finalmente, neuronas granulares maduras, que 
pierden la expresión de marcadores de inmadurez como DCX y PSA-NCAM y obtienen otros 
asociados a una diferenciación completa (como Calbindina) (Seri et al., 2004; Encinas et al., 
2011) (Tabla 5). 

 
Figura 2.7. Neurogénesis del giro dentado. A) El giro dentado está compuesto por la capa molecular 
(CM), la capa granular (CG) y la capa polimorfa o hilio (CP). Entre estas dos últimas capas se encuentran 
las células madre neuronales (en negro). Imagen propia obtenida en el laboratorio del  Dr. Nicolas Toni. 
B) La neurogénesis de la ZSG también consta de diferentes etapas compuestas por diferentes 
subpoblaciones hasta originar las neuronas maduras. Extraído de Encinas et al. 2011. 

Tabla 5.  Marcadores de las diferentes fases celulares de la neurogénesis de la ZSG.  
Extraído a partir de Seri et al. 2004 y Encinas et al. 2011. 

Similar a Glía 
Radial 

Progenitora 
amplificadora 

Neuroblasto Neurona 
inmadura 

Neurona 
madura 

GFAP Sox2 PSA-NCAM PSA-NCAM Tuj1 
Vimentin BLBP NeuD NeuD Prox-1 

BLBP Nestina +/- DCX DCX NeuN 
PRX  Tuj1 Tuj1 Calbindin 
Sox2  Prox1 Prox1  

Nestina   NeuN 
(Neuroblasto 2) 

NeuN  

 
Igualmente, la producción de nuevas neuronas en el giro dentado, depende estrechamente de 
gran diversidad de señales moleculares y elementos con los que están en contacto las células 
madre neuronales como los vasos sanguíneos, la matriz extracelular, la glía o las neuronas 
maduras (Moss et al., 2016; Bonafina et al., 2020). 
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En este sentido juega un importante papel el cilio primario. Así, existen diferentes trabajos que 
investigan el papel de esta estructura en la neurogénesis adulta del giro dentado. De este 
modo, tanto las células madre RGL como las células granulares maduras nacidas durante la 
etapa adulta presentan esta estructura. En estas últimas, el cilio primario parece jugar un 
importante papel en su integración sináptica a través de la regulación de la ramificación de las 
dendríticas mediada por la vía Wnt (Kumamoto et al., 2012). En lo referente a las células 
madre neurales de la ZSG, ratones transgénicos que carecen de Kif3A en las células que 
expresan GFAP, muestran un menor número de células RGL y una menor capacidad de 
neurogénesis durante la etapa adulta (Han et al., 2008) (Fig. 2.8). En el mismo trabajo 
muestran que estas alteraciones están en probable relación con alteraciones en la señalización 
Hh, ya que ratones con afectación en esta vía muestran un fenotipo similar (Han et al., 2008). 
Resultados similares se observaron utilizando otro modelo murino con ciliogénesis defectiva 
(Breunig et al., 2008). Se debe tener en cuenta que en estos trabajos provocan la alteración de 
la ciliogénesis desde la etapa embrionaria. En otro artículo, se logra un modelo transgénico en 
el que la alteración de la cliogénesis se induce una vez que los ratones han nacido. Así, se 
observó que el cilio primario no es necesario para el mantenimiento y división simétrica de las 
células madre RGL pero sí para la proliferación de las células amplificadoras, sin que quede 
claro si se produce una menor división asimétrica de las células RGL o un menor potencial 
proliferativo de las propias células amplificadoras (Amador-Arjona et al., 2011). Esta alteración 
en la neurogénesis se reflejó en alteraciones a nivel conductual de estos ratones transgénicos 
(Amador-Arjona et al., 2011). Por otra parte, se ha visto que el estrés agudo produce un 
incremento de la proliferación de células madre neuronales en el giro dentado, así como de 
neuronas inmaduras ciliadas (Lee and Ko, 2018). 

 

Figura 2.8. Cilio primario y neurogénesis de la ZSG. La ablación del cilio primario (a-b) en las células 
madre neurales provoca una alteración en el desarrollo del giro dentado (c-d), un menor número de 
células madre progenitoras (e-f e i-j) y una menor capacidad proliferativa (g-h). Extraído de Han et al. 
2008. 
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En definitiva, el cilio primario es una característica común en las células madre de los nichos 
neurogénicos adultos. Su presencia se ha relacionado fundamentalmente con las células 
madre quiescentes, aunque su papel en la correcta maduración e integración de las nuevas 
neuronas también ha sido puesto de manifiesto. Más aún, se ha visto que (fundamentalmente 
a través de su capacidad de mediar la señalización celular) juega un importante papel en la 
activación, proliferación y migración de las células madre neuronales adultas.  

3. CILIO PRIMARIO Y CÁNCER 
 
Una parte importante del trabajo realizado durante esta tesis ha supuesto identificar y 
profundizar en las implicaciones del cilio primario en distintos tipos tumorales, tanto de estirpe 
epitelial (cáncer de vejiga), como mesenquimal (tumores del estroma gastrointestinal –GIST– o 
tumor de células gigantes del hueso). En las células tumorales se produce una serie de 
alteraciones que dan lugar a una proliferación descontrolada y  a una tendencia a la invasión 
de otros tejidos (metástasis). Estas alteraciones suponen las llamadas “señas de identidad” 
(hallmarks en inglés) del cáncer (Fig. 3.1) (Hanahan and Weinberg, 2011).  

 
Fig. 3.1. Señas de identidad (hallmarks) del cáncer. En el desarrollo y mantenimiento de las células 
tumorales juega un papel fundamental una serie de procesos que se encuentran alterados respecto a las 
células fisiológicas. En el esquema se observan los elementos principales. Extraído de Hanahan and 
Weinberg 2011. 

 

Muchos de estos procesos, fundamentales para el desarrollo y progresión del cáncer, están 
estrechamente relacionados con las funciones celulares con las que se ha vinculado al cilio 
primario (como el ciclo celular, la migración o la regulación de diferentes vías de señalización). 
Por ello, el papel del cilio primario en la formación de tumores ha despertado el interés de 
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diversos grupos y, aunque aún se desconocen elementos fundamentales de la implicación de 
esta estructura en el cáncer, se han comenzado a dilucidar algunas relaciones. A continuación, 
realizaremos una revisión del papel del cilio primario en diferentes aspectos del proceso de 
carcinogénesis. 

 

3.1. RASGOS GENERALES DEL PAPEL DEL CILIO PRIMARIO EN EL CÁNCER 

a) Aumento de la proliferación. Ciclo celular. 

Una de las características fundamentales de las células tumorales es su capacidad de 
mantenerse en continua proliferación, de manera que se alteran los puntos de control que 
frenan la progresión del ciclo celular y mantienen la quiescencia celular. Como hemos descrito 
previamente, el cilio primario posee un papel fundamental en esta regulación del ciclo celular, 
ya que el cuerpo basal supone un centriolo modificado, necesario para formar el huso mitótico 
durante la mitosis (Izawa et al., 2015).  

De esta manera, el desensamblaje del cilio primario y la liberación del centriolo serían 
necesarios para mantener una proliferación constante en las células tumorales. Así, proteínas 
que median este desensamblaje, previo a la fase M del ciclo, (como Aurora A, Trichopleína o 
Nde1) han sido estrechamente relacionadas con diferentes formas de cáncer y su inhibición 
frena la progresión del ciclo celular, manteniendo a las células en un estado quiescente y 
disminuyendo su potencial de proliferación (Seeger-Nukpezah et al., 2013; Izawa et al., 2015). 
Por ello, han sido propuestas como posibles dianas terapéuticas. Este efecto inhibidor del ciclo 
celular requiere una correcta formación del cilio primario, ya que al inhibir proteínas 
necesarias para la ciliogénesis, el freno de la proliferación logrado al bloquear estas proteínas 
se revierte (Inoko et al., 2012). De esta manera, el cilio primario se muestra como un elemento 
fundamental como regulador del ciclo celular en el desarrollo tumoral. 

b) Vías de señalización cilio-dependientes y cáncer. 

Muchas de las vías de señalización reguladas por el cilio primario han sido vinculadas a la 
formación, progresión y extensión tumoral, de manera que se han propuesto como posibles 
dianas antitumorales y se han comenzado a utilizar en la clínica diaria (Amakye et al., 2013; Liu 
et al., 2018).  

Vía Hedgehog 

En concreto, la vía Hh ha sido estrechamente relacionada con el cáncer (Amakye et al., 2013), 
hasta el punto de que se ha afirmado que hasta en el 25% de las muertes producidas por 
tumores, aparecía una sobreexpresión de esta vía (Chahal et al., 2018). Este incremento de Hh 
puede producirse a través de diferentes mecanismos. De esta manera, se pueden producir 
mutaciones en algún componente de la vía (activación ligando-independiente) o un exceso de 
señalización ligando-dependiente. Respecto a este último proceso, se han descrito diferentes 
formas, como la propia producción de los ligandos Hh por la célula tumoral, activando la vía de 
una forma autocrina; la producción de ligandos Hh por la célula tumoral afectando a las células 
no tumorales del microambiente tumoral; o, inversamente, la producción del ligando por 
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células del microambiente tumoral que estimulan la vía en las células cancerígenas (Amakye et 
al., 2013; C. Cochrane et al., 2015) (Fig. 3.2). 

Esta sobreactivación de la vía Hh genera la activación de diferentes genes implicados en el 
desarrollo del cáncer como la proliferación celular (MYC, CCND1), la supervivencia celular (BCL-
2), la migración y metástasis (TWIST, ZEB1, ZEB2 y Snail) o la angiogénesis (Angiopoietin) 
(Katoh and Katoh, 2009; Liu et al., 2018).  

Especialmente interesante es el papel de la vía Hh en el mantenimiento de las células madre 
tumorales (Cochrane et al., 2015). Así, se ha observado la activación de esta vía en estas 
células madre, donde potencia la expresión de genes íntimamente relacionados con el control 
de las capacidades de autorenovación y matenimiento características de estas células como 
Nanog, OCT4 (Octamer-binding Transcription Factor4), Nestina, Sox2 o Prominina-1. Como 
veremos en la siguiente sección, estas células son fundamentales para el desarrollo, 
mantenimiento e invasión tumorales. Diferentes estudios (mayoritariamente in vitro) han 
tratado de actuar sobre estas células mediante el uso de inhibidores de la vía Hh con 
resultados preliminares prometedores (Cochrane et al., 2015). 
 
El cilio primario juega un papel fundamental en la regulación de la vía Hh en cáncer, tanto 
cuando la activación de esta vía se produce de manera ligando-dependiente como 
independiente. Así, se ha observado que el cilio primario es capaz de aumentar o inhibir la 
tumorogénesis inducida por mutaciones en componentes de la vía Hh en función de la 
naturaleza de la señal oncogénica (Han et al. 2009; Wong et al. 2009).  

 
 

Fig. 3.2. Diferentes mecanismos de 
sobreactivación de la vía Hh en el 
cáncer. La activación de la vía se ha 
implicado estrechamente con 
procesos oncológicos. Esta activación 
puede deberse a mutaciones en los 
componentes de la vía (a), a la 
producción del ligando por la propia 
célula tumoral generando su propia 
activación de forma autocrina (b), 
produciendo el ligando la célula 
tumoral y modificando el 
microambiente para favorecer la 
progresión (c) o siendo este 
microambiente estromal el que 
produce el ligando, activando a las 
células tumorales (d). Extraído de 
Amakye et al., 2013. 
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Otras vías 

La vía de Wnt se ha estudiado estrechamente con muchos de los componentes fundamentales 
de las células tumorales (Zhan et al., 2017). De esta manera, mutaciones en proteínas de esta 
vía se han relacionado con diferentes tipos de cáncer. Quizá el ejemplo más estudiado sea el 
de la proteína APC, cuyas mutaciones están vinculadas con el desarrollo del cáncer de colon. 
Además, la vía de Wnt también juega un papel fundamental en el mantenimiento de los 
telómeros de las células madre tumorales (por la activación de la expresión de la telomerasa 
por β-catenina), la transición epitelio-mesenquimal o la regulación de la respuesta inmune 
(Zhan et al., 2017). Por otra parte, la activación de la vía no-canónica de Wnt induce la 
actividad de Aurora K favoreciendo el desensamblaje ciliar y la progresión del ciclo celular 
(Fabbri et al., 2019). 

Otra vía que ha sido estudiada en detalle en tumores, es la vía de mTOR (Tewari et al., 2019). 
Esta vía regula procesos fundamentales en el desarrollo tumoral, como el crecimiento, la 
proliferación, la supervivencia y el metabolismo celular. Así, se ha observado una 
sobreactivación de esta vía en gran número de tumores malignos. De hecho, PTEN 
(Phosphatase And Tensin Homolog), un importante inhibidor de Akt y, en consecuencia, de 
mTOR; es un importante supresor de tumores, que aparece mutado en gran cantidad de 
neoplasias (hasta el punto de ser la segunda mutación oncogénica más frecuente en el genoma 
humano, tras p53) (Tewari et al., 2019).  

La vía de Notch se ha relacionado también con el mantenimiento de las células madre 
tumorales, la proliferación celular, la metastatización y la angiogénesis (a través de la vía del 
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular –VEGF–) (Liu et al., 2018). 

La vía de TGFβ juega un papel ambivalente en el desarrollo tumoral. Por un lado, juega un 
papel fundamental en el freno del ciclo celular y, por tanto, actúa como supresor tumoral; 
mientras que, por otra parte, en las células tumorales de estirpe epitelial activa la transición 
epitelio-mesenquimal y está muy implicada en la evasión del sistema inmune por parte del 
tumor (Massagué and Gomis, 2006). 

Otras vías como las de los receptores tirosín kinasa (como PDGFR, EGFR o FGFR) también se 
han relacionado estrechamente con gran variedad de tumores y regulan elementos como la 
proliferación, progresión e invasión tumoral. Muchas de estas vías se han utilizado como 
dianas terapéuticas, lográndose fármacos de aplicación clínica (Liu et al., 2018). 

En la Figura 3.3 se muestran de forma esquemática la importancia de algunas de las vías 
relacionadas con el cilio y el papel que juegan en la expresión de proteínas estrechamente 
vinculadas con los procesos tumorales. 
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Fig. 3.3. Resumen del papel de diferentes vías de señalización dependientes del cilio primario en el 
desarrollo del cáncer. La gran mayoría de vías reguladas por el cilio primario han sido vinculadas con el 
desarrollo de neoplasias. Así, estas vías activan diferentes proteínas implicadas en diferentes procesos 
tumorales como la proliferación, la evasión de la apoptosis y de la respuesta inmune, la migración o la 
angiogénesis. Extraído de Chahal et al., 2018. 

 

c) Cilio primario y células madre tumorales 

Las células madre tumorales son una subpoblación celular dentro del tejido tumoral que se 
caracteriza por su capacidad de división asimétrica dando, por un lado, células con gran 
capacidad proliferativa que forman la mayoría del tumor y, por otro lado, nuevas células 
madre que quedan quiescentes, manteniéndose con un fenotipo indiferenciado y que juega un 
papel fundamental en la invasión a distancia y en la recidiva tumoral tras el tratamiento 
quimioterápico (Pattabiraman and Weinberg, 2014) (Fig. 3.4). 

Este último hecho es consecuencia de su importante resistencia a los actuales fármacos 
antitumorales debido a la presencia de bombas de expulsión de fármacos en estas células y a 
que la mayoría de terapias actúan sobre las células en división descontrolada y no lo hacen 
sobre células quiescentes. 

El papel del cilio primario en este tipo de células aún ha sido poco estudiado, a pesar de que 
existen diversos resultados que orientan a que esta estructura juega un papel fundamental en 
las células madre tumorales (al igual que lo hace en las células madre fisiológicas). De esta 
manera, existe un estudio que muestra que el bloqueo de la ciliogénesis conlleva una 
disminución de la capacidad de proliferar y autorrenovarsede las células madre de tumores de 
mama; más aún, relaciona esta implicación del cilio primario con la activación de la ruta Hh y 
con mecanismos de transición epitelio-mesenquimal (Guen et al., 2017). 
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Fig. 3.4. Células madre tumorales. Las células madre tumorales son una subpoblación poco diferenciada 
y con capacidad de autorrenovarse y dar lugar a las células que forman el tumor. Estas células madre se 
muestran resistentes a la mayoría de fármacos citotóxicos habituales por la presencia de bombas de 
expulsión de fármacos y por su menor índice de división en relación al resto del tumor. Por ello, se han 
relacionado estrechamente con la recidiva tumoral post-tratamiento. Además, presentan una 
sorprendente capacidad de migración y diseminación, por lo que también se han vinculado con el 
desarrollo de metástasis y la progresión tumoral. Extraído de Pattabiraman and Weinberg 2014. 
 

Previamente se ha descrito la importancia de la vía Hh en las células madre tumorales. Así, la 
activación de esta vía no sólo potencia la expresión de genes necesarios para el 
mantenimiento de estas células, sino que también es fundamental para el funcionamiento de 
la glicoproteína P, una bomba de expulsión que se ha relacionado con la resistencia de las 
células madre tumorales a los tratamientos habituales (Cochrane et al., 2015). Además, la 
inhibición de la vía Hh parece promover la diferenciación y pérdida del “stemness” de las 
células madre tumorales (Cochrane et al., 2015).  

Por otra parte, se ha observado que Prominina-1 (también conocida como CD133 y utilizada 
con frecuencia como marcador de células madre tumorales) se ha relacionado con el cilio 
primario y con la correcta señalización Hh (Singer et al., 2018) (ver apartado de células madre y 
cilio primario). 

No obstante, existe aún cierta controversia sobre el papel del cilio primario y de la vía Hh en 
algunos tipos de células madre tumorales (Fabbri et al., 2019), lo que demuestra la 
importancia de seguir investigando, para entender mejor, la función de esta estructura y esta 
ruta de señalización en este conjunto celular. 

 

d) Migración y metástasis. Transición epitelio-mesenquimal y cilio 

Una de las características principales de las células tumorales es su capacidad para migrar e 
invadir tanto tejidos vecinos como a larga distancia, generando metástasis que ensombrecen 
el pronóstico de los pacientes y dificultan la erradicación de la enfermedad. 
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En este sentido, un mecanismo fundamental que permite que las células epiteliales pierdan 
sus características y adquieran la capacidad de invadir tejidos locales y a distancia es la 
transición epitelio-mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés). La EMT es un proceso 
dinámico, transitorio y reversible que supone una modificación en la expresión de proteínas 
que determinan un fenotipo epitelial hacia uno mesenquimal.  

Se han descrito tres subtipos de EMT según los procesos en los que se ve implicada (Fig. 3.5) 
(Zeisberg and Neilson, 2009). Así, el tipo 1 se da durante el desarrollo embrionario y supone la 
transformación del epitelio y neuroepitelio primitivos en células mesenquimales que producen 
la gastrulación del embrión y en células migratorias de la cresta neural, respectivamente; estas 
células pueden originar nuevos tejidos epiteliales (denominados epitelio secundario) por 
procesos inversos de transición mesénquimo-epitelial. El tipo 2, por otra parte, se produce por 
la transformación de células de epitelios secundarios en fibroblastos, especialmente en 
procesos de inflamación y fibrosis. Por último, el tipo 3 se produce en células tumorales, donde 
las células de carcinomas epiteliales adquieren características mesenquimales que favorecen la 
migración, invasión y metástasis (Zeisberg and Neilson, 2009). Además, cabe destacar que 
estos procesos de EMT también se han relacionado con la formación de células madre 
tumorales que, como hemos visto previamente, juegan un papel fundamental en la formación 
de metástasis (Shibue and Weinberg, 2017). 

 
Fig. 3.5. Tipos de transición epitelio-mesenquimal. Se han descrito tres subtipos de transición epitelio-
mesenquimal en función de los procesos celulares en los que está implicada. Así, el tipo 1 se produce en 
procesos embrionarios, donde se produce la migración del epitelio y neuroepitelio primitivos. En el tipo 2, 
epitelios maduros originan células mesenquimales (especialmente fibroblastos) como respuesta a 
señales externas, dando lugar a procesos de fibrosis reactiva. Por último, el tipo 3 se da en tumores 
epiteliales, de manera que las células cancerígenas adquieren propiedades que facilitan la invasión local 
y a distancia del tumor. Extraído de Zeisberg and Neilson 2009. 
 

Ahora bien, ¿qué cambios se producen para modificar el fenotipo epitelial en uno 
mesenquimal? Ante los procesos de EMT, las células epiteliales pierden importantes 
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características que definen su naturaleza y su comportamiento (Fig.3.6). Así, se produce la 
pérdida de polaridad apicobasal típica de estos tejidos para originar una polaridad antero-
posterior, característica de células mesenquimales y estrechamente implicada con procesos de 
migración celular (Zeisberg and Neilson, 2009; Lamouille et al., 2014; Prieto-García et al., 
2017). Además, se produce una modificación de las proteínas de superficie que median las 
uniones intercelulares. De esta forma, los complejos de unión que mantienen las células 
epiteliales firmemente unidas unas con otras (compuestos por uniones estrechas, uniones 
adherentes basadas en E-cadherinas, desmosomas y uniones Gap) se desorganizan y dan lugar 
a la expresión de nuevas proteínas de superficie, propias de tejidos mesenquimales, como 
integrinas específicas, que interaccionan con la matriz extracelular, o N-cadherinas. Además, 
se produce una reorganización del citoesqueleto celular. Por una parte, el esqueleto de actina 
sufre una importante modificación, de manera que pasa de formar una densa red cortical, 
fundamental para mantener las uniones intercelulares epiteliales y la polaridad apicobasal, a 
acumularse como fibras de estrés en invadopodios que median la migración celular y la 
degradación de la matriz extracelular. Por otra parte, se produce también un cambio en la 
composición de los filamentos intermedios de proteínas de marcado rasgo epitelial (como las 
citoqueratinas) por otras mesenquimales (como la vimentina) (Lamouille et al., 2014). Además, 
aparecen cambios en la matriz extracelular, de manera que la membrana basal de los tejidos 
epiteliales, compuesta por colágeno IV, se desorganiza (en parte por la producción de 
metaloproteasas por las células) y favorece la invasión celular (Gonzalez and Medici, 2014). 
 

 
Fig. 3.6. Modificaciones fenotípicas en los procesos de transición epitelio-mesenquimal. En la EMT, se 
producen cambios a nivel de las proteínas de unión intercelular, de la polaridad celular (de una polaridad 
apicobasal a una antero-posterior, relacionada con la migración celular), de la composición de la matriz 
extracelular y del citoesqueleto (modificación en el patrón de actina y en la composición de los 
filamentos intermedios). Estos cambios suponen una disminución de la cohesión intercelular que 
mantiene la estabilidad tisular y un aumento del potencial de migración celular. Extraído de Gonzalez 
and Medici 2014. 
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La EMT está regulada por mecanismos moleculares que juegan un papel fundamental con el 
doble fin de aumentar la expresión de proteínas mesenquimales pro-migración y la represión 
de la transcripción de genes epiteliales. Diferentes vías de señalización como TGFβ (la más 
estudiada y conocida en relación a este proceso), Wnt, Notch, Hh o receptores de tirosín 
kinasa producen la activación de factores de transcripción que regulan los procesos de EMT 
(Gonzalez and Medici, 2014). También señales de hipoxia mediadas por el Factor Inducido por 
Hipoxia α (HIFα) (ver más adelante) y de la matriz extracelular son mediadores que activan 
estos mecanismos. Curiosamente, la mayoría de estas vías de señalización dependen del cilio 
primario (como ya hemos visto previamente). Los factores de transcripción que actúan como 
llaves maestras de la transición epitelio-mesenquimal son Snail1 y Snail2 (también conocido 
como Slug), Twist, ZEB1 y ZEB2 (Gonzalez and Medici, 2014; Lamouille et al., 2014). Estas 
proteínas se unen a los promotores de genes que codifican proteínas como ocludina o E-
cadherina para reprimir su transcripción mientras que también activan la transcripción de 
proteínas como metaloproteasas (fundamentales para que las células tumorales adquieran sus 
características pro-migración) y otras proteínas mesenquimales (Gonzalez and Medici, 2014; 
Lamouille et al., 2014). Además, estos reguladores de la EMT interaccionan entre ellos, 
regulando y activándose (por ejemplo, se ha observado que Snail1 y Twist activan la 
transcripción de ZEB1). Otro importante elemento de regulación de estos factores son los 
microRNA (miRNA). Estos son fragmentos de ARN no codificante que se unen a ARN 
mensajeros para inhibir su traducción a proteínas. Aunque existen diferentes miRNA 
implicadas en estos procesos, la familia más estudiada es aquella compuesta por miRNA200, 
que inhibe fundamentalmente la expresión de Snail2, ZEB1 y ZEB2 y que, a su vez, son 
inhibidos (mediante un proceso de feedback negativo) por estas proteínas (Lamouille et al., 
2014; Caramel et al., 2018).  

El cilio primario es una estructura fundamental en diferentes elementos que se ven alterados 
durante la transición epitelio-mesenquimal. Así, esta estructura juega un papel fundamental 
tanto en el mantenimiento de la polaridad apicobasal característica de células epiteliales (Tang 
and Marshall, 2012) como en los procesos de migración de células mesenquimales, 
mencionados anteriormente, donde se orienta hacia la dirección de desplazamiento celular y 
regula la interacción con proteínas de la matriz extracelular y los cambios en el citoesqueleto 
que permiten el desplazamiento celular y la polaridad antero-posterior (Veland et al., 2014). 
Sin embargo, pocos son los artículos que investigan directamente la relación de esta estructura 
celular con la EMT y con resultados aparentemente contradictorios. Así, algún artículo refiere 
que la pérdida del cilio primario produce la pérdida de polaridad celular y la activación de la 
EMT en cultivo de células renales no tumorales (Han et al., 2018) y se ha sugerido un papel de 
la pérdida del cilio primario en la EMT (Seeger-Nukpezah et al., 2013) (Fig 3.7A). Por otra 
parte, se ha descrito que los factores de transcripción que median la EMT (como Snail, Twist o 
ZEB1) estimulan la ciliogénesis y la activación de la vía Hh en un modelo in vitro de células 
mamarias fisiológicas y tumorales (Guen et al., 2017) (Fig. 3.7B). Más aún, en este artículo se 
demostró que este orgánulo es fundamental para que estos factores estimulen el 
mantenimiento de células madre fisiológicas y tumorales y que estas últimas sean capaces de 
originar tumores (Guen et al., 2017). Además, no debemos olvidar que la activación de vías 
que dependen del cilio activan la EMT, lo que también sugiere un papel activador del cilio 
primario en este proceso (Gonzalez and Medici, 2014). 
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Fig. 3.7. EMT y cilio primario. A) Hipótesis de la pérdida del cilio primario como inductor de EMT. La 
pérdida del cilio primario, generaría una desorganización del citoesqueleto con pérdida de la polaridad 
apicobasal, la pérdida de las uniones intercelulares y la rotura de la membrana basal. Extraído de 
Seeger-Nukpezah et al. 2013. B) La EMT como inductor de la ciliogénesis. Por otra parte, Guen et al. 
2017, observaron que los factores de transcripción que estimula la EMT inducen la ciliogénesis y la vía Hh 
y que estos son necesarios para el mantenimiento del “stemness” de células madre fisiológicas y 
tumorales (HMLE supone un modelo celular de células mamarias, mientras que HMLER es un modelo 
celular de cáncer de mama); así como del potencial de estas de generar tumores. E-like: fenotipo 
epitelial, M-like: fenotipo mesenquimal.  Extraído de Guen et al. 2017. 
 

 

f) Cilio primario en la relación tumor-microambiente. Angiogénesis.  

En el inicio, progresión, invasión y resistencia a fármacos de las células cancerígenas juega un 
papel fundamental el microambiente tumoral, compuesto por diferentes tipos celulares y por 
la matriz extracelular (Hanahan and Coussens, 2012; Wu and Dai, 2017). Entre estas células se 
encuentran diferentes células del sistema inmune (tanto innato: macrófagos, Natural Killers, 
células dendríticas o neutrófilos, como adaptativo: linfocitos B y T), fibroblastos (los 
denominados fibroblastos asociados al cáncer o CAF, por sus siglas en inglés) y células 
endoteliales (Wu and Dai, 2017). Este entorno celular, que se comunica e interacciona de 
manera bidireccional con las células tumorales, se ha relacionado con diferentes funciones 
fundamentales en la biología del cáncer como, por ejemplo, la estimulación de la proliferación, 
la evasión de la apoptosis, el mantenimiento de células madre tumorales o la síntesis de una 
matriz extracelular especial que dificulta la difusión de fármacos antitumorales (Hanahan and 
Coussens, 2012). También es fundamental su implicación en la migración y metastatización 
tumoral a partir de la producción de metaloproteasas que destruyen la matriz extracelular o la 
síntesis de factores que inducen la transición epitelio-mesenquimal. Además, este entorno 
tumoral juega también un importante papel en la tolerancia inmunológica del tumor, que 
produce que estas células sean capaces de esquivar los métodos de defensa del sistema 
inmune (Hanahan and Coussens, 2012).  
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Aunque los trabajos que estudian la presencia e influencia del cilio primario en las células que 
componen el microambiente tumoral son poco numerosos (y se centran, una vez más, en las 
vías de señalización mediadas por el cilio primario), orientan a pensar que esta estructura 
celular juega un importante papel en estas células y en sus funciones específicas de apoyo al 
desarrollo tumoral. De entre los tres tipos generales que componen el microambiente tumoral, 
las células inmunitarias rara vez expresan cilio primario, mientras que los CAFs y las células 
endoteliales lo hacen frecuentemente (Fig. 3.8) (Liu et al., 2018). 

Así, se ha observado que la producción del ligando Shh por las células tumorales del carcinoma 
de páncreas inducen la activación de la vía Hh en los fibroblastos del estroma induciendo un 
proceso de desmoplasia (caracterizado por un aumento del tejido conectivo), relacionado con 
un peor pronóstico en estos tumores (Bailey et al., 2008). Por otra parte, en un modelo de 
cáncer de mama, se ha descrito que el efecto inductor de la proliferación tumoral y la 
metástasis debido a Shh es dependiente de la activación de la vía en las células estromales, 
mientras que las células tumorales aisladas no se modifican. Más aún, la expresión de Shh por 
las células tumorales y de Gli1 por las células estromales demostró ser un factor de mal 
pronóstico en las biopsias de pacientes con cáncer de mama (O’Toole et al., 2011). Por otro 
lado, se ha descrito la presencia de cilio primario y de la activación de Hh en cultivos primarios 
de CAFs de próstata (Wilkinson et al., 2013). Esta activación, una vez más, también se 
relacionó con un efecto proliferativo sobre el tejido del epitelio prostático (Wilkinson et al., 
2013). 

En definitiva, en los tumores en los que más se ha implicado la vía Hh (y, en consecuencia, el 
cilio primario) con los efectos pro-tumorales del microambiente tumoral, son aquellos en los 
que se ha descrito que las células tumorales expresan un menor número de cilios primarios 
(ver tabla más adelante). Aún son necesarios más estudios para poder concretar las 
consecuencias que tienen estas diferencias en la expresión del cilio primario. 

 
Fig 3.8. Cilio primario y el microambiente tumoral. El microambiente tumoral está compuesto 
fundamentalmente por tres tipos celulares: las células del sistema inmune (rara vez ciliadas), los 
fibroblastos asociados al cáncer (que, frecuentemente, expresan cilio primario) y las células endoteliales 
de la vasculatura tumoral (también frecuentemente ciliadas). El cilio primario de estas células juega un 
papel fundamental tanto en los tipos tumorales en los que las células cancerígenas expresan un número 
reducido de cilios (como el adenocarcinoma ductal de páncreas, PDAC por sus siglas en inglés), como en 
aquellos que expresan cilio primario (como el meduloblastoma). Extraído de Liu et al., 2018. 
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Por otra parte, en el desarrollo tumoral juega un papel fundamental la angiogénesis, un 
proceso por el que se generan nuevos vasos sanguíneos en la zona tumoral. La producción de 
estos nuevos vasos es fundamental para el mantenimiento tumoral, modifica el metabolismo 
de las células y facilita la invasión a distancia, dada la mayor permeabilidad de las paredes 
vasculares. En los tejidos adultos fisiológicos, las células endoteliales permanecen quiescentes; 
sin embargo, ante las situaciones de hipoxia que se producen en los tejidos tumorales como 
consecuencia de la proliferación descontrolada, se produce la inducción de la angiogénesis 
(Viallard and Larrivée, 2017). Así, ante situaciones de hipoxia, se inhibe la degradación de HIFα 
por una E3 ubiquitín ligasa llamada Von Hippel Lindau (VHL), que se localiza en el cilio 
primario. Esto genera la activación del VEGF que induce la proliferación de células endoteliales 
y la formación de nuevos vasos sanguíneos, que se generan de forma aberrante (Seeger-
Nukpezah et al., 2013; Viallard and Larrivée, 2017). Además, las células endoteliales presentan 
cilio primario y juega un papel fundamental en la mecanosensación del flujo sanguíneo y las 
fuerzas de estrés y como mediador de vías de señalización del óxido nítrico y del calcio 
(Egorova et al., 2012). En definitiva, estos estudios muestran la importante relación del cilio 
primario con procesos fundamentales  para la angiogénesis, como la señalización de VEGF o el 
funcionamiento endotelial. 

 

f) Metabolismo tumoral y cilio primario.  

Las células tumorales modifican su metabolismo, de manera que se potencia la glucólisis aún 
en presencia de oxígeno (lo que se ha denominado efecto Warburg) (Hanahan and Weinberg, 
2011). Este cambio permite obtener energía en situaciones de hipoxia pero lo hace de manera 
menos eficaz en aerobiosis. Para compensar esto, se produce un aumento de la captación de 
glucosa, en la que se basa la prueba diagnóstica de PET (Tomografía por Emisión de 
Positrones). Se ha propuesto que se produce una relación escalonada entre dos 
subpoblaciones de células tumorales en función de su metabolismo. Así, las células que se 
encuentran en hipoxia producen lactato mediante glucólisis anaerobia, mientras que ese 
lactato es utilizado por las células que están en presencia de oxígeno para obtener energía 
mediante fosforilación oxidativa en las mitocondrias (Feron, 2009). 

Como hemos visto previamente, el cilio tiene una importante (aunque aún no del todo 
comprendida) función en la regulación del metabolismo (Song et al., 2018). En los referente al 
metabolismo tumoral, existen pocos trabajos pero de gran interés. Así, se ha visto que en una 
línea celular de cáncer de tiroides, al inhibir la ciliogénesis se produce un descenso de la 
fosforilación oxidativa y un aumento de la glucólisis y de la síntesis de ácidos grasos mientras 
que producía un descenso en la capacidad de proliferación, migración, EMT e invasión de estas 
células (Lee et al., 2018). Sin embargo, en otro trabajo, en dos modelos celulares no tumorales, 
al inhibir la ciliogénesis se produjo un descenso de la glucólisis (Jeong et al., 2018). 
Probablemente estos efectos estén relacionados con la activación de la vía Hh, ya que como 
hemos descrito previamente (ver apartado de cilio primario y metabolismo), la activación de 
esta vía de forma no canónica en la base del cilio primario parece inducir la glucólisis 
modificando el metabolismo celular (Teperino et al., 2012). En definitiva, aunque parece que el 
cilio primario y la vía Hh tienen un papel fundamental en el metabolismo tumoral, aún son 
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necesarios nuevos experimentos que diluciden la función exacta tanto en tejidos sanos como 
en patológicos.  

 

g) Cilio primario y apoptosis, daño del ADN y resistencia a quimioterápicos. 

Otra característica del cáncer es la resistencia de las células tumorales a los mecanismos de 
control que inducen la muerte celular programada o apoptosis ante situaciones como la 
hipoxia, la acumulación de daño del ADN o el uso de fármacos antitumorales (Hanahan and 
Weinberg, 2011). Aunque aún escasos, son varios los artículos que relacionan el cilio primario 
con la muerte celular programada, los mecanismos de respuesta al daño del ADN y la 
resistencia de las células tumorales a los quimioterápicos. 

Así, en modelos de células renales fisiológicas tratadas con cisplatino para inducir la apoptosis, 
se observó una disminución de la longitud y número de cilios en aquellas células tratadas. Más 
aún, al inhibir la ciliogénesis se logró un mayor efecto del cisplatino y un mayor número de 
apoptosis celular y se objetivó una relación inversa entre la presencia y longitud ciliar y la 
expresión de caspasas, de manera que el cilio primario tendría un efecto protector frente a la 
apoptosis (Wang et al., 2013). Por otra parte, en neuronas se ha observado que la presencia 
del cilio tiene un papel protector frente a etopósido (un quimioterápico que induce la 
apoptosis), mientras que su eliminación las hace más vulnerables frente a agresiones externas, 
aumentando la muerte celular (Choi et al., 2019). 

En líneas celulares de glioblastoma, se observó que la inhibición de PCM1, produce un 
aumento de la apoptosis celular, así como de la sensibilidad de células cancerígenas a 
temozolamida, un fármaco antitumoral que daña el DNA (Hoang-Minh et al., 2016). Este efecto 
parece mediado por las alteraciones de la ciliogénesis secundarias al déficit de PCM1, ya que 
se observaron resultados similares al inhibir la proteína Kif3A, necesaria para la formación del 
cilio primario (Hoang-Minh et al., 2016). Del mismo modo, en células tumorales de tiroides, la 
eliminación del cilio primario se ha relacionado con un incremento de la apoptosis mediada 
por mitocondrias (Lee et al., 2021). 

Por otra parte, en modelos de células cancerígenas resistentes a quimioterápicos se observa 
un incremento franco de células ciliadas (Jenks et al., 2018) y un aumento en la activación de la 
vía Hh. Consecuentemente, la inhibición de la ciliogénesis o de esta vía, resultó en una re-
sensibilización de las células a los fármacos (Jenks et al., 2018).  

En definitiva, todos estos artículos orientan hacia una función protectora del cilio primario 
frente a quimioterápicos y apoptosis. Estos resultados podrían deberse a una selección 
positiva de las células ciliadas que correspondería con las células madre quiescentes, es decir, 
las menos sensibles a los quimioterápicos y más resistentes a los mecanismos de apoptosis. No 
obstante, aún son necesarios más estudios que refuercen estas hipótesis. 
 
Por otra parte, los mecanismos de reparación ante daños del ADN se encuentran alterados en 
las células tumorales, donde aparece una importante inestabilidad genómica como producto 
de la acumulación de mutaciones que se dan como consecuencia de la hiperproliferación de 
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estas células. Aunque todavía son pocos los estudios, se han relacionado diferentes proteínas 
importantes en la ciliogénesis y ubicadas próximas al centrosoma con mecanismos de 
reparación de ADN (Johnson and Collis, 2016), como Cep290. Otro ejemplo interesante es el de 
la proteína ATR (Ataxia Telangiectasiaand RAD3-related), que juega un importante papel en la 
respuesta al daño del ADN y que, además, se ha demostrado que es fundamental para la 
correcta señalización de Hh y PDGF mediada por el cilio primario (Stiff et al., 2016). Sin 
embargo, aún queda por dilucidar si estas proteínas actúan en ambos procesos de forma 
independiente (han sido descritas funciones “extraciliares” de otras proteínas asociadas al cilio 
primario) o si existe una clara relación que una al cilio primario con estos mecanismos de 
reparación del ADN. Por otra parte, se han descrito recientemente interesantes relaciones del 
cilio primario con p53, el llamado “guardián del genoma” que, ante la acumulación de daños 
del ADN, induce procesos para bloquear la proliferación celular e inducir la apoptosis 
(Vogelstein et al., 2000). Así, se ha observado que modelos de daño genómico inducen la 
ciliogénesis mediada por p53 (Chen et al., 2021); mientras que, otro grupo, ha descrito que la 
inhibición de los factores supresores de tumores p53 y RB (Retinoblastoma associated) 
provocan una inducción aberrante de la ciliogénesis y, como consecuencia, una 
sobreactivación de la vía Hh ligando-dependiente (Cochrane et al., 2020).  
 

En definitiva, el cilio primario es una estructura importante en diferentes mecanismos 
oncogénicos y su papel en el cáncer es cada vez más patente, aunque aún quedan muchos 
detalles por dilucidar. 
 

3.2. DESCRIPCIÓN DE LA PRESENCIA/AUMENTO O DISMINUCIÓN DE LOS CILIOS PRIMARIOS 
EN FUNCIÓN DEL TIPO ESPECÍFICO DE CÁNCER 

Diferentes estudios han descrito la presencia, aumento o disminución del cilio primario en 
relación con tejidos sanos. En la Tabla 6 se expone el conocimiento actual sobre la presencia o 
ausencia del cilio primario en diferentes tipos tumorales.  
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Tabla 6. Síntesis de la bibliografía actual sobre la presencia/aumento o descenso del cilio primario en 
función del tipo tumoral. 

AUMENTADO / PRESENTE DISMINUIDO 
Glioblastoma (Sarkisian et al., 2014) Glioblastoma cultivo (Moser et al., 2009) 

Glioma y Oligodendroglioma (resultados propios) Colangiocarcinoma (Gradilone et al., 2014) 

Meningioma (Findakly et al., 2020) Feocromocitoma (O’Toole et al., 2019) 

Carcinoma basocelular (Wong et al., 2009) Melanoma (Kim et al., 2011; Zingg et al., 2018) 

Osteosarcoma (Kowal and Falk, 2015) Condrosarcoma (De Andrea et al., 2015) 
Basal de mama cultivo (Guen et al., 2017) Luminal de mama(K. Yuan et al., 2010) 
GIST (Castiella et al., 2013) Ovario cultivo (Egeberg et al., 2012) 

Carcinoma renal papila (Schraml et al., 2009) Carcinoma de células claras renal(Basten et al., 
2013; Schraml et al., 2009) 

Adenocarcinoma de páncreas (Yasar et al., 2017) Ductal de páncreas(Bailey et al., 2008) 

Adenocarcinoma de pulmón(Yasar et al., 2017) Próstata(Hassounah et al., 2013; Yasar et al., 2017) 

Carcinoma papilar de tiroides (Lee et al., 2019) Carcinoma anaplásico de tiroides (Lee et al., 2019) 

Adenocarcinoma de colon(Yasar et al., 2017)  

Linfoma folicular (Yasar et al., 2017)  
Meduloblastoma (Han et al. 2009)  
Tumor de células gigantes óseo (resultados propios)  

Carcinoma urotelial de vejiga (resultados propios)  

Rabdomiosarcoma (Fu et al., 2014)  

 

De esta tabla se desprende que se ha descrito tanto aumento como descenso del número de 
cilios en diferentes tipos tumorales. De este modo, aunque algunos han perfilado que la 
disminución del número y función del cilio primario se produce en tumores de estirpe epitelial, 
también puede apreciarse un aumento en algunos de estos tipos de cáncer.  

 

 



Objetivos 
 

71 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 
  



Objetivos 
 

72 
 

  



Objetivos 
 

73 
 

1. OBJETIVOS GENERALES 
Esta tesis ha tenido como objetivo general profundizar en la presencia del cilio primario en los 
procesos de proliferación y diferenciación celular humanos. Para ello nos hemos centrado en: 

1. Un proceso fisiológico, en concreto, la neurogénesis entérica. 
2. Un proceso patológico, en concreto, el desarrollo tumoral (tanto en tumores 

mesenquimales como epiteliales). 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Para cumplir con los objetivos generales hemos fijados los siguientes objetivos específicos: 

1. Realizar el estudio ultraestructural del SNE humano adulto mediante microscopía 
electrónica, centrándonos en la búsqueda del cilio primario en las diferentes 
poblaciones celulares y analizando sus características. Completaremos el estudio con 
el análisis inmunohistoquímico de marcadores de las diferentes poblaciones celulares 
que componen el SNE y de células inmaduras y en proliferación, con el fin de analizar 
la relación del cilio primario con la neurogénesis adulta del SNE, intentando establecer 
paralelismos con la neurogénesis adulta del SNC. 

2. Explorar, también, el papel del cilio primario en la neurogénesis embrionaria del SNE, 
mediante su eliminación selectiva en células progenitoras neurales. 

3. Relacionar la presencia del cilio primario con la expresión de la vía Hh en tumores del 
estroma gastrointestinal (como un ejemplo de tumor mesenquimal) con el fin de 
completar los estudios que muestran la presencia del cilio en estos tumores y tratando 
de definir sus implicaciones funcionales en este tipo de cáncer. 

4. Estudiar a nivel ultraestructural los tumores de células gigantes óseos (como otro 
ejemplo de tumor mesenquimal) y analizar la presencia de cilio primario y la expresión 
de la vía Hhen los mismos. 

5. Confirmar y analizar la expresión de marcadores asociados a la EMT en el carcinoma 
urotelial de bajo y alto grado (como ejemplo de tumor epitelial). Para ello, 
realizaremos técnicas inmunohistoquímicas de marcadores epiteliales (E-cadherina, 
Citoqueratina), mesenquimales (Vimentina, N-cadherina) y de factores de 
transcripción vinculados a la EMT (Twist). Más aún, intentaremos buscar una relación 
entre la activación de estos procesos y la expresión de la vía Hh, así como del cilio 
primario en el carcinoma urotelial de bajo y alto grado. Completaremos estos estudios 
con un análisis ultraestructural de los procesos que tienen lugar en las células 
tumorales durante la EMT. 
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Abstract
Adult neurogenesis has been profusely studied in central nervous system. However, its presence in enteric nervous system 
remains elusive although it has been recently demonstrated in mice and intimately linked to glial cells. Moreover, primary 
cilium is an important organelle in central adult neurogenesis. In the present study, we analysed some parallelisms between 
central and enteric nervous system (ENS) in humans based on ultrastructural and immunohistochemical techniques. Thus, we 
described the presence of primary cilia in some subtypes of glial cells and Interstitial Cells of Cajal (ICCs) and we performed 
3-D reconstructions to better characterise their features. Besides, we studied the expression of several adult neurogenesis-
related proteins. Immature neuron markers were found in human ENS, supporting the existence of adult neurogenesis. 
However, only ICCs showed proliferation markers. Hence, we propose a new paradigm where ICCs would constitute the 
original neural stem cells which, through asymmetrical cell division, would generate the new-born neurons.

Keywords Enteric glia · Primary cilia · Adult neurogenesis · Interstitial cell of cajal · Transmission electron microscopy

Introduction

Enteric nervous system (ENS) primarily consists of the 
submucosal and the myenteric plexus located within the 
gastrointestinal tract (Furness 2012). ENS is composed by 
three cellular types: enteric neurons, enteric glia and Inter-
stitial Cells of Cajal (ICCs) (Junquera et al. 2011; Furness 
2012). Although ENS is a component of the Peripheral 
Nervous System (PNS) and derives from the neural crest, 

ENS ultrastructural and biochemical characteristics are more 
similar to Central Nervous System (CNS) (Gabella 1981; 
Gershon 1997). Accordingly, enteric glia has astrocyte-
related markers such as GFAP (Jessen, Thorpe, and Mirsky 
1984). Ultrastructure of these cells is also more similar to 
astrocytes than to Schwann cells. Thus, enteric glia presents 
a great amount of gliofilaments and provides a partial sheath 
to the ganglion neurons (Gabella 1981). Different subpopu-
lations of enteric glial cells have been described based on 
their morphology (Hanani and reichenbach 1994), their loca-
tion (Gulbransen and Sharkey 2012) or their protein expres-
sion (Rao et al. 2015).

It has been found that enteric glia actively participates in 
gastrointestinal motility, gut epithelial barrier function and 
gut blood supply, just as astrocytes do in blood brain barrier. 
Moreover, intraganglionar glia closely interacts with neu-
rons, supporting them, releasing gliotransmitters and react-
ing to neuronal signals (Coelho-Aguiar et al. 2015; Grubišić 
and Gulbransen 2017). Moreover, glial cells play an impor-
tant role in neurodegenerative and inflammatory disorders, 
interacting with the microbioma and the immune system 
(Coelho-Aguiar et al. 2015; Grubišić and Gulbransen 2017).

On the other hand, enteric glia has been proposed as a 
possible neural progenitor cell, participating in gliogenesis 
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and adult neurogenesis in physiological (Kulkarni et al. 
2017) as well as injured ENS (Laranjeira et  al. 2011). 
Although adult neurogenesis is still controversial in ENS 
(Joseph et al. 2011), it is well-known in CNS. It has been 
specifically described in the subventricular (SVZ) and the 
subgranular (SGZ) zones of the dentate gyrus (Altman and 
Das 1965). The adult neural stem cells express astroglial 
markers (Alvarez-Buylla and García-Verdugo 2002) and 
have Radial Glia-Like features (Lim and Alvarez-buylla 
2014; Moss et al. 2016). Moreover, the expression of dif-
ferent proteins through the neurogenesis process has been 
precisely defined in CNS (Encinas et al. 2011). Thus, cen-
tral neural progenitors show GFAP and Nestin and give 
rise to neuroblasts which express Doublecortin (DCX) and 
neuronal markers (Encinas et al. 2011). DCX expression is 
finally lost in mature neurons (Encinas et al. 2011). Interest-
ingly, primary cilium is a common feature in adult central 
neural stem cells (Doetsch et al. 1999; Han et al. 2008).

Primary cilium is a non-motile organelle whose axoneme 
is made of nine peripheral doublets of microtubules (9 + 0 
structure). It acts as a sensory antenna for signals impli-
cated in development, ‘stemness’ and proliferation (Satir 
et al. 2010; Lyu and Zhou 2017; Malicki and Johnson 2017; 
Nishimura et al. 2018). It has been showed that all neural 
stem cells in SGZ and a subpopulation in the SVZ failed 
in new neurons formation after primary cilia ablation (Han 
et al. 2008; Tong et al. 2014) giving evidence of their rel-
evance in neurogenesis.

Here we show new evidence of the parallelism between 
human ENS ganglia and CNS neurogenic niche. Hence, we 
show expression of neurogenesis-related proteins (Encinas 
et al. 2011) in adult human myenteric plexus and we ultra-
structurally analyse the enteric glial cells which have been 
pointed as potential neural progenitors. These findings sup-
port that adult neurogenesis in ENS, previously described 
in mice by Kulkarni et al. (2017), also occurs in humans. 
Moreover, based on our results, we suggest a new paradigm 
where ICCs are adult neural stem cells that give rise to neu-
rons through an intermediate state as glial cells.

Materials and Methods

Materials

For this study, five human colon samples were used. They 
were obtained from healthy edges of surgical tissues from 
patients with no intestinal inflammatory pathology. Sam-
ples were provided by Hospital Clínico Lozano Blesa from 
Zaragoza. All protocols developed were approved by the 
Human Research Ethics Committee “Comité Ético de Inves-
tigación Clínica de Aragón”.

Methods

TEM and 3D Reconstruction

After intestine extraction, samples (about 1–1.5  mm3) 
were washed in phosphate buffer and fixed with 2.5% 
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde overnight at 
room temperature, washed in 0.1 M phosphate buffer for 
5 min, post-fixed with 2% osmium, rinsed, dehydrated in 
graded acetones (30%, 50%, 70% with 2% uranyl acetate, 
90%, 100%), cleared in propylene oxide and embedded in 
araldite (Durcupan, Fluka AG, Buchs SG, Switzerland).

Semi-thin Sects.  (1.5 μm) were cut with a diamond 
blade, lightly stained with 1% toluidine blue and examined 
by light microscopy (Olympus BX51 microscope, Olym-
pus Imaging Corporation, Tokyo, Japan). Later, ultrathin 
(0.05 μm) sections were cut with a diamond blade, col-
lected on Formvar coated single-slot grids, counterstained 
with 1% uranyl acetate and Reynold’s lead citrate for 
10 min and examined under a FEI Tecnai G2 Spirit TEM. 
The images were captured with Advanced Microscopy 
Techniques, using a Corp. Charge-Coupled Device (CCD 
from Danvers, MA, USA) imaging system.

Three-dimensional reconstructions from serial electron 
microscopy sections were performed using FIJI Image J 
software (Schindelin et al. 2012).

Immunofluorescence

Formalin-fixed paraffin-embedded tissues were cut into 
2-μm sections and mounted on glass slides. The sections 
were deparaffinised in xylene for 20 min and rehydrated in 
graded ethanol (4 min in 100°, 4 min in 96°, 4 min in 70° 
and 5 min in distilled water). Tissues were permeabilised 
with 0.1% Triton X-100 in PBS for 8 min. Afterwards, an 
antigen retrieval step using buffer citrate (pH 6, DAKO 
S2031), was performed for 5 min in a microwave at 800 W 
and 3 additional min at 360 W.

Sections were incubated overnight at 4  °C with the 
following primary antibodies: monoclonal mouse anti-
Acetylated tubulin (1:1000, T7451, Sigma Aldrich, Saint 
Louis, USA) and polyclonal rabbit anti-GFAP (1:100, 
Z0334, DAKO, Glostrup, Denmark) in a dark humidified 
chamber. Sections were washed in PBS three times for 
5 min and incubated with secondary antibodies Donkey 
anti-Mouse IgG H + L Alexa Fluor 594 (1:1000, Ther-
moFisher, R37115) and Donkey anti-Rabbit IgG H + L 
Alexa Fluor 488 (1:1000, ThermoFisher, A-21206 Mas-
sachusetts, USA) for 1 h at room temperature in a dark 
humidified chamber. After washing in PBS, DAPI (1 μg/
mL, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) was added for 
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1 min for nuclei counterstaining. Sections were washed in 
PBS and the slides were cover slipped with DAKO Fluo-
rescence mounting medium (DAKO, S3023).

Samples were visualized with a confocal microscope 
(Zeiss LSM 900) and analysed with Zeiss Lite and Image_J 
Softwares.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed on 4-μm thick 
formalin-fixed paraffin-embedded sections using EnVision® 
(DAKO) method. The primary antibodies used in this study 
were: monoclonal mouse anti-Ki67, Clone MIB-1 (1:100, 
M7240, DAKO; Glostrup, Denmark), polyclonal rabbit anti-
KIT (1:50, A4502 DAKO; Glostrup, Denmark), polyclonal 
rabbit anti-ANO1 (1:100, ab53212, Abcam; Cambridge, 
UK), monoclonal mouse anti-CD34 (1:50, M7165, DAKO; 
Glostrup, Denmark), monoclonal mouse anti-Nestin (1:400, 
MAB5326, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), polyclonal 
rabbit anti-GFAP (1:100, Z0334, DAKO, Glostrup, Den-
mark), monoclonal mouse anti-NSE (1:100, M0873, DAKO; 
Glostrup, Denmark), polyclonal rabbit anti-Doublecortin 
(1 μg/mL, ab18723, Abcam; Cambridge, UK) and monoclonal 
mouse anti-p75 (4 μg/mL, ab8877, Abcam; Cambridge, UK). 
Antibodies were diluted with DAKO diluent (S2022).

The tissue sections were deparaffinised in xylene for 20 min 
and rehydrated in graded ethanol (4 min in 100°, 4 min in 96°, 
4 min in 70° and 5 min in distilled water). Prior to all assays a 
heat-induced antigen retrieval step was performed using buffer 
citrate (pH 6, DAKO S2031) by treatment for 5 min in micro-
wave at 800 W and 3 additional min at 360 W. After washing 
twice with PBS for 3 min, endogenous peroxidase was blocked 
using peroxidase blocking reagent (DAKO, S2001) for 10 min 
and sections were washed in distilled water and PBS 3 min, 
twice.

Afterwards, sections were incubated with primary anti-
bodies at 4 °C overnight in a humidified chamber. Sections 
were washed in PBS three times for 5 min and incubated with 
Labelled Polymer EnVision-HRP (DAKO K5007) for 1 h. 
To confirm the presence of immunocomplexes, 3,3  diamin-
obenzidine as chromogen and hydrogen peroxide as substrate 
were used. The samples were washed twice in distilled water, 
contrasted with Mayer’s haematoxylin for 7 min, washed in 
tap water for 15 min, dehydrated in a graded ethanol (2 min in 
70°, 2 min in 96° and 5 min in 100°) and cleared in xylene and 
cover slipped with Eukitt (03,989 Sigma-Aldrich; St. Louis, 
MO, USA). Digital images were captured by Olympus BX1 
microscope.

Results

Ultrastructural Features of Adult Enteric Glia

Firstly, we performed ultrastructural studies to better iden-
tify and characterize enteric ganglia features, focusing on 
glial cells ultrastructure.

In a general view, we identified the three main cellular 
components of enteric ganglia: neurons, glial cells and 
ICCs (Fig. 1). Enteric neurons can be identified by an elec-
tron lucent voluminous nucleus with prominent nucleoli 
(Fig. 1a, b). They are bigger than glial cells, which are 
located around neurons spreading cytoplasmic prolonga-
tions that envelope neuronal axons (Fig. 1b, c). Surround-
ing ganglia, ICCs can be identified (Fig. 1c). They are 
characterized by a voluminous nucleus with scarce peri-
nuclear cytoplasm and long processes. These processes 

Fig. 1  Overall ultrastructure of human myenteric ganglia. a Overall 
TEM view of a myenteric ganglion. Myenteric ganglia are located 
between the longitudinal and circular muscular layers (m). Neurons 
(n) are characterized by a voluminous nucleus with prominent nucle-
oli. They are less numerous than glial cells (g). Interstitial Cells of 
Cajal (ICCs) are surrounding enteric ganglia and nervous tracts. b 
An enteric neuron in straight relation with two glial cells (g). c ICCs 
between two nervous tracts. Glial cells are enveloping axons (ax) 
forming unmyelinated nerves
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contact structures such as ganglia, blood vessels, smooth 
muscle cells or other ICCs.

Regarding glial cells, we identified three ultrastructurally 
different subtypes depending on their appearance and loca-
tion. The first population was composed by the glial cells 
located peripheral to enteric ganglia (ganglia-periphery glial 
cells) and were characterized by abundant euchromatin (ie. 
non-condensed chromatin) and marginal heterochromatin, 
which supposes an indirect sign of intense transcriptional 
activity (Fig. 2a, b). The second type, the glial cells on the 
periphery of nerve tracts (tract-periphery glial cells) were 
ultrastructurally similar to the former type (Fig. 2c, d). On 
the other hand, the last population was formed by the glial 
cells located inside the nervous tracts. It consists of a differ-
ent subtype of glial cells identified by nuclei with abundant 
condensed chromatin and a more electron-dense cytoplasm 
(Fig. 2e, f).

As a distinctive feature, only ganglia- and tract-periph-
ery glial cells showed primary cilia (Fig.  2b and d). 
This organelle was located near cell membrane although 
sometimes appeared amongst neuronal axons. In order to 
exhaustively describe primary cilium ultrastructure, serial 
ultrathin sections were analysed and a 3-D reconstruction 
was performed (Fig. 3, Suppl. Video 1). Hence we identi-
fied primary cilia subcomponents formed by basal body, 
transition fibres that anchor primary cilia to cell mem-
brane, satellites connected to basal body, axoneme and a 
membrane invagination called ciliary pocket. An impor-
tant vesicular traffic was identified in ciliary pocket.

Moreover, we confirmed the presence of this structure 
in glial cells by immunofluorescence through co-location 
of the glial and ciliary axoneme markers, GFAP and acety-
lated tubulin, respectively. Furthermore, we quantitatively 
analysed the proportion of primary cilia in enteric glial 
cells (Fig. 4).

Fig. 2  Enteric ganglia subtypes and presence of primary cilia. We 
identified three subpopulations of glial cells based on their location 
and ultrastructural features. a, b The ganglia-periphery glia showed 
nuclei with euchromatin and primary cilia. c, d The tract-periphery 
glia shared similar features, such as the abundant euchromatin and the 
primary cilia. e, f Glia inside the nervous tracts showed condensed 
heterochromatin, extended cytoplasm prolongations ensheathing axon 
and did not express primary cilia. ax axons, a axoneme, bb basal 
body, cp ciliary pocket, tf transition fibres, s satellites, v vesicles

Fig. 3  Primary cilium 3D reconstruction. Ultrathin serial sections 
were analysed to get a proper idea of primary cilia ultrastructure and 
disposition. a Section showing cilium basal body (bb) with transition 
fibres (tf) and satellites (s). b Section showing ciliar axoneme (a) and 
the ciliary pocket (cp). c 3-D Reconstruction showing primary cilium 
and the daughter centriole (dc), focusing on primary cilium subcom-
ponents: axoneme (red), basal body (green), transition fibres (blue) 
and satellites (yellow). d 3D reconstruction of a glial cell showing a 
primary cilium located between two axons. Other organelles such as 
Golgi apparatus (yellow) and mitochondria (pink) are also showed
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Neurogenesis Markers in Adult Human Myenteric 

Ganglia

As enteric glial cells and primary cilia have been straightly 
related to adult neurogenesis, immunohistochemical experi-
ments were performed to clarify cell proliferation and neu-
rogenesis implications in human myenteric ganglia (Fig. 5, 
Table 1). Thus, we studied proliferation presence using the 
cell division marker ki-67 (Fig. 5a). Some ki-67 positive 
cells were found surrounding ganglia although no stained 
cell was found inside ganglia. Positive cells for ICC markers 
C-kit (Fig. 5b) and ANO1 (Fig. 5c) were found in a similar 
peripheral location. CD34 was also found in these peripheral 
cells but also in some (but not all) glial cells (Fig. 5d). Anal-
ogous but more extensive findings were found with neural 
stem cell marker Nestin (Fig. 5e). Hence, a high number of 
ICCs surrounding ganglia and glial cells expressed Nestin 
whereas neurons were clearly negative for this marker. Only 
glial cells were stained by GFAP (Fig. 5f).

Then, mature and immature neuronal markers were used 
to further study neurogenesis. All neurons were positive for 
the pan-neuronal marker Neuronal Specific Enolase (NSE) 
(Fig. 5g) whereas only a reduced but evident number of them 
showed immature markers such as Doublecortin (DCX) or 

p75 (Fig. 5h, i, respectively). Those immature neurons where 
especially located in the periphery of ganglia.

Discussion

Here, we ultrastructurally studied human enteric ganglia 
(focusing on enteric glia and primary cilia) and we described 
the presence of markers related to neurogenesis in enteric 
ganglia of human colon.

As introduced, we found that two subpopulations of glial 
cells (ganglia- and nervous tract-periphery) show ultrastruc-
tural signs of transcriptional activity and primary cilia. This 
structure has been intimately related to adult neural stem 
cells in CNS (Doetsch, García-Verdugo, and Alvarez-Buylla 
1999; Han et al. 2008) and its absence produced an impaired 
neurogenesis in SGZ and in a specific region of the SVZ 
(Han et al. 2008; Tong et al. 2014).

Furthermore, we showed that glial enteric cells were posi-
tive for the well-known neural stem cell marker Nestin as it 
was previously described (Vanderwinden et al. 2002; Can-
tarero et al. 2011). Based on these results and the existing 
literature, we propose that these ciliated glial cells might 

Fig. 4  Presence of primary cilia in glial cells showed by immuno-
fluorescence co-location. We used Acetylated tubulin (Acet tub, 
green in the image) for primary cilia and GFAP (red in the image) 
for enteric glia to confirm the presence of primary cilia in glial cells. 
a Overall view of enteric ganglia (white line). b–d Magnification of 

specific glial cells showing presence of primary cilia. Nuclei appear 
blue (DAPI staining). e Quantification showing the proportion of glial 
cells ciliated (50% approximately). Error bar shows standard error of 
mean (SEM)
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be the intraganglionic precursors of neurons that have been 
described in mice (Kulkarni et al. 2017).

Moreover, our results give new support to the existence 
of adult neurogenesis in human ENS. Hence, the presence 
of immature neuron markers such as Doublecortin and p75, 
suggests the existence of adult new-born neurons in human 
ENS. Furthermore, p75 has been described as primary cilia-
dependent in hippocampus neurons (Chakravarthy et al. 
2010), supporting the importance of this organelle in adult 
neurogenesis. These findings were supported by the presence 
of Nestin in ICCs and glial cells.

However, no glial cells showed the proliferating marker 
Ki67 and only some peripheral cells, likely corresponding 
to ICCs, were positive for this marker. This made us believe 
that ICCs would be the primarily neural progenitor cell. 
In fact, this hypothesis is supported by other clues. Thus, 
ICCs were shown to be positive for Nestin (as was previ-
ously described by Vanderwinden et al. 2002) and they also 
showed primary cilia (Junquera et al. 2011) (Suppl. Fig. 1). 

Fig. 5  Immunohistochemical study of adult neurogenesis markers. 
Adult neurogenesis-related proteins expression was studied in enteric 
ganglia. Thus, we analysed Ki-67 (a) as a proliferation marker and we 
found that only few surrounding enteric ganglia were Ki67-positive 
(arrows). We found a similar peripheral location for the ICC markers 
c-KIT (b) and ANO1 (c). CD34 and Nestin (markers related to stem 

cells) were found both in ICCs and glial intraganglionic cells but not 
in neurons (d and e, respectively). On the other hand, GFAP was only 
found in glial cells (f). NSE stained all the neurons (g) whereas Dou-
blecortin, DCX, (h) and p75 (i), which stained immature neurons, 
were positive for few ganglia peripheral neurons (arrows). Lines sur-
round ganglia, n neuron

Table 1  Classification of marker expression regarding cellular popu-
lations of enteric ganglia

Based on immunohistochemical findings, we showed the cell sub-
populations found in enteric ganglia. Thus, ICC are positive to c-KIT, 
ANO1, CD34, Nestin and Ki67; glial cells show CD34, Nestin and 
GFAP. Immature neurons show NSE, DCX and p75, whilst mature 
neurons only show NSE

ICC Glial cells Immature neuron Mature neuron

Ki-67 + − − −

C-kit ++ − − −

ANO1 +++ − − −

CD34 ++ + − −

Nestin +++ +++

GFAP − + + − −

DCX − − ++ −

P75 − − + −

NSE − − +++ +++
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Besides, they present a similar morphology to CNS neural 
stem cells (the so-called Radial Glia-Like cells) consisting 
of long processes that contact with different elements of the 
niche, including blood vessels, neurons, glial cells, epithe-
lia… Hence, this morphology allows ICCs to be in contact 
with the ENS neurogenic niche, where blood vessels compo-
nents, neurotransmitters and microbiota play a fundamental 
role ( Vadder et al. 2018; Zhao et al. 2008; Yarandi et al. 
2020). This model is further supported by previous evidence 
of an extraganglionic origin of neural progenitor cells in 
ENS (Liu et al. 2009).

Regarding primary cilia and neurogenesis, although 
we were not able to identify primary cilia in adult human 
neurons, our group has previously showed primary cilia in 
Wistar rat enteric neurons (Luesma et al. 2013). In CNS 
adult neurogenesis, primary cilium is present in quiescent 
progenitors and disassembles when neurogenesis is acti-
vated. Afterwards, it is re-assembled and plays a fundamen-
tal role in new-born neurons integration (Kumamoto et al. 
2012). A parallel process may be present in ENS neurogen-
esis, although further research would be necessary.

In conclusion, and trying to conciliate our results with 
previous literature, we propose a new paradigm where ICCs 
represent the neural stem cells, which, through asymmetric 
division (just as it happens in central neurogenesis), may dif-
ferentiate into Nestin + ciliated glial cells that would become 

new enteric neurons (Fig. 6). This extraganglionar origin 
would also explain the peripheral location of DCX+p75+ 
immature neurons. Thus, ICCs could be a potential thera-
peutic target to treat different neurogastrointestinal disorders 
in humans, maybe through the modulation of primary cilia 
signalling. Nevertheless, one limitation of this work is that 
it is based on static protein expression of ENS components 
and ultrastructural features. The model of neurogenesis that 
we proposed implicates a process of cellular differentiation 
(ICC-Glia-Neuron) which is determined by the sequential 
expression of proteins. This is a dynamic process hard to 
study, especially, in human fixed tissues. However, a funda-
mental morphological clue which may lead the differentia-
tion process has been identified: the primary cilium.

To sum up, our studies showed three glial subtypes based 
on ultrastructural features: ganglia-periphery, tract-periph-
ery and intra-tract glia. The two first subpopulations (located 
in the periphery of ganglia and tracts) showed primary cilia. 
Moreover, we found immature neurons markers, especially 
in ganglia periphery, suggestive of adult enteric neurogen-
esis. However, only peripheral cells, corresponding to ICCs, 
were positive for proliferative indicators and, moreover, they 
also showed primary cilia. Thus, we propose a new paradigm 
where ICCs are neural stem cells that may give rise to new 
neurons in human adult ENS.

Fig. 6  Proposed paradigm for explaining adult enteric neurogenesis. 
ICCs are the only cells expressing proliferation markers and they 
show specific features that made them good candidates for neural 
progenitors. We suggest that ICCs (c-KIT+, ANO1+, Ki67+, Nes-
tin+, CD34+, primary cilia) would give raise to glial cell (GFAP+, 

CD34+, Nestin+, S100+, Ki67−, primary cilia) through asymmetric 
division and some of these glial cells would become immature neu-
rons (DCX+, P75+, NSE +) and, lastly, mature neurons (DCX−, 
P75−, NSE +)
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Abstract
Background Gastrointestinal stromal tumour (GIST) is a mesenchymal cancer which derives from interstitial cells of Cajal. 
To determine whether a relationship between Hedgehog (Hh) signalling pathway and primary cilia exists in GIST tumours 
is intended here.
Methods Immunohistochemical, immunofluorescence and ultrastructural techniques were performed in this study.
Results We show that GIST cells present primary cilia (an antenna-like structure based on microtubules). But, moreover, we 
prove Hedgehog signalling pathway activation in these tumours (a pathway related with tumoural features such as prolifera-
tion, migration or stemness) and we show for the first time that this signalling pathway activation in GIST is mediated by 
primary cilia, likely in a paracrine way.
Conclusion Thus, primary cilia and Hedgehog signalling would be fundamental in tumoural microenvironment control of 
GIST cells for their maintenance, differentiation and proliferation.

Keywords GIST · Primary cilium · Hedgehog signalling · Ultrastructure · Immunohistochemistry

Introduction

Gastrointestinal stromal tumour (GIST) is the most common 
mesenchymal neoplasm of the human gastrointestinal tract. 
Incidence rates of GIST range between 6.5 and 14.5 per mil-
lion per year [1]. It is mostly located in the stomach (60%) 
followed by the jejunum and ileum (30%), the duodenum 
(5%), colorectum (4%) and oesophagus or appendix (< 1%) 
[2]. On the basis of immunophenotypical and ultrastruc-
tural similarities [3, 4], these tumours are thought to derive 

from Interstitial Cells of Cajal (ICCs) or an ICC progenitor 
through somatic mutation.

GISTs have been classically classified into three principal 
subtypes attending to their morphology. According to pub-
lished data, approximately 70% of cases are composed of 
spindle cells characterised by ovoid nuclei, paranuclear vac-
uolisation and syncytial cell borders. Around 20% of GISTs 
show epithelioid cells with round nuclei and the remaining 
10% of cases show both mixed cellular populations [2].

Gain-of-function mutations in KIT are found in 70–80% 
of GISTs whereas PDGFRA tyrosine kinase receptor muta-
tions are present in 10–15% of cases [3, 5]. Recently, ANO1, 
also known as TMEM16A or DOG1, has been reported as 
a highly sensitive and specific marker of GIST [6] irrespec-
tive of KIT or PDGFRA mutations [7]. It may stain up to 
one-third of KIT-negative GIST [8]. Thus, ANO1 has been 
proposed to be included in routine studies of GIST [9]. 
ANO1 is a calcium-activated chloride channel; it has been 
showed to regulate proliferation in ICCs [10] and primary 
ciliogenesis [11]. However, its exact role in GISTs remains 
elusive [12, 13].

Primary cilia are non-motile organelles composed by an 
axoneme of 9 peripheral doublets of microtubules (9 + 0 
structure) projecting out of the cell surface. The axoneme 
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is originated from a basal body composed by a modified 
centriole that is anchored to the cell membrane by the tran-
sition fibres [14]. The transition zone, located between the 
axoneme and the basal body, acts as a gate that controls the 
traffic of proteins and lipids providing primary cilia with a 
different composition from cytosol and plasma membrane 
[15]. Primary cilia have important functions in different tis-
sues based on three relevant features: supply of cell polarity, 
regulation of cell cycle and acting as sensory antenna for cell 
signalling [16]. Thus, several signalling pathways (such as 
Hedgehog, Wnt or TGFβ) have been identified as primary 
cilia dependent [17, 18]. Moreover, mutations in primary 
cilia are related to a group of disorders called ciliopathies 
[16, 19].

In addition, primary cilia involvement in cancer has been 
closely related to the Hedgehog (Hh) signalling pathway [20, 
21]. Hence, Hh signalling pathway activates transcription 
of different genes related to processes impaired in tumours 
such as cell proliferation, apoptosis, angiogenesis or epithe-
lial–mesenchymal transition [22]. Furthermore, Hh signal-
ling pathway has been recently implicated in maintenance 
and proliferation of cancer stem cells [21]. In fact, abnor-
mal activation of this signalling pathway (both in a ligand-
dependent and -independent way) can lead to cancer [20, 
22].

Three Hh ligands have been identified in vertebrates: 
Indian (Ihh), Desert (Dhh) and Sonic (Shh). When the path-
way is not activated, the Patched receptor is located in the 
ciliary membrane repressing the G-protein-coupled Smooth-
ened (Smo) receptor by preventing its trafficking and locali-
sation to ciliary membrane [20, 22, 23]. Then, Gli1 tran-
scription factor is sequestered by SUFU while Gli2 and Gli3 
are converted into their repressor forms [23]. Conversely, 
when the Hh ligands bind Patched, it is removed out from 
the primary cilia axoneme facilitating Smo localisation in 
ciliary membrane [24]. Smo produces SUFU-Gli1 dissocia-
tion, allowing Gli1 to enter the nucleus and activate gene 
transcription [18, 23].

Although previous studies have already identified the Hh 
signalling pathway in GIST [25, 26], here we evidence for 
the first time its activation by primary cilia in this type of 
tumours.

Materials and methods

Materials

Eight cases of stomach tumours that fulfilled the histological 
criteria of GISTs were examined in this study. Four of them 
were low-grade GIST, while the remaining four were high 
grade. They were retrieved from the files of the Department 
of Pathology at the University Clinic Hospital of Zaragoza. 

All protocols developed were approved by the Human 
Research Ethics Committee (Comité Ético de Investigación 
Clínica de Aragón, CEICA) from the Instituto Aragonés de 
Ciencias de la Salud (IACS).

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed on 
2-μm-thick formalin-fixed paraffin-embedded sections using 
 EnVision® (DAKO) method. The primary antibodies used 
in this study were: polyclonal rabbit anti-KIT (1:50, A4502 
DAKO; Glostrup, Denmark), polyclonal rabbit anti-ANO1 
(1:100, Abcam, ab53212; Cambridge, UK), polyclonal 
rabbit anti-Gli1 (1:200, Abcam, ab49314; Cambridge, 
UK), polyclonal rabbit anti-Smo (1:1000, LS Bioscience, 
LS-B4911, Seattle, WA, USA) and polyclonal goat anti-
Patched (1:100, Santa Cruz, sc-6149; Dallas, TX, USA). 
Antibodies were diluted with DAKO diluent (S2022). The 
tissue sections were deparaffinised in xylene for 20 min and 
rehydrated in graded ethanol (4 min in 100°, 4 min in 96°, 
4 min in 70° and 5 min in distilled water). Prior to all assays, 
a heat-induced antigen retrieval step was performed for KIT, 
ANO1, Gli1 and Smo immunolabeling using buffer citrate 
(pH 6, DAKO S2031) by treatment for 5 min in microwave 
at 800 W and 3 additional minutes at 360 W. For Patched 
staining, an antigen retrieval step using Tris-buffered saline 
(TBS, pH 9) was performed at 96 °C for 20 min.

After washing twice with PBS for 3 min, endogenous 
peroxidase was blocked using peroxidase blocking reagent 
(DAKO, S2001) for 10 min and sections were washed in 
distilled water and PBS 3 min, twice.

Afterwards, sections were incubated with primary anti-
bodies at 4 °C overnight in a humidified chamber. Sections 
were washed in PBS three times for 5 min and incubated 
with Labelled Polymer EnVision-HRP (DAKO K5007) or 
Polyclonal Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP (1:200, 
DAKO, P016002-2) for 1 h. To confirm the presence of 
immunocomplexes, 3,3 -diaminobenzidine as chromogen 
and hydrogen peroxide as substrate were used. The samples 
were washed twice in distilled water, contrasted with May-
er’s haematoxylin for 7 min, washed in tap water for 15 min, 
dehydrated in a graded ethanol (2 min in 70°, 2 min in 96° 
and 5 min in 100°), cleared in xylene and cover slipped with 
Eukitt (03989 Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA).

Digital images were captured by Olympus BX1 
microscope.

Immunofluorescence microscopy

Two-micrometre formalin-fixed paraffin-embedded sec-
tions were cut and mounted on glass slides. The sections 
were deparaffinised in xylene for 20 min and rehydrated in 
graded ethanol (4 min in 100°, 4 min in 96°, 4 min in 70° 



Hedgehog signalling pathway activation in gastrointestinal stromal tumours is mediated by…

1 3

and 5 min in distilled water). Tissues were permeabilised 
with 0.1% Triton X-100 in PBS for 8 min. Afterwards an 
antigen retrieval step using Tris-buffered saline (TBS, pH 9) 
was performed at 96 °C for 20 min for Acetylated-tubulin, 
Pericentrin and Patched. For Gli1 unmasking, a protocol 
using buffer citrate (pH 6, DAKO S2031) and treatment for 
5 min in microwave at 800 W and 3 additional minutes at 
360 W was used.

Sections were incubated overnight at 4 °C with the fol-
lowing primary antibodies: monoclonal mouse anti-Acet-
ylated-tubulin (1:4000, Sigma Aldrich, T7451; St. Louis, 
MO, USA), polyclonal rabbit anti-Pericentrin (1:100, 
Abcam, ab4448; Cambridge, UK), polyclonal goat anti-
Patched (1:100, Santa Cruz, sc-6149; Dallas, TX, USA) and 
polyclonal rabbit anti-Gli1 (1:200, Abcam, ab49314; Cam-
bridge, UK) in a dark humidified chamber. Sections were 
washed in PBS three times for 5 min and incubated for 1 h 
at RT in a dark humidified chamber with secondary antibod-
ies: donkey anti-mouse IgG H + L Alexa Fluor 594 (1:1000, 
ThermoFisher, R37115; Waltham, MA, USA), donkey anti-
rabbit IgG H + L Alexa Fluor 488 (1:1000, ThermoFisher, 
A-21206; Waltham, MA, USA) and donkey anti-goat IgG 
H + L Alexa Fluor 488 (1:1000, ThermoFisher, A-11055; 
Waltham, MA, USA). After washing in PBS, DAPI (1 μg/
mL, Sigma-Aldrich) was added for 1 min for nuclei coun-
terstaining. Sections were washed in PBS and the slides 
were covered with fluorescence mounting medium (DAKO, 
S3023).

Samples were visualised with a fluorescence microscope 
(Olympus BX1 with DP70 Digital Camera System) and 
analysed with DP Controller Software. Every fluorescent 
channel was individually photographed and channels were 
merged using FIJI Image_J software [27].

Electron microscopy

After tumour extraction, samples (about 1–1.5 mm3) were 
washed in phosphate buffer and fixed with 2.5% glutaral-
dehyde and 2% paraformaldehyde overnight at RT, washed 
in 0.1 M phosphate buffer for 5 min, post-fixed with 2% 
osmium, rinsed, dehydrated in graded acetone (30%, 50%, 
70% with 2% uranyl acetate, 90%, 100%), cleared in propyl-
ene oxide and embedded in araldite (Durcupan, Fluka AG; 
Buchs SG, Switzerland).

Semi-thin sections (1.5 μm) were cut with a diamond 
knife, lightly stained with 1% toluidine blue and examined 
by light microscopy (Olympus BX51 microscope, Olym-
pus Imaging Corporation; Tokyo, Japan). Later, ultrathin 
(0.05 μm) sections were cut, collected on Formvar-coated 
single-slot grids counterstained with 1% uranyl acetate and 
Reynold’s lead citrate for 10 min.

They were examined under a FEI Tecnai G2 Spirit TEM. 
The images were captured with Advanced Microscopy 

Techniques, using a Corp. Charge-Coupled Device imag-
ing system (CCD from Danvers, MA, USA).

Three-dimensional reconstructions from serial electron 
microscopy sections were performed using FIJI Image J 
software [27].

Results

GIST histological study

Haematoxylin–eosin studies showed two cell populations 
in the studied samples: on the one hand, spindle cells with 
ovoid nuclei and the characteristic paranuclear vacuoles 
(Fig. 1a, b); on the other hand, epithelioid cells with round 
nuclei and pale cytoplasm. Spindle cells were generally 
more numerous than epithelioid.

Moreover, we performed immunohistochemical experi-
ments to confirm the diagnosis of GIST through the well-
known GIST markers: KIT (Fig. 1c) and ANO1 (Fig. 1d). 
Both markers were positive in all samples, showing a cyto-
plasmic staining.

Thus, we identified our samples as GIST tumours, show-
ing predominantly spindle cells and expressing both KIT 
and ANO1.

Primary cilia in GISTs

We performed double immunofluorescence experiments to 
co-localise Acetylated-tubulin (specific to axoneme of cilia) 
and Pericentrin (present in centrioles, including the basal 
body of cilia) (Fig. 2). Hence, a substantial number of GIST 
cells were evidenced to present primary cilia in determined 
areas from an overview picture (Fig. 2a–c).

Quantitative analyses were performed by counting the 
number of ciliated cells per High Power Field (HPF, magni-
fication 400×) in areas of GIST samples where immunofluo-
rescence staining was mainly positive. Thus, we showed that 
up to 25% of total cells were ciliated (Fig. 2d), discarding 
primary cilium as an occasional finding in GIST cells.

These primary cilia were also studied at ultrastructural 
level using Transmission Electron Microscopy (TEM). Pri-
mary cilia components (including basal body, transition zone 
and axoneme) were clearly identified (Fig. 3a–c) and active 
vesicular trafficking through the basal body was showed 
(Fig. 3d), confirming the dynamic nature of this organelle. 
Moreover, primary cilium is showed here projecting out of 
GIST cells and directly protruding into neighbour cell cyto-
plasm (Fig. 4a, b).

Furthermore, serial sections for TEM were performed 
with the purpose of reconstructing the three-dimensional 
disposition of primary cilium in GISTs (Fig. 4c, Online 
Resource 1). These reconstructions helped to clarify the 
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disposition of ciliary components, their relation with cel-
lular organelles (as Golgi apparatus or mitochondria) and 
the physical contacts that they mediate between neighbour-
ing cells.

Hh signalling pathway in GISTs

To elucidate the role of primary cilia in GISTs, Hh signal-
ling pathway and the relation of this signalling cascade with 
primary cilia in these cells were assessed. Thus, immunola-
belling techniques for Patched, receptor of Hh ligands that 
trigger the activation of the pathway; Smo, which activates 
Gli1 nuclear translocation after entering primary cilia axo-
neme, and Gli1, the main effector transcription factor of the 
cascade were applied.

Immunolabelling studies for Patched evidenced a punc-
tiform staining frequently located next to nuclei (Fig. 5a). 
With the aim of clarifying the relation of Hh signalling path-
way with primary cilia, co-localisation studies for Acety-
lated-tubulin (as a marker for primary cilia) and Patched 

were developed. We found that Patched was not located in 
ciliary axoneme but it was concentrated in ciliary basal body 
(Fig. 5b). This localisation in basal body suggests the activa-
tion of Hh signalling pathway through binding of Hh ligands 
to Patched receptor and its internalisation and removal from 
the axoneme of cilia. Furthermore, we showed Smo expres-
sion in cell membrane and regions near to nuclei (Fig. 6), 
suggestive of Hh signalling pathway activation. 

Specific Gli1 immunostaining was detected in cyto-
plasm and nucleus of some cells (Fig. 7a, b). Gli1 presence 
in nuclei gives evidence of the activation of Hh pathway 
in GIST cells. Moreover, we performed immunofluores-
cence experiments to show the presence of primary cilia 
in Gli1 + cells. Our results showed that cells with primary 
cilia showed Gli1 expression in nuclei, confirming the Hh 
activation in ciliated cells (Fig. 7c).

Thus, Hh signalling pathway would be activated in GIST 
cells through primary cilia producing Patched removal from 
cilia axoneme, Smo entrance to axoneme and consequent 
Gli1 activation and transportation to nucleus, where tran-
scription of target genes is switched on.

Fig. 1  GIST general histological study. a Spindle (sp) cells were 
predominant in GIST tumours. b These cells were characterised by 
ovoid nuclei and a prominent paranuclear vacuole (arrows). c GISTs 

showed homogeneous cytoplasmic staining for KIT. d Specific immu-
nostaining for ANO1 was also evidenced in cancer cells
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Furthermore, we tried to correlate Hh signalling activa-
tion with pathology grades of GIST (Table 1). Thus, we 
semi-quantitatively evaluated nuclear and cytoplasmic 
expression of Gli1. We found that low-grade GIST showed 
predominant cytoplasmic expression of Gli1 while main 
nuclear Gli1 staining was detected in high-grade tumours. 
These results suggest that Hh activation (evidenced by Gli1 
nuclear expression) is especially present in high-grade 
GISTs.

Discussion

Primary cilia have been previously described in GISTs and 
their progenitor cells, ICCs [28–31]. According to the results 
provided in this study, primary cilium is confirmed to be a 

common and remarkable feature of GIST cells and not an 
incidental finding. Nevertheless, the exact role of this orga-
nelle in GIST remains unknown.

Primary cilia have been involved in cancer through dif-
ferent signalling pathways and mechanisms [32]. However, 
there is no agreement about the primary cilia number being 
increased or reduced in this pathology [33, 34]. One of the 
most studied ways of its implication in cancer development 
and maintenance is through Hh signalling pathway. This 
cellular signalling pathway disruption promotes several 
types of cancer, both in a ligand-dependent and -independ-
ent way, likely by maintaining cancer stem cells [20, 21]. It 
has been demonstrated that primary cilia play a vital role in 
physiological Hh signalling pathway, regulating the traffick-
ing of different pathway components across the transition 
zone [24]. Furthermore, primary cilia are also important 

Fig. 2  Primary cilia in GISTs. Acetylated-tubulin (red) and Pericen-
trin (green)-labelled ciliary axoneme and basal body, respectively. 
Co-localisation studies by applying both markers constituted a clear 
evidence of primary cilia (some of them pointed with arrows). Peri-
centrin is also located in centrosomes; hence, Pericentrin-staining 
was also found unrelated to primary cilia (hollow arrows). a Gen-
eral view of GIST cells showing a relevant number of them present-
ing primary cilia. b Magnification from squared area in a. c Detail 
of cells expressing primary cilia in another area. d Quantitative 
analysis showing primary cilia per high power field (HPF, ×400) in 
GISTs stained by immunofluorescence. Approximately 35 ciliated 
cells were identified per HPF in selected areas where a higher number 
of primary cilia were found. The total number of cells per HPF was 
between 120 and 140 approximately; thus, ciliated cells would sup-
pose up to 25% of total cells. Results are expressed as mean ± SEM

Fig. 3  TEM images showing primary cilia in GISTs. Primary cilia 
serial transversal sections in a GIST cell shows a basal body (bb), b 
transition zone characterised by the presence of transition fibres (tf) 
that anchors basal body to ciliary membrane and c axoneme (ax), that 
can be identified surrounded by the ciliary pocket (cp). d Longitudi-
nal section of primary cilia in a GIST cell showing active vesicular 
trafficking (v) through the basal body (bb) and the different compo-
nents of this organelle (dc daughter centriole; s satellites). White bars 
in d show the corresponding area in longitudinal view for transversal 
sections (a–c)
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in cancer-related Hh signalling pathway. Thus, it has been 
shown that they are able to both, enhance or repress Hh 
ligand-independent tumorigenesis in models of medullo-
blastoma and basal cell carcinoma depending on the nature 
of the oncogenic signal [35, 36]. Moreover, a recent study 
has shown that epithelial–mesenchymal transition, an essen-
tial process in cancer progression and metastasis, induces 
ciliogenesis and Hh signalling pathway activation in in vitro 
models of breast cancer [37].

Nevertheless, the role of this signalling pathway in GIST 
remains unclear and its relation with primary cilia in these 
mesenchymal tumours has not been previously described. 

Hh signalling pathway components have been reported to be 
expressed in human GIST by immunohistochemistry [25], 
RT-PCR and microarray analyses [26]. Furthermore, Tang 
et al. [26] showed, through microarrays analyses, Hh signal-
ling pathway components and primary cilia-related proteins 
overexpression in GIST (independently of KIT or PDGFR 
mutations) compared to ICC. Furthermore, Shh agonists 
have been showed to increase cell proliferation in GIST cul-
tures [38]. The results provided here confirm the presence of 
Hh signalling pathway components Gli1, Smo and Patched 
in GIST cells and their co-localisation with primary cilia.

Regarding the relation of Hh signalling pathway and KIT, 
the activating forms of Gli (Gli1 and Gli2) positively regu-
late KIT expression. Thus, pharmacological inhibition of 
Gli1 and Gli2 has been shown to reduce KIT expression and 
cell viability in GIST cell culture [26, 39]. As a counterpart, 
the repressor form Gli3 has been inversely correlated with 
KIT and its overexpression shown to reduce KIT expres-
sion [26, 40]. This effect was also present in wild-type GIST 
(non-KIT/non-PDGFR mutant GIST), suggesting that Hh 
signalling pathway activation and consequent Gli3 degrada-
tion may suppose a possible way to KIT overexpression in 
these tumours. Tang et al. [26] proposed that Hh signalling 
pathway would be ligand-independent; however, our results 
show that Patched is removed from ciliary axoneme, sugges-
tive of ligand binding to Patched. Moreover, TEM images 
and 3D reconstructions show primary cilia in direct contact 
with surrounding cells. Hence, we propose that paracrine 
communication between GIST cells through primary cilia 
may be pivotal in Hh signalling pathway. This conclusion 
would agree with previously published results [25], where 
most GISTs expressing Hh signalling pathway components, 
expressed the Hh ligand Shh.

Further evidence of connection between GIST and Hh 
signalling pathway was proposed by Pelczar et al. [41]. 
Their studies defined PDGFR-positive GIST-like tumours 
in a Patched1-inactivated mutant murine model. However, 
both origin and tumour cells did not express KIT, so their 
classification as GIST may be doubtful. Besides, they did 
not perform ANO1 immunohistochemical assays (which is 
positive for up to one third of KIT-negative GIST [8]) that 
would have made results interpretation easier.

Here, we show evidence of the relation of Hh signal-
ling pathway and primary cilia in human GISTs for the first 
time. Thus, we have shown that primary cilium is a relevant 
organelle in GIST cells, where it mediates Hh signalling 
pathway activation (likely in a ligand-dependent manner). 
Thus, ciliated cells showed Patched removal from axoneme, 
Smo expression and Gli1 entrance to cell nuclei, where 

Fig. 4  Primary cilia 3-D reconstruction from TEM serial sections. a, 
b Two different serial images from a primary cilium in a GIST cell 
protruding into the cytoplasm of the neighbour cell. c Image corre-
sponding to 3-D reconstruction. Primary cilia components are repre-
sented: the axoneme protruding out of the cell (blue), the basal body 
and the daughter centriole (green), satellites around basal body (red) 
and transition fibres that anchor the basal body to the ciliary pocket 
(cyan). Other organelles such as the Golgi apparatus (yellow) and 
some mitochondria (pink) are also shown. Nuclei are in grey and 
cytoplasm in clear brown
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transcription of target genes is switched on. Moreover, 3D 
reconstructions and TEM images give an indisputable idea 
of the disposition and components of primary cilia, which 

sometimes are close or in direct contact with neighbour 
cells, likely mediating paracrine communication between 
tumor cells.

Fig. 5  Immunolabelling for Patched and its relation with primary 
cilia. a Punctiform Patched staining is located near nuclei (arrows). 
b Co-localisation of Acetylated-tubulin (labelling primary cilia axo-

neme; red) and Patched (green). Patched is not located in axoneme 
but in basal body (arrows), suggesting that Patched has been bound 
by the ligand and internalised out from the axoneme membrane

Fig. 6  Immunohistochemistry for Smo. a Panoramic view showing GIST cells expressing Smo in precise cell membrane regions and near nuclei 
(arrows). b Detail of immunostaining pattern
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ABSTRACT

Giant cell tumor of bone (GCTB) is a locally aggressive primary bone neoplasm 

composed by tumoral stromal cells and reactive monocytic/histiocytic cells that fuse to 

form osteoclast-like multinucleated cells. Recently, specific histone 3.3 mutations have 

been demonstrated in stromal cells of GCTB. Many of the pathways related to bone 

proliferation and regulation depend on the primary cilium, a microtubule-based 

organelle which projects outside the cell and acts as a sensorial antenna. In the 

present work, we aimed to study the presence and role of primary cilia in GCTB.

Ultrastructural, immunohistochemical and immunofluorescence studies were performed 

in order to demonstrate that the primary cilium is located in spindle-shaped stromal 

cells of GCTB. Moreover, we showed Hh signalling pathway activation in these cells. 

Hence, primary cilia may play a relevant role in GCTBtumorigenesis through Hh 

signalling activation in stromal cells. 

Keywords: Giant cell tumor of bone, ultrastructural study, primary cilium, Hh signalling 

pathway

Research highlights

• Transmission electron microscopy allows to describe and differentiate cellular 

subpopulations in Giant Cell Tumor of Bone.

• The primary cilium is present in some tumoral Stromal Cells of Giant Cell Tumor 

of Bone.

• Hedgehog signalling is activated in these cells.
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1. INTRODUCTION

According  to  the  World Health Organisation (WHO) definition, giant cell tumor of 

bone (GCTB) is a locally aggressive primary bone neoplasm composed of proliferative 

mononuclear stromal cells (SCs), numerous reactive macrophages and large 

osteoclast-like multinucleated  giant cells (GCs) (Athanasou et al., 2013). GCTB 

usually appears in young adults’ metaphysis-epiphysis of long tubular bones. Although 

malignant transformation in GCTB is uncommon, pulmonary metastasis have been 

occasionally described (Athanasou et al., 2013). 

Two mixed mononuclear cell types are present in the GCTB: monocyte-macrophage 

CD14+/CD68+ cells and SCs (Wülling et al., 2003). Nowadays, it is accepted that SCs 

represent the proliferative tumoral component of the GCTB; meanwhile, reactive 

multinucleated GCs are originated from blood monocytes recruited into the tumoral 

tissue (Wülling et al., 2003; Kim et al., 2012;). Recently, the mutation G34W in Histone 

H3 has been proved as a useful diagnostic marker of SC in GCTB (Cleven et al., 

2015).

Previous ultrastructural studies dealing with GCTB have been focused on 

characterization of mononuclear cells and their osteoblastic or osteoclastic 

differentiation (Aparisi et al., 1977; Anazawa et al., 2006; Garcia et al., 2013). 

Furthermore,  ultrastructural similarities between GCTB giant cells with physiological 

osteoclasts and with multinucleated GCs in lesions that mimic GCTB have been also 

reported (Anazawa et al., 2006). 

The primary cilium is a microtubular non-motile structure composed of a 9+0 axoneme 

originated from a modified centriole which projects to the extracellular medium (Malicki 

& Johnson, 2017). Its presence in skeletal cells was detected almost 50 years ago 

(Tonna & Lampen, 1972). The potential role that this organelle may play in bone 

development and homeostasis was proposed in the early 21st century (Whitfield, 2003). 

However, there is increasing evidence that primary cilia-dependent signalling 
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pathways, like Hedgehog (Hh) and Wnt, play a crucial role in regulating mammalian 

bone development and turnover (Day & Yang, 2008). Thus, Hh pathway activation is 

necessary for Runx2 expression, a transcription factor essential for correct osteoblast 

differentiation (Rutkovskiy et al., 2016).

Three Hh ligands have been described: Sonic (Shh), Indian (Ihh) and Desert (Dhh) 

(Ramsbottom & Pownall, 2016). Ihh has been mainly involved in bone formation (Yang 

et al., 2015). When these ligands bind the transmembrane receptor Patched (located in 

the ciliary membrane), it is removed from primary cilia, allowing Smo entrance in ciliary 

axoneme. Then, Gli proteins are activated and translocated into the cellular nucleus, 

where they promote target gene transcription (including Runx2) (Chahal et al., 2018). 

Hh activation enhances expression of genes related to proliferation, angiogenesis or 

epithelial-mesenchymal transition (Chahal et al., 2018). Thus, excessive Hh signalling 

activation leads tumor formation and maintenance of cancer stem cells (Chahal et al., 

2018). Moreover, ciliary proteins, including Arl13b, have been shown to be essential in 

Hh signalling and in its oncogenic implications (Larkins et al., 2011; Bay et al., 2018).

Here, we show for the first time that SCs of GCTB present primary cilia. This finding 

might have important implications in these tumors through Hh signalling pathway 

activation. 

2. METHODS

Six GCTB samples biopsied from patients were included in the present study. All 

samples were provided by the Hospital Clínico Lozano Blesa from Zaragoza. All the 

protocols developed were approved by the Human Research Ethics Committee of 

Aragon (CEICA) and were in accordance with Helsinki Declaration. 

2.1. Electron Microscopy 
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A piece of every tumorconsisting of 2.5x2.5mmwas immersed in 2.5% glutaraldehyde 

for fixation for 4-6h. The samples were washed in PB, post-fixed with 2% osmium, 

rinsed, dehydrated in graded ethanol, stained with 2% uranyl-acetate, cleared in 

propylene oxide and embedded in araldite (Durcupan, Fluka). Serial semi-thin sections 

(1.5μm) were cut and lightly stained with 1% toluidine blue. Later, ultrathin (0.08μm) 

sections were cut with a diamond knife, collected on Formvar coated single-slot grids, 

counter-stained with 1% uranyl acetate and Reynold’s lead citrate for 10minutes. They 

were examined by a JEOL-JEM-1010 transmission electron microscope (TEM). The 

images were captured with GatanBioscan Camera with pixel size 6.45μm x 6.45μm 

and spatial resolution of 1024,1024, 1, 1 (x, y, z, t) and automatic gain (assigning a 

brightness value to each pixel depending on the clearest and the darkest intensity in 

every image and highlighting electrondensity contrast). 

2.2. Immunohistochemistry

Samples were processed according to standard histological procedures and stained 

with hematoxylin and eosin (H&E). Immunohistochemical staining was performed on 

formalin-fixed paraffin-embedded 4-μm thicksections. All immunohistochemical 

products except primary antibody were obtained from DAKO (Denmark). Primary 

antibodies used in this study were: monoclonal rabbit anti-Histone H3.3 G34W (2.5 

μg/mL, Quimigen S.L., 31-1145-00, Madrid, Spain), polyclonal rabbit anti-Gli1 (1:200, 

ABCAM, ab49314, Cambridge, UK), polyclonal rabbit anti-Smo (1:1000, LS Bioscience, 

LS-B4911, Seattle, USA) and polyclonal goat anti-Patched (1:100, Santa Cruz, sc-

6149, Dallas, USA). Tissue sections were deparaffinised and hydrated using routine 

methods and then subjected to heat-induced antigen retrieval. For Gli1 and Smo, buffer 

citrate pH6 was used and the samples were treated during 6 minutes in an 800-W 

microwave and at 360 W for 5 additional minutes. For H3.3 G34W and Patched 

staining, samples were treated at 96ºC for 20 min in EnVisionTM FLEX Target Retrieval 
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solution High pH. Endogenous peroxidase was blocked for 30 minutes and sections 

were washed in distilled water and PBS 3 min, twice.

Afterwards, sections were incubated with primary antibodies at 4°C overnight in a 

humidified chamber, washed in PBS three times and incubated with secondary 

antibody Rabbit-Mouse Labelled Polymer-Dako EnVision-HRP or Polyclonal Rabbit 

Anti-Goat Immunoglobulins/HRP (1:200) for 1 hour. 3,3’diaminobenzidine was used as 

chromogen. The samples were washed twice in distilled water, contrasted with Mayer’s 

hematoxylin for 7 min, washed in tap water for 15 min, dehydrated in a graded series of 

ethanol, cleared in xylene and cover slipped with Eukitt.  

Negative controls where based on samples were no primary antibody was added. All 

antibodies were commercial and supposedly validated.

All samples were analysed and digital images from representative areas were captured 

by Olympus BX53 and Olympus UIS UPLFLN Series objectives. FN: 26.5. 20x AN 0.5 

and 40x AN 0.75. Images were captured with Olympus DP72 Digital Camera. Pixel size 

6.45μm x 6.45μm, total number of pixel 1.5 million. Exposition mode: SFL Auto and 

spatial resolution of 4140x3096x1x1 (x, y, z, t). 

2.3. Double Immunofluorescence Microscopy

Formalin-fixed paraffin-embedded tissues were deparaffinised and hydrated. Then, 

antigen retrieval was performed at 96ºC for 20 min in EnVisionTM FLEX Target 

Retrieval solution High pH. Sections were incubated overnight at 4°C with the following 

antibodies: mouse-monoclonal anti-Acetylated tubulin (1:4000, Sigma Aldrich, T7451; 

St. Louis, MO, USA), mouse monoclonal anti-Arl13b (1:50, Proteintech, 66739-1-Ig, 

Manchester, UK)and rabbit-monoclonal anti-Histone H3.3 G34W (2.5 μg/mL, Quimigen 

S.L., 31-1145-00, Madrid, Spain). They were washed in PBS and incubated with the 

respective secondary antibodies: anti-Mouse AlexaFluor594 (1:1000, ThermoFisher 

R37115; Waltham, MA, USA) and anti-Rabbit AlexaFluor488 (1:1000, ThermoFisher A-
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21206; Waltham, MA, USA) for 1 hour at RT. Incubations were performed in a dark 

humidified chamber. After washing in PBS, DAPI (1 μg/mL, Sigma-Aldrich) was added 

for 1 minute for nuclei counterstaining. Sections were washed in PBS and covered with 

DAKO Fluorescence mounting medium. 

All antibodies were commercial and supposedly validated.

Images were analysed using the following filters: U-MNUA2 for DAPI, U-MWIABA2 for 

Alexa Fluor 488 and U-MWIG2 for Alexa Fluor 594 in a Olympus BX53 microscope and 

Olympus UIS UPLFLN Series objectives. FN: 26.5. 20x AN 0.5 and 40x AN 0.75.  

Images were captured with Olympus DP72 Digital Camera. Pixel size 6.45μm x 

6.45μm, total number of pixel 1.5 million. Exposition mode: Auto and spatial resolution 

of 4080x3072x1x1 (x, y, z, t). Images were analysed with DP Controller Software. 

Every fluorescent channel was individually photographed and channels were merged 

using FIJI Image_J software, where contrast and brightness were adjusted (Schindelin 

et al., 2012).

Statistical analyses were performed counting ciliated cells per High Power Field (HPF = 

x400) and using a non parametric test (Mann-Whitney U).Hence, representative areas 

were analysed (total of 18 images). In each HPF, between 70 and 100 mononuclear 

cells were present while the number of giant cells ranges from 0 to 7. 

3. RESULTS

3.1. Preliminary histological study.

Histopathological techniques routinely confirmed the diagnosis of GCTB (Fig.1). Thus, 

H&E revealed the presence of multinuclear GCs scattered among mononuclear cells 

(Fig.1a). CD68 antibody labelled mononuclear histiocytic cells and multinucleated GCs 

(Fig.1b) while Histone H3.3 mutation G34W antibody labelled tumoral SCs (Fig.1c). 

Ki67was exclusively expressed by mononuclear cells (Fig.1d).
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3.2. GCTB ultrastructural findings

Electron microscopy examination evidenced two well-defined groups: mononuclear and 

multinucleated giant cells. In turn, mononuclear cells included two different phenotypes 

based on cytoplasm electrondensity and nuclear chromatin condensation. Thus, 

histiocytic cells showed lesser electrondensity and homogenous chromatin, while SCs 

cytoplasm were more electrondense and their nuclei showed condensed chromatin 

constituting marginal clusters in contact with nuclear envelope (Fig.2a).

SC morphology varied from fusiform-spindle to oval. They showed fine membrane 

prolongations contacting neighbour cells (Fig.2b). They presented cytoplasmic 

electron-light no-membranous inclusions conferring a characteristic vacuolated 

appearance (Fig.2b). Some mitochondria, scarce granular endoplasmic reticulum and 

abundant free ribosomes were observed. Centrioles, located near nuclei, showed 

subdistal appendages and they were related to intermediate filaments and numerous 

Golgi-derived vesicles (Fig.2c-d). All these findings are suggestive ofcentriolar 

activation.

Primary cilia were specifically observed in SCs (Fig.2e-f). Primary ciliogenesisis 

sequentially ordered in Figure 3. Firstly, the ciliary vesicle (constituted by fusion of 

Golgi-derived vesicles) localizes on the distal pole of the mother centriole, which forms 

cilia basal body (Fig.3a). Then, the 9+0 axoneme grew from the basal body (Fig. 3b). 

Occasionally, abnormal duplication of centrioles was evidenced by detection of three 

centrioles, two of them originating cilia (Fig.3c). Figures 3d and 3e show ultrastructural 

features corresponding to a primary cilium in its maximum length. Basal body 

presented subdistal appendages and was anchored to cell membrane by transition 

fibres. The axoneme was originated from the basal body and it was located in a cell 

membrane invagination called ciliary pocket, where coated vesicles are concentrated 

as a sign of important molecular exchange (Fig.3e). In some ciliated cells, nuclei 

showed characteristic nuclear envelope prolongations (Fig. 3d-e). These nuclear 

structures have been previously called envelope-limited chromatin sheets (ELCS). 
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Primary cilia in these cells are originated from no-displaced centrioles and, therefore, 

goes through the cytoplasm towards the extracellular medium.

The mononuclear histiocytic cells showed a less electrondense cytoplasm (Fig.4a), 

with abundant mitochondria, granular endoplasmic reticulum and prominent Golgi 

apparatus. Although their nuclei showed a diverse morphology, peripheral nucleoli 

were always found. They presented many lysosomes and fine phagocytic 

prolongations (Fig.4b). These cells contact each other through cytoplasmic 

prolongations (Fig.4b). A reduced number of these histiocytic cells showed scarce 

organelles, abundant ribosomes and multivesicular bodies, all features suggestive of 

an undifferentiated phenotype (Fig. 4c).

Multinucleated GCs included 10 to 30 nuclei. They showed oval or irregular 

morphology and an electron light appearance. They presented a fine marginal 

chromatin contacting nuclear membrane and prominent nucleoli (Fig.4d). Their 

cytoplasm presented a homogenous distribution of organelles, abundant mitochondria 

and lipid inclusions (Fig. 4d). Surrounding multinucleated GCs, both, mononuclear 

histiocytic and stromal cells were located. Although defining dynamic processes from 

TEM is always difficult, we could observe light undifferentiated histiocytic cells merging 

with GCs and syncytial membrane disappearance, suggestive of cellular fusion 

(Fig.4e).

Some reactive foam cells plenty of electron lucent vacuoles were also found in these 

tumors. They were probably involved in phagocytic processes as they showed 

lysosomes with different content (Fig.4f). Few disperse lymphocytes and granulocytes 

were also observed, the latter being involved in macropinocytosis processes.

3.3. Primary cilia and Hh signalling presence in GCTB

Immunofluorescent co-localisation of Histone H3.3 mutation G34W (specific for SCs of 

GCTB) and Acetylated-tubulin (marker for cilia axoneme) and Arl13b (marker for ciliary 
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membrane) showed that stromal cells presented primary cilia (Fig. 5, Suppl. Fig. 1). 

Primary cilia were usually located near nuclei, in agreement with electron microscopy 

findings. Quantitative analyses showed that around 7 mononuclear cells per High 

Power Field (x400) were ciliated, which supposed around 10% of mononuclear cells, 

while no multinucleated giant cell presented cilia (Suppl. Fig.2).  

Furthermore, the implications of primary cilia in GCTB were studied by analysis of the 

activation of Hh signalling pathway, a well-known cilia-dependent pathway related to 

tumorogenesis and bone regulation. Immunohistochemical experiments for Hh pathway 

protein Patched, Smo and Gli1 were performed (Suppl. Fig. 3, Fig. 6). Patched (Suppl. 

Fig. 3a) and Smo (Suppl. Fig. 3b) staining were located in paranuclear regions while 

Gli1 labelled subtly but clearly cells nuclei (Fig. 6a-c). Nuclear staining of Gli1 is a sign 

of Hh signalling activation. Thus, these results suggest that Hh signalling pathway is 

present and activated in SCs of GCTB.

4. DISCUSSION

The nature and cellular components of GCTB have constituted the subject of multiple 

previous studies. Most of them wrongly identified all mononuclear cells as stromal cells 

based on conventional microscopy morphology. However, histochemical and electron 

microscopy techniques shed light on cells identification (Hanaoka et al., 1970; Aparisi 

et al., 1977). In this study we have accurately defined ultrastructural features of the two 

different mononuclear cell populations identified by cytoplasm electrondensity and 

nuclear chromatin condensation. Cells showing lesser electrodensity and homogenous 

chromatin are called histiocytic cells here. The round histiocytic cells previously 

described by other authors may correspond to activated histiocytes with phagocytic 

capacity (Hanaoka et al., 1970; Aparisi et al., 1977). Intermediate phenotypes are 

compatible with resting, activated or prior to giant cell formation stages.

The second mononuclear cell type, stromal cells (SCs), show higher electrondensity in 

their cytoplasm and nuclei with condensed chromatin forming marginal clusters in 
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contact with nuclear envelope. This phenotype corresponds to stromal cells type 1 of 

Aparisi (Aparisi et al., 1977). However, phenotypic variability appears. Probably, those 

presenting features suggestive of undifferentiation may suppose cancer stem cells. 

SCs have been defined as immature fibroblasts or primitive osteoblasts. Their close 

histogenic relationship with osteoblasts is based on focal deposition of osteoid seen in 

one third of GCTB (Spjut et al., 1983). Additionally, bone tissue is not only produced by 

reactive osteoblasts but also by SCs (Goldring et al., 1987). According with the results 

provided here, SCs are clearly defined as mesenchymal cells presenting special and 

exclusive ultrastructural features such as presence of large electron-light vacuoles, 

peculiar density of cytoplasm and activation of centrioles. The most novel finding 

provided in the present study is the presence of primary cilia in these cells.

Primary cilia in osteoblasts and osteocytes contributes to bone formation and 

homeostasis (Mitchison & Valente, 2017). Furthermore, the participation of primary cilia 

in different types of cancer of epithelial and mesenchymal line has been demonstrated. 

Nevertheless, the prevalence of cilia on human tumors remains unclear, and their role 

in cancer is just beginning to be explored (Eguether & Hahne, 2018; Fabbri et al., 

2019). In human osteosarcoma MG63 cell line the number of ciliated cell is significantly 

higher than expected (Kowal & Falk, 2015).

The cilia-dependant Hh signalling pathway plays a key role in both bone physiology 

and pathology. Thus, it is essential for temporal and spatial regulation of bone 

remodelling (Rodda, 2006; Yang et al., 2015). Moreover, Hh signalling pathway 

(especially through the Ihh ligand) stimulates intramembranous and endochondral 

ossification, bone turnover and remodelling of fractures sites (Yang et al., 2015). 

The deregulation of Hh signalling pathway has been linked to some skeletal 

development diseases (Rodda, 2006; Yang et al., 2015) and tumors (Scales & de 

Sauvage, 2009). Furthermore, Hh signalling pathway in osteosarcoma was related to 

radio-resistance and invasiveness (Qu et al., 2018). Interestingly, the ciliary membrane 
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protein Arl13b plays an essential role in tumoral Hh signalling through primary cilia 

(Bay et al., 2018).

Here, we show Hh pathway activation in some SCs. These results are in accordance 

with Horvai et al. (2012) where 10% of mononucleated cells expressed Ihh (we found a 

similar proportion of ciliated cells, as it is described above). Besides, Horvai et al. also 

showed that GCTB stromal cells expressed Runx2 (Horvai et al., 2012), a well-known 

downstream target of Hh signalling pathway (Rutkovskiy et al., 2016).

The observation of primary cilia and Hh pathway activation in SCs suggests their role in 

cellular signalling and tumorogenesis. Moreover, some ciliated SCs showed envelope-

limited chromatin sheets (ELCS), a structure described in cancer and stem cells (Olins 

& Olins, 2009; Cebrián-Silla et al., 2017). These findings suggest that primary cilia may 

play an important role in quiescent cancer stem cells of GCTB. This feature would 

explain why only a specific population of stromal cells show primary cilia and Hh 

activation and they are not constitutively present in every stromal cell. Moreover, the 

dynamic nature of cilia assembly and Hh signalling must be taken into account while 

the techniques performed in this paper are mainly static.

In conclusion, our study reveals that SCs of GCTB present primary cilia. Moreover, we 

proved that Hh signalling pathway is activated in these cells, showing that primary cilia 

may play an important role in GCTB tumorogenesis and could be consequently used 

as a potential therapeutic target.  
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Histological diagnosis and preliminary study of GCTB. a) Hematoxylin-

Eosin staining shows two cellular types in GCTB: mononuclear and multinuclear giant 

cells (GC). Some of the mononuclear cells showed a characteristic paranuclear 

vacuole (arrow). Scale bar = 50μm b) CD68 is a specific marker for monocyte-

macrophage lineage. Thus, histiocytic mononuclear cells and giant cells (GC) 

expressed CD68. Scale bar = 50μm c) Histone H3.3 G34W mutation is a specific 

marker of the stromal neoplastic cells of GCTB. According to this, only mononuclear 

cells were stained, some of them expressing paranuclear vacuoles (arrow). Scale bar = 

50μm d) Immunolabeling for Ki67, marker of cell cycle activation and proliferation, 

stained uniquely mononuclear cells. Scale bar = 100μm

Fig.2. TEM examination. Ultrastructural features of mononuclear cells of GCTB. 

a) Histiocytic (* light) and stromal (dark) cells are the main mononuclear components of 

GCTB. Scale bar = 5μm b) Stromal cells (SCs) show large paranuclear vacuoles (v). 
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Scale bar = 2μm c-d) Centriole activation at different stages. Note the numerous small 

vesicles (vs), subdistal appendages (s) and intermediate filaments (if) in relation with 

centrioles; features related to centriolar activation. Scale bar = 500nm e) Primary cilia 

in a SC. Scale bar = 2μm f) Magnification of squared area in e. Scale bar = 500nm. ax: 

axoneme, bb: basal body,v: vacuoles, vs: vesicles, if: intermediate filaments, mt: 

microtubule, s: subdistal appendages, g: Golgi  

Fig.3. TEM examination. Primary cilia in stromal cells of GCTB. a) At the beginning 

of ciliogenesis, small vesicles derived from Golgi-apparatus fuse in a ciliary vesicle (cv) 

which localizes on top of the basal body (bb). Scale bar = 500nm b) Axoneme (ax) 

originates from basal body and is surrounded by a cell membrane invagination called 

ciliary pocket (cp). Daughter centriole shows pericentriolar satellites (s). Scale bar = 

500nm c) Tumoral cells exceptionally showed centriole duplication, with two cilia 

emerging. Scale bar = 500nm d) SC shows envelope-limited chromatin sheet (elcs) 

and primary cilium. Scale bar = 1μm e) Primary cilium ultrastructural features. Scale 

bar = 1μm. mt: microtubule, if: intermediate filaments, pr: polyribosomes, vs: vesicles, 

sa: subdistal appendages, s: satellites, arrow: ciliary pocket, black arrowhead: 

transition fibres, white arrowhead: coated vesicles, bb: basal body, ax: axoneme.

Fig.4. TEM examination. Ultrastructural features of reactive cells: histiocytic light 

cells and multinucleated giant cells. a) Histiocytic cells show less electrondense 

cytoplasm than SCs and prominent nucleoli (ni). Scale bar = 2μm b) Organelle 

distribution of histiocytic cells. Ly: lysosomes. Encircled: intercellular contact. Scale bar 

= 1μm c) Detailed area of histiocytic cells organelles showing mitochondria (mt) 

surrounded by endoplasmic reticula (er) near a multivesicular body (mvb).Scale bar = 

500nm d) Giant Cells show multiple nuclei with prominent nucleoli (ni). Moreover, its 

cell membrane shows short prolongations. A stromal cell (SC) appears near the GC. 

Scale bar = 5μm e) A histiocytic cell seems to fuse with GC (arrows point cell 
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membrane disappearance). Scale bar = 5μm f) Foam cells sometimes show lysosomes 

(ly) containing inclusions of different source. Scale bar = 5μm

Fig.5.Stromal cells show primary cilia. a) Immunofluorescent co-localisation of 

Histone H3.3 G34W mutation in green and Arl13b (ciliary membrane) in red showed 

that some stromal cells present primary cilia. Scale bar = 20μm b-d) Magnification of 

cells showing Histone H3.3 G34W mutation and Arl13b co-localisation.

Fig. 6. Immunohistochemical study of Hh pathway activation. a-c) Nuclear labeling 

of Gli1 was present in some mononuclear cells, showing activation of Hhsignaling 

pathway. GC: Giant Cell. Scale bar = 20μm

SupplementaryFig. 1. Immunofluorescence study of primary cilia in SCs GCTB. 

Co-localisation of Acetylated tubulin (red) and H3.3 G34W (green) give supporting 

evidence of cilia in SCs of GCTB. Scale bar = 50μm

Supplementary Fig. 2. Quantitative analysis of primary cilia presence in GCTB 

cells. Number of cells showing primary cilia per High-Power Field (HPF: x400). 18 

representative images were analysed in total. In each HPF, between 70 and 100 

mononuclear cells were present while the number of giant cells ranges from 0 to 7. No 

multinucleated giant cells showed primary cilia, while around 7 to 8 mononucleated 

cells (mean of 7,53) per HPF were ciliated (approximately 10% of total mononucleated 

cells). Results are expressed as mean ± SEM. Mann-Whitney U Test showed a 

statistical significance (p<0,00001).

Supplementary Fig. 3. Smo and Patched staining in GCTB. a) Some mononuclear 

cells showed paranuclear staining for Patched. Scale bar = 20μm b) Similarly, only 

mononuclear cells showed paranuclear expression of Smo. Scale bar = 20μm.

Page 17 of 42

John Wiley & Sons

Microscopy Research and Technique

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

 

A Giant Cell Tumor of Bone stromal cell showing a primary cilium and envelope-limited chromatin sheets 
 (elcs). 

81x80mm (300 x 300 DPI) 
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Fig. 1. Histological diagnosis and preliminary study of GCTB. a) Hematoxylin-Eosin staining shows two 
cellular types in GCTB: mononuclear and multinuclear giant cells (GC). Some of the mononuclear cells 

showed a characteristic paranuclear vacuole (arrow). Scale bar = 50μm b) CD68 is a specific marker for 
monocyte-macrophage lineage. Thus, histiocytic mononuclear cells and giant cells (GC) expressed CD68. 
Scale bar = 50μm c) Histone H3.3 G34W mutation is a specific marker of the stromal neoplastic cells of 

GCTB. According to this, only mononuclear cells were stained, some of them expressing paranuclear 
vacuoles (arrow).Scale bar = 50μm d) Immunolabeling for Ki67, marker of cell cycle activation and 

proliferation, stained uniquely mononuclear cells. Scale bar = 100μm 
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Fig.2. TEM examination. Ultrastructural features of mononuclear cells of GCTB. a) Histiocytic (* light) and 
stromal (dark) cells are the main mononuclear components of GCTB. Scale bar = 5μm b) Stromal cells (SCs) 
show large paranuclear vacuoles (v). Scale bar = 2μm c-d) Centriole activation at different stages. Note the 

numerous small vesicles (vs), subdistal appendages (s) and intermediate filaments (if) in relation with 
centrioles; features related to centriolar activation. Scale bar = 500nm e) Primary cilia in a SC. Scale bar = 
2μm f) Magnification of squared area in e. Scale bar = 500nm. ax: axoneme, bb: basal body, v: vacuoles, 

vs: vesicles, if: intermediate filaments, mt: microtubule, s: subdistal appendages, g: Golgi   
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Fig.3. TEM examination. Primary cilia in stromal cells of GCTB. a) At the beginning of ciliogenesis, small 
vesicles derived from Golgi-apparatus fuse in a ciliary vesicle (cv) which localizes on top of the basal body 

(bb). Scale bar = 500nm b) Axoneme (ax) originates from basal body and is surrounded by a cell membrane 
invagination called ciliary pocket (cp). Daughter centriole shows pericentriolar satellites (s). Scale bar = 
500nm c) Tumoral cells exceptionally showed centriole duplication, with two cilia emerging. Scale bar = 

500nm d) SC shows envelope-limited chromatin sheet (elcs) and primary cilium. Scale bar = 1μm e) 
Primary cilium ultrastructural features. Scale bar = 1μm. mt: microtubule, if: intermediate filaments, pr: 

polyribosomes, vs: vesicles, sa: subdistal appendages, s: satellites, arrow: ciliary pocket, black arrowhead: 
transition fibers, white arrowhead: coated vesicles, bb: basal body, ax: axoneme. 
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Fig.4. TEM examination. Ultrastructural features of reactive cells: histiocytic light cells and multinucleated 
giant cells. a) Histiocytic cells show less electrondense cytoplasm than SCs and prominent nucleoli (ni). 

Scale bar = 2μm b) Organelle distribution of histiocytic cells. Ly: lysosomes. Encircled: intercellular contact. 
Scale bar = 1μm c) Detailed area of histiocytic cells organelles showing mitochondria (mt) surrounded by 

endoplasmic reticula (er) near a multivesicular body (mvb). Scale bar = 500nm d) Giant Cells show multiple 
nuclei with prominent nucleoli (ni). Moreover, its cell membrane shows short prolongations. A stromal cell 
(SC) appears near the GC. Scale bar = 5μm e) A histiocytic cell seems to fuse with GC (arrows point cell 
membrane disappearance e). Scale bar = 5μm f) Foam cells sometimes show lysosomes (ly) containing 

inclusions of different source. Scale bar = 5μm 
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Fig.5. Stromal cells show primary cilia. a) Immunofluorescent co-localisation of Histone H3.3 G34W mutation 
in green and Arl13b (ciliary membrane) in red showed that some stromal cells present primary cilia. Scale 
bar = 20μm b-d) Magnification of cells showing Histone H3.3 G34W mutation and Arl13b co-localisation. 
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Fig. 6. Immunohistochemical study of Hh pathway activation. a-c) Nuclear labeling of Gli1 was present in 
some mononuclear cells, showing activation of Hh signaling pathway. GC: Giant Cell. Scale bar = 20μm 
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Abstract
Urothelial bladder cancer is the tenth most common cancer worldwide. It is divided into muscle and non-muscle invading 
bladder cancer. Primary cilia have been related to several cancer hallmarks such as proliferation, epithelial-to-mesenchymal 
transition (EMT) or tumoral progression mainly through signaling pathways as Hedgehog (Hh). In the present study, we 
used immunohistochemical and ultrastructural techniques in human tissues of healthy bladder, non-muscle-invasive bladder 
cancer (NMIBC) and muscle-invasive bladder cancer (MIBC) to study and clarify the activation of epithelial-to-mesenchymal 
transition and Hedgehog signaling pathway and the presence of primary cilia. Thus, we found a clear correlation between 
EMT and Hedgehog activation and bladder cancer stage and progression. Moreover, we identified the presence of primary 
cilia in these tissues. Interestingly, we found that in NMIBC, some ciliated cells cross the basement membrane and local-
ized in lamina propria, near blood vessels. These results show a correlation between EMT beginning from urothelial basal 
cells and primary cilia assembly and suggest a potential implication of this structure in tumoral migration and invasiveness 
(likely in a Hh-dependent way). Hence, primary cilia may play a fundamental role in urothelial bladder cancer progression 
and suppose a potential therapeutic target.

Keywords Bladder cancer · Primary cilia · Epithelial–mesenchymal transition · Hedeghog signalling pathway · 
Ultrastructure · Transmission electron microscopy

Introduction

Bladder cancer is the tenth most common cancer worldwide 
(Global Cancer Observatoty 2018), being three times more 
frequent in men than women (Antoni et al. 2017). In the 
Western countries, the most common histological subtype 
is urothelial cancer, reaching 90% of cases (Bryan 2015). 

Urothelial tumours are mainly classified in non-invasive 
and infiltrating neoplasms regarding the absence or pres-
ence (respectively) of muscle invasion (Humphrey et al. 
2016). Non-Muscle Invasive Bladder Cancer (NMIBC) 
tumours comprise 75–85% of all urothelial cancers while 
the remaining 15–25% are Muscle Invasive Bladder Cancers 
(MIBC), which cause most bladder cancer-related deaths 
(Bryan 2015). Although NMIBC survival rate is excellent, 
it shows frequent recurrence and progression to MIBC (50% 
and 9%, respectively) (Liedberg et al. 2015).

Carcinomas progression and invasiveness are closely 
related to epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) (Pri-
eto-García et al. 2017). EMT consists of the dynamic and 
reversible switch from an epithelial non-motile to a mesen-
chymal motile phenotype (Zeisberg and Neilson 2009; Lam-
ouille et al. 2014; Prieto-García et al. 2017). During EMT, 
epithelial tumor cells undergo transient changes resulting 
in a mesenchymal phenotype characterized by a loss of cel-
lular junctions, changes in cell–matrix adhesion, loss of 
apicobasal polarity, cytoskeletal changes and an increased 
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contractility and motility (Lamouille et al. 2014). These 
features allow tumor cells to release from neighbor cells 
and migrate to distant areas. Thus, EMT is a key process 
in tumor progression, invasiveness and metastasis (Zeis-
berg and Neilson 2009; Prieto-García et al. 2017). EMT is 
induced by several transcription factors (remarkably Snail1, 
Snail2 or Slug, Twist, ZEB1 and ZEB2) (Lamouille et al. 
2014). These transcription factors repress the expression of 
epithelial-related proteins such as cytokeratin and E-cad-
herin (which mediates cell to cell junctions) (Lamouille et al. 
2014). Conversely, they induce the transcription of genes 
such as Vimentin and N-cadherin, which confer a mesenchy-
mal phenotype (Lamouille et al. 2014). Regarding bladder 
cancer, Twist is the best-studied EMT-related transcription 
factor and its expression has been related to smoking, poorer 
prognosis and increase metastasis (Fondrevelle et al. 2009; 
Yun and Kim 2013).

EMT can be triggered by different signalling pathways 
such as TGFβ, Notch, Wnt or Hedgehog (Hh) (Lamouille 
et al. 2014). Most of these pathways have been related to pri-
mary cilia (Wheway et al. 2018). Primary cilium is an orga-
nelle composed of a basal body (originated from a modified 
centriole) which gives rise to an axoneme protruding outside 
the cell. It has been related to different cellular functions 
including signaling pathway activation, cytoskeletal func-
tions, cell cycle control or protein homeostasis (Malicki and 
Johnson 2017). Moreover, this structure regulates several 
cancer hallmarks (Fabbri et al. 2019). However, the presence 
and importance of primary cilia in bladder cancer is still not 
known and it has just started to be explored (Du et al. 2018).

Hh is the best-studied cilia-dependent pathway and it 
has been closely related to several types of cancer (Rohatgi 
et al. 2007; Amakye et al. 2013; Castiella et al. 2013; Cha-
hal et al. 2018; Iruzubieta et al. 2019). Hh proper activa-
tion depends on primary cilia (Rohatgi et al. 2007). Thus, 
when Hh ligands bind Patched receptor, located in the ciliary 
membrane, it is removed from the cilia allowing Smooth-
ened (Smo) entrance to the membrane and Glioma associ-
ated oncogene 1 (Gli1) activation and translocation into cell 
nuclei (Rohatgi et al. 2007; Ramsbottom et al. 2016). Gli1 
activates target genes transcription, including genes related 
to EMT, angiogenesis and cancer stem cell maintaining 
(Katoh and Katoh 2009; Amakye et al. 2013; Chahal et al. 
2018).

The exact relationship between Hh pathway and bladder 
cancer remains elusive. Thus, Hh has been proposed both 
as an inductor of EMT and invasiveness (Islam et al. 2016; 
Nedjadi et al. 2019) and as a protector element that restrains 
bladder cancer progression (Shin et al. 2014b).

In the present study, we study through immunohisto-
chemical techniques EMT activation, Hh signalling pathway 
and primary cilia presence in bladder cancer. Besides, we 
performed a detailed ultrastructural study of tumoral cell 

features and EMT process. Our results emphasize the impor-
tance of primary cilia in cancer metastasis and recurrence, 
proposing the relevance of primary cilia as a potential target 
in bladder cancer.

Methods

Materials

Six MIBC (all G3 except for one G2–G3, five pT2NxM0 and 
one pT3bN0M0), seven NMIBC (five G2 and two G1, all 
of them pTaNxM0) and two healthy bladder controls were 
used for the study. They were retrieved from the files of the 
Pathology Department at the University Clinic Hospital of 
Zaragoza. All protocols developed were approved by the 
Human Research Ethics Committee “Comité Ético de Inves-
tigación Clínica de Aragón”.

Electron microscopy

Samples were washed in phosphate buffer and fixed with 
2.5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde overnight at 
RT, washed in 0.1 M phosphate buffer for 5 min, post-fixed 
with 2% osmium, rinsed, dehydrated in graded ethanol (30%, 
50%, 70% with 2% uranyl acetate, 90%, 100%), cleared in 
propylene oxide and embedded in Araldite (Durcupan, Fluka 
AG; Buchs SG, Switzerland).

Semi-thin sections (1.5 μm) were cut with a diamond 
knife, lightly stained with 1% toluidine blue and examined 
by light microscopy (Olympus BX51 microscope, Olym-
pus Imaging Corporation; Tokyo, Japan). Later, ultrathin 
(0.05 μm) sections were cut, collected on Formvar coated 
single-slot grids counterstained with 1% uranyl acetate and 
Reynold’s lead citrate for 1 min.

They were examined under a JEOL 1010 TEM. The 
images were captured with Gatan Bioscan Camera with pixel 
size 6.45 μm × 6.45 μm and spatial resolution of 1024,1024, 
1, 1 (x, y, z, t) and automatic gain.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed on 
4-μm-thick formalin-fixed paraffin-embedded sections using 
EnVision® (DAKO) method. The primary antibodies used 
in this study were mouse anti-Cytokeratin Clone MNF116 
(1:100, M0821 DAKO; Glostrup, Denmark), mouse anti-E-
Cadherin Clone NCH-38 (1:100, M3612 DAKO; Glostrup, 
Denmark), mouse anti-Twist 2C1a (1:100, sc-81417, Santa 
Cruz, Dallas, TX, USA), rabbit anti-Gli1 (1:200, Abcam, 
ab49314; Cambridge, UK), rabbit anti-Smo (1:1000, LS 
Bioscience, LS-B4911, Seattle, WA, USA) and goat anti-
Patched (1:100, Santa Cruz, sc-6149; Dallas, TX, USA).
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The tissue sections were deparaffinised in xylene for 
20 min and rehydrated in graded ethanol (see above). Prior 
to all assays, a heat-induced antigen retrieval step was per-
formed for E-Cadherin, Gli1 and Smo immunolabeling using 
buffer citrate (pH6, DAKO S2031) by treatment for 5 min in 
microwave at 800 W and 3 additional minutes at 360 W. For 
cytokeratin and patched staining, an antigen retrieval step 
using TBS (pH9) was performed at 96 °C for 20 min. Twist 
unmasking was performed by heating in Tris–EDTA buffer 
(pH9) at 98 °C for 40 min.

After washing twice with PBS for 3 min, endogenous 
peroxidase was blocked using peroxidase blocking reagent 
(DAKO, S2001) for 10 min and sections were washed in 
distilled water and PBS 3 min, twice.

Afterwards, sections were incubated with primary anti-
bodies at 4 °C overnight in a humidified chamber. Sections 
were washed in PBS three times for 5 min and incubated 
with Labelled Polymer EnVision-HRP (DAKO K5007) or 
Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP (1:200, DAKO, 
P016002-2) for 1 h. To confirm the presence of immuno-
complexes, 3,3  diaminobenzidine was used as the chro-
mogen. The samples were contrasted with Mayer’s haema-
toxylin 7 min, washed in tap water for 15 min, dehydrated 
in graded ethanol (2 min in 70°, 2 min in 96° and 5 min 
in 100°), cleared in xylene and coverslipped with Eukitt 
(03,989 Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA). Negative con-
trols were based on samples to which no primary antibody 
was added. All antibodies were commercial and supposedly 
validated.

Whole samples were analysed and digital images from 
representative areas were captured by Olympus BX53 and 
Olympus UIS UPLFLN Series objectives. FN: 26.5. 20 × AN 
0.5 and 40 × AN 0.75. Images were captured with Olympus 
DP72 Digital Camera. Pixel size 6.45 μm × 6.45 μm, total 
number of pixel 1.5 million. Exposition mode: SFL Auto 
and spatial resolution of 4140 × 3096 × 1 × 1 (x, y, z, t).

Immunofluorescence microscopy

Four μm formalin-fixed paraffin-embedded sections were cut 
and mounted on glass slides. The sections were deparaffin-
ised in xylene for 20 min and rehydrated in graded ethanol 
(4 min in 100°, 4 min in 96°, 4 min in 70° and 5 min in dis-
tilled water). Tissues were permeabilised with 0.1% Triton 
X-100 in PBS for 8 min. Afterwards, an antigen retrieval 
step using Tris-buffered saline (TBS, pH9) was performed 
at 96 °C for 20 min.

Sections were incubated overnight at 4 °C with the fol-
lowing primary antibodies: mouse anti-Acetylated tubu-
lin (1:4000, Sigma-Aldrich, T7451; St. Louis, MO, USA) 
and rabbit anti-Pericentrin (1:100, Abcam, ab4448; Cam-
bridge, UK) in a dark humidified chamber. Sections were 

washed in PBS three times for 5 min and incubated for 
1 h at RT in a dark humidified chamber with secondary 
antibodies: donkey anti-mouse Alexa Fluor 594 (1:1000, 
ThermoFisher, R37115; Waltham, MA, USA), donkey 
anti-rabbit Alexa Fluor 488 (1:1000, ThermoFisher, 
A-21206; Waltham, MA, USA). After washing in PBS, 
DAPI (1 μg/mL, Sigma-Aldrich) was added for 1 min 
for nuclei counterstaining. Sections were washed in PBS 
and the slides were covered with fluorescence mounting 
medium (DAKO, S3023). Negative controls were based on 
samples to which no primary antibody was added. On the 
other hand, we used a ciliated tissue (Fallopian tube) as a 
positive control for cilia immunofluorescence. All antibod-
ies were commercial and supposedly validated.

Images were analysed using the following filters: 
U-MNUA2 for DAPI, U-MWIABA2 for Alexa Fluor 488 
and U-MWIG2 for Alexa Fluor 555 in a Olympus BX53 
microscope and Olympus UIS UPLFLN Series objec-
tives. FN: 26.5. 20 × AN 0.5 and 40 × AN 0.75. Images 
were captured with Olympus DP72 Digital Camera. Pixel 
size 6.45 μm × 6.45 μm, total number of pixel 1.5 mil-
lion. Exposition mode: auto and spatial resolution of 
4080 × 3072 × 1 × 1 (x, y, z, t).

Images were analysed with DP Controller Software. 
Every fluorescent channel was individually photographed 
using automatic autoexposure and channels were merged 
using FIJI Image_J software, where contrast and bright-
ness were adjusted (Schindelin et al. 2012).

Statistical analyses were performed counting ciliated 
cells per High Power Field (HPF =  × 400). The areas ana-
lysed were representative of the samples. A non-paramet-
ric test (Kruskal–Wallis test) was used.

Results

Histological study

Haematoxylin–eosin staining was performed in all samples 
(Fig. 1). Healthy bladder controls showed four to eight 
cellular layers with the characteristic umbrella cells on 
top (Fig. 1a). NMIBC presented abundant papillae com-
posed of a thin vascularized stromal core surrounded by an 
increased number of cellular layers (Fig. 1b). On the other 
hand, MIBC samples show abundant heterogenous cells 
with atypia features such as enormous nuclei with promi-
nent nucleoli, pale vacuolized cytoplasm, numerous mito-
sis and muscle invasion by tumoral cell cords (Fig. 1c). 
In some cases, necrotic areas were found, indicative of 
uncontrolled proliferation (Fig. 1d).
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Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) 

in bladder cancer progression

As EMT is a predominant mechanism in tumor progression 
and invasiveness, we analyzed the expression of epithelial 
markers E-cadherin and Cytokeratin and the EMT-transcrip-
tion factor Twist in bladder cancer stages regarding normal 
tissue (Fig. 2).

Our results showed that control samples showed promi-
nent staining for cytokeratin (Fig. 2a) that was progressively 
reduced in NMIBC (Fig. 2b) and insignificant in MIBC 
(Fig. 2c). Similar results were found regarding E-cadherin 
expression (Fig. 2d–f). Although it was not consistently 
presented in the whole sample, there were specific areas in 
NMIBC tissues where E-cadherin and Cytokeratin expres-
sion was clearly reduced in basal cell layers and progres-
sively increased in distal layers (Fig. 2b and e).

Accordingly, Twist nuclear staining was inexistent in the 
healthy bladder (Fig. 2g) and progressively increased and 
more intense in NMIBC (Fig. 2h) and MIBC (Fig. 2i). Twist 
expression was limited to tumoral cells while surrounding 
tissue showed no staining. The nuclear presence of Twist 
in these samples points to the activation of EMT program 
in bladder cancer cells, especially in MIBC. Once again, 
in NMIBC we found subtly predominant staining in basal 
layers (Fig. 2h).

Hence, our experiments confirmed that epithelial markers 
are reduced in bladder cancer while nuclear translocation 
of the EMT transcription factor Twist is increased. These 

findings confirmed that EMT activation correlates with 
tumoral grade. Moreover, we found that NMIBC samples 
show EMT indicators predominantly in basal layers.

Hh signalling pathway in bladder cancer 

progression

Afterwards, we studied the presence of different Hh signal-
ling pathway components in different tumor stages to clarify 
the role of this pathway in bladder cancer.

Thus, we performed immunohistochemical experiments 
for Patched receptor, Smo and the main pathway effector 
Gli1 (Fig. 3). We found that Hh pathway components were 
practically no present in healthy controls while they show 
intermediate staining in NMIBC and they were prominently 
expressed in MIBC.

Smo expression was absent in healthy controls (Fig. 3a) 
and subtle expression was found in NMIBC (Fig. 3b). How-
ever, in MIBC, Smo staining was present in cell membrane 
and intense cytoplasm accumulations (Fig. 3c). Accordingly, 
Patched was not expressed in control bladders (Fig. 3d). 
Conversely, it was found in a localized paranuclear area both 
in NMIBC (Fig. 3e) and MIBC (Fig. 3f), being especially 
intense and abundant in the latter.

Gli1 nuclear staining is an indisputable sign of Hh sign-
aling pathway activation. No Gli1 staining was found in 
healthy controls (Fig. 3g), but light presence appeared in 
several NMIBC cells (Fig. 3h). Some isolated positive cells 

Fig. 1  Haematoxylin–eosin 
staining. a Healthy bladder 
composed of four to eight 
cellular layers and a promi-
nent stroma. b NIMBCs show 
papillae of vascular stroma 
surrounded by numerous layers 
of tumoral cells that do not 
cross the basement membrane. 
c MIBCs are composed of 
heterogeneous atypical tumoral 
cells (t) that invade muscle (m). 
d Detail of MIBC showing 
mitosis (mi) and areas of necro-
sis (n). v: blood vessel. Scale 
bar = 200 μm
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were found beyond the basement membrane. Gli1 nuclear 
expression was intensely present in MIBC cells (Fig. 3i).

These results show that Hh activation is directly related to 
tumoral grade. This supports the hypothesis of Hh signalling 
pathway role in bladder cancer progression and invasiveness 
showing, consequently, an intense expression in high-grade 
tumours.

Primary cilia in bladder cancer

Canonical Hh signalling pathway is mediated by primary 
cilia both in physiology and cancer. Once we found Hh acti-
vation in bladder cancer, we studied the presence of primary 
cilia in these tumours through immunofluorescence tech-
niques. Hence, using specific markers for both primary cilia 

axoneme (Acetylated Tubulin) and centrioles (Pericentrin), 
we analyzed the presence, number and proportion of primary 
cilia in healthy bladders, NMIBC and MIBC (Fig. 4).

Primary cilia were found in controls (Fig. 4a–c), NMIBC 
(Fig. 4d–f) and MIBC (Fig. 4g–i). Interestingly, both healthy 
controls and NMIBC, showed ciliated cells located funda-
mentally (though not uniquely) in basal layers (Fig. 4a and 
d). Furthermore, several ciliated cells were found across 
the basement membrane in NMIBC (Fig. 4d). Quantitative 
analyses were performed counting ciliated cells per high 
power field and a non-parametric test (Kruskal–Wallis) was 
used (Fig. 4j). The number of ciliated cells showed a clear 
tendency to progressively increase from controls to MIBC, 
although no statistical significance was found (p = 0.084). 
As these differences could be secondary to the increased 

Fig. 2  Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) in bladder can-
cer. Reduction of epithelial markers and nuclear location of Twist are 
signs of EMT. a Cytokeratin cytoplasmic expression was intensely 
positive in healthy controls. b In non-invasive tumours (NMIBC), 
some areas with characteristic staining were found. These areas 
showed a reduced cytokeratin expression in basal layers. c In mus-
cle-invasive bladder cancer (MIBC), however, only a weak expres-

sion was found. d–f Similar findings appeared regarding E-cadherin 
expression, which was mainly located in cell membranes. g Twist 
nuclear staining was fundamentally negative in control bladders, h 
whereas it was weakly positive in NMIBC especially in basal layers, 
although also distally and i clearly positive in numerous tumoral cells 
of MIBC but no in the surrounding tissue. Scale bar = 100 μm
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number of cells found in cancer, we also studied the propor-
tion of ciliated cells regarding the total number of cells per 
high power field (Fig. 4k). No apparent nor statistical signifi-
cant differences were found neither (p = 0.4264).

In conclusion, primary cilia were found in healthy con-
trols, NMIBC and MIBC with a non-statistically significant 
tendency to be increased in high-grade tumours.

Ultrastructural study

To better characterize the cells and the presence of primary 
cilia in bladder cancer, ultrastructural studies using transmis-
sion electron microscopy (TEM) were performed in tumoral 
tissues.

NMIBC

In low-grade tumours, hyperplasic epithelial cells were 
found. They appeared organized in perpendicular layers to 
the papillae axe. The number of cellular layers was increased 
comparing healthy controls (Fig. 5a). Two cellular subtypes 
were clearly identified regarding cytoplasm electron density: 
clear and dark cells (Fig. 5b).

On the one hand, clear cells were less numerous and they 
showed less electron dense cytoplasm. These cells were 
characterized by scarce rough endoplasmic reticula cisterns 
close to dictyosomes of Golgi apparatus, free polyribo-
somes and paranuclear location of centrioles. Converse to 
dark cells, clear cells showed abundant mitochondria with 

Fig. 3  Hh signaling pathway activation in bladder cancer. Immu-
nohistochemical staining for main Hh pathway components (Smo, 
Patched and Gli1) was performed. a Control bladders show no 
expression of Smo. b Non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) 
showed weak positivity to Smo while c Muscle-invasive bladder can-
cer (MIBC) showed intense expression both in cell membrane and 
cytoplasm aggregation. d Patched was not found in control tissues. 

e Subtle expression was present in NMIBC and f intense positiv-
ity was found in MIBC, showing paranuclear aggregates. g Regard-
ing Gli1, no nuclear staining was found in controls. h Some subtly 
positive cells were found in NMIBC, Isolated Gli1 + cells were found 
beyond the basement membrane. i Intense nuclear expression was 
identified in MIBC tumoral cells but not in surrounding cells. Scale 
bar = 100 μm
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thicker crests (Fig. 5c). Moreover, they showed electron 
dense nuclei with abundant condensed heterochromatin, a 
sign of low transcriptional activity.

On the other hand, dark cells were the most frequent 
cell type in NMIBC. They showed voluminous oval nuclei 
with very decondensed euchromatin, suggesting active 
transcription, and a fine band of marginal heterochroma-
tin surrounding the nuclear envelope. Nuclear envelopes 

characteristically presented deep invaginations (Fig. 5d) 
which sometimes generates interesting structures called 
nuclear envelope-limited chromatin sheets (ELCS) (Sup. 
Fig. 1a). Furthermore, they usually showed a prominent 
fibrillar nucleolus (Fig. 5d). Dark cells had a medium elec-
tron dense cytoplasm which contained similar organelles 
than clear cells (Fig. 5e). Especially relevant is the presence 
of multivesicular bodies fulfilled by vesicles of different 

Fig. 4  Primary cilia in controls, 
NMIBC and MIBC. Acety-
lated Tubulin marks ciliary axo-
neme while Pericentrin labels 
centrioles and, consequently, 
basal bodies. a–c Healthy blad-
der showing primary cilia in a 
general view (a) and detailed 
cells (b, c). Primary cilia were 
especially found in basal layers. 
d–f Primary cilia in NMIBC. 
Some ciliated cells were found 
across the basement membrane 
(dashed line). g–f Primary 
cilia in MIBC. j Quantitative 
analyses of total number of cili-
ated cells per High-Power Field. 
Apparent but not statistically 
significant differences could 
be detected by Kruskal–Wallis 
test (p = 0.084). k Proportion of 
ciliated cells regarding the total 
number of cells. No differences 
were found (p = 0.4264). Scale 
bar = 50 μm
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sizes (Fig. 5f). Abundant filaments originate from the char-
acteristic darker cytoplasm.

A detailed ultrastructural study identified EMT features 
in NMIBC (Fig. 6). Hence, urothelial cells located in basal 
layers lost their apicobasal polarity (Fig. 6a) due to des-
mosomes disassembly (Fig. 6b) and formation of filopodia-
like structures (Fig. 6c), which allow cellular migration. As 
a consequence, intercellular space was wider. This mesen-
chymal phenotype acquisition was related to an increased 
number of mitochondria and centrioles activation.

Thus, in some dark cells, activation of centrioles was 
found, characterised by the loss of their perpendicular 

disposition, the presence of ciliary vesicles and migra-
tion to the cellular surface (Fig. 7a). There, they bind the 
cell membrane and formed primary cilia (Fig. 7b, c). This 
structure was fundamentally found in basal cells (Fig. 7c). 
Primary cilia subcomponents such as 9 + 0 axoneme, basal 
body, transition fibres binding the cell membrane and sub-
distal appendages were identified. Primary cilia base was 
ensheathed by a membrane invagination called cilliary 
pocket.

Although diagnosed as NMIBC, some cells were 
found invading the basement membrane, showing a clear 
deformation of the cellular shape and a nuclear hourglass 

Fig. 5  NMIBC ultrastructure. 
a Increased cellular layers in 
NMIBC. Scale bar = 20 μm b 
Two cellular types were found 
in NMIBC based on cytoplasm 
electron density: clear cells 
(c) and dark cells (d). Scale 
bar = 5 μm c Clear cells sowed 
condensed heterochromatin and 
a clear cytoplasm composed of 
scared rough reticulum, Golgi’s 
dictyosomes (g) and small 
thick-crest mitochondria (m). 
Scale bar = 1 μm d Dark cells, 
however, show decondensed 
euchromatin with fibrillar 
nucleoli (n) and deep nuclear 
envelope invaginations. Scale 
bar = 1 μm e–f Dark cells cyto-
plasm is more electron dense 
and show abundant Golgi’s dic-
tyosomes (g), mitochondria (m) 
and characteristic multivesicular 
bodies (mvb). ct centrioles. 
Scale bar = 1 μm
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Fig. 6  Ultrastructural changes 
in EMT in NIMBC. a Loss of 
polarity occurs in basal cells. 
Moreover, some dark cells (cir-
cled) have crossed the basement 
membrane. Scale bar = 10 μm b 
Tumoral cells lose desmosomes 
(inset) and initiate the forma-
tion of filopodia (fil). Scale 
bar = 2 μm (inset 250 nm) c 
Intercellular space is increased 
and cells show abundant filopo-
dia (fil). bv blood vessel. Scale 
bar = 2 μm

Fig. 7  EMT and primary cilia 
in dark cells of NMIBC and 
basement membrane invasion. 
a Dark cells located in the basal 
layer show activated centrioles 
which lost their typical perpen-
dicular disposition (inset). Scale 
bar = 2 μm (inset 500 nm) b 
Activated centrioles originate 
primary cilia that emerges to 
the extracellular space (inset). 
Characteristic nuclear invagi-
nations are identified in these 
cells. Scale bar = 2 μm (inset 
250 nm) c A tumoral dark cell 
located on top of basement 
membrane showing an activated 
centriole binding cell membrane 
through transition fibres (tf) 
(inset). Scale bar = 5 μm (inset 
500 nm) d Some tumoral cells 
crossed the basement membrane 
(bm) by adapting the cellular 
shape through an hourglass-
morphology nucleus (arrows). 
Scale bar = 2 μm ax axoneme, 
cv ciliary vesicle, ct centrioles, 
cp ciliary pocket, bb basal body, 
dc daughter centriole
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morphology (Fig. 7d). Some epithelial dark cells were found 
in lamina propria, located near blood vessels (Figs. 6a  and  
8a, c). Interestingly, these cells showed primary cilia pro-
jecting to the extracellular space, near Golgi apparatus 
(Fig. 8b,d). These cells kept a typical disposition of orga-
nelles in perinuclear area. However, their cytoplasm seemed 
extremely vacuolated and loss of cytoplasm fragments was 
found (Fig. 8).

MIBC

High-grade tumours showed an enormous cellular hetero-
geneity, although previously described clear and dark cells 
were still identifiable (Fig. 9a). Abundant mitosis (Fig. 9b) 
and some apoptotic cells were found (Sup. Fig. 1b). More-
over, tumoral infiltration of muscles, blood vessels and 
nerves was identified. Clear cells kept their cytological 
properties, highlighting irregular nuclei and deep invagi-
nations of nuclear envelope (Fig. 9c). These cells estab-
lished new contacts with clear cells by small punctiform 

desmosomes and to dark cells through interdigitations 
generating tumoral cords (Fig. 9c and d). The so-called 
dark cells were more numerous than in low-grade tumours 
and, occasionally, they showed a fusiform-mesenchymal 
morphology (Sup. Fig. 1c). Some cells showed abundant 
autophagosomes containing rough endoplasmic reticula 
(Sup. Fig. 1d). Although the exact nature of these struc-
tures needs further research, it may point to autophagy 
impairment in these cells. Moreover, angiogenesis of new 
blood vessels was identified (Sup. Fig. 1e) and, as pointed 
above, necrosis and necroptosis were also found in some  
tumoral cells (Sup. Fig. 1f).

Activated centrioles and primary cilia were also found 
in MIBC cells (Fig. 9e, f).

Hence, ultrastructure showed that two types of cells 
were present in bladder cancer: clear and dark cells. The 
latter showed primary cilia and appeared in NMIBC cross-
ing basement membrane and next to blood vessels. In 
MIBC, cells show an increased heterogeneity, abundant 
mitosis, invasiveness and some cellular alterations.

Fig. 8  Tumoral cells crossing 
basement membrane showed 
primary cilia. a and c Some 
cells showing the ultrastructural 
features of epithelial tumoral 
dark cells (i.e., fibrilar nucleoli, 
decondensed euchromatin, 
cytoplasmic composition) were 
found beyond the basement 
membrane (bm, dashed line) 
and near blood vessels (bv). 
These cells present a progres-
sive vacuolization (v) that 
finally produce cytoplasm 
release. Interestingly, these cells 
showed primary cilia. Scale 
bar = 5 μm b and d Magnifica-
tion of squared areas in a and 
c (respectively) showing a 
detailed image of primary cilia 
and their components: basal 
body (bb), subdistal append-
ages (sa), axoneme (ax). Near 
primary cilia, Golgi apparatus 
is usually present (g). Scale 
bar = 500 nm dc daughter 
centriole, n nuclei, tf transition 
fibres
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Discussion

The present study shows new roles and potential implica-
tions of primary cilia in bladder cancer, pointing to the 
potential importance of this structure in tumor progression 
and invasiveness, likely in relation with epithelial-to-mesen-
chymal transition (EMT) and the cilia-dependent Hedgehog 
(Hh) signalling pathway.

EMT is a key element in epithelial tumoral cells, which 
acquire features related to stemness, invasiveness and metas-
tasis (Wever et al. 2008; Lamouille et al. 2014; Prieto-García 
et al. 2017). In bladder cancer, the EMT-activator Twist has 

been related to tumor progression and epithelial markers 
downregulation (Fondrevelle et  al. 2009; Yun and Kim 
2013). Accordingly, we found increased Twist expression 
in MIBC and lower in NMIBC and health controls while the 
epithelial markers E-cadherin and cytokeratin were down-
regulated in MIBC. These results confirmed that EMT pro-
gram is activated in bladder cancer, especially in invasive 
tumors.

Several studies have demonstrated the importance of Hh 
signaling pathway in bladder cancer. However, the exact 
influence of Hh activation remains controversial. Most 
studies point that ligand-dependent Hh signaling activation 

Fig. 9  MIBC ultrastructure. 
a Heterogenous cells were 
found in MIBC although dark 
(d) and clear (c) cells were 
identifiable. Scale bar = 1 μm 
b Cells in mitosis showing 
condensed chromosomes 
separating to the cellular poles. 
Scale bar = 10 μm c Clear 
cell (c) with a deep nuclear 
envelope invagination contact-
ing neighbor clear cell (c) by 
punctual desmosomes (inset). 
Scale bar = 2 μm (inset 500 nm) 
d Contacts between dark cells 
(d) and clear cells (c) consist 
of membrane interdigitations 
(inset). Scale bar = 2 μm (inset 
500 nm) e Activated centrioles 
with subdistal appendages (sa) 
and loss of their perpendicular 
disposition migrating to the cell 
membrane were found in MIBC 
cancer cells. Scale bar = 1 μm 
f Dark cells of MIBC samples 
also present primary cilia 
(inset). Scale bar = 1 μm (inset 
250 nm) bb basal body, tf 
transition fibers, dc daughter 
centriole, bv blood vessel



 Histochemistry and Cell Biology

1 3

results in increased tumorigenicity, stemness, EMT and 
migration in bladder cancer (Fei et al. 2012; Islam et al. 
2016; Kitagawa et al. 2019). Furthermore, inhibiting Hh has 
shown to reduce these effects in bladder cancer cells (Islam 
et al. 2016; Miao et al. 2018; Kitagawa et al. 2019) and to 
decrease cancer stem cell population (Wang et al. 2017). 
Conversely, Shin et al. have shown that Hh expression by 
urothelial basal cells plays a protective role in bladder cancer 
by stimulating urothelium differentiation through a feedback 
loop with stromal cells (Shin et al. 2014a). Consequently, 
they showed Hh reduction in a mouse model of bladder can-
cer and human samples (Shin et al. 2014a, b). Our results 
are in accordance with former works, showing an enhanced 
expression of Patched, Smo and Gli1 in MIBC. Besides, we 
did not find Hh pathway components expression in stromal 
cells or blood vessels as was described in Shin’s work (Shin 
et al. 2014b).

Nevertheless, our experiments interestingly showed that 
basal cells in some areas of NMIBC presented Hh pathway 
activation and a reduction of epithelial markers. Our findings 
suggest that urothelial basal cells are importantly related to 
EMT and Hh activation in low-grade tumours and probably 
related to cancer initiation, recurrence and future progres-
sion; an idea also shared by other authors (Shin et al. 2014b).

Primary cilia have been straightly related to cancer 
although their exact role is not completely understood. 
Hence, it has been related to tumor progression, drug-
resistance (Jenks et al. 2018), stemness and EMT activation 
(Guen et al. 2017) especially through Hh signalling (Chahal 
et al. 2018; Eguether and Hahne 2018). Moreover, primary 
cilia have been closely related with cell migration both in 
physiology and pathology (Schneider et al. 2010; Veland 
et al. 2014), orientating parallel to the movement direction 
and sensing different signals that regulate cell migration and 
interacting directly with the extracellular matrix (Veland 
et al. 2014). Furthermore, this structure also plays an impor-
tant role in cellular polarity (Tang and Marshall 2012) and 
its impairment in tumoral epithelial cells.

Primary cilia presence in urothelium has not been defined. 
Here, we have described for the first time primary cilia in the 
healthy bladder, NMIBC and MIBC through immunofluo-
rescence and electron microscopy techniques.

Our results show that primary cilia appear on basal cells 
of healthy controls and NMIBC. In fact, we have interest-
ingly shown that in low-grade tumours, ciliated cells cross 
basement membrane and invade stroma, which may explain 
the high recurrent and progression rates found in NMIBC 
and may point to primary cilia as an important target in these 
tumours.

The absence of statistical differences in the proportion 
of ciliated cells in the samples studied would indicate the 
importance of primary cilia in every tumoral stage in urothe-
lial carcinoma pointing out a specific subpopulation. Thus, 

we believe this ciliated cellular subpopulation might be 
related to both, physiologic and cancer stem cells in urothe-
lium as they are in other tissues (Lyu and Zhou 2017). These 
ciliated basal cells would be related to EMT, tumorogenesis, 
migration and invasiveness, probably through Hh pathway 
activation regardless of the ciliated cell proportion.

One study described a reduction of primary cilia in high-
grade bladder cancer regarding non-cancerous tissues (Du 
et al. 2018). They described that they practically found no 
ciliated cells in NMIBC and MIBC. Conversely, we found an 
important number of ciliated cells in tumoral tissues. These 
opposite results could be a consequence of the heterogeneity 
found in human tumours, differences in sample processing 
or the short-length axoneme of urothelial cells which make 
cilia identification difficult. This short-length axoneme, gen-
erally embedded in the ciliary pocket, is in opposition to the 
long protruding cilia found in other tumours, such as GIST 
(Castiella et al. 2013). This difference might be in relation 
to the characteristic location of primary cilia near the cell 
membrane in epithelial cells (Sorokin 1968; Bernabé-Rubio 
and Alonso, 2017) and may affect ciliary signalling sensing.

On the other hand, we have described the main ultrastruc-
tural elements of EMT in urothelial carcinoma showing loss 
of cellular unions, formations of filopodia-like structures 
(which probable mediate cell migration), loss of polarity 
and enlargement of intercellular space. These processes are 
in parallel to primary cilia assembly, which remains dur-
ing advanced stages (probably regulating tumoral progres-
sion). To the best of our knowledge, no one has previously 
described urothelial carcinoma EMT ultrastructural features.

Other ultrastructural findings showed in the present work 
point out important features of bladder cancer, i.e. ELCS, 
multivesicular bodies and autophagic vacuoles. ELCS are 
composed of chromatin fibers sheathed by inner nuclear 
membrane. Interestingly, they have been related to quies-
cent brain stem cells and they have been found in differ-
ent tumours (Olins and Olins 2009; Cebrián-Silla et al. 
2017). No one has described this structure in bladder can-
cer before. Bladder cancer exosomes play an important role 
in EMT activation and invasiveness (Franzen et al. 2015). 
Besides, we found abundant autophagosomes containing 
different organelles, especially rough endoplasmic reticula. 
Autophagy plays an important role in bladder cancer viabil-
ity and drug resistance and its inhibition has been shown to 
increase tumoral cell apoptosis (Lin et al. 2017a, b).

Moreover, it has been described that primary cilia activate 
autophagy through Hh signaling (Pampliega et al. 2013), 
suggesting an additional mechanism for primary cilia-
dependent bladder cancer formation and maintaining.

However, the aim of this work was descriptive and 
focused on human biopsies to analyse the ultrastructure of 
these tumours, to confirm previous studies of EMT and Hh 
in bladder cancer lines (Islam et al. 2016; Miao et al. 2018; 
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Kitagawa et al. 2019) and to give new evidence of primary 
cilia presence and potential implications. A limitation in this 
kind of study is the reduced number of samples.

In conclusion, our work sheds light on the importance 
of primary cilia in bladder cancer showing for the first time 
the presence of this structure in invasive cells of bladder 
cancer. Especially interesting is the presence of these cili-
ated invasive cells in NMBIC, which could explain the high 
recurrence index of these tumours. Primary cilia may play a 
fundamental role in basal cells which would initiate tumoral 
progression and invasiveness even in early tumoral stages 
probably through EMT and Hh activation. Furthermore, 
electron microscopy techniques have shown its importance 
to identify the ultrastructural nature of invading cells, giving 
evidence of potential targets for bladder cancer treatments.
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1.  EL CILIO PRIMARIO Y LA NEUROGÉNESIS ENTÉRICA 
 
Como modelo fisiológico en el que estudiar la presencia y papel del cilio primario, nos hemos 
centrado en el SNE y, en concreto, en su neurogénesis. 

Por un lado, hemos intentado comprender el papel de este orgánulo en la neurogénesis embrionaria 
del SNE mediante su eliminación selectiva en células progenitoras de ratones transgénicos. 

Por otra parte, se ha realizado un estudio ultraestructural e inmunohistoquímico de los ganglios 
entéricos del colon humano adulto con el fin de identificar aquellas células que expresan cilio 
primario y buscar su semejanza con las células progenitoras neuronales del SNC, también ciliadas. La 
neurogénesis en el SNC, mucho mejor conocida, nos permite establecer un paralelismo con el SNE 
para comprender mejor estos procesos y la potencial implicación del cilio primario en los mismos. 
Como resultado de este trabajo, hemos publicado un artículo en la revista “Cellular and Molecular 
Neurobiology”. 

1.1. EL CILIO PRIMARIO EN LA NEUROGÉNESIS EMBRIONARIA DEL SISTEMA NERVIOSO ENTÉRICO. 

Aunque solo contamos con resultados preliminares y con la gran limitación de que solo se logró tener 
un animal que careciese de cilio en las células progenitoras del SNE, la estancia realizada en el 
“Institut de Biologie de l’École Normale Supérieur” abre el camino al nada estudiado papel del cilio 
primario en el desarrollo embrionario del SNE (ver ANEXO2). Nuestros resultados muestran que, 
efectivamente, la eliminación del cilio primario en las células progenitoras del SNE Phox2b+, produce 
un descenso en el número de neuronas que forman el SNE postnatal. Este descenso parece 
producirse, especialmente, en el colon, la región más distal del SNE, lo que orientaría a una 
disminución en la migración celular, aunque también se observa un leve descenso de la proliferación 
de estas células (medida por la expresión de Ki67).  

Estos hallazgos estarían en consonancia con los estudios que muestran la relación de la enfermedad 
de Hirschsprung con ciliopatías como el síndrome de Bardet-Biedl o de McKusick-Kaufman (Amiel et 
al., 2008; Forsyth and Gunay-Aygun, 2020). La enfermedad de Hirschsprung es una neuropatía 
entérica que se caracteriza por una obstrucción intestinal congénita debida a una agangliosis entérica 
en los tramos más distales del intestino (Amiel et al., 2008). Entre los genes que más se han 
relacionado con esta enfermedad se encuentran RET, EDNRB, SOX10 o PHOX2B (Amiel et al., 2008). 
Más aún, se ha observado también que la disminución de expresión de proteínas del BBSoma, así 
como alteraciones en la vía no canónica de Wnt y Hh producen alteraciones en la correcta migración 
de las células madre de la cresta neural (que expresan cilio primario), provocando una disminución 
de neuronas entéricas en las zonas distales del tubo digestivo (similar a lo que sucede en la 
enfermedad de Hirschsprung) y una alteración del peristaltismo (Tobin et al., 2008). Estos resultados 
apoyan la importancia del cilio primario en la correcta migración de las células de la cresta neural 
para formar el SNE. 

En conclusión, la eliminación del cilio primario en las células progenitoras Phox2b+, muestra un 
fenotipo similar a la enfermedad de Hirschsprung en tanto en cuanto el número de neuronas 
disminuyó especialmente a nivel distal, con un descenso de hasta el 50%. No obstante, y por 
desgracia, la ausencia de más ratones con el genotipo adecuado, nos impidió confirmar estos 
resultados y hacer más estudios como el control del peso, la valoración del tránsito gastrointestinal o 
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las posibles implicaciones de diferentes vías de señalización como Hh o p75 en estos trastornos, 
quedando la puerta abierta a futuros estudios. 

 

1.2. EL CILIO PRIMARIO EN LA NEUROGÉNESIS ADULTA ENTÉRICA: DE LAS CÉLULAS INTERSTICIALES 
DE CAJAL A LAS NEURONAS PASANDO POR LA GLÍA. 

Por otra parte, analizamos a nivel ultraestructural e inmunohistoquímico muestras humanas de colon 
adulto. A partir de estos estudios, identificamos 3 subtipos específicos de glía entérica basada en su 
localización y sus características ultraestructurales: la glía periférica de los ganglios, glía periférica de 
los tractos nerviosos y glía del interior de los tractos; hallando en los dos primeros subtipos cilio 
primario. Del mismo modo, marcadores de neuronas inmaduras como Doblecortina o p75, apoyan la 
idea de que se produzca neurogénesis adulta en el SNE humano. A pesar de los estudios que 
relacionan la neurogénesis adulta del SNE con la glía entérica (Laranjeira et al., 2011), nuestros 
estudios inmunohistoquímicos no lograron hallar marcadores de proliferación en estas células. No 
obstante, sí que se identificaron en células compatibles con las ICC, que se encontraban alrededor de 
los ganglios. Esto, junto con el patrón inmunohistoquímico (con marcadores como Nestina) y sus 
características ultraestructurales únicas, muy relacionadas con la Glía Radial y con las células madre 
adultas del SNC (presentando cilio primario y con una forma alargada, con abundantes 
prolongaciones en contacto con la gran diversidad celular que compone el nicho entérico), nos 
orienta a proponer un nuevo modelo: las ICC supondrían células madre quiescentes que se dividirían 
de forma asimétrica para originar neuronas a través de una paso intermedio como glía entérica.  

Por desgracia, en la gran mayoría de bibliografía existente sobre el SNE y su neurogénesis, las ICC son 
olvidadas. De esta manera, muchas veces se incluyen dentro del término general glía entérica y rara 
vez se identifican de forma individual mediante marcadores específicos como c-Kit o ANO1. Esto 
dificulta el poder relacionar de forma más exacta y directa a estas células con la neurogénesis 
entérica adulta descrita en la bibliografía. No obstante, existen diferentes indicios y datos indirectos 
que apoyan esta concepción de las ICC como posibles células madre neuronales. Así, en un trabajo de 
Boesmans et al. (2015), se clasifica la glía entérica en 4 tipos: la tipo I o intraganglionar, la tipo II 
ubicada en los tractos nerviosos interganglionares, la tipo III ubicada alrededor de los ganglios, donde 
forma una red, y la tipo IV, localizada entre las fibras de las capas musculares. Dentro de esta 
clasificación, cabe destacar que la glía tipo III posee unas características que la identifican 
perfectamente con las ICC. Así, estas células se encuentran alrededor de los ganglios, emitiendo 
prolongaciones que conectan con otras células formando una compleja red y también envolviendo 
los vasos sanguíneos, una característica típica de las ICC (Cantarero et al., 2011). Más aún, Boesmans 
et al. muestran que esta glía tipo III carece de GFAP mientras que expresa S100β y Sox10, y sugieren 
que sería una glía más indiferenciada, más inmadura en relación a la glía tipo I (Boesmans et al., 
2015). Cabe destacar que las ICC también se han mostrado que expresen S100β (Abd-Elhafeez et al., 
2020 y resultados propios) y carecen de GFAP. Otro elemento a tener en cuenta, es la positividad de 
las ICC para Nestina, un marcador relacionado con las células madre neuronales (Vanderwinden et al. 
2002; Cantarero Carmona et al. 2011). Además, la mayoría de experimentos que identifican células 
madre pluripotenciales en el intestino adulto se basan en aislar o estudiar células positivas para 
Nestina (Suárez-Rodríguez and Belkind-Gerson, 2004; Metzger et al., 2009a; Kulkarni et al., 2017; 
Yarandi et al., 2020), entre las que se incluirían las ICC. Un hecho importante es que en uno de estos 
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trabajos, estas mismas células positivas para Nestina expresan c-Kit y CD34, lo que orienta a que se 
traten de las ICC (Suárez-Rodríguez and Belkind-Gerson, 2004). En ese mismo trabajo, incluso se 
muestra que esa misma célula progenitora podría dar lugar, además de glía y neuronas, a células 
musculares lisas (Suárez-Rodríguez and Belkind-Gerson, 2004), las cuales han sido estrechamente 
relacionadas con las ICC (Torihashi et al., 1999). En consonancia, las ICC también cumplen algunos 
criterios de las células identificadas como células madre en Kulkarni et al. 2017, como la expresión de 
Nestina y S100β (Kulkarni et al., 2017), aunque (a diferencia de las células progenitoras de este 
trabajo) carecen de GFAP y en nuestros estudios no se aprecia un claro marcaje de p75 en las ICC. 
También se debe tener en cuenta que, en este artículo, se refieren a las células madre neuronales 
entéricas como diferentes a la glía entérica (al carecer del marcador Sox10) aunque relacionada 
(Kulkarni et al., 2017), lo que podría orientar a que este otro tipo celular podrían ser las ICC. 

Por otra parte, en nuestro modelo las células madre se encontrarían alrededor de los ganglios (donde 
se encuentran las ICC y donde observamos células Ki67+) y migrarían hasta integrarse como nuevas 
neuronas intraganglionares. Esta ubicación extraganglionar de las células madre neuronales entéricas 
ya ha sido observada por otros autores (Liu et al. 2009), quienes demostraron que el uso de agonistas 
serotoninérgicos y, en concreto, del receptor 5-HT4 (5-Hidroxi-triptamina) producía una activación de 
células progenitoras neuronales extraganglionares que migraban al interior de los ganglios para 
integrarse en los circuitos neuronales preexistentes. Si bien ellos muestran que estas células 
extraganglionares ya presentan los marcadores neuronales HuC/D y DCX (Liu et al. 2009), marcaje 
que nosotros solo hemos detectado a nivel intraganglionar. Más aún, este receptor 5-HT4 ha sido 
descrito en neuronas e ICC pero no en células gliales (Liu et al. 2005; Liu et al. 2009). Sin embargo, la 
adición de agonistas del receptor 5-HT4, ha mostrado un aumento en la proliferación de células 
gliales GFAP+ y de neuronas (Belkind-Gerson et al., 2015). En conjunto, estos resultados apoyan 
nuestro paradigma de que las ICC puedan ser células madre neuronales extraganglionares y, 
conciliando la bibliografía existente, podría darse a través de un paso intermedio como célula glial (lo 
que podría explicar el aumento de células GFAP positivas a pesar de no haberse encontrado que 
expresen 5-HT4).  

En nuestro modelo se produciría la división de las células progenitoras (las ICC) que, mediante un 
proceso de transdiferenciación, originarían, a través de un paso intermedio como célula glial, una 
neurona inmadura y, posteriormente, una neurona madura entérica. Esto estaría en consonancia con 
recientes hallazgos del SNC, donde se ha observado que la neurogénesis de determinadas zonas 
(incluidas algunas regiones de la ZSV y la ZSG pero también en el córtex, las meninges y la médula 
espinal) se produce por transdiferenciación de células madre quiescentes sin que se produzca una 
etapa de proliferación activa (Pino et al., 2017). Otro elemento que podría apoyar este mecanismo es 
que el cilio primario que encontramos en las células de la glía entérica se encuentra, con frecuencia, 
embebido en el citoplasma (ver reconstrucción tridimensional) y en células localizadas en la periferia; 
mientras que el de las ICC protruye profusamente hacia el exterior celular. Esto podría corresponder 
con la reabsorción del cilio primario durante el proceso de neurogénesis; aunque también se ha 
descrito la presencia de cilio primario en neuronas entéricas (Luesma et al., 2013). Este proceso 
dinámico también supondría un paralelismo con la neurogénesis adulta del SNC, donde, inicialmente, 
el cilio primario de las células madre se desensambla y, posteriormente, las nuevas neuronas vuelven 
a presentar cilio primario que, de hecho, es fundamental para su correcta integración dentro de los 
circuitos preexistentes (Han et al., 2008; Kumamoto et al., 2012; Lim and Alvarez-Buylla, 2014). 



Discusión 

142 
 

En este trabajo, hemos mostrado, por primera vez, la presencia de cilio primario en algunos subtipos 
de las células gliales y hemos tratado de relacionarlo con la neurogénesis entérica y con otra célula 
frecuentemente ciliada en el SNE: las ICC (Cantarero et al., 2011; Junquera et al., 2011). 

El papel del cilio primario en la neurogénesis adulta del SNE (y aún en la fisiología general del SNE) es 
completamente desconocido; sin embargo, son varios los trabajos que señalan su importancia en la 
neurogénesis adulta de los nichos neurogénicos clásicos del SNC (ver apartado Cilio y Neurogénesis 
del Marco Teórico). En este sentido, esta estructura actúa como mecano y quimiosensor y participa 
en multitud de vías de señalización y de funciones celulares fundamentales para el control y 
regulación de la neurogénesis (ciclo celular, diferenciación, “stemness”, migración celular…). En 
concreto existe algún trabajo que, de forma indirecta, podría relacionar el cilio primario con la 
neurogénesis entérica. Así, el receptor neurotrófico p75, fundamental para el desarrollo del SNE 
(Nagy and Goldstein, 2017) y relacionado con la neurogénesis entérica adulta, se ha encontrado 
también en neuronas granulares del hipocampo, donde se ubica en el cilio primario (Chakravarthy et 
al., 2010). En nuestros experimentos inmunohistoquímicos hemos observado la presencia de este 
marcador en neuronas inmaduras localizadas en la periferia de los ganglios entéricos. Por otra parte, 
aunque se conoce poco de las diferentes vías de señalización que median la neurogénesis entérica, 
existen algunos trabajos que implican vías cilio-dependientes. Así, se ha objetivado  el papel de la vía 
mTOR (a través de PTEN y Akt), de manera que la activación de esta vía produciría un aumento en la 
neurogénesis entérica (Becker et al., 2013). Respecto a la vía Hh, células compatibles con ICCs de la 
lámina propia expresan Gli1 y, de hecho, expresan factores neurotróficos fundamentales para el 
mantenimiento del nicho de las células madre epiteliales del intestino (Degirmenci et al., 2018). No 
obstante, aún queda mucho por entender del papel de esta estructura en las células del SNE y serán 
necesarios futuros trabajos para esclarecer sus implicaciones en la neurogénesis entérica adulta. 

En conclusión, la diversidad de trabajos, el uso de diferentes marcadores (siendo Nestina el más 
extendido y el utilizado unánimemente en todos los trabajos realizados) y la no referencia clara en 
prácticamente ninguno de ellos a las ICC (ni uso de marcadores específicos), dificulta la identificación 
exacta de las ICC como células progenitoras. No obstante, son muchos los indicios, incluyendo los 
marcadores utilizados (entre los que se encuentran marcadores de proliferación celular como Ki67), 
su localización espacial, sus interacciones con el nicho neurogénico entérico, la expresión de cilio 
primario (una estructura presente y con importante implicaciones en las células madre neuronales 
adultas del SNC) y el hecho de que en varios trabajos también se apunte a que esas células 
progenitoras originan células musculares. Además, y dados los artículos que identifican marcadores 
gliales como GFAP o Sox10 con esta neurogénesis, así como la presencia (descrita por primera vez en 
este trabajo) del cilio primario en la glía entérica y la presencia de marcadores comunes en ambos 
tipos celulares (como Nestina) proponemos que pueda darse un paso intermedio de ICC a glía, de 
forma paralela a lo que se produce en la neurogénesis central. 

Con el fin de intentar reunir la bibliografía existente (en ocasiones, divergente) en las tablas 
siguientes (Tabla 7 y 8) se reúnen los principales marcadores de cada tipo celular y los principales 
trabajos sobre neurogénesis adulta entérica y sus características principales. 
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Tabla 7. Marcadores de las principales células del SNE.  
Datos extraídos a partir de la bibliografía citada y resultados propios. 

ICC Glía Neurona inmadura Neurona madura 
Nestina Nestina Doblecortina PGP9.5 

C-Kit S100β P75 C-RET 
ANO1 GFAP PGP9.5 NSE 

Vimentina Sox10 C-RET HuC/D 
CD34 PLP1 NSE Tuj1 
S100β  HuC/D  

  Tuj1  
 

Tabla 8. Selección de artículos sobre la neurogénesis entérica.  
Marcadores de las células progenitoras y modelo que se utilizó en el estudio. 

Referencia Marcadores  Modelo 
Suárez-Rodríguez and 
Belkind-Gerson, 2004 

Nestina+, Vimetina+, CD34+, c-
Kit+ 

In vitro. Ratón. 

Metzger et al., 2009b Nestina+, p75+, Sox10+,GFAP- In vitro. Humano 
Laranjeira et al., 2011 Sox10+ In vivo. Ratón. Inducido 

por lesión. 
Azan et al., 2011 Nestina+, PGP9.5+, S100b- Ex vivo. Humano. 
Kulkarni et al., 2017 Nestina+, p75+, Sox10-, GFAP+ In vivo. Ratón. 
Yarandi et al., 2020 Nestina+, TLR2+, TLR4+ In vivo. Ratón. 

 

Un elemento importante a la hora de valorar la neurogénesis adulta del SNE es la posible diferencia 
entre la neurogénesis fisiológica y la secundaria a una lesión (Laranjeira et al., 2011; Kulkarni et al., 
2017). Así, se ha propuesto que, en cada caso, se activarían poblaciones progenitoras diferentes, 
siendo en situaciones patológicas células gliales y, en fisiológicas, una población celular diferente a la 
glía entérica (Kulkarni et al., 2017) (Figura 2.4 del Marco Teórico). En nuestro modelo, esta población 
podría estar compuesta por las ICC. Esta diferencia se hace más patente si tenemos en cuenta que en 
modelos patológicos, la inhibición de c-Kit produce un aumento de la producción de nuevas neuronas 
(aunque en una localización ectópica), efecto que no se observa en situaciones fisiológicas (Tamada 
and Kiyama, 2016). Estos resultados vuelven a poner el foco en la relación entre las ICC y la 
neurogénesis entérica.  

 

En definitiva, el cilio primario ha mostrado jugar un papel fundamental tanto en la embriogénesis 
como en la neurogénesis adulta del SNC. Nuestros trabajos han tratado de arrojar algo más de luz 
sobre las posibles implicaciones de esta estructura celular en la neurogénesis entérica, apoyándonos 
en un probable paralelismo entre el SNC y el SNE, basados también en estudios que proponen un 
origen filogénetico común para ambos sistemas (Furness and Stebbing 2017). Aunque son precisos 
más experimentos y más estudios que completen y refuercen el trabajo iniciado por nosotros, los 
resultados preliminares sugieren una importancia vital del cilio primario para un correcto desarrollo 
del SNE, fundamentalmente a nivel distal. Por otra parte, en los ganglios miéntericos del colon 
humano adulto, tanto las ICC como algunos subtipos de glía entérica muestran cilio primario, lo que 
(reforzado por la expresión de diferentes marcadores asociados a la neurogénesis entérica y central) 
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apoya la idea de que se produzca una neurogénesis adulta en el SNE humano y que el cilio primario 
juegue un papel importante en la misma. Comprender la función real del cilio primario en estos 
procesos, las rutas de señalización implicadas y si las ICC, tal y como proponemos, realmente 
suponen una población de células madre neuronales, tendría importantes implicaciones tanto a nivel 
de comprensión del funcionamiento del SNE como a nivel terapéutico, ya que se podría tratar de 
actuar sobre esta estructura y sobre las ICC con el fin de tratar diferentes neuropatías entéricas. Más 
aún, tener una población de células madre neuronales a nivel entérico (fácilmente accesible por 
endoscopia), abre la posibilidad de utilizarlas con fines regenerativos en patologías del SNC. Aunque 
pueda parecer fantasioso, este uso de las células madre neuronales entéricas en medicina 
regenerativa para tratar patologías tanto del SNE como SNC, ya ha empezado a ser explorado y se 
han publicado trabajos de gran interés que exploran el injerto de células madre neuronales entérica 
en el SNE y en el SNC (Burns et al., 2016; Cheng et al., 2017; Jevans et al., 2018). 

 

2. EL CILIO PRIMARIO EN PROCESOS TUMORALES 
 
En el transcurso de esta tesis también se ha analizado el papel del cilio primario en un proceso 
patológico. Para ello nos hemos centrado en tumores de diferentes estirpes, fundamentalmente 
mesenquimales (GIST y tumor de células gigantes óseo) y epiteliales (carcinoma urotelial de vejiga). 
De forma más sucinta, también se ha analizado algún tipo de tumor del SNC, en concreto un glioma 
de bajo grado. 

En general, estos estudios han mostrado la presencia de cilio primario en las células tumorales y han 
explorado las implicaciones de este orgánulo en relación a elementos fundamentales de las 
neoplasias como, por ejemplo, la transición epitelio-mesenquimal o vías de señalización como Hh. 

 

2.1. TUMOR DEL ESTROMA GASTROINTESTINAL  

Los GIST son tumores mesenquimales procedentes de las ICC o de un progenitor común a ambos 
(Hirota, 1998; Kindblom et al., 1998). En consonancia, la mayoría de los tumores GIST expresan 
marcadores relacionados con las ICC como c-Kit (80-95%), ANO1 (90-95%) o CD34 (70%) (Miettinen 
et al., 2009; Tornillo, 2014). Además, la mayoría de tumores GIST se relacionan con mutaciones de 
ganancia de función en los genes KIT o PDGFR (Niinuma et al., 2018). En el trabajo presentado en 
esta tesis (y publicado en la revista “Gastric Cancer”), hemos confirmado la presencia del cilio 
primario en estos tumores (como había sido descrito por nuestro grupo en Castiella et al. 2013) y, 
además, hemos profundizado en su estudio mediante técnicas inmunohistoquímicas y de 
inmunofluorescencia. Más aún, hemos realizado un estudio tridimensional a partir de imágenes 
seriadas de TEM, logrando una comprensión espacial óptima de la disposición del cilio primario, sus 
componentes y su relación con el microambiente tumoral. Además, se ha analizado la presencia de 
los elementos que componen la vía Hh (Ptch, Smo, Gli1) y se ha observado cómo en los tumores GIST 
se produce una localización de Ptch en el cuerpo basal y una entrada de Gli1 al núcleo, sugiriendo la 
activación de la vía Hh de una forma ligando-dependiente a través del cilio primario. Por otra parte, 
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se observó una tendencia a una mayor presencia de Gli1 en el núcleo de las células de tumores de 
alto grado.  

Estos resultados están en consonancia con los trabajos publicados que muestran una disminución de 
la viabilidad de células GIST en cultivo al inhibir la vía Hh (Saponara et al., 2015; Tang et al., 2016) así 
como su relación con la vía c-Kit. De esta manera, la forma represora de Gli3, se uniría al promotor 
de c-Kit produciendo la inhibición de su expresión. Ante la activación de la vía Hh, se produciría la 
degradación de Gli3 y la liberación de Gli1 y Gli2, lo que conllevaría un aumento de la expresión de c-
Kit (Tang et al., 2016). Esta activación de Hh, que tanto estos trabajos como nosotros hemos 
demostrado, se produciría incluso en los tumores GIST que carecen de mutación de ganancia de 
función en c-Kit y PDGFR (los llamados tumores wildtype) (Tang et al., 2016) y explicaría la 
tumorogénesis de estos tumores así como la sobreexpresión de c-Kit incluso en ausencia de 
mutación. 

Más aún, la proteína ANO1 (también presente en las ICC) juega un importante papel en la 
ciliogénesis. Así, en células epiteliales en cultivo esta proteína, que forma un canal de cloro activado 
por calcio, se organiza formando un anillo (nimbus) que acumula proteínas relacionadas con la 
ciliogénesis (como Arl13b o proteínas del sistema exocyst) y su bloqueo inhibe la formación y 
extensión del cilio primario (Ruppersburg and Hartzell, 2014).  

En definitiva, el cilio primario supone una característica frecuente de las células tumorales de los 
GIST, donde media la vía Hh probablemente regulando otras vías (como, por ejemplo, c-Kit o PDGFR, 
que también ha sido descrita en relación al cilio primario) y el crecimiento, proliferación e invasión de 
estos tumores. Característicamente, en estos tumores el cilio protruye hacia el exterior, 
probablemente por su importante relación con elementos extracelulares como señales del 
microambiente tumoral. 

 

2.2. TUMOR DE CÉLULAS GIGANTES ÓSEO 

Otro de los trabajos se ha basado en el estudio de la presencia del cilio primario y sus potenciales 
implicaciones en el tumor de células gigantes óseo. Este tipo de tumor está formado por tres tipos 
celulares (Goldring et al., 1987): las células tumorales o células estromales, las células histiocitarias 
mononucleares y las células gigantes multinucleares. Por una parte, las células estromales 
neoplásicas están estrechamente relacionadas con las células madre mesenquimales y, en concreto, 
con el linaje osteoblástico (aunque también pueden originar condroblastos y adipocitos) (Wülling et 
al., 2003); además, se ha identificado en estas células una mutación específica (G34W) en el gen 
H3F3A, que codifica la Histona 3.3, y que supone una importante herramienta para el diagnóstico de 
estos tumores (Cleven et al., 2015). Por otra parte, los otros dos tipos celulares son de carácter 
reactivo procedentes del linaje monocítico-macrófago. Nuestro trabajo ha mostrado la presencia de 
cilio primario en las células estromales tumorales, demostrando la co-localización de esta estructura 
en células positivas para la mutación G34W en la Histona 3.3. Más aún, mediante tinciones 
inmunohistoquímicas hemos observado la presencia de los componentes de la vía Hh (Ptch, Smo y 
Gli1) en células mononucleares, que corresponderían a las células tumorales. 
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Estos resultados están en concordancia con los estudios que relacionan el cilio primario con 
importantes funciones de los osteoblastos y las células madre mesenquimales, donde juega 
importantes funciones para la regulación de la señalización de vías como la de PTH (Hormona 
Paratiroidea) y RANKL (Receptor activator of nuclear factor-kappa Β ligand) (Tummala et al., 2010; 
Martín-Guerrero et al., 2020). Por otra parte, también se ha relacionado la vía Hh en procesos de 
diferenciación hacia el linaje osteoblástico, activando la expresión de Runx2 (Runt-related 
transcription factor 2), también conocido como CBFA1 (core-binding factor subunit alpha-1) y en la 
osificación endocondral (en concreto a partir del ligando Ihh) (Long et al., 2004; Rutkovskiy et al., 
2016; Komori, 2019). 

En lo referente a otros tumores óseos, se ha observado una disminución en la proporción de células 
con cilio primario en muestras de condrosarcoma (Andrea et al., 2015), mientras que apareció 
aumentado en una línea celular de osteosarcoma (MG63) (Kowal and Falk, 2015). Además, el cilio 
primario regula la pérdida de polaridad celular en el osteocondroma (Andrea et al., 2010). Del mismo 
modo, se han detectado alteraciones de las vía de señalización Hh en diferentes enfermedades 
neoplásicas óseas incluyendo encondromas, osteocondromas u osteosarcomas (Tiet and Alman, 
2003; Qu et al., 2018). En este último, se demostró la importancia de la vía Hh en la viabilidad 
tumoral, su resistencia a la radioterapia y la supresión de la apoptosis (Qu et al., 2018). Más aún, 
células mononucleares positivas para Ihh han sido identificadas en tumores de células gigantes 
óseos, respaldando nuestros resultados, que implican la vía Hh en estos tumores (Horvai et al., 
2012). Además, debemos tener en cuenta que el cilio no aparece en las células gigantes reactivas y 
que, en ocasiones, se asocia a elementos como las ELCS (Nuclear Envelope-Limited Chromatin 
Sheets), especializaciones de la envoltura nuclear que se han relacionado con células madre 
quiescentes y algunos tipos tumorales (Olins and Olins, 2009; Cebrián-Silla et al., 2017;). 

En conjunto, estos resultados muestran la presencia de cilio primario y la activación de la vía Hh en 
las células estromales de los tumores de células gigantes óseos y apuntan a una posible diana 
terapéutica, así como un posible marcador de las células madre tumorales.  
 
 
2.3. CARCINOMA UROTELIAL DE VEJIGA. 

Otro de los trabajos realizados ha consistido en estudiar la presencia y relación de la EMT, la vía Hh y 
el cilio primario con la progresión de los carcinomas uroteliales. Hemos observado cómo la activación 
de la EMT y de la vía Hh se produce, de manera progresiva, según aumenta el estadio tumoral, 
siendo especialmente importante en los tumores que invaden la capa muscular. 

Por una parte, hemos analizado la expresión de marcadores asociados a la EMT en los carcinomas 
uroteliales. Así, se ha propuesto que, en un porcentaje importante de carcinomas uroteliales, se 
produciría un cambio en la expresión de cadherinas, disminuyendo la E-cadherina (de características 
epiteliales) y aumentando la N-cadherina (típica de neuronas y células mesenquimales) y la P-
cadherina (presente en células de la capa basal de los epitelios) (Bryan, 2015). Por otra parte, son 
varios los factores de transcripción asociados a la EMT que se han relacionado con el carcinoma 
urotelial, entre los que cabe destacar Twist (Yun and Kim, 2013), cuya expresión se ha asociado con 
el pronóstico de los pacientes (Fondrevelle et al., 2009). Nuestro trabajo va en consonancia con los 
resultados previos, mostrando una disminución de los marcadores epiteliales E-Cadherina y 
Citoqueratina y un incremento de marcadores de EMT (y, en concreto, de Twist) en los tumores 



Discusión 

147 
 

uroteliales, iniciándose ya en tumores de bajo grado y mateniéndose especialmente activada en 
carcinomas invasivos.  

Además, el estudio mediante microscopía electrónica nos ha permitido identificar las características 
ultraestructurales de la EMT, un aspecto muy poco estudiado previamente. De esta manera, en los 
tejidos de carcinoma urotelial (incluso en los estadios iniciales) hemos observado una pérdida de la 
polaridad apicobasal de las células uroteliales normales, así como la pérdida de uniones 
intercelulares (fundamentalmente de desmosomas) y el aumento del espacio intercelular. 
Especialmente interesante también es la aparición de estructuras similares a filopodios o 
proyecciones digitiformes que suponen especializaciones de la membrana plasmática y que están 
estrechamente implicadas en procesos de migración e invasión celular (Lamouille et al., 2014). 

Por otra parte, son varios los artículos que relacionan la vía Hh con el carcinoma urotelial de vejiga, 
aunque existe cierta controversia sobre el papel exacto que desempeña esta vía. Así, hay un grupo 
cuyos trabajos muestran que las células de las capas basales (que expresan Shh) son las células 
madre de las que procede tanto el urotelio fisiológico como los carcinomas uroteliales, y que es la 
pérdida de expresión de Shh (y la consecuente inactivación de la vía Hh en las células estromales) la 
que produce un microambiente que favorece el desarrollo de tumores in situ y, posteriormente, de 
carcinomas invasivos (Shin et al., 2014a; Shin et al., 2014b). Por el contrario, existen otros grupos que 
muestran que un aumento de la activación de la vía Hh en las células tumorales se asocia a un 
aumento en su capacidad de migración, su invasión y el crecimiento tumoral (Fei et al., 2012; Islam et 
al., 2016; Wang et al., 2017; Kitagawa et al., 2019). De hecho, se ha propuesto que la activación de 
esta vía en el carcinoma urotelial sea ligando-dependiente (Fei et al., 2012), lo que apuntaría 
directamente al cilio primario como mediador de esta activación. Sin embargo, ningún trabajo previo 
ha abordado la relación del cilio primario, la vía Hh y la EMT en este tipo de tumores. Nuestros 
resultados sugieren, como el grupo de Shin, que el inicio tumoral se produce a partir de las células 
basales, que expresan cilio y empiezan a atravesar la membrana basal; sin embargo, los estudios 
inmunohistoquímicos reflejan un aumento de la expresión de marcadores de la vía Hh como Smo, 
Ptch o Gli1 (con un marcaje nuclear, signo de activación de la vía), especialmente marcado en los 
tumores invasivos. Estos resultados aúnan las propuestas de los dos grupos y muestran que la 
activación de la vía Hh mediada, probablemente, por el cilio primario se relaciona con la progresión 
tumoral. 

Otro hallazgo de este trabajo es la presencia, en algunas regiones concretas de tumores de bajo 
grado, de marcadores de activación de Hh y EMT en las capas más cercanas a la membrana basal. 
Esto debe añadirse a la aparición de algunas células atravesando la membrana basal en los tumores 
de bajo grado y la presencia de células tumorales ciliadas en la lámina propia, próximas a los vasos 
sanguíneos, y que se desprenden de parte de su citoplasma. Estos resultados sugieren que, ya en 
estadios iniciales, se produce la invasión por parte de células tumorales y que el cilio juega un 
importante papel en estos procesos; lo que podría explicar por qué los carcinomas uroteliales de bajo 
grado tienen una recurrencia de hasta el 50% (Liedberg et al., 2015), pudiendo señalar nuevas dianas 
terapéuticas. 

En relación a estos hallazgos, son escasos los trabajos que estudian directamente el cilio primario en 
el carcinoma urotelial y únicamente existe un artículo donde muestran un descenso en los tejidos 
tumorales frente a los controles (Du et al., 2018). En nuestro trabajo hemos encontrado una 
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tendencia no significativa a que haya más células ciliadas en los tumores invasivos; sin embargo, la 
proporción de células ciliadas respecto al total es semejante en los tejidos sanos, los carcinomas de 
bajo grado y los de alto grado, lo que sugiere que el papel del cilio en los carcinomas uroteliales sea 
más “cualitativo” que “cuantitativo”. Esto apoyaría a que sea una mayor activación de la vía Hh lo 
que origina estos tumores. De hecho, ya se ha señalado que la activación de la vía Hh (de manera 
ligando-dependiente) estimula la EMT del carcinoma urotelial (Islam et al., 2016). Además, el cilio 
primario (a partir del cuerpo basal y el centriolo hijo, centro organizador de microtúbulos y de los 
filamentos de actina) modificaría la disposición del citoesqueleto arrastrándolo y, en consecuencia, 
regulando las uniones intercelulares y la polaridad. Este mecanismo, que relaciona estrechamente el 
cilio primario con la migración celular, también supondría una relación fundamental en el papel de 
esta estructura en la EMT.  

A este respecto, el cilio primario ha sido vinculado a la EMT y a la migración celular. Así, como hemos 
visto previamente, el cilio primario se orienta en el sentido del movimiento celular y actúa como una 
antena que recibe señales quimiotácticas (Veland et al., 2014) (Fig. 1.17 del Marco Teórico). Existen 
algunos trabajos que empiezan a explorar la relación directa del cilio primario con la EMT. Por una 
parte, se ha observado que los factores de transcripción asociados a la EMT (incluyendo Twist) 
inducen la ciliogénesis y la activación de la vía Hh en un modelo celular de carcinoma basal de mama 
(Guen et al., 2017) (Fig 3.7 del Marco Teórico).  Además, en un modelo in vitro de glioblastoma 
multiforme, la expresión de ZEB1 (otro factor de transcripción activado en la EMT) se ha observado 
en células ciliadas (Sarkisian et al., 2014). No obstante, debemos tener en cuenta que también se han 
escrito algunos trabajos que proponen que la EMT, la pérdida de la polaridad celular y el aumento de 
su potencial migratorio estaría en relación a un desensamblaje del cilio (Seeger-Nukpezah et al., 
2013; Han et al., 2018) (Fig 3.7 del Marco Teórico).  Tratando de conciliar ambas perspectivas, quizá 
la relación del cilio primario con la EMT sea similar a la que mantiene con el ciclo celular (donde 
activa señales de proliferación y se desensambla acto seguido para permitir la división celular) y los 
resultados contradictorios sean simplemente un ejemplo de la observación puntual de procesos 
dinámicos (como la EMT, la regulación del ciclo celular o el ensamblaje y desensamblaje ciliar) desde 
nuestros experimentos estáticos. Otra opción sería que estos procesos dependan del tipo celular. No 
obstante, son necesarios más estudios para poder dilucidar la relación de esta estructura con la EMT 
de una manera exacta. 

En definitiva, en función de nuestros resultados y de la bibliografía existente, proponemos que las 
células basales ciliadas del carcinoma urotelial supondrían células madre tumorales en las que se 
produciría la activación de mecanismos de EMT y de la vía Hh, adquiriendo características 
mesenquimales que les permitirían atravesar la lámina propia e iniciando así el proceso de 
metástasis. Además, esta activación de Hh induciría la proliferación descontrolada que originaría el 
tumor. De esta manera, el cilio se mostraría, una vez más, como un elemento fundamental en la 
tumorogénesis. 
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2.4. GLIOMA DE BAJO GRADO 

Un breve trabajo preliminar, enviado como póster al VIII International Congress of Histology and 
Tissue Engineering demuestra las fases de la ciliogénesis y del desarrollo de esferosomas, una 
estructura multivesicular descrita por nuestro grupo en algunos tipos tumorales (Junquera et al., 
2016), en un caso de glioma de bajo grado (ver ANEXO3). 

En lo referente al cilio primario en los gliomas, la mayoría de trabajos se centran en su presencia en 
el glioblastoma, donde existe cierta polémica, habiendo trabajos que describen una ciliogénesis 
defectiva en algunas líneas celulares de estos tumores (Moser et al., 2014), mientras que otros 
muestran un importante porcentaje de células con cilios normales en biopsias humanas (Sarkisian et 
al., 2014). Por otra parte, el cilio primario se ha relacionado con la proliferación y resistencia al 
tratamiento (Álvarez-Satta and Matheu, 2018; Sarkisian and Semple-Rowland, 2019), mostrando un 
aumento de la apoptosis y de la sensibilidad a quimioterápicos al inhibir la proteína PCM1, 
fundamental para la ciliogénesis (Hoang-Minh et al., 2016).  

 

2.5. DISCUSIÓN CONJUNTA 

De los trabajos previos se concluye la presencia del cilio primario en las células neoplásicas de 
diferentes tipos tumorales. Esto se encuentra en consonancia con los trabajos realizados que 
relacionan el cilio primario con elementos fundamentales del desarrollo tumoral (ver sección Cilio 
Primario y Cáncer del Marco Teórico). Más aún, en estos tumores hemos observado que el cilio 
primario regula la activación de la vía Hh, muy relacionada con la tumorogénesis (Amakye et al., 
2013; Chahal et al., 2018). 

A pesar de que la relación entre el cilio primario y las señas de identidad tumorales han sido 
ampliamente descritas (ver sección Cilio Primario y Cáncer del Marco Teórico), aún son necesarios 
más estudios para comprender con precisión los mecanismos por los que esta estructura influye en 
el cáncer. Así, se ha descrito tanto el aumento como el descenso del cilio primario en diferentes 
estirpes tumorales (Tabla 6). Lo más probable es que en todos estos casos haya un 
malfuncionamiento del cilio primario (en ocasiones por defecto y en otras por exceso) que induzca la 
activación de señales oncogénicas o altere funciones celulares que desencadenan la proliferación e 
invasión descontroladas. En nuestra experiencia, todos los tumores estudiados por nuestro grupo 
expresan cilio, incluso en diferentes estadios. No obstante, hemos encontrado diferencias en los 
cilios de los tumores estudiados, de manera que en el carcinoma urotelial presentan, por lo general, 
una menor longitud, mientras que tanto en los GIST como en los tumores de células gigantes óseos 
protruyen al exterior de manera clara y con un largo axonema. Quizá esto se encuentre en relación a 
la distinta disposición y formación del cilio primario en las células mesenquimales (donde suele 
aparecer próximo al núcleo y envuelto en el bolsillo ciliar) frente a las epiteliales (en las que 
característicamente, suele presentarse en la membrana apical, sin que aparezca un bolsillo ciliar 
significativo) (Bernabé-Rubio and Alonso, 2017; Sorokin, 1968). Otra posible explicación son las 
diferentes implicaciones del cilio primario en las diferentes estirpes tumorales, implicando los 
componentes extra e intracelulares de este. Así, en los tumores epiteliales tendría una importancia 
capital (además de la función como antena sensorial) el desplazamiento del citoesqueleto por el 
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cuerpo basal (en relación a procesos de EMT y migración) mientras que en los tumores 
mesenquimales la función fundamental sería como antena extracelular.  

Merece una mención especial las implicaciones que se derivan del cilio primario, la EMT y la invasión 
celular de los estudios realizados en el carcinoma urotelial. Así, hemos observado la presencia de 
células atravesando la membrana basal incluso en niveles iniciales de enfermedad y, más interesante 
aún, alguna de estas células invasoras presenta cilio primario. Esto, junto con la activación del 
programa de EMT (observándose el aumento de expresión de Twist, la disminución de marcadores 
epiteliales y características ultraestructurales precisas como la aparición de filopodios, la disminución 
de uniones intercelulares, la pérdida de polaridad o el aumento del espacio intercelular) y la 
activación de la vía Hh, muestra las potenciales implicaciones del cilio primario en un aumento de la 
capacidad invasora de las células del carcinoma urotelial y, en consecuencia, un mayor índice de 
recidiva y metástasis. 

Por otra parte, existen diferentes indicios y hallazgos que nos hacen pensar que, posiblemente, las 
células que muestran cilio primario en los diferentes tumores sean las células madre tumorales. Esta 
hipótesis se ve reforzada por la idea de que las células que se están dividiendo de forma activa y 
descontrolada no podrían expresar cilio primario, ya que el cuerpo basal se utiliza para la formación 
del huso mitótico (ver Cilio Primario y Ciclo Celular en el Marco Teórico). Además, existen 
abundantes trabajos que asocian el cilio primario con las células madre y con marcadores de estas 
como Prominina-1 (Pattabiraman and Weinberg, 2014; Singer et al., 2018; Jászai et al., 2020;). Por 
otra parte, se ha observado que las células resistentes a quimioterápicos presentan cilio primario 
(Jenks et al., 2018) y que este regula la sensibilidad a estos fármacos (Hoang-Minh et al., 2016), lo 
cual coincide con las células madre tumorales, que también son las más resistentes a los fármacos 
antineoplásicos (Pattabiraman and Weinberg, 2014). Otro elemento a favor de esta conclusión, es 
que varias de las vías de señalización vinculadas al cilio primario (como Hh o Notch) se han 
relacionado estrechamente con el mantenimiento de las células madre tumorales y, de hecho, son 
fundamentales para que estas células conserven la mayoría de sus características identificativas 
(como la resistencia  a fármacos, su menor diferenciación, su capacidad de autorrenovación o su 
potencial migratorio e invasivo) (Cochrane et al., 2015; Chahal et al., 2018; Liu et al., 2018). Además, 
en nuestros trabajos hemos identificado la presencia de ELCS en algunas células ciliadas de los tipos 
tumorales estudiados. Estas estructuras han sido relacionadas con células madre quiescentes en el 
cerebro adulto donde se han relacionado con el “almacenamiento” de telómeros, y se han propuesto 
como un marcador de las mismas (Cebrián-Silla et al., 2017). En el futuro, serían necesarios nuevos 
experimentos que confirmasen la presencia de esta estructura en las células madre tumorales (como 
la co-localización de marcadores como Prominina-1 y cilio, por ejemplo) y su potencial implicación. 

En definitiva, el cilio se relaciona de diferentes maneras con el desarrollo de tumores en formas 
aparentemente paradójicas tanto en relación a su presencia como a su ausencia si bien en todos los 
tumores analizados por nuestro grupo, la presencia del cilio primario parece implicarse con la 
patogénesis tumoral. De ello podemos deducir que dada la heterogeneidad celular entre los 
diferentes tumores e incluso dentro de las diferentes células que los componen, el cilio primario 
podría jugar papeles diferentes. Más aún, también se debe tener en cuenta el carácter dinámico de 
todos estos procesos. De esta manera, proponemos un modelo en el que el cilio primario juega un 
papel fundamental como antena sensorial en el funcionamiento de las células madre tumorales 
quiescentes, aquellas más resistentes a los fármacos antitumorales y que se han relacionado muy 
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estrechamente con la progresión y recidiva tumoral. Ante señales externas (especialmente 
relacionadas con vías cuya sobreexpresión se ha relacionado con el cáncer, como Hh, mTOR o Wnt) 
se produciría la activación celular, el consecuente desensamblaje ciliar y la proliferación celular, 
pasando de ser una célula madre tumoral quiescente, receptiva a señales del microambiente 
tumoral, a una célula sin cilio que frene el ciclo celular, permitiendo la proliferación descontrolada. 

Todos estos resultados orientan a que el cilio primario juegue un importante papel en la génesis, el 
mantenimiento y la invasión tumorales y, en consecuencia, lo señalan como una potencial diana 
terapéutica. De hecho, si el cilio primario fuera (como proponemos) una estructura fundamental en 
las células madre tumorales, desarrollar fármacos que regulen su funcionamiento afectaría 
directamente al “corazón” del tumor, actuando sobre las células que lo originan y que son las más 
resistentes a los tratamientos habituales. Apoyando esta idea, fármacos que regulan vías cilio-
dependientes, como Hh, ya han sido desarrollados y se utilizan en algunos tipos tumorales concretos 
(Scales and de Sauvage, 2009; Chahal et al., 2018;). 

 

3. EL CILIO PRIMARIO COMO ELEMENTO FUNDAMENTAL DE LAS 
CÉLULAS MADRE FISIOLÓGICAS Y TUMORALES 
 
Con el fin de correlacionar los hallazgos relacionados con el cilio primario tanto en el SNE (modelo 
fisiológico) como en los diferentes tipos tumorales estudiados (modelo patológico), hallamos que en 
ambos casos el cilio primario podría relacionarse con las células madre y con el mantenimiento de las 
características de estas células. Apoyan esta conclusión las vías de señalización mediadas por el cilio, 
su relación con el ciclo celular y la bibliografía existente que lo vincula con otros procesos 
relacionados como el desarrollo del SNC o la neurogénesis adulta de la ZSV y, sobre todo, de la ZSG. 
Del mismo modo, hay diferentes vías que han sido relacionadas con el cilio primario y, al mismo 
tiempo, con las células madre. Especialmente interesante es el caso de la Prominina-1 (Singer et al., 
2018; Jászai et al., 2020;) y también de la ruta CDK5-FBW7-NDE1 que regula la quiescencia de células 
madre tumorales (Takeishi and Nakayama, 2014), el ciclo celular (Izawa et al., 2015) y la ciliogénesis 
(Kim et al., 2011). 

Esto explicaría los hallazgos que hemos realizado en diferentes tipos tumorales, en los que las células 
que expresan cilio primario son subpoblaciones específicas que presentan unos rasgos más 
indiferenciados y con características de células madre. Del mismo modo, también apoyaría que las 
ICC fueran células madre neuronales y el paso intermedio en la neurogénesis como células gliales 
(que también expresan cilio primario). 

En definitiva, el cilio primario, podría ser un marcador de células madre, tanto en la homeostasis 
celular como cuando esta rompe sus patrones normales de actuación  y las células comienzan a 
proliferar inadecuadamente. Así, actuaría como una antena sensorial, sensible a las señales externas, 
que podría activar diferentes vías fundamentales para funciones celulares como la proliferación y 
diferenciación tanto en procesos regenerativos como tumorales.   

  



Discusión 

152 
 

 

 

 

 



Conclusiones 

153 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 
  



Conclusiones 

154 
 

  



Conclusiones 

155 
 

1. Nuestros estudios IHQ con marcadores de neuronas inmaduras (DCX, p75, c-RET)  
confirman la formación de nuevas neuronas en el SNE del colon humano adulto. 
 

2. Poblaciones específicas de células gliales presentan cilio primario y marcadores de 
células madre neuronales como Nestina. Del mismo modo, las ICC que rodean los 
ganglios entéricos expresan Nestina y Ki67, además presentan cilio primario, 
características que las hacen compatibles con células madre neurales. 

 
3. Todo lo anterior nos lleva a proponer un  modelo en el que las ICC, a través de un 

paso intermedio como glía entérica, originarían nuevas neuronas en el SNE 
humano adulto. 

 
4. Las células de los tumores GIST presentan activación de la vía Hh mediada por el 

cilio primario. Además, en los tumores de alto grado existe una mayor actividad de 
esta vía. 

 
5. Las células estromales del tumor de células gigantes óseo presentan cilio primario, 

así como activación de la vía Hh. 
 

6. Algunas células basales del carcinoma urotelial sufren procesos de EMT y 
presentan cilio primario. Las células basales de los tumores que atraviesan la 
membrana basal también expresan cilio primario, lo que indica un importante 
papel de esta estructura en las fases tempranas del proceso de metástasis. 

 
7. Los marcadores de activación de la vía Hh y de la EMT, correlacionan con el grado 

de los carcinomas uroteliales, siendo más significativo en los tumores de alto 
grado. 

 
8. Las características morfológicas del cilio primario son diferentes en función de la 

estirpe celular del tumor, de manera que en los tumores mesenquimales (GIST y 
tumor de células gigantes) son largos y protruyen al exterior mientras que en el 
carcinoma epitelial (carcinoma urotelial) el axonema es más corto. Estas 
diferencias están probablemente relacionadas con la diferencia en la ciliogénesis 
en células mesenquimales y epiteliales y con implicaciones específicas del cilio en 
cada tipo tumoral. 

 
9. El cilio primario es una estructura fundamental tanto de las células madre 

fisiológicas como de las células madre tumorales, realizando importantes funciones 
en ambas, lo que le señala como una potencial diana terapéutica. 
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ANEXO 1. OTRAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN RELACIONADAS CON EL 
CILIO PRIMARIO. 
 
Vía mTOR 
 

Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) es una proteína fundamental en la integración de 
señales, control de la supervivencia y regulación del crecimiento y metabolismo celular. MTOR 
forma dos complejos con funciones diferentes: mTORC1 (relacionado fundamentalmente con 
la síntesis de proteínas y el metabolismo celular) y mTORC2 (asociado a supervivencia celular, 
regulación del citoesqueleto de actina y migración). Alteraciones en esta vía se han 
relacionado con patologías donde el crecimiento y supervivencia celular se ven alterados, por 
ejemplo, diferentes tipos de cáncer (Pópulo et al., 2012). 

La activación de mTOR se produce a partir de la unión de factores de crecimiento a receptores 
tirosín quinasa que producen la liberación de la parte catalítica de la Fosfatidil Inositol 3 Kinasa 
(PI3K) que regula el paso de Fosfatidil Inositol 3,4 bifosfato (PIP2) a Fosfatidil Inositol 3,4,5 
trifosfato (PIP3). PIP3 recluta Akt (Protein Kinase B) y permite su activación por PDK1 
(Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1) y por el complejo mTORC2. Akt produce la 
inhibición de las proteínas TSC (Tuberous Sclerosis Complex), llamadas hamartina y tuberina,  
que actúan como GTPasas y, en consecuencia, inhibidoras de las proteínas G monómericas 
Rheb (Ras homolog enriched in brain). Estas proteínas Rheb, a su vez activan al complejo 
mTORC1 que fosforila y activa las proteínas S6K (Ribosomal Protein S6 Kinasa), eIF4E 
(eukaryotic Initiation Factor 4E) y 4EBP1 (Eukaryotic Binding Protein 1) produciendo el 
aumento en la síntesis proteica, biogénesis ribosomal y supervivencia celular (Pópulo et al., 
2012; Li et al., 2016; Rosengren et al., 2018) (Fig. A1).  
 
MTORC1 se ha relacionado de manera inversa con la autofagia. Así, ante una situación de 
privación de nutrientes, se produce la inhibición de mTORC1 mientras que en situaciones ricas 
en nutrientes (y, concretamente, aminoácidos) mTORC1 provoca la inhibición de proteínas 
necesarias para la formación del autofagosoma (Jung et al., 2010). 

El cilio primario mantiene una estrecha relación con la vía mTOR (Malicki and Johnson, 2017) 
(Fig  A2). Así, la vía de mTORC1 regula la longitud del cilio de manera que la activación de 
mTOR produce una elongación del cilio mediada por la síntesis de proteínas inducida a través 
de S6K (Jin et al., 2015; S. Yuan et al., 2012). Del mismo modo, la inhibición de TSC1 (que se 
localiza en estrecha relación con el cuerpo basal del cilio) también produce un aumento de la 
longitud del axonema mientras que la de TSC2 parece provocar una disminución (Yuan et al., 
2012; Rosengren et al., 2018). Además, el silenciamiento de TSC1 y TSC2 genera alteraciones 
en la activación de la vía Hh, provocando una disminución de la expresión de Gli1, en un 
proceso mediado no solo por  mTOR sino también por la vía TGFβ (Transforming Growth 
Factor β, ver más adelante) (Rosengren et al., 2018). Estos resultados destacan la 
intercomunicación entre diferentes vías de señalización, resaltando la importancia del cilio 
como nodo físico donde los diferentes componentes de estas vías pueden interaccionar 
directamente. 
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Fig A1. Vía de mTOR. La activación de receptores tirosín quinasa produce la activación de la PI3K que, a 
su vez, activa AKT (junto con PDK1 y mTORC2). Akt inhibe el complejo TSC que produce la inhibición (vía 
Rheb) de mTORC1. mTORC1 actúa sobre proteínas como S6K y 4EBP1 produciendo un aumento de la 
síntesis proteica y supervivencia celular. Extraído de Pópulo et al., 2012. 
 

 
Fig. A2. Vía mTOR y cilio primario. La relación de la vía mTOR y el cilio primario es bidireccional. Así, por 
una parte, la activación de mTOR (y consecuentemente de S6K) produce vía síntesis de proteínas una 
elongación del cilio primario. Por otra parte, diferentes proteínas, implicadas fundamentalmente en la 
inhibición de mTOR (Foliculina –FCN–, LKB, AMPK o TSC1/2), se localizan en el cilio primario y provocan 
(ante situación de flujo activo y su consecuente mecanotransducción) la inhibición de la vía. Por otra 
parte, PC1 inhibe directamente TSC2. Modificado de Malicki and Johnson 2017. 
 



 

187 
 

Otras proteínas localizadas en el cilio primario que regulan la vía de mTOR son Foliculina, LKB 
(Liver Kinase B) y AMPK (Adenosin MonoPhosphate Kinase). Estas proteínas están implicadas 
en la inhibición de mTOR mediada por el cilio. Así, ante situaciones de flujo en el que se activa 
la mecanotransducción ciliar, se produce la activación de Foliculina, LKB y AMPK y la 
consecuente inhibición de mTOR (Boehlke et al., 2010; Zhong et al., 2016). Otra proteína 
relacionada con la mecanotransducción ciliar, PC1, interacciona con TSC y sus mutaciones se 
han implicado directamente con una sobreactivación de mTOR (Wheway et al., 2018). 

 
Vía Wnt 
 
La vía Wnt (Wingless-related integration site) está compuesta por varios ligandos (compuestos 
por las lipoproteínas Wnt) y por los receptores Frizzled. Cuando el ligando se une al receptor se 
pueden activar dos rutas diferentes de la vía Wnt: la canónica (o β-catenina dependiente) o la 
no-canónica (o β-catenina independiente). La activación de una u otra vía, depende tanto de 
las isoformas concretas de los ligandos como de la de los receptores, así como de diferentes 
proteínas que actúan como co-receptores (Gerdes and Katsanis, 2008; Zhan et al., 2017) (Fig. 
A3). 

En lo referente a la ruta canónica, en ausencia del ligando se produce la fosforilación de β-
catenina (y su consecuente degradación por el proteasoma) por un complejo de destrucción 
compuesto por las proteínas estructurales Axin y APC (Adenomatous Polyposis Coli) y por las 
kinasas CK1 y GSK3β. En estas circunstancias, TCF/LEF (T-cell transcription factor /lymphoid 
enhancer-binding factor 1) y Groucho, represores de la vía Wnt, inhiben la transcripción de los 
genes diana a través de HDAC (Hystone Deacetylase). Cuando las lipoproteínas Wnt se unen a 
Frizzled y a co-receptores específicos (como LRP -Low density lipoprotein Related Protein-), la 
vía canónica se activa, produciéndose la polimerización de la proteína Dishevelled (Dvl) que 
inactiva el complejo de destrucción de la β-catenina, permitiendo su traslocación al núcleo, su 
unión al compleo TCF/LEF y la activación de la transcripción de los genes diana (Fig. A3.A). Esta 
ruta activa mecanismos de supervivencia, proliferación y diferenciación celular (Gerdes and 
Katsanis, 2008; Zhan et al., 2017; Anvarian et al., 2019). 

Por otra parte,  la ruta no canónica (menos entendída y estudiada que la anterior) activa vías 
independientes de β-catenina a través de la unión de Wnt a co-receptores específicos como 
ROR2 (Receptor Tyrosin kinase-like Orphan  Receptor 2). Esto produce la activación de Dvl, 
desencadenando rutas como la de la proteína G monomérica Rho, JNK (c-Jun N-terminal 
Kinases) o la vía de señalización del calcio (Fig. A3.B). Esta ruta se ha relacionado 
estrechamente con la polaridad celular plana muy relacionada con la morfología celular y la 
migración celular (Gerdes and Katsanis, 2008; Zhan et al., 2017; Anvarian et al., 2019). 
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Fig. A3. Vía Wnt. A) En la ruta canónica (β-catenina dependiente), cuando no se activa la ruta se 
produce la fosforilación de β-catenina por el complejo de destrucción compuesto por Axin, APC, GSK3β y 
CK1α. Esta fosforilación marca la degradación de β-catenina. Mientras tanto, a las zonas de respuesta a 
β-catenina del genoma se unen las proteínas TCF/LEF y Groucho que, vía HDAC, provocan la inhibición de 
la transcripción de los genes diana. Cuando Wnt se une al receptor, se produce la polimerización de Dvl y 
la inhibición del complejo de destrucción de β-catenina. Esta se trasloca al núcleo donde activa la 
transcripción de los genes diana. B) En la ruta Wnt no canónica, Dvl provoca la activación de cascadas 
diferentes de β-catenina como la de Rho, la de JNK o la señalización del calcio (a partir de la fosfolipasa 
C). El calcio activa rutas específicas como CAMK (Calcium/Calmodulin Kinase), PKC (Proteína Kinase C) o 
Calcineurin. Simplificado de Zhan et al., 2017. 
 
 

A pesar de haberse localizado en el cilio primario proteínas fundamentales de la vía Wnt (como 
Frizzled, β-catenina  o elementos del complejo destructor), el papel de este orgánulo en esta 
ruta de señalización no se comprende aún y se han obtenido resultados controvertidos 
(Gerdes and Katsanis, 2008; Anvarian et al., 2019). Parece demostrado que las proteínas que 
componen la zona de transición, tanto del complejo NPHP (NPHP2 o inversina, NPHP3, NPHP4 
o RPGRIPL1) como del MKS (Jouberin o TMEM67 -Transmembrane protein 67-) influyen en la 
señalización de Wnt. Jouberin, por ejemplo, realiza efectos antagónicos según la integridad 
estructural del cilio primario, de manera que en ausencia del cilio inhibe la degradación de β-
catenina y favorece su expresión nuclear mientras que en presencia de cilio produce un efecto 
inhibidor de la vía canónica. Parte del efecto inhibidor de las proteínas NPHP se debe a su 
interacción con la proteína Jade1, que media la degradación de β-catenina tanto 
citoplasmática como nuclear. Por otra parte, TMEM67 interactúa con la proteína ROR2, 
activando la ruta no canónica de Wnt (Gerdes and Katsanis, 2008; Anvarian et al., 2019). 
Simplificando, la mayoría de proteínas ciliares afectan a la vía produciendo cierta represión de 
la vía canónica mientras que favorecen la activación de la ruta  no canónica, que afecta a la 
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polaridad plana, resaltando el papel del cilio primario en este proceso (ver apartado específico) 
(Fig. A4). 

Por otra parte, la vía Wnt parece regular la ciliogénesis (especialmente de cilios mótiles) a 
través de la vía no canónica fundamentalmente al regular la polaridad celular plana, cuyos 
efectores son necesarios para la correcta orientación y anclaje del cuerpo basal (Lienkamp et 
al., 2012). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. A4. Vía Wnt y cilio primario. Componentes de la vía 
Wnt se localizan en el cilio primario, especialmente en el 
cuerpo basal (incluidos Frizzled, β-catenina, APC, Dvl, 
GSK3β o CK1). Se ha observado que diferentes proteínas 
de la zona de transición ciliar (tanto del complejo NPHP 
como del MKS) regulan la vía Wnt, de manera que 
tienden a inhibir la ruta canónica (a través de proteínas 
que producen la degradación de β-catenina, como 
Jade1); mientras que favorecen la ruta no canónica  
dependiente del co-receptor ROR2 y de proteínas como 
Rho. Extraído de Anvarian et al. 2019.  
 

 
 
Vía TGFβ 
 
La vía de TGFβ regula, entre otros, mecanismos de diferenciación celular y se relaciona con 
procesos mesenquimales, incluida la transición epitelio-mesenquimal, la síntesis de matriz 
extracelular y la fibrosis. El receptor clásico TGFβ está compuesto por un heterodímero 
(TGFβRI y TGFβRII) con un dominio serina/treonina kinasa que produce una fosforilación 
cruzada. Esto produce el reclutamiento, fosforilación y activación de las proteínas Smad 
(fundamentalmente Smad2/3). Smad 2/3 se oligomeriza entonces con Smad4 y se transloca al 
núcleo donde produce la activación y regulación de la transcripción de los genes diana. Esta 
ruta es controlada por otras proteínas, como Smad7 que inhibe la vía evitando una activación 
excesiva (Massagué and Gomis, 2006; Alberts et al., 2010; Christensen et al., 2017;)(Fig. A5.A). 
 
Los componentes que forman la ruta de TGFβ, incluyendo los receptores y las proteínas Smad, 
se localizan en el cilio primario. Cuando se une el ligando, el receptor TGFβ pasa de la punta 
del axonema a la base ciliar donde se acumula en vesículas recubiertas de clatrina, cerca del 
bolsillo ciliar. Ahí, se produce la fosforilación de las proteínas Smad y su activación (Clement et 
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al., 2013; Labour et al., 2016; Christensen et al., 2017) (Fig. A5.B). Esta activación de la vía 
TGFβ dependiente de cilio es fundamental para la diferenciación de los cardiomiocitos 
(Clement et al., 2013) y la migración de células madre mesenquimales (Labour et al., 2016). 
 

Fig. A5. Cilio primario y víaTGFβ. A) La vía TGFβ se activa al unirse el ligando a un heterodímero con 
acción serina/treonina quinasa. Esto produce la fosforilación del receptor y el consecuente reclutamiento 
y activación de las proteínas Smad2 y 3. Estas se unen a Smad4 y se unen a determinados patrones del 
DNA para activar la transcripción de diferentes genes. Extraido de Alberts et al. 2010. B) El receptor TGFβ 
se localiza en la punta del cilio primario cuando permanece inactivo. Ante la presencia del ligando, se 
produce su transporte a la base del cilio, próximo al bolsillo ciliar, desde donde se produce su endocitosis 
en vesículas recubiertas de clatrina. Esto facilita su acumulación y la fosforilación y activación de las 
proteínas Smad2/3 (que también se localizan en la base ciliar). Extraído de Christensen et al. 2017. 
 
Vía Notch 

Notch es una vía relacionada con gran variedad de procesos fisiológicos como el 
mantenimiento de células madre quiescentes, el correcto desarrollo del árbol vascular y de 
tejidos neuroectodérmicos, así como en el crecimiento y proliferación de tejidos adultos (Pala 
et al., 2017; Wheway et al., 2018). Del mismo modo, se ha relacionado esta vía con diferentes 
tipos de cáncer (Liu et al., 2018). En mamíferos, existen cuatro receptores (Notch1- 4) y dos 
familias de ligandos: Delta-Like Ligand (compuesta por DLL1, DLL3 y DLL4) y Jagged (JAG1 y 
JAG2) (Bray, 2016). Estos ligandos son proteínas transmembrana que al interaccionar con el 
receptor Notch producen un cambio conformacional que genera la exposición de una región 
que es reconocida e hidrolizada por la metaloproteasa ADAM10 (A Disentigrin and 
Metalloprotease 10). Una segunda escisión por un complejo γ-secretasa produce que el 
dominio intracelular de Notch quede liberado y se transloque al núcleo celular donde, junto 
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con proteínas co-activadoras, produce la transcripción de los genes diana (Bray, 2016) (Fig 
A6.A). 

En lo referente al cilio primario, se ha detectado la presencia del receptor Notch3 en la 
membrana ciliar, así como de proteínas que forman y regulan el complejo γ-secretasa (como la 
presenilina-2) en el cuerpo basal (Fig. A6.B). De esta forma, se ha observado una disminución 
de la activación de esta vía al bloquear la ciliogénesis. Del mismo modo, la activación de Notch 
incrementa la longitud del cilio y la activación de la vía Hh en el neuroepitelio del tubo neural 
durante el desarrollo embrionario (Pala et al., 2017; Wheway et al., 2018). 

 

 
Fig. A6. Vía Notch y cilio primario. A) Cuando uno de los ligandos transmembrana (Delta o Jagged) se 
une a Notch, se produce un cambio conformacional del receptor que produce que se exponga una región 
reconocida por la metaloproteasa ADAM. Esta produce una primera escisión en Notch liberando la parte 
extracelular. Una γ-secretasa realiza una segunda esicisión que libera el dominio intracelular de Notch 
(NICD), que es traslocado al interior nuclear donde junto a proteínas como CSL (CBF1–Suppressor 
of Hairless–LAG1) o MAM (Mastemind) activa la transcripción de los genes diana. Extraído de Bray 2016. 
B) Se ha descrito la localización de Notch3 en la membrana ciliar y del complejo γ-secretasa en el cuerpo 
basal.  Extraído de Liu et al., 2018. 
 
Vía PDGFR y otros receptores tirosín kinasa 

El Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGFR, por sus singlas en inglés) 
es un receptor tirosín kinasa que media gran variedad de procesos celulares fisiológicos, 
especialmente en células mesenquimales. Del mismo modo, su alteración se ha relacionado 
con diversas enfermedades relacionadas con tumorogénesis y procesos de fibrosis. Se han 
descrito dos isoformas de este receptor: PDGFRα y PDGFRβ que forman homo y 
heterodímeros. PDGFRα ha sido localizado en la membrana ciliar de fibroblastos y otros tipos 
celulares donde, a través de las rutas de kinasas como Akt o la cascada MEK (Mitogen-
activated protein kinase kinase)/ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), regulan el ciclo 
celular o la migración celular ante determinadas señales activadoras (Schneider et al., 2010; 
Christensen et al., 2012;) (Fig A7). 
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Del mismo modo, otras rutas tirosín kinasa como la del Factor de Crecimiento Epitelial (EGF), el 
Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF) o el Factor de Crecimiento Insulina-Like (IGF) 
también han sido descritas en estrecha relación con el cilio primario (Christensen et al., 2012) 
(Fig A7). 

 

 
Fig A7. Receptores Tirosín Kinasa en la membrana ciliar. PDGFRα se ubica en la membrana ciliar donde, 
ante el ligando PDGF, produce la activación de una serie de kinasas generando la activación de la 
transcripción de los genes diana. Otros receptores como IGFR1 o EGFR también se concentran en la 
membrana ciliar. Modificado a partir de Christensen et al., 2012; Pala et al., 2017. 
 
 
Vía Hippo 
 
La vía Hippo ha sido relacionada con procesos de diferenciación y proliferación celular, así 
como con procesos regenerativos y de tumorogénesis. Esta vía mantiene una estrecha relación 
con diferentes estructuras de la membrana plasmáticas, incluido el cilio primario (Hansen et 
al., 2015; Rausch and Hansen, 2019). 

La vía Hippo se divide en dos módulos: el módulo con función kinasa y el transcripcional. En el 
módulo con función kinasa se encuentran las proteínas MST1/2 (Mammalian STE20-like 
protein kinase 1 y 2) y su activador SAV1 (Salvador 1) que fosforila y activa a LATS1/2 (Large 
Tumor Supressor 1 y 2). LATS1/2 fosforila a su vez a las proteínas YAP (Yes Associated Protein) y 
TAZ (Transcriptional coactivator with a PDZ-binding domain). Esta fosforilación produce su 
secuestro en el citoplasma por parte de la proteína 14-3-3 y su degradación. Cuando la vía está 
inactiva, sin embargo, YAP/TAZ pasa al núcleo donde se une con TEAD (TEA domain family 
members) y activa la transcripción de los genes diana (Hansen et al., 2015; Rausch and Hansen, 
2019) (Fig. A8.A).   

La vía Hippo y el cilio primario mantiene una estrecha relación (Fig A8.B). Así, las proteínas de 
la zona de transcripción NPHP3, NPHP4 y NPHP9 aumentan la actividad de YAP/TAZ mediante 
diferentes mecanismos, como la inhibición de LATS1/2 o la competición con 14-3-3. Además, 
otras vías relacionadas con el cilio (especialmente Hh) activan la transcripción y actividad de 
YAP/TAZ. Por el contrario, las proteínas YAP/TAZ inhiben la ciliogénesis y activan el 
desensamblaje ciliar a través de diferentes mecanismos entre los que destaca la activación y 
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síntesis de la Aurora Kinasa A. MST1/2, sin embargo, inactiva drectamente esta kinasa y facilita 
el transporte de diferentes proteínas ciliares hacia el cuerpo basal (Hansen et al., 2015; Rausch 
and Hansen, 2019).  

 

 
Fig. A8. Vía Hippo y cilio primario. A) La activación de MST1/2 a través de SAV1 fosforila y activa 
LATS1/2 que se une a MOB1A/B (Mps One Binder Kinase Activator-Like 1B) para fosforilar YAP/TAZ. Esto 
produce su secuestro en el citoplasma por la proteína 14-3-3 y su degradación. Cuando YAP/TAZ no está 
fosforilada, se trasloca al núcleo donde interactúa con TEAD y activa la transcripción de diferentes genes. 
Extraído de Hansen et al., 2015. B) El cilio primario influye en esta vía a través de proteínas de la zona de 
transcripción como NPHP4 que inhibe LST1/2 produciéndose la activación de YAP/TAZ. Extraído de 
Rausch and Hansen 2019. 
 
 
NF- kB 
 
La vía de NF-kB (Nuclear Factor kB) está compuesta por diferentes factores de transcripción 
(cinco en mamíferos) que se unen, en forma de dímeros, a elementos de transcripción kB 
presentes en el genoma. Cuando la vía está inactiva, estos factores de transcripción son 
inhibidos por proteínas IkB (Inhibidores kB). Esta ruta juega un papel fundamental como 
reguladora de la respuesta inmune, la respuesta al estrés celular, la apoptosis y la 
diferenciación. La alteración de esta vía ha sido estrechamente relacionada con patología 
autoinmunes, enfermedades metabólicas o cáncer (Oeckinghaus et al., 2011). 
Aunque esta vía no se ha relacionado tan estrechamente con el cilio primario, existen 
diferentes estudios que relacionan la importancia del cilio con la correcta señalización NF-kB. 
Así, la eliminación del cilio primario se ha relacionado con una disminución de la fosforilación y 
degradación de las IkB y una disminución de la activación de la vía NF-kB (Wann et al., 2014; 
Baek et al., 2017). Por el contrario, la activación de la vía NF-kB por TNFα (Tumor Necrosis 
Factor α) provoca el desensam 
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blaje ciliar (Vézina et al., 2014). 
 
GPCR 
 
Los receptores asociados a proteínas G (GPCR, por sus siglas en inglés) son receptores con 
siete dominios transmembrana que regulan la activación de proteínas G triméricas y de 
diferentes rutas dependientes de estas. Aunque ya hemos hablado previamente de algunos de 
ellos integrados en vías de señalización propias (como Smo en Hh), existen muchas otras GPCR 
que han sido halladas en la membrana del cilio primario, fundamentalmente en determinadas 
neuronas (Tabla A1) (Anvarian et al., 2019) 
 

Tabla A1. Receptores GPCR localizados en el cilio primario. Extraído de Anvarian et al., 2019 

 
 

 



ROLE OF PRIMARY CILIA IN  ENTERIC NERVOUS SYSTEM 
DEVELOPMENT 

Informe de la  estancia realizada en “l’Institute de Biologie de l’École Normale Supérieure” 
de París en el laboratorio de la Dra. Nathalie Spassky en abril del 2019. 

Previous studies have shown the presence of primary cilia in Enteric Nervous System (ENS) [1–
3] although their exact function remains elusive. Regarding Central Nervous System, primary
cilia play an important role in both embryo and adult neurogenesis [4–6]. Studying the role of 
primary cilia in ENS development was aimed during my stage. 

Using the Cre-loxP system, a transgenic mouse lacking primary cilia in ENS precursor cells was 
developed. Phox2b is expressed by enteric neural stem cells and adult enteric neurons and it is 
essential for ENS (and other autonomic nervous system components) development [7]. On the 
other hand, Kif3a is required for proper ciliogenesis [5] . Crossings were performed in order to 
get Cre-Phox2b, Kif3a KO/loxP mice resulting in mice lacking primary cilia selectively in ENS 
precursor cells (Fig. 1). 

Fig.1. Crossings performed. 

First of all, we studied the presence of primary cilia in intestine, performing 
immunofluorescence experiments for different primary cilia markers (acetylated tubulin -
611B-, polyglutaminated tubulin -GT335- and Arl13b) (Fig. 2). As Arl13b was the most specific 
and the most sensitive marker, it was used as a primary cilia marker in following experiments. 



 
Fig. 2. Primary cilia markers in intestine samples. A) Acetylated tubulin (red), B) polyglutaminated 
tubulin (white) and C) Arlb13b (green). D is the composite of the three markers. 

We only got one Cre-Phox2b, Kif3a loxP mouse from the litter. Transgenic and control guts 
were dissected and ileon and colon were differentially processed in cryostat blocks and 
studied. Serial sections were used for immunofluorescence experiments. In the ileon, Phox2b+ 
cells showed primary cilia  in wildtype mouse (Fig. 3) while they specifically lacked primary cilia 
in the transgenic one (Fig. 4). The same was detected in colon sections (Fig. 5). Quantitative 
analyses were performed (Fig. 6). 

 
Fig. 3. Phox2b+ cells showed primary cilia in wt ileon. FOP is a specific marker for centrioles and cilia 

basal body. 



 
Fig. 4. Phox2b+ cells lacked primary cilia in mutant ileon.  

 

 
Fig. 5. Phox2b+ cells express primary cilia in wt colon but not in the transgenic colon 

 

 



Fig. 6. Proportion of ciliated Phox2b+ cells in wt (green) and mutant (blue) mice. The presence of few 
ciliated Phox2b+ cells in mutants could be explain by counting imprecision more than the actual 
presence of primary cilia in mutant ENS cells. It has to been considered that Phox2b is a nuclear marker 
and the exact relation between cilia and nuclei is not always easy to determine.  

These results were supported by Transmission Electron Microscopy (TEM), performed in the 
Faculty of Medicine of Zaragoza (Spain). Early-formed ganglia were composed by neuron-like 
(characterized by voluminous nuclei and prominent peripheral nucleolus) and glial-like cells 
(smaller and with no prominent nucleolus but a condensed peripheral heterochromatin) 
surrounded by interstitial cells of Cajal and some mitotic figures (Fig. 7). Normal primary cilia 
were found in neural cells (Fig. 8).  



 

 

Fig. 7. Enteric ganglia composed by few neurons (n) and glial cells (gl) surrounded by interstitial Cells of 
Cajal (icc) and mitotic figures (m). 

 

Fig. 8. Neural enteric cells express primary cilia. Some neurons (n) showed primary cilia (square 
magnificated at right). Primary cilia were structurally normal, formed of basal body (bb) and an axoneme 

(ax) protruding outside the cell membrane, generating a membrane depression around the axoneme 
called ciliary pocket (cp). Icc = Interstitial cell of Cajal. Cp = ciliary pocket. 



On the other hand, TEM study of mutant mice showed similar ganglia although they express 
altered primary cilia (Fig. 9). According to the role of Kif3a, essential for intraflagellar transport 
and consequently, for the correct axoneme assembly; aberrant cilia appeared. Thus, we were 
able to identify basal bodies anchored to cell membrane without any axoneme protruding and 
vesicles accumulating on top of basal body (Fig. 10). 

 

Fig. 9. Enteric ganglia of Phox2b Cre Kif3a KO/lox P mouse.   

  

Fig. 10. Aberrant primary cilia in mutant neural cells. Altered cilia appeared as result of ciliogenesis 
impairment. We found basal bodies (bb) anchored to cell membrane by transition fibers (tf) with no 

axoneme and vesicles (v) accumulating on top of basal bodies. Dc = daughter centriole. 



Then, we compared the number of Phox2b+ cells in wt and mutant. A decreased number of 
Phox2b+ cells were found in mutant samples (Fig. 11 and 12). Interestingly, the lost of 
Phox2b+ cells in colon was even more drastic (around 45% of Phox2b+ cells) than in ileon 
(20%). (Fig. 13). 

 

Fig. 11. Phox2b+ cells in ileon. 

 

Fig. 12. Phox2b+ cells in colon. 



 

Fig. 13. Proportion of Phox2b+ in wt and transgenic samples. A loss of 20% of Phox2b+ cells 
was found in ileon while it reaches the 45% in colon. 

 

 

 



Thinking about how primary cilia could affect ENS development (especially in distal areas), we 
considered four reasons: an increment of apoptosis or differentiation (as differentiated 
neurons has a reduced migration) or a fall of proliferation or migration. 

We tried to study the presence of a decreased proliferation by immunofluorescence co-
localization of Ki67 (a marker of cell cycle activation) and Phox2b. We found few cells Phox2b+ 
Ki67+ (Figs. 14 and 15) and, an apparent light decrease of the proportion of Ki67+ Phox2b+ in 
transgenic mice regarding controls (Fig. 16).  

 
Fig. 14. Ki67 and Phox2b co-localization in ileon. 

 

 

Fig. 15. Ki67 and Phox2b co-localization in colon. 



 

 

Fig. 16. Percentage of Phox2b+ cells expressing Ki67 

Conclusions: 

 Phox2b+ cells express primary cilia. 
 Phox2b Cre Kif3a KO/Lox mice lack primary cilia in Phox2b+ cells. 
 Primary cilia ablation reduced the number of Phox2b+ cells, especially in distal areas. 
 There is a reduction in the number of Phox2b+/Ki67+ cells showing a reduced 

proliferation rate. 
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