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AC    Adenilato ciclasa
AKAP    A Kinase Anchoring Protein
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Ci   Cubitus Interruptus
CKI   Casein Kinase I
Cos2   Costal 2
C-PKA   Subunidad catalítica de PKA
DBA   Dibutiril AMPc
FRET   Förster/Fluorescence Resonanse Emission Transference
FSK   Forskolin 
Gli   Glioma asociated oncogene
GPCR   G protein Coupled Receptor
GSK3β   Glycogen Synthase Kinase 3 beta
GTPasa  Actividad de hidrólisis de GTP
Hh   Hedgehog
IFT   Intraflagelar Transport
Kif3A   Kinesin intraflagelar 3A
Kif3B   Kinesin intraflagelar 3B
MAPK   Mitogen-Activated Protein Kinase
MEFs   Mouse Embryonic Fibroblasts 
N-Myc   Avian myelocytomatosis viral related concogene   
   neuroblastoma derived
PDE   Phosphodiesterase
PI3K   Phosphoinositide 3 Kinase
PLC   Phospholipase C
PKA   Protein Kinase A
pCREB  Phosfo-CREB (cAMP Response Element-Binding) 
PNGCs   Progenitores neuronales de células granulares de cerebelo
Ptc(h)   Receptor Patched (humano)
PTX   Pertussis Toxin
RII-PKA  Subunidad reguladora tipo II de PKA 
Shh   Sonic Hedgehog
Smo   Smoothened
Sufu     Supressor of Fused
TEM     Transmission Electron Microscopy (microscopía   
   electrónica de transmisión)
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El cerebelo (del latín cerebellum, o cerebro 
pequeño) es la región del cerebro que poseen 
los vertebrados y cuya función es la de 
integrar las vías sensitivas y motoras. Es un 
órgano único y su tamaño depende del grado 
evolutivo de la especie. En humanos se ubica 
en la porción posterior de la cabeza, sobre el 
tronco encefálico. Presenta una porción central 
e impar, el vermis, y otras dos porciones 
mayores que se extienden a ambos lados, los 
hemisferios (Figura 1). Se apoya en tres pares 
de pedúnculos cerebelosos (superior, medio y 
inferior), que lo unen con el resto del cerebro. 
Existen una gran cantidad de haces nerviosos 
que conectan el cerebelo con otras estructuras 
encefálicas y con la médula espinal.

FIGURA 1. A Visión lateral (izquierda) y corte sagital (derecha) del cerebro humano en el que se puede observar el cerebelo en 

color rosado. B visión dorsal (izquierda) y ventral (derecha) del cerebelo.

En mamíferos, el aumento de superficie de 
la corteza cerebelar provoca la formación de 
unos plegamientos que, en los primates, se 
llega a expandir hacia los lados formando los 
hemisferios. Alcanza el máximo desarrollo en 
el hombre, y aunque sólo representa el 10% 
del volumen encefálico, contiene el 50% de 
las neuronas totales. 

En el cerebelo maduro de humanos, los 
plegamientos de la corteza cerebelosa generan 
un gran número de fisuras transversales, dos 
de las cuales son más profundas y permiten 
delimitar morfológicamente el cerebelo en tres 
lóbulos principales: el lóbulo anterior, situado 
en la parte más rostral; el lóbulo posterior, que 
se separa del anterior por la fisura primaria; y 
el lóbulo floculonodular, que ocupa la posición 
más caudal y que se separa del posterior por la 
fisura posterior (Figura 2) (Martin J.H, 2003). 
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FIGURA 2. Cerebelo desarrollado en el que se distinguen las diferentes fisuras y los lóbulos que éstas determinan. Se pueden 

observar, además, las regiones funcionales y filogenéticamente distinguibles.

Se pueden distinguir en el cerebelo tres áreas 
diferentes dependiendo de la función que 
realizan y de las conexiones que establecen. 
El vestibulocerebelo se corresponde con el 
lóbulo floculonodular y recibe aferencias 
de la corteza visual y de los canales 
semicirculares del sistema vestibular y 
controla, por tanto, los movimientos oculares 
y el equilibrio corporal. El espinocerebelo 
se sitúa en la banda vermiana y las bandas 
paravermianas de la corteza cerebelosa 
y modula la actividad de las vías motoras 
aferentes que parten de la corteza cerebral 
y del tronco del encéfalo hacia la médula 
espinal, controlando así los movimientos de 
las extremidades y del tronco. Por último, 
el cerebrocerebelo, que se sitúa en la 

zona lateral de la corteza (en los hemisferios 
cerebelosos), participa en algunas funciones 
cognitivas  (como la percepción espacial, el 
procesamiento lingüístico y  la modulación 
de las emociones), el aprendizaje motor y la 
planificación general de actividades motoras 
secuenciadas (Figura 2). 

Desde el punto de vista filogenético, el 
cerebelo puede dividirse en tres porciones, 
cada una de las cuales posee cierta identidad 
funcional. El arqueocerebelo es la parte de 
cerebelo evolutivamente más antigua y, en 
los vertebrados primitivos, se corresponde 
con el único folio presente. Se sitúa en 
el lóbulo floculonodular y tiene una gran 
correspondencia con el vestibulocerebelo.  
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El paleocerebelo es el siguiente paso evolutivo 
y tiene cierta correspondencia funcional con 
el espinocerebelo. La porción más moderna 
de todas, el neocerebelo, está formado por 
casi la totalidad del lóbulo posterior y se 
identifica con el cerebrocerebelo, ya que 
recibe aferencias principalmente de la corteza 
cerebral. El gran desarrollo que representa 
el neocerebelo en primates va en paralelo al 
desarrollo de la corteza cerebral.

La superficie del cerebelo se encuentra llena 
de fisuras y de surcos producidos por los 
plegamientos que le permiten aumentar su 
superficie total hasta unos 500 cm2. Debido a 
éstos, la visión del cerebelo en un corte sagital 
recuerda a un árbol, por lo que clásicamente se 
le llamó árbol de la vida o arbol vitae (Figura 
3A). En su interior, el cerebelo presenta una 
zona de sustancia blanca formada por haces 
axónicos de neuronas mielínicas rodeada por 
la corteza cerebelosa, una zona externa de 
sustancia gris formada por cuerpos neuronales 
y sus prolongaciones amielínicas. En el 
interior de la sustancia blanca se encuentran 
los cuatro pares de núcleos de sustancia 
gris, denomindados núcleos profundos. De 
mediales a laterales se distinguen: los núcleos 
fastigiales (conectados con el arqueocerebelo), 
los núcleos globosos y emboliformes (que 
reciben fibras del paleocerebelo) y los núcleos 
dentados (relacionados con el neocerebelo y 
conectados con la corteza cerebral). 

Una vez el órgano se desarrolla, la corteza 
adquiere una organización celular muy 
uniforme y con las neuronas dispuestas 
en capas bien definidas: la capa granular 

interna, la capa de las células de Purkinje 
y la capa molecular (de más interna a más 
externa) (Figura 3C). Esta organización es 
prácticamente idéntica en todos los vertebrados 
y hace que las conexiones nerviosas sean 
relativamente fáciles de estudiar (Haines D.E, 
2008).
La capa granular contiene unos 50.000 millones 
de somas de células granulares (Figura 
3B i). Éstas són neuronas glutamatérgicas 
(excitadoras) pequeñas, con escaso citoplasma 
y un núcleo que se tiñe intensamente y que 
le confiere a la capa la apariencia granulosa. 
Contienen de cuatro a seis dendritas cortas 
y un axón principal que parte hacia la capa 
más externa donde se bifurca y da lugar a 
las denominadas fibras paralelas que pueden 
alcanzar una longitud de hasta 2 o 3 mm. En 
ella también se encuentran las células de Golgi, 
GABAérgicas o inhibitorias, que contactan 
con las células granulares. El siguiente estrato 
se compone por una monocapa de células de 
Purkinje, también GABAérgicas y de tamaño 
superior a las granulares (Figura 3B ii). De la 
parte apical de su soma parte un grueso tronco 
dendrítico con múltiples ramificaciones que 
se extiende hacia la capa superior, la capa 
molecular. De la parte inferior del soma surge 
un único axón que proyecta hacia el interior y 
que llega a alcanzar la sustancia blanca y se 
dirige a los núcleos cerebelosos y vestibulares 
profundos. La capa molecular destaca por 
la escasa presencia de somas neuronales y 
por contener, en cambio, una gran cantidad 
de axones de las células granulares y de los 
árboles dendríticos de las células de Purkinje. 
A través de las fibras paralelas, cada célula 
granular puede contactar con unas 50 o 100 
células de Purkinje y éstas a su vez pueden 
recibir impulsos de unas 200.000 o 300.000 
fibras paralelas. En esta capa también se 
encuentran las células estrelladas, más 
externas, y las células en cesta (Figura 3B 
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FIGURA 3. Esquema de la corteza cerebelosa y las células que la componen. A. Corte sagital de un cerebelo con su apariencia 

de “arbol vitae”. En el interior se aprecia la sustancia blanca (color blanco) rodeada de la sustancia gris (de color rosa). B. Tipos de 

células que se encuentran en la corteza cerebelosa: i) células granulares de cerebelo (CGC); ii) células de Purkinje (CP); iii) células 

de Golgi; iv) Células en cesta; y v) células estrelladas. C. Detalle de un corte sagital de un cerebelo maduro donde se aprecian las 

tres capas de la corteza cerebelosa, las sinapsis activadoras o glutamatérgicas (+) y las inhibitorias o GABAérgicas (-). Las fibras 

amarillas representan a las fibras trepadoras mientras que las celestes corresponden a las musgosas.

iii, iv). Ambas son GABAérgicas y pueden 
contactar con las células granulares y con el 
árbol dendrítico de las células de Purkinje. 
Las células en cesto, como su nombre indica, 
recubren a sus células diana para inhibirlas en 
una estructura que recuerda a un cesto (Figura 
3C). 
La sustancia blanca cerebelosa, situada por 
debajo de la corteza, está compuesta por los 
astrocitos y los oligodendrocitos  productores 
de mielina junto con el conjunto total de 
fibras. Las diferentes partes del cerebelo se 
comunican entre sí por las fibras intrínsecas, 
mientras que se conecta con el resto del sistema 
nervioso a través de las fibras extrínsecas, que 

pueden ser eferentes o aferentes. Las primeras 
parten del cerebelo para controlar las vías 
motoras descendentes y se corresponden con 
los axones de las neuronas de Purkinje, las 
segundas provienen de otras partes del sistema 
nervioso y entran en el cerebelo a través de 
las vías motoras y sensitivas (a excepción 
de la olfactoria). Hay dos clases de fibras 
extrínsecas aferentes: las fibras musgosas 
y las trepadoras, ambas glutamatérgicas o 
excitadoras. Las fibras musgosas recogen 
información de prácticamente todo el 
sistema nervioso (los ganglios, los núcleos 
vestibulares, la médula espinal, la formación 
reticular, los núcleos del puente e incluso de la 
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corteza cerebral) y proyectan colateralmente 
a los núcleos profundos del cerebelo y hacia 
la corteza cerebelar, donde contactan con las 
células granulares y las células de Purkinje.  
Las fibras trepadoras provienen del núcleo 
olivar inferior y en su recorrido proyectan 
hacia los núcleos profundos, atraviesan la 
capa granular y alcanzan la siguiente capa, 
donde cada fibra se ramifica en torno al árbol 
dendrítico de las células Purkinje. Cada célula 
trepadora puede contactar con 5 o 10 células 
Purkinje y realizar unas 300 sinapsis por 
neurona.

Una vez la información llega a la corteza 
cerebelosa por las fibras aferentes ésta la 
procesa y, a través de sus vías intrínsecas, 
la envía a los núcleos profundos por medio 
de los axones de las células de Purkinje. La 
información será nuevamente procesada y 
podrá partir en dirección ascendente hacia el 
tálamo y la corteza cerebral, o en dirección 
descendente hacia la médula espinal. 

El circuito funcional del cerebelo está 
constituído por dos arcos, el principal o 
excitador, que pasa por los núcleos profundos, 
y otro secundario o inhibidor, que pasa por 
la corteza cerebelosa y que regula al arco 
principal. El arco principal o excitador se 
compone de las ramas colaterales de las fibras 
musgosas y trepadoras que excitan, mediante 
el neurotransmisor glutamato, a las neuronas 
de los núcleos profundos.  Desde éstos pueden 
enviarse, o bien señales inhibitorias al núcleo 
olivar inferior, o bien señales excitatorias 
a otros centros nerviosos. Todas ellas salen 
del cerebelo a través de los pedúnculos 
cerebelares. El arco secundario o inhibidor 
está constituído principalmente por las células 
de Purkinje, que ejercen su acción inhibitoria 
sobre los núcleos cerebelosos y vestibulares. 
En el árbol dendrítico de las células de Purkinje 

convergen a su vez señales excitatorias e 
inhibitorias. Las de tipo excitarorio provienen 
de la estimulación por contacto con las fibras 
trepadoras (estimulación directa) o por medio 
de las fibras musgosas que contactan con las 
células granulares que, mediante sus fibras 
paralelas, hacen sinapsis con las células de 
Purkinje (estimulación indirecta). Según el 
tipo de estímulo excitatorio, las células de 
Purkinje generarán un potencial de acción u 
otro. Este potencial está a su vez regulado por 
las señales inhibitorias que pueden provenir 
de forma indirecta desde las células de Golgi o 
por contacto directo con las células estrelladas 
y con las células en cesta. Éstas últimas son 
estimuladas a su vez por las fibras paralelas 
de las granulares, previamente activadas por 
las fibras musgosas. Mediante este circuito 
inhibidor se regula la actividad de las células 
de Purkinje por la acción directa de las fibras 
trepadoras. Las células de Golgi, en cambio, 
son estimuladas por las fibras paralelas de 
las granulares y por las fibras musgosas 
ejerciendo su efecto inhibidor sobre las 
dendritas de las propias granulares. Se genera 
así un circuito de retroalimentación negativa 
sobre las células granulares que regulará 
indirectamente la activación de las Purkinje. 
(Josep et al., 2004).

El cerebelo es una de las primeras estructuras 
del cerebro  humano que empieza a 
diferenciarse y una de las últimas en alcanzar 
su madurez. Su organización celular continúa 
cambiando hasta varios meses después del 
nacimiento. 
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Neurulación primaria

Al igual que la piel y el resto de estructuras 
del sistema nervioso central, el cerebelo 
deriva de la capa ectodérmica del disco 
germinativo trilaminar. El encéfalo se forma 
durante el desarrollo embrionario a partir 
de un engrosamiento de un grupo de células 
localizadas en el ectodermo dorsal y medial, 
que se denomina placa neural y que se 
extiende rostrocaudalmente en el embrión. 
Las partes más laterales de la placa neural se 
elevan en forma de pliegues y la parte más 
central se hunde formando una invaginación. 

FIGURA 4. Esquema del proceso de neurulacion primaria en un 

embrión humano. (imagen obtenida de internet: http: // webs. 

uvigo. es/ mmegias/ 2-organos-a/ guiada_o_a_01snc . php).

Aparición de las vesículas encefálicas

En las fases más tempranas del desarrollo 
embrionario, el tercio cefálico del tubo 
neural presenta tres dilataciones denominadas 
vesículas encefálicas primarias y que permiten 
dividirlo en tres segmentos distintos: el 
prosencéfalo o cerebro anterior, el mesencéfalo 
o cerebro medio, y el romboencéfalo o cerebro 

posterior, que se continúa con la médula espinal 
hacia porciones más caudales del embrión.
En humanos, alrededor de la quinta semana 
del desarrollo embrionario, se aprecian cuatro 
vesículas encefálicas secundarias que aparecen 
por división de las primarias: el telencéfalo y 
el diencéfalo (derivados del prosencéfalo), el 
metencéfalo y el mielencéfalo (derivados del 
romboencéfalo), compartimentos cerebrales 
que se encuentran en todos los vertebrados. 
El metencéfalo (la porción más cefálica) dará 
lugar al cerebelo y al puente o protuberancia, 
mientras que del mielencéfalo se originará la 
médula oblongada, más comúnmente conocida 
como bulbo raquídeo. El límite entre estas 
dos porciones está marcado por la curvatura 
protuberencial o póntica.

Delimitación entre mesencéfalo y 
metencéfalo

Tanto el mesencéfalo como el metencéfalo 
contribuyen en el desarrollo del cerebelo y su 
delimitación es crítica para que el desarrollo 
se dé correctamente. El límite se establece 
por el patrón de expresión de dos genes que 
se inhiben recíprocamente:  Otx2 -que se 
expresa en el prosencéfalo y el mesencéfalo-  
y Gbx2 - que se expresa en la parte más 
rostral del romboencéfalo (Li et al., 2001). La 
supresión de Otx2 en ratón evita la formación 
del mesencéfalo y produce una extensión 
anómala del metencéfalo que da lugar a 
una hiperplasia del cerebelo. La deleción de 
Gbx2, por el contrario, tiene un efecto opuesto 
y evita la formación del cerebelo en el ratón 
mutante (Acampora et al., 2001). En la zona 
fronteriza empiezan a secretarse los factores 
FGFs (Fibroblast Growth Factor) y Wnt 
(Wingless), necesarios para la delimitación, la 
diferenciación y el modelaje de ambas zonas 
(Hidalgo-Sanchez et al., 1999).

Conforme avanza el desarrollo, los pliegues 
elevados se acercan y se fusionan formando 
un tubo cerrado, denominado tubo neural, y 
que queda en el interior del embrión.
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FIGURA 5. Esquema representativo de las vesículas encefálicas primarias (A) y secundarias (B) del desarrollo embrionario. Visión 

dorsal de las mismas (arriba), y su correspondiente visión lateral en el embrión (debajo).

Formación de los labios rómbicos

Conforme avanza el desarrollo, en el 
neuroepitelio del tubo neural se produce una 
fase de proliferación que da lugar a las tres 
capas características: la capa neuroepitelial, 
la capa del manto y la capa marginal (de más 
profunda a superficial). Al final de la cuarta 
semana de gestación empiezan a agregarse 
las neuronas del tubo neural en desarrollo y, 
en consecuencia, se forman dos columnas 
celulares: las placas alares (dorsales) y 
placas basales (ventrales), separadas dorsal y 
ventralmente por estrechamientos agudos del 
tejido neural, denominados placa del techo y 
placa del suelo, respectivamente.
En la novena semana de desarrollo aparece 
una apertura en la zona dorsal de las paredes 
del romboencéfalo que hace que la placa del 

FIGURA 6. Esquema de las diferentes partes del tubo neural 

en la cuarta semana de desarrollo. Las placas alares y la 

placa del techo están en posición dorsal y las placas basales 

y la placa del suelo se sitúan en posición ventral. Se pueden 

observar también las diferentes capas que componen el tubo 

neural en esta etapa.
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techo se ensanche en forma de membrana 
transparente y que recubra el denominado 
canal neural romboencefálico (futuro cuarto 
ventrículo). En este punto, las porciones 
dorsolaterales de las placas alares del 
romboencéfalo se incurvan para formar los 
denomindados labios rómbicos (Figura 7). 
En su porción caudal los labios rómbicos se 
aproximan a la línea media mientras que en 
la porción cefálica del mesencéfalo están muy 
separados. En esta última zona se ensanchan y 
se doblan sobre el techo del canal, formando la 
placa cerebelosa que dará lugar al cerebelo.

Formación de las capas germinales del 
cerebelo

En zona más interna de los labios rómbicos 
se inicia una fase de proliferación y se forma 
la denominada capa germinal interna o 
ventricular (Figura 7). Alrededor de las doce 
y trece semanas de gestación aparece una 
segunda capa de células proliferantes en la 
zona dorsolateral: la capa germinal externa o 
capa granular externa (CGE) originada a partir 

FIGURA 7. A. Visión dorsal de un embrión en el que se observan los labios rómbicos (RL) y las dos capas germinales: la capa 

ventricular (VZ) y la capa granular externa (EGL), que se extiende en dirección cranial. Las flechas rojas representan la expansión 

de los márgenes en dirección anterior, mientras que las violetas, en posterior. B. Corte sagital de un embrión de ratón de 14 días 

(E14), en el que se pueden apreciar las diferentes zonas. IV, cuarto ventrículo; CP, plexo coroideo (Schuller et al., 2008).

de la migración de algunos progenitores de la 
capa ventricular hacia la zona más superficial 
de la capa marginal (Larsen William J, 1993). 
Ambas capas germinales experimentan una 
serie de divisiones finamente reguladas que 
darán origen a las poblaciones de neuroblastos 
cerebelares.
La capa germinal interna dará lugar a los 
neuroblastos nucleares primitivos que migrarán 
para formar los núcleos profundos. Ésta 
misma capa también producirá neuroblastos 
primitivos de Purkinje y de Golgi. La capa 
granular externa experimentará tres tandas 
proliferativas para producir sucesivamente 
los neuroblastos en cesto, los neuroblastos 
granulares y los neuroblastos estrellados. Entre 
la semana catorce y diecisiete los neuroblastos 
de Purkinje de la capa germinal interna dejan 
de proliferar y migran hacia la capa marginal 
para colocarse debajo de la capa granular 
externa en forma de monocapa, la capa de 
Purkinje (CP), a la vez que extienden su axón 
y contactan con los núcleos cerebelosos en 
desarrollo. Estos axones representarán las 
únicas vías eferentes en el cerebelo maduro 
(Altman et al., 1997).
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A partir de esta etapa las células de la capa 
granular externa proliferan en respuesta 
al factor de secreción Sonic Hedgehog 
(Shh), producido por las células de Purkinje 
(Wechsler-Reya et al., 1999). Posteriormente, 
en la placa cerebelosa se apreciará la existencia 
de tres porciones: el vermis, en la línea media, 
y dos hemisferios, a ambos lados. Al poco 
tiempo, una fisura transversal separará el 

nódulo del resto del vermis y los flóculos del 
resto de los hemisferios. 
En humanos, la proliferación de la capa 
granular externa puede mantenerse hasta un 
año después del nacimiento y dará lugar al 
plegamiento progesivo de la placa cerbelosa 
y a la característica rugosidad del cerebelo  
maduro (Abraham et al., 2001).

FIGURA 8. A diferencia del cerebelo de humanos, el de ratón alcanza su madurez a los 14 días del desarrollo post-natal. En la 

parte superior de la figura aparecen dos cortes sagitales de cerebros de ratón en los se obervan las diferencias en el tamaño y la 

forma entre un cerebelo post-natal de cuatro días (P4) y uno de quince días (P15), ya maduro. En la parte inferior de la figura se 

aprecia la aparienciacelular de ambos. En el ratón P15 la capa granular externa (CGE) desaparece y en su lugar sólo se observan 

los axones de las células de Purkinje (rojo), que forman la capa molecular (CM). En el centro, un esquema representativo de los 

dos procesos que tienen lugar. Por un lado, el crecimiento de la CGE debido a la proliferación de los precursores de las células 

granulares de cerebelo de la parte más externa (CGEe) en respuesta al factor de secreción Sonic Hedgehog (Shh) producido por 

las células de Purkinje. La migración de las células granulares comienza a medida que las éstas salen de ciclo celular. Primero 

se colocan en la parte más interna de la CGE (CGEi) y posteriormente descienden atravesando la capa de células de Purkinje 

(CP) y dejando su axón en la CM para colocarse finalmente en la capa granular interna (CGI) (Imágenes de inmunohistoquímica 

obtenidas por Jordi Berenger de Felipe. Núcleos teñidos con DAPI y células de Purkinje marcadas con un anticuerpo contra 

Calbindina).
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Migración de las células granulares y 
maduración del cerebelo

A medida que avanza el desarrrollo, las células 
de la capa granular externa comienzan a salir 
de ciclo celular y a diferenciarse para migrar 
hacia una zona más interna: la capa granular 
interna (CGI). Estas células atraviesan la 
capa de Purkinje siguiendo la glia radial de 
Bergman y en su recorrido descendente dejan 
atrás el axón que, al bifurcarse, forma las dos 
fibras paralelas (Figura 8) (Hatten, 1999). 
Algunas de las células en cesta y estrelladas 
acompañan a las granulares y se sitúan en la 
capa granular interna. Esta migración puede 
darse hasta dos años después del nacimiento y 
se completa cuando la capa granular externa se 
queda sin células, cuyo espacio queda cubierto 
por los axones que forman la  capa molecular. 
En este momento, el cerebelo adquiere su 
conformación madura con su corteza dividida 
en tres capas (Figura 3). 
El último paso para maduración completa del 
cerebelo es la formación de las conexiones 
con las fibras musgosas y con las células de 
Golgi, en la capa granular interna.

En su transición a su estado post-mitótico, 
las células granulares acumulan inhibidores 
del ciclo celular, entre los cuales destaca p27/
Kip1. En ratón, la deleción de este gen da lugar 
a un incremento de la proliferación de estas 
células con el consecuente agrandamiento 
del cerebelo (Miyazawa et al., 2000). Se han 
propuesto varios efectores extracelulares que 
promueven la salida de ciclo como PACAP 
(Pituitary adenylate cyclase-activating 
peptide) (Nicot et al., 2002), bFGF (Basic 
Fibroblast Growth Factor) (Fogarty et al., 
2007) y BMP2 (Bone Morphogenetic Protein) 
(Alvarez-Rodriguez et al., 2007; Rios et al., 
2004).

Sonic Hedgehog (Shh) es una proteína de 
mamíferos que pertenece a la familia de genes 
denominada Hedgehog. El gen Hedgehog 
(Hh) se identificó en la especie Drosophila 
melanogaster y en ella se determinó su papel 
como controlador del patrón de segmentación. 
Los fenotipos que resultaron de la pérdida de 
función de este gen dieron lugar a embriones 
con proyecciones pequeñas y punteadas que 
recordaban el aspecto de un erizo (Nusslein-
Volhard et al., 1980). Cuando se buscaron 
los equivalentes en mamífero se identificaron 
tres genes homólogos. Los dos primeros, 
denominados Desert Hedgehog e Indian 
Hedgehog, llevan el nombre de las especies de 
erizo conocidas mientras que Sonic Hedgehog, 
el último en descubrirse, lleva el nombre del 
protagonista del conocido videojuego de Sega 
“Sonic The Hedgehog”, muy popular en los 
años 90 (Echelard et al., 1993). 

Shh es el ligando más estudiado de la familia de 
genes Hedgehog de mamíferos y se considera 
un modelo de morfógeno. Los morfógenos 
son moléculas secretadas que difunden y 
forman un gradiente de concentración en 
el embrión al cual responden las células del 
mismo generando distintos tipos celulares en 
función de la cantidad de ligando al que están 
expuestas. Durante el desarrollo del tubo 
neural, por ejemplo, las células de la placa del 
suelo y de la notocorda son las responsables 
de secretar Shh y generan un gradiente de 
concentración dorsoventral que controlará el 
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“Patterning” (o adquisición de una identidad 
determinada por parte de las células, en este 
caso neuronal) a lo largo del eje (Briscoe et al., 
2000). Tiene, por tanto, importantes funciones 
en la regulación del desarrollo embrionario 
y en la organogénesis de vertebrados como 
lo son la formación de las extremidades, 
del cerebro, del cerebelo y del tubo neural 
(Echelard et al., 1993). 

En algunas zonas específicas, Shh tiene un 
potente efecto mitogénico, como es el caso 
de la capa granular externa del cerebelo 
y de los folículos capilares (Dahmane et 
al., 1999; Mill et al., 2005; Rowitch et al., 
1999; Wechsler-Reya et al., 1999). Controla 
además, la proliferación de los precursores 
de oligodendrocitos, de las células del tubo 
neural y de la cresta neural (Ahlgren et al., 
1999; Davies et al., 2001; Garg et al., 2001).  

Shh es un factor de secreción que sufre una 
serie de procesamientos post-traduccionales 
antes de salir al medio extracelular. Estas 
modificaciones se encuentran conservadas 
evolutivamente y son aplicables a los tres 
homólogos humanos (Ingham et al., 2001). 
La molécula completa pesa unos 45 kDa 
(pre-proteína) y tiene un péptido señal que 
hace que se transloque desde el Retículo 
Endoplasmático Rugoso (RER) al Liso 
(REL). Una vez allí, una peptidasa elimina el 
péptido señal y el Shh se autoprocesa (gracias 
a la actividad proteolítica que posee en la zona 
carboxi-terminal) generando dos fragmentos 
- uno amino-terminal de 20 kDa (N-Shh) y 
otro carboxi-terminal de 25 kDa, con ninguna 
otra función conocida hasta ahora-. Durante 

esta reacción se le añade una molécula de 
colesterol a la fracción carboxi-terminal de 
N-Shh que le proporciona la capacidad de 
unirse a la membrana (Bumcrot et al., 1995; 
Porter et al., 1996) y, mediante la participación 
de la proteína Skinny hedgehog, se le añade un 
palmitoil en la zona amino-terminal (Chamoun 
et al., 2001; Lee et al., 2001; Pepinsky et al., 
1998). Estas dos modificaciones hidrofóbicas 
le confieren a la molécula una potencia treinta 
veces superior a la no modificada. Aunque se 
ignora su forma in vivo, una posible hipótesis 
es que la función de estas modificaciones 
sea la de crear un medio hidrofóbico para la 
formación de un hexámero cuya parte proteica 
se expondría hacia afuera mientras que la 
lipídica lo haría hacia adentro, de manera 
que la molécula podría difundir mucho más y 
alcanzar tejidos diana más alejados (Goetz et 
al., 2006; Zeng et al., 2001). La secreción de la 
molécula modificada con el colesterol depende 
de la actividad de la proteína transmembrana 
Dispatched (Disp) (Burke et al., 1999). 

Patched (Ptc), el receptor de Shh, es una 
proteína que posee doce pasos transmembrana 
y un dominio de unión al ligando en su porción 
extracelular (Stone et al., 1996). Este receptor  
forma un complejo con Smoothened (Smo), 
una molécula siete pasos transmembrana que 
guarda homología con la familia de receptores 
que se acoplan a proteínas G heterotriméricas 
(GPCR, G-protein coupled receptors) y que se 
encarga de transducir la señal (Ruiz-Gomez et 
al., 2007). Se ha descrito que sus moléculas 
efectoras son las proteínas G inhibitorias (Gαi) 
con capacidad para inhibir a las Adenilato 
Ciclasas (ACs), las encargadas de producir 
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FIGURA 9. Vía de señalización de Shh en ausencia de ligando.

AMP cíclico (AMPc) (Ogden et al., 2008). 
El receptor Ptc tiene la capacidad para 
reprimir a Smo de forma constitutiva. De 
manera que en ausencia de Shh, Smo se 
encuentra inactivo y no puede transducir la 
señal a través de Gαis. Por tanto, las ACs se 
mantienen activas y pueden producir AMPc. 
Como consecuencia de ello, la proteína 
quinasa A  (PKA) dependiente de este segundo 
mensajero, se activa y puede fosforilar a 
sus sustratos diana. Entre éstos se encuentra 
Gli3, un factor de transcripción clave en la 
vía de Shh. Esta primera fosforilación por 
PKA promueve la fosforilación de Gli3 por 
las quinasas GSK3β (quinasa sintetizadora 
de glicógeno 3 beta) y CKI (Caseína quinasa 
I) que inducen una ubiquitinización de Gli3 
para que sea degradado por el proteasoma 
(Tempe et al., 2006; Wang et al., 2006). Como 
consecuencia de ello, se libera un fragmento 

amino-terminal de la molécula con actividad 
represora (Gli3-R) que puede translocarse al 
núcleo y, gracias a que conserva los dedos de 
Zinc que le confieren la capacidad de unirse 
al ADN, puede colocarse en sus promotores 
diana y bloquear la transcripción de los 
genes de la ruta de Shh (Wang et al., 2000). 
En ausencia de Shh, Gli3 se encuentra unido 
a SuFu (Supressor of Fused), una molécula 
que lo retiene en el citoplasma y que permite 
que sea fosforilado. En vertebrados SuFu se 
considera un gen supresor de la vía y su pérdida 
da lugar a un potente fenotipo de ganancia de 
función de Shh (Figura 9) (Merchant et al., 
2004; Stone et al., 1999).
La unión de Shh a Ptc hace que éste deje de 
reprimir a Smo y que a través de un mecanismo 
poco estudiado, este último transduzca la 
señal bloqueando la actividad de PKA. Por lo 
tanto, el procesamiento proteolítico de Gli3 
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FIGURA 10. Vía de señalización de Shh en presencia de ligando.

no tiene lugar. La asociación de este factor de 
transcripción a SuFu desaparece y la molécula, 
en su forma completa, puede dirigirse al 
núcleo para activar a sus genes diana (ya que 
conserva el dominio de transcativación en 
la fracción carboxilo-terminal) (Figura 10)  
(Altaba et al., 2002; Wang et al., 2001). 
El efecto proliferativo de Shh vendrá dado por 
la activación de genes de ciclo celular o de 
regulación de la apoptosis como Ciclina D1 
y D2 o BCL-2 (Katoh et al., 2009; Kenney et 
al., 2000) y por la activación de otros factores 
de transcripción tales como Gli1 y N-Myc, 
que extenderán la cascada de señalización 
induciendo a su vez la transcripción de otros 
genes diana (Dahmane et al., 1997; Oliver et 
al., 2003). 

La ruta posee un mecanismo de control o  
feedback negativo, ya que uno de los genes que 
se activa es el propio receptor Ptch (Goodrich 
et al., 1996; Marigo et al., 1996).

Una inhibición del gen o de la vía de Shh 
durante el desarrollo fetal puede causar 
malformaciones en el cerebro, entre las que 
destacan la holoprosencefalia y la ciclopía 
(Belloni et al., 1996). También da lugar a 
defectos en los miembros y en la médula 
espinal ya que interfiere en el mantenimiento 
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de la notocorda y de la placa del suelo, lo que 
afectará en la inducción de los tipos celulares 
ventrales (Belloni et al., 1996a; Chiang et al., 
1996).
Una hiperactivación de la ruta, en cambio, 
puede generar un meduloblastomas o tumores 
de cerebelo, como ocurre en los casos en 
los que los genes Ptch o Sufu -los dos genes 
supresores de la vía- están ausentes (Raffel et 
al., 1997; Taylor et al., 2002). También puede 
provocar neuroblastoma por una amplificación 
de N-myc (Seeger et al., 1985). La pérdida 
de Ptch está asociada al Síndorme de Gorlin 
caracterizado por una tendencia a desarrollar 
meduloblastomas, nevus de células basales, 
queratocistos odontogénicos múltiples, 
malformaciones esqueléticas y alto riesgo de 
cáncer de piel (Gorlin et al., 1960; Gorlin, 
1987). Un incremento de la vía puede derivar 
en otras neoplasias del sistema nervioso como 
astrocitoma y oligodendroglioma (Xu et al., 
2002, Dahmane, 2001).

Cuando en Drosophila melanogaster se 
identificó a Smo como efector de la vía de Hh, 
desde un principio se le consideró un receptor 
acoplado a proteína G (GPCR) por su gran 
similitud estructural con los miembros de esta 
familia (Alcedo et al., 1996; Van den Heuvel 
et al., 1996). Se postuló además que era el 
receptor del ligando Hh. Análisis bioquímicos 
mostraron posteriormente que es Ptc y no 
Smo la molécula que actúa como receptor del 
ligando (Marigo et al., 1996)

Los receptores acoplados a proteína 
G (GPCRs) (también conocidos como 
receptores ligados a proteínas G, GPLRs, 
receptores siete pasos transmembrana, 
7TM, o “en serpentina”) constituyen una 
superfamilia de receptores transmembrana que 
responden a una gran variedad de estímulos 
químicos extracelulares, desde pequeños 
péptidos a proteínas grandes (hormonas, 
neurotransmisores, quimioatrayentes e iones 
de calcio, entre otros) o estímulos sensoriales 
(como la luz, moléculas gustativas y odorantes 
o feromonas) (Vilardaga et al., 2010).  

El tamaño exacto de la superfamilia de los 
GPCRs se desconoce pero, por análisis de 
secuencia, se predijeron aproximadamente 800 
genes diferentes (aproximadamente el 4% del 
genoma codificante). Hoy en día se sabe que 
están involucrados en muchas enfermedades 
y son la diana de aproximadamente el 30% 
de todas las drogas medicinales modernas 
(Overington et al., 2006). 

Por la homología en su secuencia y la similitud 
en cuanto a función, los GPCR se agrupan en 
6 clases (Foord et al., 2005). Smo pertenece 
a la clase F de esta superfamilia (Frizzled/
Smoothed). Aunque las diferentes clases no 
comparten homología en secuencia, todos 
los GPCRs comparten una estructura y un 
mecanismo de transducción de la señal común. 
Son receptores de superficie celular que 
detectan señales extracelulares y que pueden 
activar, a través de segundos mensajeros, 
rutas de transducción dentro de la célula. En 
última estancia, pueden dar lugar a respuestas 
celulares. Una vez activados por su agonista, 
los GPCR interaccionan y activan a proteínas 
heterotriméricas que unen nucleótidos de 
guanina (proteínas G). 
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En el caso de Smo, no es el propio ligando el 
que lo activa, sino que cuando Shh se une al 
receptor Ptch se produce una liberación en la 
represión que éste ejerce sobre Smo.

Los GPCRs son proteínas integrales de 
membrana que poseen siete hélices α 
hidrofóbicas que la atraviesan (de tm-1 a tm-7) 
unidas por tres bucles intracelulares (de il-1 a 
il-3)  y 3 bucles extracelulares (de e-1 a e-3). 
El extremo amino-terminal de la proteína se 
localiza en el esopacio extracelular mientras 
que el extremo carboxi-terminal lo hace 
intracelularmente. 

Estos receptores suelen tener en común 
varios sitios que les permiten ser modificados 
post-traduccionalmente. Los dominios 
extracelulares suelen estar glicosilados y 
poseer residuos de cisteína que alteran la 
conformación del receptor formando puentes 
disulfuro. Los dominios intracelulares 
tienen los sitios de unión a proteínas G y a 
otras proteínas reguladoras. Poseen además 
sitios de fosforilación para serina o treonina 
quinasas, así como para tirosina quinasas, 
implicadas en procesos de internalización 
y de desensibilización (Qanbar et al., 2003; 
Vilardaga et al., 2010). La fosforilación, por lo 
tanto, es uno de los mecanismos que controlan 
el estado de un GPCR en la señalización de una 
vía y Smo no es una excepción. En Drosophila 
melanogaster, la fosforilación de Smo en su 
fracción carboxi-terminal por PKA, GSK3β y 
CKI es esencial para su actividad (Apionishev 
et al., 2005; Jia et al., 2004; Zhang et al., 2004). 
Sin embargo, estos sitios de fosforilación no 
se encuentran conservados en el homólogo de 
mamíferos (Varjosalo et al., 2006). 
Muchos de los GPCR pueden ser, además, 

palmitoilados en los residuos cisteína de su 
extremo carboxi-terminal. De esta manera se 
crea un sitio de unión extra a la membrana y 
se pueden formar otros bucles intracelulares 
(Qanbar et al., 2003). 
La mayoría de los GPCR se organizan en una 
estructura terciaria que recuerda a un barril 
constituído por la unión de las siete hélices 
transmembrana. La cavidad que éstas dejan 
dentro de la membrana plasmática sirve para 
la unión del ligando (que normalmente se 
cubre por el dominio extracelular e-2). No 
obstante, los ligandos se pueden unir en otros 
bucles extracelulares o en la fracción amino- 
terminal (Figura 11).

En muchos casos los GPCR homo o hétero-
dimerizan al activarse. El mecanismo de 
dimerización se ha descrito mediante ensayos 
de transmisión de energía de resonancia 
(FRET), tanto para la molécula de Smo de 
Drosophila melanogaster como para la de 

FIGURA 11.Estructura en forma de barril del receptor β2-

Adrenérgico. La fracción amino-terminal (verde claro) se 

encuentra en la porción extracelular de la célula (outside) 

mientras que la porción intracelular (gris) se encuentra dentro 

de la misma. Imagen obtenida de internet (http://www.aps.

anl.gov/Science/Highlights/2007/20071203.html)



41

FIGURA 12. a) Smo de Drosophila melanogaster marcado 

con las moléculas fluorescentes azul y amarilla (SMO-CFPN y 

SMO-YFPN, repectivamente) en fracción amino-terminal. 

b) FRET obtenido por la dimerización del receptor Frizzled 2, 

Fz2 (conocido por formar oligómeros) y por la dimerización 

de moléculas de Smo salvaje, en presencia y ausencia de Hh. 

Obsérvese la ausencia de FRET entre Smo y Fz2 (Zhao et al., 

2007).

Las proteínas G se suelen acoplar a los GPCRs 
y transmitir la señal hacia dentro de la célula 
por medio de un segundo mensajero. Estas 
proteínas forman un complejo heterotrimérico 
compuesto por tres subunidades. La subunidad 
α (Gα) pesa unos 33-55kDa y tiene capacidad 
para disociarse del complejo; las subunidades β 
y γ (de unos 35kDa y 15kDa, respectivamente) 
suelen encontrarse unidas formando el 
conocido dímero Gβγ. 

Los mecanismos exactos de interacción 
entre el GPCR y las proteínas G, así como 
la activación de estas últimas por parte del 
receptor, aún no se conocen. Existen dos 
modelos opuestos para explicar cómo las 
proteínas G se unen a receptores activados. 
El modelo de “acoplamiento por colisión” 
propone que estas interacciones ocurren como 
el resultado de la difusión lateral contínua 
de las proteínas G dentro de la membrana 
plasmática y por su colisión únicamente con 

FIGURA 13. Activación de las subunidades por GTP y 

separación de la de la subunidad G  del complejo G  (Milligan 

et al., 2006).

receptores activados (Tolkovsky et al., 1978). 
El modelo alternativo sugiere que las proteínas 
G pueden interaccionar con receptores antes 
de que el agonista se una y que cuando esto 
sucede, se activan (Gales et al., 2006). Sea cual 
sea el modelo más acertado, se sabe que en el 
momento de interaccionar con el receptor, la 
proteína G se encuentra en su estado inactivo 
(Oldham et al., 2008).
 La unión del agonista al GPCR provoca un 
cambio conformacional en el receptor haciendo 
que éste libere, de una forma mecánica, el GDP 
de la subunidad Gα de la proteína G con la que 

vertebrados. En estos ensayos se demostró que 
Smo dimeriza a través de su fracción amino-
terminal y que esta interacción es necesaria 
para la transducción de la señal (Figura 12) 
(Zhao et al., 2007).
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está interaccionando en ese momento. El ratio 
entre el GTP citosólico respecto al GDP es 10, de 
manera que la célula se asegura que este último 
sea intercambiado rápidamente por un GTP 
(Neer, 1995b). Una vez activada, la subunidad 
α se disocia del complejo Gβγ para modular 
proteínas de señalización intracelulares o 
proteínas funcionales, dependiendo del tipo de 
subunidad α que se trate. El dímero Gβγ libre 
también tiene capacidad para regular positiva 
o negativamente la actividad de efectores 
enzimáticos y de canales iónicos (Figura 13) 
(Clapham et al., 1993; Neer, 1995). 
Aunque la subunidad α se disocia del complejo, 
su alcance de difusión se encuentra bastante 
limitado debido a que todas las subunidades α, 
a excepción de la subunidad Gαt, poseen una 
modificación post-traduccional con un ácido 
palmítico en su porción amino-terminal, que 
las mantiene unidas a la membrana plasmática. 
Los miembros de la familia Gαi poseen, 
además, una miristolación en esta porción. Estas 
modificaciones regulan no sólo la localización, 
sino que también modulan las interacciones 
proteína-proteína (Chen et al., 2001; Smotrys 
et al., 2004). En el caso de las subunidades 
Gγ, su fracción carboxilo-terminal une 
covalentemente un glicosilfosfatidilinosiltol 
(GPI), molécula que contiene dos grupos 
hidrofóbicos que la anclan en la membrana y a 
zonas específicas de la misma como los “lípid 
rafts” (Oldham et al., 2008). 

La actividad de los GPCRs supone un balance 
entre los mecanismos moleculares implicados 
en la señalización, la desensibilización y en 
la resensibilización. La desensibilización 
resulta en una disminución de la respuesta 
incluso en presencia continuada del estímulo. 

Hasta la fecha se han descrito tres familias 
de moléculas reguladoras que contribuyen a 
la desensibilización de GPCR: las quinasas 
de receptores GPCR (GRKs) y las proteína-
quinasas dependientes de segundos mensajeros, 
que fosforilan al receptor (Bouvier et al., 
1988; Hausdorff et al., 1989) y las arrestinas, 
que contribuyen en la internalización de los 
GPCR (Lefkowitz, 1993). Ambos mecanismos 
se han descrito en el receptor Smo, el cual 
es fosforilado por GRK2 para interaccionar 
posteriormente con β-Arrestina (Chen et al., 
2004). 
El control de la finalización de la señal a través 
de GPCR puede ocurrir, por lo tanto  a varios 
niveles, pero sobre todo tiene lugar por la 
hidrólisis del GTP unido a la subunidad Gα. 
Esto le permitirá unirse nuevamente al dímero 
Gβγ para volver a formar el heterotrímero 
inactivo e iniciar otra ronda de activación 
regulada por el receptor. La propia subunidad α 
tiene capacidad de hidrolizar el GTP de manera 
intrínseca y de determinar, por tanto, la vida 
media de su estado activo (Bourne et al., 1989). 
El dominio GTPasa se encuentra conservado 
en todos los miembros de la superfamilia 
de proteínas G, incluyendo las proteínas G 
monoméricas y los factores de elongación. 
En el caso de la subunidad Gα, este dominio 
le proporciona además la superficie de unión 
al dímero Gβγ, a los GPCRs y a las proteínas 
efectoras (Oldham et al., 2008). 

La actividad GTPasa de la subunidad α, por 
sí sola, es relativamente baja, con un ratio de 
hidrólisis de aproximadamente 0.02 veces/
segundo. A una subunidad le tomaría unos 
50 segundos hidrolizar el GTP que lleva 
unido. Por ello, esta actividad se encuentra 
regulada a su vez por unas proteínas accesorias 
denominadas reguladoras de la señalización de 
proteínas G (RGS). Éstas pertenecen al tipo 
de proteínas activadoras de actividad GTPasa 
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(GAP) y se unen a la subunidad α por este 
dominio acelerando el proceso hasta  unas 30 
veces/segundo. Este aumento de hasta 1500 
veces le permite a la célula responder a señales 
externas de una manera muy rápida y con una 
resolución espacial y temporal muy concreta, 
ya que la generación del segundo mensajero 
tendrá lugar en cantidades muy controladas 
puesto que la difusión de la proteína G y, por lo 
tanto, la activación o inhibición de sus dianas 
en 0.03 segundos, se encuentra muy limitada 
(Berman et al., 1998). 

A pesar de la gran diversidad de miembros 
que posee la superfamilia GCPR, éstos 
interaccionan con un número relativamente 
pequeño de proteínas G capaces de iniciar 
las cascadas de señalización intracelular. En 
humanos existen 21 subunidades α (codificadas 
en 16 genes), 6 subunidades β (codificadas en 
5 genes) y 12 subunidades γ (Downes et al., 
1999). 

Las propiedades de transducción de la señal 
por las posibles combinaciones de subunidades 
Gβγ no parecen diferir radicalmente las una 
de las otras. En consecuencia, la clasificación 
estructural y funcional de las proteínas G 
está definida por el tipo de subunidad α que 
participa (Wettschureck et al., 2005).  
Al poseer funciones muy similares (como 
la asociación a receptores y al dímero Gβγ, 
la unión a GTP e hidrólisis del mismo) 
las subunidades Gα contienen un 20% de 
aminoácidos conservados en su secuencia 
primaria. Fuera de estas regiones, las 
secuencias de las proteínas G divergen bastante, 
determinando así las propiedades diferenciales 
de cada una. En base a su función específica 
y a la similitud en su secuencia primaria, las 
proteínas Gα se dividieron en cuatro familias: 
Gαs, Gαi/o, Gαq/11 y Gα12/13 (Simon et al., 
1991). Cada clase de proteínas G consiste en 
múltiples miembros producto de múltiples 
genes y/o variantes de splicing. 
Existen dos rutas de señalización principales 
asociadas a la activación de proteínas G por 
parte de un GPCR: la del AMPc y la del PIP 
(Figura 14) (Gilman, 1987).

FIGURA 14. Principales rutas de señalización activadas por GPCR y Proteínas G (Malbon, 2005c).
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La clase Gα de proteínas G se encuentra 
ampliamente expresada y se compone por las  
subunidades Gαs y Gαolf, que aumentan la 
concentración intracelular de AMPc por medio 
de la activación de ACs. Estas subunidades son 
sustratos de la toxina colérica (CTX) producida 
por Vibrio cholera, que las ribosila con ADP 
e inhibe su actividad GTPasa intrínseca. 
De esta manera, la toxina da lugar a formas 
constitutivamente activas de las moléculas 
que no pueden liberar el GTP unido (Gill et 
al., 1978). La subunidad Gαs está codificada 
en GNAS, un complejo genético que da lugar 
a diversos productos debido a la presencia 
de varios promotores y variantes de splicing 
(Wettschureck et al., 2005). 
La clase Gαi/o también se expresa ampliamente 
y contiene las formas inhibitorias Gαi1, Gαi2 
y Gαi3, las dos isoformas de Gαo (Gαo-1 y 
Gαo-2, de la palabra inglesa “others”, ya que 
fueron identificadas posteriormente), las tres 
Gα sensoriales (Gαt-1 y Gαt-2 de retina y 
Gαgust del gusto) y Gαz (Wettschureck et al., 
2005). Como su sigla indica, las subunidades 
Gαi1, Gαi2 y Gαi3 median la inhibición de 
varios subtipos de adenilato ciclasas (ACs) 
(Sunahara et al., 1996). Las funciones de todos 
los miembros de esta clase, a excepción de Gαz 
(que es insensible), se suelen estudiar mediante 
el uso de la toxina pertúsica (PTX), producida 
por Bordetella pertussis. Contrariamente a 
CTX, PTX ribosila un residuo cisteína de la 
fracción carboxi-terminal con ADP y cataliza 
una modificación covalente e irreversible que 
desacopla la proteína G de su receptor y la 
mantiene en su estado inactivo, unida a GDP 
(Watkins et al., 1984; Wettschureck et al., 
2005).
Por otro lado, la activación de Gαi/o se 
considera el principal mecanismo de 
activación de la vía de señalización mediada 
por el complejo Gβγ ya que los niveles de 
expresión de Gαi/o son relativamente altos 

y la activación por el receptor resulta en una 
liberación de altas cantidades de complejos 
Gβγ (Clapham et al., 1997). En el caso de Gαo, 
que es particularmente abundante en el sistema 
nervioso (representando aproximadamente el 
1% del total de proteínas de membrana), sus 
efectos parecen estar mediados principalmente 
por este complejo (Malbon, 2005). 
La subunidad Gαz se expresa menos 
ampliamente y principalmente en tejidos como 
el sistema nervioso y comparte similitudes 
funcionales con el subtipo Gαi. 
Las subunidades Gαgust y Gαt, en cambio, 
están implicadas en funciones sensoriales 
muy concretas en las zonas específicas donde 
se expresan (Wettschureck et al., 2005).

La clase Gαq/11 es la principal reguladora de 
fosfolipasa C (PLC) de la clase β,que cataliza 
la disrupción de el fosfatidil 4,5-bifosfato 
(PIP2) en dos mensajeros secundarios: el 
inositol(1,4,5) trifosfato (IP3) y diacilglicerol 
(DAG) (Wettschureck et al., 2005). Contiene 
cinco miembros: Gαq, Gα11, Gα14, Gα15/
Gα16 (Gα15 en ratón y Gα16 su ortólogo en 
humano), todos ellos resistentes a las toxinas 
colérica y pertúsica. Los dos primeros son muy 
abundantes mientras que el resto se encuentran 
restringidos a tejidos muy concretos, como las 
células hematopoyéticas (Amatruda, III et al., 
1991). 

La clase Gα12/13 está compuesta por sólo dos 
proteínas, Gα12 y Gα13, también resistentes a 
las toxinas (Ui et al., 1990). Se pueden activar 
por la mayoría de receptores que se acoplan a 
Gαq/11 y se encuentran expresadas de manera 
ubicua (Wettschureck et al., 2005). El análisis 
de la señalización a través de estas subunidades 
ha sido difícil debido a la falta de disponibilidad 
de inhibidores específicos. Mediante el uso 
de moléculas mutantes constitutivamente 
activas se ha visto que pueden inducir una 
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variedad de rutas de señalización que inducen 
la activación de efectores como fosfolipasa 
A2, intercambiadores de sodio y potasio o 
c-Jun. Una importante función tiene lugar a 
través de la modulación de la contractibilidad 
por activación de la GTPasa citosólica de bajo 
peso molecular Rho (Buhl et al., 1995).

βγ

Desde un principio al complejo Gβγ se le 
consideró una pareja pasiva de la subunidad 
α. No obstante, se ha demostrado que en su 

TABLA 1. Resumen de las diferentes subunidades de Proteínas G y los efectores que posee cada una (Malbon, 2005b).

estado libre este dímero puede regular a varios 
efectores (Figura 14).  

El complejo Gβγ puede formarse por 
un repertorio de 5 subunidades β y 12 
subunidades γ. Las subunidades de β1 a 
β4 forman un estrecho complejo con las 
subunidades γ que sólo puede separarse bajo 
condiciones desnaturalizantes. Por ello, se 
suele hablar de la función del complejo Gβγ 
como un conjunto. Todas las subunidades Gβ 
pueden interaccionar con la mayoría de las 
subunidades Gγ, pero las 60 posibilidades 
de combinación no ocurren en la naturaleza 
(Clapham et al., 1997). Algunos dímeros Gβγ 
pueden interaccionar con la misma isoforma 



46

Gα, lo cual sugiere que la expresión diferencial 
o la localización subcelular son importantes 
para la regulación de la señalización (Graf et 
al., 1992). 
Entre los eventos de señalización mediados 
por el dímero Gβγ se incluyen la regulación 
de canales iónicos, isoformas particulares 
de Adenilato ciclasa (AC), fosfolipasa C 
(PLC) y fosfoinositol 3-quinasas (PI3Ks) 
(Wettschureck et al., 2005). 

Una célula individual puede contener hasta 
cuatro o cinco tipos diferentes de proteína G, a 
excepción de las que se encuentran en tejidos 
u órganos concretos (Neer, 1994). La mayoría 
de receptores pueden activar más de un tipo 
de proteína G pero suelen mostrar preferencia 
por uno en concreto. La activación de un 
GPCR, por tanto, resulta en la activación de 
varias cascadas de transducción a través de 
subunidades α y de complejos libres Gβγ. El 
patrón de proteína G activada por un receptor 
determina la respuesta biológica en una célula 
y, por tanto, receptores que tienen efectos 
celulares muy similares normalmente activan 
el mismo subtipo de proteína G. Por lo general, 
la interacción con el receptor no ocurre de 
una manera absolutamente específica pero 
tampoco completamente promiscua. Algunos 
receptores parecen interaccionar sólo con 
ciertos subtipos de proteínas G y, en algunos 
sistemas celulares, la composición de la 
señalización mediada por proteínas G puede 
ser muy específica. (Wettschureck et al., 
2005).

En el caso de Smo, existen varios estudios 
que describen su capacidad de activar a 
subunidades Gαi. La primera aproximación 
se hizo mediante el uso de la toxina pertúsica 
(PTX) en pez zebra, que causó en el pez 
un fenotipo de pérdida de función de Hh 
caracterizado, entre muchos otros defectos, 

por ciclopia y falta de especificación ventral en 
el prosencéfalo (Hammerschmidt et al., 1998). 
Se postuló, por tanto, que Smo requiere de 
proteínas G inhibitorias (Gαi) para transducir la 
señal ya que ésta es la única clase de proteínas 
G ampliamente expresada que responde a la 
toxina. Dos estudios posteriores realizados in 
vitro y en sistemas celulares que no responden 
a Hh confirmaron que Smo es capaz de activar 
a este tipo de subunidades. El primero se 
realizó en melanóforos de rana, en los que la 
sobreexpresión de Smo indujo la agregación 
de melatonina, mecanismo conocido por 
requerir la activación de subunidades Gαi. La 
agregación del pigmento pudo reprimirse tanto 
con PTX como con la coexpresión de Smo y 
un dominante negativo de Gαi o el receptor 
Patched (DeCamp et al., 2000). En el segundo 
estudio, realizado en células Sf9 (una línea 
celular de mariposa), se demostró que Smo 
es capaz de cargar GTP radioactivo (P32γ-
GTP) en subunidades Gαi y, por lo tanto, de 
activarlas (Riobo et al., 2006). Mediante la 
creación de una mosca mutante que carece de 
Gαi se demostró, recientemente, la necesidad 
de esta subunidad para la correcta activación 
de la vía de Hh en Drosophila melanogaster 
(Ogden et al., 2008). 
Existe un único estudio que implica a la 
subunidad Gα12 en la cascada de transducción 
de señal de ruta de Shh mediante la activación 
de la vía de Rho quinasa (Kasai et al., 2004).

Producción de AMPc: Las Adenilato 
Ciclasas

El AMPc es producido a partir de ATP por 
dos familias ampliamente expresadas y  
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relacionadas evolutivamente: las adelinato 
ciclasas solubles (ACs) y las adenilato 
ciclasas de membrana plasmática (ACtm),  
dos familias con funciones fisiológicas 
distintas. Poseen una arquitectura conservada 
en cuanto a dominios y mecanismo catalíticos 
se refiere, pero difieren en la localización 
subcelular y responden a distintos reguladores. 
Las proteínas G heterotriméricas son las 
principales reguladoras de la actividad de las 
ACtm, mientras que las AC solubles (ACs) se 
modulan a través de moléculas intracelulares 
tales como el calcio o el bicarbonato y son 
insensibles a la regulación por las proteínas 
G. La familia de las ACtm está compuesta 
por nueve isoformas codificadas en genes 
diferentes, todas ellas capaces de formar el 
AMPc a partir de ATP en respuesta a una señal 
mediada, por lo general, por subunidades α 
de proteína G (que pueden ser activadoras o 
inhibitorias), aunque en algunos casos puede 
ser a través de Calcio/calmodulina, o de las 
subunidades βγ de la misma proteína G. La 
forskolina (FSK), o coleonol, es una pequeña 
molécula de la familia de los disterpenos 
aislada de la planta Coleus forskohlii que es 
capaz de activar a todas las ACtm, a excepción 
de ACIX (Kamenetsky et al., 2006). 

Degradación de AMPc: Las 
Fosfodiesterasas                 

La terminación de la señal de AMPc está 
conferida a la superfamilia enzimática de las 
fosfodiesterasas (PDEs). Están codificadas en 
21 genes clasificados en 11 familias y catalizan 
la hidrólisis del fosfato 3’en los nucleótidos 
cíclicos AMPc y GMPc. Existen unas 40 
isoformas distintas capaces de catalizar la 
hidrólisis de AMPc a AMP, si se incluyen las 
que tienen doble especificidad y las que son 
específicas sólo de AMPc (Kleppisch, 2009).

Los niveles de AMPc intracelular están, pues, 
regulados por el balance de las actividades de 
ACs y de PDEs. Dependiendo del tipo celular, 
de la combinación de diferentes moléculas de 
ambas familias y de su activación, el recambio 
de AMPc será mayor o menor. 

La fosforilación es un mecanismo que sirve 
para mediar la función de muchas proteínas 
dentro de la célula. Las enzimas encargadas de 
catalizar esta modificación reversible son las 
conocidas proteínas quinasas y las fosfatasas. 
Estas enzimas constituyen el nexo de 
comunicación entre la membrana plasmática 
y las estructuras internas de la célula. Pueden 
regular desde un proceso metabólico simple 
hasta la organización de la división celular y 
juegan, por tanto, un papel clave en la función 
y el mantenimiento celular. En las últimas 
décadas se ha expandido la identificación 
de nuevas quinasas y han emergido como 
dianas terapéuticas, ya que muchas de ellas 
se han asociado a enfermedades (Taylor et al., 
2008).
La proteína Kinasa A (PKA) o “proteína 
dependiente de AMP cíclico (AMPc)”,  es 
uno de los miembros más estudiados de esta 
superfamilia. Fue una de las primeras en 
ser descubierta, clonada y secuenciada, y 
la elucidación de su estructura proporcionó 
el primer molde en tres dimensiones para 
esta familia. El estudio de la enzima en 
solución en los últimos años ha permitido 
considerarla también una proteína “scaffold”, 
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ya que contiene múltiples sitios de interacción 
proteína-proteína en su superficie que son 
tan esenciales para su función como lo es la 
transferencia del fosfato (Taylor et al., 2008).  
 

La PKA es una enzima importante en el 
metabolismo celular debido a su capacidad 
para regular, mediante la fosforilación, 
enzimas específicas implicadas en rutas 
metabólicas. Puede modular la expresión 
de ciertos genes así como la secreción y 
la permeabilidad de la membrana. Entre 
los sustratos de PKA se incluyen a canales 
iónicos, enzimas metabólicas del citoplasma y 
algunos factores de transcripción que regulan 
la expresión de ciertos genes en el núcleo. 
Como el caso de pCREB o de Gli3 (Taylor et 
al., 2008). Ya citado anteriormente, este último 
es uno de los factores de transcripción de la 
vía de Shh y su fosforilación por PKA induce 
su degradación por el proteasoma dando lugar 
a una forma truncada de la molécula con 
actividad represora de la vía (Gli3-R). 
La PKA es una holoenzima tetramérica 
compuesta por dos subunidades reguladoras 
(R) que forman un dímero y dos subunidades 
catalíticas (C) que se unen cada una a una 
subunidad R. En vertebrados existen varias 
isoformas de la subunidad C (Cα, Cβ, Cγ y 
PRKX) pero las dos de mayor importancia 
son Cα y Cβ. Cada una de éstas posee 
diferentes variantes de splicing, importantes 
para adquirir una mayor especificidad. Se 
distinguen además cuatro subunidades R, 
que determinarán el tipo de holoenzima que 
se forme (tipo I o tipo II): RαI, RβI, RαII y 
RβII. Homo o hetero-dímeros de RI u homo-
dímeros RII unen a dos subunidades C libres 

por su centro activo y las mantienen así en 
su estado inhibido. La combinación entre las 
diferentes subunidades R y C le confiere a la 
PKA una alta especificidad en su señalización 
(Taylor et al., 2008). 
Tal y como su nombre indica, la PKA o proteína 
dependiente de AMPc se activa a partir de 
este segundo mensajero, el AMPc. La unión 
de dos moléculas de AMPc en cada una de 
las subunidades reguladoras de la holoenzima 
causa un cambio en la conformación de las 
mismas y una consiguiente liberación de las 
subunidades catalíticas, que podrán fosforilar 
a sus sustratos proteicos. De esta manera, las 
subunidades reguladoras traducen una señal 
extracelular (mediante un segundo mensajero) 
a una respuesta biológica (Kim et al., 2007; 
Taylor et al., 2008). 
La función enzimática de la PKA, por tanto, 
está mediada por la subunidad catalítica. Ésta 
es una Ser/Thr quinasa de ancho espectro que 
tiene capacidad para catalizar la transferencia 
de fosfato a un gran rango de proteínas. Esta 
fosforilación da como resultado un cambio 
en la actividad del sustrato, que puede ser 
una activación o una represión. Como se 
encuentran en una gran variedad de células, la 
PKA y el AMPc están implicados en múltiples 
procesos celulares (Taylor et al., 2008). 

Estructura, dominios y activación de la 
subunidad Catalítica (C)

La subunidad C es una proteína globular que 
posee dos lóbulos. El lóbulo pequeño es muy 
dinámico, le sirve de sitio de unión de ATP y 
es donde se da la transferencia del γ-fosfato 
a sus sustratos, concretamente en el residuo 
Ser/Thr de la región consenso R-R-X-S/T-
Hid (donde X es variable y Hid es cualquier 
aminoácido hidrofóbico) (Kemp et al., 1977). 
El lóbulo grande es muy estable y sirve como 
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estructura de estabilización de la maquinaria 
catalítica y como lugar de anclaje de las 
parejas proteicas que actúan como sustratos o 
inhibidores. Contiene un motivo de activación 
propio de la familia de las quinasas, el bucle 
de activación VKGRTWT (aminoácidos 191-
197), que es la mayor superficie de unión con 
la subunidad reguladora. La Thr197, además, 
es el aminoácido que hace de puente entre los 
dos lóbulos de la proteína (Figura 15) (Kim et 
al., 2007).

Para activarse, la subunidad C sufre dos 
autofosforilaciones secuenciales posteriores a 
su liberación, una en la Ser 197 (que in vitro se 
puede inducir por la quinasa PDK1) y otra en 
la Ser 338. Mutaciones en la primera afectan 
a la actividad y a la unión a la subunidad R 
pero no a la de sus sustratos (Adams et al., 
1995), mientras que cambios en la segunda no 
tienen ningún efecto en la catálisis pero bajan 
la estabilidad de la proteína (Yonemoto et al., 
1997). 

FIGURA 15. Dominios principales de las subunidades C y R de la PKA (Taylor et al., 2008a)

FIGURA 16. Principales dominios conservados en las subunidades reguladoras de PKA (Kim et al., 2007). 

Estructura, dominios y activación de la 
subunidad Reguladora (R) 

La subunidad R es una proteína modular muy 
dinámica que sirve como uno de los mayores 
receptores de AMPc en las células eucariotas. 
En su fracción amino-terminal contiene 
un dominio hidrofófico necesario para la 
dimerización y/o el anclaje (D/D, Docking/
Dimerization) que permite la formación del 
dímero y la interacción con proteínas scaffold 
como las AKAPS (Li et al., 1995). Después de 
este dominio hay una región de inhibición de 
PKA variable y flexible que se acopla al sitio 
activo de la subunidad catalítica. En el lado 
carboxi-terminal residen los dos sitios de unión 
a AMPc (el dominio A y el dominio B), que 
poseen el cassette de unión a fosfato (PBC). 
Este sitio de unión se encuentra conservado 
dentro de la familia de proteínas que unen 
nucleótidos cíclicos (Figura 16) (PKA/PKG, 
CAP, HCN y EPAC) (Kim et al., 2007) .
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Las subunidades C se expresan en la mayoría 
de células, así que la determinación de la 
holoenzima de PKA que se formará en una 
célula determinada depende del tipo de 
subunidad reguladora que allí se encuentre. En 
los mamíferos estas últimas tienen diferentes 
patrones de expresión. Aunque muy ubicua, 
la subunidad RIα se expresa principalmente 
en el cerebro, testis y linfocitos B y T. De 
manera similar, la subunidad RIIα tiene una 
presencia amplia en varios tejidos mientras 
que RIIβ se expresa principalmente en tejidos 
endocrino, cerebral, adiposo y reproductivo. 
RIβ en cambio, se expresa principalmente en 
el cerebro (Bossis et al., 2004; Pidoux et al., 
200l). 

La localización variable de las isoformas 
de PKA dentro de la célula añade un grado 
mayor de especificidad en la señalización 
mediada por esta enzima. Las holoenzimas 
tipo I suelen ser clásicamente citoplasmáticas 
mientras que el 75% de las holoenzimas 
tipo II suelen asociarse a orgánulos y a 
estructuras específicas (Pidoux et al., 2010). 
Las responsables de esta localización son 
las AKAPS (A Kinase Anchoring Proteins), 
una familia de proteínas con función de 
“scaffold”. En general, las proteínas scaffold 
contienen múltiples dominios de unión 
proteína-proteína y sirven como plataformas 
para la integración y la diseminación de 

una señal de manera simultánea. Secuestran 
una enzima de señalización en un ambiente 
subcelular específico y aseguran que cuando 
ésta se active se encuentre en estrecha 
proximidad de las dianas más relevantes que 
allí se encuentren. De esta manera aportan a 
una vía de señalización intracelular una gran 
resolución espacio-temporal constituyendo un 
punto clave para que una ruta común dé lugar 
a diferentes funciones (Beene et al., 2007).  
La primera AKAP en identificarse, en el 
año 1982, fue MAP2  (Theurkauf et al., 
1982). Si se incluyen a todas las variantes de 
splicing, hasta el momento se han identificado 
a más de 50 miembros de AKAPs. Esta 
gran familia está constituida por proteínas 
estructuralmente diversas pero que comparten 
tres características comunes a nivel funcional. 
En primer lugar, contienen un dominio de 
anclaje de PKA, concretamente un dominio 
de unión a las subunidades reguladoras de 
la misma. En segundo lugar, actúan como 
proteínas scaffold multivalentes que, además 
de unir PKA, son capaces de formar complejos 
multiproteicos y de integrar la señal de AMPc 
con otras rutas o eventos de señalización. Y, 
por último, tienen motivos de localización 
determinados (como modificaciones lipídicas 
o dominios de interacción proteína-proteína) 
que les permiten dirigir a estos complejos de 
señalización a lugares específicos dentro de la 
célula (Beene et al., 2007).

La mayoría de las AKAPs identificadas 
hasta el momento unen específicamente a la 
subunidad RII ya que es la isoforma de PKA 
comúnmente conocida por confinarse en 
compartimentos y en estructuras subcelulares. 
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Por su gran solubilidad se asumió que la 
holoenzima tipo I se encontraba principalmente 
en citoplasma. No obstante, recientemente se 
han caracterizado algunas AKAPs específicas 
para RI. Además, se han identificado algunas 
AKAPs de doble especificidad  (D-AKAPs) 
que unen a ambos subtipos (como D-AKAP1 
y D-AKAP2) (Beene et al., 2007; Pidoux et 
al., 2010).
En cuanto a la afinidad de unión, las 
subunidades RII se unen a las AKAPs en un 
rango nanomolar mientras que las subunidades 
RI lo hacen a niveles superiores, que pueden 
llegar hasta los micromoles (Pidoux et al., 
2010). 

Aunque las estructuras RII/AKAP son bastante 
similares entre ellas, cada AKAP une a RII de 
una manera ligeramente diferente. Mediante 
alineaciones de secuencias de diferentes 
AKAPs se descubrió que tienen un motivo de 
unos 14-18 aminoácidos responsable de unión 
a las subunidades reguladoras de PKA y que 
forman una estructura secundaria en forma 
de hélice-α amfipática (Figura 17). Estudios 
de resonancia magnética nuclear (NMR) 
demostraron que esta hélice se une a una 

FIGURA 17. Diagrama de la interacción entre un  dímero de RII (formado por la unión de las fracciones amino-terminales de dos 

subunidades de RII, en color azul oscuro) y la hélice amfipática de las AKAPs (color turquesa) (Pidoux et al., 2010).

ranura hidrófoba dentro del sitio de anclaje y 
dimerización (D/D) la subunidad RII. Si esta 
estructura helicoidal se perturba mediante 
sustituciones con prolina en uno o más de sus 
residuos, las AKAPs no pueden unir a PKA 
(Beene et al., 2007; Pidoux et al., 2010).

Todas las isoformas de PKA tienen una alta 
homología en el dominio D/D y en los sitios de 
unión a AMPc. Por el contrario, las regiones de 
unión a C son muy variables tanto en longitud 
como en secuencia. En cuanto a su afinidad 
de unión al ligando, existen diferencias entre 
las distintas subunidades reguladoras. Las 
holoenzimas de PKA tipo I son más sensibles 
a concentraciones bajas de AMPc, con una 
constante de activación (Kact) de 50-100nM 
de AMPc, mientras que la holoenzima tipo II 
presenta una Kact de 200-400nM (Amieux et 
al., 2002; Pidoux et al., 2010).

El diseño y la producción de péptidos sintéticos 
como el Ht31 (obtenido a partir de AKAP-
Lbc) y de péptidos de nueva generación han 
permitido interferir la unión entre AKAPs y 
RII. Otros péptidos como RIAD impiden la 
unión entre AKAPs y RI (Figura 18 B).
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FIGURA 18. Motivos de las AKAPs que unen a subunidades reguladoras de PKA. A. Primer alineamiento de secuencias de 

diferentes AKAPs: MAP2, P150 y péptidos de unión específica a AKAPs obtenidos de una librería (Ht31 y Ht21) (Carr et al., 1991). B. 

Comparación entre secuencias de diferentes AKAPs (AKAPs de afinidad única para subunidades RI o RII de PKA y AKAPs de doble 

afinidad, o D-AKAPS) con péptidos sintéticos específicos de disrupción de la unión entre AKAP y RI o RII (*) (Gold et al., 2006).

Cuando dimerizan por el dominio D/D, las 
subunidades RII proporcionan la superficie 
de unión a las AKAPs (Figura 17). Su región 
amino-terminal se puede dividir en dos 
regiones. La primera, constituída por los 
residuos del 1 al 23, forma la superficie de 
anclaje a las AKAPs. La segunda, compuesta 
por residuos del 24 al 44, cubre las uniones y 
los contactos entre las dos partes del dímero 
(Gold et al., 2006; Newlon et al., 2001; Pidoux 
et al., 2010). Mediante mutagénesis dirigida 

se descubrió que las isoleucinas 3 y 5 son 
esenciales para la unión de RIIα a AKAPs y 
que una deleción de la región del aminoácido 
1 al 5 inhibía la unión a AKAPs sin interferir 
en la dimerización de las moléculas (Hausken 
et al., 1994). Las subunidades RI dimerizan 
de una forma similar aunque el dominio de 
dimerización incluye otros aminoácidos (de 
los residuos 12 al 61) (Figura 19) (Banky et 
al., 2003).

FIGURA 19. Comparación de los dominios D/D de los dímeros de las subunidades RI y RII de PKA y su superficie de interacción 

con AKAPs (Pidoux et al., 2010). 
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AKAPs y el control local de la 
producción de AMPc

Diversos estudios de imagen in vivo (mediante 
el uso de subunidades reguladoras y catalíticas 
fusionadas a moléculas fluorescentes que 
realizan FRET) han demostrado que los 
niveles de AMPc no están distribuidos de 
manera uniforme dentro de la célula, sino 
que su difusión se encuentra restringida en 
“microdominios” sujetos a un control muy 
dinámico (Zaccolo et al., 2002). Como he 
mencionado anteriormente, el flujo temporal 
de AMPc se regula por dos sets de encimas: 
las ACs y las PDEs. La regulación local de 
las variaciones de AMPc en microdominios 
dependerá, por lo tanto, de la localización de 
estas enzimas dentro de la célula (Pidoux et 
al., 2010). 
Hoy en día se conocen interacciones entre 
AKAPs y ciertas PDEs que hacen que 
estas enzimas se localizacen también en 
compartimentos celulares específicos (como 
el centrosoma o membrana plasmática) 
contribuyendo así en la degradación local del 
AMPc y en el establecimiento de gradientes 
locales del mismo (Figura 20) (Beene et al., 
2007; Pidoux et al., 2010). Aunque menos 
estudiadas, también se han detectado algunas 

interacciones entre diversas AKAPs y ACs, que 
en algunos casos contribuyen a la inhibición 
de estas últimas (Dessauer, 2009). 

A través de las AKAPs, por lo tanto, PKA 
adquiere un nivel de control espacial mediante 
la regulación de la proximidad a sus sustratos. 
Facilita también un control temporal, ya se 
coloca de manera óptima en lugares donde 
se producen variaciones de AMPc discretas 
y reguladas, a su vez, de manera temporal. 
Además de esto, existe un mecanismo de 
feedback negativo por parte de PKA, que es 
capaz de activar PDEs y hacer que los niveles 
de AMPc bajen rápidamente (Pidoux et al., 
2010). Puede regular también a algunas ACs 
como la ACV y la ACVI, que son fosforilables 
por PKA (Kamenetsky et al., 2006).

Además de las PDEs y de las ACs, las 
AKAPs pueden reunir miembros de otras 
rutas de señalización enzimáticas para 
formar complejos multiproteicos. Muy 
frecuentemente incluyen proteínas quinasas 
(como PKC, ERK y Epac) y fosfatasas (como 
PP1, PP2A y PPI) anclando así reguladores 
positivos y negativos de una misma señal 
(Beene et al., 2007).

FIGURA 20. Ruta de señalización de 

cAMP en la que se observa a PKA en 

un compartimento subcelular anclada 

a una AKAP. Las PDEs, muy próximas 

a ésta, también se encuentran en en 

estructuras específical limitando la 

extensión y la duración de los gradientes 

de AMPc. (Pidoux et al., 2010) .
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Localización intracelular específica de 
las AKAPs

Las AKAPs disponen de dominios de 
unión proteína-proteína o proteína-lípido 
específicos que les confieren la capacidad de 
localizarse selectivamente en un determinado 
compartimento celular. De esta manera, las 
AKAPs crean microdominios intracelulares 
que le permiten a la célula superar los 
problemas de interacción entre las proteínas 
que son poco abundantes y hacer que las 
señales generadas (como cambios en la 
concentración intracelular de nucleótidos 
cíclicos, Ca2+ e inositol fosfato) sean locales 
y que alcancen niveles funcionales sólo en 
puntos de estrecha proximidad con la proteína 
de anclaje (Malbon et al., 2004). Se han 
identificado AKAPs asociadas a una gran 
variedad de compartimentos celulares, entre 
los que destacan los centrosomas, el retículo 
endoplasmático, el aparato de Golgi, las 
mitocondrias, los microtúbulos, la membrana 
celular, la matriz nuclear y el citoesqueleto 
(Wong et al., 2004). 

Estudios en diferentes especies han permitido 
relacionar a PKA que con la vía de Hh. 
Mutaciones de PKA que causan una reducción 
de su actividad dan lugar a fenotipos de 
ganancia de función de Hh, mientras que 
aumentos de la misma causan fenotipos 
opuestos.
 
El papel de PKA en el desarrollo se reveló 
a partir de mutaciones en el gen DCO de 
Drosophila melanogaster y que codifica para 
la subunidad catalítica de la misma. La pérdida 

de este gen causó defectos en la oogénesis y 
en la determinación del patterning (o patrón 
de expresión de proteínas) en el embrión que 
pudieron ser rescatadas por una sobreexpresión 
de una subunidad catalítica de PKA (Jiang et 
al., 1995; Li et al., 1995). Posteriormente en 
esta misma especie se descubrió que algunas 
de las mutaciones que se creían localizadas 
en del gen Cos1 y que causaban fenotipos de 
ganancia de función de Hh eran en realidad 
mutaciones que causaban pérdidas de función 
del gen de C-PKA o ganancias de función del 
gen de RII-PKA (Collier et al., 2004).
De manera similar, la deficiencia de PKA 
en vertebrados o su inapropiada activación 
provoca defectos en patterning del tubo 
neural así como en de las somitas y de las 
extremidades. La sobreexpresión de una 
molécula reguladora de PKA de Drosophila 
melanogaster que contiene una mutación que 
le impide activarse por AMPc (y por lo tanto, 
no le permite liberar a la subunidad catalítica) 
actúa como dominante negativa de PKA en pez 
zebra y tiene un fenotipo similar a la expresión 
ectópica de Sonic e Indian Hedgehog en esta 
especie (Concordet et al., 1996). Ambos 
fenotipos pueden ser rescatados mediante la 
expresión de una subunidad catalítica de PKA 
de ratón (Hammerschmidt et al., 1996). Como 
ocurre en el pez, los ratones transgénicos 
que contienen una subunidad RIα dominante 
negativa también poseen una activación 
ectópica de la vía de Shh en el CNS dorsal que 
imita la expresión ectópica de Shh (Clegg et 
al., 1987; Epstein et al., 1996). Las sucesivas 
supresiones de los alelos de las subunidades 
Cα y Cβ de ratón dan lugar a defectos en 
el patterning. Los ratones que retienen un 
solo alelo de Cα o Cβ (Cα-/+ Cβ-/- o Cα  -/- 
Cβ-/+) sufren una dramática expansión del 
tubo neural en las regiones torácica y lumbar 
(con un 100% de penetrancia) y un fallo en el 
cierre del tubo neural en un 25% de los casos. 
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Tiene lugar una expansión de los marcadores 
ventrales y una reducción o ausencia de los 
dorsales por un incremento en la señal de 
Shh. La pérdida completa de la actividad PKA 
(Cα-/- o Cβ-/-) resulta en letalidad embrionaria 
temprana debido al amplio rango de funciones 
esenciales que posee PKA en procesos como 
la replicación del ADN, el ciclo celular y la 
activación del genoma del zigoto (Huang et 
al., 2002). Por el contrario, la manipulación 
farmacológica de PKA mediante el uso de 
Forskolina (FSK) o análogos de AMPc bloquea 
por completo la habilidad de Sonic Hedgehog 
de inducir las neuronas dopaminérgicas o los 
marcadores de la vía desde la placa del suelo 
(Hynes et al., 1995).

Hasta hace muy poco, la vía de señalización de 
Shh en la mayoría de especies se consideraba 
conservada casi en su totalidad con la de 
Drosophila melanogaster, especie en la que se 
descubrieron muchos de los eventos que tienen 
lugar durante la transducción de la señal. No 
obstante, recientemente se añadió un factor 
de complejidad en la ruta de vertebrados: el 
cilio primario. De manera que hoy en día no 
considera a la membrana plasmática de la 
célula como una unidad capaz de responder a 
Shh por igual en cualquier zona por donde se 
la estimule, si no que es en la membrana ciliar 
donde tiene lugar el inicio de la señalización 
de la vía de Shh ya que tanto el receptor como 
muchos otros componentes de la misma se 
acumulan en el cilio primario. 

Los cilios y los flagelos de los organismos 
eucariotas son finas proyecciones intracelulares 
de las células que cumplen importantes 
funciones de movimiento o sensorial. 
Los cilios (del latín cilium, ceja) son 
característicos exclusivamente de los 
organismos eucariotas (con la excepción de 
los que tienen pared celular). En vertebrados, 
prácticamente todos los tipos celulares tienen 
cilios o proceden de células que los tuvieron 
(Satir et al., 2007)
El término flagelo, en cambio, es un poco 
ambiguo ya que se usa para referirse tanto a los 
órganos móviles de los organismos eucariotas 
como al de los procariotas, estructuras que 
no son homólogas y que difieren mucho 
en su organización y en su composición. 
Además, los flagelos de los procariotas 
son estructuras extracelulares rígidas y no 
móviles por sí mismas mientras que los 
flagelos de los eucariotas son intracelulares 
e intrínsecamente móviles. En 1980 y ante el 
reclamo de los bacteriólogos por el término 
flagelo, Lynn Margulis propuso incluir a 
los cilios y los flagelos de los organismos 
eucariotas en el término undulipodio (del latín 
undula, onda pequeña; del griego podos, o 
pie). Los undulipodios difieren entre sí por su 
tamaño (de 2 a 15 μm en los cilios y de hasta 
varios milímetros en los flagelos), el número 
por célula (los flagelos son únicos mientras 
que los cilios suelen encontrarse en múltiples 
copias, a excepción de los cilios nodales o 
primarios) y por el patrón de movimiento (los 
cilios baten como un remo, son inmóviles 
o crean un vórtice mientras que los flagelos 
ondulan) (Lynn et al., 1992).  Además de 
estas diferencias estructurales, los cilios y 
los flagelos de los eucariotas difieren entre 
sí por su función: los flagelos son capaces de 
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propulsar a la célula por un líquido mientras 
que los cilios se sitúan en células estacionarias 
y, gracias al impulso que realizan y a la 
sincronización de su batido, son capaces de 
mover un fluido y a los elementos contenidos 
en él. Ambos se componen por tubulinas pero 
los flagelos poseen, además, otros cientos de 
proteínas muy bien organizadas.

Estructura básica de los cilios

Los cilios tienen una esteriotipada estructura 
microtubular, denominada axonema, que se 
proyecta hacia fuera de la superficie celular 
desde uno de los centriolos modificados (el 
centriolo madre o cuerpo basal) que lo ancla a 
la célula (Figura 21A). Éste se encuentra unido, 
a su vez, a la membrana plasmática gracias a 
las unas fibras microtubulares denominadas 
fibras de transición o escudos alares. El 
axonema ciliar se encuentra revestido por 
la membrana ciliar: una bicapa lipídica que 
es continua con la membrana plasmática de 
la célula (como si fuese una evaginación de 
la misma) pero que difiere de esta última en 
su contenido proteico. Ésta posee una gran 
cantidad de receptores y de canales iónicos, 
lo que la hace una estructura altamente 
especializada. Las estructuras responsables de 
esta diferencia proteica son el bolsillo ciliar 
y el collar ciliar. El primero es una profunda 
hendidura de doble membrana en forma de 
vaina que envuelve la base del cilio. El collar 
ciliar es un complejo formado por las fibras 
de transición y una gran cantidad de vesículas 
de membrana dispuestas en forma de collar de 
perlas en espiral y que se sitúan donde estas 
fibras contactan con la membrana, en la zona 

de transición.  Esta zona se denomina así 
porque es el lugar donde se da la transición 
entre los tripletes de microtúbulos del cuerpo 
basal con los dobletes de microtúbulos del 
axonema ciliar (Figura 21 B y C) (Pedersen 
et al., 2008). 
Por analogía con el poro nuclear y por su 
relación filogenética, a este collar ciliar se le 
denomina también complejo del poro ciliar ya 
que, junto con la estructura interna del centriolo 
madre modificado, restringe el tamaño de 
moléculas que entran en el compartimento 
ciliar (Figura 21 B y C). El complejo del poro 
ciliar funciona como una puerta de entrada 
altamente regulada en la que se acumulan, 
antes de entrar en el compartimento ciliar, los 
precursores ciliares y las proteínas encargadas 
del transporte intraciliar (Praetorius et al., 
2005; Rosenbaum et al., 2002; Satir et al., 
2007)

Clasificación y Función de los cilios

Los cilios de los organismos eucariotas se 
clasifican en dos grandes grupos: inmóviles o 
primarios y móviles o secundarios. Estos tipos 
de cilios son fácilmente distinguibles por el 
patrón de axonema que poseen, que se abrevia 
según el número de microtúbulos externos o 
dobletes externos (compuestos por subfibras 
del tipo A y B, unidas por nexinas) y a los 
pares centrales de microtúbulos o dobletes 
internos. El axonema típico de los cilios 
móviles se designa por la conocida fórmula 
9+2, que consiste en un anillo de 9 pares de 
dobletes externos y dos pares de dobletes 
internos (Figura 23). Estos cilios contienen 
también estructuras accesorias involucradas 
en la movilidad: brazos internos y externos 
de dineína, extensiones radiales y un par de 
proyecciones centrales (Figura 23). Suelen 
encontrarse en múltiples copias por célula 
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FIGURA 21. A. Esquema representativo de las partes de los cilios y flagelos (Pedersen et al., 2008a).  B. Cortes transversales de las 

diferentes partes de un cilio. FPC, complejo del poro flagelar (ciliar) (Rosenbaum et al., 2002). C. Estructura más detallada de la 

membrana en la zona del bolsillo ciliar (Rohatgi et al., 2010).

FIGURA 22. Micrografía electrónica (M.E) de un cilio y de sus dos centriolos. A. Proximidad entre los dos centriolos. Pc, Centriolo 

Proximal; Dc, centriolo distal. El axonema del cilio (Ax) emerge del Dc.  B y C. Secciones transversales del Pc y del  Dc o cuerpo 

basal (respectivamente) en las que se observa una gran diferencia en su estructura interna (Praetorius et al., 2005).



58

(como ocurre en el caso de las células de las 
superficies epiteliales del sistema respiratorio 
y de los oviductos o las células ependimales 
de los ventrículos del cerebro adulto) y su 
función concreta es la de transportar fluidos y 
sustancias a lo largo de la superficie epitelial 
mediante la sincronización de sus batidos. 
Dentro de los cilios móviles existe una 
excepción: el cilio de las células de blastocisto 
del nodo embrionario. Este cilio posee una 
estructura 9+0 ya que carece del par de dobletes 
centrales responsables del movimiento de 
batida pero conserva los brazos de dineína 
externos. Su función es la de rotar para crear 
un flujo direccional de un lado a otro del nodo 
embrionario, necesario para el establecimiento 
de la asimetría bilateral en los embriones 
(Hirokawa et al., 2006). 

Al igual que estos últimos, los cilios inmóviles 
o primarios están compuestos por un axonema 
9+0. No disponen de los dobletes centrales, 
los brazos externos e internos de dineína ni 
del resto de accesorios responsables de la 
movilidad (Figura 23).     

Algunos cilios altamente especializados 
(como los cilios de los de los órganos 
sensoriales olfatorios de los vertebrados o 
los fotorreceptores de la vista: los conos y 
los bastones), poseen una extensión del cilio 
primario con un axonema atípico en la parte 
distal formado por extensiones de las subfibras 
tipo A. 
Los cilios inmóviles canónicos también tienen 
una excepción: los cilios de las células del 
oído interno, provistas de un axonema 9+2 
pero que se consideran inmóvil.

A diferencia de los cilios móviles, el cilio 
primario se encuentra presente en una copia 
única en la mayoría de los tipos celulares 
de los vertebrados. A pesar de que su 
descubrimiento tuvo lugar hace unos 100 
años por los citólogos, su función concreta se 
desconocía y fue considerado durante mucho 
tiempo un órgano vestigial. En una primera 
hipótesis se le atribuyó la función de inhibir 
la división celular mediante el secuestro del 
centriolo. Este pensamiento no es del todo 
incorrecto ya que la mayor parte de células 

FIGURA 23. Diferencias entre el axonema de cilios móviles (9+2) y cilios primarios no móviles (9+0). ODA e IDA, brazos externos 

e internos de dineína, respectivamente; RSP; extensiones radiales (Pedersen et al., 2008a).
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que tienen cilio son células que están en estado 
quiescente (Satir et al., 2010). En la última 
década se relacionó con importantes funciones 
como lo son la regulación y coordinación 
de procesos celulares en el desarrollo, entre 
los que se incluyen la migración celular, la 
diferenciación o re-entrada en ciclo celular, la 
especificación del plano de división celular y 
la apoptosis (Pedersen et al., 2008a; Praetorius 
et al., 2005). 

El axonema ciliar se desarrolla y se ancla al 
centriolo madre (o centriolo distal), que dará 
lugar al cuerpo basal. El proceso de ciliogénesis 
está acoplado, por lo tanto, a la maduración 
y a la duplicación de los centriolos. Al ser 
una estructura diplosomal, el otro centriolo 
(el centriolo proximal) se encuentra unido al 
distal y está muy próximo al aparato de Golgi 
(Praetorius et al., 2005). Además de servir 
como cuerpos basales del cilio, los centriolos 
tienen la importante función formación de los 
husos mitóticos durante la fase de división 
celular. Los cilios se consideran estructuras 
post-mitóticas que sólo están presentes en 
células quiescentes y, hasta el momento, no se 
han observado células que contengan ambas 
estructuras. En las células que poseen cilio 
primario y que tienen capacidad para proliferar, 
la ciliogénesis está altamente coordinada con 
la progresión del ciclo celular. En la fase G los 
centriolos organizan la matriz pericentriolar 
(PCM) para formar el centrosoma, que dará 
lugar al denominado centro organizador de los 
microtúbulos (MTOC). En la fase de síntesis 
del ciclo celular (S) se forman los centriolos 
hijos por duplicación del centrosoma que, en 
la siguiente fase de mitosis (M), serán capaces 

de funcionar como centriolos parentales. En 
G2 se acumulan más PCM para organizar a 
los microtúbulos durante la mitosis (Nigg et 
al., 2009).. 
En G2/M los centriolos madre se distinguen de 
los hijos por la presencia de los denominados 
apéndices distales y subdistales, estructuras 
accesorias necesarias para la migración y para 
el anclaje del centriolo madre a la membrana 
(Nigg et al., 2009; Pedersen et al., 2008a). Una 
vez esto sucede, los apéndices dan lugar a las 
fibras de transición uniendo el cuerpo basal a 
la membrana y estabilizando la estructura del 
cilio. En caso de no formarse los apéndices, la 
ciliogénesis se inhibe. La polimerización del 
axonema tiene lugar en Go/G1, tras el anclaje 
del centriolo madre a la membrana (Figura 
25) (Pedersen et al., 2008b; Pedersen et al., 
2008a). Se cree que la función concreta de los 
centriolos es la formación de los cilios y de 
los flagelos ya que los organismos aciliados 
eucariotas no poseen centriolos (Marshall, 
2009).  

Aunque la desaparición del cilio primario y la 
reentrada en mitosis son dos procesos que están 
altamente coordinados, la pérdida del cilio 
no es un requisito para la entrada en el ciclo 
celular ya que si se impide su desaparición no 
se inhibe la entrada en mitosis. Por otro lado, la 
disrupción del cilio primario tampoco induce 
fenotipos de proliferación descontrolada. 
El mecanismo molecular exacto implicado 
en la formación y en la desaparición del 
cilio durante las fases del ciclo celular se 
desconoce. En Chlamydomonas se sabe que 
para la elongación del cilio se requiere la 
desinhibición de dos proteínas del centrosoma 
que actúan como supresoras de la ciliogénesis: 
Cep19 y CP110. La depleción de ambas 
resulta en la aparición de marcadores ciliares 
bien establecidos en células que todavía 
no han salido del ciclo. Por el contrario, la 
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regulación de la transición G2/M a través de 
Cdc2-Ciclina B activa a quinasas de la familia 
de Nek y AurA responsables de que el cilio 
se despolimerice (Figura 24) (Gerdes et al., 
2009).

FIGURA 24. (Gerdes et al., 2009).

Durante la década de los 60’ Sorokin describió 
dos tipos de ciliogénesis en base al análisis 
de imágenes de microscopía electrónica de 
transmisión (TEM). En las células epiteliales, 
el centriolo madre se ensambla directamente 
a la membrana apical y desde allí el axonema 
9+0 crece hacia el medio extracelular. La 
formación de los cilios móviles (9+2) en 
células epiteliales multiciliadas se da de una 

manera muy similar pero posteriormente 
a la multiplicación de los cuerpos basales 
por un mecanismo acentriolar cuyas bases 
moleculares exactas se desconocen (Sorokin, 
1968a; Sorokin, 1968b).

Por otro lado, los estudios de Sorokin en 
células musculares demostraron que la 
producción del cilio se inicia dentro de la 
célula y propuso tres estadios tempranos de 
formación del cilio primario: en una primera 
fase, una vesícula derivada del aparato de 
Golgi (vesícula centriolar) se une al centriolo 
madre, desde el cual emergerá el axonema 
(Figura 27A a, h). A medida que el centriolo 
se mueve, la vesícula comienza a invaginarse 
y el centriolo forma las estructuras accesorias 
para convertirse en el centriolo distal (Figura 
27A b); en una segunda etapa tiene lugar 
una fusión de nuevas vesículas (vesículas 
centriolares secundarias) que formarán una 
vaina y envolverán el axonema que comienza 
a elongarse (Figura 27A c, h y 27B); y, por 
último, cuando la membrana que rodea el 
axonema alcanza la superficie celular, se 
fusiona con ésta dando lugar a la estructura en 
forma de copa o collar ciliar y que consiste en 
múltiples hebras de partículas intra-membrana 
conectadas con el centro del centriolo madre 
(Figura 27A d y 27B) (Sorokin, 1968a). 

FIGURA 26. Célula con un único cilio primario y  célula epitelial 

multiciliada (Nigg et al., 2009).
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FIGURA 25. A. El cilio primario y el ciclo celular. El cilio se forma en la fase G0/G1, tras el anclaje del centriolo madre en la membrana 

plasmática (Pedersen et al., 2008a). B. Arriba, Formación del centrosoma y acumulación del material pericentriolar en G2. Debajo, 

M.E de apéndices distales y subdistales del centriolo madre (Nigg et al., 2009).

Los cilios y los flagelos se alargan desde 
la base del cilio por extensión de su punta 
distal, donde posteriormente tiene lugar un 
continuo recambio del material del axonena 
(por polimerización y despolimerización 
del mismo). En Chlamydomonas renhardtii 
y en Caenorhabditis elegans se determinó 
que el responsable del ensamblaje y del 
mantenimiento de los flagelos era el sistema 
de transporte intraflagelar (IFT) (Rosenbaum 
et al., 2002; Witman, 1975). Este sistema 
mueve tanto material del axonema como a las 
proteínas de membrana y a otras moléculas 
“cargo” desde su lugar de síntesis en la célula 
hacia la punta del cilio. En esta dirección de 
movimiento de partículas está implicado el 
denominado complejo motor de transporte 

anterógrado mientras que el responsable del 
retorno de los productos a ser reciclados desde 
la punta hacia a la base del cilio es el complejo 
motor de transporte retrógrado. Otros dos 
subcomplejos de IFT se acoplan y cooperan 
con el sistema motor anterógrado y retrógrado: 
los complejos B y A,  respectivamente. En 
total, los complejos A y B se componen de 
más de 17 polipéptidos ricos en dominios de 
interacción proteína-proteína transitoria, por 
lo que se les atribuye la función de unir a las 
proteínas cargo (Pedersen et al., 2008b).
Muchos de los componentes de la maquinaria 
del complejo motor quedan aún por 
identificar. Recientemente se descubrieron 
nuevas moléculas asociadas al IFT como las 
proteínas BBS (Síndrome de Bardet Biedl) o 
DYF-1 (activadora de la quinesina) (Inglis et 
al., 2006). 
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FIGURA 27. A. Estadios de formación del cilio primario. CV, vesícula centriolar. SCV, vesícula centriolar secundaria. (Pedersen et al., 

2008b). B. Esquema resumen de las fases de formación del cilio primario (Rohatgi et al., 2010). En un cuarto estadio adicional, el 

axonema emergente se alarga gracias al transporte intraflagerlar y que dará lugar al cilio primario maduro (Figura 27A, h).  Las 

observaciones de Sorokin sugirieron que, a diferencia de las células epiteliales, en otros tipos celulares la formación del cilio 

puede originarse cuando el centriolo madre se coloca cerca del aparato de Golgi y del núcleo, antes de migrar y de anclarse en 

la membrana (Pedersen et al., 2008b).
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Transporte anterógrado: quinesina-2 y 
complejo B

En Chlamydomonas renardthi, se descubrió 
que el gen FLA10 codificaba para la proteína 
quinesina motora 2 y que era el responsable 
del transporte anterógrado ya que mutantes 
del mismo daban lugar a una pérdida o 
acortamiento del flagelo (Kozminski et al., 
1995; Rosenbaum et al., 2002). 
En la mayoría de especies el complejo motor 
anterógrado canónico es hetero-dimérico y se 
compone principalmente por dos subunidades 
motoras de la familia de quinesina-2 (conocidas 
en mamíferos como Kif3A y Kif3B de 90 y 85 
kDa, respectivamente) y una subunidad no 
motora que se asocia a quinesina (denominada 
KAP, de 100 kDa). En mamíferos existe una 
tercera subunidad denominada Kif3C que se 
expresa preferentemente en tejido neural y que 
se asocia con Kif3A/KAP (Figura 29). Otras 
quinesinas adicionales como la quinesina 
homo-dimérica y otros miembros de la 
familia cooperan con este complejo principal 
en la correcta formación y funcionamiento del 
cilio. Existe, por lo tanto, una gran diversidad 
estructural y funcional en el IFT anterógrado. 
Hace poco se demostró en C.Elegans que 
OMS-3 (el homólogo de Kif17 de mamíferos) 
coopera con la quinesina-2 en el transporte 
anterógrado de únicamente los segmentos 
mediales y distales del cilio (Pedersen et al., 
2008b).
En el erizo de mar, la inyección de anticuerpos 
específicos contra subunidades motoras de 
quinesina 2 da lugar a blástulas con cilios que 
carecen el par central de microtúbulos del 
axonema. En el ratón, en cambio, impide el 
correcto ensamblaje del cilio nodal (Rosenbaum 
et al., 2002). Mutaciones específicas de Kif3A 
en fotorreceptores de ratón mediante el 
sistema Cre-loxP dan lugar a defectos en el 
IFT y a grandes acumulaciones de la proteína 

opsina y de arrestina en membrana y dentro 
del cilio especializado, respectivamente. La 
inactivación del gen Kif3A en el riñón de ratón 
no permite la correcta formación del cilio y 
hace que se desarrollen múltiples quistes en el 
órgano (Pedersen et al., 2008b).
El complejo motor B que coopera con la 
quinesina 2 está formado por partículas de 
IFT que contienen unos 10 polipéptidos. 
Transporta precursores del axonema desde el 
citoplasma al compartimento ciliar y por dentro 
de éste. En general, una pérdida completa de 
cualquiera de los polipéptidos del complejo 
B da lugar a una inhibición en la formación 
del cilio primario. IFT88/Polaris es uno de los 
más estudiados (Figura 29) (Pedersen et al., 
2008a). 

Transporte retrógrado: dineína1b 
citoplasmática y complejo A

La dineína 1b citoplasmática (una isoforma 
de cadena pesada de la dineína 2) es la 
responsable del transporte retrógrado. Esta 
proteína forma complejos multi-proteicos 
que contienen una o más proteínas de cadena 
pesada de la familia de las ATPasas AAA+ así 
como varias proteínas accesorias necesarias 
para la regulación de la actividad motora y 
para la unión del cargo. Hasta se ahora han 
identificado y caracterizado 4 subunidades 
diferentes de dineína 1b citoplasmática: una 
específica de cadena pesada (Dync2h1) que 
en mamíferos se encuentra en cilios de varios 
tejidos y tipos celulares; un intermediario 
de cadena ligera (Dync2li1); un putativo de 
cadena intermedia (IC/WC) y uno de cadena 
ligera (LC) (Pedersen et al., 2008b). 
La participación de la dineína en el IFT 
retrógrado se observó por primera vez en 
mutantes en el gen LC8 de Chlamydomonas 
que dan lugar a flagelos cortos en los que se 
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acumulan grandes cantidades de partículas de 
polipéptidos de IFT. Su implicación definitiva 
se confirmó en mutantes para los genes 
DHC1b y D1bLIC (de Dync2h1 y Dync2li1, 
respectivamente) y que también dieron lugar 
a flagelos cortos con acumulaciones aún 
mayores de partículas de IFT (Pedersen et al., 
2008b; Rosenbaum et al., 2002). En ratón, la 
lesión de cualquiera de estos genes da lugar 
a la aparición de cilios cortos, con forma de 
muñón y rellenos de partículas de IFT en el 
mesénquima del neuroectodermo y en los 
miembros (Pedersen et al., 2008b).
Al igual que el transporte anterógrado, el 
transporte retrógrado requiere de una serie 
de 6 polipéptidos del complejo A. En en 
este caso no siempre son necesarios para 
la formación del axonema ciliar ya que los 
fenotipos observados en sus mutantes varían 
según el organismo y el tipo celular. Algunos 
dan lugar a una pérdida total del cilio o flagelo 
y otros resultan en cilios acortados donde 
se acumulan proteínas del complejo B en su 
punta distal (Pedersen et al., 2008b).

FIGURA 28. Modelo de transporte IFT. La quinesina 2 del ITF anterógrado mueve moléculas cargo hacia la punta del cilio y la 

dineína1b citoplasmática realiza el IFT retrógrado y devuelve partículas de IFT a la base del cilio (Rosenbaum et al., 2002).

Los dos complejos del sistema del IFT 
funcionan de una manera muy dinámica. Una 
vez descargados los precursores del axonema 
en la punta distal, la quinesina 2 se inhibe y 
la dineína citoplasmática se activa y une al 
complejo A. El complejo B se reasocia con el 
A y con los productos ciliares a ser reciclados 
hacia el cuerpo celular. Una vez la dineína 
llega a la base del cilio ocurre lo contrario 
(Pedersen et al., 2008a). Como las partículas 
de IFT se mueven de modo unidireccional 
pero sin detenerse ni revertir su dirección, 
ambas proteínas del complejo motor deben 
ser recicladas hacia el compartimento desde 
el cual provienen. Existen evidencias de que 
algunos precursores de moléculas del IFT son 
proteínas cargo ciliares y que se transportan 
en partículas de IFT (Qin et al., 2004).
La principal fuente de conocimiento de la 
maquinaria proteica y de la biología básica 
del IFT proviene del estudio de flagelos 
inmovilizados de Chlamydomonas renhardtii. 
Kozminski fue el primero en observar 
la bidireccionalidad con microscopia de 
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FIGURA 29. Complejos motores anterógrado (quinesina 2) y retrógrado (dineína 1b) y los 

polipéptidos del complejo B y A a los que se asocian, respectivamente (Gerdes et al., 2009).

contraste DIC (Differential Interference 
Contrast) y describió un continuo movimiento 
de partículas granulares por debajo de 
la membrana. Determinó también que la 
velocidad de movimiento del IFT anterógrado 
era de unos 2-2.5 μm.s-1 mientras que la del 
transporte retrógrado era un poco superior, 
de unos 3.5-4 μm.s-1 (Kozminski et al., 
1993). Posteriormente, mediante el uso de 
microscopía electrónica TEM (Transmission 
Electron Microscopy), Kozminski descubrió 
que estas partículas se situaban entre la 
membrana ciliar y las subfibras tipo B de 
los dobletes de MT del axonema (Figura 30) 
(Kozminski, 1995).

Recientemente, el movimiento del IFT se ha 
observado mediante el uso de partículas y 
de subunidades motoras de IFT fusionadas 
a la proteína fluorescente verde (GFP) en 
neuronas sensoriales de C. Elegans y en cilios 
primarios de células de riñón (Pedersen et al., 
2008b; Pedersen et al., 2008a).

Los mecanismos de regulación del IFT más 
estudiados son del complejo motor anterógrado. 
Algunos análisis de mutaciones han revelado 
la posibilidad de que algunas quinasas estén 
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regulando potencialmente la actividad de la 
quinesina 2 mediante la fosforilación. Entre 
éstas se incluyen a: MAP quinasas, quinasas 
relacionadas con NIMA, GSK3β y proteínas 
polares asociadas. La subunidad KAP de la 
quinesina 2 se regula mediante cambios que 
median o su localización en la base del flagelo 
o su movimiento progresivo a lo largo del 
mismo. La poliglutamilación de la tubulinas 
también influye en la progresión y en la 
velocidad de movimiento del complejo de la 
quinesina 2 en el cilio (Pedersen et al., 2008a). 
Las proteínas BBS también juegan un papel 
importante en el mantenimiento de las dos 
kinesinas motoras juntas y en el ensamblaje 
del cilio en algunos tipos celulares (Pedersen 
et al., 2008b).

La modulación del transporte retrógrado es 
bastante más desconocida. Se sabe que LC8 
tiene un papel importante en la entrada del 
complejo motor de dineína ya que su mutante 

FIGURA 30. M.E de Partículas de IFT situadas entre la membrana y el axonema de flagelos de 

Chlamydomonas renhardtii  (Praetorius et al., 2005; Rosenbaum et al., 2002)

no permite la entrada de ésta en el complejo 
flagelar. El Ift172 parece estar  implicado en 
la transición de los complejos motores de 
ITFs en la punta distal (Pedersen et al., 2008a; 
Rosenbaum et al., 2002).  

Además de los mecanismos que afectan a la 
actividad motora, existen otros mecanismos 
de regulación a nivel de la asociación de 
proteínas cargo a las partículas IFT antes de 
entrar en el compartimento ciliar.

 
Los cilios carecen de la maquinaria de 
producción de novo de proteínas y, por ello, 
tanto las proteínas del axonema como las 
proteínas solubles de la matriz ciliar son 
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sintetizadas en el citoplasma en ribosomas 
libres, modificadas post-traduccionalmente e 
importadas al cilio para ser transportadas por el 
IFT (Pazour et al., 2008). En Chlamydomonas 
se observó que los polipéptidos de las partículas 
IFT, junto con las subunidades motoras y 
los precursores flagelares, se encontraban 
altamente concentrados en el collar ciliar, 
donde las fibras de transición contactan con 
la membrana. Esto sugirió que el IFT se inicia 
en esta región, en la que tendrían lugar tanto 
la asociación de las moléculas cargo con las 
partículas de IFT como el reconocimiento de 
las secuencias específicas para la localización 
ciliar (Rosenbaum et al., 2002). El collar 
ciliar, como he mencionado anteriormente, 
comparte con el complejo del poro nuclear la 
función de selección y por ello se le denomina 
complejo del poro ciliar. Funciona como una 
barrera selectiva de proteínas e impide la 
difusión de moléculas desde el citoplasma 
al compartimento ciliar. De esta manera 
previene la entrada de vesículas de membrana 
y de ribosomas y le confiere a la matriz ciliar 
una composición distinta a la del citoplasma 
(Pazour et al., 2008).

De manera similar a lo que ocurre con la 
matriz ciliar respecto al citoplasma celular, las 
membranas ciliares tienen una composición 
diferente a la de la membrana celular. Poseen 
altas concentraciones de esteroles en relación 
a los niveles de fosfolípidos y propiedades 
similares a la de los denominados “lípid-rafts” 
(microdominios lipídicos de membrana ricos 
también en esteroles y glicoespfingolípidos) 
ya que también son resistentes a detergentes 
específicos (Pazour et al., 2008; Tyler et al., 
2009). En la zona del collar ciliar, la membrana 
ciliar tiene una composición lipídica diferente 
a la de la porción extracelular, con una 
condensación aún mayor de complejos de 
esteroles. Algunos estudios sugieren que 

éstos forman una barrera de difusión entre la 
membrana plasmática y la membrana ciliar, 
importante para la localización de proteínas 
en la membrana ciliar (Rohatgi et al., 2010). 
Recientemente se ha descrito que, a la altura 
del collar ciliar, hay un anillo de septinas que 
regula la entrada de proteínas en el complejo 
ciliar y que, concretamente, regula la entrada 
de Smo en el mismo (Hu et al., 2010).  Además 
del collar ciliar, el cilio posee otra barrera de 
difusión: el bolsillo ciliar, cuya naturaleza 
curva impone constricciones geométricas en la 
difusión de proteínas y de lípidos de membrana 
hacia la porción extracelular del cilio (Pazour 
et al., 2008; Rohatgi et al., 2010). 

Las células tienen la capacidad de dirigir y 
de acumular específicamente proteínas de 
membrana en el cilio. Muchas de éstas poseen 
modificaciones lipídicas específicas en su 
fracción amino-terminal que promueven su 
asociación con los microdominios lipídicos 
ciliares. Además de esta modificación, 
algunas proteínas poseen motivos peptídicos 
específicos para dirigirse a su destino (Pazour 
et al., 2008).
A diferencia de las proteínas del axonema, 
las proteínas de membrana se sintetizan en 
el RER y son procesadas en el Golgi para ser 
posteriormente transportadas al cilio. La vía 
canónica de transporte de proteínas ciliares 
sería la correspondiente al modelo constitutivo: 
Vesícula Golgi → Base del cilio → Cargo 
IFT. Recientemente se han descubierto otras 
dos rutas alternativas de enriquecimiento 
de proteínas desde el Golgi a dominios 
especializados de membrana en respuesta a 
una señal extracelular: la vía de reciclaje a 
través de vesículas de endocitosis y la vía de 
difusión lateral. Esta última fue descubierta 
en el transporte de las aglutininas en flagelos 
de Chlamydomonas y es la que utiliza Smo 
para ir al cilio(Pazour et al., 2008; Rohatgi et 
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al., 2010) (Figura 31). Sea cual sea el modelo 
de transporte, las proteínas deben atravesar la 
barrera de difusión en la base del cilio antes de 
acceder a la membrana ciliar y su movimiento 
hacia el bolsillo ciliar debe estar regulado 
por diferentes vías citoplasmáticas. Una vez 
que las proteínas de membrana entran en el 
compartimento ciliar, el IFT juega un papel 
regulador en la asistencia de la selección de 
proteínas ciliares en vesículas específicas, 
ya que existen evidencias de interacciones 
bioquímicas entre complejos de IFT y proteínas 
de membrana (Emmer et al., 2010; Pazour et 
al., 2008). Es importante destacar la dificultad 
del estudio de la implicación del IFT en el 
transporte de proteínas ya que su disrupción 
normalmente perjudica la integridad del cilio.

FIGURA 31. Esquema en el que se muestra la vía de transporte 

lateral descrita en Smo, cuyo movimiento fue seguido in vivo 

con un marcaje fluorescente de moléculas. (Milenkovic et al.,  

2009)  

Recientemente se ha aceptado que los cilios, 
con su extendida área de contacto con el 

medio extracelular, tienen otras propiedades 
además de las ya conocidas de promover el 
movimiento celular y de  crear un flujo de 
sustancias en el entorno, sino que funcionan 
como zonas de alto contenido en moléculas 
implicadas en vías de señalización y controlan 
una gran variedad de procesos celulares. 
De esta manera, los cilios funcionan como 
antenas o microdominios quimio-sensibles 
que detectan cambios en el medio que los 
rodea y lo transducen al interior de la célula. 
En las células del tubo neural, por ejemplo, 
los cilios de las células que se encuentran en el 
lumen y que responen a factores extracelulares 
como Shh, orientan sus cilios hacia el interior 
del tubo e incrementan así la superficie de 
contacto con el medio extracelular (Singla et 
al., 2006).

Durante la última década, una serie de 
descubrimientos llevó a explorar el área 
relacionada con defectos en el cilio, ya sea en 
su correcta producción, su contenido proteico 
o su funcionamiento. 
El caso más estudiado es el del cilio nodal, 
que produce un flujo en el nodo del embrión 
responsable de la determinación del eje del 
cuerpo en el nodo embrionario (Hirokawa et 
al., 2006). La disrupción de este flujo da lugar 
a una distribución aleatoria del eje del cuerpo 
y del corazón, condición denominada situs 
inversus. Esto ocurre también en humanos 
con defectos en la función ciliar y puede 
obtenerse en el ratón mediante mutaciones en 
las proteínas del transporte intraflagelar (IFT), 
como en el caso de ratones que carecen de las 
quinesinas Kif3A y Kif3B o de la proteína de 
transporte Ift88/polaris que no poseen cilio 
o éste no es funcional. Las mutaciones que 
resultan en defectos en la dineína, como es 
el caso del gen inversina (inv), también dan 
lugar a un cilio nodal inmóvil (Praetorius et 
al., 2005; Rosenbaum et al., 2002). 
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Una de las primeras evidencias sobre la 
importancia del cilio primario en algunas vías 
de señalización tuvo lugar gracias al estudio 
del ratón mutante hipomórfico Tg737orpf RpW, 
que es parcialmente deficiente en la proteína 
de transporte anterógrada homóloga a Ift88 de 
Chlamydomonas (Tg737, Orpk o polaris). Esta 
deficiencia da lugar a la enfermedad de Riñón 
Poliquístico Autosómica Recesiva (ARPKD) 
en la que los ratones desarrollan, entre muchos 
desórdenes pleiomórficos, múltiples quistes 
en riñón, polidactilia, un defecto claro en el 
desarrollo de los miembros y mueren unos 
días después del nacimiento. Se propuso que 
la causa de la formación de quistes era debida 
a una ausencia de señalización a través del 
cilio primario (Lehman et al., 2008).

Es de gran interés destacar que muchos de los 
síndromes humanos causados por falta de cilios 
o por cilios defectuosos se caracterizan, entre 
otras muchas deficiencias, por la presencia 
de riñones quísticos, una degeneración en 
la retina y defectos en el esqueleto. Por su 
solapamiento genético y su coincidencia en 
síntomas se indujo al agrupamiento de estas 
discretas entidades clínicas dentro de una 
única entidad: las ciliopatías (Tabla2). Dentro 

de éstas destacan: PKD (Polycystic Kydney 
Disease o enfermedad de riñón poliquístico), 
NHP (hepatopancreatitis necrosante), AS 
(Síndrome de Alstrom), BBS (Síndorme de 
Bardet-Biedl), OFD (Síndrome orofaciodigital 
tipo I) y los Síndromes como el de Jeune, de 
Senior-Loken, de Joubert y de Meckel-Gruber 
(Badano et al., 2006; Nigg et al., 2009).
La polidactilia y el retraso mental son dos 
de los síntomas que algunas ciliopatías 
comparten y que se han relacionado con la 
vía de Shh, implicada tanto en el desarrollo 
de las extremidades como en la neurogénesis 
hipocampal (Badano et al., 2006).

A diferencia de lo que ocurre en los ratones 
Tg737orpf RpW (en los que hay pérdida parcial 
de Ift88), la ausencia completa de Ift88/polaris 
causa letalidad en la gestación. El análisis 
del fenotipo de los embriones demuestra 
que, además de situs inversus (asociado a 
una pérdida del cilio nodal embrionario), 
presentan defectos en otras estructuras que no 
se pudieron asociar únicamente a un defecto 
en el cilio nodal (Lehman et al., 2008; Murcia 
et al., 2000). De manera similar, mutaciones 
en los genes Kif3A y Kif3B (que codifican 
para las subunidades motoras de quinesina 2 

TABLA 2. Rasgos comunes que comparten cinco síndromes generados por disfunción ciliar (*en ratón) (Nigg et al., 2009).
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del transporte anterógrado y que causan una 
ausencia de cilios en el embrión) dan lugar 
a otros muchos defectos además de situs 
inversus (Marszalek et al., 1999; Nonaka et 
al., 1998; Takeda et al., 1999). 
Mediante otros estudios en ratón se ha 
determinado que cualquier daño genético que 
dé lugar a defectos en el IFT y que, por lo 
tanto, afecte a la integridad o a la presencia de 
cilio, resulta en una serie de consecuencias que 
pueden abarcar desde ceguera, situs inversus, 
problemas en el cierre del tubo neural, 
infertilidad, enfermedades respiratorias, 
defectos en el esqueleto, obesidad, polidactilia, 
diabetes, hidrocefalia, hasta el desarrollo de 
un cáncer (Badano et al., 2006; Christensen 
et al., 2007).

La primera relación entre la vía de Shh y el 
cilio primario surgió a partir del estudio de dos 
mutaciones inducidas por metilnitrosourea 
en ratón: wimple (wim) y flexo (fxo). 
Esta mutaciones produjeron fenotipos 
característicos de pérdida de la función de Shh 
como defectos en el cierre del tubo neural, un 
tamaño anormal del cerebro y polidactilia 
preaxial. Prevenían, además, la especificación 
de los tipos neuronales ventrales en el tubo 
neural en desarrollo, como ocurre en los 
ratones mutantes en los que la vía de Shh está 
inhibida (Caspary et al., 2002; Ma et al., 2002). 
El mapeo de estas mutaciones en el genoma 
determinó que no correspondían a ninguno de 
los componentes de la vía de Shh conservados 
evolutivamente, sino que afectaban a dos de 
los componentes del complejo B del IFT: 
el Ift172 y el Ift88 (Huangfu et al., 2003). 
La combinación de cualquiera de estos dos 

mutantes con un mutante para Ptch (que 
induce la ventralización del tubo neural en la 
porción dorsal), no fueron capaces de rescatar 
el fenotipo causado por la pérdida de Ift88 
o Ift172, lo cual indicó que la integridad del 
cilio es necesaria para que la vía se active 
(Goodrich et al., 1997; Huangfu et al., 2003). 
A raíz de este descubrimiento, estudios con 
mutantes de otros componentes del IFT 
(además de los a mencionados Ift88 e Ift172) 
como la quinesina motora Kif3A, la proteína 
Ift57/hippi del complejo B y las cadenas pesada 
y ligera de dineína retrógrada (Dync2h1 y 
Dync2li1), han corroborado la necesidad del 
cilio para la correcta transducción de la vía de 
Shh (Houde et al., 2006; Huangfu et al., 2005; 
Liu et al., 2005; May et al., 2005; Rana et al., 
2004). 

Por otro lado, la disponibilidad de mutantes 
condicionales para proteínas ciliares ha 
permitido diferenciar la implicación del cilio 
en órganos y tejidos en los que Shh ejerce un 
importante papel durante el desarrollo, como 
lo son la formación del esqueleto y algunas 
zonas del encéfalo como el hipocampo y el 
cerebelo. Shh regula el crecimiento, el número 
de dígitos y la polaridad antero-posterior y 
se ha demostrado que mutaciones en el IFT 
dan lugar a una polidactilia severa causada 
por una afectación en el ratio de Gli3 en su 
forma completa respecto a la forma represora 
(Gli3:Gli3R) (Haycraft et al., 2005; Haycraft 
et al., 2007; Liu et al., 2005; Tran et al., 
2008).
En lo que respecta a la formación del 
hipocampo, la ablación condicional del 
gen Kif3A en progenitores neuronales de 
hipocampo (hGFAP:Cre) da lugar a defectos 
morfológicos producidos por una disminución 
en la proliferación de las neuronas del giro 
dentado debido a una baja actividad de la vía 
de Shh y que es similar al que producen los 
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mutantes condicionales que carecen de Smo 
en estas mismas células (hGFAP:Cre;Smo). 
Un intento de activar la vía de Shh mediante 
el cruce de estos ratones con ratones mutantes 
que contienen SmoM2 (una molécula de Smo 
que posee actividad constitutiva obtenida de 
carcinomas de células basales) no fue capaz 
de rescatar el fenotipo del ratón condicional 
para Kif3A (Han et al., 2008). 
Algo muy similar ocurrió en los ratones 
mutantes condicionales de las proteínas Ift88 
y Kif3A para el cerebelo en desarrollo. La 
proliferación de los progenitores de células 
granulares de cerebelo era deficiente y, en 
consecuencia, los ratones mostraron una 
reducción considerable del tamaño del órgano 
(Chizhikov et al., 2007; Spassky et al., 2008).

La implicación del cilio primario en la vía de 
señalización de Shh fue un descubrimiento 
sorprendente ya que, en Drosophila 
melanogaster, mutaciones en genes homólogos 

FIGURA 32. A y B. Comparación del tamaño del cerebelo de un ratón salvaje con el de un ratón mutante condicional para el gen 

Kif3A en progenitores neuronales de células granulares de cerebelo. C. Porcentaje del tamaño del cerebro anterior (Fb) y del 

cerebelo (Cb) que conserva el ratón mutante respecto al salvaje.  D y E. Secciones sagitales de ratones post-natales de 25 días en 

los que se aprecia la reducción del cerebelo (Spassky et al., 2008).

del IFT, de las quinesinas (presentes en esta 
especie sólo en las células ciliadas como las 
neuronas sensoriales y los espermatozoides) 
o de los centriolos, en cambio, no perturban 
la señalización mediada por Hh. (Basto et al., 
2006; Han et al., 2003; Haycraft et al., 2005; 
Sarpal et al., 2003). Esto llevó a replantear los 
mecanismos de modulación y al análisis de 
la localización de las proteínas implicadas en 
la vía de Shh de vertebrados, muchos de los 
cuales se habían descrito en la mosca. 
La primer molécula de la ruta de Shh observada 
en el cilio fue Smo. Concretamente, se 
determinó su acumulación en el cilio primario 
del nodo embrionario del ratón y se le atribuyó 
ser el responsable de la asimetría bilateral y de 
la deficiencia en la inducción de la placa del 
suelo. En fibroblastos embrionarios de ratón 
(MEFs), que responden a Shh, se corroboró 
que Smo se acumula en cilio una vez la vía 
se activa mediante Shh (Corbit et al., 2005). 
Este descubrimiento llevó a que otros grupos 
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observaran la localización de Ptch en estas 
mismas células y que determinaran que éste 
también se sitúa en el cilio. 
Se describió, por lo tanto, un nuevo mecanismo 
para la ruta de señalización de Shh de 
vertebrados en la que, en ausencia de Shh, Ptch1 
se localiza en el cilio e impide la acumulación 
de Smo en mismo. Bajo el estímulo de Shh, 
Ptch1 sale rápidamente del cilio (posiblemente 
por internalización) permitiendo la entrada 
de Smo en el compartimento ciliar y, por lo 
tanto, la activación de la vía (Figuras 33 y 34) 
(Rohatgi et al., 2007). 

El transporte de Smo al cilio y las moléculas 
implicadas es uno de los mecanismos más 
estudiados en la vía de Shh. Entre éstas 
destacan las β-Arrestinas y la quinasas GRK2, 
que fosforila a Smo y promueve su unión a 
β-Arrestina2 con Kif3A (Chen et al., 2004; 
Kovacs et al., 2008). Mediante el seguimiento 
in vivo de moléculas fluorescentes de Smo se 
demostró que su movimiento a la membrana 
ciliar se daba por difusión lateral desde la 
membrana plasmática y no como se había 
descrito anteriormente, a través de la vía 
clásica por medio de vesículas derivadas del 
Golgi (Figura 31) (Milenkovic et al., 2009).

En lo que respecta a otras moléculas de la 
vía, varios estudios demuestran que tanto el 
IFT anterógrado como el IFT retrógrado son 
necesarios para el procesamiento proteolítico y 
la funcionalidad de los factores de transcripción 
Gli2 y Gli3 (Haycraft et al., 2005; Liu et al., 
2005; May et al., 2005; Tran et al., 2008).  
Se observó que la forma completa, pero no 
la forma truncada, de estas dos moléculas 
sobreexpresadas, así como la forma endógena 
de Gli3 y de Sufu también están enriquecidos 
en la punta del cilio. En presencia de FSK, 
Gli3 es fosforilado y deja de acumularse en 
el cilio primario (Haycraft et al., 2005; Wen 

et al., 2010). Estos resultados indican que la 
PKA y el proteasoma controla la entrada de 
los Glis antes de entren en el compartimento 
ciliar. Gli1, el tercer miembro de esta familia 
de factores de transcripción, sólo se expresa 
cuando la vía de Hh se encuentra activa y 
también puede acumularse en la punta (Chen 
et al., 2009; Haycraft et al., 2005; Kiprilov et 
al., 2008). 
 
La razón por la cual las formas completas de 
los factores de transcripción Glis y SuFu se 
acumulan en la punta del cilio todavía se ignora, 
pero los mecanismos se están empezando a 
conocer. Muy recientemente en MEFs se ha 
demostrado que, tras la inducción de la vía 
con Shh, los complejos endógenos formados 
por SuFu y Gli se acumulan rápidamente en 
la punta del cilio y es allí donde tiene lugar su 
disociación. Esto permitiría que, en su retorno 
a la célula, Gli pueda entrar en el núcleo y 
activar la transcripción. La activación de PKA 
con FSK tiene nuevamente un efecto negativo 
sobre la vía y bloquea el tráfico del complejo 
al cilio (Tukachinsky et al., 2010). 
Por otro lado, un estudio reciente demuestra 
que la fosforilación de SuFu por las quinasas 
GSK3β y PKA inducida por Shh estabiliza la 
localización ciliar de la molécula y promueve la 
degradación de SuFu en su retorno a la célula. 
Una alteración de estos sitios de fosforilación 
en Sufu no sólo perturba su localización, si 
no que también afecta a la de los factores de 
transcripción Gli2 y Gli3. Estos resultados 
indican que, de alguna manera, PKA está 
modulando positivamente la localización de 
SuFu y de Gli3 en el cilio (Chen et al., 2011).

 En conjunto, todos los estudios mencionados 
indican que la presencia de la maquinaria de 
la vía de Shh en el cilio y la integridad del IFT 
son un requisito para que la transducción de la 
señal de la vía de Shh se de correctamente.
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FIGURA 33. Vía de señalización de Shh de vertebrado en ausencia de Shh. El receptor Ptch se localiza en el cilio primario 

impidiendo la entrada de Smo en el mismo y la transducción de la señal. PKA se encuentra activa y puede fosforilar a Gli3, 

que será procesado por el proteasoma sin entrar en el compartimento ciliar. Su forma represora (Gli3R) entrará en el núcleo y 

reprimirá la expresión genética.
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FIGURA 34. En presencia de Shh, Ptch se internaliza rápidamente y Smo se transporta al cilio primario. PKA se encuentra inhida 

y no puede forforilar a Gli3. El complejo formado por Gli3 y Sufu entra en el cilio y, en su punta distal, las moléculas se separan. 

Una vez retorna al citoplasma, la forma completa de Gli3 activa se dirige al núcleo para inducir la expresión de los genes diana 

de la vía.
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El objetivo general de la presente tesis es el de estudiar la implicación de la PKA y de las 
subunidades Gα inhibitorias de las proteínas G en la regulación de la proliferación de los PNGCs 
mediada por Shh. 

- Analizar el efecto que tiene la inhibición de PKA sobre la proliferación de PNGCs en ausencia        
de Shh. 

- Determinar la localización subcelular de la PKA en  relación con el cilio primario, ademas del       
mecanismo molecular que determina dicha localización.

- Estudiar el efecto de la presencia de Shh sobre la activación y la localización de la PKA.

- Analizar la implicación de las AKAPs en la localización subcelular de la PKA y en la 
proliferación de PNGCs mediada por Shh.

- Determinar si formas activas de las proteínas de la clase Gαi/o son capaces de inducir la 
proliferación de las PNGCs a dosis  no proliferativas de Shh.

- Identificar qué miembros de la clase de proteínas Gαi/o se expresan en la zona proliferativa de 
la capa granular externa (CGEe) de cerebelos de rata post-natales de 7 días (P7).

- Analizar como afecta el silenciamiento de los diferentes miembros de la familia Gαi/o a la 
proliferación de PNGCs inducida por Shh. 

- Determinar el patrón de localización subcelular de las distintas subunidades de Gαis, y si la 
ausencia de Shh o la activación de la vía tienen algún efecto sobre dicha localización.
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Los cultivos primarios de progenitores 
neuronales de células granulares de cerebelo 
(PNGCs) se realizaron mediante una 
modificación del protocolo descrito por 
Meyer-Franke (Meyer-Franke et al., 1995). 
Los reactivos y tiempos de incubación se 
adaptaron para el procesamiento simultáneo de 
10 cerebelos. Los cerebelos de rata post-natal 
de 7 días (P7) se extrajeron asépticamente, 
se lavaron en Earl’s Balenced Salt Solution 
(EBSS) (Invitrogen), se cortaron en trozos de 
aproximadamente1-2 mm y se transfirieron 
un tubo de 50 ml. Una vez los trozos habían 
sedimentado en el fondo del tubo, se retiró 
el exceso de EBSS y se añadió 1 ml (100U) 
de papaína previamente activada durante 
1h a 37ºC en tampón de activación (EBSS 
conteniendo 5 mML-Cys, 2 mM EDTA y 
0.067 mM β-mercaptoethanol) y EBSS hasta 
un volúmen final de 5 ml conteniendo 100 U/
ml de DNAsa (Worthington, Lake Wood, NJ), 
1 mM CaCl2 y 1 mM MgCl2. En éste punto, 
se desplazó el aire con 95% O2 / 5% CO2 y 
se incubó el tubo 90’ a 37º en una plataforma 
rotatoria a 250 rpm. Una vez transcurrido 
éste tiempo, las células se vortearon a baja 
velocidad durante 1’, se esperó un instante a 
que sedimentaran los fragmentos no digeridos 
y se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo 
de 15 ml, en el que las células se centrifugaron 
5’ a 1000rpm. Posteriormente se eliminó el 
sobrenadante, se resuspendió el pellet en 3 ml 
de EBSS fresco y se decantó suavemente sobre 
otro tubo conteniendo 3 ml de suero bovino 
fetal (FBS) al 50% para inactivar la papaína al 
pasar las células a través del mismo mediante 
otra centrifugación de 5’ a 1000rpm. Tras 
la eliminación del sobrenadante, las células 
fueron resuspendidas en el medio Neurobasal 
(Invitrogen) y se estimaron el rendimiento 

y la viabilidad celular. Típicamente, con este 
método de disgregación celular se obtienen unas 
10-25.106 células por cerebelo y la viabilidad 
es superior al 90%. El cultivo se ajustó a una 
densidad de siembra de aproximadamente 
100.000-150.000 células/cm2 mediante la 
dilución de las células en medio Neurobasal 
suplementado con B-27 (Invitrogen), KCl 
20mM y Glutamina (Invitrogen) y N-Shh a una 
concentración final máxima de 3 μg/ml. Las 
células se sembraron sobre placas recubiertas 
doblemente con poli-L-lisina y laminina 
(SIGMA). 

Las transfecciones transitorias se realizaron con 
FuGene (Roche Diagnostics) o electroporación, 
según la eficiencia de transfección requerida 
para cada experimento. A las 24hs después 
de la siembra a 3μg/ml de Shh, las células 
fueron transfectadas con FuGene durante 4hs 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras 
este periodo las células se lavaron con EBSS y 
posteriormente se les añadió medio fresco con 
los tratamientos pertinentes. La eficiencia de 
transfección con este método es de alrededor 
del 5-10% con lo cual se utilizó en experimentos 
en los que se precisaba un contaje de células 
de forma precisa. La electroporación se realizó 
con las células en suspensión, tras el proceso 
de dispersión del tejido y a una densidad 
de de 30x106 células/ml, resuspendidas en 
neurobasal completo y en frío. El aparato 
utilizado en este caso es el Microporator MP-
100 (Digital Bio, Seoul, Korea) y se siguieron 
las instrucciones del fabricante. En este caso, 
se aplicó un único pulso de 1700V durante 
20ms. Para compensar la muerte durante la 
electroporación,  las células electroporadas 
se sembraron a una densidad de 200.000-
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250.000 células/cm2 en placas con medio con 
Shh durante 24h, previamente al tratamiento 
con las dosis de Shh requeridas para cada 
experimento. La eficiencia de transfección que 
se alcanza con este proceso es de hasta un 80% 
con una toxicidad mínima, lo cual lo hace ideal 
para ensayos de bioquímica.

Los cDNAs de las moléculas de PKA RI y RII 
de ratón fueron amablemente enviadas por Stan 
McKnight. Los mutantes RIIΔ2-6 y RIIΔ2-
50 fueron generados a partir de estos DNAs. 
El mutante de Smoothened M2 se obtuvo 
de Frederic J. de Sauvage y el Smoothened 
salvaje fue creado en nuestro laboratorio por 
mutagénesis dirigida mediante la técnica de 
PCR. Los cDNAs de Gαi1 y Gαi3 de rata y sus 
mutantes correspondientes fueron producidos 
de la misma manera. Los cDNAs humanos de 
Gα0 y Gα12 y sus respectivas formas mutantes 
fueron obtenidos del laboratorio de Hae Young 
Suh, mientras que el cDNA humano de Gα2 

y su forma mutante fue enviado por Silvio 
Gutkind. 

A todos los cDNAs se les añadió una etiqueta 
(Flag o HA) en el proceso de amplificación por 
PCR y se clonaron posteriormente en el vector 
bicistrónico pCIG, que contiene una eGFP 
nuclear como reportera.
Los constructos utilizados en los experimentos 
de FRET (pCDNA3 RII-CFP y pCDNA3 
C-YFP) y sus respectivos controles fueron 
amablemente enviados por Manuela Zaccollo. 

Las secuencias codificantes de Gαi1, Gαi2, 
Gαi3 y Gαo de rata utilizadas para producir 
las sondas de RNA utilizadas en la hibridación 
in situ fueron amablemente proveídas por 
Randall Reed y subclonadas posteriormente en 
el vector pBluescript IIKS. 
Para los experimentos de RNA de interferencia 
se diseñaron primers de DNA y se clonaron 
en el vector pGHIN (o pGSHIN), una versión 
del vector pSUPER que expresa también una 
eGFP. Las secuencias diana de las diferentes 
moléculas a ser silenciadas fueron seleccionadas 

Tabla 3. Lista de primers para el 

silenciamiento de los miembros de Gái/o. 

CS, coding sequence. UTR, 3’UTR.
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siguiendo las siguientes reglas: las secuencias 
debían tener un tamaño de 19pb (sin incluír los 
100 primeros o últimos nucleótidos del mRNA) 
y estar flanqueadas en 5’ con “AA” y, si era 
posible, en 3’ con “TT”; el porcentaje de GCs 
debía superar el 50%; y, finalmente, no debían 
contener cuatro o más de cuatro nucleótidos 
“A” o “T” seguidos. Una vez seleccionadas las 
secuencias, se hizo un “blast” de las mismas en 
una base de datos de cDNA de rata para asegurar 
su especificidad. Diseñamos cuatro secuencias 
diferentes para la 3’UTR de Gαi1 y Gαi2 y una 
para la región codificante de cada una. A pesar 
de que la Gαi3 posee una 3’UTR muy larga, 
sólo tres secuencias fueron detectadas para 
esta zona debido al alto contenido en “As” y 
“Ts”, y una para la secuencia codificante. En 
el caso de Gαo, que posee una 3’UTR pequeña 
encontramos, en cambio, dos secuencias en la 
3’UTR pero ninguna en la región codificante  
(Tabla 3)

Los anticuerpos monoclonales anti-
Bromodeoxiuridina (BrdU) se utilizó para 
los ensayos de proliferación (Developmental 
Studies Hybridoma Bank, Iowa); el bTubulinaIII 
se usó para la tinción de células diferenciadas 
(Promega): para las inmunocitoquímicas se 
utilizaron los anticuerpos anti-FLAG, anti-
Tubulina acetilada; anti-γ-Tubulina (todos de 
Sigma-Aldrich), el anti-cis-Golgi (GM130) y 
anti-trans-Golgi (TGN38) de BD Biosciences.

Los anticuerpos policlonales anti-fosfo-
Thr197-C-PKA (C-PKA Thr197-P), anti-
fosfo-S/T-sustratos de PKA (PKA-PS) y anti-
fosfo-CREB (P-CREB) se compraron a Cell 
Signalling Technologies; el anti-HA es de 
Zymed Laboratories (Invitrogen) mientras que 
el anti-adenilato ciclasa III (C-20) es de Santa 

Cruz Biotechnology. 
Los anticuerpos policlonales anti-FLAG y anti-
GFP fueron producidos en nuestro laboratorio 

Los anticuerpos anti-mouse o anti-rabbit 
secundarios que tienen unidos una Alexa 
fluorescente 488, 594 o 555 son de Invitrogen, 
mientras que los que poseen una Cy5 son de 
Jackson InmunoResearch Laboratories. Para la 
tinción nuclear se utilizó DAPI, de Molecular 
Probes.

Los anticuerpos secundarios anti-Rabbit y 
anti-mouse acoplados a peroxidasa (HRP) 
utilizados para Western Blot son de Jackson 
InmunoResearch.

La 8-Bromodeoxiuridina (BrdU) se obtuvo 
de Sigma. Tanto la forscolina (FSK) como el 
N6,O2’-dibutyryl cAMP (DBA) se compraron 
a Calbiochem. El péptido St-Ht31 y su control 
proceden de Promega mientras que el N-Shh 
fue producido en nuestro laboratorio (Alvarez-
Rodriguez et al., 2007). 

Los ensayos de proliferación fueron 
realizados mediante dos métodos distintos: la 
incorporación de Timidina H3 y la incoporación 
de BrdU. En el caso de la incorporación de 
timidina H3 las células estuvieron durante 48hs 
con su respectivo tratamiento, tras las cuales 
se les añadió un pulso de 2hs de timidina 
[H3] a 1μCi en cada pozo de una placa de 24 
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, 
UK). Las células se lisaron añadiendo 200μl 
de 0,04% de SDS a cada pozo, que se mezcló 
posteriormente con 800μl de líquido de 
centelleo. La cuantificación de radioactividad 
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(proliferación) se midió en el contador de 
centelleo Wallac Winspectral 1414 (Wallac-
Perkin Elmer, Quebec, Canada). Para el ensayo 
de incorporación de BrdU se añadieron al medio 
de cultivo 24ng/ml de 8-Bromodeoxiuridina 
(BrdU) durante las 4-8 horas previas a la 
fijación. Tras la inmunocitoquímica, en este 
caso se cuantificó visualmente el porcentaje de 
células BrdU positivas respecto a la población 
de células que expresaban GFP, es decir, que 
estaban transfectadas. Dependiendo del tipo 
de transfección y de su eficiencia (FuGene 
o electroporación), en cada condición se 
contaron una media de 300-750 células por 
pozo (respectivamente) de, como mínimo, dos 
pozos de tres cultivos diferentes.

Los niveles de AMPc totales se midieron con el 
sistema Biotrack cyclic AMP (H3) (Amersham 
Biosciences) siguiendo las instrucciones del 
fabricante.

Para la inmunocitoquímica, las células fueron 
fijadas en 4% de paraformaldeído durante 
15 minutos, permeabilizadas con metanol 
durante 5 minutos y lavadas con el tampón 
PBS-BSA (PBS 1X,  0.1% de TX-100, 0.05% 
de Azida, 0.5% de BSA). Para el ensayo de 
incorporación de BrdU se realizó un paso 
adicional de tratamiento con DNAsaI en el 
tampón DNAsa (10mM de Tris-HCl a pH 7.4, 
2.5mM de MgCl2 y 0.1mM de CaCl2) durante 
10 minutos, tras la permeabilización de la 
membrana con metanol. 
Las muestras fueron incubadas con los 
correspondientes anticuerpos primarios durante 
toda la noche. Al día siguiente se lavaron 
con PBS/BSA tres veces durante 15 minutos 
cada una.  Las células se incubaron con los 

anticuerpos secundarios y/o con el marcador 
nuclear DAPI durante dos horas, tras las 
cuales se lavaron nuevamente tres veces con 
PBS/BSA durante 15 minutos. Las imágenes 
para cuantificar el porcentaje de proliferación 
se tomaron con una cámara DMI400B en el 
microscopio invertido DFC 420 (Leica). Para 
las muestras de microscopio confocal, las 
células se sembraron y crecieron en cubres de 
cristal que se trataron de la misma manera. Una 
vez terminada la inmunocitoquímica se lavaron 
con H2O miliQ y se montaron sobre portas con 
mowiol (Calbiochem). Las imágenes fueron 
obtenidas con el microscopio confocal Sp5 
(Laser-spectral scanning confocal Sp5, Leica). 
Las proyecciones máximas de las muestras 
con C-PKA (T197-P) y PKA-PS fueron 
cuantificadas con el software ImageJ (NIH; 
http://rsb.info.nih.gov/ij/). Todas las imágenes 
se convirtieron en 32 bits, se les substrajo el 
fondo y los umbrales se seleccionaron con 
el fondo como NaN (“not a Number”, sin 
número). Para obtener la media de intensidad, 
se cuantificaron un total de aproximadamente 
100 células por tratamiento. El software ImageJ 
también se utilizó para los experimentos de 
FRET. En éstos, la intesidad de FRET de 
RII-PKA-CFP a C-PKA-YFP se midió en la 
zona periciliar de unas 100 células fijadas. 
Las condiciones eran células cotransfectadas 
con RII-PKA-CFP y C-PKA-YFP, crecidas 
con Shh y tratadas con o sin DBA por 1h. La 
intensidad inespecífica de células transfectadas 
por separado con RII-PKA-CFP y C-PKA-YFP 
se midió y, posteriormente a su substracción 
en las condiciones a estudiar, se calculó el 
porcentaje de FRET en cada caso.

Los cultivos primarios fueron lisados después 
del tratamiento en un buffer específico contra 
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fosfo-proteínas (150mM de NaCl, 1mM de 
DTT, 1mM de PMSF, 50mM de NaF, 0.1mM 
de Na3VO4, 1mM de EDTA, 1mM de EGTA, 
0.05% de Triton X-100 y 50mM de Tris-HCl, 
pH 7.5) con un cocktail inhibidor de fosfatasas 
(Roche). Las muestras se centrifugaron y al 
sobrenadante se le añadió buffer de carga con 
SDS 1X (10% de glicerol, 2% SDS, 100mM de 
dithiotreitol y 60mM Tris-HCl a pH 6.8). El DNA 
se rompió mediante la sonicación y las muestras 
se resolvieron en un gel de SDS-PAGE al 12%, 
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, 
se bloquearon con leche descremada al 8% en 
TTBS (150mM de NaCl; 0.05% de Tween 20 
y 20mM de Tris-HCl a pH 7.4) y se incubaron 
con los anticuerpos pertinentes durante toda 
la noche. Las membranas se lavaron tres 
veces durante 15 minutos y se incubaron con 
un anticuerpo secundario unido a peroxidada 
durante 1h. Se realizaron otros tres lavados con 
TTBS y el revelado se realizó con el sistema 
ECL y las imágenes se capturaron con el 
módulo de obtención de imágenes Versadoc, 
ambos de Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). 
Para el tratamiento de las imágenes se utilizó 
el software Quantity One (Bio-Rad).

El ARN total se purificó siguiendo el método de 
Chomcynski and Sacchi (Chomczynski et al., 
1987). La integridad del ARN y la concentración 
se analizó mediante el fotómetro NanoDrop 
(NanoDrop ND-1000 Spectophotometer, 
ThermoScientific). Cantidades equivalentes 
de ARN se retro-transcribieron con la 
transcritasa reversa Omniscript (Qiagen). Para 
la cuantificación se amplificaron las regiones 
codificantes completas de las Gαi/o, para evitar 
las interferencias de ADN genómico, ya que 

éstos contienen más de una región de intrones 
en su secuencia. Para asegurar que no tenía 
lugar la saturación, se estableció un número de 
ciclos de amplificación óptimo para cada par de 
primers y cDNA. Como gen control se utilizó 
GADPH en cada una de las reacciones.

Después de la resección de los cerebelos 
P7 de rata y se fijaron toda la noche con 
paraformaldehido al 4%, tras la cual fueron 
lavadas tres veces durante 10 minutos con PBT 
(DEPC-PBS1x, 0.1% Triton), se incluyeron 
en bloques de agarosa (5% agarosa, 10% 
sacarosa) y se cortaron con vibrátomo (Leica 
VT1000 S, Leica) en secciones de 50 μm. Los 
cortes se deshidrataron con concentraciones 
crecientes de methanol/PBT (25, 50, 75 y 
100%). Las hibridaciones in situ se realizaron 
a 70ºC siguiendo los procedimientos estándar 
y se revelaron con fosfatasa alcalina acoplada 
con fragmentos Fab de digoxigenina (Roche 
Applied Science). 
Las sondas de Gαi/o de rata se produjeron con 
la enzima T7 a partir del cDNA clonado en el 
vector pBluescript-II-KS.

Para el análisis estadístico se utilizó el 
software SPSS (IBM Corporation, Route 100  
Somers, NY 10589). Los datos cuantitativos 
se expresan como la media ± la desviación 
estándar. Las diferencias  se analizaron  
mediante una ANOVA seguida de un Test 
de Tukey. En todos los casos se estableció 
un grado de significancia <0.05 (límite de 
confianza mayor al 95%).
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Los precursores neuronales de células 
granulares (PNGCs) proliferan en respuesta 
a la actividad mitogénica de Sonic Hedgehog 
(Shh), que puede ser regulada negativamente 
por la proteína quinasa A dependiente de 
AMP cíclico (PKA). En su estado basal, la 
subunidad catalítica de PKA (C-PKA) se 
encuentra inhibida por su asociación con 
la subunidad reguladora (R-PKA). En este 
trabajo demostramos que, en presencia de 
Shh, la C-PKA inactiva se acumula en la base 
del cilio de PNGCs mientras que la retirada 
de Shh da lugar a la activación de PKA en esta 
localización particular. Además, demostramos 
que el anclaje de la holoenzima de PKA a la 

base del cilio está mediado por la subunidad 
reguladora tipo II de PKA (RII-PKA), que 
se une a las proteínas de anclaje de PKA 
(AKAPs). La disrupción de la interacción 
entre PKA y AKAPs inhibe la actividad de 
Shh y, de esta manera, bloquea la proliferación 
de los cultivos de PNGCs. Estos resultados, 
por tanto, demuestran que el pool de PKA 
localizado en la base del cilio juega un papel 
esencial en la integración de la transducción 
de la señal de Shh.
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La proliferación de los precursores neuronales 
de células granulares de cerebelo (PNGCs) es 
mediada por Sonic Hedgehog (Shh), que activa 
al complejo de receptores formado por Patched 
y Smoothened. Aunque la secuencia de Smo 
sugiere que es un receptor acoplado a proteína 
G (GPCR), las evidencias de que éste utiliza 
proteínas G heterotriméricas como efectoras 
de la vía no son muy claras. En Drosophila 
melanogaster, la proteína Gαi es necesaria 
para la actividad de Hedgehog (Hh), pero la 
implicación de las proteínas G heterotriméricas 
en la vía de Shh de vertebrados aún no se ha 
establecido. En este trabajo demostramos que 
la inducción de la proliferación de PNGCs se 
potencia por la expresión de formas activas 
de proteínas de la familia Gαi/o (Gαi1, Gαi2, 
Gαi3 y Gαo) pero de otra clase (Gα12) de 

proteínas G heterotriméricas. Además, la 
expresión de miembros de la familia de Gαi 
poseen un patrón de expresión específico en 
el cerebelo en desarrollo; sólo Gαi2 y Gαi3 se 
encuentran altamente expresados en la parte 
más externa de la capa granula externa, donde 
los PNGCs proliferan. De acuerdo con esto, 
la proliferación de los PNGCs se reduce de 
manera significativa con la eliminación de 
Gαi2 y Gαi3 pero no mediante el silenciamiento 
de los otros miembros de la familia de Gαi/o. 
Finalmente, nuestros resultados demuestran 
que las subunidades Gαi2 y Gαi3 se localizan 
en el cilio primario cuando se expresan en 
cultivos de PCGCs. En resumen, concluímos 
que los efectos proliferativos de Shh en estas 
células están mediados por la activación 
combinada de las proteínas Gαi2 y Gαi3.
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Supplementary Fig. 1

Supplementary Fig. 2
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Supplementary Fig. 3
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Supplementary Fig. 4
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α

Desde  el descubrimiento de Smo y la 
descripción de su estructura se predijo 
que pertenecía a la familia de GPCR. Sin 
embargo, los resultados que demuestran 
que las proteínas G son las efectoras de su 
señalización hasta el momento han sido 
dispares en los vertebrados (Alcedo et al., 
1996; Van den Heuvel et al., 1996). Como 
he mencionado en la introducción, la primera 
evidencia que indicó una posible implicación 
de las Gαis en la transducción de la señal de 
Smo resultó del análisis del fenotipo causado 
por la toxina pertúsica (PTX) en el pez zebra, 
que era similar al producido por la inhibición 
de la vía de Hh (Hammerschmidt et al., 1998). 
Posteriormente, en melanóforos de rana se 
demostró la capacidad de Smo de inducir 
la agregación de melatonina, mecanismo 
conocido por ser mediado por Gαis y que 
pudo ser bloqueado mediante PTX (DeCamp 
et al., 2000). La activación directa de Gαis por 
parte de Smo se demostró mediante ensayos 
de carga de P32-γ-GTP en células de mariposa 
Sf9. En este estudio se determinó también 
que la PTX podía inhibir a la actividad de 
una luciferasa dependiente de Gli en la línea 
celular NIH3T3, estimulada tanto por Shh 
como por la transfección de SmoM2 (una 
molécula de Smo con una mutación que 
resulta oncogénica). La deleción de la porción 
carboxi-terminal intracelular de Smo impidió 
que la molécula activase a una luciferasa 
dependiente de Gli sin evitar que cargase el 
GTP en las Gαis. A partir de este resultado, 
los autores propusieron que Smo transduce la 
señal por dos mecanismos independientes: uno 
asociado a Gαis y otro (desconocido) a través 
de su fragmento carboxi-terminal (Riobo 

et al., 2006b). Mediante el uso de PTX otro 
grupo llegó a una conclusión similar ya que 
consiguió inhibir parcialmente la activación 
del reportero de Gli mediada por SmoM2 
en estas mismas células. En MEFs mutantes 
para Patched-1 (Ptch1-/-), la toxina también 
logró reprimir la transcripción de los genes 
diana inducida por la activación ectópica de 
Hh. No obstante, tanto con la PTX como con 
la transfección de una subunidad GαiQ205L 
(constitutivamente activa) obtuvieron un 
leve efecto en el procesamiento de Gli3 o en 
el patterning del tubo de pollo en desarrollo 
mediado por Hh (Low et al., 2008). En 
Drosophila melanogaster, en cambio, 
aunque en un primer estudio (mediante el 
silenciamiento de las diferentes subunidades 
de proteínas G) se rechazó la implicación 
de la Gαi en la vía de Hh, recientemente 
se demostró que Smo funciona como un 
GPCR que requiere de Gαis para regular 
muchos de los eventos del desarrollo en los 
que Hh participa. La implicación directa de 
las proteínas Gαis en procesos fisiológicos 
mediados por Shh quedaba, por lo tanto, 
pendiente de ser evaluada en los vertebrados. 

En el segundo estudio de la presente 
tesis demostramos que la proliferación 
de los progenitores neuronales de las 
células granulares de cerebelo de rata 
(PNGCs), aumenta significativamente 
con la sobreexpresión de formas activas 
de los miembros de la clase de Gαi/o en 
presencia de concentraciones bajas de Shh 
(y que por sí mismas no son proliferativas). 
Demostramos también que el silenciamiento 
de Gαi2 y Gαi3 (las dos subunidades de Gαis 
que se más expresan en la capa granular 
externa del cerebelo en desarrollo), reduce 
significativamente la proliferación de cultivos 
de PNGCs en presencia de Shh. Nuestro 
resultado concuerda, por lo tanto, con el 
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estudio realizado en Drosophila melanogaster 
y es el primero en implicar a las Gαis en un 
proceso fisiológico mediado por la actividad 
de Hh en células de mamíferos. 

Vale la pena mencionar que los diferentes 
procesos asociados a la señalización mediada 
por Hh (como la proliferación y el patterning) 
pueden estar mediados por diferentes 
componentes moleculares de la vía de Hh y 
quizás por ello no se obtuvieron los efectos 
esperados en el tubo neural de pollo en 
desarrollo (Low et al., 2008). Los resultados de 
los estudios obtenidos con PTX mencionados 
deben ser interpretados con cautela, ya que 
hay que tener en cuenta que no todos los tipos 
celulares son capaces de procesar a la toxina 
y, en consecuencia, no en todos los casos la 
Gαi se ribosila de manera efectiva (Riobo et 
al., 2007). 
Un detalle a destacar es que muchos de 
los resultados obtenidos en vertebrados se 
realizaron con anterioridad al descubrimiento 
de la implicación del cilio primario en la vía 
de Shh, o sin tener en cuenta esta estructura. 
El cilio primario es necesario para que Smo 
transmita la señal y para que active a los factores 
de transcripción Gli2 y Gli3, acumulados en su 
punta (Haycraft et al., 2005). Si al eliminar la 
cola intracelular de Smo se estuviera afectando 
su tráfico al compartimento ciliar, podría ser 
que se estuviera impidiendo la activación de 
los factores de transcripción Gli2 y Gli3 allí 
acumulados sin evitar, en cambio, la activación 
de las Gαis en otras zonas de la célula (Riobo 
et al., 2006b). Sería interesante, por lo tanto, 
determinar si la fracción carboxi-terminal de 
Smo es necesaria para la localización de Smo 
en el cilio primario.
Por otro lado, el efecto de  potenciación 
de la proliferación que obtenemos con la 
sobreexpresión de Gαis constitutivamente 
activas sólo lo observamos en presencia de 

concentraciones bajas de Sh. Este resultado 
indica que, aunque estas moléculas son 
incapaces de hidrolizar el GTP, requieren 
ser activadas por un receptor para transducir 
la señal. Este hecho podría explicar también 
por qué en el estudio anterior realizado en el 
tubo neural (en el que se utilizaron las mismas 
moléculas mutantes) no obtuvieron resultados 
similares (Low et al., 2008). No obstante, 
el hecho de que hayamos realizado estos 
experimentos en presencia de Shh sigue sin 
descartar que, aunque a estas bajas dosis de 
ligando no se pueda inducir la proliferación 
(por una incapacidad de inhibir a PKA de 
manera eficiente), se estén activando otras 
vías que complementen a la activación de 
Gαis. Una candidata a mencionar es la vía de 
la PI3K ya que se demostró que esta quinasa 
se encarga de estabilizar a los factores de 
transcripción Gli1, Gli2 y Gli3 en presencia 
del Shh (Riobo et al., 2006a). La vía de la 
PI3K-AKT es activable por el complejo 
Gβγ, al que de momento no se le ha atribuido 
ninguno de los efectos en la vía de Hh. Debido 
a la alta expresión de las subunidades de la 
clase Gαi/o, al ser activadas por un receptor se 
suelen liberar altas cantidades de complejos 
Gβγ (Clapham et al., 1997). Podría ser que, 
a concentraciones bajas de Shh se estén 
activando parcialmente las Gαis endógenas y 
que se liberen, por lo tanto, ciertas cantidades 
de complejo Gβγ suficientes como para 
activar a la vía de PI3K, que estabilizaría a los 
factores de transcripción Gli2 y Gli3. 

α

Como he mencionado en la introducción, el 
número de clases de proteínas G que median 
la señalización de los receptores acoplados a 
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proteínas G es relativamente bajo comparado 
con la cantidad de receptores descritos hasta 
el momento. Aunque muchos de los sitios de 
interacción entre las Gα con los receptores 
se empiezan a conocer, es casi imposible 
predecir, a partir de la estructura de un GPCR, 
con qué subunidad interaccionará (Oldham et 
al., 2008). Como suele ocurrir con la mayoría 
de los GPCR, éstos no suelen limitarse a 
interaccionar con una única tipo de subunidad, 
si no que pueden activar a más de un tipo 
dentro de la misma o dentro de diferentes 
clases (Haycraft et al., 2005; Wettschureck et 
al., 2005). Además de su estructura, uno de 
los factores que limitan la interacción entre 
un GPCR y las proteínas G es la expresión 
restrictiva de estas últimas en los diferentes 
tejidos (Haycraft et al., 2005; Malbon, 2005). 
El hecho de que la Gαi2 y la Gαi3 sean las que 
más se expresan en el cerebelo en desarrollo, 
junto con el efecto sinérgico que observamos 
en la bajada de la proliferación de PNGCs 
mediante el silenciamiento de ambas, indica 
que la señalización de Smo en estas células 
tiene lugar por la activación de estas dos 
subunidades al tiempo. No obstante, con 
la sobreexpresión de Gαi1 y Gαo, los dos 
miembros que muestran una menor o casi 
ausente expresión en la capa granular externa 
del cerebelo en desarrollo, demostramos que 
Smo es capaz de inducir la proliferación 
mediante la activación a cualquiera de los 
miembros de la clase Gαi/o. 
Este resultado se podría explicarse por la 
alta cantidad de moléculas que se producen 
mediante la sobreexpressión y por la similitud 
estructural entre todos los miembros de la 
clase las subunidades Gαis. De hecho, los 
estudios con ratones mutantes que carecen 
de subunidades de esta clase indican que las 
moléculas tienen funciones solapantes. El 
fenotipo más grave se obtiene por la deficiencia 
de Gαi2, que es muy ubicua. La viabilidad 

de los ratones se atribuye a la redundancia 
en actividad por parte de las subunidades 
Gαi1 y Gαi3, que se expresan ampliamente 
en la mayoría de los tejidos (Moxham et al., 
1993). Una deficiencia en Gαi1 o Gαi3 no 
posee ningún fenotipo obvio mientras que 
una eliminación de ambas causa letalidad 
embrionaria (Wettschureck et al., 2004).

En este trabajo demostramos que Smo no 
transduce la señal mediante la activación 
de las subunidades de la clase Gα12-13 de 
proteínas G, mecanismo que se había descrito 
anteriormente. La sobreexpresión de la 
molécula de Gα12 constitutivamente activa 
no posee ningún efecto en la proliferación de 
PNGCs inducida por Shh. El efecto sobre la 
activación de los sitios de Gli que el grupo de 
Kasai et al. observa con Gα12 en las células 
HEK-293 pudo reprimirse por inhibidores de 
Gα12 o Rho, un efector de esta subunidad 
(Kasai et al., 2004). Podría ser que la activación 
de la transcripción genética de Gli en este tipo 
celular esté mediada por la actividad de Rho, 
pero nuestros experimentos demuestran que,  
al menos en  PNGCs,  la activación de Gα12 
no es esencial para el proceso de proliferación 
mediada por Shh. Estos resultados no 
descartan, en cambio, una implicación de 
estas subunidades en procesos mediados por 
Shh independientes de la transcripción (como 
lo son la movilidad y la morfología celular) o 
formas adicionales de quimioatracción (como, 
por ejemplo, la guía en el crecimiento del 
axón). Las reglas que median el proceso de 
crecimiento del axón suelen seguir una serie 
de eventos citoplasmáticos que normalmente 
convergen en AMPc. En las neuronas, niveles 
elevados de AMPc inducen la extensión del 
cono de crecimiento mientras que niveles 
bajos están asociados a la inhibición y a la 
retracción de los movimientos del mismo. En 
ratón, a partir de modelos in vivo e in vitro  con 
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explantes de espina dorsal se demostró que el 
Shh producido en la notocorda es necesario 
para el crecimiento del axón (Charron et 
al., 2003). De manera similar, a bajas dosis 
de N-Shh purificado (0.5 μg/ml) las células 
ganglionares de la retina responden con un 
crecimiento del axón (Kolpak et al., 2005). 
En estas mismas células, otro grupo demostró 
que, a mayores concentraciones de ligando 
(2.5ug/ul), el N-Shh induce la retracción del 
cono de crecimiento y un incremento en el 
tamaño del árbol dendrítico (Trousse et al., 
2001). Este último proceso se conoce por ser 
dependiente de Gα12 y por tener lugar a través 
de la activación de la quinasa Rho (Buhl et al., 
1995).  Por lo tanto, esta clase de proteínas G 
podría estar implicada en una serie de procesos 
fisiológicos distintos a la proliferación.

Ya citado en la introducción, la inhibición 
de la PKA tiene un potente efecto sobre la 
señalización de Shh. En el ratón mutante que 
contiene la subunidad RIα (que es insensible 
a la activación por AMPc) los animales 
presentan defectos por una ganancia de 
función de la vía de Shh (Epstein et al., 1996). 
La sobreexpresión de esta misma molécula en 
cultivos de PNGCs induce la proliferación de 
las células en ausencia de Shh. Observamos 
además que el DBA no puede de incrementar 
los niveles nucleares de P-CREB en las 
células transfectadas con este mutante. Estos 
resultados sugieren que la represión de la PKA 
y, por lo tanto, la inhibición de la producción 
de AMPc es un requisito para que la vía se 
active correctamente.
Dos estudios previos al nuestro demostraron 

que Smo podía inducir una bajada en la 
concentración celular de AMPc. Uno de 
ellos  se realizó en melanóforos de rana, que 
en un inicio no respondieron con una bajada 
de AMPc por la estimulación directa con 
el ligando, seguramente debido a una baja 
expresión del receptor Ptch. Al sobreexpresar 
Smo, en cambio, los niveles del segundo 
mensajero bajaron significativamente, 
probablemente por la alta expresión de Gαis 
que poseen estas células. El segundo estudio 
se realizó en células ganglionares de retina 
y el AMPc fue detectado con un anticuerpo 
por inmunocitoquímica (DeCamp et al., 2000; 
Trousse et al., 2001). El análisis de los niveles 
de AMPc en PNGCs, sin embargo, demuestra 
que Shh no puede regular los niveles totales 
de la célula. Este resultado concuerda con el 
del estudio realizado previamente pot Murone 
et al. en células C3H10T1/2, que también 
responden a Shh. Los autores no lograron 
observar cambios en los niveles totales de 
AMPc en presencia de N-Shh (Murone et al., 
1999). 

El inicio de la señalización de la vía de Shh de 
vertebrados en el cilio primario y la tendencia 
de PKA a localizarse en zonas específicas de la 
célula (y de responder, por lo tanto, a cambios 
discretos de AMPc producidos en su entorno), 
nos llevó a analizar la localización subcelular 
de PKA y su relación con este compartimento. 
En el primer artículo de la presente tesis 
demostramos que PKA se acumula en la 
base del cilio primario y que su actividad 
está regulada por Shh ya que, en ausencia del 
ligando, la PKA se activa y se dispersa. Los 
cambios en los niveles de AMPc mediados por 
Shh parecen estar regulados, por lo tanto, en 
el entorno del cilio primario. Esta hipótesis  
explicaría por qué no pudimos detectar una 
bajada en los niveles totales de AMPc mediada 
por Shh (Milenkovic et al., 2010).
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Si los niveles de AMPc se regulan de forma 
local, las ACs responsables de la producción 
de AMPc deberían localizarse en zonas de 
membrana cercanas a PKA (como el bolsillo 
ciliar, en la base del cilio) o en el propio 
orgánulo. Desde allí, el segundo mensajero 
podría difundir hacia la base del cilio y activar 
a PKA. Sería interesante determinar qué 
isoforma de AC está siendo inhibida por parte 
de Gαis cuando la vía está activa y dónde se 
localiza. Los resultados obtenidos sobre la 
localización de las Gαis más abundantes en 
los progenitores del cerebelo en desarrollo 
podrían estar dándonos una pista de dónde tiene 
lugar este fenómeno. La localización ciliar 
de la Gαi3 indica que, muy probablemente, 
su activación por parte de Smo (también 
ciliar) tenga lugar en este compartimento. 
Sería interesante determinar por qué esta 
subunidad, y no las demás, se acumula en el 
cilio primario y si alguna molécula participa 
en esta localización. Aunque nosotros no 
observamos que Shh regule la localización de 
Gαi3 en el cilio, un par de candidatos a estudiar 
en este último proceso son Kif7 y Kif27, los 
dos homólogos del gen Cos2 de Drosophila 
melanogaster. Cos2 es la molécula encargada 
de reclutar los componentes de la vía de Hh. 
Recientemente, se ha demostrado que la Gαi 
puede unirse a Cos2 y que, al activarse por Hh 
puede promover una leve bajada en los niveles 
de AMPc totales (Ogden et al., 2008).

Al analizar la localización de Gαi1 y Gαi2 , 
observamos que la Gαi1 se acumula en la base 
del cilio y está ausente en su porción extracelular. 
La Gαi2, en cambio, puede ir a cilio  pero en 
menor proporción que la subunidad Gαi3, y 
esta acumulación tampoco es regulable por 
Shh. La sobreexpresión de Gαi1 y Gαi2 en 
PNGCs puede inducir la proliferación en 
presencia de bajas concentraciones de Shh de 
la misma manera que lo hace la Gαi3. Estos 

resultados sugieren que, dependiendo de qué 
subunidad se trate, Smo es capaz de activar a la 
familia de las Gαis no sólo en el cilio primario 
sino también en la base del mismo. El efecto 
sinérgico sobre la proliferación que poseen 
los silenciamientos  de Gαi3 y Gαi2 al tiempo 
(las dos subunidades que más se expresan 
en el cerebelo en desarrollo) demuestra que, 
al menos en PNGCs, estas dos subunidades 
están mediando la señalización de Shh. 
Como se ha descrito recientemente, en 
presencia de Shh hay un recambio y reciclaje 
constante de Smo en el cilio, que es donde 
se activa (Milenkovic et al., 2009). Una 
posibilidad es que, una vez en el cilio, el Smo 
activo transduzca la señal a través de la Gαi3 
y que, en su regreso a la base, active a la Gαi2 
allí localizada. Para demostrar dónde tiene 
lugar la activación de cada subunidad tendrían 
que poder diferenciarse las formas activas de 
las formas no activas de Gαi (unidas a GTP 
y GDP, repectivamente). Para ello, se podría 
utilizar el anticuerpo comercial que detecta a 
las formas endógenas activas de proteínas G 
(NewEast Biosciences). No obstante,  hasta el 
momento no se ha publicado ningún artículo 
en el que éste se ultilice. 
Sea cuál sea el lugar concreto de activación 
de las Gαis por parte de Smo, la finalidad de 
estas moléculas es la de mantener inhibida a 
la PKA acumulada en la base del cilio. Para 
realizar esta función, deben sostenerse bajos 
los niveles de AMPc en esta zona. Las Gαis, 
están mediando, por lo tanto, la inhibición 
de una o de varias ACs. Las candidatas de 
esta familia más atractivas a estudiar son la 
ACIV, ACVI, ACVIII y la ACIII. Las tres 
primeras se encuentran presentes en los cilios 
primarios de las células del conducto biliar 
y están reguladas por estímulos químicos 
como el ADP y ATP (a  través de receptores 
purinérgicos). De éstas, la más atractiva a ser  
estudiada es la ACIII, ya que observamos que 
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se acumula en los cilios primarios de PNCGs. 
Esta isoforma se acumula también en el cilio 
primario de las células del hipocampo (en cuyo 
desarrollo también está implicada  la vía de 
Shh) (Berbari et al., 2007; Bishop et al., 2007; 
Han et al., 2008; Masyuk et al., 2008). 
Sin embargo, de todas estas isoformas detectadas 
en cilios primarios, la única a que responde a 
la inhibición por las subunidades Gαis es la 
ACIV. Recientemente se ha demostrado que, 
al igual que las isoformas de ACI y ACVIII, 
la ACIII puede ser inhibidas por el complejo 
Gβγ de proteínas G. Las ACII, ACIV y ACVII 
resultan, en cambio, activadas por este dímero 
y por la subunidad Gαs (Diel et al., 2006; 
Linder, 2006). El estudio de la implicación 
del dímero Gβγ en la vía de Shh resulta cada 
vez más interesante de analizar. En los últimos 
años se ha demostrado que estas subunidades 
juegan importantes papeles en el desarrollo 
de C.elegans y de Drosophila melanogaster 
como, por ejemplo, la división asimétrica. En 
neuroblastos de mosca, la inhibición de Gγ, Gβ 
o Gα, impide la orientación del huso mitótico 
y la separación del centrosoma (Gotta et al., 
2001; Izumi et al., 2004). 
Como he mencionado anteriormente, la 
activación de la clase Gαi/o hace que se liberen 
altas cantidades de complejos Gβγ ya que esta 
clase de proteínas G se encuentra ampliamente 
expresadas (Clapham et al., 1997). Teniendo en 
cuenta que la expresión en la CGE del cerebelo 
de estas subunidades es bastante alta,  sería 
poco probable que la ACIV y la ACVII sean 
las isoformas implicadas en la señalización de 
Shh, ya que, ni responden a una inhibición por 
Gαis ni por la del complejo Gβγ (Linder, 2006). 
Las isoformas  ACI, ACV y ACVI, en cambio, 
son más ambiguas ya que están sujetas a un 
control mediado por diferentes vías: pueden 
ser reguladas tanto por el complejo Gβγ como 
por las subunidades de las clases Gαs y/o Gαis 
de proteínas G. 

No podemos descartar, por otro lado, que 
las ACs acumuladas en el cilio primario 
estén implicadas en otras funciones ciliares 
independientes de PKA. La acumulación 
de ACIII en PNGCs podría estar jugando 
también algún papel en la remodelación cilio 
ya que se ha demostrado que su inhibición 
induce la elonganción del axonema ciliar (Ou 
et al., 2009).

Otro dato interesante a destacar es que la 
PKA es capaz de crear un loop de regulación 
negativa inhibiendo a las ACV y  ACVI. (Chen 
et al., 1997; Iwami et al., 1995). La ACVI no se 
acumula en cilio pero podría estar haciéndolo 
en su base, próxima a PKA (Masyuk et al., 
2008). Al ser proteínas de membrana sería 
más acertado predecir su localización en el 
collar ciliar, el entramado formado por fibras 
y membrana.

La señalización mediada por Shh a través de 
Gαis (y de sus correspondientes complejos Gβγ 
liberados) podría dar lugar o bien a la represión 
de una única isoforma de  AC, o bien a la 
inhibición de varias isoformas de esta familia, 
que podrían situarse tanto en el cilio y comoen 
la base  del mismo. Si esto último se diera, el 
conjunto de estas inhibiciones convergería en 
el control de los niveles de AMPc en donde 
se localiza la PKA: la base del cilio. Pero el 
control local de la producción de AMPc por 
parte de Shh podría darse por la inhibición de 
una única isoforma de AC. En el caso de que 
ésta se localizara en el cilio primario, debería 
estar sometida a un constante movimiento 
de entrada y salida del compartimento ciliar 
para poder ser interaccionar, en su retorno 
a la base, con las Gαi allí localizadas. Ésta 
sería la única manera de explicar nuestro 
resultado con Gαi1, y en menor grado de 
Gαi2.  La otra opción es que esta única AC 
se localizase en la base del cilio. En este caso 
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debería ser la Gαi3 (activada en el cilio) la 
que esté sometida a un constante movimiento 
hacia la base para reprimirla. Si es que existe 
un tráfico de Gαi3, nosotros demostramos 
que éste no es dependiente de Shh, ya que no 
observamos una cambio en la localización de 
Gαi3 ni en ausencia de ligando ni en presencia 
de SmoM2.  

La presencia de la subunidad RII de PKA en 
la región del centrosoma durante la mitosis 
se había fue descrita previamente. Durante la 
interfase del ciclo celular, en cambio, la PKA 
fue observada por otro grupo en el aparato de 
Golgi (De Camilli et al., 1986; Nigg et al., 
1985). Durante la fase G1 (interfase) el cilio 
primario emerge a partir del centriolo madre. 
La combinación de técnicas de microscopía 
electrónica y de tinciones de la subunidad 
RII permitió determinar la localización más 
precisa de PKA. Así, se observó que PKA 
se localiza en los centrosomas de células del 
epitelio ependimal en mitosis y en la base 
del flagelo de las mismas en células en fase 
Go. En estas últimas, los autores también 
asumieron que se situaba en el aparato de 
Golgi. Propusieron que la PKA se acumulaba 
en los centros organizadores de microtúbulos, 
pero en ningún moemento lo relacionaron con 
el ya conocido proceso de formación del cilio 
primario descrito por Sorokin a partir de una 
vesícula de Golgi (De Camilli et al., 1986; 
Sorokin, 1968a). 

Algunos ensayos realizados in vitro en cilios 
y flagelos móviles demostraron, de manera 

indirecta mediante la estimulación de PKA con 
análogos de AMPc, la presencia de actividad de 
PKA en el axonema. Sin embargo, en ninguno 
de estos estudios demuestra una localización 
de C-PKA en estas estructras (Hasegawa et 
al., 1987; Howard et al., 1994; San Agustin 
et al., 1994). Se ha descrito que la PKA está 
implicada en el movimiento de batida de 
cilios móviles y de flagelos por regulación de 
la actividad de las dineínas motoras. No se se 
puede descartar, por lo tanto, la posibilidad de 
que esta enzima se acumule en el axonema de 
cilios y flagelos móviles presentes en algunos 
tipos celulares. Un único estudio (realizado 
en células del conducto biliar) muestra que las 
subunidades de PKA RIIα la RIβ se localizan 
con el cilio primario. Las imágenes de estas 
inmunocitoquímicas (a diferencia de las que 
muestran sobre la localización de ACs) no 
son muy claras. Los autores no realizan una 
reconstrucción en “z” de las series confocales 
para determinar si es en la base o la porción 
extracelular donde se localiza la PKA. Como  
ocurre en nuestro caso, en algunas fotos los 
cilios se ven orientados hacia fuera y en otros 
plegados hacia el interior de la célula, encima 
de la base del cilio (Masyuk et al., 2008). 

En el primer trabajo de la presente tesis 
observamos que la subunidad catalítica de PKA 
(C-PKA) se localiza debajo del cilio primario 
y no en su porción extracelular. Denominamos 
a esta zona “base del cilio primario”, ya que la 
C-PKA no colocaliza con el centriolo madre 
o cuerpo basal del mismo, del cual hay que 
diferenciarla. Observamos que este pool de 
C-PKA se encuentra rodeado de vesículas 
Cys y Trans de Golgi pero que, a diferencia de 
los estudios mencionados anteriormente, no 
colocaliza con estas estructuras. Observamos 
que la acumulación de C-PKA en células que 
se encuentran en otras fases del ciclo (como 
anafase o telofase) es muy baja. 
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Determinamos que la responsable de la 
localización de C-PKA en la base del cilio 
es la subunidad RII y no RI de PKA, que se 
encuentra dispersa por en el citoplasma.

La localización específica de PKA en diferentes 
compartimentos por su unión a AKAPs es 
uno de los fenómenos más estudiados de la 
señalización de esta enzima. La deleción que 
impide que la subunidad RII dimerize y se 
ancle a las AKAPs (RIIΔ1-50) muestra una 
localización citoplasmática de la subunidad 
reguladora, resultado que demuestra que la 
acumulación de PKA se realiza por interacción 
de las subunidades RII a AKAPs. Observamos 
también que tanto esta mutación como el Ht31 
(que provoca la disrupción de la unión entre 
subunidades R y AKAPS) tienen un potente 
efecto en la disminución de la proliferación.  
Este péptido, aunque posee mayor afinidad 
por RII, puede también inhibir la interacción 
entre AKAPs y RI. Existen otros péptidos de 
nueva generación que permitirían estudiar 
más específicamente la unión de las AKAPs 
con la RII (como el AKAP-IS, SuperAKAP-
IS) y otros que inhiben únicamente la unión de 
AKAPs a RI (como RIAD)(Gold et al., 2006). 
Sería interesante comparar los diferentes 
inhibidores para determinar si la disrupción 
de la unión de RI a una AKAP tiene algún otro 
efecto en la vía de Shh. 

En cuanto a qué compartimento se está 
uniendo la PKA en las PNGCs, nosotros 
observamos que, en células quiescentes, la 
PKA se encuentra muy próxima al centrosoma 
pero sin colocalizar con él. La asociación de 
la RII con AKAPs centrosomales se había 
determinado previamente tanto en células 
quiescentes como en mitóticas (Keryer et al., 
1993; Schmidt et al., 1999). Ciertas variantes 
de splicing de AKAP450/350 tienen regiones 
con capacidad para unirse a los centriolos. 

Algunas de éstas se localizaron también en el 
Aparato de Golgi y, en su fracción C-terminal, 
se identificaron sitios de unión para esta 
estructura. Se determinó que, dependiendo 
del tipo celular en el que se expresen, estas 
AKAPs tienen capacidad para dirigirse a un 
compartimento o a otro (Gillingham et al., 
2000; McConnachie et al., 2006; Shanks et 
al., 2002). Por su estrecha proximidad con los 
centriolos y el aparato de Golgi, esta AKAP es 
una de las AKAPs  más interesantes a estudiar 
a la hora de evaluar qué miembro de esta 
familia está implicado en la localización de 
PKA en la base del cilio primario.

Las AKAPs tienen capacidad de formar 
complejos multi-proteicos mediante la 
interacción con otros componentes implicados 
de la vía de señalización del AMPc. Ésta es 
una estrategia utilizada por la célula para 
optimizar la respuesta a cambios discretos 
de este segundo mensajero y que le permite 
regular de una manera muy estricta la actividad 
de PKA. 

Existen dos AKAPs capaces de asociarse con 
la membrana y de interaccionar con GPCR: 
Gravin (también conocida como AKAP250 o 
AKAP12) y la AKAP79/150 (AKAP150 es 
el ortólogo de la AKAP79 humana, también 
conocida como AKAP5) (Wang et al., 2006b). 
Gravin destaca por funcionar como proteína 
scaffold de más de doce proteínas entre las 
que se incluyen PKA, PKC, Src y PP2B. 
Puede  unir también, de manera reversible, al 
receptor GPCR β2-adrenérgico y a β-arrestina. 
Esta última está implicada en internalización 
de varios GPCR y, en el caso de Smo, en su 
localización en la membrana del cilio primario 
a través de la unión a Kif3A (Chen et al., 2004; 
Kovacs et al., 2008). Se han identificado 
otras regiones de Gravin que le confieren 
la capacidad de unirse a microtúbulos del 
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citoesqueleto, así que también podría  estar 
interacciondo con proteínas del axonema 
ciliar (Malbon et al., 2004).

Recientemente se ha demostrado que algunas 
AKAPs pueden unir también a ACs en el 
complejo multiproteico. La AKAP150 de 
cerebro de ratón se une a ACV y ACVI 
(Bauman et al., 2006). Esta AKAP se ha 
localizado recientemente en el cilio primario 
y se le atribuye la acumulación de ACV en 
el mismo (Masyuk et al., 2008). Yotiao (la 
variante de splicing de menor peso molecular 
de la famila de la AKAP79) es una AKAP 
asociada a membrana que se encuentra en 
las densidades post-sinápticas de cerebro, 
del corazón y de la unión neuromuscular. 
Puede unir a PDE4D3, a una subunidad del 
receptor NMDA y al canal de K+ responsable 
del potencial de acción en el corazón y se 
asocia también a las isoformas de ACI, ACII, 
ACIII y ACIX . Posee la capacidad de regular 
los niveles de AMPc mediante la inhibición 
de las ACII y III, por un mecanismo aún 
desconocido (Piggott et al., 2008). mAKAPβ 
(la variante de splicing cardíaca de la AKAP 
de músculo) integra la señalización de cAMP 
con la del calcio y la de las MAP quinasas. Se 
asocia a la membrana nuclear y puede unir a 
ACII y ACV e inhibir también a la primera 
(localizada en la membrana plasmática) 
cuando estas dos membranas se encuentran en 
estrecha proximidad (Boivin et al., 2008). 

La identificación de la AKAP encargada de 
reclutar a PKA en la base del cilio primario 
daría luz a la localización de  muchos otros 
componentes no sólo de la vía de PKA, sino 
también de otras vías de señalización con las 
que Shh podría estar interaccionando.

Es difícil hablar de la vía de señalización 
de Hh de mamíferos sin mencionar la de 
Drosophila melanogaster,  ya que fue en esta 
especie donde se desvelaron muchos de los 
eventos descritos para la vía de Hh. Desde un 
principio se observaron muchas diferencias 
entre la ruta de vertebrados e invertebrados 
pero durante mucho tiempo se consideró que 
los principales mecanismos de la vía de Hh 
se encontraban conservados evolutivamente. 
El reciente descubrimiento del cilio primario 
en la vía de Shh hizo que se replanteara el 
modelo de señalización de la vía de Shh de 
vertebrados. Muchas de estas diferencias 
interespecíficas observadas en la vía podrían 
estar señalando los posibles caminos que 
dieron lugar a la divergencia de especies a lo 
largo de la evolución. 

El movimiento o “recolocalización” de los 
receptores en presencia de ligando es una 
tendencia común en los GPCR. El movimiento 
a la membrana de Smo  es necesario para 
que éste se active y parece estar conservado 
en todas las especies. Tanto en vertebrados 
como en Drosophila, la β-Arrestina juega un 
papel esencial para que Smo se transloque 
a la membrana correctamente (Chen et al., 
2004; Cheng et al., 2010). En el caso de los 
vertebrados, es la translocación de Smo a 
la membrana ciliar (a través de su unión a 
Kif3A) la que está regulada (Kovacs et al., 
2008). Aunque los invertebrados carecen de 
cilio primario en la mayoría de sus células, la 
estabilización de Smo en la membrana celular 
de Drosophila melanogaster recae sobre el 
citoesqueleto y las redes de tubulina (Zhu et 
al., 2003). En esta especie, la proteína que se 
encarga de secuestrar a otros miembros de la 
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ruta de señalización hacia la membrana (como 
Fu y Ci) y de promover su fosforilación es 
Cos2. Esta proteína está relacionada con la 
familia de las quinesinas y tiene capacidad 
para unirse a los microtúbulos y de moverse a 
lo largo de éstos (Farzan et al., 2008; Robbins 
et al., 1997). Curiosamente, la cola C-terminal 
de Smo de mamíferos difiere bastante de la de 
Drosophila melanogaster en cuanto a longitud 
y secuencia se refiere y carece de la zona de 
unión a Cos2. Esto sugiere que, aunque el 
movimiento a través de los microtúbulos se 
encuentra conservado, los vertebrados han 
adoptado un mecanismo más complejo en el 
que el papel de Cos2 fue asumido por muchas 
otras proteínas (Varjosalo et al., 2006). 

En lo que respecta al papel de la PKA, existen 
grandes similitudes pero también cierta 
discrepancia. Tanto en vertebrados como en 
Drosophila, la inhibición de la PKA tiene un 
potente efecto en el incremento de señalización 
de Shh (como ocurre con la subunidad 
mRIα insensible a AMPc que produce una 
ganancia de función de Hh) (Collier et al., 
2004; Epstein et al., 1996). La inhibición de 
la PKA, por lo tanto, parece ser un requisito 
para que la vía se active correctamente. En 
varias especies se ha demostrado que PKA es 
un potente regulador negativo de la vía de Hh. 
Tanto en Drosophila melanogaster como en 
vertebrados, la activación de PKA induce la 
fosforilación de los factores de transcripción 
Ci y Gli2/3 (respectivamente). Ésta inicia una 
cascada de fosforilaciones que promueven 
su procesamiento por el proteasoma dando 
lugar a sus formas represoras (que inhiben 
la transcripción genética) (Chen et al., 1998; 
Chen et al., 1999; Price et al., 1999; Tempe 
et al., 2006; Wang et al., 2006a; Wang et al., 
1999). 
Tanto en vertebrados como en Drosophila 
melanogaster se ha demostrado que Smo 

homodimeriza por su porción amino-terminal 
y que esta interacción es necesaria para que 
se las moléculas activen (Zhang et al., 2004). 
En ambas especies, las GRKs juegan un papel 
esencial en la en la correcta activación de la 
vía mediante la fosforilación de Smo (Chen 
et al., 2004; Cheng et al., 2010; Meloni et 
al., 2006; Molnar et al., 2007; Philipp et al., 
2008). No obstante, tanto en Drosophila como 
en vertebrados, quedan aún por identificar 
los sitios de fosforilación por GRKs y por 
demostrar una directa transferencia del fosfato 
por parte de esta quinasa. Cabe destacar  que 
en Drosophila melanogaster pero no en 
vertebrados, la PKA actúa como un modulador 
positivo de la vía a de Hh mediante la 
fosforilación de la cola carboxilo terminal de 
Smo, que promueve su activación y su unión 
a otros miembros de la ruta (Apionishev et 
al., 2005; Jia et al., 2004; Zhang et al., 2004). 
El Smo de vertebrados también carece de los 
sitios de fosforilación por PKA (Varjosalo et 
al., 2006). Este hecho creó desde un inicio 
la sospecha de que PKA tuviera efectos 
similares en el contexto de los vertebrados. 
Adjacentes a los sitios de fosforilación por 
PKA y CKI se encuentran varios dominios 
de arginina (Arg) cargados positivamente. 
A diferencia de los sitios para PKA, estos 
clusters de Arg se encuentran conservados. 
Tanto en vertebrados como en Drosophila se 
ha demostrado que regulan negativamente la 
activación del receptor (Zhang et al., 2004). 
Si se reemplazan con aminoácidos neutros, 
la molécula adquiere una actividad ectópica 
y, en el caso del Smo de Drosophila, éste  
puede translocarse  a la membrana. Los 
ensayos de FRET realizados con moléculas 
de Smo marcadas intra e intercelularmente 
con CFP e YFP demuestran que, en ausencia 
de Hh, la cola de Smo se encuentra plegada 
hacia el tercer loop intracelular. La presencia 
de Hh neutraliza la carga de los clusters 
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promoviendo la fosforilación por PKA de 
aminoácidos próximos. De esta manera, la 
cola se despliega y entra en contacto con la 
cola de la pareja con la que homodimeriza. Si 
se mutan los sitios de fosforilación por PKA, 
esto no puede ocurrir (Zhang et al., 2004). El 
mecanismo de despliegue de la cila carboxi-
terminal se comprobó también para el Smo 
de mamíferos. En este caso, la fosforilación 
debe estar mediada por otra quinasa (aún 
por identificar) ya que, como he mencionado 
anteriormente, los sitios de fosforilación de 
PKA no se encuentran en los vertebrados. 

En los vertebrados, la presencia de Smo en 
cilio es necesaria para su activación. La forma 
activa de Smo (SmoM2) se localiza en cilio 
primario en ausencia de Shh mientras que una 
mutación del sitio de localización ciliar impide 
que éste se acumule (Corbit et al., 2005). 
Además de su presencia en el cilio, la exacta 
localización de Smo en el compartimento 
parece ser importante para su activación. Se ha 
visto que Smo está activo o no según la porción 
del cilio donde se localice. Se ha demostrado 
que en las zonas más proximales tiene menor 
actividad que en las zonas distales (Aanstad et 
al., 2009; Wilson et al., 2009). En presencia de 
ciclopamina (un inhibidor específico de Smo) 
el Smo se acumula en cilio pero no está activo 
(Rohatgi et al., 2009; Wang et al., 2009). Dos 
modelos proponen que Smo sufre una serie de 
cambios conformacionales durante el proceso 
de activación que va desde su estado inactivo 
(fuera del cilio) a su estado activo (en el cilio) 
pasando por un estado intermedio de estado 
ciliar inactivo (Rohatgi et al., 2009; Wilson et 
al., 2009).  
Aunque los sitios de fosforilación por PKA 
no se encuentran presentes en el Smo de 
vertebrados, recientemente se ha observado 
que tanto la activación de las subunidades 
Gαs de proteína G con CTX o de las ACs con 

FSK, así como la expresión de subunidades 
de PKA activas promueven la localización 
de Smo en la parte más proximal del cilio. 
Aunque esto ocurra, la molécula no es capaz 
de inducir la actividad de los factores de 
transcripción Glis (Milenkovic et al., 2009; 
Wen et al., 2010; Wilson et al., 2010). Por 
otro lado, se ha demostrado que la inhibición 
de PKA con inhibidores específicos de PKA 
impide la transcripción genética mediada por 
Shh (Milenkovic et al., 2009). 
Podría ser que el papel positivo de PKA sobre 
la fosforilación de Smo que se observa en 
Drosophila melanogaster  haya evolucionado, 
en vertebrados, hacia un mecanismo más 
complejo. La PKA se encuentra en estrecha 
proximidad con el Aparato de Golgi y su 
actividad es necesaria para el transporte de 
vesículas hacia la membrana. La inhibición 
de PKA con inhibidores químicos (como el 
H89 o el péptido inhibidor de PKA) impide 
la exocitosis celular. La activación de la vía 
con FSK, por el contrario, induce la secreción 
celular (Muniz et al., 1996; Muniz et al., 
1997). La activación de PKA mediante CTX o 
FSK, por lo tanto, prodría estar promoviendo 
el tráfico de vesículas de secreción que 
contengan a Smo desde hacia la membrana 
plasmática. El exceso de Smo en la membrana 
podría estar induciendo su transporte al cilio, 
donde Ptch se localiza y puede inhibirlo.  

Otra evidencia a favor de un rol positivo de 
PKA en la vía de Shh de vertebrados surge  del 
estudio de las moléculas activas e inactivas 
de PKA en el desarrollo de los miembros de 
pollo. La sobreexpresión de ambas moléculas 
resultan en el mismo efecto: la formación de 
un dígito extra (que normalmente se produce 
por una activación excesiva de la vía) (Tiecke 
et al., 2007). 
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Por otro lado, se ha demostrado que los 
factores de transcripción Gli2 y Gli3 requieren 
localizarse en la punta del cilio para activarse, 
donde se separarán de SuFu (Tukachinsky et 
al., 2010). La activación de PKA mediante 
FSK impide que los complejos formados 
por Gli y Sufu vayan al cilio e induce el 
procesamiento de los factores de transcripción 
por el proteasoma (Tukachinsky et al., 2010). 
No obstante, recientemente se ha demostrado 
que para que se liberen los Glis en la punta del 
cilio es necesaria la fosforilación de Sufu por 
PKA, GSK3β y CKI. Estos resultados  también 
indican que se requiere cierta actividad “basal” 
de PKA para que la vía de Shh se transduzca 
correctamente. 

Nuestros resultados apoyan la hipótesis de 
un papel dual de PKA en la vía de Shh. El 
anticuerpo anti C-PKA-P que utilizamos en el 
primer trabajo detecta la autofosforilación de 
PKA en la Thr197,  necesaria para la  activación 
de la enzima. En presencia de N-Shh, la 
actividad de PKA que observamos en la base 
del cilio con este anticuerpo no es nula, si no 
que la enzima posee cierta actividad basal, que 
aumenta en ausencia del ligando. Los efectos 
que poseen tanto la subunidad RIIΔ1-5 (que 
no posee capacidad de unirse a AKAPs) 
como el péptido Ht31 en la disminución de la 
proliferación confirman la necesidad de cierta 
actividad de PKA en la base del cilio para que 
la vía se active correctamente. 
Uno de los resultados que desconcierta en 
cuanto a esta hipótesis es el que concierne 
a la molécula mRIα-PKA, que actúa como 
dominante negativo de la quinasa. El mRIα-
PKA no permite que PKA se active y que 
fosforile a sus sutratos (aún en presencia 
del análogo de AMPc DBA) y es capaz  de 
inducir la proliferación de PNGCs en ausencia 
de Shh. Sin embargo, se ha demostrado que 
esta misma molécula no puede promover la 

activación de los Glis en células que carecen 
del ITF anterógrado o del retrógrado (Ocbina 
et al., 2008). Una posible explicación al efecto 
observado con el dominante negativo de PKA 
es que, aunque este mutante retenga a gran 
parte de las subunidades catalíticas, no impida 
que la C-PKA se una a la subunidad endógena 
de RII, localizada en la base del cilio. Sería 
interesante determinar la localización de 
C-PKA en las células que sobreexpresan 
el dominante negativo de PKA y si éste es 
capaz de desplazar por completo la C-PKA 
de la base del cilio. Se ha demostrado que la 
formación de la holoenzima de PKA in vivo 
favorece preferentemente la formación del 
tipo II, aunque el tipo I sea el más sensible 
a cAMP y sea el principal subtipo que media 
la señalización de PKA. En células que sólo 
tienen la holoenzima tipo II, únicamente 
cuando los niveles de subunidad C exceden 
(ya sea por sobreexpresión de las mismas o por 
eliminación de las subunidades RII) se forma 
la holoenzima tipo I. Existe, por lo tanto, una 
compensación por parte de la subunidad RIα 
cuando los niveles de subunidades Cα o Cβ 
son elevados. Los ratones mutantes para RIIα 
y RIIβ son viables, fértiles y no poseen ningún 
un fenotipo aparente o éste es muy leve, 
probablemente por esta compensación por 
parte de la subunidad RIα en ausencia de RII 
(Amieux et al., 2002). La sobreexpresión de la 
subunidad RIIα, en cambio, elimina casi por 
completo la formación de la holoenzima tipo I 
(Amieux et al., 2002; Bossis et al., 2004). Este 
hecho confirma que el efecto positivo que posee 
la PKA en la vía de Shh tiene lugar a través 
del holoenzima RII, ya que su sobreexpresión 
no afecta a la proliferación de PNCGs. Una 
manera de demostrar su implicación en la vía 
de Shh sería mediante la creación de mutantes 
condicionales para PNGCs en los que se 
eliminen ambas moléculas al tiempo.
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Los factores de transcripción Gli2 y Gli3 
dependen del IFT retrógrado para activarse 
y  para transducir la señal (Huangfu et al., 
2005; Tran et al., 2008). Se ha demostrado que 
estas moléculas, al igual que Smo, también se 
mueven constantemente dentro y fuera del 
cilio, aunque por mecanismos distintos a éste 
(Endoh-Yamagami et al., 2009; Liem, Jr. et 
al., 2009). La fosforilación de Gli3 por PKA 
tiene lugar en la base del cilio y sus formas 
fosforiladas o truncadas no se han observado 
en la porción extracelular del cilio primario. 
Las quinasas CKI y CSK3β, así como los 
componentes del proteasoma se localizan 
también próximas a los centrosomas (Rogers 
et al., 2009 Fumoto et al., 2006; Sillibourne 
et al., 2002; Freed et al., 1999). Todo apunta, 
por lo tanto, a que el procesamiento de Gli3 
se da en el citoplasma. Se ha demostrado que 
las proteínas situadas en el cuerpo celular 
están también implicadas en este proceso. 
En el ratón knock out Ftm (que carece de las 
proteínas del cuerpo basal) la producción del 
Gli3R se encuentra muy afectada (Vierkotten 
et al., 2007).

Por qué la activación de los factores de 
transcripción tiene lugar concretamente en la 
punta del cilio primario? Los factores Gli2/3 
localizados en la punta parecen estar actuando 
como sensores que se mueven constantemente 
a lo largo del cilio y que detectan cambios en 
la inducción de la vía. Al activarse, se dirigen 
al núcleo en su forma completa y libres de 
Sufu para promover la transcripción de sus 
genes diana. Este fenómeno se ha demostrado 
con Gli2 (Kim et al., 2009). Es destacable 
que todos los experimentos de localización y 
de activación de Gli2 y Gli3 en presencia o 
ausencia de Shh se hayan hecho con células 
fijadas. Sería interesante hacer un seguimiento 

del movimiento de las moléculas in vivo.
Existe un llamativo estudio realizado en 
Chlamydominas con la subunidad no motora 
del complejo de la quinesina II KAP, que 
curiosamente también se localiza en la punta 
del cilio, lugar donde realiza su función en el 
transporte. Observaciones in vivo demuestran 
que la molécula puede concentrarse además 
en el cuerpo basal. En la mitosis temprana, 
después de la retracción del cilio y antes de 
la ruptura de la envuelta nuclear, KAP se 
mueve hacia el nucleo y se mantiene en el 
mismo hasta después de la formación de la 
nueva envoltura nuclear. Sólo desaparece del 
núcleo una vez comienza la ciliogénesis. Se 
han identificado secuencias de localización 
nuclear en el homólogo de erizo de mar (Morris 
et al., 2004). Las proteínas del transporte IFT 
podrían estar implicadas en la comunicación  
entre el cilio primario y el núcleo, ambos 
situados en estrecha proximidad. Una posible 
hipótesis es que, después de pasar por el cilio, 
las moléculas de Gli2 y Gli3 activas sean 
inyectados en el núcleo por alguna de las 
proteínas del IFT. Sería interesante determinar 
si la internalización en el núcleo del homólogo 
de KAP (o de alguna otra molécula del IFT)

tiene lugar en vertebrados.
   

Con los mecanismos ya establecidos de la 
vía de Shh de vertebrados y los resultados 
obtenidos en los dos artículos de la presente 
tesis, se podría proponer un modelo (a modo 
de resumen). 
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FIGURA 35. En en ausencia de Shh, Smo se encuentra reprimido por Ptch y no puede translocarse al cilio. Las subunidades Gαis, 

por tanto, se encuentran inhibidas y la AC (aún no identificada) se activa. Tiene lugar, por tanto, un incremento de los niveles 

de AMPc en el microdominio celular donde se encuentra la PKA, unida a una AKAP a través de la subunidad RII.  La AC puede 

localizarse o bien en la membrana del cilio o en la base del mismo, por la interacción o no con alguna AKAP. Como consecuencia 

del incremento del AMPc en la base del cilio, la PKA se activa y la subunidad catalítica de la misma se separa y difunde en 

busca de sustratos a fosforilar. Entre éstos se encuentra Gli3, que será procesado por el proteasoma. Una vez formado, el Gli3 

represor no puede entrar en el compartimento ciliar y se dirige al núcleo para reprimir la transcripción genética, impidiendo la 

proliferación de las PNGCs. 



FIGURA 36. En presencia de Shh, en cambio, Ptch se internaliza y permite la entrada de Smo en el cilio. Allí interacciona con la 

subunidad Gαi3 acumulada y, en su retorno a la base, activa a la Gαi2. La AC se encuentra inactiva y tiene lugar una disminución 

de la producción de AMPc en el entorno del cilio primario. La PKA no puede activarse y no puede fosforilar a los factores de 

transcripción Gli2 y Gli3 que, en sus formas completas y unidas a Sufu se dirigen al cilio. Previamente a su entrada tiene lugar 

en el citoplasma la fosforilación de  Sufu por PKA, CKI y GSK3β que promoverá la liberación de Gli2 y Gli3 en la punta del cilio. 

Una vez activados, estos factores de transcripción entran en el compartimento nuclear para mediar la transcripción genética e 

inducir la proliferación.
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- La inhibición de la proteína quinasa A dependiente de AMP cíclico (PKA) induce la proliferación 
de los progenitores neuronales de células granulades de cerebelo (PNGCs) en ausencia de Shh. 
Sin embargo, Shh no es capaz de modular los niveles celulares totales de AMPc. 

- La subunidad RII de PKA es la responsable de la acumulación de C-PKA en la base del cilio 
primario de PNGCs a través de la unión a una AKAP. Esta localización se encuentra regulada 
por Shh y es necesaria para que éste induzca la proliferación en PNGCs. 

- Los mutantes constitutivamente activos de miembros de la clase Gαi/o de proteínas G, pero no 
de la clase Gα12-13, inducen la proliferación de PNGCs en presencia de concentraciones sub-
proliferativas de Shh. 

- Las subunidades Gαi2 y Gαi3 de proteína G son los únicos miembros de la clase Gαi/o que se 
expresan en la capa granular externa del cerebelo en desarrollo (CGEe), donde tiene lugar la la 
proliferación de los PNGCs. La eliminación de estas dos subunidades tiene un potente efecto 
antiproliferativo en cultivos de PNGCs. 

- Las subunidades Gαi3 y Gαi2 se localizan en el cilio primario de PNGCs, de igual manera que 
lo hacen otros componentes de la ruta de Shh como Smo y los Gli.
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