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1. La embriología del pulmón humano 

1.1. Fundamentos del desarrollo del pulmón  

La supervivencia al nacer depende en gran medida de un correcto desarrollo y 

maduración del pulmón durante la gestación, dado que los pulmones deben estar 

preparados para realizar el intercambio gaseoso esencial para la vida terrestre (1, 2). Para 

cumplir con esta función, el pulmón cuenta con una serie de estructuras y características 

específicas que, en conjunto, hacen posible la respiración (3) (Figura 1).  

En primer lugar, el sistema pulmonar se organiza en un árbol de vías respiratorias que 

comienza con los bronquios y bronquiolos, los cuales transportan el aire desde el exterior 

hasta las áreas más distales del pulmón (4). La última sección de este sistema de 

conducción aérea está formada por los bronquiolos terminales, que se conectan con los 

acinos. Los acinos son las unidades funcionales del pulmón que contienen los bronquiolos 

respiratorios y alveolos, donde se lleva a cabo el intercambio de gases (5, 6).  Además, el 

pulmón presenta una extensa superficie recubierta por una barrera aire-sangre 

extremadamente delgada, diseñada para maximizar el intercambio gaseoso en el interior 

de los acinos (7). Esta arquitectura se complementa con un sistema vascular eficiente que 

transporta la sangre hacia la zona de intercambio, facilitando un contacto estrecho entre 

el aire y la sangre (8). Para proteger y optimizar esta estructura, el pulmón también cuenta 

con una barrera de fosfolípidos y proteínas conocida como surfactante, que reduce la 

tensión superficial en los alveolos, contribuye a su estabilidad durante la inflación y 

refuerza las defensas del organismo al eliminar patógenos inhalados (9).  

Todos estos rasgos esenciales que permiten la viabilidad del pulmón deben 

desarrollarse de manera coordinada a partir de las yemas bronquiales primarias del 

embrión. Este proceso abarca una serie de etapas y de mecanismos fisiológicos y 

moleculares que garantizan la formación adecuada de cada uno de los componentes del 

pulmón (10, 11). 
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Figura 1. Estructuras que componen las vías respiratorias intrapulmonares. El bronquio 

principal se ramifica en bronquiolos, que conducen a los acinos pulmonares. Dentro de los acinos, 

los bronquiolos terminales marcan el fin de las vías de conducción, mientras que los bronquiolos 

respiratorios inician las vías de intercambio gaseoso, conectándose a conductos alveolares. Estos 

conductos culminan en sacos alveolares, donde los alvéolos individuales facilitan el intercambio 

de gases con los capilares circundantes. Figura adaptada de (12). 

1.2. Estadios del desarrollo pulmonar  

El desarrollo del pulmón humano abarca un periodo que comienza con la aparición del 

divertículo respiratorio a partir del intestino anterior en las 4 semanas post concepción 

(del inglés, post conception weeks) y se extiende hasta los primeros años de la infancia 

(13). Este proceso se divide en cinco estadios: embrionario, pseudoglandular, canalicular, 

sacular y alveolar (Figura 2), cada uno definido por sus propias características 

histológicas específicas y eventos clave (Tabla 1) (14). Cabe añadir, que estas etapas 

suelen solaparse en el tiempo, debido a que el proceso de formación del pulmón no es 

completamente sincrónico, pues algunos eventos pueden no haber concluido por 

completo cuando comienza el siguiente estadio. En particular, las regiones y estructuras 

más proximales tienden a desarrollarse a un ritmo más acelerado que las distales (15).  

 



INTRODUCCIÓN 

Página | 15  
 

Estadio Semanas Eventos principales 

Embrionario 4 a 6-8 pcw Formación de la tráquea y los brotes 

bronquiales primarios 

Pseudoglandular 6-8 a 16 pcw Desarrollo del árbol bronquial, 

ramificación de los bronquios que 

recuerdan a glándulas 

Canalicular 16 a 26-28 pcw Formación de bronquiolos respiratorios y 

alveolos primitivos, generación de la red 

capilar primitiva y producción de 

surfactante 

Sacular 26-28 a 32-36 pcw Formación de los sacos terminales y 

maduración de los alveolos 

Alveolar 32-36 pcw a 8 años de edad 

postnatal 

Aumento en el número y tamaño de los 

alveolos y maduración del pulmón 

Tabla 1. Los cinco estadios del desarrollo del pulmón. Se describen los tiempos aproximados 

y los eventos clave que ocurren en cada fase de la formación del pulmón humano. Tabla generada 

a partir de la información obtenida de (14). 

1.2.1. Estadio embrionario 

El estadio embrionario marca el inicio del desarrollo pulmonar, comenzando alrededor 

de las 4 pcw, cuando el embrión ya ha formado el intestino primitivo, dividido en las 

secciones anterior, media y posterior. En la región del intestino anterior, se produce una 

evaginación de la pared ventral, conocida como esbozo pulmonar o divertículo 

laringotraqueal, que establece la base del sistema respiratorio. Inicialmente, este esbozo 

se encuentra comunicado con el intestino anterior, sin embargo, a medida que se 

desarrolla el tabique traqueoesofágico, ambas estructuras se separan y diferencian en el 

esófago (porción dorsal) y la tráquea (porción ventral) (16, 17). 

Hacia las 5 pcw, se desarrollan cuatro evaginaciones conocidas como bolsas faríngeas, 

que presentan en su cara anterior el orificio laringotraqueal, una conexión temprana entre 

el esbozo pulmonar y la tráquea en formación. Estas bolsas faríngeas alojan los arcos 

faríngeos, de los cuales el cuarto y el sexto son de especial relevancia en la formación del 

sistema respiratorio (18). Entre estos arcos aparece el surco laringotraqueal, que da origen 

a una estructura en forma de “T” llamada orificio laríngeo. Este orificio se forma mediante 

a una proliferación rápida de tejido en la 6ª semana, proceso conocido como re-

epitelización, que provoca una obstrucción temporal de la luz del tubo laríngeo (19, 20).  
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Paralelamente, el esbozo pulmonar continúa su expansión en dirección caudal, 

alargándose para formar la yema pulmonar, que rápidamente se bifurca en dos yemas 

bronquiales primarias, las cuales representan los futuros pulmones derecho e izquierdo. 

Además, aprovechando este momento de crecimiento, la separación entre la tráquea y el 

esófago se irá reduciendo con el acercamiento de las crestas traqueoesofágicas que al 

fusionarse darán lugar a la pared traqueoesofágica, quedando el orificio laríngeo como la 

única vía de acceso hacia las vías respiratorias inferiores (21).  

Como el esbozo pulmonar se origina a partir del intestino primitivo, el epitelio del 

árbol respiratorio tiene un origen endodérmico, rodeado por mesodermo, que contribuye 

a formar las estructuras de soporte y la vascularización del pulmón (22). Entre las 5 y 7 

pcw, el mesodermo esplácnico que recubre la superficie externa de los pulmones se 

diferencia para formar la pleura visceral, mientras que el mesodermo somático, que 

reviste las paredes internas de la cavidad torácica, da lugar a la pleura parietal. Así, se 

forma la cavidad pleural entre ambas capas, lo cual permitirá el movimiento pulmonar 

esencial para la respiración dentro de la cavidad torácica (19).  

Por tanto, las yemas bronquiales se presentan como pequeños túbulos simples 

formados por una gruesa capa de epitelio endodérmico y situados en un lecho de 

mesénquima laxo abundante. Esta doble procedencia celular, epitelial y mesenquimal, es 

fundamental para la correcta morfogénesis del árbol respiratorio, en la que ambas tipos 

celulares interactúan entre sí produciendo diversos factores y señales moleculares (23).  

El desarrollo de la vasculatura pulmonar también ocurre en paralelo al desarrollo del 

árbol bronquial. El mesénquima que se encuentra alrededor de las yemas bronquiales 

comienza a presentar células positivas para el marcador endotelial CD31 (del inglés, 

cluster of differentiation 31), señalando el origen de los futuros capilares (24). Hacia las 

5 pcw, comienza a formarse un plexo vascular alrededor de cada bronquio principal en 

formación. Este plexo se conecta cranealmente con el saco aórtico mediante las arterias 

pulmonares, mientras que caudalmente se une al seno venoso (futura aurícula izquierda), 

a través de las venas pulmonares. Los primeros vasos pulmonares emergen a partir del 

mesénquima subyacente mediante vasculogénesis, organizándose en estructuras 

capilares. Estos capilares se fusionan y forman pequeños vasos sanguíneos a lo largo de 

las vías respiratorias (25, 26). 
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Figura 2. Diagrama de las cinco etapas del desarrollo pulmonar. Durante la etapa embrionaria 

(4 a 6-8 pcw), comienza la formación de los bronquios principales y segmentarios a partir de un 

divertículo del endodermo del intestino anterior primitivo, mientras que las arterias y venas 

pulmonares comienzan a emerger. La etapa pseudoglandular (6-8 a 16 pcw), se caracteriza por la 

ramificación de las vías respiratorias, dando lugar a los bronquiolos y bronquiolos terminales. En 

la etapa canalicular (16 a 26-28 pcw), los bronquiolos terminales se diferencian en bronquiolos 

respiratorios y comienza a desarrollarse la barrera alveolo-capilar. En la etapa sacular (26-28 a 

32-36 pcw), los conductos alveolares se expanden y se desarrollan los sacos alveolares. 

Finalmente, en la etapa alveolar (32-36 pcw hasta los 8 años), los sacos alveolares maduran en 

alveolos funcionales, en los que la red de capilares pasa a ser simple, permitiendo un intercambio 

gaseoso eficiente. Figura adaptada de (27). 

1.2.2. Estadio pseudoglandular  

Entre las 6 y 8 pcw, comienza el estadio pseudoglandular, que se caracteriza por un 

crecimiento continuo y progresivo de los pulmones. La estructura histológica de las 

ramificaciones del árbol bronquial se asemeja a la de una glándula tubular en corte 

transversal, lo cual da origen al término "pseudoglandular" (19). Durante esta fase, las 

yemas bronquiales se ramifican de forma dicotómica, lo que provoca que el bronquio 

primario derecho se subdivida en tres bronquios secundarios, mientras que el izquierdo 

se divide en dos. Esto establece la configuración básica de tres lóbulos para el pulmón 

derecho y dos para el izquierdo. Al final de este estadio, la estructura de las vías aéreas 

de conducción principales, los bronquios y bronquiolos terminales, está prácticamente 

formada (17, 28). También hacia el cierre de esta fase, empiezan a desarrollarse las vías 

pre-acinares y los conductos alveolares iniciales; sin embargo, los elementos relacionados 
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directamente con el intercambio de gases aún no están presentes (15). Cualquier 

alteración en la ramificación normal de las vías aéreas durante este estadio puede resultar 

en anomalías como la hipoplasia pulmonar o la hernia diafragmática congénita, resaltando 

la importancia del estadio pseudoglandular en la formación y funcionalidad final del 

sistema respiratorio (29). 

Al inicio de este estadio, los tubos endodérmicos están revestidos por un epitelio 

columnar pseudoestratificado. A partir de las 13 pcw, se inicia una diferenciación gradual 

del epitelio desde la región proximal hacia la distal (30) (Figura 3a). En las vías aéreas 

proximales, el epitelio es progresivamente reemplazado por células columnares, donde 

aparecen las primeras células epiteliales diferenciadas a partir de las células progenitoras 

proximales. Entre estas se incluyen las células basales, ubicadas en la base del epitelio y 

responsables de su renovación y de la regeneración (31); las células caliciformes, que 

secretan moco para proteger y lubricar las vías respiratorias; y las células ciliadas, las más 

abundantes, esenciales para el movimiento del moco y la limpieza del sistema respiratorio 

(32). A medida que la diferenciación avanza hacia las zonas distales, el epitelio se 

transforma en un tipo cúbico con células progenitoras distales. Estas células más adelante 

se diferenciarán en los neumocitos tipo II (AT2, del inglés alveolar type II cells), 

esenciales para el desarrollo de surfactante y la reparación alveolar (33). Cabe añadir, que 

las células epiteliales cúbicas que recubren los bronquiolos terminales son clave en la 

secreción del líquido pulmonar fetal, un fluido similar al líquido amniótico, fundamental 

para al desarrollo adecuado de las estructuras pulmonares y la preparación para la 

respiración postnatal (34).  

Paralelamente, las células mesenquimales empiezan a formar el cartílago y músculo 

liso bronquial entre las 6-8 pcw, que rodea progresivamente las vías aéreas, primero de 

forma continua en la región proximal y luego con una distribución discontinua en las 

áreas más distales (35). Estas células musculares son positivas en actina-α de musculatura 

lisa (α-SMA, del inglés α-smooth muscle actine) y genera contracciones espontáneas que, 

en forma de ondas peristálticas, movilizan el líquido pulmonar fetal hacia la periferia. Se 

cree que este mecanismo, además de distribuir el líquido pulmonar, estimula la 

ramificación del pulmón al inducir fuerzas de tensión en el epitelio (36). Además, el 

patrón de ramificación y división de las vías respiratorias en esta fase es controlado 

también por interacciones entre el epitelio y el mesénquima. El mesénquima bronquial, 
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por ejemplo, promueve la ramificación en la tráquea, mientras que el mesénquima de la 

tráquea inhibe esta expansión en las ramas bronquiales, lo cual resulta en una 

organización jerárquica del árbol respiratorio (37). En cuanto al soporte cartilaginoso de 

la tráquea y árbol bronquial, este comienza a formarse en las 4 pcw. Este proceso avanza 

a lo largo de las diferentes secciones del sistema respiratorio, alcanzando los bronquios 

alrededor de las 10 pcw y los bronquiolos terminales hacia las 25 pcw. A medida que se 

desarrolla, el cartílago proporciona la rigidez necesaria para mantener abiertas las vías 

respiratorias, lo que es crucial para el correcto funcionamiento del sistema respiratorio en 

las etapas posteriores del desarrollo (10). 

En el estadio pseudoglandular, la vasculatura pulmonar continúa su desarrollo en 

paralelo con el de las estructuras respiratorias, tal como se ha descrito en el estadio 

embrionario. De esta manera, el sistema vascular crece y se ramifica en torno a los 

bronquios y bronquiolos en desarrollo. Las arterias pulmonares comienzan a formarse 

siguiendo un patrón de ramificación similar al de las vías respiratorias, pero sin alcanzar 

todavía las regiones más distales por lo que la capacidad de respiración aún no se 

establece en esta fase (24).  

1.2.3. Estadio canalicular 

En el estadio canalicular, que se inicia aproximadamente a las 16 pcw, el pulmón 

experimenta cambios morfológicos significativos que establecen las bases para el 

intercambio gaseoso postnatal. Durante esta etapa, ocurre una intensa ramificación 

epitelial, en la que cada bronquiolo terminal origina varios bronquiolos respiratorios, los 

cuales, hacia el final del estadio, se dividen en los conductos alveolares y dan paso a los 

primeros sacos alveolares (38). Paralelamente, el diámetro interno de los bronquios y de 

los bronquiolos terminales se expande hacia los espacios aéreos, proceso en el cual el 

mesénquima circundante comienza a adelgazarse y prepararse para su integración con la 

red capilar (39). 

A las 20 pcw, el epitelio cuboidal de las vías aéreas distales presenta una disminución 

en el número de células ciliadas y experimenta una diferenciación crucial con la aparición 

de AT2 y de neumocitos tipo I (AT1, del inglés alveolar type I cells) (Figura 3b) (40). 

Las AT2, que presentan una morfología cúbica, contienen en su citoplasma orgánulos 

especializados que almacenan y secretan el surfactante. Este compuesto, que previene el 
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colapso alveolar tras el nacimiento, inicia su producción entre las 20 y 22 pcw, aunque al 

principio solo se encuentra en cantidades mínimas y no alcanza concentraciones 

adecuadas hasta el final de la gestación (19). Otra característica de las AT2 es el papel 

que desempeñan en la producción de iones y agua, lo que ayuda a mantener hidratado el 

árbol bronquial, además de generar antioxidantes y moléculas defensivas (41). Asimismo, 

poseen características de células progenitoras, lo que les permite diferenciarse en AT1, 

que se distinguen por su forma aplanada. Estas últimas recubren gran parte de la superficie 

alveolar y tienen una membrana plasmática muy delgada, lo que las hace esenciales para 

la formación de la barrera aire-sangre, facilitando así un intercambio gaseoso eficiente 

(42).  

La condensación del mesénquima es otro fenómeno notable de este estadio, producto 

tanto del crecimiento de las vías respiratorias como de la apoptosis programada. Esta 

reducción en el número de células mesenquimales contribuye a la transformación del 

mesénquima en una estructura tridimensional laxa, que con el tiempo se adapta para alojar 

la red vascular y permitir el paso eficiente de aire y sangre (43). Además, en las 24 pcw 

el cartílago y las glándulas submucosas se extienden a lo largo de las vías respiratorias, 

similar a lo que ocurre en el adulto (44). 

El cambio más significativo en el estadio canalicular es el desarrollo de redes capilares 

alrededor de las vías aéreas distales y su progresivo acercamiento al epitelio alveolar. Esta 

cercanía, que ocurre alrededor de las 23 pcw, facilita la formación de la barrera aire-

sangre, permitiendo que los capilares penetren y establezcan contacto estrecho con las 

AT1 (45). La intensa angiogénesis en esta fase da lugar a una alta densidad capilar en 

torno a las estructuras epiteliales, lo cual es un requisito fundamental para la oxigenación 

eficiente del organismo en la etapa postnatal. Por esta razón, aunque los neonatos que 

nacen antes de las 20 pcw raramente sobreviven, aquellos nacidos en las últimas semanas 

de este estadio tienen una mayor probabilidad de sobrevivir debido a la presencia de los 

sacos terminales de pared delgada, los alveolos primitivos y la vascularización del tejido, 

permitiendo una cierta capacidad para el intercambio gaseoso (46). 
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Figura 3. Ilustraciones e imágenes histológicas de hematoxilina-eosina que muestran los 

últimos cuatro estadios del desarrollo pulmonar. a. El estadio pseudoglandular se caracteriza 

por la presencia de túbulos revestidos por epitelio pseudoestratificado en las vías proximales y 

epitelio columnar simple en las regiones más distales. b. El estadio canalicular se distingue por 

un epitelio cúbico simple, acompañado por el desarrollo de una red capilar primitiva que comienza 

a aproximarse al epitelio respiratorio. c. En el estadio sacular aparecen los sacos terminales, 

revestidos por un epitelio delgado que facilitará el intercambio gaseoso. d. En el estadio alveolar 

los alveolos maduros están revestidos por epitelio simple y presenta una abundante red capilar 

que rodea estrechamente las paredes alveolares, optimizando el intercambio gaseoso. Imágenes 

obtenidas de (19, 28). 
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1.2.4. Estadio sacular  

Entre las 26 y 28 pcw comienza el estadio sacular, una fase en la que la formación de 

las vías aéreas está casi completa. Durante este periodo, el pulmón experimenta un 

crecimiento y desarrollo significativo, ya que las vías aéreas se expanden y los túbulos 

acinares se dilatan, lo que lleva a la formación de sacos terminales de paredes delgadas 

(47) (Figura 3c). Estos sacos son responsables de dar lugar a la última generación de vías 

aéreas, que incluye los conductos alveolares y los sacos alveolares en la periferia del 

pulmón. Además, la expansión de los espacios respiratorios durante este estadio produce 

una condensación del mesénquima, lo cual permite la formación de septos primarios en 

las zonas donde dos espacios aéreos se encuentran. Estos septos primarios contienen redes 

capilares de doble capa separadas por una delgada capa central de mesénquima 

condensado, que forma un núcleo de tejido conectivo. La mayor parte de la superficie de 

los septos está cubierta por AT1, mientras que el resto de la superficie es ocupado por 

AT2 (48, 49). 

Un cambio importante en este estadio es el incremento de la diferenciación de las AT2 

a las AT1, junto con un aumento en la cantidad de cuerpos lamelares de los AT2, que 

almacenan surfactante. Tras esta diferenciación, los cuerpos lamelares generan mielina 

tubular, la cual se distribuye en los espacios aéreos y se considera un marcador del 

surfactante almacenado (50). La producción de surfactante aumenta de manera gradual 

en el parénquima pulmonar y, hacia las 30 pcw, comienza a secretarse en el lumen de las 

vías aéreas, cubriendo así las superficies alveolares. Además, se produce un aumento en 

los niveles de cortisol fetal, que es fundamental para madurar los pulmones para el 

intercambio gaseoso después del nacimiento. Este incremento de cortisol favorece la 

síntesis y liberación de surfactante, facilita el remodelado del tejido pulmonar, impulsa la 

diferenciación de las células epiteliales alveolares y contribuye a la reabsorción del 

líquido presente en los pulmones (51, 52). 

Durante esta fase, las células precursoras del músculo liso migran hacia los septos 

primarios y comienzan a formar una red de fibras elásticas y de colágeno, esencial para 

la futura alveolarización (53). Simultáneamente, al igual que ocurre en el estadio 

canalicular, los vasos sanguíneos continúan creciendo en longitud y diámetro, 

incrementando la densidad capilar alrededor de los sacos terminales. Este crecimiento 

vascular permite que las redes capilares se posicionen cerca de las superficies epiteliales 
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en desarrollo, promoviendo la formación de una barrera aire-sangre cada vez más 

eficiente para el intercambio de gases (54). 

1.2.5. Estadio alveolar 

Aunque al nacer ya se completa el número de generaciones de vías respiratorias, se 

estima que aproximadamente el 95% de los alveolos maduros se desarrollan después del 

nacimiento, lo que abarca el estadio alveolar. Este estadio comienza en el momento en el 

que se generan los alveolos definitivos, a partir de las 32 pcw. Al inicio del estadio, cada 

bronquiolo respiratorio finaliza en un conjunto de sacos alveolares de pared fina, 

separados entre sí por un tejido conjuntivo laxo (55) (Figura 3d). Para generarse los 

alveolos definitivos, se lleva a cabo un proceso de dos fases.  

La primera fase, conocida como alveolarización clásica, abarca desde las 36 pcw hasta 

los 2-3 años. Durante esta etapa, el crecimiento de los alveolos se produce a partir de la 

división y multiplicación de los sacos terminales mediante septación secundaria. Al 

mismo tiempo, ocurre la maduración microvascular, en la cual la doble red capilar 

presente en el estadio sacular se remodela y se fusiona en un único sistema capilar. Este 

cambio es esencial para maximizar la superficie de intercambio gaseoso, ya que permite 

que cada capilar esté completamente rodeado por superficies para el intercambio de gases 

(43). A partir de los 18 meses, aunque la tasa de crecimiento vascular disminuye, continúa 

en proporción al desarrollo alveolar, garantizando así una superficie adecuada para el 

intercambio gaseoso. Además, los movimientos respiratorios fetales, que comienzan 

antes del nacimiento, desempeñan un papel fundamental al generar presión y expandir los 

pulmones, importante para la maduración pulmonar completa (56). La segunda fase, 

conocida como alveolarización continua, se extiende desde los 2-4 años hasta los 8 años 

de edad. En esta fase, no hay un incremento tan grande en el número de alveolos, pero sí 

hay un aumento en el grado de maduración y un crecimiento de media. Por ello, la 

velocidad de formación de nuevos alveolos es mucho menor en la fase continua en 

comparación con la fase clásica (19, 57).  

En los alveolos en desarrollo, la epitelización está a cargo las AT1 y AT2. Los primeras 

cubren el 90% de la superficie alveolar y, junto con las células endoteliales de los 

capilares, forman una barrera delgada para el intercambio gaseoso. Las AT2, que ocupan 
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el 10% restante, se localizan en las esquinas alveolares y son esenciales para la producción 

de surfactante y la regeneración de áreas epiteliales dañadas (54).  

Los pulmones de recién nacidos a término cuentan con cerca de 150 millones de 

alveolos primitivos, aproximadamente la mitad de los que se observan en los pulmones 

adultos. Este hecho explica por qué los pulmones de los recién nacidos presentan una 

mayor densidad en las radiografías de tórax en comparación con los de adultos (19). Entre 

los 2 y 4 años, y hasta los 8, el número de alveolos alcanza los 300 millones, cifra que 

corresponde a los pulmones maduros en adultos. Algunos estudios sugieren que tanto los 

bronquiolos pequeños como los alveolos continúan aumentando su crecimiento hasta 

alrededor de los 22 años (58). 

1.3. Regulación molecular del desarrollo pulmonar 

El desarrollo pulmonar está regulado de forma precisa mediante interacciones 

moleculares y celulares entre el epitelio, de origen endodérmico y derivado del intestino 

anterior, y el mesénquima circundante, de origen mesodérmico. Este origen diferenciado 

entre ambos tejidos resulta fundamental para la morfogénesis del sistema respiratoria, ya 

que, desde las primeras etapas, la formación inicial del esbozo pulmonar y la ramificación 

de las yemas bronquiales dependen de una intensa comunicación entre las células 

epiteliales y mesenquimales. Esta interacción es mediada por la secreción y distribución 

específica de factores de crecimiento y moléculas de señalización (59).   

El desarrollo inicial del esbozo pulmonar se origina en el endodermo ventral mediante 

la activación de TTF-1 (del inglés thyroid transcription factor 1), una proteína codificada 

por el gen NKX2-1 (del inglés, NK2 homeobox 1). La expresión de NKX2-1 define a estas 

células endodérmicas como precursoras del epitelio respiratorio, diferenciándolas del 

resto de las células del tubo digestivo (60). Esta activación es inducida principalmente 

por la señalización de WNT2 y WNT2B (del inglés wingless-type MMTV integration site 

family member 2 y 2B, respectivamente), factores provenientes del mesodermo ventral 

anterior que activan la β-catenina y dirigen la especificación del desarrollo respiratorio 

(61). En contraste, en la región dorsal del intestino anterior, la expresión del factor de 

transcripción SOX2 (del inglés sex determining región Y-box 2) orienta la diferenciación 

de las células endodérmicas hacia el esófago. La expresión de SOX2 es inhibida por 

BMP4 (del inglés bone morphogenetic protein 4), pero su señalización es neutralizada en 
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la región dorsal mediante la acción de proteínas inhibidoras como NOGGIN (62-64). Esta 

regulación permite que BMP4 concentre su efecto en la región ventral, donde refuerza la 

acción de WNT/β-catenina y facilita la activación de NKX2-1, asegurando así la correcta 

formación del epitelio pulmonar (Figura 4a). 

La morfogénesis del esbozo pulmonar durante la etapa pseudoglandular depende de la 

acción integrada de múltiples señales moleculares, donde FGF10 (del inglés fibroblast 

growth factor 10), juega un papel esencial. FGF10, secretado por las células 

mesenquimales a partir de las 10 pcw y hasta la 21, aumenta notablemente su expresión 

en la etapa canicular, favoreciendo la expansión y ramificación del epitelio pulmonar 

distal. Este factor se une a sus receptores, FGFR1 y FGFR2 (del inglés, fibroblast growth 

factor 1 y 2, respectivamente), promoviendo la formación de las estructuras tubulares que 

conformarán el futuro árbol bronquial (65). Para modular la actividad de FGF10 y evitar 

una proliferación excesiva, se activa un mecanismo de retroalimentación negativa 

mediado por las proteínas antagonistas SPRY1 y SPRY2 (del inglés sprouty RTK 

signaling antagonist 1 y 2, respectivamente), además de la proteína Sonic Hedgehog 

(SHH) y del el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β, del inglés transforming 

growth factor beta). Estas moléculas limitan la acción de FGF10, controlando tanto la 

dirección como el tamaño de los brotes pulmonares (66). Adicionalmente, el ácido 

retinoico (RA, del inglés retinoic acid), sintetizado en el mesénquima adyacente, también 

inhibe la expresión de FGF10 y es crucial para una morfogénesis pulmonar adecuada, 

pues su deficiencia puede causar hipoplasia traqueal y pulmonar (67). La señalización de 

WNT (del inglés, wingless-type) también desempeña un papel fundamental al promover 

el crecimiento tanto del epitelio como del mesénquima. WNT7B (del inglés, wingless-

type MMTV integration site family member 7B), miembro de la familia de genes WNT, 

estimula la expresión de BMP4 en las células epiteliales y activa genes reguladores como 

AXIN2 (del inglés, axis inhibition protein 2) y LEF1 (del inglés, lymphoid enhancer-

binding factor 1) en el mesénquima, asegurando así que el epitelio pulmonar se expanda 

de manera controlada mientras se establece la organización espacial, necesaria para el 

desarrollo adecuado de las vías respiratorias (Figura 4b) (68, 69).  
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Figura 4. Principales procesos moleculares involucrados en la especificación del esbozo 

pulmonar y la morfogénesis de la yema pulmonar. a. Durante la formación inicial del esbozo 

pulmonar, NKX2-1 se expresa en el lado ventral del endodermo del intestino anterior, marcando 

el epitelio pulmonar. Por otro lado, SOX2 permanece restringido en el lado dorsal, asociado con 

la formación del esófago. NKX2-1 se activa por la β-catenina, estimulada por WNT2/2b, mientras 

que SOX2 es reprimido por BMP4, cuya actividad es modulada por NOGGIN. b. Para la 

ramificación de la yema pulmonar, SOX2 favorece la diferenciación proximal y SOX9 la 

proliferación distal. En esta región, BMP4 estimula la proliferación celular y WNT7B regula la 

diferenciación epitelial y mesenquimal. A su vez, WNT7B activa la expresión de AXIN2 

(regulador del crecimiento) y LEF1 (controla la regulación epitelial). WNT2/2b es crucial para la 

especificación pulmonar y el crecimiento inicial de la yema. SHH regula la expresión de FGF10, 

que estimula el crecimiento del epitelio distal y es controlado por SPRY1/2. Finalmente, el RA 

regula la formación de las yemas y la expresión de FGF10 (70). 

Durante el proceso de ramificación del desarrollo pulmonar humano, el control del 

patrón proximal-distal es fundamental. En la etapa pseudoglandular, SOX2 se co-expresa 

junto con SOX9 (del inglés, sex determining región Y-box 9) en las células más distales 

del epitelio pulmonar. A medida que avanza la fase canicular, las células en los extremos 

del epitelio comienzan a expresar únicamente SOX9, el cual promueve la expansión de 

las células progenitora distales, mientras que SOX2 deja de estar presente en esta región 

y se restringe a las regiones proximales, donde favorece la diferenciación. Por tanto, la 

expresión de SOX2 se convierte en un marcador del endodermo proximal, mientras que 

SOX9 identifica el endodermo distal (71).  
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El desarrollo de la asimetría lobular del pulmón, que resulta en dos lóbulos en el lado 

izquierdo y tres en el lado derecho, es fundamental para el adecuado posicionamiento y 

funcionalidad de los órganos que se encuentran en el tórax y el abdomen. Diversos 

factores han sido identificados como influyentes en este proceso de asimetría izquierda-

derecha, entre los cuales se incluyen SHH, FGF8 (del inglés fibroblast growth factor 8), 

N-cadherina, activina-β y el receptor de activina IIB (ACVR2B, del inglés activin 

receptor type IIB) (72-74). Estos elementos desempeñan un papel crucial en la regulación 

de la expresión de NODAL, LEFTY1 y LEFTY2 (del inglés, left-right determination 

factor 1 y 2, respectivamente), que forman parte de la familia del TGF-β (75). 

Entre los factores moleculares clave en la regulación de la vascularización pulmonar 

y en la formación de la barrera aire-sangre, destaca el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF, en inglés vascular endothelial growth factor). VEGF actúa como señal 

clave para el crecimiento celular y la regulación de la permeabilidad en diversas células 

pulmonares (76). También, induce la producción de óxido nítrico por la enzima endotelial 

eNOS (del inglés endothelial nitric oxide synthase). Estudios en modelos animales han 

demostrado que la falta de eNOS conduce a un desarrollo pulmonar insuficiente, 

caracterizado por una menor perfusión de los capilares y una reducción en las ramas 

arteriales (77). La actividad de VEGF es regulada por factores inducibles por hipoxia 

(HIFs, del inglés hypoxia-inducible factors), un conjunto de proteínas transcripcionales 

que responden a bajos niveles de oxígeno. Los HIFs, formados por una subunidad alfa 

(HIF-1α) que es inducible por hipoxia y una subunidad beta (HIF-1β) de carácter 

constitutivo, modulan la expresión de VEGF en condiciones de hipoxia, favoreciendo la 

expansión vascular en el tejido pulmonar. Además, se ha demostrado que la hipoxia es 

un factor que potencia la formación de nuevos vasos en el pulmón embrionario, mientras 

que estudios in vitro sugieren que la supresión tanto de HIF-1α como de VEGF limita el 

desarrollo de ramificaciones epiteliales durante el desarrollo pulmonar (78).  

En conjunto, esta red de señales moleculares coordina el crecimiento y la maduración 

estructural de los pulmones, permitiendo un desarrollo funcional adecuado que culmina 

en una estructura lista para el intercambio gaseoso al nacer. 
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1.4. Linaje celular del epitelio pulmonar 

Aunque todavía existen muchas incógnitas sobre el linaje celular en el pulmón 

embrionario humano, se sabe que la diferenciación celular sigue una jerarquía organizada 

en la que células progenitoras específicas generan y mantienen los diferentes tipos 

celulares que formarán el árbol bronquial. Al inicio de la etapa pseudoglandular, el 

epitelio de la punta (o tip, en inglés) de la yema bronquial presenta progenitores 

multipotentes que expresan SOX9 e ID2 (del inglés, inhibitor of DNA binding 2), los 

cuales se auto-renuevan durante la ramificación. Con forme el epitelio de la tip se 

ramifica, las células comienzan a diferenciarse progresivamente a lo largo de su eje 

proximal-distal.  La expresión de SOX2+, SOX9- marca los progenitores del epitelio 

proximal, aproximadamente entre las 5 y las 16 pcw. A partir de las 16 pcw, la co-

expresión de SOX9 e ID2 identifica los progenitores del epitelio distal (71, 79) (Figura 

5).  

Las células progenitoras proximales SOX2+, localizadas en la región superior de las 

vías respiratorias en desarrollo, dan origen a varios tipos celulares que formarán las 

estructuras respiratorias. Entre estas se encuentran las células neuroendocrinas (ASCL1+, 

del inglés achaete-scute family BHLH transcription factor 1), las basales (TP63+, del 

inglés tumor protein 63) y las ciliadas (FOXJ1+, del inglés forkhead box J1) (80). Las 

células neuroendocrinas son las primeras células epiteliales en diferenciarse, apareciendo 

aproximadamente en las 5 pcw. Aunque representan una pequeña proporción del epitelio 

respiratorio, cumplen funciones esenciales, como la detección de bajos niveles de oxígeno 

en el aire inhalado y la capacidad de contribuir a la regeneración del epitelio respiratorio 

al diferenciarse en otros tipos celulares (81). Posteriormente, las células basales 

comienzan a diferenciarse en la semana 9, seguidas por las células ciliadas en las 11 pcw. 

Estudios recientes mediante single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq) (82) han 

identificado en las 9 pcw la presencia de un tipo específico de células progenitoras 

secretoras proximales (SCGB3A2+, del inglés secretoglobin 3A2; CYTL1+; del inglés 

cytokine-like 1) las cuales desaparecen después de las 11 pcw. Estas progenitoras 

secretoras proximales se diferencian hacia dos poblaciones: células secretoras proximales 

(SCGB3A2+; MUC5B+, del inglés mucin 5B) y células Club (SCGB3A2+; SCGB1A1+, 

del inglés secretoglobin 1A1). Las células secretoras proximales aparecen a partir de las 

11 pcw y se cree que dan lugar a las células caliciformes. Las células Club, por otro lado, 
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surgen alrededor de las 15 pcw y tienen un papel en la secreción de proteínas, como 

SCGB1A1, que ayudan a formar el fluido epitelial de las vías respiratorias, contribuyendo 

así a la captura de partículas y microorganismos inhalados. Además, estas células club 

actúan como progenitoras para otros tipos celulares de las vías proximales como las 

células ciliadas (83). Los procesos de diferenciación y especialización en el epitelio 

proximal son regulados por vías de señalización, como WNT, BMP (del inglés, bone 

morphogenetic protein) y NOTCH, las cuales guían la identidad celular y su organización 

espacial, permitiendo que el epitelio proximal desarrolle las funciones específicas para la 

conducción del aire (64).  

Las células progenitoras distales, ubicadas en las puntas (o tips, en inglés) del árbol 

bronquial, expresan SOX9 e ID2, dos marcadores clave para el desarrollo y crecimiento 

del tejido alveolar (84). A medida que el desarrollo avanza hacia las fases canicular y 

sacular, estas células comienzan a diferenciarse en AT2 (SFTPC+, del inglés surfactant 

protein C; NAPSA+, del inglés napsin A) las cuales se hacen visibles a partir de las 15 

pcw y se hacen más abundantes en las 22 pcw. Estas células más tarde pueden 

diferenciarse en AT1 (AQP5+, del inglés aquaporin-5; PDPN+, del inglés podoplanin), 

comenzando a aparecer en las 18 pcw y predominando en las 22 pcw (82). Las células 

AT2 contienen unos orgánulos especializados llamados cuerpos lamelares, donde 

almacenan y secretan las proteínas del surfactante pulmonar. Estas proteínas incluyen 

SFTPA, SFTPB, SFTPC y SFTPD (del inglés surfactant protein A, B and D). SFTPA y 

SFTPD son proteínas grandes e hidrofílicas, implicadas en la defensa del huésped contra 

patógenos, mientras que SFTPB y SFTPC, más pequeñas e hidrofóbicas, son críticas en 

la distribución y función del surfactante en la superficie alveolar (85-87). SFTPC es 

específica de las células AT2 y sirve como marcador distintivo de este tipo celular. 

Asimismo, otra proteína característica de AT2 es NAPSA, implicada en el procesamiento 

de los precursores proteicos que componen el surfactante (88). Por otra parte, en las AT1 

podemos destacar dos proteínas, AQP5, que actúa como un canal de agua crucial para 

mantener la homeostasis de líquidos en los alveolos, contribuyendo al intercambio 

gaseoso y al control de la humedad; y PDPN, proteína de membrana involucrada en la 

formación y mantenimiento de la estructura alveolar (71). Cabe añadir, que se ha 

demostrado que varios factores de transcripción como TTF-1, FOXA2 (del inglés 

forkhead box protein A2) y GATA-6 (del inglés, GATA-binding factor 6) influyen en la 

transcripción de los genes SFTPA, SFTPB y SFTPC. FGF10, además, juega un papel 
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importante en la proliferación y expansión de los progenitores epiteliales distales 

mediante la regulación de SOX9, impulsando el crecimiento alveolar en las fases finales 

del desarrollo pulmonar (89, 90).  

Durante las etapas postnatales, se identifica otro tipo de célula madre en el pulmón, las 

células madre bronquioalveolares (BASCs, del inglés bronchioalveolar stem cells), 

localizadas en la región alveolar. Estas células expresan los marcadores SCGB1A1 y 

SFTPC y poseen la capacidad de diferenciarse tanto en AT2 como en células Club. Sin 

embargo, su origen aún no se ha definido con claridad (91). 

 

.  

 

 

 

 

 

   

Figura 5. Representación del linaje celular durante el desarrollo pulmonar humano. La 

célula progenitora multipotente inicial (SOX9+, ID2+) da lugar a dos progenitores diferenciados: 

el proximal (SOX2+, SOX9-) y el distal (SOX9+, ID2+). El progenitor proximal se especializa en 

células del epitelio respiratorio como neuroendocrinas (ASCL1+), basales (TP63+) y ciliadas 

(FOXJ1+), y genera un progenitor secretor proximal (SCGB3A2+, CYTL1+). Este progenitor, se 

diferencia en células Club (SCGB3A2+, SCGB1A1+) y en células secretoras proximales 

(SCGB3A2+, MUC5B+), las cuales dan lugar a su vez a las células caliciformes (MUC5AC+). El 

progenitor distal da lugar a los neumocitos tipo II (SFTPC+, NAPSA+), que se diferencian en 

neumocitos tipo I (AQP5+, PDPN+). En el pulmón adulto, también se encuentran células 

bronquioalveolares (SCGB1A1+, SFTPC+) que pueden generar células club y AT2, aunque el 

progenitor celular de estas células en humanos aún no se ha identificado. Figura generada a partir 

de la información obtenida de (71, 82) y creada con BioRender.com. 
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2. El cáncer de pulmón 

2.1. Epidemiología 

El cáncer de pulmón se sitúa entre las enfermedades oncológicas más comunes y 

mortales a nivel mundial. En 2020, se reportaron aproximadamente 2.2 millones de 

nuevos casos y 1.8 millones de fallecimientos asociados (92). De acuerdo con los datos 

recientes de la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer de pulmón es el 

segundo cáncer más diagnosticado a nivel global, solo superado por el cáncer de mama. 

Aunque esta enfermedad afecta principalmente a hombres, quienes presentan una tasa de 

incidencia más alta (21% frente al 13% en mujeres), la brecha de género ha comenzado a 

reducirse en algunos países debido al aumento de tabaquismo entre mujeres, 

especialmente en regiones de altos ingresos (93). En términos de mortalidad, el cáncer de 

pulmón es la causa principal de muerte oncológica en hombres y la segunda en mujeres, 

tras el cáncer de mama (94). La letalidad se debe, en gran parte, a que se suele diagnosticar 

en etapas avanzadas, lo que reduce la tasa de supervivencia a cinco años a un rango del 

7% al 25%, notablemente inferior al de otros tipos de cáncer (Figura 6).  

 

 Figura 6. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cáncer en hombres y mujeres. 

En hombres, el cáncer de pulmón lidera tanto en incidencia (21 %) como en mortalidad (30 %), 

mientras que en mujeres ocupa el segundo lugar en incidencia (13 %) y en mortalidad (18 %). 

Figura generada a partir de los datos extraídos de la web de Globocan (2022) y creada con 

BioRender.com. 
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Este cáncer también presenta una distribución desigual a nivel mundial, con tasas de 

incidencia y mortalidad que son entre tres a cuatro veces más elevadas en países con un 

alto índice de desarrollo humano. En estos países, como Estados Unidos, Reino Unido y 

Australia, las tasas de incidencia de cáncer de pulmón han comenzado a disminuir gracias 

a políticas antitabaco, programas de detección temprana y avances en tratamientos. Sin 

embargo, en países de ingresos bajos y medianos, la incidencia sigue en aumento. 

Factores como el envejecimiento de la población, el incremento en el consumo del tabaco 

y la exposición a contaminantes impulsan esta tendencia, convirtiendo al cáncer de 

pulmón en una de las principales preocupaciones sanitarias en estas regiones (95) 

2.2. Factores de riesgo 

La etiología del cáncer de pulmón está estrechamente ligada a factores ambientales y 

de estilo de vida, siendo el consumo de tabaco el principal factor de riesgo. El tabaquismo 

eleva el riesgo de desarrollar esta enfermedad entre 10 y 30 veces, en relación 

proporcional a la cantidad de cigarrillos consumidos y los años de exposición acumulados 

(96). En países desarrollados, la reducción en el consumo de tabaco tras la 

implementación de políticas públicas antitabaco ha resultado en una disminución gradual 

de la incidencia de cáncer de pulmón. En contraste, en países de ingresos medios u bajos, 

donde el consumo de tabaco se mantiene constante, la incidencia sigue aumentando (97). 

El humo del tabaco contiene una mezcla de más de 7000 compuestos químicos, de los 

cuales al menos 250 son reconocidos como dañinos y más de 70 están clasificados por la 

OMS como carcinógenos. Entre estos compuestos destacan los hidrocarburos 

policíclicos, las nitrosaminas y los metales pesados como el arsénico y el níquel (98). 

Cada uno de estos elementos contribuye al daño de las células al provocarles alteraciones 

al ADN (ácido desoxirribonucleico), inflamación crónica y estrés oxidativo, favoreciendo 

su transformación maligna. La exposición pasiva al humo del tabaco también se asocia 

con un mayor riesgo de cáncer de pulmón, especialmente en personas expuestas de 

manera habitual en el hogar o en el lugar de trabajo, donde el riesgo puede aumentar entre 

un 23 y 30%. Además, estudios indican que la exposición durante la infancia podría estar 

relacionada con una mayor probabilidad de desarrollar cáncer de pulmón en etapas 

posteriores de la vida (99). 
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Además del tabaco, otros factores ambientales influyen en el riesgo de cáncer de 

pulmón. La exposición prolongada a sustancias como el radón, asbesto y ciertos metales 

y la contaminación del aire incrementan el riesgo. El radón es un gas radioactivo de origen 

natural, producto de la descomposición del uranio presente en el suelo y las rocas. Este 

compuesto puede infiltrarse en los edificios desde el subsuelo y representa la segunda 

causa de cáncer de pulmón en personas no fumadoras, especialmente en zonas donde se 

han utilizado materiales de construcción con altos niveles de radón (100). La exposición 

laboral a agentes carcinógenos industriales, como derivados de alquitrán y hollín, también 

eleva el riesgo en trabajadores expuestos durante largos períodos. 

Las predisposiciones genéticas también juegan un papel significativo. Las personas 

con antecedentes familiares de cáncer de pulmón presentan un riesgo 1.7 veces mayor de 

desarrollarla, independientemente de factores como el tabaquismo. Esto podría deberse a 

variantes genéticas heredadas que afectan la reparación del ADN o aumentan la 

susceptibilidad a los carcinógenos (101). Estudios de asociación de genoma completo 

(GWAS, del inglés genome-wide association study) han identificado regiones 

cromosómicas relacionadas con un riesgo elevado de cáncer de pulmón, como 5p15, 

15q25-26 y 6q21 (102). Asimismo, el desarrollo del cáncer de pulmón implica 

mutaciones genéticas que promueven el crecimiento del tumor o desactivan genes que 

normalmente suprimen el cáncer. Estas mutaciones varían entre regiones y poblaciones 

como, por ejemplo, las mutaciones en el gen EGFR (del inglés, epidermal growth factor 

receptor) son más comunes en Asia oriental (38–50%) que en América (24%) o Europa 

(14%), siendo particularmente más frecuentes en mujeres y en personas no fumadoras. 

Otras mutaciones comunes en personas no fumadoras son ALK (del inglés, anaplastic 

lymphoma kinase), ROS1 (del inglés, ROS proto-oncogene 1) y ERBB2 (del inglés, 

erythroblastic leukemia viral oncogene homolog), mientras que mutaciones en el gen 

KRAS (del inglés, kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) predominan en 

fumadores, especialmente en Estados Unidos (25%) en comparación con China (8%) 

(94). 

Finalmente, el cáncer de pulmón presenta factores de riesgo asociados a otras 

enfermedades. La enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), causada 

frecuentemente por el tabaquismo, es un factor de riesgo independiente para el cáncer de 

pulmón, aumentando hasta seis veces el riesgo debido a la inflamación crónica y el estrés 
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oxidativo que caracterizan esta condición (103). Asimismo, la infección por el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) incrementa entre dos y cinco veces el riesgo de cáncer 

de pulmón, influido por la inmunosupresión crónica y la inflamación pulmonar (104).  

2.3. Clasificación histopatológica del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón es una enfermedad altamente heterogénea, dividida en dos tipos 

principales según la célula de origen y la histología: el cáncer de pulmón de célula 

pequeña (CPCP), que representa el 15-25% de los casos, y el cáncer de pulmón de célula 

no pequeña (CPCNP), que constituye el 75-85% del total (105, 106). Esta distinción es 

fundamental, ya que existen diferencias significativas entre ambos tipos en cuanto a su 

velocidad de crecimiento, diseminación y respuesta a los tratamientos. 

2.3.1. Cáncer de pulmón de célula pequeña 

El CPCP es clasificado como un carcinoma neuroendocrino de alto grado y 

pobremente diferenciado, que se presenta principalmente en personas fumadoras o ex 

fumadoras. Se le considera altamente agresivo y de pronóstico desfavorable debido a su 

rápida proliferación y a alta capacidad para diseminarse, lo que complica su tratamiento. 

En estudios de imagen, el CPCP suele manifestarse como una masa central en el pulmón, 

frecuentemente acompañada de ganglios linfáticos torácicos de gran tamaño (107). La 

gran mayoría de los pacientes presenta metástasis a distancia al momento del diagnóstico, 

afectando con frecuencia órganos como el cerebro, el hígado, las glándulas suprarrenales 

y los huesos. Esta elevada agresividad también se refleja en la alta concentración de 

células tumorales circulantes (CTCs) en sangre, una de las mayores entre los tumores 

sólidos (108). 

Desde una perspectiva histopatológica, el CPCP se divide en dos subtipos según la 

clasificación de la OMS: el CPCP puro, que representa aproximadamente el 80% de los 

casos, y el CPCP combinado (incluye características de otros subtipos de CPCNP), que 

constituye el 20% restante (109). Las células tumorales en este tipo de cáncer presentan 

características distintivas: son pequeñas y adoptan formas redondeadas, ovaladas o 

fusiformes, con núcleos que muestran una cromatina finamente granular, nucleolos poco 

visibles o ausentes y citoplasma escaso (Figura 7a). Estas células suelen expresar 

gránulos neuroendocrinos, un rasgo característico de este tipo de tumor. Los marcadores 

comúnmente utilizados para su diagnóstico son la cromogranina A (CHGA, del inglés 
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chromogranin A), la sinaptofisina (SYP, del inglés synaptophysin), el CD56 (del inglés, 

cluster of differentiation 56) y el TTF-1 (110) (Figura 7b). 

En cuanto al tratamiento, los pacientes en estadios iniciales o con enfermedad 

localmente avanzada suelen recibir quimioterapia con cis-platino combinada con 

radioterapia, ya que suelen responder bien en una primera fase a las terapias citotóxicas. 

En estadios metastásicos, se utilizan tratamientos sistémicos, incluyendo inmunoterapia 

combinada con quimioterapia, logrando tasas de respuesta iniciales superiores al 60%, 

aunque generalmente temporales. La supervivencia media en pacientes con estadios 

temprano es inferior a dos años, mientras que en aquellos con enfermedad metastásica 

suele ser en torno a un año (111, 112). 

Figura 7. Imágenes histológicas de un tejido de carcinoma de células pequeñas. a. Tinción 

de hematoxilina-eosina (110). b. Expresión positiva de sinaptofisina (113).  

2.3.2. Cáncer de pulmón de célula no pequeña 

Dentro del CPCNP se distinguen varios subtipos específicos, siendo el 

adenocarcinoma el más frecuente, con aproximadamente el 60% de los casos, seguido del 

carcinoma de células escamosas, que representa alrededor del 20%. Existen también 

subtipos menos comunes, como el carcinoma de células grandes, el tumor carcinoide y el 

carcinoma adenoescamoso (114).  

Adenocarcinoma 

El adenocarcinoma es un tipo de neoplasia maligna epitelial que tiende a desarrollarse 

en las vías aéreas más distales. Aunque se suele relacionar frecuentemente con la 

exposición crónica a carcinógenos como el humo del tabaco, se considera más común en 

personas no fumadoras o con baja exposición a agentes cancerígenos, representando entre 

el 15% y el 20% de los casos. Esta incidencia se atribuye a una combinación de factores 
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genéticos y ambientales. El adenocarcinoma suele manifestarse como masas periféricas 

con fibrosis central y retracción pleural, aunque también puede presentar otras 

apariencias, como masas centrales, consolidación lobar difusa, etc. (115). 

En el análisis microscópico, el adenocarcinoma presenta una diferenciación glandular 

y producción de mucina, y presenta una notable heterogeneidad celular, con diversos 

patrones histológicos que en ocasiones se combinan en un mismo tumor (Figura 8a). 

Entre estos patrones, se incluyen los siguientes subtipos (114, 116): 

• Adenocarcinoma lepídico: se presenta bien diferenciado y compuesto por 

neumocitos tipo II. Crece a lo largo de las estructuras alveolares preexistente y 

puede mostrar un engrosamiento de los septos alveolares.  

• Adenocarcinoma acinar: se encuentra moderadamente diferenciado, con una 

estructura glandular caracterizada por un lumen central rodeado de células 

tumorales, asentadas en un estroma fibroelástico. Es uno de los patrones más 

comunes en el adenocarcinoma. 

• Adenocarcinoma papilar: se caracteriza por una diferenciación moderada, con 

células neoplásicas que crecen a lo largo de un núcleo fibrovascular, formando 

una arquitectura papilar. 

• Adenocarcinoma micropapilar: tumor con un crecimiento en pequeños nidos 

papilares sueltos, sin núcleo fibrovascular.  

• Adenocarcinoma sólido: forma grandes grupos de células tumorales con escasa 

separación entre ella, sin dar lugar a ningún patrón establecido, ni lepídico, 

acinar, papilar o micropapilar.  

• Adenocarcinoma coloide: se caracteriza por secretar abundante mucina que 

rellena los espacios aéreos. 

• Adenocarcinoma fetal: su estructura histológica es similar al tejido pulmonar 

fetal, y su diferenciación puede ser de bajo o alto grado. 

• Adenocarcinoma entérico: histológicamente parecido al adenocarcinoma 

colorrectal. 

• Adenocarcinoma invasivo mucinoso: este subtipo se caracteriza por células de 

tipo columnar o caliciforme con abundante mucina dentro del citoplasma.  
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• Adenocarcinoma mínimamente invasivo: tumores solitarios pequeños que 

presentan un crecimiento de células neoplásicas alrededor de estructuras 

alveolares en un patrón lepídico predominante. 

• Adenocarcinoma in situ: tipo de tumor no mucinoso, que crece a lo largo de 

estructuras alveolares preexistentes, sin invasión estromal ni vascular, y con un 

patrón lepídico puro. 

Este tipo de tumores expresa biomarcadores característicos de las estructuras 

alveolares, como TTF-1 y NAPSA, los cuales están presentes en más del 85% de los casos 

(Figura 8b). Por lo general, el adenocarcinoma es negativo para los marcadores 

específicos de células escamosas, como P40 (isoforma de la proteína P63) y CK5/6 (del 

inglés, cytokeratin 5 y 6), por lo que se emplean para diferenciar entre adenocarcinomas 

y carcinomas de células escamosas (117). Su progresión a menudo está relacionada con 

lesiones premalignas, como la hiperplasia adenomatosa atípica. Aunque se han 

desarrollado tratamientos innovadores, como la inmunoterapia y las terapias dirigidas, el 

adenocarcinoma de pulmón continúa teniendo un mal pronóstico. La tasa de 

supervivencia a cinco años sigue siendo baja, en torno al 15% debido en gran parte a los 

diagnósticos en etapas avanzadas y a la resistencia de estos tumores, ya sea innata o 

adquirida, frente a los tratamientos (118).  

Figura 8. Imágenes histológicas de un tejido de adenocarcinoma. a. Tinción de hematoxilina-

eosina b. Expresión positiva de TTF-1. Imágenes originales 

Carcinoma de células escamosas 

El carcinoma de células escamosas destaca por originarse a lo largo de las vías 

respiratorias, en los bronquios principales o lobares y puede formar cavidades en el tejido 

pulmonar al alcanzar grandes tamaños. Su incidencia ha disminuido en las últimas 

décadas, posiblemente debido a una disminución en los patrones de consumo de tabaco 

(119).  
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 Histológicamente, este tipo de neoplasia maligna presenta queratinización y puentes 

intercelulares, con un patrón sólido de crecimiento en forma de nidos. Las células 

tumorales tienden a mostrar núcleos densamente teñidos, con nucleolos visibles o poco 

prominentes y un citoplasma con una densidad de moderada a abundante (Figura 9a). 

Las células escamosas en este tipo de carcinoma se caracterizan por presentar uniones 

intercelulares, también conocidas como desmosomas, así como la queratinización, ya sea 

de forma individual o en agrupaciones. Esta queratinización de sus células da lugar a la 

formación de "perlas de queratina" en el centro de los nidos tumorales. A diferencia de 

otros tipos de carcinoma, estas células no presentan estructuras glandulares ni producen 

mucina (120, 121). 

El carcinoma de células escamosas se clasifica a su vez en tres subtipos: queratinizante, 

no queratinizante y basaloide. Esta subclasificación generalmente no influye en el 

pronóstico, con la excepción del subtipo basaloide, que suele tener una menor 

diferenciación y un patrón lobular con bordes en empalizada. Aunque pierde en parte las 

características morfológicas escamosas, mostrando una apariencia pseudoglandular, este 

subtipo puede confirmarse mediante marcadores inmunohistoquímicos que indican su 

origen escamoso.  Además, se asocia con una resistencia intrínseca a la quimioterapia por 

su perfil molecular, lo que conlleva un peor pronóstico (122). 

En el diagnóstico inmunohistoquímico, los marcadores más comunes son P40 y 

CK5/6, mientras que TTF-1 y NAPSA suelen ser negativos en este tipo de tumor (Figura 

9b). Si bien el carcinoma de células escamosas tiene en general una tasa de supervivencia 

mejor que el adenocarcinoma, su pronóstico depende de factores como el grado de 

diferenciación celular y la presencia de componentes basaloides (109). 

Figura 9. Imágenes histológicas de un tejido de carcinoma de células escamosas. a. Tinción 

de hematoxilina-eosina. b. Expresión positiva de P40. Imágenes originales 
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Otros subtipos menos comunes 

El CPCNP incluye varios subtipos menos comunes, cada uno con características 

distintivas y comportamientos clínicos variados. Uno de estos subtipos es el carcinoma 

de células grandes, que se caracteriza por su falta de diferenciación y la ausencia por 

histología o inmunohistoquímica de diferenciación de células escamosas, glandulares o 

de células pequeñas (Figura 10a).  Aunque suele ser positivo para citoqueratinas, se 

presenta negativo para TTF-1 y P40 (109) (Figura 10b).   

Otro subtipo menos frecuente es el carcinoma neuroendocrino de células grandes, que 

se distingue por la presencia de células malignas de origen neuroendocrino. Este tipo de 

carcinoma tiene es más agresivo y se asocia con un pronóstico desfavorable, mostrando 

expresión de los marcadores distintivos de los carcinomas neuroendocrinos, como 

CHGA, SYP y CD56 (123).  

El tumor carcinoide también está agrupado dentro de las neoplasias de origen 

neuroendocrino. Este tipo de tumor se presenta con mayor frecuencia en pacientes 

relativamente jóvenes entre los 45 y 55 años, y generalmente se diagnostican en etapas 

tempranas. Además, dentro de los tumores carcinoides se pueden encontrar dos clases, 

típicos y atípicos (124). El tumor carcinoide típico se caracteriza por ser bien 

diferenciado, presentar una baja tasa de proliferación y no presentar necrosis tumoral. Las 

células tumorales suelen organizarse en nidos, mostrando disposiciones trabeculares, 

insulares, en cintas y en rosetas (Figura 10c). Además, al presentar un crecimiento más 

lento, tienen un pronóstico generalmente favorable. En contraste, el tumor carcinoide 

atípico presenta características más agresivas y un comportamiento maligno más 

marcado, lo que resulta en una tasa de supervivencia inferior en comparación a su 

contraparte típica. Las características que los diferencian de los típicos incluyen una tasa 

intermedia de proliferación y/o la presencia de necrosis focal y puntual. Ambos subtipos 

son positivos para los marcadores CHGA, SYP y CD56 (125) (Figura 10d). 

El carcinoma adenoescamoso es un subtipo raro de carcinoma, pues se diagnostica en 

menos del 5% de todos los casos de cáncer de pulmón. Se trata de un carcinoma 

intermedio que presenta características tanto del adenocarcinoma como del carcinoma de 

células escamosas, ya que puede contiene elementos glandulares y escamosos (Figura 

10e). Cada componente debe constituir al menos el 10% del tumor, y en 

inmunohistoquímica, es positivo para los marcadores de adenocarcinoma y escamoso, 
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TTF-1, NAPSA, P40, CK5/6 (Figura 10f-g). Su pronóstico es menos favorable que el de los 

adenocarcinomas y los carcinomas de células escamosas (126).  

Figura 10. Imágenes de cortes histológicos de otros subtipos de carcinoma menos comunes. 

a. Tinción de hematoxilina-eosina (H&E) de un tejido de carcinoma neuroendocrino de células 

grandes, con patrón trabecular. b. Expresión positiva de sinaptofisina en un carcinoma 

neuroendocrino de células grandes (116). c. Tinción H&E de un tejido de carcinoide típico, con 

nidos de células d. Expresión positiva de sinaptofisina en un carcinoide típico (114). e. Tinción 

H&E de un tejido de carcinoma adenoescamoso, donde las flechas hacia arriba señalan células 

escamosas y hacia abajo, adenocarcinomas. f. Doble tinción P40 y NAPSA, en la que las células 

escamosas presentan núcleos teñidos y las adenocarcinomas muestran un citoplasma teñido. g. 

Doble tinción CK5/6 y TTF-1, donde las células escamosas exhiben un citoplasma teñido y las 

células adenocarcinomas núcleos teñidos (126). 
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Subtipo Marcadores Positivos Marcadores Negativos 

Cáncer de pulmón de célula pequeña 

Carcinoma de células pequeñas SYP, CHGA, CD56, TTF-1 P40, CK5/6, NAPSA 

Cáncer de pulmón de célula no pequeña 

Adenocarcinoma TTF-1, NAPSA P40, CK5/6 

Lepídico   

Acinar   

Papilar   

Micropapilar   

Invasivo mucinoso   

Coloide   

Fetal   

Entérico   

Mínimamente invasivo   

In situ   

Carcinoma de células escamosas P40, CK5/6 TTF-1, NAPSA 

Queratinizante   

No queratinizante   

Basaloide   

In situ   

Otros subtipos menos comunes   

Carcinoma de células grandes CK5/6 TTF-1, P40 

Carcinoma neuroendocrino de células 

grandes 
SYP, CHGA, CD56 TTF-1, P40, CK5/6 

Tumor carcinoide (Típico / Atípico) SYP, CHGA, CD56 TTF-1, P40, CK5/6 

Carcinoma adenoescamoso TTF-1, NAPSA, P40, CK5/6 - 

Tabla 2. Clasificación histológica de los distintos tipos de cáncer de pulmón. Se indican los 

marcadores positivos y negativos asociados a cada tipo, lo que facilita su identificación y 

diagnóstico. Tabla generada a partir de la información obtenida de (114, 127). 

2.4. Clínica del cáncer de pulmón 

2.4.1. Diagnóstico 

El diagnóstico del cáncer de pulmón suele comenzar con una evaluación clínica por 

parte del médico, en la que recoge información sobre el historial médico del paciente, los 

síntomas actuales y cualquier antecedente familiar de cáncer. Los síntomas asociados al 

cáncer de pulmón son amplios y variados, entre los que se incluye la tos persistente, la 

disnea, el dolor torácico y, en algunos casos, el esputo con sangre (128). Una vez que 
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existe sospecha clínica, se emplean técnicas de imagen, comenzando generalmente con 

una radiografía de tórax para detectar posibles masas o nódulos anormales en los 

pulmones. Otros estudios de imagen, como la tomografía computarizada y la tomografía 

por emisión de positrones, permiten observar de manera más detallada, proporcionando 

información sobre el tamaño, la forma y la ubicación de las lesiones y si se han extendido 

a otras áreas (129). En el caso de que en las imágenes revelen una masa sospechosa, se 

realiza una biopsia para obtener una muestra de tejido pulmonar, que puede realizarse 

mediante broncoscopia, aspiración con aguja o cirugía, en el caso de que sea necesario 

extirpar una parte del pulmón. Estas muestras son enviadas a un patólogo, quien confirma 

la presencia del tumor y determina el tipo histológico a través de las características 

morfológicas e inmunohistoquímicas antes mencionadas. Además, el patólogo puede 

realizar análisis moleculares para detectar mutaciones genéticas específicas en las células 

tumorales y así orientar el tratamiento hacia terapias dirigidas (130).  

2.4.2. Estadiaje y pronóstico 

Una vez que se ha confirmado el diagnóstico de cáncer de pulmón, es fundamental 

realizar una estadificación para determinar la extensión de la enfermedad y evaluar si el 

cáncer se ha diseminado a los ganglios linfáticos cercanos o a otros órganos.  

La clasificación TNM es el sistema estándar que se utiliza para describir el alcance del 

cáncer en el cuerpo del n paciente: “T” indica el tamaño del tumor primario, “N” evalúa 

la afectación de los ganglios linfáticos, y “M” señala la presencia de metástasis en áreas 

distales. Cada uno de estos componentes (T, N y M) se subdivide en varias categorías y 

las combinaciones específicas se agrupan en distintos estadios. La octava edición de la 

clasificación TNM, actualmente en vigor para el cáncer de pulmón, organiza a los 

pacientes en tres categorías principales: estadio temprano (pacientes con estadios I, II o 

incluso IIIA), localmente avanzado (estadio III) y avanzado/metastásico (estadio IV) 

(131) (Tabla 3). 

La estadificación es esencial no solo para establecer el pronóstico del paciente, sino 

también para orientar las opciones de tratamiento más adecuadas. Además del estadiaje, 

existen otros factores que influyen en el pronóstico, como la edad y sexo del paciente, los 

subtipos histológicos, el grado de diferenciación tumoral, el estado general del paciente 

(ECOG, del inglés Eastern Cooperative Oncology Group), la presencia de mutaciones 
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genéticas específica o la presencia de ciertos marcadores tumorales (132). Por ejemplo, 

los pacientes con mejor pronóstico suelen ser aquellos cuyos tumores presenten un grado 

más alto de diferenciación o que poseen ciertas mutaciones que los hacen sensibles a 

terapias dirigidas. Asimismo, la elevada mortalidad del cáncer de pulmón también se debe 

a la ausencia de programas de detección temprana eficaces y a la naturaleza inespecífica 

de los síntoma. Esto hace que la mayoría de casos se diagnostiquen en fases avanzadas, 

cuando las probabilidades de supervivencia son considerablemente menores. 

 

Tabla 3. Octava edición de la clasificación TNM para el cáncer de pulmón. Se detallan los 

criterios de evaluación del tumor primario (T), el compromiso de los ganglios linfáticos (N) y la 

presencia de metástasis a distancia (M). Tabla adaptada de (132). 

2.4.3. Tratamiento 

Para los pacientes con cáncer de pulmón en estadio temprano, el tratamiento 

principal es la resección quirúrgica del tumor, siempre que sea viable. En el caso de 

pacientes en estadio I, suele optarse por una estrategia de seguimiento, mientras que en 

los estadios II y IIIA se recomienda administrar terapia adyuvante basada en cisplatino, 

ya que esta quimioterapia ha demostrado mejorar la supervivencia general en un 4-5% a 

cinco años en pacientes con tumores resecados en estos estadios (133). En los últimos 

años, se ha incluido el uso de osimertinib como tratamiento adyuvante en pacientes 

resecados con estadios I-IIIA que presentan deleciones en el exón 19 de EGFR o 

mutaciones L858R en el exón 21 (134). En cuanto a los pacientes con CPCNP en estadios 

T/M Etiqueta N0 N1 N2 N3

T1a ≤ 1cm IA1 IIB IIIA IIIB

T1b > 1 a ≤ 2cm IA2 IIB IIIA IIIB

T1c > 2 a ≤ 3 cm IA3 IIB IIIA IIIB

T2a > 3 a ≤ 4 cm IB IIB IIIA IIIB

T2b > 4 a ≤ 5 cm IIA IIB IIIA IIIB

T3 > 5 a ≤ 7 cm IIB IIIA IIIB IIIC

T3 Invasión IIB IIIA IIIB IIIC

T3 Nódulos satélites IIB IIIA IIIB IIIC

T4 > 7 cm IIIA IIIA IIIB IIIC

T4 Invasion IIIA IIIA IIIB IIIC

T4 Nódulos ipsilaterales IIIA IIIA IIIB IIIC

M1a Nódulos contralaterales IVA IVA IVA IVA

M1a Perfusión pleural, pericárdica IVA IVA IVA IVA

M1b Lesión única IVA IVA IVA IVA

M1c Lesiones Múltiples IVB IVB IVB IVB

M1

8a Edición de la clasificación TNM

T1

T3

T4

T2
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I-II que no son candidatos para cirugía, se prefieren alternativas basadas en radioterapia, 

como la radioterapia ablativa estereotáctica (135).  

En lo que respecta a los pacientes en estadio III, son considerados un grupo diverso 

que se subdivide en aquellos con tumores resecables e irresecables. Según la Sociedad 

Europea de Oncología Médica (ESMO, del inglés European Society of Medical 

Oncology), los tumores resecables en estadio IIIA son considerados en algunos casos 

como enfermedad en estadio temprano (136). Sin embargo, en pacientes con N2 

confirmado en estadio III se suele recomendar terapia de inducción, ya sea con 

quimioterapia o quimio-radioterapia, antes de proceder a la cirugía. En casos de pacientes 

resecados en estadio III que no recibieron quimioterapia de inducción y que presentan 

enfermedad residual, puede valorarse la radioterapia postoperatoria (137). Para los 

pacientes en estadio III con tumores irresecables, la quimio-radioterapia concurrente con 

platino es el tratamiento que se suele elegir. Si no hay progresión de la enfermedad 

después de la quimio-radioterapia y el tumor expresa PD-L1 (del inglés, programmed 

death-ligand 1), se considera un tratamiento de consolidación con durvalumab, que ha 

demostrado beneficios en supervivencia (138). La proteína PD-L1 es una molécula que 

se encuentra en la superficie de las células tumorales que inhibe la respuesta inmune, 

permitiendo que escapen y sean eliminadas por el sistema inmunológico. 

Los pacientes con cáncer de pulmón metastásico representan un grupo con un 

abordaje más complejo. Su tratamiento incluye varias líneas y modalidades, en el que la 

cirugía tiene un rol limitado y las terapias dirigidas contra EGFR, ALK, RET, MET o 

BRAF en adenocarcinomas pulmonares desempeñan un papel fundamental al mejorar la 

supervivencia (139). Es importante señalar que, según las recomendaciones actuales de 

ESMO en pacientes con CPCNP metastásico sin mutaciones driver, aquellos que 

presentan un PD-L1 > 1% se les administre una combinación de nivolumab e ipilumab. 

Por otro lado, en pacientes con un PD-L1 ≥ 50%, se sugiere la administración de 

pembrolizumab, atezolizimab y cemiplimab como tratamientos en monoterapia (140, 

141). 

Actualmente, se están realizando numerosos ensayos clínicos que investigan nuevas 

combinaciones de inmunoterapia, incluyendo su aplicación junto con terapias 

moleculares dirigidas y tratamientos de radioterapia. Hay varios estudios evaluando el 

papel de la inmunoterapia en pacientes con CPCNP en estadios no avanzados, donde la 

cirugía sigue siendo considerada la opción más curativa cuando es viable. Recientemente, 
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se ha destacado la eficacia de la inmunoterapia como tratamiento neoadyuvante seguido 

de resección quirúrgica en pacientes con CPCNP resecable, según un ensayo clínico de 

fase III que incluyó a pacientes en estadios I–III (142).  

2.5. Desarrollo y biología molecular del cáncer de pulmón 

2.5.1. Células madre del cáncer 

El origen celular del cáncer de pulmón continúa siendo un tema complejo y aún no del 

todo esclarecido. Una de las hipótesis actuales sugiere que podría estar relacionado con 

las células madre adultas presentes en el tejido del epitelio pulmonar. Estas células madre 

poseen una notable capacidad de autorrenovación y pueden diferenciarse en otros tipos 

de células pulmonares, lo que las hace esenciales para el mantenimiento y la regeneración 

del tejido. En el pulmón adulto, se identifican varias poblaciones clave:  las células 

basales en la tráquea y bronquios; las células neuroendocrinas y células Club en los 

bronquiolos; y en los alveolos, las células BASCs y los AT2 (Figura 11) (143). Dado que 

estas células madre adultas tienen una vida prolongada, podrían acumular mutaciones a 

lo largo del tiempo, transformándose así en células malignas y desencadenando el proceso 

de tumorogénesis. 

Esta idea se fundamenta en la teoría de las células madre del cáncer (CSCs, del inglés, 

cancer stem cells), que plantea que el crecimiento de los tumores está impulsado por 

poblaciones residuales de CSCs. Estas CSCs son las principales responsables de iniciar y 

perpetuar el tumor, además de contribuir a la resistencia al tratamiento y a la formación 

de metástasis (144). Como se comentó en los apartados anteriores, sabemos que algunos 

subtipos histológicos del cáncer de pulmón parecen surgir en zonas específicas del 

aparato respiratorio, y muestran marcadores característicos de las células madre presentes 

en esos microambientes, lo que sugiere que cada tipo de tumor podría tener su origen en 

CSCs localizadas en esos nichos celulares. 

La distribución de los tumores en el sistema respiratorio apoya esta teoría. Se considera 

que el carcinoma de células escamosas se origina principalmente en las vías respiratorias 

más proximales (tráquea y bronquios principales), donde las células basales son las 

responsables del recambio celular. Estas células expresan los marcadores CK5/6 y TP63, 

que también son característicos de las carcinomas de células escamosas (145). 
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Figura 11. Células madre en el pulmón adulto. Se representa la composición celular del epitelio 

pulmonar en cada región, destacando las células madre responsables de la regeneración y 

reparación tisular a lo largo del árbol bronquial. La tabla asociada muestra los tipos celulares y 

los marcadores inmunohistoquímicos usados para su caracterización. Figura adaptada de (143). 

En las regiones bronquiolares, se desarrollan tanto el CPCP como otros tumores 

neuroendocrinos. En esta zona, se encuentra una subpoblación células neuroendocrinas 

pulmonares con capacidad de replicación y con expresión de ASCL1, un factor de 

transcripción clave en la diferenciación neuroendocrina. Esta subpoblación podría 

representar entonces las células precursoras del CPCP (146).  

Finalmente, en las regiones más distales del pulmón, en los sacos alveolares, es común 

que se desarrollen los adenocarcinomas. En esta región anatómica residen los AT2, 

identificados por la expresión de SFTPC y la ausencia de SCGB1A1, y que han sido 

considerados el origen del adenocarcinoma pulmonar. Sin embargo, investigaciones 

recientes en modelos de ratón han propuesto otra posible célula de origen para este tipo 

de cáncer: las BASCs, que expresan tanto SFTPC como SCGB1A1 y se localizan en la 

región de transición entre los bronquios y los alvéolos. Estas BASCs podrían estar 

involucradas en la génesis de algunos adenocarcinomas, lo que abre nuevas perspectivas 

sobre el origen celular de este subtipo de cáncer de pulmón (147, 148).  
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2.5.2. Mutaciones en oncogenes y en genes supresores tumorales 

El cáncer de pulmón está impulsado principalmente por alteraciones genéticas en 

oncogenes y genes supresores de tumores, las cuales desestabilizan los mecanismos 

normales que regulan el ciclo celular, el crecimiento, y la muerte celular. Estas 

mutaciones provocan un crecimiento celular descontrolado, resistencia a los mecanismos 

de reparación del ADN y la transformación del epitelio pulmonar en neoplasias malignas, 

contribuyendo de esta manera a la progresión del cáncer (149). Es importante, por tanto 

la identificación de mutaciones específicas y las vías involucradas para desarrollar 

tratamientos dirigidos que mejoren la supervivencia de los pacientes.  

Por una parte, los oncogenes son versiones alteradas de genes que normalmente 

promueven el crecimiento y la división celular. Cuando estos genes sufren mutaciones, 

se activan de manera descontrolada e impulsan el crecimiento y la proliferación de las 

células cancerosas. La anomalías en los oncogenes pueden ocurrir por amplificaciones, 

mutaciones puntuales y reordenamientos estructurales (150).  

Un oncogén altamente predominante en el cáncer de pulmón es el KRAS, localizado 

en el brazo corto del cromosoma 12, y que forma parte de la familia de proto-oncogenes 

RAS, encargados de codificar las proteínas RAS. Estas proteínas participan en numerosas 

vías de señalización como MAPK (del inglés, mitogen-activated protein kinase) y PI3K-

AKT (del inglés, phosphoinositide 3-kinase y protein kinase B), que promueven la 

proliferación celular y previenen la apoptosis (151). Las mutaciones activadoras de 

KRAS son más comunes en el adenocarcinoma de pulmón, donde se encuentran en el 25-

40% de los casos. Estas mutaciones son más frecuentes en las poblaciones occidentales 

que en las asiáticas, y especialmente en hombres y fumadores. Las mutaciones de KRAS 

son muy raras o están ausentes en los carcinomas de células escamosas y en el CPCP 

(152). Aunque históricamente han sido difíciles de tratar con terapias dirigidas, 

recientemente se han realizado ensayos clínicos con inhibidores específicos para 

mutaciones, como el sotorasib para la mutación G12C, que han mostrado ser eficaces al 

ralentizar o detener el crecimiento de las células tumorales (153).  

Otro gen frecuentemente mutado es el EGFR, que se localiza en el cromosoma 7 y 

codifica la tirosina quinasa EGFR. Este receptor está involucrado en numerosas vías de 

señalización relacionadas con la proliferación celular, la supervivencia, la diferenciación, 
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la neovascularización, la migración y la invasión. Por tanto, las mutaciones en el gen 

EGFR causan la activación descontrolada de estas vías, promoviendo así la 

tumorogénesis (154). La mayoría de las mutaciones en EGFR se encuentran en el 

adenocarcinoma, aunque también se observan en carcinomas adenoescamosos. Son 

comunes en mujeres jóvenes y no fumadoras. Las mutaciones de EGFR suelen responder 

a tratamientos dirigidos como los inhibidores de tirosina quinasa (TKI, del inglés tyrosine 

kinase inhibitors), aunque con el tiempo pueden aparecer resistencias (155). 

En cuanto a los genes supresores de tumores, se caracterizan por funcionar como 

reguladores negativos que controlan el crecimiento y la división normal de la célula, 

además de que participan en la reparación del ADN y la apoptosis. Cuando estos genes 

mutan, pierden su función protectora, lo que facilita que se acumule daño genético y tenga 

lugar el desarrollo del cáncer (156).  

En el cáncer de pulmón, el TP53 (del inglés, tumor protein 53) es el gen supresor de 

tumores más frecuente mutado. Ubicado en el cromosoma 17, este gen codifica la 

fosfoproteína nuclear p53, que se une a las regiones de ADN dañado y actúa como un 

factor de transcripción al promover la reparación del daño y la apoptosis cuando este daño 

es irreparable. Cuando se producen las mutaciones en TP53, sus funciones de protección 

se pierden, lo que permite un crecimiento descontrolado de las células y la acumulación 

de otras mutaciones (157). Las anomalías en TP53 ocurren en el 90% de los CPCP y en 

el 65% de los CPCNP, siendo más común en carcinomas de células escamosas que en 

adenocarcinomas. En el CPCNP, estas mutaciones están asociadas a personas fumadoras 

o a la exposición del tabaco del ambiente (158).  

PTEN (del inglés, phosphatase and tensin homolog) es otro gen supresor de tumores, 

localizado en el cromosoma 10 y que codifica una fosfatasa de lípidos, la cual antagoniza 

la vía de señalización de supervivencia, inhibiendo en condiciones normales el 

crecimiento y la proliferación descontroladas de las células (159). Aunque las mutaciones 

de PTEN no son tan comunes, se detectan en aproximadamente el 5% de los CPCNP, 

siendo más frecuentes en carcinomas de células escamosas que en adenocarcinomas 

(10,2% vs 1,7%). Además, estas mutaciones se relacionan con un historial de tabaquismo 

(160).  
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3. Organoides para el estudio de la embriología humana 

y el cáncer 

3.1. El uso de los organoides frente a los modelos in vivo e in vitro 

tradicionales 

En las últimas décadas, se han desarrollado diversos modelos experimentales para su 

uso tanto en la investigación básica como en la investigación translacional. En el estudio 

del pulmón humano, estos modelos han surgido como herramientas clave para descifrar, 

en un entorno más controlado, los mecanismos celulares y moleculares aún desconocidos 

del desarrollo pulmonar humano, así como de aquellos involucrados en la aparición y 

progresión del cáncer. Además, han permitido evaluar tratamientos que se encuentran en 

fases preclínicas.  

Los modelos in vivo, como el uso de ratones, ofrecen un contexto biológico que 

permite estudiar la interacción de distintos tipos celulares dentro de una estructura en tres 

dimensiones (3D), simulando la complejidad del tejido vivo (161). Los ratones 

genéticamente modificados destacan porque se les puede introducir mutaciones 

específicas en genes de interés, a través de la creación de modelos knock-out (donde se 

inactiva un gen) y knock-in (donde se introduce una mutación), lo que permite estudiar 

procesos fisiológicos clave, como la morfogénesis de las ramificaciones del árbol 

bronquial, o para profundizar en la comprensión de cómo una mutación específica puede 

inducir o contribuir al desarrollo del cáncer (162). Otro modelo in vivo relevante son los 

ratones a los que se les realizan xenoinjertos derivados de pacientes (PDX, del inglés 

patient-derived xenograft), que implican el trasplante de tejido tumoral humano en 

ratones inmunodeficientes. Este modelo conserva las características biológicas y 

moleculares del tumor original, por lo que se pueden utilizar para evaluar la eficacia de 

tratamientos personalizados (163). A pesar de su utilidad, los modelos in vivo presentan 

desventajas: son costosos, requieren mucho tiempo y no siempre replican la biología 

humana de manera precisa debido a las diferencias entre especies. Varios estudios han 

evidenciado las importantes diferencias que existen entre los pulmones humanos y los de 

los animales, que incluyen variaciones en el tiempo de desarrollo, la fisiología pulmonar, 

el genoma y la expresión génica, así como las vías moleculares involucradas. Por ejemplo, 

está demostrado que los pulmones humanos presentan diferencias anatómicas 

significativas en la distribución de las células madre en comparación con los pulmones 
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de roedores, lo que dificulta la extrapolación directa de los resultados obtenidos en 

modelos humanos a la biología humana (164, 165). 

Modelos in vivo como los cultivos celulares en dos dimensiones (2D), que consisten 

en células cultivadas sobre superficies planas, han sido ampliamente utilizados en la 

investigación debido a su simplicidad y bajo coste. Estos cultivos se dividen en dos 

categorías principales: las líneas celulares inmortalizadas, que consisten en células 

modificadas genéticamente para proliferar de manera indefinida en cultivo, y las células 

primarias, que provienen directamente de tejidos frescos y están compuestas por células 

no transformadas (166). Otro tipo de cultivo 2D son los co-cultivos, que son más 

complejos que los cultivos en monocapa al cultivar al menos dos tipos diferentes de 

células en proximidad, ya sea en contacto directo o mediante insertos con membranas 

porosas (167). Estos modelos permiten estudiar interacciones celulares, como las de las 

células epiteliales y mesenquimales embrionarias, o las respuestas inmunitarias del tumor. 

Sin embargo, una de las principales limitaciones de los cultivos 2D es su incapacidad para 

replicar la estructura 3D del tejido, lo que impide reproducir adecuadamente procesos tan 

complejos como el desarrollo embrionario o el microambiente tumoral (168).  

Recientemente, los métodos de cultivo en 3D utilizando células madre han ganado 

popularidad como una alternativa in vitro que ofrece una representación más fiel de la 

arquitectura tisular. Se han desarrollado diversos modelos 3D para estudiar poblaciones 

de células madre, como los esferoides, que son agregados celulares simples con una 

complejidad limitada (169), y los organoides.  

3.1.1. Principales características en el cultivo de organoides 

Los organoides son estructuras 3D derivadas de las células madre, lo que les confiere 

la capacidad de autorenovación, de autoorganización y de diferenciación en diversos tipos 

celulares, replicando la diversidad celular, la funcionalidad y las características 

moleculares del tejido de origen. Gracias a estas propiedades, los organoides se han 

convertido en herramientas clave para la investigación básica y translacional, permitiendo 

estudios más representativos y precisos sobre la biología del desarrollo, enfermedades y 

respuesta a tratamientos (170). 

Para comprender mejor cómo se generan los organoides, es importante conocer los 

tipos de células madre que existen, que se clasifican tanto por su capacidad de 
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diferenciación como por su origen. Según su potencial de diferenciación, encontramos 

(171, 172):  

• Las células madre totipotentes, como el cigoto y los blastómeros en los 

primeros 1-3 días después de la fertilización. Pueden formar todos los tipos de 

células del organismo, incluidas las extraembrionarias, como la placenta. 

• Las células madre pluripotentes derivadas de la masa celular interna del 

blastocisto (4-14 días después de la fertilización). Tienen la capacidad de 

diferenciarse en cualquier tipo de célula de las tres capas germinales 

(ectodermo, mesodermo y endodermo), aunque no en células 

extraembrionarias. 

• Las células madre multipotentes, con capacidad para generar varios tipos 

celulares, pero solo dentro de un linaje específico o familia celular. Un ejemplo 

son los AT2, que pueden diferenciarse en los AT1.  

• Las células madre unipotentes, limitadas a diferenciarse en un solo tipo de 

célula, especializándose en un solo linaje específico. Aunque tienen una 

capacidad limitada de diferenciación, son importantes para el mantenimiento y 

regeneración de tejidos específicos, como las células basales de las vías aéreas 

proximales. 

Por otra parte, las células madre también se pueden definir según su origen (173, 174): 

• Las células madre embrionarias (ESCs, del inglés embryonic stem cells), 

derivadas de la masa celular interna del blastocisto, son pluripotentes y pueden 

diferenciarse en cualquier tipo de célula endodérmica, mesodérmica y 

ectodérmica. 

• Las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced 

pluripotent stem cells), células somáticas adultas que han sido reprogramadas 

para alcanzar un estado pluripotente. 

• Las células madre adulta (ASCs, del inglés adult stem cells), son células 

multipotentes encontradas en tejidos específicos del organismo, y están 

especializadas en generar células dentro de su propio linaje tisular. 

• Las CSCs, derivadas de tumores y con capacidad de generar una población 

celular heterogénea similar a la del tumor primario. 
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Para desarrollar organoides, es fundamental proporcionar un entorno adecuado que 

favorezca su crecimiento y diferenciación, lo que requiere de dos elementos esenciales: 

un medio de cultivo enriquecido que incluya factores de crecimiento y moléculas 

reguladoras que actúan sobre las vías de señalización involucradas en la proliferación, la 

supervivencia celular y la autorrenovación (175); y un andamiaje que imite la matriz 

extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix) y permita el crecimiento en 3D, 

generalmente un hidrogel. El Matrigel, de origen animal y rico en proteínas como 

laminina y colágeno IV, es el hidrogel más utilizado para promover la adhesión, 

organización e interacción celular en los cultivos de organoides (176). 

La historia del cultivo de organoides comienza con el primer cultivo de organoides 

intestinales a partir de células madre adultas, los cuales expresaban un marcador 

específico asociado a células madre de intestino, conocido como Lgf5 (del inglés leucine-

rich repeat-containing G-protein coupled receptor) (177). Este avance, realizado hace 

más de una década, abrió el camino a la generación de organoides de diversos tejidos, 

incluyendo cerebro, hígado y riñón. Sin embargo, no fue hasta el 2015 cuando se 

desarrolló un protocolo especializado para generar organoides pulmonares. Este método, 

diseñado por Spence y su grupo, permitió la producción de organoides pulmonares 

humanos derivados de células madre pluripotentes, tanto ESCs como iPSCs (178). Los 

organoides obtenidos mediante este protocolo replicaban la arquitectura del tejido 

pulmonar original y presentaban una variedad de células especializadas, como células 

basales, ciliadas y Club. En 2019, se lograron establecer las condiciones que permitían el 

cultivo a largo plazo de organoides pulmonares, y en la actualidad, es posible generar 

organoides pulmonares a partir de ASCs y CSCs (179). 

En la presente tesis, nos centraremos en el cultivo de tres tipos distintos de organoides, 

clasificados según su célula de origen: los organoides de pulmón embrionario (LEOs, del 

inglés lung embryonic orgnaoids), derivados de una población de células progenitoras 

multipotentes presentes en las tips del árbol bronquial en desarrollo; los organoides de 

tejido normal de pulmón (LNOs, del inglés lung normal organoids), generados a partir 

de ASCs multipotentes; y los organoides de tejido tumoral de pulmón (LCOs, del inglés 

lung cancer organoids), obtenidos a partir de las CSCs presentes en el tumor (Figura 12). 
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Figura 12. Generación de organoides a partir de células progenitoras multipotentes del 

pulmón embrionario, de ASCs y de CSCs. De las tips del árbol bronquial embrionario, que 

contienen células progenitoras multipotentes, se generan organoides embrionarios. En el caso de 

tejido pulmonar adulto sin patologías, este se disgrega y digiere enzimáticamente para obtener 

células madre adultas que darán lugar a organoides derivados de tejido sano. Por otro lado, de un 

tejido pulmonar tumoral, tras la disgregación y digestión, se obtienen células madre del cáncer 

que se utilizan para generar organoides derivados de tejido tumoral. Para el cultivo de estos tres 

tipos de organoides pulmonares se requiere la activación e inhibición de diversas vías de 

señalización. Figura original creada con BioRender.  

3.2. Cultivo de organoides derivados de pulmón embrionario 

Como se explicó en el apartado dedicado al desarrollo embrionario del pulmón, 

durante la fase pseudoglandular el árbol bronquial en desarrollo alberga en su extremo 

distal o tip una población enriquecida en células progenitoras multipotentes. Estas células, 

caracterizadas por la expresión de los marcadores SOX2+, SOX9+, ID2+, darán lugar a las 

células de las vías bronquiales. Posteriormente, en la fase canalicular, estas células 

progenitoras de la tip pasarán a expresar SOX2-, SOX9+, ID2+, y se diferencian en células 

alveolares.  Para poder cultivar los LEOs, se ha desarrollado un modelo que utiliza la 

población de células madre provenientes de las tips del pulmón en desarrollo  

Para obtener LEOs a partir de las tips pulmonares, se han de seguir varios pasos tras 

la obtención de los pulmones de embriones o fetos abortados. Primero, se realiza una 
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digestión enzimática del tejido pulmonar para disgregar las células mesenquimales, la 

enzima más utilizada para ello es la dispasa. Luego se diseca la porción más distal del 

pulmón, la tip, y se cultiva en un hidrogel como el Matrigel para proporcionar un entorno 

3D adecuado (Figura 13). En cuanto al medio de cultivo, se utiliza un medio basal 

compuesto por DMEM/F12, enriquecido con GlutaMax como fuente estable de 

glutamina, y HEPES para mantener el pH en niveles fisiológicos. Con el fin de prevenir 

contaminaciones bacterias, se añaden antibióticos comunes como penicilina y 

estreptomicina, y en ocasiones también se incluye anfotericina para evitar la proliferación 

de hongos. Adicionalmente, algunos autores incorporan suplementos multitarget que 

favorezcan el crecimiento y la viabilidad a largo plazo. Entre estos, destaca B27, una 

mezcla de vitaminas y nutrientes que estimula la proliferación celular y la formación de 

organoides; N-acetilcisteína (NAC), un antioxidante que protege las células del estrés 

oxidativo; y N2, para supervivencia y el crecimiento celular óptimos (143).  Asimismo, 

es necesario suplementar el medio con factores de crecimiento y otros reactivos 

necesarios para el desarrollo y mantenimiento adecuados de los organoides. 

 

 

 

 

 

Figura 13. Proceso de generación de los organoides de pulmón embrionario a partir de las 

tips del árbol bronquial en desarrollo. Los pulmones embrionarios son digeridos 

enzimáticamente con dispasa para disgregar el mesénquima, seguidos de la disección y obtención 

de las tips, que se cultivan en Matrigel con un medio de cultivo adecuado para su desarrollo. 

Figura con imágenes originales. 

Para poder preservar la población de célula progenitoras SOX2+, SOX9+ en los LEOs, 

es esencial incluir al menos tres factores clave: FGF7, CHIR99021 y RA. Estos factores 

demostraron ser los mínimos para asegurar la expansión y supervivencia de los LEOs 

hasta por 6 semanas, además de mantener la expresión de SOX2 y SOX9 por al menos 4 



INTRODUCCIÓN 

Página | 55  
 

semanas en cultivo (180). Sin embargo, también se ha desarrollado un medio de cultivo 

optimizado, al que se añaden factores adicionales para mejorar aún más la tasa de éxito 

de establecimiento y la expansión prolongada de los organoides derivados de tips. Este 

medio completo de auto-renovación activa de manera precisa las vías de señalización de 

EGF (del inglés epidermal growth factor), FGF (del inglés fibroblast growth factor) y 

WNT y bloquea selectivamente las vías de BMP y TGF-β. Se estableció gracias al trabajo 

de Nikolić y su grupo, el cual incluye siete factores esenciales: EGF, FGF7, FGF10, 

NOGGIN, R-SPONDIN 1, CHIR99021 y SB431542. Para evaluar la importancia de cada 

factor, se realizaron comparaciones con 7 combinaciones de medios, en las que se 

eliminaba un factor diferente a cada uno. Los resultados indicaron que los organoides 

SOX2+, SOX9+ lograron crecer en todas las condiciones experimentales, aunque los 

cultivados en medios incompletos presentaban un tamaño reducido en comparación con 

aquellos en el medio completo. Se observó que la omisión de CHIR99021 llevaba a la 

desintegración de los organoides en sucesivos pases, mientras que la ausencia de 

NOGGIN promovía una expansión excesiva de las células mesenquimales. La 

eliminación de FGF10 desde el primer pase mostraba una regionalización temprana de 

los organoides, revelando poblaciones de células SOX2+, SOX9+ junto a células SOX2, 

SOX9+. Finalmente, la adición de SB431542 mejoraba notablemente tanto la eficiencia 

de formación de organoides como su tamaño (Tabla 4). Adicionalmente, se observó que 

la eliminación de cualquiera de los factores SB431542, FGF7, FGF10 y CHIR99021 

provocaba una reducción significativa de los niveles de SOX9, mientras que la ausencia 

simultanea de FGF7 y FGF10, o CHIR99021, conllevaba un incremento de los niveles de 

SOX2, lo que sugiere que tanto la señalización de FGF como WNT son necesarias para 

mantener la capacidad de autorrenovación de las tips pulmonares y evitar su 

diferenciación prematura hacia otros linajes celulares (71). 

Los LEOs no solo pueden mantenerse en un estado indiferenciado, sino que también 

pueden ser dirigidos hacia una diferenciación bronquiolar o alveolar in vitro, lo que 

demuestra la plasticidad de este modelo. Para inducir la formación de estructuras 

bronquiolares, los organoides pueden cultivarse en un medio de diferenciación de vías 

aéreas ya establecido, conocido como el PneumaCult. En este medio, los organoides con 

un número de pase alto presentan células diferenciadas como caliciformes MUC5AC+ y 

basales CK5+. En cambio, en organoides de pase bajo, donde aún se encuentran células 

mesenquimales, se observaba la diferenciación de células basales TP63+, células 
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caliciformes MUC5AC+ (del inglés, mucin 5AC) y células ciliadas ACT+ (del inglés, 

acetylated tubulin) (71). Recientemente se ha publicado un medio de diferenciación 

alveolar para LEOs, el cual contiene factores como la dexametasona, 8-Br-cAMP, IBMX 

y DAPT, que facilitan la diferenciación hacia AT2 y AT1 (181).  

Reactivo Vías de 

señalización 

Funciones Concentración 

Advanced 

DMEM/F12 
- Medio base 1x 

Penicilina/ 

Estreptomicina 
- Antibióticos 100 µg/mL 

GlutaMax 100x - Fuente de glutamina 2 mM 

Hepes - Buffer 10 mM 

R-SPONDIN 1 
Señalización WNT/ 

β-catenina 

Autorrenovación de las células 

madre 
500 ng/mL 

NOGGIN Señalización BMP 
Autorrenovación y mantenimiento 

de las células madre 
100 ng/mL 

FGF7 
Señalización 

FGFR2B 

Proliferación de las células 

epiteliales pulmonares 
100 ng/mL 

FGF10 
Señalización 

FGFR2B 

Ramificación y crecimiento de 

estructuras pulmonares 
100 ng/mL 

N-acetilcisteína - Antioxidante 1,25mM 

Suplemento B27 

(sin Vitamina A) 

Señalización de la 

insulina 

Factores de crecimiento y 

nutrientes 
1:50 

Suplemento N2 

(100x) 
- 

Factores de crecimiento y 

nutrientes 
1:100 

EGF Señalización EGFR 
Proliferación y supervivencia 

celular 
50 ng/mL 

CHIR 99021 
Señalización WNT 

Señalización GFK3 
Proliferación celular 3 µM 

SB431542 
Señalización p38 

MAPK 

Previene diferenciación no 

deseada 
10 µM 

Tabla 4. Medio de cultivo de auto-renovación para organoides de pulmón embrionario. Las 

vías de señalización representadas en color verde son activadas por el reactivo correspondiente, 

mientras que las vías de color rojo muestran las que son inhibidas. GFK3, del inglés glycogen 

synthase kinase 3 (71). 
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3.2. Cultivo de organoides derivados de tejido normal y de tejido 

tumoral de pulmón  

Los organoides derivados de tejidos adultos son una herramienta valiosa para 

investigar la biología y la patología del pulmón humano, ya que permiten reproducir con 

gran fidelidad las características fisiológicas y genéticas tanto de las vías respiratorias 

como de las estructuras alveolares. Además, al generarse a partir de tejidos de pacientes, 

estos organoides posibilitan la creación de modelos personalizados, lo cual es 

fundamental para el estudio detallado de enfermedades como la fibrosis quística (182), 

infecciones por virus respiratorios (183) o el cáncer (184).  

Para obtener las células madre necesarias para crecer estos organoides, el tejido debe 

disociarse en pequeños agregados celulares, separándolos de la ECM. Este proceso 

comienza con una disociación mecánica en la que el tejido se corta en fragmentos 

pequeños con bisturí. Luego, estos fragmentos se someten a una digestión enzimática, 

utilizando generalmente colagenasa, una enzima que rompe los enlaces peptídicos del 

colágeno en la ECM, facilitando la separación de las células entre sí. Una vez que se han 

aislado los agregados celulares, se siembran en una matriz 3D como el Matrigel (185). 

Posteriormente, se agregan medios de cultivo específicos que promueven el crecimiento 

y diferenciación celular, permitiendo que el organoide se desarrolle en condiciones que 

simulan el microambiente tisular original  

El medio basal, compuesto por DMEM/F12 y que se suele suplementar con GlutaMax, 

HEPES y penicilina/estreptomicina, se puede complementar con diversos factores de 

crecimientos y reactivo, por lo que se han clasificado dos tipos principales de medio de 

cultivo: los medios enriquecidos y los medios mínimos (Tabla 5). Los medios mínimos 

incluyen entre cinco y seis sustancias, mientras que los enriquecidos contienen entre ocho 

y trece, destacando la ausencia de R-SPONDIN 1/CHIR99021 y NOGGIN en los medios 

mínimos (143). Una ventaja clave de los medios enriquecidos es su capacidad para 

mantener y expandir los organoides pulmonares a largo plazo, hasta pases superiores a 

19 (aproximadamente un año), además de favorecer una alta tasa de proliferación y 

tamaño (186). 

El primer estudio que describió el uso de un medio enriquecido para LNOs y LCOs 

fue publicado en 2019 por Sachs y su grupo, quienes establecieron un medio enriquecido 
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con factores de crecimiento como FGF7, FGF10, NOGGIN y R-SPONDIN 1 (179). Estos 

factores mejoraron la proliferación y mantenimiento de un estadio indiferenciado de los 

organoides pulmonares. Sin embargo, a su vez propician el crecimiento excesivo de 

LNOs en el cultivo de los LCOs, reduciendo su pureza. Para contrarrestar este problema, 

se puede añadir al medio NUTLIN-3A, un agente que induce apoptosis en organoides con 

la forma natural de p53, seleccionando aquellos con p53 mutado. Sin embargo, este 

enfoque no es universal, ya que no todos los pacientes con cáncer de pulmón presentan 

mutaciones en TP53, lo que limita la aplicabilidad del método y provoca la pérdida de 

especímenes sin dicha mutación. Otros laboratorios que desarrollaron medios 

enriquecidos para expansión prolongada y optaron por omitir la selección con NUTLIN-

3A también enfrentaron una alta contaminación de organoides normales (187, 188). 

Tabla 5. Los principales medio de cultivo de organoides tumorales de pulmón y los reactivos 

añadidos. Los reactivos añadidos al medio de cultivo se indican con las cajas en gris, mientras 

que las blancas señalan los que no se incluyen. ADC: adenocarcinoma, SCC: carcinoma de células 

escamosas, NEC: carcinoma neuroendocrino, CPCNP: cáncer de pulmón de célula no pequeña, 

CPCP: cáncer de pulmón de célula pequeña, NA: nicotinamida, NAC: N-acetilcisteína, PGE2: 

prostaglandina E2, SAG: del inglés smoothened agonist. Tabla adaptada de (143).  

En contraste, los medios de cultivo mínimos se emplean para reducir la presencia de 

organoides normales en los cultivos de LCO. Al usar medios que incluyen solo factores 

esenciales, como EGF, N2, B27 y Y-27632, se consigue una mayor pureza en los 

organoides tumorales. Sin embargo, esto también resulta en organoides con menor 

tamaño y tasas de proliferación, lo que puede limitar ciertos tipos de estudios y 

experimentos (189, 190). 
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3.3.1. Organoides de tejido normal de pulmón 

Entre los organoides derivados de tejido adulto, nos encontramos con los LNOs, 

obtenidos a partir de ASCs, que pueden ser utilizados para estudiar los mecanismos 

moleculares que controlan la proliferación y diferenciación de células madre pulmonares, 

siendo útiles para modelar y comprender mejor la respuesta regenerativa del tejido 

pulmonar ante lesiones y enfermedades. Dentro de los LNOs en humanos, se pueden 

distinguir dos tipos dependiendo de la célula de origen y de los factores que se añadan al 

medio y que favorezcan su diferenciación: los organoides de las vías aéreas proximales y 

los organoides de las áreas más distales (Figura 14).  

Los LNOs de vías aéreas proximales son estructuras con lumen derivadas de células 

madre localizadas en las vías respiratorias, principalmente células basales. Estos, reciben 

nombres específicos: traqueosferas, si se originan en la tráquea, y broncosferas, si derivan 

de los bronquios. Estas estructuras están formadas por un epitelio pseudoestratificado que 

presenta una capa externa de células basales TP63+, CK5+ y una capa interna de células 

ciliadas funcionales (FOXJ1+), células caliciformes (MUC5AC+) y células Club 

(SCGB1A1+, SCGB3A2+) (191). Para obtener esta diferenciación completa en estructuras 

de la vía aérea proximal, se necesita cultivar los organoides con un medio como el 

PneumaCult (192).    

Por otra parte, los LNOs de las áreas distales se denominan alveolosferas y se observan 

al microscopio como estructuras quísticas con células cúbicas y delgadas que recuerdan 

la forma de los alveolos. Estos organoides son generados a partir de células madre 

localizadas en la región alveolar, especialmente las AT2, que pueden diferenciarse en 

AT1 y así contener ambos tipos celulares. Los organoides alveolares presentan una capa 

simple de células alveolares formada por células AT2 positivas para SFTPC y HTII-280, 

y células AT1 positivas para AGER (del inglés, advanced glycation end products 

receptor) y AQP5 en la capa interna (193). Estudios recientes han mostrado que las 

células AT2 co-cultivadas con células mesenquimales del pulmón adulto pueden generar 

organoides bronquiolares que contienen células basales, células Club, células ciliadas y 

células AT2 (194). Obtener este tipo de organoides supone un desafío actualmente, ya 

que al intentar inducir la diferenciación distal mediante la adición de reactivos de 

maduración alveolar (como dexametasona, 8-Br-cAMP e IBMX) y cultivarlos en 3D en 

Matrigel, los organoides no logran mantener su estado diferenciado de forma estable. Con 
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el tiempo, se observa una regresión hacia una morfología de pared gruesa, indiferenciada, 

en lugar de conservar la estructura quística diferenciada. Para lograr mantener las 

alveolosferas, es necesario cultivar estos organoides en suspensión en placas de no 

adherencia (195).  

 

Figura 14. Composición celular de los dos tipos principales de organoides pulmonares 

normales observados en humanos y sus células de origen. En la tabla se muestran los diferentes 

tipos celulares junto con los marcadores de inmunohistoquímica utilizados para su identificación. 

Figura adaptada de (143). 

3.3.2. Organoides de tejido tumoral de pulmón 

La posibilidad de generar LCOs derivados de las CSCs que repliquen las 

características histológicas, las mutaciones y la expresión génica del tumor abriría la 

puerta a desarrollar modelos tumorales personalizados que acerquen la investigación 

experimental del cáncer de pulmón a la clínica. Para ello, es fundamental verificar en qué 

medida los LCOs replican las características del tumor original.  

Desde el punto de vista morfológico, los LCOs obtenidos de pacientes con CPCNP 

suelen presentar características tumorales típicas, como núcleos de gran tamaño, 

glándulas mucinosas y variaciones en la forma y polaridad celular. En contraste, los LNOs 

exhiben una estructura quística organizada (143). Aunque la mayoría de los LCOs tienen 

una disposición densa e irregular, pueden desarrollarse tanto como estructuras sólidas 

como en forma de lúmenes de paredes delgadas, por lo que diferenciar LCOs de LNOs 
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basándose únicamente en la histomorfología no siempre es posible (Figura 15). La 

evaluación de los marcadores de inmunohistoquímica típicos de los CPCNP ha 

confirmado que los LCOs derivados de estos tumores expresan los marcadores 

característicos de sus respectivos tipos. Así, los organoides derivados de 

adenocarcinomas presentan la expresión de TTF1 y NAPSA, mientras que los derivados 

de carcinoma de células escamosas muestran positividad para P40 y CK5/6, reflejado 

fielmente los patrones de sus tumores originales (190). 

Figura 15. Imágenes del cultivo de organoides obtenidos de tejido tumoral y tejido normal 

pareado de un paciente con adenocarcinoma de CPCNP resecado. a. Imagen de campo claro 

de organoides obtenidos de tejido tumoral (LCOs) en el pase 1, día 4 y b. en el pase 2, día 15. 

Barras de escala 200 μm c. Tinción con hematoxilina-eosina de LCOs fijados en formalina e 

incluidos en parafina del pase 2. Barra de escala 100 μm. d. Imagen de campo claro de organoides 

obtenidos de tejido normal pareado (LNOs) en el pase 1, día 4 y e. en el pase 2, día 15. Barras de 

escala 200 μm. f. Tinción con hematoxilina-eosina de LNOs normales fijados en formalina e 

incluidos en parafina del pasaje 2, día 16. Barra de escala 100 μm. Figura adaptada de (143).  

Al analizar el perfil genómico de los LCOs y compararlo con el de sus tumores de 

origen, se ha observado una variabilidad en los resultados, generalmente dependiendo del 

medio de cultivo utilizado para generarlos. Cuando los LCOs se cultivan en medios 

enriquecidos, no se reproduce fielmente las mutaciones observadas en los pacientes, lo 

que podría estar relacionado con la posible contaminación por LNOs, afectando así la 

precisión de los ensayos de sensibilidad a fármacos (186). Por otro lado, LCOs cultivados 
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con medios de cultivo mínimo, se mantuvieron las alteraciones en la variación en el 

número de copias (CNV, del inglés copy number variation), y las tasas de sustitución de 

bases y los tipos de mutaciones coincidieron con los descritas en los tumores de origen 

(189). Sin embargo, una preocupación adicional es la estabilidad genética de los LCOs a 

lo largo de los pasajes en cultivo, ya que ciertos subtipos celulares podrían ser 

seleccionados bajo condiciones de cultivo específicas. Estudios preliminares de 

secuenciación del genoma completo en pasajes tempranos y tardíos de LCOs han 

mostrado estabilidad en CNVs, mutaciones de genes clave y firmas mutacionales, aunque 

será necesario realizar investigaciones adicionales en cohortes más amplias y diversas 

para confirmar estos resultados (189). 

Por último, también es relevante destacar el desarrollo de los co-cultivos de LCOs. El 

microambiente tumoral (TME, del inglés tumor microenvironment) está compuesto por 

un conjunto heterogéneo de poblaciones celulares que interactúan de manera dinámica 

tanto con las células circundantes como con la ECM, lo que favorece el crecimiento y la 

progresión tumoral (196). Para replicar el TME, se han realizado co-cultivos de LCOs 

con otros tipos celulares, como mesenquimales, células inmune (incluyendo linfocitos y 

poblaciones mieloides) o células endoteliales. Aunque actualmente son limitados los 

estudios que han utilizado co-cultivos de LCOs con células del sistema inmune, este 

campo está en expansión, ya que podría facilitar la predicción de respuestas a 

inmunoterapia dirigidas en el cáncer de pulmón. Un ejemplo de ello es un estudio en el 

que se co-cultivaron LCOs de pacientes diagnosticados con CPCNP y células de la sangre 

periférica. En este caso, se observó que las células T atacaban y eliminaban eficazmente 

a las células tumorales, mientras que los LNOs continuaban proliferando sin alteraciones 

(197). 
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4. La proteína de unión al factor de crecimiento similar 

a la insulina tipo 3 (IGFBP-3) 

4.1. El sistema de los factores de crecimiento similares a la insulina 

(IGFs) 

El sistema de los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs, del inglés 

insulin-like growth factors) engloba un conjunto de proteínas y receptores involucrados 

en la regulación del crecimiento, desarrollo y mantenimiento de los tejidos del organismo. 

Este sistema incluye principalmente los péptidos IGF-I e IGF-II, los receptores IGF tipo 

I y II (IGF-IR e IGF-IIR, del inglés type I IGF receptor y type II IGF receptor), las 

proteínas de unión a IGF (IGFBPs, del inglés IGF binding-proteins) y varias proteasas 

que regulan la actividad de las IGFBPs (198).  

Los IGFs son hormonas solubles con actividad mitogénica, que se dividen en dos tipos: 

IGF-I y IGF-II. Ambas son hormonas peptídicas de pequeño tamaño, con una masa 

molecular de aproximadamente 7 kDa (kilodalton) y que comparten alrededor de un 50% 

de homología con la insulina (199). Son producidos en su mayoría por el hígado y tienen 

actividades endocrinas, paracrinas y autocrinas. Los IGFs son transportados por el 

torrente sanguíneo y circulan en forma de un complejo ternario con la subunidad ácido-

lábil (ALS, del inglés acid-labile subunit) y las IGFBPs, por lo que se mantienen inactivos 

hasta su liberación (200). Los receptores con los que interactúan específicamente los IGFs 

son las proteínas IGF-IR e IGF-IIR, proteínas que se encuentran en la superficie de las 

células. También, los IGFs pueden unirse al receptor de la insulina (IR, del inglés insulin 

receptor), pero con una menor afinidad (201).  

El IGF-IR es una proteína transmembrana formada por dos subunidades alfa y dos 

subunidades beta, que presenta una afinidad mucho mayor por el IGF-I que por el IGF-II 

y la insulina. Además, este receptor presenta una actividad de tirosina quinasa, lo que 

permite la transmisión de señales dentro de la célula. En lo que respecta al IGF-IIR, este 

se une principalmente al IGF-II y tiene menor afinidad por IGF-I y ninguna por la insulina 

(202). Se considera que la mayoría de los efectos de los IGFs ocurren a través de su 

interacción con el IGF-IR, mientras que el IGF-IIR no tiene actividad tirosina quinasa, 

por lo que actúa principalmente como un receptor de "limpieza", regulando los niveles de 
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IGFs en circulación al mediar su internalización y degradación. Además, también actúa 

como receptor de manosa-6-fosfato, interactuando con enzimas lisosomales (203). 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ilustración de las interacciones del sistema de los factores de crecimiento 

insulínico (IGFs) con la célula. Las proteínas de unión a IGFs (IGFBPs) desempeñan un papel 

central al regular la disponibilidad de IGF-I e IGF-II para su interacción con el receptor IGF-IR. 

Esta regulación se logra principalmente al impedir el acceso de los IGFs al receptor, aunque las 

IGFBPs también pueden influir en la señalización del IGF-IR mediante modificaciones 

postraduccionales o interacciones con proteínas regulatorias. Además, las IGFBPs modulan 

procesos celulares como la supervivencia, la migración y el metabolismo a través de vías 

independientes del sistema IGF, incluyendo interacciones con integrinas y otras proteínas de 

superficie celular e intracelulares. Dentro del núcleo, las IGFBPs están implicadas en la 

regulación de receptores hormonales nucleares, la reparación del daño en el ADN y la senescencia 

celular (204). 

Existen seis tipos conocidos de IGFBPs a los que se pueden unir IGF-I e IGF-II con 

alta afinidad: las proteínas homólogas IGFBP-1 a IGFBP-6 (del inglés, IGF-binding 

protein 1 and 6). Se caracterizan por desempañar diversas funciones, como la 

proliferación, crecimiento, diferenciación, supervivencia, migración y desarrollo celular, 

tanto solubles en el entorno extracelular, como dentro de la célula (Figura 16). Cada 

IGFBP se compone de tres regiones principales: los dominios amino- y carboxi-

terminales, que contienen varios enlaces disulfuro intradominio, y un dominio central o 

de enlace, carente de estos enlaces (205). Dentro de estos dominios se localizan varios 

motivos funcionales, algunos específicos y otros compartidos (como los sitios de unión a 

ligandos), que otorgan a cada IGFBP una funcionalidad distintiva. Cada IGFBP se asocia 
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con una sola molécula de IGF-I o IGF-II mediante la interacción con los residuos de los 

dominios amino- y carboxi-terminales, regulando así la actividad biológica de estas 

moléculas al aumentar su vida media y prevenir su rápida eliminación (206). Sin embargo, 

esta unión generalmente inhibe la capacidad de los IGF para activar sus receptores en la 

superficie celular. Para revertir esta inhibición, las IGFBPs son fragmentadas por 

proteasas específicas, como las proteasas de serina, las catepsinas y las metaloproteinasas 

de matriz (MMPs, del inglés matrix metalloproteinases), o por glucosaminoglicanos 

(GAGs). 

La posibilidad de que las IGFBPs puedan tener efectos en el organismo de forma 

independiente a su regulación de la señalización de IGF a través del receptor fue, durante 

un tiempo, un tema de debate controvertido. Sin embargo, estudios realizados en 

fibroblastos de ratones modificados genéticamente para carecer de Igf1r, demostraron que 

la sobreexpresión de IGFBP-3 podía inhibir el crecimiento celular, confirmando así la 

existencia de funciones adicionales de las IGFBPs (207). Hoy en día, se sabe que las seis 

IGFBPs no solo regulan la disponibilidad de los IGFs para su receptor principal IGF-IR, 

sino que también participan en diversas rutas intracelulares independientes de la 

señalización mediada por IGF-IR mediante interacciones con otros factores de 

crecimiento y moléculas distintas a los IGFs. 

4.2. La estructura de IGFBP-3 

De las seis IGFBPs conocidas, IGFBP-3 es la más ampliamente estudiada, siendo 

objeto de numerosas investigaciones en diversas especies, como humanos, ratones y ratas. 

Esta proteína está codificada por el gen IGFBP3 ubicado en el cromosoma 7 en los 

humanos. Su precursor contiene una secuencia en el extremo N-terminal compuesta por 

27 aminoácidos, la cual guía su secreción. Esta secuencia es eliminada cuando la cadena 

polipeptídica en formación de IGFBP-3 entra al retículo endoplasmático, en donde 

prosigue su procesamiento final. Una vez madura, IGFBP-3 consta de 264 aminoácidos 

y tiene un peso molecular de 28.7 kDa. Su estructura está organizada en tres dominios 

como el resto de IGFBPs: el N-terminal, la región central o de enlace, y el C-terminal 

(Figura 17). De estos, la región central es menos conservada, mientras que los extremos 

N-terminal y C-terminal son ricos en cisteína y altamente conservados. El dominio N-

terminal posee 12 residuos de cisteína que forman 6 puentes disulfuro intradominio, 
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mientras que el dominio C-terminal contiene 6 cisteínas que a su vez forman 3 puentes 

disulfuro específicos, lo que contribuye a la estabilidad de la estructura de la proteína. 

En la forma madura de IGFBP-3, el dominio N-terminal está compuesto por 87 

aminoácidos después del péptido señal, y aproximadamente el 60% de su secuencia de 

aminoácidos es idéntica o altamente similar a los dominios N-terminal de las otras 

IGFBPs. Este dominio alberga residuos clave para la unión con IGF, y se ha demostrado 

que las mutaciones que sustituyen tres aminoácidos en esta región (I56, L80 y L81) por 

glicina (G56, G80 y G51) afectan negativamente a la capacidad del IGFBP-3 para unirse 

a IGF. Aunque no se han identificado otros motivos funcionales en el dominio N-terminal, 

se ha observado que los fragmentos proteolíticos de la región amino-terminal de IGFBP-

3 pueden interrumpir la función mitogénica independiente de IGF, lo que sugiere que 

podría existir otro subdominio aún no identificado en esta región. 

Por otro lado, la región central de IGFBP-3 contiene 96 aminoácidos, que abarca desde 

el residuo 88 al 183, y que comparte menos del 15% de similitud de secuencia con otras 

proteínas de la superfamilia IGFBP. Este dominio, que conecta la región N-terminal con 

la C-terminal, no está involucrado en la unión a IGF, pero sí en la interacción con 

receptores de membrana celular, como con la proteína transmembrana 219 (TMEM 219, 

del inglés transmembrane protein 219), permitiendo que el IGFBP-3 ejerza un efecto tipo 

receptor-ligando. Además, en esta región se han identificado varias modificaciones 

postraduccionales, como la glicosilación, la fosforilación y la proteólisis, que pueden 

influir en sus interacciones celulares tanto dependientes como independientes de IGF. Se 

han localizado tres sitios de glicosilación en los residuos de asparagina 89, 109 y 172; 

cinco sitios de fosforilación en los residuos de serina 111, 113, 156 y 165 y en el residuo 

de treonina 170; así como sitios de hidrólisis de metaloproteinasas y serina proteasas. 

Por último, el dominio C-terminal de IGFBP-3, al igual que el N-terminal, es crucial 

para la unión al IGF. El hecho de que los residuos responsables de esta interacción se 

encuentren en ambos extremos de la proteína sugiere que su conformación genera un 

“bolsillo” en el que ambos dominios interactúan, facilitando así una unión eficiente con 

el IGF. Este dominio también contiene una secuencia de localización nuclear (NLS, del 

inglés nuclear localization signal) que facilita su transporte al núcleo. Además, presenta 

sitios de unión a transferrina, GAGs, heparina, un dominio de unión a metales y un sitio 

de unión a ALS, lo que le permite participar en la captación celular, el transporte nuclear 
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y la regulación de funciones celulares esenciales. En conjunto, el dominio C-terminal de 

IGFBP-3, además de compartir similitudes estructural con la tiroglobulina, juega un papel 

clave en la captación y localización de la proteína dentro de las células, facilitando sus 

diversas funciones de transporte y señalización intracelular. 

En resumen, IGFBP-3 tiene una estructura adaptada para realizar múltiples funciones 

celulares y moleculares, tanto dependientes de IGF como independientes. Esta proteína 

regula procesos fundamentales como la proliferación y diferenciación celular, esenciales 

para el crecimiento y desarrollo de tejidos y órganos, y puede influir en distintos contextos 

fisiológicos, incluyendo el desarrollo del cáncer. 

Figura 17. Representación de la estructura molecular de IGFBP-3. La molécula de IGFBP-3 

se compone de tres dominios estructurales diferenciados: el dominio N-terminal, que abarca los 

aminoácidos 1 a 87; el dominio intermedio, que se extiende de los aminoácidos 88 a 183; y el 

dominio C-terminal, que incluye los aminoácidos 184 a 264. Cada uno de estos dominios cumple 

una función biológica distinta. Figura adaptada de (208). 

4.3. Acciones de IGFBP-3 dependientes de IGF 

En sus funciones dependientes de IGF, IGFBP-3 desempeña un papel central en la 

regulación de los IGFs, modulando tanto su disponibilidad como su actividad biológica 

en el entorno extracelular. Es la proteína de unión a IGF más abundante en circulación, 

ligándose aproximadamente al 80% del IGF-I. Por ejemplo, en contextos específicos 

como la enfermedad de Alzheimer, un aumento en los niveles de IGFBP-3 se asocia con 

una reducción en la biodisponibilidad de IGF-I en el cerebro, contribuyendo así al 

deterioro cognitivo (209). En el sistema circulatorio, IGFBP-3 forma complejos ternarios 
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con los IGFs y con ALS, lo que estabiliza y prolonga la vida media de ambos. Estos 

complejos no solo facilitan el transporte de los IGFs en el organismo, sino que también 

controlan su acceso a los receptores de membrana, en particular a IGF-IR, modulando así 

su activación. Para ello, el complejo ternario se degrada por la acción de las MMPs o a 

través de la asociación de IGFBP-3 a los GAGs. 

Figura 18. Ilustración de las funciones de IGFBP-3 dependientes e independientes de IGF. 

a. IGFBP-3 forma un complejo ternario con IGF y subunidades lábiles al ácido (ALS), que puede 

disociarse por la acción de proteasas o a través de su interacción con glucosaminoglicanos 

(GAGs). b. IGFBP-3 interactúa de manera independiente de IGF con otros sistemas de factores 

de crecimiento, como TGF-β y EGF, así como con ligandos de integrinas. Estas interacciones 

activan múltiples vías de señalización intracelular, regulando procesos como la apoptosis, la 

diferenciación celular y la angiogénesis. Además, IGFBP-3 puede entrar en el citoplasma en 

forma citosólica, y su transporte al núcleo está mediado por importina-β. Una vez en el núcleo, 

IGFBP-3 modula la transcripción génica mediante su unión a receptores nucleares, como RXR y 

Nur77, contribuyendo así a efectos biológicos específicos. Figura adaptada de (208). 

Cuando IGF-I o IGF-II se unen a IGF-IR, este receptor de tirosina quinasa se 

autofosforila y activa las cascadas de señalización intracelular asociadas, como la vía 

PI3K/AKT/mTOR y la vía MAPK, que son fundamentales para el crecimiento, 

proliferación y supervivencia celular. La vía PI3K/AKT/mTOR regula funciones clave 

en el metabolismo celular y supervivencia celular, con mTOR desempeñando un rol 

central en la proliferación, el crecimiento celular y la síntesis de proteínas. Por otro lado, 
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la vía MAPK, que incluye una cascada de fosforilación que incluye RAF (del inglés, 

rapidly accelerated fibrosarcoma), MEK (del inglés, mitogen-activated protein kinase 

kinase) y ERK (del inglés, extracellular signal-regulated kinase), se asocia con la 

proliferación celular, la diferenciación y la respuesta al estrés. Además, ambas vías 

pueden interactuar y modularse mutuamente. Por ejemplo, la activación de AKT puede 

inhibir componentes de la vía MAPK y viceversa, en función del contexto celular y los 

estímulos presentes (Figura 18a).  

4.4. Acciones de IGFBP-3 independientes de IGF 

IGFBP-3 cumple diversas funciones independientes del eje IGF/IGF-1R, regulando 

procesos celulares clave sin depender de su unión a los IGFs (Figura 18b). Estas 

funciones abarcan interacciones directas con componentes de la ECM y proteínas de la 

membrana plasmática, lo cual contribuye a la proliferación, diferenciación y migración 

celular en escenarios distintos, como el desarrollo y el cáncer.  

A nivel subcelular, IGFBP-3 contiene dominios estructurales que le permiten ubicarse 

en el citoplasma y translocarse al núcleo. En el citoplasma, se ha descrito que IGFBP-3 

puede interactuar con proteínas intracelulares y modular diversas vías de señalización que 

afectan a la proliferación, diferenciación celular, crecimiento y angiogénesis. Además, 

IGFBP-3 es capaz de entrar al núcleo, transportado por importina-β, donde se une a 

receptores nucleares como RXR (del inglés, retinoid x receptor) y Nur77, regulando la 

expresión de genes específicos.  

Los mecanismos detrás de estas funciones siguen siendo objeto de investigación, pues 

pueden ser diferentes dependiendo del contexto celular; sin embargo, las evidencias 

actuales sugieren que IGFBP-3 puede interactuar con distintas proteínas de señalización 

en la membrana celular, en el citoplasma y en el núcleo, adaptándose a las necesidades 

del entorno (Figura 19). En el siguiente subapartado, hablaremos de la interacción de 

IGFBP-3 con la señal de traducción de la vía del TGF-β/Smad, relevante para el tema de 

esta tesis.  
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Figura 19. Diagrama de las interacciones de IGFBP-3. Se muestran las proteínas que 

interactúan con IGFBP-3, agrupadas en función de la localización extracelular, de membrana 

plasmática e intracelular. Figura adaptada de (210). 

4.4.1. Interacción de IGFBP-3 con la vía de señalización TGF-β/Smad 

IGFBP-3 interactúa con la vía de señalización TGF-β, desempeñando un papel clave 

en la regulación de la proliferación celular, apoptosis y otros procesos de diferenciación 

celular. Este mecanismo se inicia cuando TGF-β se une a su receptor tipo II (TGF-βRII, 

del inglés TGF-β receptor II), que luego recluta y fosforila al receptor tipo I (TGF-βRI 

del inglés TGF-β receptor I), activando así una cascada de señalización. Este complejo 

activa los factores de transcripción SMAD2 y SMAD3, que al fosforilarse se asocian con 

SMAD4 y se translocan al núcleo para regular la transcripción génica. En células de 

cáncer de mama T47D, que carecen de TGF-βRII y, por lo tanto, son insensibles a TGF-

β, la sobreexpresión de IGFBP-3 detiene la progresión de la fase G1 a la fase S del ciclo 

celular, disminuyendo la proliferación. Sin embargo, IGFBP-3 exógeno no logra inhibir 

el crecimiento de estas células sin TGF-βRII, lo que sugiere que la señalización de TGF-

β es crítica para este efecto. Al restaurar TGF-βRII en estas células, se recupera la 

capacidad de IGFBP-3 para inhibir el crecimiento, destacando la importancia de la 

colaboración entre IGFBP-3 y la señalización de TGF-β en la regulación celular. 

Curiosamente, en contraste con su efecto en la vía de TGF-β, IGFBP-3 también ha 

demostrado inhibir la fosforilación de Smad inducida por BMP2 (del inglés bone 

morphogenetic protein 2) en embriones de pez cebra (211). Las BMPs son una serie de 
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factores de señalización miembros de la superfamilia TGF-β que activan la vía de Smad. 

En estudios realizados con células estromales del endometrio humano, se ha demostrado 

que la expresión de IGFBP-3 es inducida indirectamente por BMP2 a través de ID1 (del 

inglés inhibitor of DNA binding 1), lo que permite a IGFBP-3 facilitar la migración celular 

y contribuir a la remodelación endometrial (212). Esta capacidad de IGFBP-3 para 

modular múltiples vías de señalización, dependiendo del receptor y del entorno celular, 

subraya su versatilidad en la regulación de procesos celulares, incluidos su papel en el 

desarrollo y progresión del cáncer. 

 4.5. El papel de IGFBP-3 en el desarrollo embrionario  

IGFBP-3 desempeña diversas funciones biológicas dependiendo del entorno celular y 

los contextos fisiológicos en los que se encuentre. Entre estas funciones, destaca su papel 

fundamental en el desarrollo embrionario. 

Se ha descrito que IGFBP-3 participa en la regulación y el transporte de los IGF 

durante el desarrollo embrionario temprano en el humano. En este contexto, se ha 

observado que los niveles de IGFBP-3 son significativamente más altos en el líquido 

extraembrionario coelómico y en el suero materno en comparación con el líquido 

amniótico. Aunque los niveles de IGFBP-3 no cambian significativamente con la edad 

gestacional en el líquido extraembrionario coelómico y el suero materno, se ha 

identificado la presencia de una proteasa específica de IGFBP-3 en estos fluidos. Esta 

proteasa modula la actividad de IGFBP-3 mediante su proteólisis, lo que reduce la 

afinidad de IGFBP-3 por los IGFs. Este procesamiento influiría en la disponibilidad y la 

función de los IGFs, afectando así la regulación de las células durante el embarazo y, en 

última instancia, contribuyendo al desarrollo embrionario (213). 

En el contexto de la maduración del oocito y del desarrollo temprano del embrión 

humano. Se ha observado que los niveles elevados de IGFBP-3 en el fluido folicular en 

el momento en el que se extrae el oocito para su fecundación in vitro, están 

significativamente relacionados con una mejor calidad del embrión a las 48 horas post-

fertilización, lo que sugiere que IGFBP-3 tiene un papel positivo en la maduración del 

oocito y en el desarrollo temprano del embrión hasta el segundo día. Junto con IGFBP-4, 

los altos niveles de IGFBP-3 en el fluido folicular, se correlacionaron con una mayor tasa 

de fertilización exitosa y un mejor desarrollo embrionario temprano (214). 



INTRODUCCIÓN 

Página | 72  
 

Asimismo, también se conoce que IGFBP-3 está regulado negativamente por el factor 

de transcripción CDX2 (del inglés, caudal type homeobox 2), el cual se une al promotor 

del gen IGFBP3 y reprime su transcripción, expresión y secreción (215). CDX2, conocido 

por su rol en la diferenciación de trofoblastos, podría ser calve en la producción y 

funciones biológicas de IGFBP-3 en la placenta. El único miembro de la familia de 

IGFBPs producido por los trofoblastos es el IGFBP-3, que también secretan una proteasa 

de IGFBP-3, lo que sugiere una regulación adicional de su actividad. En conjunto, CDX2 

podría desempeñar un papel crucial en la modulación de IGFBP-3 durante la 

diferenciación trofoblástica (216). 

En otras especies, IGFBP-3 regula la proliferación y la diferenciación de las células 

embrionarias, concretamente en las células miogénicas embrionarias porcinas. Se ha 

descrito que, cuando estas células son tratadas con TGF-β1, IGFBP-3 actúa de forma 

independiente a los IGFs y se transloca al núcleo, provocando la inhibición de la 

proliferación celular. Además, cuando las células reciben señales de IGF-I para 

diferenciarse, IGFBP-3 modula esta señalización, inhibiendo la diferenciación de las 

células miogénicas (217).  

4.6. El papel de IGFBP-3 en la diferenciación celular 

Además de su función en el transporte y regulación de IGFs, IGFBP-3 está 

implicado en la regulación de la diferenciación celular en diversos tejidos, como en los 

adipocitos y las células endoteliales. En las células preadipocíticas 3T3-L1, el IGFBP-3 

exógeno juega un papel inhibidor en la adipogénesis, un proceso en el que los 

preadipocitos se diferencian en adipocito maduros. Este efecto inhibidor se logra a través 

de la activación de la vía SMAD2/3 medida por TGF-β, lo que limita la diferenciación de 

las células hacia el fenotipo adipocítico. A pesar de que el IGFBP-3 exógeno no muestra 

un efecto adicional cuando se combina con TGF-β1, ambos parecen actuar en la misma 

vía de señalización, inhibiendo la expresión de marcadores adipogénicos como 

adiponectina y resistina. Por otro lado, el IGFBP-3 endógeno, que es la forma natural de 

IGFBP-3 en las células, tiene un rol regulador en la respuesta de la células a TGF-β. 

Cuando el IGFBP-3 endógeno es reducido, se observa que el efecto inhibitorio de TGF-

β1 sobre la adipogénesis es parcialmente revertido. Esto sugiere que el IGFBP-3 

endógeno modula la sensibilidad de las células a los efectos inhibitorios de TGF-β, 

facilitando la diferenciación adipogénica bajo condiciones específicas. En conjunto, el 
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IGFBP-3 exógeno inhibe la adipogénesis al activar la vía de señalización SMAD2/3 de 

TGF-β, mientras que el IGFBP-3 endógeno parece regular la sensibilidad de las células a 

esta señalización, permitiendo la diferenciación adipogénica bajo ciertas condiciones 

(218). 

En otro contexto celular, IGFBP-3 también juega un papel crucial en la 

diferenciación, concretamente en el de células precursoras endoteliales CD34+ (del inglés, 

cluster of differentiation 34), que son responsables de la formación de vasos sanguíneos. 

Cuando las células precursoras endoteliales son expuestas a IGFBP-3, se produce una 

rápida diferenciación hacia células endoteliales, un aumento de la migración celular y la 

formación de tubos capilares, lo que indica que IGFBP-3 no solo regula la diferenciación 

celular, sino que también favorece la angiogénesis (219). 

4.7. El papel de IGFBP-3 en el cáncer 

El efecto de IGFBP-3 en el cáncer es un tema de gran relevancia y complejidad, ya 

que desempeña un doble papel: en algunos tipos de cáncer actúa como inhibidor tumoral, 

mientras que en otros funciona como promotor del tumor. Este comportamiento también 

varía según se trate de IGFBP-3 en su forma endógena o exógena. En ciertos cánceres, 

como de vejiga, mama y próstata, IGFBP-3 tiene un efecto antitumoral, induciendo 

apoptosis e inhibiendo el crecimiento celular (220, 221). Sin embargo, en otros tipos de 

cáncer, como el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y el glioblastoma, su 

sobreexpresión está asociada con peores pronósticos, lo que sugiere que IGFBP-3 puede 

promover el crecimiento tumoral en ciertos contextos (222).  

En el glioblastoma, se encontró que la estimulación de EGFRvIII (del inglés, EGFR 

variant III) inducida por TGF-β provoca un aumento en la expresión de IGFBP-3 a través 

de las vías de señalización de Smad, ERK y AKT. IGFBP-3, al estar elevado, contribuye 

a reforzar la actividad de TGF-β y EGFRvIII, promoviendo el comportamiento maligno 

característico de este tipo de células tumorales. La inhibición de IGFBP-3, por otro lado, 

reduce la activación de estas vías de señalización y, con ello, disminuye la agresividad 

del tumor. Estos resultados sugieren la existencia de un bucle de retroalimentación 

positivo en el que IGFBP-3 refuerza los efectos de TGF-β y EGFRvIII, impulsando aún 

más la progresión tumoral en el glioblastoma (223). 
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Además, IGFBP-3 juega un papel crucial en la metástasis. Por ejemplo, su expresión 

elevada puede facilitar la metástasis cerebral en el adenocarcinoma pulmonar, un proceso 

clave en la invasión y diseminación de las células tumorales (224). Los mecanismos que 

subyacen a estos efectos duales incluyen tanto vías dependientes de IGF como vías 

independientes de IGF, que activan cascadas de señalización que regulan el crecimiento 

celular, la supervivencia y la metástasis. 

Por tanto, el potencial de IGFBP-3 en la oncología clínica es significativo, ya que 

podría actuar como un marcador pronóstico, ayudando a evaluar la agresividad de los 

tumores y guiando las decisiones terapéuticas. Por otro lado, aunque su regulación 

terapéutica aún está en estudio, la modulación de su expresión o actividad podría inhibir 

el crecimiento tumoral y desarrollar nuevas estrategias de tratamiento. 
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5. Los microARNs 

5.1. Clasificación de los ARNs no codificantes 

Antes de la finalización del Proyecto Genoma Humano en 2003, se asumía que la 

complejidad del ser humano como organismo estaba directamente relacionada con el 

número de genes que codificaban proteínas. Sin embargo, esta idea fue descartada tras el 

análisis completo del genoma humano, que reveló que los humanos poseen entre 20.000 

y 25.000 genes, una cifra similar a la de organismos más simples, como el gusano redondo 

Caenorhabditis elegans, que cuenta con cerca de 20.000 genes (225, 226). Solamente 

entre el 1.5% y el 2% del genoma humano corresponde a genes codificadores de 

proteínas, por lo que se asumió que el resto del genoma carecía de función, siendo 

catalogado como “ADN basura”. Sin embargo, investigaciones posteriores como el 

proyecto ENCODE, demostraron que al menos el 80% del genoma humano es 

biológicamente activo y se transcribe en ARN (ácido ribonucleico) (227). La mayoría de 

estos transcritos de ARN no están destinados a la formación de una proteína funcional, y 

se clasifican como ARN no codificantes (ncARNs).  

Los ncARNs son fundamentales en la regulación de diversos procesos celulares, como 

la transcripción, el empalme, la estabilidad y la traducción del ARN mensajero (ARNm). 

Además, su papel se extiende más allá de las funciones normales de la célula, ya que 

también están involucrados en la regulación de condiciones patológicas como el cáncer, 

los trastornos neurodegenerativos y las enfermedades metabólicas (228). Los ncARNs se 

clasifican en distintas categorías en función de su longitud, biogénesis, orientación 

(sentido o antisentido) y funciones biológicas (229, 230). Dentro de esta clasificación, 

destacan dos grupos principales: los ncARNs largos (lncARNs), y los ncARNs pequeños.  

Los lncARNs incluyen moléculas con más de 200 nucleótidos de longitud y cumplen 

sus funciones directamente, sin requerir de un procesamiento previo. Participan en la 

regulación de la expresión génica a través de diversos mecanismos, como la modulación 

de la estructura de la cromatina, la regulación de la transcripción y el control del 

procesamiento del ARN (231). Entre ellos, destacan los lncARNs intergénicos 

(lincARNs) y los ARNs circulares (circARNs). 
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 Por otra parte, los ncARNs pequeños tienen una longitud de aproximadamente 20-30 

nucleótidos y derivan de precursores más largos (229). En este grupo se incluyen los 

microARNs (miARNs), que regulan la expresión génica uniéndose de manera 

complementaria al ARNm y promoviendo su degradación o inhibiendo su traducción 

(232); los ARN pequeños de interferencia (siARNs), involucrados en el silenciamiento 

génico, dirigen la degradación específica de ARNm mediante mecanismos de 

interferencia de ARN (233); y los ARNs interactuantes con PIWI (piARNs), los cuales 

regulan la actividad de los elementos transponibles y tienen un papel crucial en la 

protección del genoma germinal (234). 

Además, los ARN ribosomales (ARNr) y otros ncARNs de "mantenimiento" 

desempeñan funciones estructurales y catalíticas fundamentales. Los ARNr forman parte 

esencial del ribosoma y están implicados en la síntesis de proteínas (235), mientras que 

otros ARN pequeños, como los ARN nucleolares pequeños (snoARNs), participan en la 

modificación química y el procesamiento de otros ARN (236). 

5.2. Función y biogénesis de los microARNs 

Los miARNs son moléculas de ncARNs de entre 22 a 24 nucleótidos de longitud, que 

se encuentran en todas las células eucariotas y están altamente conservadas. Su función 

principal es la regulación postranscripcional de la expresión génica (237). Para ello, los 

miARNs se unen a secuencias complementarias en los ARNm objetivo, denominadas 

elementos de respuesta a miARN (MREs, del inglés microRNA response elements), lo 

que provoca la inhibición de la traducción o la degradación del ARNm (238). 

El origen de los miARNs comienza a partir de transcritos primarios, los pri-miARNs, 

que pueden contener la información para la síntesis de una sola proteína 

(monocistrónicos) o de múltiples proteínas (policistrónicos). Estos transcritos pueden ser 

codificados tanto por intrones de genes codificantes como no codificantes, o incluso por 

algunas regiones exónicas (239). Los pri-miARNs son transcritos por la ARN polimerasa 

II, lo que implica que contienen una caperuza m7G en su extremo 5′ y una cola poli(A) 

en su región no traducida 3′, diferenciándolos de otros tipos de ncARNs (240). En el 

núcleo, el pri-miARN es procesado por la RNasa III Drosha, en un complejo con la 

proteína DGCR8, la cual actúa como una guía para el corte. El producto resultante es un 

precursor de miARN en forma de horquilla (pre-miARN), que tiene aproximadamente 65 
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nucleótidos de longitud. Este pre-miARN es exportado al citoplasma mediante la proteína 

Exportina-5 dependiente de GTP (241). 

Una vez en el citoplasma, el pre-miARN es procesado por la RNasa III DICER, que 

corta la horquilla para generar un miARN de cadena doble. DICER, junto con la proteína 

TRBP, forma un complejo que incorpora el miARN de cadena sencilla al complejo de 

silenciamiento inducido por ARN (RISC, del inglés RNA-induced silencing complex), 

que incluye la proteína Argonauta 2 (Ago2). Este complejo RISC facilita el 

reconocimiento y la unión del miARN maduro a los sitios de respuesta en los ARNm 

objetivo (242). El reconocimiento específico del objetivo se basa en la "secuencia 

semilla", una región conservada en el miARN que se empareja con la región no traducida 

3′ del ARNm objetivo, particularmente entre los nucleótidos 2-7 (243). Esta interacción 

miARN/ARNm impide la traducción del ARNm y puede inducir su degradación (Figura 

20). 

Figura 20. Ilustración de la biogénesis de los microARNs (miARNs). El procesamiento de los 

miARNs comienza con la transcripción del pri-miARN en el núcleo, seguido de su procesamiento 

por el complejo Drosha-DGCR8 para generar el pre-miARN. Este precursor es exportado al 

citoplasma mediante la Exportina-5, en donde DICER lo corta para formar un dúplex de ARN. 

Finalmente, la hebra guía se incorpora al complejo RISC, permitiendo la regulación de la 

expresión génica mediante el silenciamiento de ARNm específicos (244). Figura creada con 

BioRender.com.  
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5.3. El papel de los microARNs en el desarrollo pulmonar embrionario 

y en el cáncer de pulmón 

Los miARNs desempeñan un papel crucial tanto en el desarrollo embrionario del 

pulmón como en la patogénesis de enfermedades pulmonares, incluido el cáncer. Estas 

pequeñas moléculas reguladoras afectan a cientos de genes objetivo, lo que les otorga una 

capacidad única para influir en numerosas vías celulares, como aquellas relacionadas con 

procesos de desarrollo, regulación de células madre y oncogénesis. 

Durante el desarrollo pulmonar, los miARNs interactúan con diversas vías de 

señalización para regular procesos clave como la proliferación y la diferenciación celular. 

Sin embargo, la mayoría de los estudios de perfiles de expresión de miARNs se han 

realizado en pulmones de ratón o rata, mientras que los estudios en muestras embrionarias 

humanas son limitados (245). Como se explicó al comienzo de la introducción, en la etapa 

pseudoglandular del desarrollo pulmonar humano predominan células progenitoras 

epiteliales no diferenciadas. En esta etapa, la señalización paracrina entre el mesénquima 

y el epitelio no diferenciado activa la morfogénesis de la ramificación pulmonar. Estudios 

han demostrado que, durante este periodo en humanos, los miembros del clúster miR-17–

92 se encuentran altamente expresados, por lo que participarían promoviendo la 

proliferación celular e inhibiendo la diferenciación, al igual que ocurre en modelos 

murinos. Por otro lado, los miARNs de la familia let-7 se encuentran subexpresados, lo 

que podría evitar la supresión de genes asociados con la proliferación, facilitando así este 

proceso (234).  

Así como los miARNs desempeñan un papel esencial durante el desarrollo 

embrionario, también son fundamentales en la carcinogénesis. En el contexto del cáncer, 

las alteraciones en la expresión de los miARNs pueden tener efectos significativos: 

algunos pueden promover el crecimiento tumoral actuando como protooncogenes, 

mientras que otros, cuando sus niveles son reducidos, pueden funcionar como supresores 

tumorales (246). Diversos estudios han demostrado que la expresión anómala de los 

miARNs es esencial en todas las etapas de la enfermedad, desde su inicio hasta la 

progresión, metástasis y resistencia a tratamientos (238, 247). Además, se ha comprobado 

que los miARNs poseen un gran potencial como biomarcadores para el diagnóstico 

temprano del cáncer de pulmón y para predecir la recaída de la enfermedad, como es el 

caso del miR-34a.  
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El miR-34a pertenece a la familia de miARNs miR-34, que forma parte de la red de 

p53, y cuya expresión es inducida directamente por p53 en respuesta a daños en el ADN 

o estrés oncogénico (248). En un estudio realizado con pacientes de CPCNP sometidos a 

resección quirúrgica sin tratamiento posterior hasta la recaída, se observó que los niveles 

bajos de miR-34a en el tejido tumoral se correlacionaban con una alta probabilidad de 

recaída. Asimismo, se encontró que la metilación del promotor del gen MIRN34A se 

asociaba con una disminución en la expresión de miR-34a. Los pacientes con mutaciones 

en TP53 y niveles bajos de miR-34a presentaban la mayor probabilidad de recaída, por 

lo que miR-34a se podría utilizar como un marcador independiente para la predicción de 

recaídas en estos pacientes (249).  

Además, el miR-34a desempaña un papel crucial como regulador negativo en las 

CSCs, particularmente en el CPCNP. En estudios recientes, se ha encontrado que el miR-

34a muestra niveles de expresión reducidos en células de CPCNP, y su alteración 

contribuye a la tumorogénesis. En investigaciones realizadas con tres líneas celulares de 

CPCNP (A549, H460 y H1299), la transfección de miR-34a redujo la formación de 

clones, la expansión clonogénica y la regeneración tumoral en modelos in vivo. 

Asimismo, en células H460 purificadas con alta expresión de CD44 (un marcador 

característico de células madre), al sobreexpresar miR-34a mediante un vector lentiviral 

se inhibió el crecimiento tumoral. Por el contrario, la supresión de miR-34a mediante 

oligonucleótidos antisentido (ASOs, del inglés antisense oligonucleotides) en células con 

baja expresión de CD44 (del inglés, cluster of differentiation 44) promovió el desarrollo 

tumoral (250). Estos resultados refuerzan la potencial utilidad del miR-34a como una 

posible terapia dirigida para el tratamiento del CPCNP, al ofrecer una nueva estrategia 

para combatir la tumorogénesis y la recurrencia en este cáncer. 
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HIPÓTESIS 

La hipótesis de la presente tesis se basa en las siguientes premisas: 

1. Durante la etapa pseudoglandular del desarrollo embrionario del pulmón, se 

producen importantes cambios tanto morfológicos e histológicos como 

moleculares, los cuales están asociados a la ramificación del árbol bronquial y al 

crecimiento y maduración del mesénquima acompañante. 
 

2. Podemos diferenciar una etapa pseudoglandular temprana (semana 8), en la que 

se forman yemas bronquiales primitivas compuestas por túbulos simples 

revestidos por una gruesa capa de epitelio y rodeados por un mesénquima laxo. 

Estas yemas bronquiales experimentan una ramificación progresiva, lo que da 

lugar a generaciones cada vez mayores de vías respiratorias, caracterizadas 

inicialmente por un epitelio pseudoestratificado que, en la etapa pseudoglandular 

tardía (semana 12), queda revestido por un epitelio respiratorio columnar simple. 

Posteriormente, las células epiteliales se diferenciarán en células ciliadas, 

caliciformes y basales, rodeadas de un mesénquima con una red capilar simple. 
 

3. Los cambios moleculares de expresión génica y de ARNs no codificantes han sido 

poco estudiados en muestras embrionarias humanas, y no se conocen con certeza 

las implicaciones funcionales de su desregulación en humanos. 
 

4. Durante el desarrollo tumoral, se han identificado con frecuencia vías moleculares 

desreguladas que son relevantes para el desarrollo embrionario del mismo órgano. 
 

5. Los organoides pulmonares son modelos tridimensionales que replican las 

características histológicas, funcionales y estructurales del tejido pulmonar. 

 

Hipótesis: El estudio de los perfiles de expresión génica y de microARNs que regulan 

el desarrollo pulmonar humano puede permitir la identificación de nuevas vías 

moleculares relevantes, útiles para una mejor comprensión de la embriología humana, las 

enfermedades pulmonares y el cáncer de pulmón. El uso de organoides de pulmones 

embrionarios humanos permitirá verificar la relevancia funcional de los genes 

identificados, mientras que el desarrollo de modelos de organoides derivados de pacientes 

con cáncer de pulmón facilitará la validación de la importancia de las vías identificadas 

en el proceso de tumorogénesis.
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OBJETIVOS 

Basándonos en la hipótesis anteriormente planteada, establecemos los siguiente objetivos 

generales y específicos:  

1. Objetivos generales: 

1. Caracterizar los perfiles moleculares, génicos y de microARNs relevantes del 

desarrollo pulmonar humano durante la etapa pseudoglandular.  

2. Desarrollar modelos de organoides de pulmones embrionarios humanos y de 

pacientes con cáncer de pulmón para el estudio de la relevancia funcional de 

los genes identificados. 

2. Objetivos específicos: 

1. Analizar los perfiles de expresión génica mediante arrays de expresión para 

identificar genes diferencialmente expresados entre la etapa pseudoglandular 

temprana y tardía. 

2. Evaluar las interacciones entre los genes identificados y determinar las vías 

moleculares que intervienen en el proceso de diferenciación pulmonar. 

3. Analizar los perfiles de expresión de microARNs diferencialmente expresados 

entre la etapa pseudoglandular temprana y tardía. 

4. Identificar las posibles interacciones entre genes y microARNs identificados. 

5. Establecer organoides de pulmones embrionarios humanos y determinar sus 

condiciones de cultivo óptimas.  

6. Realizar estudios funcionales en organoides de pulmonares embrionarios 

humanos para validar la relevancia funcional de los genes/microARNs 

identificados. 

7. Desarrollar organoides derivados de pacientes con cáncer de pulmón y evaluar 

sus condiciones de cultivo óptimas para facilitar la potencial translación de los 

resultados obtenidos en el análisis de la embriogénesis al estudio del cáncer de 

pulmón. 

8. Proponer recomendaciones para la selección del medio de cultivo, según los 

objetivos de estudio, en investigaciones sobre enfermedades pulmonares y 

aplicaciones en medicina personalizada.  
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1. Primer artículo: 

“Discovering genes and microRNAs involved in human lung 

development unveils IGFBP3/miR-34a dynamics and their 

relevance for alveolar differentiation” 

Resumen 

Introducción. La etapa pseudoglandular del desarrollo pulmonar humano se 

caracteriza por la presencia de túbulos simples revestidos por epitelio y rodeados por 

mesénquima, los cuales se ramifican para formar las vías respiratorias. Este proceso es 

impulsado por las interacciones dinámicas entre el epitelio y el mesénquima. Aunque los 

mecanismos moleculares subyacentes han sido caracterizados en modelos animales, los 

mecanismos moleculares específicos en humanos aún no se comprenden completamente. 

Metodología. Se realizó un análisis del perfil de expresión génica y de miARNs en 

pulmones embrionarios humanos de 7 a 12 pcw. La localización de las proteínas 

correspondientes a los genes seleccionados se examinó mediante técnicas de 

inmunofluorescencia en cortes de tejido pulmonar embrionario. Mediante análisis 

bioinformáticos, se identificaron varias interacciones relevantes entre mARNs y 

miARNs, y su expresión fue evaluada en células epiteliales y mesenquimales purificadas, 

así como en estructuras específicas del árbol bronquial en desarrollo, como las tips y las 

stalks. Además, se llevaron a cabo experimentos de silenciamiento génico en células 

mesenquimales pulmonares y en organoides desarrollados a partir de tips de pulmones 

embrionarios humanos, complementados con ensayos de diferenciación de organoides. 

La expresión de los marcadores de pluripotencia y de diferenciación celular (en concreto, 

de las AT2 y AT1) se analizó mediante qRT-PCR (del inglés, quantitative real-time 

polymerase chain reaction). Paralelamente, se estudiaron las proteínas fosforiladas de la 

vía TGF-β utilizando arrays proteicos de membrana. Finalmente, los explantes 

pulmonares se cultivaron en condiciones de interfaz aire-líquido con y sin la adición de 

péptidos recombinantes. 

Resultados: Se identificaron 88 genes diferencialmente expresados (DEG, del inglés, 

differentially expressed genes) durante la etapa pseudoglandular, destacando IGFBP3, 
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cuya expresión disminuyó de manera significativa a lo largo de las semanas analizadas. 

La expresión proteica de IGFBP-3 se localizó principalmente en el epitelio pulmonar, 

mientras que su ausencia en el mesénquima sugería una regulación postranscripcional. El 

análisis de miARNs identificó a miR-34a como un regulador potencial de IGFBP3. El 

silenciamiento de miR-34a en células mesenquimales resultó en un aumento de los 

niveles de IGFBP-3, confirmando su función como regulador negativo. Además, la 

reducción de IGFBP3 fue esencial para favorecer la diferenciación alveolar, lo que se 

evidenció por un aumento en la expresión de genes específicos de AT1 y AT2, como 

SFTPC y LAMP3 (del inglés, lysosomal associated membrane protein 3), acompañado 

con la inhibición de genes asociados a la pluripotencia, incluidos SOX2, OCT4 (del inglés, 

octamer-binding transcription factor 4) y NANOG. Este proceso de diferenciación estuvo 

controlado por la inhibición de la señalización de TGF-β, a través de la inhibición de p-

SMAD2, y por la activación de la vía BMP, representada por la activación de p-SMAD1. 

Conclusiones: El estudio demuestra que miR-34a regula la expresión de IGFBP3 en 

el epitelio pulmonar durante la etapa pseudoglandular. Esta regulación es crucial para la 

diferenciación alveolar, destacando la importancia de la dinámica IGFBP3/miR-34a en 

los procesos de desarrollo del epitelio pulmonar embrionario. 
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2. Segundo artículo: 

“Selection of the Most Suitable Culture Medium for Patient-

Derived Lung Cancer Organoids” 

Resumen 

Introducción. En las últimas décadas, un modelo in vitro que ha ganado relevancia 

para estudiar enfermedades pulmonares han sido los organoides de pulmón derivados de 

pacientes. A día de hoy no se han estandarizado las condiciones de establecimiento y 

cultivo de estos organoides tumorales y normales. En este sentido diferentes grupos 

utilizan diferentes medios de cultivo que generan variabilidad en las características de los 

organoides generados. En el presente trabajo, se decidió comparar 3 de los medios de 

cultivo descritos más utilizados en la generación de organoides pulmonares, con el fin de 

identificar las condiciones más adecuadas para su cultivo y que nos permitan realizar una 

mejor translación de los resultados obtenidos en el estudio embrionario al cáncer. 

Metodología. Se obtuvieron muestras de tejido tumoral y tejido normal emparejado 

de 71 pacientes diagnosticados con CPCNP en estadios tempranos, quienes fueron 

sometidos a resección quirúrgica. De las muestras de tejido tumoral se cultivaron LCOs, 

mientras que del tejido normal se generaron LNOs. Estos organoides se cultivaron en tres 

tipos de medios: un medio de cultivo permisivo (PCM, del inglés permissive culture 

medium), un medio de cultivo limitante (LCM, del inglés limiting culture medium) y un 

medio basal mínimo (MBM, del inglés minimum basal medium). Se evaluó la capacidad 

de estos medios para establecer cultivos de organoides, mantener la viabilidad celular, y 

promover características fenotípicas específicas. Para ello, se emplearon distintas 

metodologías, incluyendo análisis de imagen con Fiji de ImageJ, cuantificación de los 

niveles de ATP utilizando el reactivo CellTiter-Glo 3D, y estudios de 

inmunofluorescencia en cortes histológicos de organoides pulmonares. 

Resultados. El PCM fue el medio más eficaz para establecer nuevas líneas de 

organoides y permitió su expansión a largo plazo, haciéndolo adecuado para estudios 

prolongados. En contraste, el MBM, aunque menos eficiente en términos generales, fue 

el único que logró prevenir el crecimiento excesivo de LNOs en los cultivos de LCOs, lo 
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cual es crucial para conseguir cultivos puros. Por otro lado, el LCM presentó un 

desempeño intermedio. Además, se observó que el medio de cultivo influía en la 

diferenciación de los LNOs. Los organoides cultivados en PCM tendieron a formar 

broncoesferas, mientras que en LCM se observaron alveolosferas, aunque con un 

crecimiento excesivo de células mesenquimales. En los LCOs, las características 

morfológicas también variaron según el medio empleado. 

Conclusiones. La selección del el medio de cultivo tiene un impacto significativo en 

el desarrollo y diferenciación de los organoides pulmonares. Los resultados destacan la 

importancia de elegir las condiciones de cultivo adecuadas según los objetivos de estudio, 

especialmente en investigaciones sobre el cáncer de pulmón y aplicaciones en medicina 

personalizada. 
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DISCUSIÓN 

Durante la etapa pseudoglandular del desarrollo pulmonar humano, el pulmón está 

conformado por túbulos epiteliales en constante ramificación y rodeados por 

mesénquima. La interacción bidireccional entre el epitelio y el mesénquima es 

fundamental para la formación del árbol bronquial y la diferenciación celular, ya que 

define el patrón básico del sistema respiratorio (23). Este proceso se regula a través de 

una red de factores de crecimiento, vías de señalización y reguladores transcripcionales. 

Dada la importancia de estos mecanismos y la limitada información disponible en 

muestras humanas, la presente tesis se enfocó en analizar el perfil génico y de miARNs 

durante la etapa pseudoglandular del pulmón humano, con el objetivo de identificar 

reguladores moleculares involucrados en la ramificación y diferenciación celular.  

En primer lugar, se llevó a cabo un análisis de la expresión génica en muestras de 

pulmón humano, que incluyeron tejidos embrionarios de 8-9 y 12 pcw, así como tejidos 

adultos. El análisis jerárquico de agrupamiento reveló una clara separación entre los 

tejidos adultos y los embrionarios. Además, dentro de las muestras embrionarias, se 

identificaron dos grupos bien definidos: uno correspondiente a las etapas tempranas de la 

fase pseudoglandular (8-9 pcw) y otro a las etapas más tardías (12 pcw). Estas diferencias 

significativas en los perfiles transcripcionales fueron validadas mediante un análisis de 

componentes principales (PCA, del inglés principal component analysis), confirmando 

la presencia de cambios moleculares clave entre estos puntos del desarrollo pulmonar. 

Como resultado, se identificó una firma de ARNm compuesta por 88 DEG, de los cuales 

52 mostraron interacciones conocidas entre sí. Esto permitió agruparlos en dos redes 

principales conectadas a través de MYC, un factor de transcripción central. Los genes de 

la familia MYC, incluyendo C-MYC, N-MYC y L-MYC, son conocidos por su expresión 

en diversos tejidos durante el desarrollo embrionario y por regular la expresión de genes 

involucrados este proceso, como la proliferación, el crecimiento celular y el metabolismo 

(251). En estudios con ratones, se ha demostrado que N-MYC es fundamental para 

mantener las poblaciones de células progenitoras no diferenciadas en el pulmón en 

desarrollo. Este gen actúa como un regulador clave que interactúa con otros genes y 

permite la formación correcta de las estructuras ramificadas del árbol respiratorio durante 

la etapa pseudoglandular (252, 253). 
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Para obtener más información sobre las vías reguladas por estos genes y las funciones 

que desempeñan en la etapa pseudoglandular, se realizó un análisis de ontología génica 

(GO, del inglés gene ontology) que permitió agruparlos en diversas categorías. Los 

clústeres más enriquecidos y, por tanto, los de mayor relevancia biológica en este estadio 

del desarrollo pulmonar, fueron los relacionados con el transporte de iones y aniones (GO: 

0006811 y GO:0006820). Entre estos genes destacan aquellos que codifican proteínas de 

membrana celular, como ATP11A (del inglés, ATPase phospholipid transporting 11A), 

MLC1 (del inglés, megalencephalic Leukoencephalopathy with Subcortical Cysts 1) y 

ABCA10 (del inglés, ATP Binding Cassette Subfamily A Member 10). El transporte de 

iones y aniones es especialmente importante durante la etapa pseudoglandular, ya que en 

esta fase el epitelio de los bronquiolos terminales adopta una forma cúbica compuesta por 

células progenitoras distales. Estas células, que posteriormente darán lugar a los AT2, 

secretan el líquido pulmonar fetal, esencial para el desarrollo adecuado de las estructuras 

pulmonares y la preparación para la respiración postnatal (34). Para producir este líquido, 

es necesario mantener un control preciso de la presión osmótica y el volumen de líquidos, 

procesos en los que el transporte de iones y aniones juega un papel fundamental. Además, 

el transporte de iones y aniones también es crucial para la interacción epitelio-

mesénquima, ya que regula las vías de señalización dependientes de iones, como las de 

calcio, que son esenciales para la correcta comunicación entre ambos tejidos durante el 

desarrollo pulmonar (254). Otra categoría importante, y directamente vinculada con esta 

tesis, es la del desarrollo celular (GO:0048468). Este término incluye genes clave para el 

crecimiento y diferenciación de las células que conforman el tejido pulmonar durante la 

etapa pseudoglandular. Entre ellos, destaca ETV5 (del inglés ETS variant transcription 

factor 5), que en colaboración con SOX9, regula la diferenciación de las células 

progenitoras distales hacia los futuros AT2 (255), 

A continuación, se decidió analizar si existían grupos de genes con patrones de 

expresión común durante la transición de la semana 8 a la 12 y se consideró también la 

expresión en el adulto. El análisis bioinformático agrupó a los genes diferencialmente 

expresados en 4 patrones de expresión: 1) genes cuya expresión incrementaba de la 

semana 8 a la 12 pero descendía en el adulto (cluster 1); 2) genes cuya expresión se 

reducía de la semana 8 a la 12 y aún más en el adulto (cluster 2); 3) genes cuya expresión 

incrementaba de la semana 8 a la 12 y aún más en el adulto (cluster 3); y finalmente 

aquellos cuya expresión se reducía de la semana 8 a la 12, pero que en el adulto se 
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incrementaba de nuevo (cluster 4). De esta manera, se obtuvieron cuatro clústeres de 

genes con patrones distintivos de expresión, lo que reflejaba cambios clave en la 

regulación genética durante la transición de la etapa pseudoglandular del desarrollo 

embrionario a la maduración del pulmón. En cada clúster, se seleccionaron uno o dos 

genes en base en su relevancia biológica y su interacción potencial con la firma de 

miARNs identificados, que se discutirá más adelante. Entre estos genes, se encontraban 

ETV5 en el clúster 1, HAND2 (del inglés, heart and neural crest derivatives expressed 2) 

en el clúster 2, PRDM1 (de inglés, PR domain zinc finger protein 1) y CD44 (del inglés, 

cluster of differentiation 56) en el clúster 3, y R-SPONDIN 3 e IGFBP3 en el clúster 4. 

Para confirmar las tendencias de expresión observadas, se evaluaron los niveles de mARN 

de estos genes en un conjunto ampliado de muestras embrionarias, que incluyeron etapas 

desde las 7-8 pcw hasta las 12 pcw, abarcando puntos intermedios en las semanas 9, 10, 

11. Se observó un aumento de la expresión de ETV5 a lo largo de estas etapas del 

desarrollo, lo que coincide con su función previamente descrita como promotor de la 

diferenciación en la población de células de las áreas distales del pulmón (255). Por otra 

parte, la expresión de HAND2 disminuía durante la etapa pseudoglandular, lo que podría 

explicarse por su papel en la proliferación de las células mesenquimales. En el estadio 

pseudoglandular, el mesénquima está predominantemente en una fase proliferativa, en 

lugar de diferenciación, contribuyendo con células a la expansión del tejido (256). En 

cuanto a los genes PRDM1 y CD44, se observa el incremento de la expresión de ambos 

genes, lo cual podría deberse a que ambos tendrían un papel en la diferenciación de la 

población de células progenitoras distales. Se sabe que PRDM1 suprime la expresión de 

SOX2 en ESCs, promoviendo así la diferenciación hacia la línea germinal (257). En la 

etapa pseudoglandular del desarrollo pulmonar, donde SOX2 se pierde en las regiones 

distales del árbol bronquial, PRDM1 podría estar inhibiendo a SOX2 para favorecer la 

diferenciación celular en estas áreas. Por otro lado, CD44, que también se ha asociado 

con células epiteliales en las tips del árbol bronquial (258), podría desempeñar un papel 

en la regulación de la diferenciación de estas células epiteliales, contribuyendo al 

desarrollo adecuado del pulmón en esta fase. Por otro lado, la expresión de R-SPONDIN 

3 se redujo a lo largo de las semanas, lo que podría explicarse por su papel en la 

angiogénesis. Este proceso es crucial al inicio de la etapa pseudoglandular para la 

formación inicial del endotelio y la vasculatura pulmonar. A medida que estas estructuras 

se establecen, la necesidad de RSPO3 podría reducirse, permitiendo que otros factores 

tomen el control en la regulación del desarrollo vascular en fases posteriores (259). 
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Finalmente, se decidió enfocar la tesis en explorar la función de IGFBP3 en la etapa 

pseudoglandular, ya que este gen codifica una proteína soluble que se ha detectado en el 

líquido amniótico en estudios previos (260). Partiendo de esta información, se hipotetizó 

inicialmente que la proteína IGFBP-3 podría ser secretada por el epitelio al lumen, 

desempañando una función aún no descrita en la comunicación entre las regiones distales 

y proximales del árbol bronquial en desarrollo. 

Inicialmente, al observar que la expresión génica de IGFBP3 disminuía a medida que 

avanzaba la etapa pseudoglandular, se decidió analizar su expresión proteica mediante 

inmunofluorescencia en cortes histológicos de pulmón correspondientes a diferentes 

puntos de este estadio. Los resultados mostraron que la expresión proteica de IGFBP-3 

se localizaba en el epitelio pulmonar, pero, por el contrario, al analizar los niveles de 

ARNm en el epitelio y el mesénquima, se observó que su ARNm era igual de abundante 

en ambos compartimentos celulares, lo que indicaba que el ARNm no se traducía a 

proteína en el mesénquima. Esto podría deberse a la presencia de un mecanismo de 

regulación postranscripcional que regularía negativamente la traducción a proteína en el 

mesénquima de IGFBP-3. Simultáneamente con el análisis de ARNm, se realizó un perfil 

de miARNs que permitió identificar 10 miARNs diferencialmente expresados entre las 

etapas temprana y tardía de la fase pseudoglandular. Con estos datos, se analizaron los 

posibles miARNs reguladores de IGFBP3, identificando a miR-34a como un candidato 

relevante. Una vez identificado, se evaluó la expresión de miR-34a en las muestras de 

pulmones embrionarios de las distintas semanas de la etapa pseudoglandular. Los 

resultados mostraron un incremento progresivo en su expresión a lo largo de esta etapa, 

acompañado de una correlación negativa con la expresión de IGFBP3, la cual disminuía 

en el mismo periodo. Asimismo, se observó que miR-34a tenía una expresión 

significativamente mayor en células mesenquimales en comparación con las células 

epiteliales, y al silenciar miR-34a en células mesenquimales embrionarias, resultó en un 

aumento de la expresión de la proteína IGFBP-3. Todos estos datos indican que miR-34a 

estaría no solo regulando negativamente la expresión de IGFBP3 en el mesénquima, sino 

que también contribuye al control general de sus niveles a lo largo de la etapa 

pseudoglandular. 

Al analizar las vías KEGG (del inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

enriquecidas en la firma de miARNs, se identificó una relación directa entre la interacción 

de miR-34a con IGFBP3 y la “vía de señalización de p53”. Esta vía desempeña un papel 
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central en la regulación del ciclo celular, la reparación del ADN y la inducción de 

apoptosis, procesos esenciales para preservar la homeostasis celular y prevenir anomalías 

durante el desarrollo. En la introducción de la presente tesis, se describió que miR-34a es 

regulado directamente por p53 a nivel transcripcional, colaborando en la inducción de la 

apoptosis y senescencia celular. Estudios previos han señalado que niveles elevados de 

IGFBP3 favorecen la entrada de las células en un estado de senescencia, deteniendo el 

ciclo celular y contribuyendo a la morfogénesis durante el desarrollo embrionario (261). 

En el contexto del estadio pseudoglandular del pulmón, la disminución de miR-34a y el 

incremento de IGFBP-3 en el epitelio podría reflejar un mecanismo por el cual IGFBP-3 

promueve el mantenimiento de las células madre en un estado no diferenciado. Esto 

resultaría crucial para asegurar una proliferación controlada y evitar la diferenciación 

prematura, permitiendo así una expansión ordenada de las poblaciones celulares 

necesarias para la formación del tejido pulmonar. En base a esta reflexión, se decidió 

evaluar los niveles de expresión de IGFBP3 en las tips del árbol bronquial en desarrollo, 

las cuales, como se explicó en la introducción, están enriquecidas en células progenitoras 

multipotentes. Tal como se había hipotetizado, las tips mostraron una mayor expresión 

de IGFBP3 en comparación con las estructuras proximales. Por tanto, se decidió emplear 

un modelo in vitro caracterizado por generarse a partir de estas células progenitoras 

multipotentes, los organoides embrionarios derivados de tips pulmonares. En los 

organoides en un estado indiferenciado, los niveles proteicos de IGFBP-3 eran elevados; 

sin embargo, al inducir su diferenciación hacia estructuras bronquiales, IGFBP-3 

disminuía drásticamente. Estos datos explican por qué la expresión de IGFBP3 se reduce 

a lo largo de la etapa pseudoglandular, ya que al inicio del estadio existe una población 

de células progenitoras multipotentes que progresivamente se diferenciarán hacia células 

epiteliales especializadas, e IGFBP3 parecería estar asociado principalmente con las 

células indiferenciadas. Analizando datos de sc-RNAseq in silico de organoides 

derivados de tips pulmonares diferenciados hacia organoides alveolares (258), pudimos 

corroborar esta pérdida de expresión al producirse el proceso de diferenciación alveolar  

En los organoides no diferenciados, la expresión de IGFBP3 era alta y localizada en las 

poblaciones celulares de las tips, pero después de la diferenciación hacia el linaje alveolar, 

los niveles de IGFBP3 disminuían considerablemente y solo quedaban restringidos en 

una pequeña población de células no diferenciadas.  



DISCUSIÓN 

Página | 134 

 

El siguiente paso, por tanto, fue averiguar cuál es el papel que desempeña el IGFBP-3 

en las células progenitoras. Para ello, se inhibió la expresión de IGFBP-3 con un siARN 

en los organoides embrionarios derivados de tips pulmonares, provocando la 

diferenciación en 48 horas de estructuras organoideas parecidas a las alveolosferas. Este 

silenciamiento de IGFBP3 provocó la disminución significativa en la expresión de genes 

característicos de células madre, SOX2, OCT4, KLF4 (del inglés, kruppel-like factor 4), 

NANOG y ALDH1A3 (del inglés, aldehyde dehydrogenase 1 family member A3). Se ha 

descrito que IGFBP-3 está involucrado en la regulación de diversos procesos biológicos. 

De forma dependiente de IGFs, se ha establecido que IGFBP-3 soluble regula la 

proliferación de células progenitoras neurales y de células madre de colon a través de su 

interacción con IGF-I. Sin embargo, cuando IGFBP-3 actúa de forma independiente de 

IGFs, su expresión influye en la diferenciación de estas células, en el caso del colon 

mediante su receptor TMEM 219 (262, 263). En esta tesis, mediante un modelo de 

explante pulmonar embrionario cultivado con péptido IGFBP-3, se confirmó el papel 

soluble de esta proteína en el mantenimiento de un fenotipo menos diferenciado. Los 

explantes pulmonares tratados con altas concentraciones de IGFBP-3 exhibieron un 

epitelio pseudoestratificado, característico de las etapas iniciales de la fase 

pseudoglandular. En contraste, los explantes control desarrollaron un epitelio cúbico, 

propio de una etapa más avanzada de este estadio (28). Aunque estos hallazgos respaldan 

que IGFBP-3 soluble desempeña un papel crucial en la preservación de la potencialidad 

de las células progenitoras pulmonares, deben ser considerados con cautela ya que por la 

dificultad en la obtención de muestras embrionarias humanas solo pudimos realizar una 

réplica de este experimento.  

Es importante destacar que las funciones de IGFBP3 pueden variar según el contexto 

celular en el que actúe. Por ejemplo, en el osteosarcoma, se ha observado que su 

localización intracelular es crucial para determinar su efecto funcional. Cuando IGFBP-

3 se encuentra en el núcleo celular, está asociado con un fenotipo más diferenciado, lo 

que implica que las células adquieren características especializadas. En contraste, su 

presencia en el citoplasma se relaciona con la desdiferenciación, un proceso por el cual 

las células pierden sus propiedades especializadas y adoptan un estado más multipotente 

o menos diferenciado (264). De manera consistente con estas investigaciones, en los 

experimentos realizados en la presente tesis, se observó que las células epiteliales 

pulmonares de embriones y los organoides embrionarios derivados de las tips, la 
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expresión proteica de IGFBP-3 se localizaba predominantemente en el citoplasma. Esto 

sugiere que su localización citoplasmática en estas células pulmonares podría estar 

asociada con un estado menos especializado y más multipotente.  

Al identificar indicios de pérdida de multipotencia, evidenciados por la disminución 

de marcadores característicos de células madre en los organoides transfectados con 

siARN IGFBP3, y también al observar que estos organoides presentaban características 

fenotípicas similares a las alveolosferas (organoides compuestos por células AT2 y AT1), 

se decidió analizar la expresión de genes específicos asociados a estos tipos de células. 

Los resultados mostraron un aumento en los niveles de expresión de todos los genes 

analizados, destacando un incremento significativo de SFTPC y LAMP3. Por un lado, 

SFTPC es un marcador exclusivo de las células AT2, mientras que LAMP3 está 

estrechamente relacionado con la formación y transporte de cuerpos lamelares, una 

función clave de las AT2. Estos hallazgos confirman que el silenciamiento de IGFBP3 

induce una diferenciación hacia organoides formados por células con un perfil génico 

característico de AT2.  

En estudios sobre otros contextos como la adipogénesis, se ha demostrado que IGFBP-

3 endógeno inhibe la diferenciación de células pre-adipocíticas, mediante la activación 

señalización SMAD2/3 de TGF-β (218). En el pulmón embrionario humano, se ha 

observado que una interacción dinámica pero opuesta de la vía del TGF-β y del BMP 

induce la diferenciación alveolar (265). Por tanto, con el objetivo de investigar qué vías 

son las implicadas en la diferenciación mediada por IGFBP3, se decidió analizar los 

niveles de fosforilación de proteínas clave en las rutas de señalización de TGF-β y BMP. 

Tras el silenciamiento de IGFBP3, se observó una reducción en los niveles de p-SMAD2, 

lo que sugiere una disminución en la señalización de TGF- β, junto con un aumento en p-

SMAD1, asociado a una activación positiva en la señalización de BMP. Por un lado, p-

SMAD2 se ha descrito como un modulador clave de la expresión de genes relacionados 

con la autorrenovación de las células madre, como SOX2, OCT4 y NANOG, lo que 

explicaría la disminución en los niveles de ARNm en los organoides con IGFBP3 

silenciado (266, 267). Por otro lado, p-SMAD1 está implicado en la promoción de 

activadores transcripcionales esenciales para la producción de SFTPB, SFTPC y SFTPA 

en modelos murinos, lo que justificaría su aumento en los organoides tras el 

silenciamiento de IGFBP3 (268). Se confirmó entonces que la pérdida de IGFBP3 
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modula la comunicación entre las señales de TGF-β y BMP, reduciendo la vía de TGF-β 

y aumentando la de BMP, lo que culmina en la diferenciación alveolar. 

Para evaluar la relevancia funcional de IGFBP3 en el desarrollo pulmonar humano, la 

presente tesis se centró en el uso de organoides embrionarios derivados de tips 

pulmonares como modelo, obtenidos de pulmones de embriones de 12 pcw de gestación. 

Estas tips se caracterizan por contener progenitores multipotentes SOX9+, ID2+. En 

contrapartida a las tips, se ha observado una población de células progenitoras también 

en la parte más proximal del árbol bronquial, en las denominadas stalks. Estos 

progenitores proximales son SOX2+, SOX9-, y se localizan en el epitelio de las vías aéreas 

en desarrollo, y pueden diferenciarse en diversos tipos de células de las vías aéreas 

superiores (71). Por ello, sería relevante cultivar organoides derivados de estas estructuras 

proximales, de las stalks, para analizar los niveles de expresión de IGFBP3 y, además, 

silenciar su expresión, observando si la diferenciación, este caso, ocurre hacia estructuras 

bronquiales. En esta línea, estudios de otros grupos han identificado en pulmones 

embrionarios humanos de 19 pcw una población de células basales TP63+, F3+ que 

expresaba IGFBP-3 (82). Este hallazgo sugiere que, aunque la expresión de IGFBP-3 

disminuye con la ramificación del árbol bronquial, quedan células también en las áreas 

proximales con baja expresión de esta proteína. Estas células basales, como se ha descrito, 

son progenitoras ya que poseen la capacidad de auto-renovación y diferenciación, lo que 

concuerdan con su expresión de IGFBP-3.  

Un enfoque interesante sería investigar si la expresión de miR-34a, que inhibe al 

ARNm de IGFBP3 durante la etapa pseudoglandular, está relacionada con la 

diferenciación alveolar. Para ello, se podrían realizar experimentos funcionales 

sobreexpresando miR-34a en organoides de pulmón embrionario, analizando si esta 

manipulación induce la diferenciación hacia estructuras alveolares. Esto permitiría 

determinar si los efectos observados al inhibir directamente IGFBP3 mediante siARN 

pueden replicarse a través de la regulación mediada por miR-34a. Asimismo, aunque aún 

se requieren estudios adicionales antes de considerar aplicaciones clínicas, la 

identificación de las dinámicas del IGFBP-3/miR-34a en el desarrollo del pulmón 

humano podrían abrir nuevas estrategias terapéuticas para tratar enfermedades 

pulmonares en neonatos. Por ejemplo, la hipoplasia pulmonar es una anomalía congénita 

del desarrollo pulmonar en la que los pulmones del feto no se desarrollan completamente, 

lo que provoca una reducción en el número y tamaño de los alveolos (269). La 
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comprensión de cómo el miR-34a regula la expresión de IGFBP3 podría facilitar el 

desarrollo de terapias dirigidas que promuevan el crecimiento alveolar adecuado y 

mejoren la función pulmonar en neonatos con esta condición. 

IGFBP3, por tanto, es un gen que juega un importante papel en el control de la 

pluripotencia de las células madre. Su expresión disminuye progresivamente a medida 

que las células epiteliales pulmonares se diferencian, facilitando así la especialización 

alveolar. Como se ha destacado a lo largo de esta tesis, IGFBP3 puede expresarse en 

diversos contextos celulares, lo que indica su participación en múltiples procesos 

biológicos más allá del desarrollo embrionario. En el contexto del cáncer, la reactivación 

de programas genéticos embrionarios permite que las células tumorales adquieran 

propiedades típicas de células embrionarias que potencien su proliferación, invasión y 

plasticidad (270). En este sentido, se podría asociar a IGFBP3 con otro tipo de células 

madre: las CSCs. En un estudio en el que se utilizó la línea celular A549 de cáncer de 

pulmón, que exhibe una expresión elevada de ALDH1 (del inglés, Aldehyde 

dehydrogenase 1) y CD133 (del inglés, cluster of differentiation 133), marcadores 

característicos de CSCs, se demostró que la neutralización de IGFBP-3 reducía el 

potencial de pluripotencia de estas células. Esta inhibición de IGFBP-3 condujo a una 

disminución de los niveles de ALDH1A1 (del inglés, aldehyde dehydrogenase 1 family 

member A1), ALDH1A3 y BIRC5 (del inglés baculoviral IAP repeat-containing 5). 

BIRC5, también conocido como survivina, es una proteína clave en la supervivencia y 

proliferación de las CSCs, ya que inhibe la activación de caspasas y promueve la 

resistencia celular. En el contexto del cáncer de pulmón, por tanto, BIRC5 regula la 

secreción de IGFBP-3, y su pérdida correlaciona con una disminución en los niveles de 

BIRC5, sugiriendo que IGFBP-3 juega un rol crucial en la regulación de la supervivencia 

y la pluripotencia de las CSCs (271). 

Diversos estudios han mostrado que niveles bajos de IGFBP-3 en pacientes con 

CPCNP están asociados con un peor pronóstico y mayor agresividad tumoral (272). Sin 

embargo, el IGFBP-3 analizado ha sido el circulante en el plasma, el cual se une a los 

IGFs para regular su disponibilidad y actividad biológica. Una disminución en los niveles 

de IGFBP-3 puede resultar en un aumento de la actividad de los IGFs, lo cual fomenta la 

proliferación celular y la supervivencia, contribuyendo al crecimiento y la progresión del 

cáncer. Sin embargo, el comportamiento de IGFBP-3 en el citoplasma, y en concreto en 

las CSCs tendría efectos contrarios. En este contexto, una elevada expresión de IGFBP3 
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preservaría la capacidad de las CSCs de autorrenovarse, iniciar y mantener el tumor. Este 

fenómeno se ha observado en modelos de PDX de carcinoma de célula escamosa de 

esófago, donde IGFBP-3 favorece la progresión tumoral mediante la expresión elevada 

de CD44, que en el contexto del cáncer se asocia con la invasión, metástasis y resistencia 

a tratamientos. Además, la regulación elevada de IGFBP-3 era potenciada por la hipoxia 

del microambiente tumoral (273). Por ello, resulta crucial investigar cómo la inhibición 

de IGFBP-3 podría influir en la diferenciación de las CSCs, limitando su capacidad de 

migración, invasión y formación de metástasis. Para avanzar en esta línea de 

investigación, el uso de modelos preclínicos avanzados, como los organoides derivados 

de pacientes con cáncer de pulmón, se presenta como una herramienta clave para evaluar 

el impacto de la regulación de IGFBP3 sobre el comportamiento de las CSCs. Por esta 

razón, en la presente tesis se planteó como uno de los objetivos generar y caracterizar este 

modelo, con el propósito de facilitar la translación de los resultados obtenidos en el 

estudio de la embriogénesis al cáncer de pulmón, ya que podría ser de utilidad clínica y 

terapéutica. 

Los organoides derivados de células madre adultas están ganando popularidad frente 

a los cultivos celulares en 2D y los modelos PDX en ratones, debido a su capacidad para 

reproducir con fidelidad las características histológicas y moleculares del tejido del 

paciente (170). Esto los convierte en un modelo más representativo del entorno celular 

nativo, permitiendo el estudio detallado de procesos como el desarrollo y la progresión 

de enfermedades, incluido el cáncer, así como los mecanismos fundamentales de la 

biología celular en condiciones no patológicas. En el caso de los organoides pulmonares, 

aunque existen diversos protocolos para su establecimiento y cultivo, aún no hay un 

consenso sobre cuál es el medio de cultivo más adecuado para los LNOs, ni tampoco para 

los LCOs. Por esta razón, en la presente tesis se planteó inicialmente determinar las 

condiciones de cultivo más apropiadas, incluyendo los componentes del medio, para el 

crecimiento de organoides adultos normales y tumorales, con el fin de facilitar una mejor 

translación de los resultados embriológicos al estudio del cáncer. Para ello, se evaluaron 

tres de los medios más utilizados en la literatura para el cultivo de organoides pulmonares, 

específicamente para los LCO, identificados como PCM (179), LCM (189) y MBM 

(190). Estos medios difieren en la composición y concentración de factores de 

crecimiento y otras moléculas, los cuales activan o inhiben diferentes vías de señalización 

que regulan procesos celulares claves. A partir de esto, se hipotetizó que el uso de uno u 
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otro medio tendría repercusiones tanto en la morfología de los organoides obtenidos y en 

sus características moleculares, como en su capacidad de diferenciación. En esta línea, 

una primera prueba de concepto mostró que, dependiendo del medio empleado, se 

observaban diferencias morfológicas y estructurales en el cultivo en 2D de una línea 

celular de cáncer de pulmón bien caracterizada, la línea celular H23. Esta línea, vio 

afectada su viabilidad a lo largo de los pases con estos tres medios, quedando una 

subpoblación de células con cambios fenotípicos, incluyendo la aparición de 

prolongaciones celulares. Este fenómeno podría atribuirse a la acción de factores como 

FGF7, FGF10 y EGF, conocidos por su capacidad para inducir procesos como la 

ramificación celular (274), lo que resalta la influencia específica de los componentes del 

medio en el comportamiento de las células. 

Al cultivar tanto los LNOs con los LCOs, se observó que el medio que ofrecía el mayor 

éxito en el establecimiento inicial de los organoides, además de generar organoides de 

mayor tamaño y viabilidad, era el PCM. Esto se debe a su composición enriquecida con 

factores como R-SPONDIN 1, que activa la vía de la señalización WNT/β-catenina, y 

NOGGIN, un inhibidor de la vía BMP, ambos fundamentales para mantener el estado 

indiferenciado de las células madre y potenciar su capacidad de autorrenovación (275). 

En contraste, los medios menos enriquecidos, LCM y MBM, presentaron un éxito menor 

en términos de establecimiento inicial, además de un tamaño y viabilidad de los 

organoides significativamente inferior. Esto se debe a que estos medios fueron diseñados 

con una composición mínima de reactivos destinada a facilitar el cultivo de organoides 

sin comprometer la pureza del cultivo de los LCOs, entendiendo puereza como la baja 

presencia de LNOs en los cultivos de LCOs A pesar de los beneficios observados con 

PCM, el cultivo de los LCOs sigue enfrentando limitaciones importantes. Aunque este 

medio mejora el rendimiento general, su coctel de factores de crecimiento es similar al 

empleado para cultivar organoides de cáncer de colon (276), lo que conlleva el mismo 

problema que presentan estos: el sobrecrecimiento de LNOs en cultivos derivados de 

tejido tumoral. Esto genera un desplazamiento de las diferentes poblaciones de LCOs, 

comprometiendo la pureza del cultivo y dificultando su uso en investigaciones preclínicas 

que requieran que los cultivos estén enriquecidos en LCOs. 

El establecimiento de LCOs puros con PCM ha sido reportado en aproximadamente 

un 17% (186), por lo que es indispensable caracterizarlos antes de realizar cualquier 

estudio. Para ello, se han implementado diversos enfoques, como la evaluación de su 
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histomorfología, la detección marcadores proteicos tumorales y, el método más 

extendido, el análisis de los patrones mutacionales del tumor de origen para confirmar su 

conservación en los organoides generados. En la presente tesis, se observó que solo 2 de 

6 LCOs (que eran de los que se disponían los datos) cultivados con PCM retuvieron las 

mutaciones detectadas en el tumor de origen, representando apenas un 33% del total. Para 

abordar esta limitación, se han propuesto estrategias que incluyen la incorporación de 

reactivos que favorezcan la supervivencia de las subpoblaciones mutadas. Por ejemplo, 

NUTLIN-3A, un conocido inhibidor de MDM2 (del inglés, mouse double minute 2), 

puede añadirse al medio para promover el crecimiento de células con mutaciones en TP53 

(277). De manera similar, el inhibidor pan-ErbB es útil para contrarrestar mutaciones 

frecuentes en la vía ERBB (278). Sin embargo, la adición de reactivos dirigidos a vías 

mutadas plantea un desafío significativo: se tiende a excluir otras subpoblaciones 

tumorales. Dado que el tumor original se caracteriza por una heterogeneidad intrínseca, 

con células que presentan patrones mutacionales diversos (279), este enfoque podría 

limitar su representatividad. Si el objetivo es investigar fármacos dirigidos para ciertas 

mutaciones, la adición de estos reactivos sería relevante, pero no resultaría adecuada para 

estudios más amplios que requieran un entorno que refleje la diversidad del tumor 

original. En futuras investigaciones, será fundamental estudiar cómo las modificaciones 

en las concentraciones de los factores de crecimiento afectan los cultivos sin comprometer 

su viabilidad. También sería importante evaluar la incorporación de nuevos componentes 

que puedan inhibir de manera selectiva el crecimiento de los LNOs, sin impactar la 

población de LCOs. 

En la presente tesis también se analizaron y compararon las características 

morfológicas de los organoides pulmonares generados al utilizar diferentes medios de 

cultivo, dado que no existían estudios previos que abordaran esta comparación conjunta. 

En el caso de los LNOs, se observó que el uso de PCM promovía, a lo largo de los pases, 

la diferenciación hacia broncosferas, ya que los organoides eran positivos en P63, 

marcador de células basales, y CC10, característico de células Club. En contraste, el 

medio LCM favoreció a aparición de alveolosferas, puesto que expresaban AQP5 y 

SFTP-C, marcadores de AT1 y AT2 respectivamente. Esto podría deberse a su 

composición, pues el LCM contiene dexametasona, que estimula la maduración alveolar 

(280), y EGF, que contribuye al incremento del tamaño de los organoides alveolares 

(281). Por otro lado, los LNOs cultivados con MBM no evidenciaron ningún tipo de 
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diferenciación, probablemente debido a que este medio solo incluye los componentes 

mínimos necesarios para permitir una organización celular en forma de organoides. Con 

estos hallazgos, es recomendable emplear PCM para estudios enfocados en las vías 

respiratorias proximales, ya que facilita el crecimiento de broncoesferas. Por el contrario, 

para investigaciones centradas en estructuras alveolares, el medio LCM resulta más 

adecuado por su capacidad de promover el desarrollo de alveolosferas. Tomando esto en 

consideración, para la translación de los resultados obtenidos en esta tesis sobre papel de 

IGFBP3 en la diferenciación alveolar embrionaria, se considera que probablemente sea 

más adecuado utilizar el medio LCM, el cual favorece la diferenciación alveolar, en lugar 

del PCM, que promueve la diferenciación bronquial.  

En cuanto a la morfología de los LCOs, se observó que los tres medios de cultivo 

evaluados dieron lugar a la formación de organoides con una estructura compacta y 

desorganizada, característica distintiva de los organoides derivados de tumores. Sin 

embargo, tanto PCM como LCM promovieron además la aparición de broncosferas y 

alveolosferas, lo que sugiere la posible presencia de células madre normales en los 

cultivos. En contraste, MBM fue el único medio que en LCOs no generó organoides con 

rasgos típicos de LNOs. Por ello, para estudios enfocados en obtener poblaciones 

enriquecidas y específicas de CSCs, como aquellos dirigidos a evaluar la eficacia a 

fármacos, es preferible utilizar MBM. Por otro lado, los medios PCM y LCM son más 

adecuados para investigaciones que busquen reflejar de manera más completa el 

microambiente tumoral, integrando tanto células tumorales como normales.  

También, cabe destacar que durante la presente tesis se evidenció que la elección de 

medio de cultivo de organoides pulmonares también afecta significativamente el 

crecimiento de células mesenquimales. En investigaciones en las que se quiera realizar 

un co-cultivo de LNOs o LCOs con células mesenquimales, es recomendable utilizar el 

medio LCM, ya que se observó que estas células proliferaban en gran medida en el 

cultivo. Sin embargo, PCM al contener compuestos como R-SPONDIN 1 que activa la 

vía WNT/β-catenina, inhibe este crecimiento (282), mientras que MBM no presenta los 

suficientes compuesto para favorecer el desarrollo de las células mesenquimales. 

Nuevamente, para la translación de los resultados relacionados con IGFBP3, en los que 

se observaron diferencias significativas entre el mesénquima y el epitelio, el cultivo con 

LCM podría permitir la incorporación del elemento mesenquimal al estudio, dado que 

este parece tener una relevancia particular en el contexto del gen de interés. 
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En conjunto, en la presente tesis se ha identificado una firma distintiva de ARNm y 

miARN que marca la transición en el desarrollo pulmonar humano entre las etapas 

pseudoglandulares temprana y tardía, destacando especialmente la interacción entre 

IGFBP3 y miR-34a. Además, se demostró que IGFBP3 es esencial para la 

multipotencialidad de las células madre embrionarias, siendo su pérdida un evento que 

facilita la diferenciación alveolar. El siguiente paso será estudiar su papel en el 

mantenimiento de las CSCs en el cáncer de pulmón, considerando la posibilidad de que 

su inhibición pudiera inducir la diferenciación de estas células y frenar el crecimiento 

tumoral, o incluso sensibilizarlas a terapias existentes. Para ello, se emplearán los 

organoides pulmonares derivados de pacientes como modelo in vitro. 

En cuanto al cultivo de estos organoides, se recomienda el uso de PCM cuando se 

requiera una mayor heterogeneidad tumoral y una tasa de éxito más alta en el 

establecimiento de nuevas líneas de organoides. Por otra parte, se aconseja el uso de 

MBM para pruebas farmacológicas que requieran una elevada pureza de los LCOs. Para 

la traslación de los resultados obtenidos en el estudio embrionario al contexto de la 

carcinogénesis, el medio más adecuado sería el LCM, pues facilitará el análisis del papel 

de IGFBP3 en la diferenciación alveolar, e incluso permitirá la incorporación del 

mesénquima para explorar su función en el control de este proceso. 

La integración de los enfoques transcriptómicos y modelos de organoides en esta tesis 

mejora la comprensión del desarrollo pulmonar humano y sienta las bases para futuros 

estudios en el cáncer de pulmón, con el potencial de identificar nuevas dianas 

terapéuticas.  
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CONCLUSIONES 

1. Existen patrones de expresión génicos y de microARNs claramente diferenciados 

entre la etapa pseudoglandular temprana y tardía del desarrollo embrionario 

pulmonar humano, los cuales modulan los cambios morfológicos que se producen 

tanto en el epitelio como en el mesénquima durante esta etapa. 

 

2. El gen MYC aparece como un elemento central en las redes de interacción génica 

identificadas, evidenciando su importancia durante el desarrollo pulmonar.  

 

3. Los genes relacionados con el transporte de iones y aniones tienen un papel 

destacado durante este periodo, debido a su participación en la secreción del 

líquido pulmonar fetal, así como en la regulación de las interacciones epitelio-

mesénquima. 

 

4. IGFBP3 desempeña un papel crucial en la etapa pseudoglandular del desarrollo 

pulmonar humano, siendo esencial para mantener la pluripotencialidad de las 

células madre embrionarias de pulmón y evitar la diferenciación prematura. 

 

5. La regulación de IGFBP3 por miR-34a es un mecanismo clave para controlar su 

expresión proteica en células epiteliales y mesenquimales, así como para regular 

sus niveles durante la transición entre las etapas pseudoglandulares temprana y 

tardía del desarrollo pulmonar. 

 

6. Los organoides derivados de tips de pulmones embrionarios son modelos 

efectivos para estudiar los mecanismos molecular del desarrollo pulmonar 

humano y nos permiten modular in vitro diferentes vías de señalización para 

valorar sus consecuencias funcionales.  

 

7. La disminución de IGFBP3 favorece la diferenciación alveolar mediante la 

modulación de las vías de señalización TGF-β y BMP, destacando la importancia 

de estos procesos en el desarrollo pulmonar y la formación de estructuras 

alveolares. 
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8. La generación de organoides a partir de tejido tumoral y normal de pacientes 

quirúrgicos de cáncer de pulmón es viable y reproduce in vitro las características 

histológicas del tumor de origen. 

 

9. La selección del medio de cultivo, y sobre todo de los factores de crecimiento 

utilizados, influye significativamente en el crecimiento y la diferenciación celular 

de los organoides derivados de pacientes con cáncer de pulmón, por lo que es 

crucial ajustarlo según los objetivos de la investigación y los tipos celulares de 

interés para el estudio 

 

10. El medio de cultivo permisivo es el más adecuado para priorizar la eficiencia en 

la obtención de organoides e incrementar su viabilidad, siendo particularmente 

eficaz en investigaciones centradas en la heterogeneidad celular, mientras que por 

el contrario, el medio basal mínimo es el más efectivo para obtener poblaciones 

puras de organoides tumorales, sacrificando el crecimiento de organoides 

normales y reduciendo significativamente la eficiencia en el establecimiento de 

nuevos cultivos de organoides.  

 

11. El medio de cultivo limitante favorece la diferenciación hacia alveolosferas, lo 

que lo convierte en una opción ideal para estudios centrados en las estructuras 

distales del árbol bronquial y, además, facilita el co-cultivo con células 

mesenquimales, siendo el medio más adecuado para la translación de los 

resultados obtenidos en la presente tesis al estudio de la carcinogénesis pulmonar.  

 

12. El uso de organoides pulmonares humanos junto con modelos transcriptómicos 

permite una caracterización detallada tanto del desarrollo como de las patologías 

pulmonares. Estas herramientas resultan relevantes para futuras investigaciones 

en la medicina personalizada, abarcando desde afecciones neonatales hasta 

procesos de carcinogénesis.   
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