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Resumen

Las cilias primarias son organelos celulares, estructuralmente similares a los flagelos, que
consisten de proyecciones a partir de la superficie celular, compuestas por un esqueleto
de microtibulos (denominado axonema ciliar) y rodeadas por una bicapa lipidica
continua con la membrana plasmatica. La formacién de las cilias, proceso llamado
ciliogénesis, ocurre a partir de un cuerpo basal, el cual consiste de un centriolo
modificado proveniente del centrosoma y localizado en la base de las cilias. Debido a
esto, las cilias presentan una estrecha asociacidn con el ciclo celular, siendo estructuras
post-mitdticas que estdn presentes en células que se encuentran en la fase Go/G1 del
ciclo y que son reabsorbidas una vez que la célula comienza a ciclar. Su funcién principal
es actuar como centros de sensado, recepcién y transduccidon tanto de estimulos
mecanicos y quimicos asi como de vias de sefializacion que son esenciales para el
desarrollo y mantenimiento de los tejidos y drganos, tales como la via de Hedgehog, Wnt,
y PDGFa, entre otras. Este rol central en el mantenimiento de la homeostasis celular y
tisular, sumado al descubrimiento de que defectos en su ensamblaje o funcién provocan
la aparicion de un amplio espectro de enfermedades humanas colectivamente llamadas
ciliopatias, ha determinado un aumento explosivo en el interés de la comunidad
cientifica. Un modelo de ciliopatia es el sindrome de Bardet-Biedl (BBS), desorden
humano pleiotrdpico caracterizado principalmente por obesidad, polidactilia, retardo
mental, degeneracion de retina, y malformaciones renales. BBS es un trastorno
genéticamente heterogéneo para el cual a la fecha se han identificado 17 genes causales.
Si bien en general es heredado presentando un patrén compatible con el de una
enfermedad autosdmica recesiva, en algunas familias el sindrome se comporta como un
rasgo oligogénico. En estas familias con patrones de herencia mds complejos se ha visto
que mutaciones en mdas de un gen pueden modular tanto la penetrancia como la
expresividad del sindrome. A su vez, se han identificado modificadores secundarios para
los cuales no hay evidencia de que sean suficientes para causar el sindrome pero si
modulan la expresividad de las distintas manifestaciones clinicas de BBS, lo que aumenta
la complejidad genética que caracteriza a este sindrome. CCDC28B (coiled coil domain

containing 28B) fue originariamente identificado como un modificador de BBS que



codifica para una proteina que interactda con varias proteinas BBS pero cuya funcién es
desconocida. Como objetivo de este trabajo nos propusimos caracterizar a CCDC28B para
ganar informacién que nos permitiera entender su rol bioldgico, tanto en el contexto de
las cilias como potencialmente fuera de estos organelos, y asi comprender su relacién

con la etiologia de BBS asi como la base celular de su efecto modificador.

Para alcanzar este objetivo utilizamos una aproximaciéon multidisciplinaria incluyendo
tanto estudios in vitro, en cultivos celulares, andlisis in silico asi como modelos animales
(pez cebra y ratén). Los resultados de esta tesis nos han permitido determinar que
CCDC28B es una proteina que cumple un rol en el proceso de ciliogénesis, ya que la
reduccion de su expresion determind la formacidon de cilias mas cortas, tanto en células
como in vivo, con la consecuente aparicién de una serie de fenotipos en el pez cebra que
son caracteristicos de BBS y de otros mutantes ciliopaticos. Estos fenotipos incluyen
hidrocefalia, defectos en la determinacidn del eje izquierda-derecha y una alteracion de la
funcién renal. En acuerdo con esta funcién bioldgica, nuestros andlisis in silico nos
permitieron determinar su origen evolutivo y su grado de conservacién entre las
especies, mostrando la presencia de secuencias homdlogas CCDC28B solo en metazoas
ciliados. Una vez establecido el vinculo entre CCDC28B y el proceso de ciliogénesis,
nuestros experimentos in vitro y en células en cultivo, resultaron fundamentales para
comenzar a entender el mecanismo por el cual CCDC28B participa en la formacién o
mantenimiento de las cilias. Mediante un ensayo doble hibrido en levaduras
determinamos que CCDC28B interactda con SIN1, una proteina de unién a MAP quinasas
y miembro estructural del complejo mTORC2. La via de mTOR media tanto procesos
catabdlicos como anabdlicos dentro de la célula, controlando el crecimiento y el
metabolismo celular frente a sefales del entorno. Esta via implica la participacidon de dos
grandes complejos multiproteicos que participan en diferentes procesos celulares pero
que estan altamente regulados entre si. Por un lado el complejo mTOR1 (mTORC1)
promueve el crecimiento y la proliferacidn celular por medio de regular la sintesis de
proteinas y de lipidos, mientras que por otro lado, el complejo mTOR2 (mMTORC2) regula
la reorganizacion del citoesqueleto de actina por medio de la activacidon de proteinas
quinasas de la subfamilia AGC. Una serie de experimentos en células e in vivo, nos

permitieron determinar que CCDC28B, a través de su interaccidon con SIN1, cumple un



importante rol a nivel de mTORC2, favoreciendo su formacién o estabilidad, y por tanto
comportandose como un regulador positivo de este complejo. Por otro lado, una serie de
reportes en la literatura comenzaron a vincular directamente la via de mTOR con las
cilias. Estos estudios mostraron que la via de mTOR, y en particular mTORC1, no solo
participa en el proceso de ciliogénesis, sino que también es blanco de regulacion del
organelo. Si bien nuestros resultados indicaban que CCDC28B afecta uUnicamente a
mTORC2, estos reportes estimularon nuestro interés en la relacién entre CCDC28B, SIN1,
mTORC2 y el proceso de ciliogénesis. Dada la compleja regulacion cruzada de mTORC1y
mTORC?2, la utilizacidon del modelo de pez cebra resulté fundamental para poder disecar
genéticamente el rol de estos complejos y sus proteinas participantes en la biologia de
las cilias. Mediante la inyeccién de morfolinos dirigidos contra miembros especificos de
ambos complejos fuimos capaces de determinar que Sin1, al igual que Raptor
(componente de mTORC1), participan en la regulacién del largo de las cilias, aunque Sin1
lo hace en forma independiente al complejo mTORC2. Es importante resaltar que estos
resultados también fueron recapitulados en células de mamiferos. En suma, el conjunto
de nuestros resultados nos permitié identificar un rol de CCDC28B en la biologia de las
cilias y determinar que al menos parte de esta funcién implica una funcién hasta ahora no
reportada de Sin1. A su vez, y en un rol que potencialmente excede al contexto de las
cilias, identificamos en CCDC28B un regulador de la actividad del complejo mTORC2. Por
lo tanto, los resultados de esta tesis nos permiten avanzar significativamente en nuestro
entendimiento del rol biolégico de CCDC28B brindando datos relevantes no solo para
entender su rol como modificador secundario de BBS sino también para continuar

disecando la base celular de esta ciliopatia.



Introduccion




Cilias y Flagelos

Las cilias y flagelos son organelos celulares conservados evolutivamente que han sido
caracterizados y estudiados durante mdas de 100 afos (Zimmermann, 1898). Estas
estructuras con forma de pelo o antena, consisten de proyecciones a partir de la
superficie celular compuestas por un esqueleto de microtibulos (denominado axonema
ciliar) rodeado por una bicapa lipidica continua con la membrana plasmatica. El estudio
de estos organelos se vio enormemente enriquecido por el desarrollo de la microscopia
electrdnica, la cual permitié desde mediados del siglo XX determinar su ultraestructura y

ahondar en el entendimiento de sus funciones.

Debido a la similitud en su composicidn y funcidn, los términos cilia y flagelo se usan en la
literatura de manera intercambiable y los estudios en uno u otro han permitido
profundizar en el conocimiento general. Sin embargo, existen ciertas diferencias entre
ellos que es importante mencionar. A modo general, se considera que los flagelos son
estructuras mas largas que las cilias (100-200 pm vs 5-10 pm), que estdn presentes uno o
dos por célula y su funcién original ha sido asociada con el movimiento/traslacién de
células individuales. Claros ejemplos son el flagelo de los espermatozoides de mamiferos
y el flagelo de muchos eucariotas unicelulares, tales como los protistas. Por el contrario,
las cilias pueden o no ser mdviles y se pueden encontrar en un nimero que varia de uno
a cientos por célula. Su funcidn principal ha sido cldsicamente asociada con el
movimiento de fluidos y mds recientemente con funciones sensoriales. También se
observan diferencias en el tipo de movimiento que realizan las cilias mdviles y el flagelo.
Los flagelos presentan un movimiento que generalmente consiste de sucesivas ondas
que se originan en la punta o en la base del flagelo y se propagan a todo lo largo del
mismo. Por el contrario, en el caso de las cilias mdviles, éstas presentan un movimiento
de tipo “batido”, similar al de un latigo, con un movimiento rapido inicial, seguido de una
etapa de recuperacién mas lenta hacia la posicién original (Satir & Christensen, 2007;

Figura1).



Figura 1_ Diferencias en el mecanismo del movimiento de las cilias méviles y de los
flagelos.

(A) Mecanismo del movimiento de una cilia mévil. (B) Mecanismo del movimiento
de un flagelo. Las flechas celestes indican las etapas del movimiento y las flechas
violetas indican la direccién final del movimiento del fluido.

Tomado de: Atlas de Histologia Vegetal y Animal; Universidad de Vigo, Espafia.
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A pesar de las diferencias antes mencionadas, las cilias y los flagelos comparten un
mismo origen evolutivo, son derivados de las mismas estructuras y como se mencionara
en las siguientes secciones los mecanismos que determinan su formacidn,
mantenimiento y funcién son muy similares. Es por esto que a lo largo de la presente
tesis nos referiremos a los términos cilia y flagelo teniendo en cuenta las diferencias

antes mencionadas, pero considerandolos como estructuras casi idénticas.

Estructura y Clasificacién de Cilias

La mayoria de los organismos eucariotas, con la excepcidn de las plantas y hongos,
presentan cilias. En el caso de los vertebrados estan presentes en casi todos los tipos
celulares, mientras que los invertebrados presentan cilias casi exclusivamente en las
neuronas  sensoriales  (www.bowserlab.org/primarycilia/cilialist). Debido a Ia
caracterizacion del rol funcional que cumplen dentro de la célula, actualmente se
considera que son verdaderos organelos celulares. Son estructuras altamente complejas,
formadas por  aproximadamente 1000 proteinas (ver  paginas  web:
www.sfu.ca/~leroux/ciliome_database; v3.ciliaproteome.org/cgi-bin/index.php;
labs.umassmed.edu/chlamyfp/protector login.php) y que presentan una estrecha
relacion con el ciclo celular. Son estructuras post-mitdticas, ya que estan presentes en
células que se encuentran en la fase Go/G1 del ciclo, y son reabsorbidas una vez que la
célula comienza a ciclar (Irigoin & Badano, 2011). Las primeras cilias estudiadas fueron las
cilias mdviles, presentes en las células multiciliadas del tracto respiratorio, del epéndimo
ventricular y del aparato reproductor. Su funcion fue asociada con su capacidad de
movimiento ya que se demostrd que son las encargadas de “mover” los fluidos
extracelulares que recubren a determinados epitelios. Debido a que durante un largo
tiempo éste fue el Unico tipo de cilia que se estudid, se planteo que ésta era su Unica
funcidn. Sin embargo, a finales del siglo XIX varios trabajos reportaron la presencia de un
tipo de cilia solitaria, inmdvil, a la que se le atribuyé funciones sensoriales (Zimmermann,
1898). Sin embargo este tipo de cilia permanecid sin ser estudiada y fue considerada
durante largo tiempo como un organelo vestigial. El término cilia primaria fue propuesto

por Sorokin en 1968 (Sorokin, 1968) y fue en los ultimos 15 aflos que ocurrié un explosivo



interés en este tipo de cilia. Esto se debid a la clara demostracién de su funcién sensorial
y principalmente a la observacién de que defectos en su ensamblaje o funcién provoca la
aparicién de un amplio espectro de enfermedades humanas, colectivamente llamadas
ciliopatias, cuya base celular hasta ese momento era desconocida (Bloodgood, 2010;
Badano, 2006; Cardenas-Rodriguez & Badano, 2009). Debido a la posterior demostracién
de que las cilias mdviles también actiian como quimiosensores (Shah, 2009), actualmente
se considera que la funcidn sensorial es una propiedad inherente a todos los tipos de cilia,
independientemente de su capacidad de movimiento. Es por esto que la visidn actual
plantea que tanto las cilias primarias como las cilias mdviles son organelos celulares que
funcionan como centros de sensado, recepcidn y distribucién de sefiales, lo que permite
desencadenar diversas respuestas celulares frente a los diversos estimulos (Poole, 1985;

Bloodgood, 2010).

Las cilias pueden dividirse estructuralmente en varios subdominios. Si se las describe
desde la zona mas proximal al cuerpo celular, las cilias estdn formadas por un cuerpo
basal, una zona de transicidn, el axonema y una membrana ciliar que recubre a todo el
organelo. A continuacidn se describirdn las caracteristicas estructurales y funcionales de

cada uno de estos subdominios.

Caracteristicas del axonema

El axonema ha sido el primer subdominio ciliar en ser descrito en detalle y segun la
ultraestructura que presenta se lo ha utilizado para clasificar a las cilias en dos grandes
grupos (Figura 2). Por un lado, las denominadas cilias mdviles que presentan un axonema
formado por nueve dobletes de microtubulos externos (llamados A y B) y un par de
microtubulos centrales. Este tipo configuracion ha sido denominada “9+2”. Los
microtubulos A y B de cada par periférico se ubican de manera oblicua, de modo que el
microtubulo A estd mas préximo al centro del axonema. Cada microtdbulo A esta
formado por 13 protofilamentos mientras que el B es incompleto ya que comparte 3 con
el microtubulo A. Los dobletes de microtibulos estan unidos entre si por fibras de la
proteina nexina y son mantenidos en su posicion por proyecciones proteicas radiales que

se extienden hacia el centro del axonema. Este tipo de cilia también presenta estructuras



accesorias que estan involucradas en el movimiento de batido, tales como los brazos

internos y externos formados por la proteina dineina.

El otro grupo de cilias, las llamadas cilias inmdviles o primarias, presentan un patrdn
llamado “9 + 0”, en el cual el par central de microttbulos estd ausente. A su vez carecen
de los brazos internos y externos de dineina y de otras proteinas asociadas con Ia

capacidad de generar movimiento (Figura 2).

A pesar de que esta clasificacion se mantuvo durante muchisimos afios, actualmente se
ha determinado que la misma es una clasificacién simplista, ya que se han encontrado
cilias mdviles con un patrén 9 + 0, asi como cilias 9 + 2 inmdviles. Un ejemplo son las cilias
de las células del nodo embrionario de los mamiferos, las cuales presentan cilias mdviles
pero con un patrén “9+0”. Estas cilias rotan generando un flujo direccional a lo largo del
nodo el cual es requerido para establecer el eje de simetria derecha-izquierda del
embrién como se describird mas adelante (Nonaka, 1998; Basu & Brueckner, 2008). Otra
variante se observa en las cilias de la placa de la notocorda de los embriones de conejo,
las cuales son cilias mdviles que pueden presentar una configuracién 9+0, 9+2 o incluso
9+4. Por otro lado, el quinocilio maduro de las células ciliadas del oido interno es una

estructura no mdvil pero que presenta un axonema “9+2”.



Figura 2_ Estructura de lacilia.

A) Microscopia electrénica de cilias primarias de células pigmentarias de la retina
(RPE). B) Inmunofluorescencia de cilias primarias de células de renales (IMCD3). En
verde axonema ciliar, en magenta cuerpo basal, en rojo uniones celulares. C)
Microscopia electrénica de barrido de cilias del nodo embrionario de ratén. D)
Microscopia electrénica de barrido de cilias mdviles de la trdquea de ratén. E)
Esquema de la organizacién de la cilia. F) Seccién transversal del axonema de una
cilia mévil o flagelo. G) Seccidn transversal del axonema de una cilia primaria.

Adaptado de: Ishikawa & Marshall, 2011.
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Zona de transicion

El extremo mas proximal del axonema se denomina zona de transicidn y presenta ciertas
caracteristicas que lo diferencian del resto del axonema. Es un subdominio ciliar
conservado evolutivamente que se caracteriza por la presencia de fibras proteicas con
forma de Y que conectan los dobletes de microtubulos periféricos del axonema con la
membrana ciliar (Figura 3). Actualmente, la zona de transicién se la visualiza como la
region que queda sin tincion cuando se utilizan marcadores para el axonema o el cuerpo
basal (a-tubulina acetilada y y-tubulina, respectivamente). Las fibras Y coinciden con un
arreglo circunferencial en forma de espiral que se observa en la membrana ciliar,
denominado cuello ciliar, el cual puede ser visualizado por medio de microscopia
electrdnica por criofractura y cuya funcién adin no ha sido determinada (Figura 3; Gilula &
Satir, 1972). La composicién bioquimica de la zona de transicién se conoce parcialmente
(revisado en (Reiter, 2012) y con la excepcidn de la caracterizacién de la presencia de la
proteina CEP290/NPHP6 (Craige, 2010), se desconoce la naturaleza de las fibras Y. Este
dominio ha ganado mucha relevancia en los ultimos afios ya que muchos trabajos han
demostrado que podria estar implicado en el control del transporte de proteinas hacia el
interior de la cilia (ver seccién “Mecanismos de transporte hacia la cilia y secuencias

sefal”; revisado en Reiter, 2012; Nachury, 2010).
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Figura 3_Esquema de la zona de transicién.

Se puede apreciar las fibras con forma de Y y el cuello ciliar. Las micrografias
electrénicas de las fibras de transicion y la zona de transicidn corresponden a una
cilia primaria del oviducto humano. El cuello ciliar se observa en una cilia primaria
del tracto respiratorio del hamster por medio de microscopia electrénica por

criofractura. Adaptado de: Reiter, 2012.
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Caracteristicas de la membrana ciliar

El axonema esta cubierto por una membrana que a pesar de ser continua con la
membrana plasmatica, posee una composicién proteica y lipidica particular. La dificultad
de purificar las cilias de células de mamiferos ha enlentecido el proceso de
caracterizacion de la composicion especifica de las membranas ciliares y es por esto que
mucho del avance en esta drea se ha logrado utilizando el modelo de Chlamydomonas
reinhardtii, un alga verde unicelular biflagelada. En este sentido, se ha podido determinar
que las membranas ciliares estan enriquecidas en esteroles, ganglidsidos, proteinas de
union al colesterol, asi como presentan una mayor concentracidon de receptores, canales
y sistemas de transduccién (Chailley & Boisvieux-Ulrich, 1985; Kaneshiro, 1990; Janich &
Corbeil, 2007). A pesar de que el interior y la membrana ciliar son continuos con el citosol
y la membrana plasmatica respectivamente, las cilias son capaces de retener en su
interior aquellas proteinas que han sido transportadas hacia este dominio. Se ha
propuesto que en el caso de proteinas de membrana, esto se logra por medio del anclaje
directo de las proteinas al axonema ciliar para impedir su difusidn, o bien por medio de la
presencia de barreras difusionales que aislan la membrana ciliar del resto de la
membrana plasmatica (Pazour, 2005; Dentler, 1981; Bergman, 1975; Hunnicutt, 1990;
Musgrave, 1986). Exactamente cudl es la base bioquimica y estructural de esta barrera no
se conoce en completo detalle, pero el modelo que ha ganado mas relevancia en los
ultimos afios es que la zona de transicién de las cilias y las fibras distales del cuerpo basal
serfan quienes mediarian este proceso. La idea de la presencia de una puerta o poro ciliar
serd analizado en mas detalle en la seccidn “mecanismos de transporte hacia la cilia y

secuencias senal”.

Ciliogénesis y estructura del centriolo/cuerpo basal

La formacion de las cilias, proceso llamado ciliogénesis, ocurre a partir del cuerpo basal,
el cual es un centriolo modificado proveniente del centrosoma y localizado en la base de
la cilia. Cada centrosoma estd formado por dos centriolos apareados
perpendicularmente, llamados madre e hijo, y rodeados por una red proteica

denominada matriz pericentriolar. Durante la fase S del ciclo celular, se forma un nuevo
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centriolo (hijo) a partir del centriolo heredado (madre). En células en fase Go o G1 del
ciclo, el centriolo madre se mueve hacia la superficie celular donde actia como un cuerpo
basal para permitir la formacién de las cilias. Luego, durante la mitosis, la cilia se
reabsorbe y el cuerpo basal se mueve hacia el huso mitético, donde pasa a ser llamado

nuevamente centriolo y a cumplir un rol en la divisidn celular.

El centriolo/cuerpo basal es una estructura cilindrica, cuya estructura es muy similar a la
del axonema, pero con la diferencia que presentan nueve tripletes de microttbulos
distribuidos periféricamente y ningtin grupo de microttbulos centrales (Figura 4). Cada
triplete esta formado por tres microtibulos denominados A, B y C, siendo el A el mas
interno y el Unico formado por trece protofilamentos. Los microtibulos B y C se ubican
central y externamente, respectivamente, y se dice que son incompletos ya que
comparten tres protofilamentos con el microttbulo adyacente. En los centriolos/cuerpos
basales los tripletes también estan unidos entre si por fibras de nexina, la cual conecta al
microtubulo A con el C del siguiente triplete. A partir de cada triplete se originan fibrillas
radiales lo que determina una estructura llamada “rueda de carro” o también
denominada 9+0 por tener nueve tripletes externos y ninguno central. Una modificacién
que adquieren los centriolos cuando funcionan como cuerpos basales en la base de la
cilia es la presencia de dos tipos de apéndices o proyecciones proteicas laterales. En el
extremo proximal (mds cercano al citoplasma y nucleo) se encuentran los apéndices
[lamados subdistales y pies basales, cuya funcidn es promover el anclaje y la nucleacién
de los microtubulos. En el extremo distal se encuentran los apéndices distales, los cuales
originaran o se transformaran en las llamadas fibras de transicidn, las cuales estan
implicadas en el anclaje del cuerpo basal a la membrana (ver Figura 3). Es importante
mencionar que debido a que no se conoce con exactitud el origen de las fibras de
transicion, aun existe cierta discordancia en la literatura acerca de si las fibras de
transicidon son parte del cuerpo basal o si se originan a partir de la zona de transicidn

(revisado en Marshall, 2008).

A pesar de que este tipo de organizacion del cuerpo basal es la presente en la mayoria de
los eucariotas, existen ciertas variantes. Una modificaciéon se observa en el nematodo
Caenorhabditis elegans (C.elegans), el cual presenta centriolos que consisten de un disco

fino formado por microtibulos simples. Otra variante se observa en las moscas del
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género Drosophila, las cuales presentan centriolos formados por anillos cortos de
dobletes de microtubulos. Como se vera a continuacion, estas modificaciones podrian
guardar alguna relacion con el bajo ndmero de células ciliadas que presentan estos
grupos de invertebrados, ya que en el caso de C. elegans solo se observan cilias en las
neuronas sensoriales y en Drosophila son las neuronas sensoriales y los espermatozoides

los Unicos tipos celulares que presentan cilias o flagelos (revisado en Marshall, 2008).

En los dltimos afios, se ha reforzado mucho la asociacion que existe entre el
centriolo/cuerpo basal y el proceso de ciliogénesis. Una importante observacion es que
los centriolos solo se encuentran en aquellas especies que tienen cilias en alguna etapa
de su ciclo de vida y no se han caracterizado procesos de ciliogénesis sin la presencia de
un cuerpo basal (Marshall, 2008). Se ha demostrado que esta asociacién funcional se
debe a que el cuerpo basal actia como molde para la formacién del axonema ciliar. A
partir de estudios de microscopia electrénica, se puede observar que los dobletes
externos de los microtubulos del axonema son continuos con los microtibulos Ay B de
los tripletes que forman el cuerpo basal, propagandose de este modo la simetria
nonagonal del cuerpo basal hacia el axonema. La orientacidon que adopta el cuerpo basal
en la base de la cilia también influye sobre el angulo de inclinacién que tendra finalmente
la cilia con respecto a la superficie celular. Esto tiene profundas implicancias bioldgicas ya
que en el caso de las cilias mdviles, el angulo determinara la direccion del batido ciliar y
por ende la direcciéon del movimiento de fluidos y morfégenos (ver seccién “Funciones

asociadas con el movimiento de las cilias”).
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Figura 4_Estructura del centriolo/cuerpo basal.

A y B) Esquema y microscopia electrénica de un corte transversal de un cuerpo
basal donde se representan los nueve tripletes de microtibulos (MT), las fibras
radiales y la formacion de la estructura en “rueda de carro”. C) Esquema de un
cuerpo basal donde se indican los apéndices distales y subdistales. Adaptado de:

Reiter, 2012; Biologia Molecular de la célula, Alberts, 5% edicidn.
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Establecimiento y mantenimiento de la estructura ciliar: el Transporte Intraflagelar

Debido a que las cilias carecen de la maquinaria necesaria para la sintesis proteica, las
células han desarrollado un mecanismo especial, denominado Transporte Intraflagelar
(IFT, del inglés intraflagellar transport), para la formacién, mantenimiento y funcionalidad
de las cilias. Este mecanismo fue descripto por primera vez en Chlamydomonas reinhardtii
(Kozminski, 1993). El IFT fue descripto como un proceso de motilidad bidireccional,
basado en los microtubulos, en el cual grupos de complejos proteicos grandes
(denominados particulas IFT) son transportados a lo largo de los dobletes externos de
microttibulos del axonema desde la base de la cilia hacia el extremo distal (anterdgrado)
y de vuelta al cuerpo celular (retrégrado). Estas particulas IFT actian como proteinas
adaptadoras entre el motor molecular y la carga que estd siendo transportada (Figura 5).
El movimiento anterégrado de las particulas desde la base hacia la punta de la cilia es
realizado principalmente por la quinesina 2, un complejo heterotrimérico formado por
dos subunidades motoras (KIF3A y KIF3B en vertebrados), y una subunidad no motora
llamada KAP (Kozminski, 1995). El motor molecular responsable del movimiento
retrégrado es la dineina citoplasmdtica 2, la cual estd formada por al menos cuatro
subunidades (cadenas pesadas, intermedias y livianas; Pazour, 1999; Porter, 1999).
Durante el movimiento anterdgrado, las proteinas precursoras del axonema se asocian
con la maquinaria de IFT y son transportadas hacia el sitio de ensamblaje en el extremo
distal de la cilia. Una vez alli, las proteinas precursoras son “descargadas” y las particulas
IFT “vacias” se asocian con productos de degradacién que seran transportados de

manera retdgrada por la dineina citoplasmatica 2, para su reciclaje en la base de la cilia

(Figura 5; Qin, 2004).
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Figura 5_Transporte intraflagelar (IFT).

A) Esquema donde se representan los complejos A y B de las particulas IFT, los
motores moleculares Quinesina 2 y Dineina citoplasmatica 2 y proteinas
transportadas hacia dentro y fuera de la cilia. B) Microscopia electrénica de una
seccion longitudinal del flagelo de Chlamydomonas, donde se visualizan las
particulas IFT (cabeza de flecha) en estrecha asociacién con los dobletes externos
de microtubulos (MT) y la membrana flagelar.

Adaptado de: Ishikawa & Marshall, NatRevMolCellBiol 2011;12(4):222-34 'y

Rosenbaum & Witman, NatRevMolCellBiol. 2002;(11):813-25.
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Las particulas IFT consisten de dos complejos diferentes, llamados IFT-A e IFT-B, que

contienen 6y 14 proteinas cada uno, respectivamente (Tabla 1; Taschner, 2012).

A partir del andlisis funcional de proteinas IFT individuales se demostré que los complejos
IFT-A e IFT-B no solo representan entidades bioquimicas distintas, sino que también
funcionan en diferentes aspectos del proceso de IFT. Las mutaciones en proteinas de IFT-
B llevan a la ausencia de cilias o a la formacidon de cilias extremadamente cortas
(Brazelton, 2001; Hou, 2007; Pazour, 2000), fenotipos similares a lo que se observa en los
mutantes de quinesina 2 (Matsuura, 2002; Walther, 1994). Por otra parte, defectos en IFT-
A resulta en cilias malformadas con prominentes engrosamientos o “bultos”
conteniendo acimulos de proteinas IFT (lomini, 2009; Piperno, 1998), fendmeno también
observado en presencia de mutaciones en la dineina citoplasmatica 2 (Pazour, 1999;
Pazour, 1998; Porter, 1999; Schafer, 2003). Es asi como el conjunto de estos hallazgos
demostraron que los complejos IFT-B e IFT-A estan especificamente involucrados en el

transporte anterégrado y retrégrado, respectivamente.

Sumado a su rol critico en la formacién y mantenimiento de las cilias, las proteinas IFT
también se expresan en células no ciliadas y en los ultimos afios han sido implicadas en
procesos tan diversos como en exocitosis y trafico de vesiculas, en la mitosis y en la
formacidén de la sinapsis inmunitaria entre los linfocitos T y las células presentadoras de

antigenos (Follit, 2006; Follit, 2008; Robert, 2007; Delaval; Finetti, 2009).
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Tabla 1_Componentes del transporte intraflagelar.
Se indican los nombres de las proteinas de los complejos IFT-A e IFT-B y de las

proteinas motoras en distintas especies. Adaptado de: Ishikawa & Marshall, 2011.



Componente Nombre mas usado  Chlamydomonas Caenorhabditis Homo sapiens Otras
del sistema IFT reinhardtii elegans especies

Quinesina2  |Homodimerica |- |OSM3,KLP-2 |KIF17

Complejo IFT-A IFT144 IFT144 DYF-2 WDR19
IFT140 IFT140 CHE-11 IFT140
IFT139 IFT139 ZK328.7 THM1, TTC21B
IFT122, IFT122A IFT122, FAP80 DAF-10 IFT122, WDR10
IFT121, IFT122B IFT121 IFTA-1 WDR35
IFT43 IFT43 - IFT43, C140rf179

Adaptador complejo IFT-A| ~ JTLPt  |TUB4  |TULP3 ]




Mecanismos de transporte hacia la cilia y secuencias senal

En los dltimos afios, importantes avances se han hecho en determinar cdmo es el
proceso de transporte de proteinas hacia la cilia y sus mecanismos de regulacién. Sin
embargo se estd lejos de poder formular mecanismos generales para todas las proteinas
que componen las cilias y definir si estos mecanismos son comunes a todos los tipos de
células ciliadas presentes en un organismo. A pesar de que existe escasa evidencia, el
modelo actual plantea que en el caso de proteinas de membrana éstas son sintetizadas
en el reticulo endopldsmico rugoso, pasan luego al aparato de Golgi y finalmente son
transportadas en vesiculas derivadas del trans-Golgi hacia la zona de transicion en la base
de la cilia. Una vez alli estas vesiculas se asocian con componentes del sistema IFT
(Deane, 2001), se fusionan a la membrana adyacente a la zona de transiciéon y son
translocadas hacia el interior de las cilias por las particulas IFT. En apoyo a este modelo se
ha demostrado que el espacio entre las fibras de transicién en la base de las cilias no
permite el pasaje de particulas mayores a 60 nm (Anderson, 1972), lo que implicaria que
las vesiculas estarian impedidas de entrar al compartimento ciliar y también explicaria el
por qué no se observan estructuras vesiculares dentro de las cilias (Boquist, 1970; Reese,
1965). De ser asi, esto determinaria que esta zona funcione de manera similar a un poro
nuclear, siendo el sitio donde se clasifican y transportan las proteinas hacia el interior de
las cilias. La idea de un poro ciliar, andlogo al poro nuclear, ha sido formulada
recientemente (Satir & Christensen, 2007) y se basa en reportes que demostraron la
interaccidon, a través de secuencias de localizacidn nuclear, entre proteinas ciliares y el
complejo Importina $2/RanGTP en la base de las cilias (Dishinger, 2010; Hurd, 2011). En
apoyo a esta propuesta, recientemente se ha demostrado la participacion de

nucleoporinas en el transporte de proteinas hacia el interior de las cilias (Kee, 2012).

Para el caso de proteinas solubles, Baldari & Rosenbaum han propuesto recientemente
que éstas también entrarian a las cilias por un mecanismo similar (Baldari & Rosenbaum,
2010). El modelo plantea que las proteinas destinadas al interior de la cilia, serian

sintetizadas en el citoplasma y luego serian transportadas hacia la zona de transicién en
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la base de la cilia, donde se asociarian con particulas IFT o con proteinas de membrana

presentes en vesiculas que estan siendo transportadas hacia el interior de las cilias.

En apoyo a ambos modelos se ha determinado que algunas proteinas IFT podrian estar
también involucradas en el transporte intracelular hacia la base de la cilia y mediar en
este proceso. En las células de mamifero, todas las proteinas IFT, con la excepcidn de
IFT20, se localizan principalmente en la cilia y en la base de la misma. IFT20 es una
proteina IFT atipica, ya que se la puede detectar tanto en la cilia, como en el centrosoma
y en el aparato de Golgi (Follit, 2006). En el trabajo de Follit y colaboradores, utilizando
una proteina quimera IFT20-GFP observaron un movimiento activo de la proteina entre
esos compartimentos. A partir de esos resultados, junto con otras evidencias de
reduccidon parcial o total de la expresion de IFT20, se planted que esta proteina
funcionaria en el aparato de Golgi ensamblando a las proteinas destinadas a la membrana
ciliar en vesiculas de transporte especificas o bien en el envio de estas vesiculas, una vez
formadas, a la base de la cilia (Follit, 2006). Posteriormente buscando proteinas que
interactdan con IFT20, se caracterizd a la proteina Elipsa la cual interactda con la proteina
reguladora de la endocitosis Rabaptin 5 y con la pequefia GTPasa Rab8 quien presenta
localizacidn ciliar. De este modo Elipsa actuaria uniendo al sistema IFT con complejos de

proteinas que son transportados hacia la cilia (Figura 6; Omori, 2008).

Sumado al sistema IFT se han caracterizado otros grupos de proteinas que también
participarian en el proceso de transporte hacia la cilia. Un ejemplo son las proteinas
polarity, las cuales son proteinas implicadas en la formacidn y mantenimiento de la
polaridad epitelial, de las cuales se ha determinado recientemente su localizacion ciliar y
su participacién en el proceso de ciliogénesis a través de su interaccién con importina
(Sfakianos, 2007; Fan, 2007). Otro grupo de proteinas identificadas son las pequefas
GTPasas de las subfamilias Rab, Arf y Arl. Deretic y colaboradores (2006), estudiando los
fotorreceptores identificaron una cascada de pequefias GTPasas que regulan y participan
en la gemacion desde el aparato de Golgi de vesiculas conteniendo rodopsina y la
posterior fusidn de las mismas en la base de la cilia conectora. Otro grupo de proteinas
identificadas en el proceso de transporte hacia la cilia son las proteinas BBS cuyas
funciones serdn discutidas en siguientes secciones (ver seccién “Funcidén de las proteinas

BBS”).
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Cabe mencionar que también existen evidencias de que ciertas proteinas podrian ser
enviadas a las cilias por un mecanismo diferente al antes mencionado. Tal es el caso de
las proteinas de membrana aglutininas flagelares y Smoothened, para las cuales se ha
determinado que su transporte a la membrana ciliar implica primero un mecanismo de
insercion en la membrana plasmatica y posteriormente un movimiento lateral hacia la
membrana ciliar. Aun no se entiende cdmo estas proteinas son capaces de atravesar la
red proteica de la zona de transicién (Hunnicutt, 1990; Milenkovic, 2009). Recientemente
también se ha reportado que algunas proteinas pueden ser especificamente excluidas de
la membrana ciliar por medio de su interaccidon con proteinas accesorias de la familia
NHERF (del inglés Na+/H+ exchanger 3 regulator factor) que las anclan al citoesqueleto de
actina. Esta exclusidn estaria mediada por “secuencias de retencidn” responsables de la

interaccién con las proteinas NHERF (Francis, 2011).

En resumen, y a pesar de lo parcial de la informacién disponible, puede considerarse que
en las células coexisten mas de un mecanismo que determina la compartimentalizacion
del dominio ciliar, y estos mecanismos implicarian procesos de exocitosis dirigida,

difusién lateral y retencién selectiva (Nachury, 2010).
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Figura 6_ Transporte intraflagelar y envio de proteinas hacia las cilias.
Las proteinas destinadas al compartimento ciliar son transportadas en vesiculas
derivadas del Golgi hacia la base de la cilia donde se asocian con las particulas IFT

para ingresar a la cilia. Adaptado de: Pedersen & Rosenbaum, 2008.
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Secuencias senal

Las proteinas que se localizan en un organelo particular generalmente contienen
secuencias en cis que sirven como “marca” para dirigirlas hacia ese organelo. Es por esto
que se ha hecho mucho esfuerzo en determinar posibles secuencias que definen una
localizacion ciliar (CTS, del inglés ciliary targeting signals). Sin embargo todavia se conoce
muy poco y la mayor parte de la informacién disponible proviene de estudios realizados
con proteinas ciliares transmembrana y parece aplicarse solo a casos particulares
(Nachury, 2010). El CTS mejor caracterizado es el motivo VxPx el cual estd presente en la
policistina 2 (Geng, 2006), en los canales activados por nucleétidos ciclicos (Jenkins,
2006) y en la rodopsina (Tam, 2000; Mazelova, 2009). Otro CTS identificado es el motivo
“caja AQ” presente en algunos receptores acoplados a proteina G que han sido
identificados en la membrana ciliar, tal como el receptor 3 de somatostatina (SSTR3), el
receptor 6 de serotonina (5HT6) y el receptor 1 de la hormona concentradora de
melanocortina (MCHR1; Berbari, 2008). Sin embargo, existe menos informacién acerca de
qué CTS utilizan las proteinas solubles para ser dirigidas a las cilias. Por medio del estudio
de la proteina cistina se identificd un motivo AXEGG que junto con la miristilacién de la
Gly2 dirigen la proteina a la cilia (Tao, 2009). Es interesante que una modificacién post
traduccional (miristilacion o palmitilacién) también ha sido involucrada en la localizacién
ciliar de otras proteinas, tal es el caso de calflagina en Trypanosoma cruzi (Godsel &
Engman, 1999) o NPHP3 en células de ratdn (Nakata, 2012). Se ha planteado que este tipo
de modificacidn conduciria a las proteinas a balsas lipidicas, lo cual es coherente con la
observacién de que la membrana ciliar esta enriquecida en componentes tipicos de las
balsas lipidicas (Janich & Corbeil, 2007). Ademas, también concuerda con resultados de
andlisis protedmicos de Chlamydomonas que han mostrado multiples proteinas
miristiladas en el flagelo, sugiriendo que la asociacién de proteinas con balsas lipidicas

puede ser un pre-requisito para el ingreso a la cilia (Diniz, 2012).
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Funciones asociadas con las cilias

Como se menciond previamente, el concepto actual plantea que la funcién principal de
las cilias es actuar como ‘“antenas sensoras” del espacio extracelular y desencadenar
diversas respuestas celulares. La capacidad de movimiento se considera que puede haber
sido o0 no una adquisicion evolutiva posterior, que les permite a las cilias mdviles sumar
funciones extrasensoriales (Carvalho-Santos, 2011; Satir, 2008; Bloodgood, 2010). Por
cuestiones histdricas, a continuacién se describirdn primero las funciones que han sido
asociadas con las cilias mdviles y posteriormente las funciones de las cilias primarias (no

mdaviles).
Funciones asociadas con el movimiento de las cilias

La importancia fisiolégica de las cilias mdviles en humanos ha sido clara desde mediados
de 1970 cuando Bjorn Afzelius asocid los fenotipos presentes en pacientes portadores del
sindrome de Kartagener, con defectos en el movimiento de las cilias. Este sindrome
humano habia sido definido por el médico polaco Manes Kartagener en 1933 como un
sindrome que presenta la combinacién de bronquiectasia (un tipo de obstruccién
pulmonar crénica) con sinusitis crénica, esterilidad, hidrocefalia y reversiéon corporal de la
asimetria derecha-izquierda (situs inversus). Azfelius determind que las cilias mdviles de
estos pacientes no presentan los brazos de dineina, lo que determina que no tengan la
capacidad de generar movimiento (Camner, 1975; Afzelius, 1976). Actualmente se
conocen un gran numero de mutaciones que son las causantes de estos fenotipos y se ha
determinado que todas ellas estdn asociadas con genes que codifican para proteinas
involucradas en la maquinaria que genera el movimiento ciliar. Un ejemplo son las
mutaciones en los genes de las cadenas intermedias y pesadas de la dineina, tales como
DNAI1, DNAH5 y DNAH11 (Pennarun, 1999; Olbrich, 2002), las cuales han sido detectadas en
pacientes con este sindrome y con el sindrome de disquinesia ciliar primaria (PCD, del
inglés primary cilia dyskinesia), el cual se diferencia con el sindrome de Kartagener en que

los pacientes no presentan situs inversus.

Mientras que las alteraciones en el aparato respiratorio y la infertilidad eran
consecuencias esperadas de la inmotilidad ciliar, explicar las alteraciones de la asimetria

corporal que se observaba en estos pacientes fue mas dificil. Sin embargo, la descripcidn
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en 1998 por Nonaka y colaboradores de la presencia de un tipo de cilias primarias mdviles
en el nodo embrionario de ratén, permitid entender esta alteracidn. En ese trabajo
demostraron que el nodo embrionario presenta un tipo de cilia 9+0 mdvil, la cual es
capaz de generar un tipo de movimiento de vértice que determina un flujo del fluido
extraembrionario que recubre al nodo, con una direccion de derecha a izquierda
(Nonaka, 1998; Nonaka, 2002). Existen dos modelos para explicar cémo el fluido
extraembrionario determina el quiebre de la simetria derecha-izquierda, pero ninguno es
capaz de explicar por si solo todo el mecanismo (Figura 7). Un modelo plantea que el
flujo hacia la izquierda es sensado por cilias mecanosensoras presentes en el lado
izquierdo del nodo, las cuales responden al flujo desencadenando una cascada de
sefializacién mediada por Ca*" que se traduce en una expresién diferencial de los genes
Nodal y Lefty en el lado izquierdo del embrién. En apoyo a este modelo, se ha
demostrado que existen dos tipos de cilias primarias en el nodo embrionario (McGrath,
2003). Por un lado, un grupo de cilias localizadas en el centro que serian las responsables
de “moverse” y generar el flujo, y por otro lado un grupo de cilias primarias no mdviles
que serian quienes sensan el estimulo mecanico y desencadenan la respuesta celular.
Recientemente se demostré que la localizacién ciliar del canal de Ca** policistina 2 es
requerido para sensar el flujo de fluido extraembrionario y determinar una correcta

asimetria derecha-izquierda (Yoshiba, 2012).

El otro modelo se basa en que el movimiento del fluido extraembrionario genera un
gradiente de morfégenos que iniciaria la cascada de especificacion de la asimetria
derecha-izquierda. Interesantemente, ha sido reportado que la via de sefalizacién del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF del inglés fibroblast growth factor) puede
regular la liberacién de particulas membranosas, denominadas paquetes vesiculares
nodales (NVPs del inglés nodal vesicular parcels) que contienen ligandos de vias de
sefializacidn que han sido asociadas con las cilias, como ser la via de Sonic hedgehog y del
acido retinoico (ver seccion “Funcién sensorial de las cilias primarias’). Estas NVPs serian
transportadas por el flujo en el nodo y se plantea que liberarian su contenido en la zona
izquierda del nodo para iniciar asi la expresién de Nodal y Lefty (Tanaka, 2005). A pesar de
que el mecanismo exacto no se conoce, la relacidon directa entre el movimiento de las

cilias del nodo y la especificacion de los ejes del embridn esta muy bien establecida.
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Posteriormente varios estudios en diversos embriones de vertebrados demostraron que
el mecanismo de “flujo en el nodo” es un mecanismo conservado evolutivamente y que
existe una estructura similar al nodo embrionario de ratén en casi todos los vertebrados.
Es asi como se caracterizé a un grupo de células en la vesicula de Kupffer en el pez cebra,
en el piso de la placa del gastrocele en xenopus y en la notocorda posterior en conejos,
que son esenciales para el desarrollo de la asimetria derecha-izquierda (Pagan-Westphal
& Tabin, 1998; Essner, 2005; Kramer-Zucker, 2005; Schweickert, 2007; Blum, 2007). Se ha
demostrado que todas estas estructuras expresan homdlogos de proteinas y factores de
crecimiento claves para este proceso, asi como comparten la particularidad de presentar,
en todos los casos, cilias primarias mdviles inusualmente largas. Cabe mencionar que una
excepcion a este modelo podria ocurrir en los embriones de pollo, los cuales a pesar de
que también presentan una estructura ciliada similar al nodo (llamada nodo de Hensen)
podria no ser el movimiento de esas cilias las responsables de la especificacion derecha-
izquierda (Gros, 2009). A pesar de las diferencias que puedan existir, todo parece indicar
que casi todos los vertebrados presentan un “centro de asimetria derecha-izquierda” en

el cual las cilias juegan un rol en la determinacidn de los ejes corporales.
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Figura 7_Modelos para explicar la participacion de las cilias del nodo embrionario
en la generacién de la asimetria corporal derecha-izquierda.

A) Modelo de presencia de dos tipos de cilias (primarias y mdviles) distribuidas
diferencialmente dentro del nodo. B) Modelo de paquetes vesiculares nodales

(NVPs) conteniendo morfégenos. Adaptado de: Fliegauf, 2007.
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La hidrocefalia es otro fenotipo que ha sido asociada con alteraciones en la funcién de las
cilias mdviles y clinicamente se la define como una expansién de los ventriculos del
cerebro. Las células ependimales que tapizan los ventriculos del cerebro presentan cilias
moviles 9+2 (Dalen, 1971), las cuales se mueven de manera sincronizada para mover el
liquido cefalorraquideo a través del sistema ventricular. El mecanismo exacto por el cual
la perdida del movimiento ciliar desencadena la aparicién de hidrocefalia no se conoce en
completo detalle. Sin embargo, basandose en modelos animales se ha planteado que la
hidrocefalia puede ser causada principalmente por dos mecanismos. Por un lado, la
presencia de mutaciones en proteinas de la maquinaria de movimiento de las cilias
provocaria la inmotilidad de las cilias de las células ependimales. Esto determinaria una
alteracion del flujo del liquido cefalorraquideo, provocando una excesiva acumulacién de
liquido y una expansion de los ventriculos, y la consecuente alteracién del acueducto que
conecta los ventriculos entre si. Esto ha sido observado en ratones con mutaciones en las
cadenas intermedias y pesada de la dineina (tales como Dnai1, Dnahcs5 o Dnah11), en
proteinas del axonema (SPAG6 e Hidina) o en proteinas involucradas en ciliogénesis
(IFT88 y FOXJ1; Pennarun, 1999; Ibanez-Tallon, 2004; Sapiro, 2002; Davy & Robinson,
2003; Banizs, 2005; Chen, 1998). Otra posibilidad es que la hidrocefalia sea consecuencia
de una produccién aumentada de liquido cefalorraquideo. Este mecanismo fue
propuesto estudiando la linea de ratén orpk (del inglés Oak Ridge polycystic kidney), la
cual presenta una mutacion en el gen Tg737, el cual es el gen ortdlogo en ratdn de la
proteina implicada en el transporte intraflagelar, IFT88, de Chlamydomonas (Yoder, 1995;
Pazour, 2000). En estos ratones se determind que la aparicién de hidrocefalia comienza
en el dia 1 postnatal y que la alteraciéon del movimiento ciliar y del flujo del liquido
cefalorraquideo no serian los factores desencadenantes de la hidrocefalia. Sin embargo,
se planted que el defecto ciliar provoca una alteracion del epitelio del plexo coroideo, el
cual es el responsable de la produccién del liquido cefalorraquideo (Banizs, 2005).
Posteriormente se observd que la alteracidon de estas cilias provoca un aumento de los
niveles de AMPc, una alteracidon en la actividad de los transportadores de iones, una
modificacion del pH intracelular y cambios en la composicidn del liquido cefalorraquideo
secretado (Banizs, 2007). Estos hallazgos llevaron a postular que el factor

desencadenante de la hidrocefalia puede ser un exceso en la produccién de liquido
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cefalorraquideo, y que la alteracién en el flujo y el bloqueo del acueducto provocarian el

desarrollo de una hidrocefalia mas severa en etapas posteriores.

Interesantemente, han surgido reportes que plantean la participacion de las cilias no
moviles en la etiologia de la hidrocefalia. Recientemente, Carter y colaboradores
reportaron que una poblacion de células progenitoras neuronales de la region
periventricular responden a los factores de crecimiento NG2 (del inglés chondroitin
sulfate proteoglycan) y PDGRF-a (del inglés platelet-derived growth factor receptor o) a
través de las cilias primarias. En ese trabajo plantearon que la activacidon de estas vias
conduciria a la sobrevida y proliferacion de las células progenitoras neuronales, lo cual es
requerido para un correcto desarrollo del sistema ventricular. En este sentido, la ausencia
o alteracién de las cilias primarias determinaria una reduccién de la proliferacién y un
aumento de la apoptosis de éstas células, desencadenando el desarrollo de Ia
hidrocefalia como consecuencia de las alteraciones del desarrollo de los ventriculos

(Carter, 2012).
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Funcién sensorial de las cilias primarias: vias de senalizacién intracelular

Como se menciond previamente, la funcidn principal de las cilias primarias estd asociada
con su capacidad de actuar como sensores del espacio extracelular y de actuar como
“centros integradores” de informacidn proveniente del entorno. Se cree que la
concentracion de la maquinaria de transduccion de sefales en un espacio pequefio y bien
definido, promueve una forma eficiente y rdpida para interactuar y modificar proteinas

de sefalizacidn en respuesta a una sefial.

A continuacion se describen brevemente algunas de las vias de sefializacién intracelular
en las que se ha demostrado que las cilias primarias juegan un papel central y que son
relevantes para los resultados de esta tesis. Como se vera a continuacion el uso de
modelos animales (principalmente ratén y pez cebra) fue extremadamente importante
ya que permitid realizar asociaciones entre mutaciones en proteinas asociadas con las

cilias y fenotipos relacionados con una alteracién de cada una de las vias estudiadas.

Via de Hedgehog

La via de Hedgehog (Hh) es una via de sefalizacién intracelular que regula la
morfogénesis, y el crecimiento de los érganos y tejidos. Fue descrita y caracterizada por
primera vez en Drosophila (Nusslein-Volhard & Wieschaus, 1980) y posteriormente se
determind que es una via conservada tanto en los invertebrados como en los
vertebrados. En los mamiferos, la via de Hh comprende una familia de lipoproteinas de
secrecion formada por Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (lhh) y Desert hedgehog
(Dhh). Shh es un importante regulador del desarrollo embrionario asi como de la
homeostasis postnatal. Su rol mas estudiado ha sido en la especificacién del tubo neural
y en el desarrollo de las extremidades. Ihh y Dhh participan en el desarrollo de los huesos

y en la espermatogénesis, respectivamente (Eggenschwiler & Anderson, 2007).

La sefializacion por Hh comienza cuando uno de los ligandos se une a su receptor,
[lamado Patched (Ptc), el cual es un receptor atipico ya que su actividad es requerida para
mantener a la via apagada en ausencia de ligando. La funcién de Ptc consiste en inhibir la

funcién de Smoothened (Smo), una proteina transmembrana que es un mediador
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positivo central en la sefializacién por Hh (Figura 8). Tras la unién de Shh, el receptor
patch1 (Ptc1) se inactiva, y esto libera a Smo quien una vez liberada regula la actividad de
tres factores de transcripcion de la familia Gli, llamados Gli1, Gli2 y Gli3. Estos factores
pueden actuar como represores o activadores transcripcionales. Al activarse la via, Smo
bloquea tanto la degradacién de Gli2 como el procesamiento de Gli3 hacia su forma
represora (Gli3R). Esto permite que sean translocados al nticleo y actiien como fuertes
activadores de muchos genes diana (Varjosalo & Taipale, 2008). Aunque no se
comprende completamente el mecanismo, se ha determinado que la localizacion
subcelular de los diferentes componentes de la via es importante para su actividad y que
la cilia primaria y el transporte intraflagelar son componentes claves en este proceso. La
primera asociacion entre la cilia primaria y la via de Shh fue a partir de un ensayo de
generacion de ratones mutantes, en el cual se buscaba defectos en el tubo neural
(Huangfu, 2003). De ese ensayo surgieron dos mutantes, llamados wimple (wim) y flexo
(fxo), que presentaban defectos caracteristicos de la via Shh, tales como alteraciones del
cierre del tubo neural y anomalias en el cerebro y en las extremidades. Curiosamente, se
demostré que los fenotipos wim y fxo, eran causados por una mutacién en el gen de
IFT172 e IFT88, respectivamente (Huangfu, 2003). Este trabajo demostrd por primera vez
que el transporte intraflagelar es requerido para la correcta sefializacidon por Shh'y puso a
la cilia primaria en el foco de estudio de esta via. Fue asi como trabajos posteriores
demostraron que luego de la activacién por Shh, la proteina Smo es translocada hacia la
cilia y que esta localizacidn es esencial para su actividad (ver Figura 8; Corbit, 2005;
Aanstad, 2009). También se demostrd que Ptc1 se localiza en la cilia e inhibe la actividad
de Smo al evitar su acumulacién en el compartimento ciliar. La unién de Shh determina
que Ptc1 sea translocado fuera de la cilia y Smo sea capaz de entrar, en un proceso
dependiente de las B-arrestinas y Kif3a (Rohatgi, 2007; Kovacs, 2008). Conjuntamente
también se demostré que Gli1, Gli2 y Gli3 se localizan en las cilias y que la pérdida de IFT88
conduce a una alteracién del procesamiento de Gli2 y Gli3 (Haycraft, 2005). El conjunto de
estos resultados demostraron que la ciliogénesis y la correcta funcidn ciliar, parecen ser
criticos para mantener una correcta sefializacion por Hh. Esto fue enfatizado usando
diversos modelos animales con mutaciones en proteinas del IFT, los cuales se
caracterizan por presentar severas anormalidades del desarrollo, atribuibles todas a

defectos en la via Shh (Eggenschwiler & Anderson, 2007). Brevemente, mutaciones en
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IFT139, mutada en el ratdn alien (aln), da como resultado cilias primarias anormales y una
sobre-activacién de la via Shh (Tran, 2008). Otro ejemplo son mutaciones en la proteina
motora Dnchc2 y en la proteina del cuerpo basal Ftm1, que resultan en un incorrecto
procesamiento de Gli3 y en animales con defectos en el tubo neural, en la asimetria
derecha-izquierda y en las extremidades (Vierkotten, 2007). Usando ratones mutantes
condicionales, también ha sido demostrado que la reduccién de Kif3a en los miembros en
desarrollo provoca defectos en la sefializacidon por Shh e lhh, lo que resulta en polidactilia
y en alteracione