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1. La embriologia del pulmén humano

1.1. Fundamentos del desarrollo del pulmon

La supervivencia al nacer depende en gran medida de un correcto desarrollo y
maduracion del pulmén durante la gestacion, dado que los pulmones deben estar
preparados para realizar el intercambio gaseoso esencial para la vida terrestre (1, 2). Para
cumplir con esta funcién, el pulmon cuenta con una serie de estructuras y caracteristicas

especificas que, en conjunto, hacen posible la respiracion (3) (Figura 1).

En primer lugar, el sistema pulmonar se organiza en un arbol de vias respiratorias que
comienza con los bronquios y bronquiolos, los cuales transportan el aire desde el exterior
hasta las areas mas distales del pulmon (4). La ultima seccion de este sistema de
conduccidn aérea esta formada por los bronquiolos terminales, que se conectan con los
acinos. Los acinos son las unidades funcionales del pulmdn que contienen los bronquiolos
respiratorios y alveolos, donde se lleva a cabo el intercambio de gases (5, 6). Ademas, el
pulmon presenta una extensa superficie recubierta por una barrera aire-sangre
extremadamente delgada, disefiada 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 pulmon también cuenta
con una barrera de fosfolipidos y proteinas conocida como surfactante, que reduce la
tension superficial en los alveolos, contribuye a su estabilidad durante la inflacion y

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

Todos estos rasgos esenciales que permiten la viabilidad del pulmén deben
desarrollarse de manera coordinada a partir de las yemas bronquiales primarias del
embrion. Este proceso abarca una serie de etapas y de mecanismos fisioldgicos y
moleculares que garantizan la formacion adecuada de cada uno de los componentes del
pulmon (10, 11).
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Figura 1. Estructuras que componen las vias 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 vias de conduccion, mientras que los bronquiolos
respiratorios inician las vias de intercambio gaseoso, conectandose 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 pulmén humano abarca un periodo que comienza con la aparicion del
diverticulo respiratorio a partir del intestino anterior en las 4 semanas post concepcion
(del inglés, post conception weeks) y se extiende hasta los primeros afios 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 caracteristicas
histoldgicas especificas y eventos clave (Tabla 1) (14). Cabe afiadir, que estas etapas
suelen solaparse en el tiempo, debido a que el proceso de formacién del pulmén no es
completamente sincrénico, pues algunos eventos pueden no haber concluido por
completo cuando comienza el siguiente estadio. En particular, las regiones y estructuras

mas proximales tienden a desarrollarse a un ritmo mas acelerado que las distales (15).
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Estadio Semanas Eventos principales

Embrionario 4 a 6-8 pcw Formacion de la trdquea y los brotes
bronquiales primarios

Pseudoglandular | 6-8 a 16 pcw Desarrollo del arbol bronquial,
ramificacion de los bronquios que
recuerdan a glandulas

Canalicular 16 a 26-28 pcw Formacion de bronquiolos respiratorios y
alveolos primitivos, generacién de la red
capilar primitiva y produccion de
surfactante

Sacular 26-28 a 32-36 pcw Formacion de los sacos terminales y
maduracion de los alveolos

Alveolar 32-36 pcw a 8 afios de edad | Aumento en el nimero y tamafio de los

postnatal alveolos y maduracién del pulmon

Tabla 1. Los cinco estadios del desarrollo del pulmén. Se describen los tiempos aproximados
y los eventos clave que ocurren en cada fase de la formacion del pulmén humano. Tabla generada
a partir de la informacion 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 embrion ya ha formado el intestino primitivo, dividido en las
secciones anterior, media y posterior. En la region del intestino anterior, se produce una
evaginacién de la pared ventral, conocida como esbozo pulmonar o diverticulo
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 traqueoesofagico, ambas estructuras se separan y diferencian en el

esofago (porcién dorsal) y la traquea (porcion ventral) (16, 17).

Hacia las 5 pcw, se desarrollan cuatro evaginaciones conocidas como bolsas faringeas,
que presentan en su cara anterior el orificio laringotraqueal, una conexion temprana entre
el esbozo pulmonar y la traquea en formacién. Estas bolsas faringeas alojan los arcos
faringeos, de los cuales el cuarto y el sexto son de especial relevancia en la formacion del
sistema respiratorio (18). Entre estos arcos aparece el surco laringotraqueal, que da origen
auna estructura en forma de “T” Ilamada orificio laringeo. Este orificio se forma mediante
a una proliferacion répida de tejido en la 6% semana, proceso conocido como re-
epitelizacién, que provoca una obstruccion temporal de la luz del tubo laringeo (19, 20).
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Paralelamente, el esbozo pulmonar continla su expansién en direccion caudal,
alargandose para formar la yema pulmonar, que rapidamente se bifurca en dos yemas
bronquiales primarias, las cuales representan los futuros pulmones derecho e izquierdo.
Ademas, aprovechando este momento de crecimiento, la separacion entre la traquea y el
esofago se ira reduciendo con el acercamiento de las crestas traqueoesofagicas que al
fusionarse daran lugar a la pared traqueoesofagica, quedando el orificio laringeo como la

Unica via de acceso hacia las vias respiratorias inferiores (21).

Como el esbozo pulmonar se origina a partir del intestino primitivo, el epitelio del
arbol respiratorio tiene un origen endodérmico, rodeado por mesodermo, que contribuye
a formar las estructuras de soporte y la vascularizacion del pulmon (22). Entre las 5y 7
pcw, el mesodermo esplacnico que recubre la superficie externa de los pulmones se
diferencia para formar la pleura visceral, mientras que el mesodermo somatico, que
reviste las paredes internas de la cavidad toracica, da lugar a la pleura parietal. Asi, se
forma la cavidad pleural entre ambas capas, lo cual permitird el movimiento pulmonar

esencial para la respiracion dentro de la cavidad torécica (19).

Por tanto, las yemas bronquiales se presentan como pequefios tabulos simples
formados por una gruesa capa de epitelio endodérmico y situados en un lecho de
mesénguima laxo abundante. Esta doble procedencia celular, epitelial y mesenquimal, es
fundamental para la correcta morfogénesis del arbol respiratorio, en la que ambas tipos

celulares interacttan entre si produciendo diversos factores y sefiales moleculares (23).

El desarrollo de la vasculatura pulmonar también ocurre en paralelo al desarrollo del
arbol bronquial. EI 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), sefialando el origen de los futuros capilares (24). Hacia las
5 pcw, comienza a formarse un plexo vascular alrededor de cada bronquio principal en
formacion. Este plexo se conecta cranealmente con el saco adrtico mediante las arterias
pulmonares, mientras que caudalmente se une al seno venoso (futura auricula izquierda),
a través de las venas pulmonares. Los primeros vasos pulmonares emergen a partir del
mesénguima subyacente mediante vasculogénesis, organizandose en estructuras
capilares. Estos capilares se fusionan y forman pequefios vasos sanguineos a lo largo de

las vias 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 formacion de los bronquios principales y segmentarios a partir de un
diverticulo 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
ramificacion de las vias respiratorias, dando lugar a los bronquiolos y bronquiolos terminales. En
la etapa canalicular (16 a 26-28 pcw), los bronguiolos 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 afios), 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 histologica de las
ramificaciones del arbol bronquial se asemeja a la de una glandula tubular en corte
transversal, lo cual da origen al término "pseudoglandular” (19). Durante esta fase, las
yemas bronquiales se ramifican de forma dicotomica, lo que provoca que el bronguio
primario derecho se subdivida en tres bronquios secundarios, mientras que el izquierdo
se divide en dos. Esto establece la configuracion basica de tres I6bulos para el pulmén
derecho y dos para el izquierdo. Al final de este estadio, la estructura de las vias aéreas
de conduccidn principales, los bronquios y bronquiolos terminales, esta practicamente
formada (17, 28). También hacia el cierre de esta fase, empiezan a desarrollarse las vias

pre-acinares y los conductos alveolares iniciales; sin embargo, los elementos relacionados
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directamente con el intercambio de gases aun no estan presentes (15). Cualquier
alteracion en la ramificacion normal de las vias aéreas durante este estadio puede resultar
en anomalias como la hipoplasia pulmonar o la hernia diafragmatica congénita, resaltando
la importancia del estadio pseudoglandular en la formacién y funcionalidad final del

sistema respiratorio (29).

Al inicio de este estadio, los tubos endodérmicos estan revestidos por un epitelio
columnar pseudoestratificado. A partir de las 13 pcw, se inicia una diferenciacion gradual
del epitelio desde la region proximal hacia la distal (30) (Figura 3a). En las vias 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 renovacion y de la regeneracion (31); las células caliciformes, que
secretan moco para proteger y lubricar las vias respiratorias; y las células ciliadas, las mas
abundantes, esenciales para el movimiento del moco y la limpieza del sistema respiratorio
(32). A medida que la diferenciacion avanza hacia las zonas distales, el epitelio se
transforma en un tipo cubico con células progenitoras distales. Estas células méas adelante
se diferenciaran en los neumocitos tipo Il (AT2, del inglés alveolar type Il cells),
esenciales para el desarrollo de surfactante y la reparacion alveolar (33). Cabe afiadir, que
las células epiteliales cubicas que recubren los bronquiolos terminales son clave en la
secrecion del liquido pulmonar fetal, un fluido similar al liqguido amniético, fundamental
para al desarrollo adecuado de las estructuras pulmonares y la preparacion para la
respiracion postnatal (34).

Paralelamente, las células mesenquimales empiezan a formar el cartilago y madsculo
liso bronquial entre las 6-8 pcw, que rodea progresivamente las vias aéreas, primero de
forma continua en la region proximal y luego con una distribucion discontinua en las
areas mas distales (35). Estas células musculares son positivas en actina-o. de musculatura
lisa (a-SMA, del inglés a-smooth muscle actine) y genera contracciones espontaneas que,
en forma de ondas peristalticas, movilizan el liquido pulmonar fetal hacia la periferia. Se
cree que este mecanismo, ademéas de distribuir el liquido pulmonar, estimula la
ramificacion del pulmén al inducir fuerzas de tension en el epitelio (36). Ademas, el
patron de ramificacion y division de las vias respiratorias en esta fase es controlado

también por interacciones entre el epitelio y el mesénquima. EI mesénquima bronquial,
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por ejemplo, promueve la ramificacion en la traquea, mientras que el mesénquima de la
traquea inhibe esta expansion en las ramas bronquiales, lo cual resulta en una
organizacion jerarquica del arbol respiratorio (37). En cuanto al soporte cartilaginoso de
la traquea y arbol 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 cartilago proporciona la rigidez necesaria para mantener abiertas las vias
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 continGa 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 patron de ramificacion similar al de las vias respiratorias, pero sin alcanzar
todavia las regiones mas distales por lo que la capacidad de respiracion ain 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 pulmén
experimenta cambios morfol6gicos significativos que establecen las bases para el
intercambio gaseoso postnatal. Durante esta etapa, ocurre una intensa ramificacion
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 didmetro interno de los bronquios y de
los bronquiolos terminales se expande hacia los espacios aéreos, proceso en el cual el
mesénguima circundante comienza a adelgazarse y prepararse para su integracion con la

red capilar (39).

A las 20 pcw, el epitelio cuboidal de las vias aéreas distales presenta una disminucion
en el nimero de células ciliadas y experimenta una diferenciacion crucial con la aparicion
de AT2 y de neumocitos tipo | (AT1, del inglés alveolar type I cells) (Figura 3b) (40).
Las AT2, que presentan una morfologia cubica, contienen en su citoplasma organulos
especializados que almacenan y secretan el surfactante. Este compuesto, que previene el
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colapso alveolar tras el nacimiento, inicia su produccion entre las 20 y 22 pcw, aungue al
principio solo se encuentra en cantidades minimas y no alcanza concentraciones
adecuadas hasta el final de la gestacion (19). Otra caracteristica de las AT2 es el papel
que desempefian en la produccion de iones y agua, lo que ayuda a mantener hidratado el
arbol bronquial, ademas de generar antioxidantes y moléculas defensivas (41). Asimismo,
poseen caracteristicas de células progenitoras, lo que les permite diferenciarse en AT1,
que se distinguen por su forma aplanada. Estas Gltimas recubren gran parte de la superficie
alveolar y tienen una membrana plasmatica muy delgada, lo que las hace esenciales para
la formacién de la barrera aire-sangre, facilitando asi un intercambio gaseoso eficiente
(42).

La condensacion del mesénquima es otro fendmeno notable de este estadio, producto
tanto del crecimiento de las vias respiratorias como de la apoptosis programada. Esta
reduccion en el nimero de células mesenquimales contribuye a la transformacion 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). Ademas, en las 24 pcw
el cartilago y las glandulas submucosas se extienden a lo largo de las vias respiratorias,

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

El cambio mas significativo en el estadio canalicular es el desarrollo de redes capilares
alrededor de las vias aéreas distales y su progresivo acercamiento al epitelio alveolar. Esta
cercania, que ocurre alrededor de las 23 pcw, facilita la formacion de la barrera aire-
sangre, permitiendo que los capilares penetren y establezcan contacto estrecho con las
ATL1 (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 oxigenacién
eficiente del organismo en la etapa postnatal. Por esta razon, aunque los neonatos que
nacen antes de las 20 pcw raramente sobreviven, aquellos nacidos en las Ultimas 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 vascularizacion del tejido,

permitiendo una cierta capacidad para el intercambio gaseoso (46).
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Figura 3. lustraciones e imagenes histologicas de hematoxilina-eosina que muestran los
altimos cuatro estadios del desarrollo pulmonar. a. El estadio pseudoglandular se caracteriza
por la presencia de tabulos revestidos por epitelio pseudoestratificado en las vias proximales y
epitelio columnar simple en las regiones mas distales. b. El estadio canalicular se distingue por
un epitelio cubico simple, acompafiado por el desarrollo de una red capilar primitiva que comienza
a aproximarse al epitelio respiratorio. ¢. En el estadio sacular aparecen los sacos terminales,
revestidos por un epitelio delgado que facilitara el intercambio gaseoso. d. En el estadio alveolar
los alveolos maduros estan revestidos por epitelio simple y presenta una abundante red capilar
que rodea estrechamente las paredes alveolares, optimizando el intercambio gaseoso. Imagenes
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 formacion de
las vias aéreas estd casi completa. Durante este periodo, el pulmén experimenta un
crecimiento y desarrollo significativo, ya que las vias aéreas se expanden y los tabulos
acinares se dilatan, lo que lleva a la formacion de sacos terminales de paredes delgadas
(47) (Figura 3c). Estos sacos son responsables de dar lugar a la tltima generacién de vias
aéreas, que incluye los conductos alveolares y los sacos alveolares en la periferia del
pulmén. Ademas, la expansion de los espacios respiratorios durante este estadio produce
una condensacion del mesénquima, lo cual permite la formacion 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 nucleo de tejido conectivo. La mayor parte de la superficie de
los septos esté cubierta por AT1, mientras que el resto de la superficie es ocupado por
AT?2 (48, 49).

Un cambio importante en este estadio es el incremento de la diferenciacion de las AT?2
a las AT1, junto con un aumento en la cantidad de cuerpos lamelares de los AT2, que
almacenan surfactante. Tras esta diferenciacion, los cuerpos lamelares generan mielina
tubular, la cual se distribuye en los espacios aéreos y se considera un marcador del
surfactante almacenado (50). La produccion de surfactante aumenta de manera gradual
en el parénquima pulmonar y, hacia las 30 pcw, comienza a secretarse en el lumen de las
vias aéreas, cubriendo asi las superficies alveolares. Ademas, 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
sintesis y liberacion de surfactante, facilita el remodelado del tejido pulmonar, impulsa la
diferenciacion de las células epiteliales alveolares y contribuye a la reabsorcion del

liquido presente en los pulmones (51, 52).

Durante esta fase, las células precursoras del musculo liso migran hacia los septos
primarios y comienzan a formar una red de fibras elasticas y de colageno, esencial para
la futura alveolarizacion (53). Simultaneamente, al igual que ocurre en el estadio
canalicular, los vasos sanguineos contintan creciendo en longitud y diametro,
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 formacién de una barrera aire-sangre cada vez mas

eficiente para el intercambio de gases (54).

1.2.5. Estadio alveolar

Aunque al nacer ya se completa el niUmero de generaciones de vias 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 si 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 alveolarizacion clasica, abarca desde las 36 pcw hasta
los 2-3 afios. Durante esta etapa, el crecimiento de los alveolos se produce a partir de la
divisién y multiplicacién de los sacos terminales mediante septacién secundaria. Al
mismo tiempo, ocurre la maduracion microvascular, en la cual la doble red capilar
presente en el estadio sacular se remodela y se fusiona en un Unico 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, continla
en proporcion al desarrollo alveolar, garantizando asi una superficie adecuada para el
intercambio gaseoso. Ademas, los movimientos respiratorios fetales, que comienzan
antes del nacimiento, desempefian un papel fundamental al generar presion y expandir los
pulmones, importante para la maduracion pulmonar completa (56). La segunda fase,
conocida como alveolarizacién continua, se extiende desde los 2-4 afios hasta los 8 afios
de edad. En esta fase, no hay un incremento tan grande en el nimero de alveolos, pero si
hay un aumento en el grado de maduracion y un crecimiento de media. Por ello, la
velocidad de formacion de nuevos alveolos es mucho menor en la fase continua en

comparacion con la fase clasica (19, 57).

En los alveolos en desarrollo, la epitelizacion estaa cargo las AT1y 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 produccién

de surfactante y la regeneracion de areas epiteliales dafiadas (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 radiografias de torax en comparacion con los de adultos (19). Entre
los 2 y 4 afios, y hasta los 8, el niUmero de alveolos alcanza los 300 millones, cifra que
corresponde a los pulmones maduros en adultos. Algunos estudios sugieren que tanto los
bronquiolos pequefios como los alveolos continlan aumentando su crecimiento hasta
alrededor de los 22 afios (58).

1.3. Regulacion molecular del desarrollo pulmonar

El desarrollo pulmonar estd 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 formacién inicial del esbozo pulmonar y la ramificacién
de las yemas bronquiales dependen de una intensa comunicacion entre las células
epiteliales y mesenquimales. Esta interaccion es mediada por la secrecion y distribucion
especifica de factores de crecimiento y moléculas de sefializacion (59).

El desarrollo inicial del esbozo pulmonar se origina en el endodermo ventral mediante
la activacion de TTF-1 (del inglés thyroid transcription factor 1), una proteina codificada
por el gen NKX2-1 (del inglés, NK2 homeobox 1). La expresion de NKX2-1 define a estas
células endodérmicas como precursoras del epitelio respiratorio, diferenciandolas del
resto de las células del tubo digestivo (60). Esta activacion es inducida principalmente
por la sefializacion de WNT2 y WNT2B (del inglés wingless-type MMTYV integration site
family member 2 y 2B, respectivamente), factores provenientes del mesodermo ventral
anterior que activan la B-catenina y dirigen la especificacion del desarrollo respiratorio
(61). En contraste, en la region dorsal del intestino anterior, la expresion del factor de
transcripcion SOX2 (del inglés sex determining region Y-box 2) orienta la diferenciacion
de las células endodérmicas hacia el es6fago. La expresion de SOX2 es inhibida por

BMP4 (del inglés bone morphogenetic protein 4), pero su sefializacion es neutralizada en
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la region dorsal mediante la accion de proteinas inhibidoras como NOGGIN (62-64). Esta
regulacion permite que BMP4 concentre su efecto en la region ventral, donde refuerza la
accion de WNT/B-catenina y facilita la activacion de NKX2-1, asegurando asi la correcta

formacion del epitelio pulmonar (Figura 4a).

La morfogénesis del esbozo pulmonar durante la etapa pseudoglandular depende de la
accion integrada de mdaltiples sefiales moleculares, donde FGF10 (del inglés fibroblast
growth factor 10), juega un papel esencial. FGF10, secretado por las células
mesenguimales a partir de las 10 pcw y hasta la 21, aumenta notablemente su expresion
en la etapa canicular, favoreciendo la expansion y ramificacion del epitelio pulmonar
distal. Este factor se une a sus receptores, FGFR1 y FGFR2 (del inglés, fibroblast growth
factor 1y 2, respectivamente), promoviendo la formaciéon de las estructuras tubulares que
conformaran el futuro arbol bronquial (65). Para modular la actividad de FGF10 y evitar
una proliferacion excesiva, se activa un mecanismo de retroalimentacion negativa
mediado por las proteinas antagonistas SPRY1 y SPRY2 (del inglés sprouty RTK
signaling antagonist 1 y 2, respectivamente), ademas de la proteina Sonic Hedgehog
(SHH) y del el factor de crecimiento transformante beta (TGF-p, del inglés transforming
growth factor beta). Estas moléculas limitan la accion de FGF10, controlando tanto la
direccion como el tamafio de los brotes pulmonares (66). Adicionalmente, el acido
retinoico (RA, del inglés retinoic acid), sintetizado en el mesénquima adyacente, también
inhibe la expresion de FGF10 y es crucial para una morfogénesis pulmonar adecuada,
pues su deficiencia puede causar hipoplasia traqueal y pulmonar (67). La sefializacion de
WNT (del inglés, wingless-type) también desempefia un papel fundamental al promover
el crecimiento tanto del epitelio como del mesénquima. WNT7B (del inglés, wingless-
type MMTYV integration site family member 7B), miembro de la familia de genes WNT,
estimula la expresion de BMP4 en las celulas 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 asi que el epitelio pulmonar se expanda
de manera controlada mientras se establece la organizacion espacial, necesaria para el

desarrollo adecuado de las vias respiratorias (Figura 4b) (68, 69).
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Figura 4. Principales procesos moleculares involucrados en la especificacion del esbozo
pulmonar y la morfogénesis de la yema pulmonar. a. Durante la formacion 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 formacion del es6fago. NKX2-1 se activa por la p-catenina, estimulada por WNT2/2b, mientras
que SOX2 es reprimido por BMP4, cuya actividad es modulada por NOGGIN. b. Para la
ramificacion de la yema pulmonar, SOX2 favorece la diferenciacion proximal y SOX9 la
proliferacion distal. En esta region, BMP4 estimula la proliferacion celular y WNT7B regula la
diferenciacion epitelial y mesenquimal. A su vez, WNT7B activa la expresion de AXIN2
(regulador del crecimiento) y LEF1 (controla la regulacién epitelial). WNT2/2b es crucial para la
especificacion pulmonar y el crecimiento inicial de la yema. SHH regula la expresion de FGF10,
que estimula el crecimiento del epitelio distal y es controlado por SPRY1/2. Finalmente, el RA

regula la formacion de las yemas y la expresion de FGF10 (70).

Durante el proceso de ramificacion del desarrollo pulmonar humano, el control del
patrén proximal-distal es fundamental. En la etapa pseudoglandular, SOX2 se co-expresa
junto con SOX9 (del inglés, sex determining region Y-box 9) en las células mas distales
del epitelio pulmonar. A medida que avanza la fase canicular, las células en los extremos
del epitelio comienzan a expresar unicamente SOX9, el cual promueve la expansion de
las células progenitora distales, mientras que SOX2 deja de estar presente en esta region
y se restringe a las regiones proximales, donde favorece la diferenciacion. Por tanto, la
expresion de SOX2 se convierte en un marcador del endodermo proximal, mientras que
SOXQ9 identifica el endodermo distal (71).
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El desarrollo de la asimetria lobular del pulmdn, que resulta en dos Iébulos en el lado
izquierdo y tres en el lado derecho, es fundamental para el adecuado posicionamiento y
funcionalidad de los 6rganos que se encuentran en el torax y el abdomen. Diversos
factores han sido identificados como influyentes en este proceso de asimetria izquierda-
derecha, entre los cuales se incluyen SHH, FGF8 (del inglés fibroblast growth factor 8),
N-cadherina, activina-p y el receptor de activina 1B (ACVR2B, del inglés activin
receptor type 11B) (72-74). Estos elementos desempefian un papel crucial en la regulacion
de la expresion de NODAL, LEFTY1 y LEFTY2 (del inglés, left-right determination

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

Entre los factores moleculares clave en la regulacion de la vascularizacion pulmonar
y en la formacién de la barrera aire-sangre, destaca el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, en inglés vascular endothelial growth factor). VEGF actta como sefial
clave para el crecimiento celular y la regulacion de la permeabilidad en diversas células
pulmonares (76). También, induce la produccion de éxido nitrico 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 perfusion de los capilares y una reduccién 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 proteinas transcripcionales
que responden a bajos niveles de oxigeno. Los HIFs, formados por una subunidad alfa
(HIF-1o) que es inducible por hipoxia y una subunidad beta (HIF-1B) de caracter
constitutivo, modulan la expresion de VEGF en condiciones de hipoxia, favoreciendo la
expansion vascular en el tejido pulmonar. Ademas, se ha demostrado que la hipoxia es
un factor que potencia la formacién de nuevos vasos en el pulmén embrionario, mientras
que estudios in vitro sugieren que la supresion tanto de HIF-1o como de VEGF limita el
desarrollo de ramificaciones epiteliales durante el desarrollo pulmonar (78).

En conjunto, esta red de sefiales moleculares coordina el crecimiento y la maduracion
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 todavia existen muchas incéognitas sobre el linaje celular en el pulmon
embrionario humano, se sabe que la diferenciacion celular sigue una jerarquia organizada
en la que células progenitoras especificas generan y mantienen los diferentes tipos
celulares que formarén el arbol 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 ramificacion. Con forme el epitelio de la tip se
ramifica, las células comienzan a diferenciarse progresivamente a lo largo de su eje
proximal-distal. La expresion 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-
expresion de SOX9 e I1D2 identifica los progenitores del epitelio distal (71, 79) (Figura
5).

Las células progenitoras proximales SOX2*, localizadas en la region superior de las
vias respiratorias en desarrollo, dan origen a varios tipos celulares que formaréan 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 pequefia proporcion del epitelio
respiratorio, cumplen funciones esenciales, como la deteccion de bajos niveles de oxigeno
en el aire inhalado y la capacidad de contribuir a la regeneracion 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 (ScCRNA-seq) (82) han
identificado en las 9 pcw la presencia de un tipo especifico de células progenitoras
secretoras proximales (SCGB3A2", del inglés secretoglobin 3A2; CYTLL1"; 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*; MUC5BT, 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,

Pagina | 28



INTRODUCCION

surgen alrededor de las 15 pcw y tienen un papel en la secrecion de proteinas, como
SCGB1AL, que ayudan a formar el fluido epitelial de las vias respiratorias, contribuyendo
asi a la captura de particulas y microorganismos inhalados. Ademas, estas células club
actlan como progenitoras para otros tipos celulares de las vias proximales como las
células ciliadas (83). Los procesos de diferenciacion y especializacion en el epitelio
proximal son regulados por vias de sefializacion, como WNT, BMP (del inglés, bone
morphogenetic protein) y NOTCH, las cuales guian la identidad celular y su organizacion
espacial, permitiendo que el epitelio proximal desarrolle las funciones especificas para la

conduccion del aire (64).

Las células progenitoras distales, ubicadas en las puntas (o tips, en inglés) del arbol
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; NAPSAY, del inglés napsin A) las cuales se hacen visibles a partir de las 15
pcw y se hacen méas abundantes en las 22 pcw. Estas células méas 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 organulos especializados Ilamados cuerpos lamelares, donde
almacenan y secretan las proteinas del surfactante pulmonar. Estas proteinas incluyen
SFTPA, SFTPB, SFTPC y SFTPD (del inglés surfactant protein A, B and D). SFTPA 'y
SFTPD son proteinas grandes e hidrofilicas, implicadas en la defensa del huésped contra
patégenos, mientras que SFTPB y SFTPC, mas pequefias e hidrofébicas, son criticas en
la distribucion y funcién del surfactante en la superficie alveolar (85-87). SFTPC es
especifica de las células AT2 y sirve como marcador distintivo de este tipo celular.
Asimismo, otra proteina caracteristica 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 proteinas, AQP5, que actla como un canal de agua crucial para
mantener la homeostasis de liquidos en los alveolos, contribuyendo al intercambio
gaseoso Yy al control de la humedad; y PDPN, proteina de membrana involucrada en la
formacion y mantenimiento de la estructura alveolar (71). Cabe afadir, que se ha
demostrado que varios factores de transcripcion como TTF-1, FOXA2 (del inglés
forkhead box protein A2) y GATA-6 (del inglés, GATA-binding factor 6) influyen en la
transcripcion de los genes SFTPA, SFTPB y SFTPC. FGF10, ademas, juega un papel
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importante en la proliferacion y expansion de los progenitores epiteliales distales
mediante la regulacion 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 pulmon, las
células madre bronquioalveolares (BASCs, del inglés bronchioalveolar stem cells),
localizadas en la region alveolar. Estas células expresan los marcadores SCGB1Al y
SFTPC y poseen la capacidad de diferenciarse tanto en AT2 como en células Club. Sin

embargo, su origen aun no se ha definido con claridad (91).
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Figura 5. Representacion 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*, CYTLL1"). Este progenitor, se
diferencia en células Club (SCGB3A2*, SCGB1A1*) y en células secretoras proximales
(SCGB3A2*, MUC5BY), las cuales dan lugar a su vez a las células caliciformes (MUC5AC?). El
progenitor distal da lugar a los neumocitos tipo 1l (SFTPC*, NAPSAY), que se diferencian en
neumocitos tipo | (AQP5*, PDPN*). En el pulmén adulto, también se encuentran células
bronquioalveolares (SCGB1AL1*, SFTPC*) que pueden generar células club y AT2, aunque el
progenitor celular de estas células en humanos adn no se ha identificado. Figura generada a partir

de la informacidn obtenida de (71, 82) y creada con BioRender.com.
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2. El cancer de pulmon

2.1. Epidemiologia

El cancer de pulmoén se sitla entre las enfermedades oncologicas mas 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 Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer de pulmén es el
segundo cancer més diagnosticado a nivel global, solo superado por el cancer de mama.
Aunque esta enfermedad afecta principalmente a hombres, quienes presentan una tasa de
incidencia més alta (21% frente al 13% en mujeres), la brecha de género ha comenzado a
reducirse en algunos paises debido al aumento de tabaquismo entre mujeres,
especialmente en regiones de altos ingresos (93). En términos de mortalidad, el cancer de
pulmon es la causa principal de muerte oncoldgica en hombres y la segunda en mujeres,
tras el cAncer 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 afios a un rango del

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

m Hombres Mujeres

| Pulmén y bronquios 1.572.045 21% Mama 2.296.840 32%
Préstata 1.467.854 20% Pulman y bronquios 908.630 13%

Colon y recto 1.069.446 14% Colon y recto 856.979 12%
Cancer de piel 744.785 10% Cérvix uterino 662.301 9%
Estémago 627.458 8% Tiroides 614.729 9%

Higado y cto. biliar 600.676 8% Cancer de piel 489.748 7%
Vejiga 471.293 6% Cuerpo uterino 420.368 6%

Esdfago 365.225 5% Estomago 321.326 5%

Linfoma no hodgkin 311.375 4% Ovario 324.603 5%
Leucemia 278.120 4% Higado y cto. biliar 265.460 A%

Total 7.508.277 100% Total 7.180.984 100%

Mortalidad i
Hombres Mujeres

| Pulmon y bronquios 1.233.241 30% Mama 666.103 21%
Higado y cto. biliar 521.826 13% Pulmon y bronquios 584.228 18%
Colon y recto 499,775 12% Colon y recto 404,244 13%
Estomago 427.575 10% Cervix uterino 348.874 11%

Prostata 397.430 10% Higado y cto, biliar 236.899 7%

Escfago 318.433 8% Estomago 232.600 7%

Pdncreas 247.589 6% Pdncreas 219.820 7%

Leucemia 173.289 4% Ovario 206.956 7%

Vejiga 165.672 4% Leucernia 132.116 4%

Linfoma no hodgkin 143.740 3% Esofago 126.958 4%

Total 4.128.57 100% Total 3.158.798 100%
Figura 6. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en hombres y mujeres.
En hombres, el cancer de pulmoén 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 extraidos de la web de Globocan (2022) y creada con

BioRender.com.
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Este cancer también presenta una distribucion desigual a nivel mundial, con tasas de
incidencia y mortalidad que son entre tres a cuatro veces mas elevadas en paises con un
alto indice de desarrollo humano. En estos paises, como Estados Unidos, Reino Unido y
Australia, las tasas de incidencia de cancer de pulmon han comenzado a disminuir gracias
a politicas antitabaco, programas de deteccion temprana y avances en tratamientos. Sin
embargo, en paises de ingresos bajos y medianos, la incidencia sigue en aumento.
Factores como el envejecimiento de la poblacion, el incremento en el consumo del tabaco
y la exposicion a contaminantes impulsan esta tendencia, convirtiendo al cancer de

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

2.2. Factores de riesgo

La etiologia del cancer de pulmdn esté 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 relacién
proporcional a la cantidad de cigarrillos consumidos y los afios de exposicién acumulados
(96). En paises desarrollados, la reduccion en el consumo de tabaco tras la
implementacion de politicas publicas antitabaco ha resultado en una disminucién gradual
de la incidencia de cancer de pulman. En contraste, en paises 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 mas de 7000 compuestos quimicos, de los
cuales al menos 250 son reconocidos como dafiinos y mas de 70 estan clasificados por la
OMS como carcindgenos. Entre estos compuestos destacan los hidrocarburos
policiclicos, las nitrosaminas y los metales pesados como el arsénico y el niquel (98).
Cada uno de estos elementos contribuye al dafio de las células al provocarles alteraciones
al ADN (&cido desoxirribonucleico), inflamacién cronica y estrés oxidativo, favoreciendo
su transformacion maligna. La exposicion pasiva al humo del tabaco también se asocia
con un mayor riesgo de cancer de pulmon, especialmente en personas expuestas de
manera habitual en el hogar o en el lugar de trabajo, donde el riesgo puede aumentar entre
un 23y 30%. Ademas, estudios indican que la exposicién durante la infancia podria estar
relacionada con una mayor probabilidad de desarrollar cancer de pulmén en etapas

posteriores de la vida (99).
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Ademas del tabaco, otros factores ambientales influyen en el riesgo de cancer de
pulmon. La exposicion prolongada a sustancias como el radon, asbesto y ciertos metales
y la contaminacién del aire incrementan el riesgo. El radon es un gas radioactivo de origen
natural, producto de la descomposicion 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 cancer de pulmdn en personas no fumadoras, especialmente en zonas donde se
han utilizado materiales de construccion con altos niveles de radon (100). La exposicion
laboral a agentes carcindgenos industriales, como derivados de alquitran y hollin, también

eleva el riesgo en trabajadores expuestos durante largos periodos.

Las predisposiciones genéticas también juegan un papel significativo. Las personas
con antecedentes familiares de cancer de pulmon presentan un riesgo 1.7 veces mayor de
desarrollarla, independientemente de factores como el tabaquismo. Esto podria deberse a
variantes genéticas heredadas que afectan la reparacion del ADN o aumentan la
susceptibilidad a los carcindgenos (101). Estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS, del inglés genome-wide association study) han identificado regiones
cromosOmicas relacionadas con un riesgo elevado de cancer de pulmoén, como 5p15,
15025-26 y 6921 (102). Asimismo, el desarrollo del cancer de pulmén implica
mutaciones genéticas que promueven el crecimiento del tumor o desactivan genes que
normalmente suprimen el cancer. Estas mutaciones varian entre regiones y poblaciones
como, por ejemplo, las mutaciones en el gen EGFR (del inglés, epidermal growth factor
receptor) son mas comunes en Asia oriental (38-50%) que en América (24%) o Europa
(14%), siendo particularmente méas 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 comparacion con China (8%)
(94).

Finalmente, el cancer de pulmon presenta factores de riesgo asociados a otras
enfermedades. La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), causada
frecuentemente por el tabaquismo, es un factor de riesgo independiente para el cancer de

pulmon, aumentando hasta seis veces el riesgo debido a la inflamacion crénica y el estrés
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oxidativo que caracterizan esta condicion (103). Asimismo, la infeccidn por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) incrementa entre dos y cinco veces el riesgo de cancer

de pulmon, influido por la inmunosupresion crénica y la inflamacion pulmonar (104).

2.3. Clasificacién histopatologica del cancer de pulmon

El cancer de pulmon es una enfermedad altamente heterogénea, dividida en dos tipos
principales segun la célula de origen y la histologia: el cancer de pulmoén de célula
pequefia (CPCP), que representa el 15-25% de los casos, y el cancer de pulmén de célula
no pequefia (CPCNP), que constituye el 75-85% del total (105, 106). Esta distincion es
fundamental, ya que existen diferencias significativas entre ambos tipos en cuanto a su

velocidad de crecimiento, diseminacién y respuesta a los tratamientos.

2.3.1. Cancer de pulmén de célula pequefia

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 prondstico desfavorable debido a su
rapida proliferacion 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 pulmén,
frecuentemente acompafada de ganglios linfaticos toracicos de gran tamafio (107). La
gran mayoria de los pacientes presenta metastasis a distancia al momento del diagnostico,
afectando con frecuencia 6rganos como el cerebro, el higado, las glandulas suprarrenales
y los huesos. Esta elevada agresividad también se refleja en la alta concentracién de
células tumorales circulantes (CTCs) en sangre, una de las mayores entre los tumores
solidos (108).

Desde una perspectiva histopatologica, el CPCP se divide en dos subtipos segun la
clasificacion de la OMS: el CPCP puro, que representa aproximadamente el 80% de los
casos, y el CPCP combinado (incluye caracteristicas de otros subtipos de CPCNP), que
constituye el 20% restante (109). Las células tumorales en este tipo de cancer presentan
caracteristicas distintivas: son pequefias y adoptan formas redondeadas, ovaladas o
fusiformes, con nicleos que muestran una cromatina finamente granular, nucleolos poco
visibles o ausentes y citoplasma escaso (Figura 7a). Estas células suelen expresar
granulos neuroendocrinos, un rasgo caracteristico de este tipo de tumor. Los marcadores

comunmente utilizados para su diagnostico 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 citotoxicas.
En estadios metastasicos, 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 afios, mientras que en aquellos con enfermedad metastésica

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

Figura 7. Imégenes histolégicas de un tejido de carcinoma de células pequefias. a. Tincion
de hematoxilina-eosina (110). b. Expresion positiva de sinaptofisina (113).

2.3.2. Cancer de pulmén de célula no pequefia

Dentro del CPCNP se distinguen varios subtipos especificos, siendo el
adenocarcinoma el més 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 vias aéreas mas distales. Aunque se suele relacionar frecuentemente con la
exposicién crénica a carcinégenos como el humo del tabaco, se considera mas comun en
personas no fumadoras o con baja exposicion a agentes cancerigenos, representando entre

el 15% y el 20% de los casos. Esta incidencia se atribuye a una combinacion de factores
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genéticos y ambientales. El adenocarcinoma suele manifestarse como masas periféricas
con fibrosis central y retraccion pleural, aunque también puede presentar otras

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

En el analisis microscopico, el adenocarcinoma presenta una diferenciacion glandular
y produccion de mucina, y presenta una notable heterogeneidad celular, con diversos
patrones histoldgicos que en ocasiones se combinan en un mismo tumor (Figura 8a).

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

e Adenocarcinoma lepidico: se presenta bien diferenciado y compuesto por

neumocitos tipo Il. Crece a lo largo de las estructuras alveolares preexistente y
puede mostrar un engrosamiento de los septos alveolares.

e Adenocarcinoma acinar: se encuentra moderadamente diferenciado, con una

estructura glandular caracterizada por un lumen central rodeado de células
tumorales, asentadas en un estroma fibroelastico. Es uno de los patrones mas
comunes en el adenocarcinoma.

e Adenocarcinoma papilar: se caracteriza por una diferenciacion moderada, con

células neoplésicas que crecen a lo largo de un nucleo fibrovascular, formando
una arquitectura papilar.

e Adenocarcinoma micropapilar: tumor con un crecimiento en pequefios nidos

papilares sueltos, sin ndcleo fibrovascular.

e Adenocarcinoma sélido: forma grandes grupos de células tumorales con escasa

separacion entre ella, sin dar lugar a ningin patron establecido, ni lepidico,
acinar, papilar o micropapilar.

e Adenocarcinoma coloide: se caracteriza por secretar abundante mucina que

rellena los espacios aéreos.

e Adenocarcinoma fetal: su estructura histoldgica es similar al tejido pulmonar

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

e Adenocarcinoma entérico: histolégicamente parecido al adenocarcinoma

colorrectal.

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

tipo columnar o caliciforme con abundante mucina dentro del citoplasma.
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e Adenocarcinoma minimamente invasivo: tumores solitarios pequefios que

presentan un crecimiento de células neoplésicas alrededor de estructuras
alveolares en un patrén lepidico predominante.

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

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

patron lepidico puro.

Este tipo de tumores expresa biomarcadores caracteristicos de las estructuras
alveolares, como TTF-1y NAPSA, los cuales estan presentes en mas del 85% de los casos
(Figura 8b). Por lo general, el adenocarcinoma es negativo para los marcadores
especificos de células escamosas, como P40 (isoforma de la proteina P63) y CK5/6 (del
inglés, cytokeratin 5y 6), por lo que se emplean para diferenciar entre adenocarcinomas
y carcinomas de células escamosas (117). Su progresion a menudo esta relacionada con
lesiones premalignas, como la hiperplasia adenomatosa atipica. Aungue se han
desarrollado tratamientos innovadores, como la inmunoterapia y las terapias dirigidas, el
adenocarcinoma de pulmén contina teniendo un mal prondstico. La tasa de

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

diagndsticos en etapas avanzadas y a la resistencia de estos tumores, ya sea innata o
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eosina b. Expresion positiva de TTF-1. Imagenes originales

Carcinoma de células escamosas

El carcinoma de células escamosas destaca por originarse a lo largo de las vias
respiratorias, en los bronquios principales o lobares y puede formar cavidades en el tejido
pulmonar al alcanzar grandes tamafios. Su incidencia ha disminuido en las Gltimas
décadas, posiblemente debido a una disminucién en los patrones de consumo de tabaco
(119).
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Histoldgicamente, este tipo de neoplasia maligna presenta queratinizacion y puentes
intercelulares, con un patron sélido de crecimiento en forma de nidos. Las células
tumorales tienden a mostrar ndcleos densamente tefiidos, con nucleolos visibles o poco
prominentes y un citoplasma con una densidad de moderada a abundante (Figura 9a).
Las celulas escamosas en este tipo de carcinoma se caracterizan por presentar uniones
intercelulares, también conocidas como desmosomas, asi como la queratinizacion, ya sea
de forma individual o en agrupaciones. Esta queratinizacion de sus células da lugar a la
formacion 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 subclasificacion generalmente no influye en el
prondstico, con la excepcion del subtipo basaloide, que suele tener una menor
diferenciacion y un patrén lobular con bordes en empalizada. Aunque pierde en parte las
caracteristicas morfologicas escamosas, mostrando una apariencia pseudoglandular, este
subtipo puede confirmarse mediante marcadores inmunohistoquimicos que indican su
origen escamoso. Ademas, se asocia con una resistencia intrinseca a la quimioterapia por

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

En el diagndstico inmunohistoquimico, los marcadores mas comunes son P40 vy
CK5/6, mientras que TTF-1y 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 pronostico depende de factores como el grado de

diferenciacion celular y la presencia de componentes basaloides (109).
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Figura 9. Imagenes histoldgicas de un tejido de carcinoma de células escamosas. a. Tincion
de hematoxilina-eosina. b. Expresion positiva de P40. Imagenes originales
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Otros subtipos menos comunes

El CPCNP incluye varios subtipos menos comunes, cada uno con caracteristicas
distintivas y comportamientos clinicos variados. Uno de estos subtipos es el carcinoma
de células grandes, que se caracteriza por su falta de diferenciacion y la ausencia por
histologia o inmunohistoguimica de diferenciacion de células escamosas, glandulares o
de células pequefias (Figura 10a). Aungue suele ser positivo para citoqueratinas, se
presenta negativo para TTF-1y 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 mas agresivo y se asocia con un pronostico desfavorable, mostrando
expresion de los marcadores distintivos de los carcinomas neuroendocrinos, como
CHGA, SYP y CD56 (123).

El tumor carcinoide también estd agrupado dentro de las neoplasias de origen
neuroendocrino. Este tipo de tumor se presenta con mayor frecuencia en pacientes
relativamente jovenes entre los 45 y 55 afios, y generalmente se diagnostican en etapas
tempranas. Ademas, dentro de los tumores carcinoides se pueden encontrar dos clases,
tipicos y atipicos (124). El tumor carcinoide tipico se caracteriza por ser bien
diferenciado, presentar una baja tasa de proliferacion y no presentar necrosis tumoral. Las
células tumorales suelen organizarse en nidos, mostrando disposiciones trabeculares,
insulares, en cintas y en rosetas (Figura 10c). Ademas, al presentar un crecimiento mas
lento, tienen un prondstico generalmente favorable. En contraste, el tumor carcinoide
atipico presenta caracteristicas mas agresivas y un comportamiento maligno mas
marcado, lo que resulta en una tasa de supervivencia inferior en comparacion a su
contraparte tipica. Las caracteristicas que los diferencian de los tipicos incluyen una tasa
intermedia de proliferacion 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 cancer de pulmén. Se trata de un carcinoma
intermedio que presenta caracteristicas 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

inmunohistoquimica, es positivo para los marcadores de adenocarcinoma y escamoso,
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TTF-1, NAPSA, P40, CK5/6 (Figura 10f-g). Su prondstico es menos favorable que el de los
adenocarcinomas y los carcinomas de células escamosas (126).

Figura 10. Imégenes de cortes histologicos de otros subtipos de carcinoma menos comunes.
a. Tincion de hematoxilina-eosina (H&E) de un tejido de carcinoma neuroendocrino de células
grandes, con patron trabecular. b. Expresion positiva de sinaptofisina en un carcinoma
neuroendocrino de células grandes (116). c. Tincion H&E de un tejido de carcinoide tipico, con
nidos de celulas d. Expresion positiva de sinaptofisina en un carcinoide tipico (114). e. Tincion
H&E de un tejido de carcinoma adenoescamoso, donde las flechas hacia arriba sefialan células
escamosas Yy hacia abajo, adenocarcinomas. f. Doble tincion P40 y NAPSA, en la que las células
escamosas presentan nucleos tefiidos y las adenocarcinomas muestran un citoplasma tefiido. g.
Doble tincion CK5/6 y TTF-1, donde las células escamosas exhiben un citoplasma tefiido y las
células adenocarcinomas nucleos tefiidos (126).
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Subtipo Marcadores Positivos Marcadores Negativos

Céancer de pulmén de célula pequefia

Carcinoma de células pequefias SYP, CHGA, CD56, TTF-1 P40, CK5/6, NAPSA
Céncer de pulmoén de célula no pequefia
Adenocarcinoma TTF-1, NAPSA P40, CK5/6
Lepidico
Acinar
Papilar
Micropapilar

Invasivo mucinoso

Coloide

Fetal

Entérico

Minimamente 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
SYP, CHGA, CD56 TTF-1, P40, CK5/6
grandes
Tumor carcinoide (Tipico / Atipico) SYP, CHGA, CD56 TTF-1, P40, CK5/6

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

Tabla 2. Clasificacion histoldgica de los distintos tipos de cancer de pulmon. Se indican los
marcadores positivos y negativos asociados a cada tipo, lo que facilita su identificacion y

diagndstico. Tabla generada a partir de la informacién obtenida de (114, 127).

2.4. Clinica del cancer de pulmén
2.4.1. Diagnostico

El diagnostico del cancer de pulmon suele comenzar con una evaluacién clinica por
parte del médico, en la que recoge informacion sobre el historial médico del paciente, los
sintomas actuales y cualquier antecedente familiar de cancer. Los sintomas asociados al
cancer de pulmén son amplios y variados, entre los que se incluye la tos persistente, la

disnea, el dolor toracico y, en algunos casos, el esputo con sangre (128). Una vez que
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existe sospecha clinica, se emplean técnicas de imagen, comenzando generalmente con
una radiografia de tdrax para detectar posibles masas o nodulos anormales en los
pulmones. Otros estudios de imagen, como la tomografia computarizada y la tomografia
por emision de positrones, permiten observar de manera mas detallada, proporcionando
informacidn sobre el tamario, la forma y la ubicacion de las lesiones y si se han extendido
a otras areas (129). En el caso de que en las imagenes revelen una masa sospechosa, se
realiza una biopsia para obtener una muestra de tejido pulmonar, que puede realizarse
mediante broncoscopia, aspiracion con aguja o cirugia, en el caso de que sea necesario
extirpar una parte del pulmdn. Estas muestras son enviadas a un patélogo, quien confirma
la presencia del tumor y determina el tipo histolégico a través de las caracteristicas
morfolégicas e inmunohistoquimicas antes mencionadas. Ademas, el patélogo puede
realizar analisis moleculares para detectar mutaciones genéticas especificas en las células

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

2.4.2. Estadiaje y pronostico

Una vez que se ha confirmado el diagnéstico de cancer de pulmon, es fundamental
realizar una estadificacion para determinar la extension de la enfermedad y evaluar si el

cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos o a otros 6rganos.

La clasificacion TNM es el sistema estandar que se utiliza para describir el alcance del
cancer en el cuerpo del n paciente: “T” indica el tamafio del tumor primario, “N” evalla
la afectacion de los ganglios linfaticos, y “M” sefiala la presencia de metastasis en areas
distales. Cada uno de estos componentes (T, N 'y M) se subdivide en varias categorias y
las combinaciones especificas se agrupan en distintos estadios. La octava edicién de la
clasificacion TNM, actualmente en vigor para el cancer de pulmon, organiza a los
pacientes en tres categorias principales: estadio temprano (pacientes con estadios I, Il o
incluso 111A), localmente avanzado (estadio I1l) y avanzado/metastasico (estadio 1V)
(131) (Tabla 3).

La estadificacion es esencial no solo para establecer el pronostico del paciente, sino
también para orientar las opciones de tratamiento méas adecuadas. Ademas del estadiaje,
existen otros factores que influyen en el prondstico, como la edad y sexo del paciente, los
subtipos histoldgicos, el grado de diferenciacion tumoral, el estado general del paciente
(ECOG, del inglés Eastern Cooperative Oncology Group), la presencia de mutaciones
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genéticas especifica o la presencia de ciertos marcadores tumorales (132). Por ejemplo,
los pacientes con mejor prondéstico suelen ser aquellos cuyos tumores presenten un grado
mas alto de diferenciacion o que poseen ciertas mutaciones que los hacen sensibles a
terapias dirigidas. Asimismo, la elevada mortalidad del cAncer de pulmén también se debe
a la ausencia de programas de deteccion temprana eficaces y a la naturaleza inespecifica
de los sintoma. Esto hace que la mayoria de casos se diagnostiquen en fases avanzadas,

cuando las probabilidades de supervivencia son considerablemente menores.

8a Edicion de la clasificacion TNM
T/M Etiqueta NO N1 N2 N3
Tla <1cm A1 11B A 111B
T1 Tlb>1a<2cm A2 11B A 111B
Tlc>2a<3cm IA3 11B A 111B
T2a>3a<4cm IB 11B A 111B
T2 T2b>4a<5cm A 11B A 111B
T3>5a<7cm 1B A 1B
T3 T3 Invasion 1B I11A I11B
T3 Nodulos satélites 1B 1A 1B
T4>7cm 1A 1A 1B
T4 T4 Invasion A 1A 1B
T4 Nédulos ipsilaterales A A 1B
M1a Ndédulos contralaterales IVA IVA IVA IVA
M1 M1a Perfusién pleural, pericardica IVA IVA IVA IVA
M1b Lesién Unica IVA IVA IVA IVA
M1c Lesiones Mdltiples _

Tabla 3. Octava edicion de la clasificacion TNM para el cancer de pulmén. Se detallan los
criterios de evaluacion del tumor primario (T), el compromiso de los ganglios linfaticos (N) y la

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

2.4.3. Tratamiento

Para los pacientes con cancer de pulmén en estadio temprano, el tratamiento
principal es la reseccion quirdrgica 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 11 y 1A se recomienda administrar terapia adyuvante basada en cisplatino,
ya que esta quimioterapia ha demostrado mejorar la supervivencia general en un 4-5% a
cinco afos en pacientes con tumores resecados en estos estadios (133). En los altimos
afos, se ha incluido el uso de osimertinib como tratamiento adyuvante en pacientes
resecados con estadios I-II1A que presentan deleciones en el exon 19 de EGFR o
mutaciones L858R en el exdn 21 (134). En cuanto a los pacientes con CPCNP en estadios
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I-11 que no son candidatos para cirugia, se prefieren alternativas basadas en radioterapia,

como la radioterapia ablativa estereotactica (135).

En lo que respecta a los pacientes en estadio 111, son considerados un grupo diverso
que se subdivide en aquellos con tumores resecables e irresecables. Segun la Sociedad
Europea de Oncologia Médica (ESMO, del inglés European Society of Medical
Oncology), los tumores resecables en estadio I11A son considerados en algunos casos
como enfermedad en estadio temprano (136). Sin embargo, en pacientes con N2
confirmado en estadio Il se suele recomendar terapia de induccion, ya sea con
quimioterapia o quimio-radioterapia, antes de proceder a la cirugia. En casos de pacientes
resecados en estadio Il que no recibieron quimioterapia de induccidn y que presentan
enfermedad residual, puede valorarse la radioterapia postoperatoria (137). Para los
pacientes en estadio 111 con tumores irresecables, la quimio-radioterapia concurrente con
platino es el tratamiento que se suele elegir. Si no hay progresion 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 consolidacion con durvalumab, que ha
demostrado beneficios en supervivencia (138). La proteina 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 inmunoldgico.

Los pacientes con cancer de pulmdn metastasico representan un grupo con un
abordaje méas complejo. Su tratamiento incluye varias lineas y modalidades, en el que la
cirugia tiene un rol limitado y las terapias dirigidas contra EGFR, ALK, RET, MET o
BRAF en adenocarcinomas pulmonares desempefian un papel fundamental al mejorar la
supervivencia (139). Es importante sefialar que, segun las recomendaciones actuales de
ESMO en pacientes con CPCNP metastasico sin mutaciones driver, aquellos que
presentan un PD-L1 > 1% se les administre una combinacion de nivolumab e ipilumab.
Por otro lado, en pacientes con un PD-L1 > 50%, se sugiere la administracion de
pembrolizumab, atezolizimab y cemiplimab como tratamientos en monoterapia (140,
141).

Actualmente, se estan realizando numerosos ensayos clinicos que investigan nuevas
combinaciones de inmunoterapia, incluyendo su aplicacion 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
cirugia sigue siendo considerada la opcion mas curativa cuando es viable. Recientemente,
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se ha destacado la eficacia de la inmunoterapia como tratamiento neoadyuvante seguido
de reseccion quirargica en pacientes con CPCNP resecable, segin un ensayo clinico de
fase Il que incluyo a pacientes en estadios I-111 (142).

2.5. Desarrollo y biologia molecular del cancer de pulmén
2.5.1. Células madre del cancer

El origen celular del cancer de pulmon continda siendo un tema complejo y aun no del
todo esclarecido. Una de las hipotesis actuales sugiere que podria estar relacionado con
las células madre adultas presentes en el tejido del epitelio pulmonar. Estas células madre
poseen una notable capacidad de autorrenovacion y pueden diferenciarse en otros tipos
de células pulmonares, lo que las hace esenciales para el mantenimiento y la regeneracién
del tejido. En el pulmén adulto, se identifican varias poblaciones clave: las células
basales en la trAquea 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, podrian acumular mutaciones a
lo largo del tiempo, transformandose asi en células malignas y desencadenando el proceso

de tumorogénesis.

Esta idea se fundamenta en la teoria de las células madre del cancer (CSCs, del inglés,
cancer stem cells), que plantea que el crecimiento de los tumores esta impulsado por
poblaciones residuales de CSCs. Estas CSCs son las principales responsables de iniciar y
perpetuar el tumor, ademas de contribuir a la resistencia al tratamiento y a la formacién
de metastasis (144). Como se comento en los apartados anteriores, sabemos que algunos
subtipos histoldgicos del cancer de pulmon parecen surgir en zonas especificas del
aparato respiratorio, y muestran marcadores caracteristicos de las células madre presentes
en esos microambientes, lo que sugiere que cada tipo de tumor podria tener su origen en

CSCs localizadas en esos nichos celulares.

La distribucion de los tumores en el sistema respiratorio apoya esta teoria. Se considera
que el carcinoma de celulas escamosas se origina principalmente en las vias respiratorias
mas proximales (traquea 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 caracteristicos de las carcinomas de células escamosas (145).
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Figura 11. Células madre en el pulmon adulto. Se representa la composicion celular del epitelio
pulmonar en cada region, destacando las células madre responsables de la regeneracion y
reparacion tisular a lo largo del arbol bronquial. La tabla asociada muestra los tipos celulares y

los marcadores inmunohistoquimicos usados para su caracterizacion. Figura adaptada de (143).

En las regiones bronquiolares, se desarrollan tanto el CPCP como otros tumores
neuroendocrinos. En esta zona, se encuentra una subpoblacion células neuroendocrinas
pulmonares con capacidad de replicacion y con expresion de ASCL1, un factor de
transcripcion clave en la diferenciacion neuroendocrina. Esta subpoblacion podria

representar entonces las células precursoras del CPCP (146).

Finalmente, en las regiones mas distales del pulmon, en los sacos alveolares, es comun
gue se desarrollen los adenocarcinomas. En esta region anatomica residen los AT2,
identificados por la expresion de SFTPC y la ausencia de SCGB1A1, y que han sido
considerados el origen del adenocarcinoma pulmonar. Sin embargo, investigaciones
recientes en modelos de ratdén han propuesto otra posible célula de origen para este tipo
de cancer: las BASCs, que expresan tanto SFTPC como SCGB1ALl y se localizan en la
region de transicion entre los bronquios y los alvéolos. Estas BASCs podrian estar
involucradas en la génesis de algunos adenocarcinomas, lo que abre nuevas perspectivas

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

El cancer de pulmon estd 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 reparacion del ADN y la transformacion del epitelio pulmonar en neoplasias malignas,
contribuyendo de esta manera a la progresion del cancer (149). Es importante, por tanto
la identificacion de mutaciones especificas y las vias 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 division celular. Cuando estos genes sufren mutaciones,
se activan de manera descontrolada e impulsan el crecimiento y la proliferacion de las
células cancerosas. La anomalias en los oncogenes pueden ocurrir por amplificaciones,

mutaciones puntuales y reordenamientos estructurales (150).

Un oncogén altamente predominante en el cancer de pulmon 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 proteinas RAS. Estas proteinas participan en numerosas
vias de sefializacion como MAPK (del inglés, mitogen-activated protein kinase) y PI3K-
AKT (del inglés, phosphoinositide 3-kinase y protein kinase B), que promueven la
proliferacion celular y previenen la apoptosis (151). Las mutaciones activadoras de
KRAS son méas comunes en el adenocarcinoma de pulmon, donde se encuentran en el 25-
40% de los casos. Estas mutaciones son mas frecuentes en las poblaciones occidentales
que en las asidticas, y especialmente en hombres y fumadores. Las mutaciones de KRAS
son muy raras o estan ausentes en los carcinomas de células escamosas y en el CPCP
(152). Aunque historicamente han sido dificiles de tratar con terapias dirigidas,
recientemente se han realizado ensayos clinicos con inhibidores especificos para
mutaciones, como el sotorasib para la mutacién 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 esta involucrado en numerosas vias de

sefializacion relacionadas con la proliferacion celular, la supervivencia, la diferenciacion,
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la neovascularizacion, la migracion y la invasion. Por tanto, las mutaciones en el gen
EGFR causan la activacion descontrolada de estas vias, promoviendo asi la
tumorogeénesis (154). La mayoria de las mutaciones en EGFR se encuentran en el
adenocarcinoma, aungue también se observan en carcinomas adenoescamosos. Son
comunes en mujeres jovenes 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 division normal de la célula,
ademas de que participan en la reparacién del ADN y la apoptosis. Cuando estos genes
mutan, pierden su funcidn protectora, lo que facilita que se acumule dafio genético y tenga

lugar el desarrollo del cancer (156).

En el cancer de pulmon, el TP53 (del inglés, tumor protein 53) es el gen supresor de
tumores mas frecuente mutado. Ubicado en el cromosoma 17, este gen codifica la
fosfoproteina nuclear p53, que se une a las regiones de ADN dafiado y actlia como un
factor de transcripcién al promover la reparacién del dafio y la apoptosis cuando este dafio
es irreparable. Cuando se producen las mutaciones en TP53, sus funciones de proteccién
se pierden, lo que permite un crecimiento descontrolado de las células y la acumulacién
de otras mutaciones (157). Las anomalias en TP53 ocurren en el 90% de los CPCP y en
el 65% de los CPCNP, siendo mas comun en carcinomas de células escamosas que en
adenocarcinomas. En el CPCNP, estas mutaciones estan asociadas a personas fumadoras

0 a la exposicién 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 lipidos, la cual antagoniza
la via de sefalizacion de supervivencia, inhibiendo en condiciones normales el
crecimiento y la proliferacion descontroladas de las células (159). Aunque las mutaciones
de PTEN no son tan comunes, se detectan en aproximadamente el 5% de los CPCNP,
siendo mas frecuentes en carcinomas de células escamosas que en adenocarcinomas
(10,2% vs 1,7%). Ademas, estas mutaciones se relacionan con un historial de tabaquismo
(160).
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3. Organoides para el estudio de la embriologia humana
y el cancer

3.1. El uso de los organoides frente a los modelos in vivo e in vitro
tradicionales

En las ultimas décadas, se han desarrollado diversos modelos experimentales para su
uso tanto en la investigacion basica como en la investigacion translacional. En el estudio
del pulmén humano, estos modelos han surgido como herramientas clave para descifrar,
en un entorno mas controlado, los mecanismos celulares y moleculares ain desconocidos
del desarrollo pulmonar humano, asi como de aquellos involucrados en la aparicion y
progresion del cancer. Ademas, han permitido evaluar tratamientos que se encuentran en

fases preclinicas.

Los modelos in vivo, como el uso de ratones, ofrecen un contexto bioldgico que
permite estudiar la interaccion 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
especificas en genes de interés, a través de la creacion de modelos knock-out (donde se
inactiva un gen) y knock-in (donde se introduce una mutacion), lo que permite estudiar
procesos fisiologicos clave, como la morfogénesis de las ramificaciones del arbol
bronquial, o para profundizar en la comprensién de como una mutacion especifica puede
inducir o contribuir al desarrollo del cancer (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 caracteristicas bioldgicas 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 biologia
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 fisiologia pulmonar,
el genomayy la expresion génica, asi como las vias moleculares involucradas. Por ejemplo,
estd demostrado que los pulmones humanos presentan diferencias anatoémicas

significativas en la distribucion de las células madre en comparacién con los pulmones
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de roedores, lo que dificulta la extrapolacion directa de los resultados obtenidos en

modelos humanos a la biologia 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
investigacion debido a su simplicidad y bajo coste. Estos cultivos se dividen en dos
categorias principales: las lineas 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 estdn compuestas por células
no transformadas (166). Otro tipo de cultivo 2D son los co-cultivos, que son mas
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 representacion mas 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 caracteristicas en el cultivo de organoides

Los organoides son estructuras 3D derivadas de las células madre, lo que les confiere
la capacidad de autorenovacion, de autoorganizacion y de diferenciacion en diversos tipos
celulares, replicando la diversidad celular, la funcionalidad y las caracteristicas
moleculares del tejido de origen. Gracias a estas propiedades, los organoides se han
convertido en herramientas clave para la investigacion basica y translacional, permitiendo
estudios mas representativos y precisos sobre la biologia del desarrollo, enfermedades y

respuesta a tratamientos (170).

Para comprender mejor cdmo 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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diferenciacion como por su origen. Segun su potencial de diferenciacion, encontramos
(171, 172):

e Las células madre totipotentes, como el cigoto y los blastomeros en los

primeros 1-3 dias después de la fertilizacion. Pueden formar todos los tipos de
células del organismo, incluidas las extraembrionarias, como la placenta.

e Las células madre pluripotentes derivadas de la masa celular interna del

blastocisto (4-14 dias despues de la fertilizacion). Tienen la capacidad de
diferenciarse en cualquier tipo de célula de las tres capas germinales
(ectodermo, mesodermo 'y endodermo), aunque no en células
extraembrionarias.

e Las células madre multipotentes, con capacidad para generar varios tipos

celulares, pero solo dentro de un linaje especifico o familia celular. Un ejemplo
son los AT2, que pueden diferenciarse en los AT1.

e Las células madre unipotentes, limitadas a diferenciarse en un solo tipo de

célula, especializdndose en un solo linaje especifico. Aunque tienen una
capacidad limitada de diferenciacién, son importantes para el mantenimiento y
regeneracion de tejidos especificos, como las células basales de las vias aéreas

proximales.
Por otra parte, las células madre también se pueden definir seglin su origen (173, 174):

e 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.

e Las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced

pluripotent stem cells), células sométicas adultas que han sido reprogramadas
para alcanzar un estado pluripotente.

e Las células madre adulta (ASCs, del inglés adult stem cells), son células

multipotentes encontradas en tejidos especificos del organismo, y estan
especializadas en generar células dentro de su propio linaje tisular.
e Las CSCs, derivadas de tumores y con capacidad de generar una poblacion

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 diferenciacion, lo que requiere de dos elementos esenciales:
un medio de cultivo enriquecido que incluya factores de crecimiento y moléculas
reguladoras que acttan sobre las vias de sefializacién involucradas en la proliferacion, la
supervivencia celular y la autorrenovacion (175); y un andamiaje que imite la matriz
extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix) y permita el crecimiento en 3D,
generalmente un hidrogel. EI Matrigel, de origen animal y rico en proteinas como
laminina y colageno 1V, es el hidrogel méas utilizado para promover la adhesion,

organizacion e interaccion 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
especifico asociado a células madre de intestino, conocido como Lgf5 (del inglés leucine-
rich repeat-containing G-protein coupled receptor) (177). Este avance, realizado hace
mas de una década, abrié el camino a la generacién de organoides de diversos tejidos,
incluyendo cerebro, higado y rifidén. Sin embargo, no fue hasta el 2015 cuando se
desarroll6 un protocolo especializado para generar organoides pulmonares. Este método,
disefiado por Spence y su grupo, permitié la produccion 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 permitian 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 segun su célula de origen: los organoides de pulmon embrionario (LEOs, del
inglés lung embryonic orgnaoids), derivados de una poblacion de células progenitoras
multipotentes presentes en las tips del arbol bronquial en desarrollo; los organoides de
tejido normal de pulmén (LNOs, del inglés lung normal organoids), generados a partir
de ASCs multipotentes; y los organoides de tejido tumoral de pulmon (LCOs, del inglés

lung cancer organoids), obtenidos a partir de las CSCs presentes en el tumor (Figura 12).

Pagina | 52



INTRODUCCION

| Vias de sefalizacién
y; KP Di iy O Cultivo en .
-~ iseccion Matrigel ¢
c}é w2 = O e — FGF || Torg
/ \ - WNT
4 J (N 20

Tips enriquecidas

Arbol bronquial en oélulas madre Organoifﬁes deri_\lado_s
embrionario embrionarias de pulmdn embrionario
. B, Disgregacion Vias de sefializaci6n
5 E!{» AN mecanica y Cultivo en
= _ 4 -enzimatica Matrigel EGF KOG
o W — —_— I MAPK
\ o ¢ FGF
v ey o WNT Bk
1 _‘)\ -7 L L] TGF-B
- < Células madre Organoides derivados
Pulmon adulto no adultas de tejido no neoplasico
neopldsico de pulmén

Disgregacion ... .o Vias de sefializacién

4
_ mecénicay £} . Cultivo en EGF ROCK
\ enzimatica ' Matrigel Ty MAPK
i - — » {® —_— o FGF
' O . 2 e BMP
S A Bae ¥ &% & WNT
i | ' b . TG F_B
[ 1
| 4 S 5
L < Células rr:adre Organoides derivados
Pulmaon adulto con tumorales de tejido tl,‘lmoral
masa tumoral pulman

Figura 12. Generacién de organoides a partir de células progenitoras multipotentes del
pulmén embrionario, de ASCs y de CSCs. De las tips del arbol bronquial embrionario, que
contienen células progenitoras multipotentes, se generan organoides embrionarios. En el caso de
tejido pulmonar adulto sin patologias, este se disgrega y digiere enzimaticamente para obtener
células madre adultas que daran lugar a organoides derivados de tejido sano. Por otro lado, de un
tejido pulmonar tumoral, tras la disgregacion y digestion, se obtienen células madre del cancer
gue se utilizan para generar organoides derivados de tejido tumoral. Para el cultivo de estos tres
tipos de organoides pulmonares se requiere la activacién e inhibicion de diversas vias de

sefializacion. Figura original creada con BioRender.

3.2. Cultivo de organoides derivados de pulmén embrionario

Como se explicd en el apartado dedicado al desarrollo embrionario del pulmon,
durante la fase pseudoglandular el arbol bronquial en desarrollo alberga en su extremo
distal o tip una poblacion enriquecida en células progenitoras multipotentes. Estas células,
caracterizadas por la expresion de los marcadores SOX2*, SOX9*, ID2*, darén lugar a las
células de las vias bronquiales. Posteriormente, en la fase canalicular, estas células
progenitoras de la tip pasaran a expresar SOX2-, SOX9*, ID2", y se diferencian en células
alveolares. Para poder cultivar los LEOs, se ha desarrollado un modelo que utiliza la

poblacion de células madre provenientes de las tips del pulmoén en desarrollo

Para obtener LEOs a partir de las tips pulmonares, se han de seguir varios pasos tras

la obtencion de los pulmones de embriones o fetos abortados. Primero, se realiza una
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digestion enzimatica del tejido pulmonar para disgregar las células mesenquimales, la
enzima mas utilizada para ello es la dispasa. Luego se diseca la porcién mas distal del
pulmén, 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 fisiologicos. Con el fin de prevenir
contaminaciones bacterias, se afiaden antibidticos comunes como penicilina y
estreptomicina, y en ocasiones también se incluye anfotericina para evitar la proliferacion
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 proliferacion celular y la formacion de
organoides; N-acetilcisteina (NAC), un antioxidante que protege las células del estrés
oxidativo; y N2, para supervivencia y el crecimiento celular 6ptimos (143). Asimismo,
es necesario suplementar el medio con factores de crecimiento y otros reactivos

necesarios para el desarrollo y mantenimiento adecuados de los organoides.

Pulmones embrionarios Obtencion de tips Dia 0

.
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Dia 7
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- - Q L
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Figura 13. Proceso de generacién de los organoides de pulmoén embrionario a partir de las
tips del arbol bronquial en desarrollo. Los pulmones embrionarios son digeridos
enzimaticamente con dispasa para disgregar el mesénquima, seguidos de la diseccién y obtencion
de las tips, que se cultivan en Matrigel con un medio de cultivo adecuado para su desarrollo.

Figura con imagenes originales.

Para poder preservar la poblacién 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 minimos para asegurar la expansion y supervivencia de los LEOs

hasta por 6 semanas, ademas de mantener la expresion de SOX2 y SOX9 por al menos 4
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semanas en cultivo (180). Sin embargo, también se ha desarrollado un medio de cultivo
optimizado, al que se afiaden factores adicionales para mejorar ain més la tasa de éxito
de establecimiento y la expansion prolongada de los organoides derivados de tips. Este
medio completo de auto-renovacion activa de manera precisa las vias de sefializacion de
EGF (del inglés epidermal growth factor), FGF (del inglés fibroblast growth factor) y
WNT y bloquea selectivamente las vias de BMP y TGF-. Se establecié gracias al trabajo
de Nikoli¢ 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 tamafio reducido en comparacion con
aquellos en el medio completo. Se observo que la omision de CHIR99021 llevaba a la
desintegracion de los organoides en sucesivos pases, mientras que la ausencia de
NOGGIN promovia una expansion excesiva de las células mesenquimales. La
eliminaciéon de FGF10 desde el primer pase mostraba una regionalizacién temprana de
los organoides, revelando poblaciones de células SOX2*, SOX9* junto a células SOX2,
SOX9". Finalmente, la adicion de SB431542 mejoraba notablemente tanto la eficiencia
de formacion de organoides como su tamafio (Tabla 4). Adicionalmente, se observo que
la eliminacion de cualquiera de los factores SB431542, FGF7, FGF10 y CHIR99021
provocaba una reduccién 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 sefializacion de FGF como WNT son necesarias para
mantener la capacidad de autorrenovacion de las tips pulmonares y evitar su

diferenciacion prematura hacia otros linajes celulares (71).

Los LEOs no solo pueden mantenerse en un estado indiferenciado, sino que también
pueden ser dirigidos hacia una diferenciacién bronquiolar o alveolar in vitro, lo que
demuestra la plasticidad de este modelo. Para inducir la formacion de estructuras
bronquiolares, los organoides pueden cultivarse en un medio de diferenciacion de vias
aereas ya establecido, conocido como el PneumaCult. En este medio, los organoides con
un namero de pase alto presentan células diferenciadas como caliciformes MUC5AC™ y
basales CK5". En cambio, en organoides de pase bajo, donde aln se encuentran células

mesenquimales, se observaba la diferenciacion de células basales TP63*, células
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caliciformes MUCS5AC™ (del inglés, mucin 5AC) y células ciliadas ACT™ (del inglés,
acetylated tubulin) (71). Recientemente se ha publicado un medio de diferenciacién
alveolar para LEOs, el cual contiene factores como la dexametasona, 8-Br-cAMP, IBMX
y DAPT, que facilitan la diferenciacion hacia AT2 y AT1 (181).

Reactivo Vias de Funciones Concentracion
sefalizacién
Advanced )
- Medio base 1x

DMEM/F12
Penicilina/ o

o - Antibidticos 100 pg/mL
Estreptomicina
GlutaMax 100x - Fuente de glutamina 2mM
Hepes - Buffer 10 mM

Sefalizacion WNT/  Autorrenovacion de las células
R-SPONDIN 1 ) 500 ng/mL
B-catenina madre

L Autorrenovacion y mantenimiento
NOGGIN Sefializacion BMP ) 100 ng/mL
de las células madre

Sefializacion Proliferacion de las células

FGF7 o 100 ng/mL

FGFR2B epiteliales pulmonares

Sefializacion Ramificacién y crecimiento de

FGF10 100 ng/mL

FGFR2B estructuras pulmonares
N-acetilcisteina - Antioxidante 1,25mM
Suplemento B27 | Sefalizacion de la Factores de crecimiento y 150
(sin Vitamina A) insulina nutrientes '
Suplemento N2 Factores de crecimiento y i
(100x) nutrientes '

o Proliferacion y supervivencia
EGF Sefializacion EGFR 50 ng/mL

celular
Sefalizacion WNT ) .
CHIR 99021 - Proliferacion celular 3 UM
Sefializacion GFK3
Sefializacion p38 Previene diferenciacion no

SB431542 10 uM

MAPK deseada

Tabla 4. Medio de cultivo de auto-renovacion para organoides de pulmon embrionario. Las
vias de sefalizacion representadas en color verde son activadas por el reactivo correspondiente,
mientras que las vias 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 pulmon

Los organoides derivados de tejidos adultos son una herramienta valiosa para
investigar la biologia y la patologia del pulmén humano, ya que permiten reproducir con
gran fidelidad las caracteristicas fisioldgicas y genéticas tanto de las vias respiratorias
como de las estructuras alveolares. Ademas, al generarse a partir de tejidos de pacientes,
estos organoides posibilitan la creacion de modelos personalizados, lo cual es
fundamental para el estudio detallado de enfermedades como la fibrosis quistica (182),

infecciones por virus respiratorios (183) o el cancer (184).

Para obtener las células madre necesarias para crecer estos organoides, el tejido debe
disociarse en pequefios agregados celulares, separandolos de la ECM. Este proceso
comienza con una disociacion mecéanica en la que el tejido se corta en fragmentos
pequefios con bisturi. Luego, estos fragmentos se someten a una digestion enzimatica,
utilizando generalmente colagenasa, una enzima que rompe los enlaces peptidicos del
colageno en la ECM, facilitando la separacién de las células entre si. 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 especificos que promueven el crecimiento
y diferenciacion 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 minimos (Tabla 5). Los medios minimos
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
minimos (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 afio), ademas de favorecer una alta tasa de proliferacion y
tamario (186).

El primer estudio que describid 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 proliferacion 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 afadir 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 cancer de pulmoén presentan
mutaciones en TP53, lo que limita la aplicabilidad del método y provoca la pérdida de
especimenes sin dicha mutacion. Otros laboratorios que desarrollaron medios
enriquecidos para expansion prolongada y optaron por omitir la seleccion con NUTLIN-
3A también enfrentaron una alta contaminacion de organoides normales (187, 188).

Reactivos afiadidos al Medio de Cultivo Basal
Grupos de | Muestras de tejido | Tasa de
B2 | asso1 | NA | FGF0 | NOGGIN | sBa02190 | v27632 | RSPONDINI | NAC | FGF7 | EGF | FGF2 | N2 | Otros reactivos
investigacion tumoral axito
SacsN.et | ADC, SCC. NEC.
88% Nutlin3a
o209 (@-16)
ADC (a=16), 5CC
g | PoemkE 4 NEC@=2). | 40.70°
= (a=4),2 = 40.70%
g @al 2000 | " °
_;. Otros (n=T)
S | SmReal | ADC@29)scC e CHIR99021, SAG,
5%
£ 2020 (n=36) ; FGE-4
3 LiZ etal ’ N
3 - ADC (z=15) 80%
H
% | Tivrea PGE2, Gastrml,
= CPONP (u=14) | 7140%
2020 WasA
KimSY ot
ADC (2=100) 83%
o201
ADC (-19), 5CC
o KimM etal
£ (1-6).CPCP (@=2), | 86.44%
£ 2019
E NEC (a=1)
G & ADC (=53, 5CC
£ 7| mv.ea Forskolina,
g (u=23), CPCP (a=4), | 78.26%
2 2021 Dexametasona
Otros (a=5)

Tabla 5. Los principales medio de cultivo de organoides tumorales de pulmén y los reactivos
anadidos. Los reactivos afiadidos al medio de cultivo se indican con las cajas en gris, mientras
que las blancas sefialan los que no se incluyen. ADC: adenocarcinoma, SCC: carcinoma de células
escamosas, NEC: carcinoma neuroendocrino, CPCNP: cancer de pulmdn de célula no pequefia,
CPCP: cancer de pulmdn de célula pequefia, NA: nicotinamida, NAC: N-acetilcisteina, PGE2:
prostaglandina E2, SAG: del inglés smoothened agonist. Tabla adaptada de (143).

En contraste, los medios de cultivo minimos 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
tamafno y tasas de proliferacion, lo que puede limitar ciertos tipos de estudios y

experimentos (189, 190).
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3.3.1. Organoides de tejido normal de pulmén

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 proliferacion y diferenciacion de células madre pulmonares,
siendo utiles 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 afiadan al
medio y que favorezcan su diferenciacion: los organoides de las vias aéreas proximales y

los organoides de las areas mas distales (Figura 14).

Los LNOs de vias aéreas proximales son estructuras con lumen derivadas de células
madre localizadas en las vias respiratorias, principalmente células basales. Estos, reciben
nombres especificos: traqueosferas, si se originan en la trdquea, y broncosferas, si derivan
de los bronquios. Estas estructuras estan 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 diferenciacién completa en estructuras
de la via aérea proximal, se necesita cultivar los organoides con un medio como el
PneumaCult (192).

Por otra parte, los LNOs de las areas distales se denominan alveolosferas y se observan
al microscopio como estructuras quisticas con células cubicas y delgadas que recuerdan
la forma de los alveolos. Estos organoides son generados a partir de células madre
localizadas en la region alveolar, especialmente las AT2, que pueden diferenciarse en
AT1 y asi contener ambos tipos celulares. Los organoides alveolares presentan una capa
simple de células alveolares formada por células AT2 positivas para SFTPC y HTI11-280,
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 pulmén adulto pueden generar
organoides bronquiolares que contienen células basales, células Club, células ciliadas y
células AT2 (194). Obtener este tipo de organoides supone un desafio actualmente, ya
que al intentar inducir la diferenciacion distal mediante la adicion de reactivos de
maduracion 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 regresion hacia una morfologia de pared gruesa, indiferenciada,
en lugar de conservar la estructura quistica diferenciada. Para lograr mantener las
alveolosferas, es necesario cultivar estos organoides en suspension en placas de no
adherencia (195).

Tipos mas Célula de
frecuentes de LNOs origen

£ 7
@ i ‘j e fiis]
o Mg

_ 2 ® = |

AlveolOSferaS = Célula basal Célula ciliada Célula Club Célula caliciforme | Neumocito tipo Il Neumocito tipo |

=3
& SCGB1AT SFTPC
§ .I(-ZPKESS FOXJ1 SCGB3A2 MUCSAC HTII-280 igs:
g TTF1 TTF1

Figura 14. Composicion 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 inmunohistoquimica utilizados para su identificacion.
Figura adaptada de (143).

3.3.2. Organoides de tejido tumoral de pulmén

La posibilidad de generar LCOs derivados de las CSCs que repliquen las
caracteristicas histolégicas, las mutaciones y la expresion génica del tumor abriria la
puerta a desarrollar modelos tumorales personalizados que acerquen la investigacion
experimental del cancer de pulmon a la clinica. Para ello, es fundamental verificar en qué

medida los LCOs replican las caracteristicas del tumor original.

Desde el punto de vista morfologico, los LCOs obtenidos de pacientes con CPCNP
suelen presentar caracteristicas tumorales tipicas, como nucleos de gran tamafio,
glandulas mucinosas y variaciones en la formay polaridad celular. En contraste, los LNOs
exhiben una estructura quistica organizada (143). Aunque la mayoria de los LCOs tienen
una disposicion densa e irregular, pueden desarrollarse tanto como estructuras solidas

como en forma de lumenes de paredes delgadas, por lo que diferenciar LCOs de LNOs
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basandose unicamente en la histomorfologia no siempre es posible (Figura 15). La
evaluacion de los marcadores de inmunohistoquimica tipicos de los CPCNP ha
confirmado que los LCOs derivados de estos tumores expresan los marcadores
caracteristicos de sus respectivos tipos. Asi, los organoides derivados de
adenocarcinomas presentan la expresion 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).
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Figura 15. Imagenes 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, dia 4 y b. en el pase 2, dia 15.
Barras de escala 200 um c. Tincidn con hematoxilina-eosina de LCOs fijados en formalina e
incluidos en parafina del pase 2. Barra de escala 100 um. d. Imagen de campo claro de organoides
obtenidos de tejido normal pareado (LNOs) en el pase 1, dia 4 y e. en el pase 2, dia 15. Barras de
escala 200 um. f. Tincidon con hematoxilina-eosina de LNOs normales fijados en formalina e

incluidos en parafina del pasaje 2, dia 16. Barra de escala 100 um. Figura adaptada de (143).

Al analizar el perfil gendmico 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 podria estar relacionado con la posible contaminacion por LNOs, afectando asi la

precision de los ensayos de sensibilidad a farmacos (186). Por otro lado, LCOs cultivados
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con medios de cultivo minimo, se mantuvieron las alteraciones en la variacion en el
namero de copias (CNV, del inglés copy number variation), y las tasas de sustitucién de
bases y los tipos de mutaciones coincidieron con los descritas en los tumores de origen
(189). Sin embargo, una preocupacion adicional es la estabilidad genética de los LCOs a
lo largo de los pasajes en cultivo, ya que ciertos subtipos celulares podrian ser
seleccionados bajo condiciones de cultivo especificas. Estudios preliminares de
secuenciacion del genoma completo en pasajes tempranos y tardios de LCOs han
mostrado estabilidad en CNVs, mutaciones de genes clave y firmas mutacionales, aunque
sera necesario realizar investigaciones adicionales en cohortes mas amplias y diversas

para confirmar estos resultados (189).

Por ultimo, también es relevante destacar el desarrollo de los co-cultivos de LCOs. El
microambiente tumoral (TME, del inglés tumor microenvironment) esta compuesto por
un conjunto heterogeneo de poblaciones celulares que interactian de manera dinamica
tanto con las células circundantes como con la ECM, lo que favorece el crecimiento y la
progresion 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. Aungue actualmente son limitados los
estudios que han utilizado co-cultivos de LCOs con células del sistema inmune, este
campo estd en expansion, ya que podria facilitar la prediccion de respuestas a
inmunoterapia dirigidas en el cancer de pulmén. 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 observo 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 proteina de union al factor de crecimiento similar
a lainsulina 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 proteinas y receptores involucrados
en laregulacién del crecimiento, desarrollo y mantenimiento de los tejidos del organismo.
Este sistema incluye principalmente los péptidos IGF-1 e IGF-II, los receptores IGF tipo
'y Il (IGF-IR e IGF-IIR, del inglés type | IGF receptor y type Il IGF receptor), las
proteinas de union 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-1 y IGF-1l. Ambas son hormonas peptidicas de pequefio tamafio, con una masa
molecular de aproximadamente 7 kDa (kilodalton) y que comparten alrededor de un 50%
de homologia con la insulina (199). Son producidos en su mayoria por el higado y tienen
actividades endocrinas, paracrinas y autocrinas. Los IGFs son transportados por el
torrente sanguineo y circulan en forma de un complejo ternario con la subunidad acido-
labil (ALS, del inglés acid-labile subunit) y las IGFBPs, por lo que se mantienen inactivos
hasta su liberacién (200). Los receptores con los que interactian especificamente los IGFs
son las proteinas IGF-IR e IGF-IIR, proteinas que se encuentran en la superficie de las
celulas. 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 proteina transmembrana formada por dos subunidades alfa y dos
subunidades beta, que presenta una afinidad mucho mayor por el IGF-1 que por el IGF-11
y la insulina. Ademas, este receptor presenta una actividad de tirosina quinasa, lo que
permite la transmision de sefiales dentro de la célula. En lo que respecta al IGF-IIR, este
se une principalmente al IGF-11y tiene menor afinidad por IGF-1y ninguna por la insulina
(202). Se considera que la mayoria de los efectos de los IGFs ocurren a través de su
interaccién con el IGF-IR, mientras que el IGF-IIR no tiene actividad tirosina quinasa,

por lo que actla principalmente como un receptor de "limpieza", regulando los niveles de
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IGFs en circulacion al mediar su internalizacion y degradacion. Ademas, también actla

como receptor de manosa-6-fosfato, interactuando con enzimas lisosomales (203).
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Figura 16. llustracion de las interacciones del sistema de los factores de crecimiento
insulinico (IGFs) con la célula. Las proteinas de union a IGFs (IGFBPs) desempefian un papel
central al regular la disponibilidad de IGF-I e IGF-11 para su interaccién con el receptor IGF-IR.
Esta regulacion se logra principalmente al impedir el acceso de los IGFs al receptor, aunque las
IGFBPs también pueden influir en la sefalizacion del IGF-IR mediante modificaciones
postraduccionales o interacciones con proteinas regulatorias. Ademas, las IGFBPs modulan
procesos celulares como la supervivencia, la migracion y el metabolismo a través de vias
independientes del sistema IGF, incluyendo interacciones con integrinas y otras proteinas de
superficie celular e intracelulares. Dentro del nucleo, las IGFBPs estan implicadas en la
regulacion de receptores hormonales nucleares, la reparacion del dafio 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 proteinas homoélogas IGFBP-1 a IGFBP-6 (del inglés, IGF-binding
protein 1 and 6). Se caracterizan por desempafar diversas funciones, como la
proliferacion, crecimiento, diferenciacidn, supervivencia, migracion 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 especificos y otros compartidos (como los sitios de union 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-1I mediante la interaccion con los residuos de los
dominios amino- y carboxi-terminales, regulando asi la actividad bioldgica de estas
moléculas al aumentar su vida media y prevenir su rapida eliminacion (206). Sin embargo,
esta union generalmente inhibe la capacidad de los IGF para activar sus receptores en la
superficie celular. Para revertir esta inhibicion, las IGFBPs son fragmentadas por
proteasas especificas, como las proteasas de serina, las catepsinas y las metaloproteinasas
de matriz (MMPs, del inglés matrix metalloproteinases), o por glucosaminoglicanos
(GAGsS).

La posibilidad de que las IGFBPs puedan tener efectos en el organismo de forma
independiente a su regulacion de la sefializacion 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 Igflr, demostraron que
la sobreexpresion de IGFBP-3 podia inhibir el crecimiento celular, confirmando asi la
existencia de funciones adicionales de las IGFBPs (207). Hoy en dia, 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
sefializacion 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 mas ampliamente estudiada, siendo
objeto de numerosas investigaciones en diversas especies, como humanos, ratones y ratas.
Esta proteina esta 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 aminoacidos, la cual guia su secrecion. Esta secuencia es eliminada cuando la cadena
polipeptidica en formacion de IGFBP-3 entra al reticulo endoplasmatico, en donde
prosigue su procesamiento final. Una vez madura, IGFBP-3 consta de 264 aminoacidos
y tiene un peso molecular de 28.7 kDa. Su estructura esta organizada en tres dominios
como el resto de IGFBPs: el N-terminal, la regién central o de enlace, y el C-terminal
(Figura 17). De estos, la region central es menos conservada, mientras que los extremos
N-terminal y C-terminal son ricos en cisteina y altamente conservados. EI dominio N-

terminal posee 12 residuos de cisteina que forman 6 puentes disulfuro intradominio,
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mientras que el dominio C-terminal contiene 6 cisteinas que a su vez forman 3 puentes

disulfuro especificos, lo que contribuye a la estabilidad de la estructura de la proteina.

En la forma madura de IGFBP-3, el dominio N-terminal esta compuesto por 87
aminoacidos después del péptido sefial, y aproximadamente el 60% de su secuencia de
amino&cidos es idéntica o altamente similar a los dominios N-terminal de las otras
IGFBPs. Este dominio alberga residuos clave para la union con IGF, y se ha demostrado
que las mutaciones que sustituyen tres aminoacidos en esta region (156, 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 proteoliticos de la region amino-terminal de IGFBP-
3 pueden interrumpir la funcién mitogénica independiente de IGF, lo que sugiere que

podria existir otro subdominio aun no identificado en esta region.

Por otro lado, la region central de IGFBP-3 contiene 96 aminoacidos, que abarca desde
el residuo 88 al 183, y que comparte menos del 15% de similitud de secuencia con otras
proteinas de la superfamilia IGFBP. Este dominio, que conecta la region N-terminal con
la C-terminal, no esta involucrado en la unioén a IGF, pero si en la interaccion con
receptores de membrana celular, como con la proteina transmembrana 219 (TMEM 219,
del inglés transmembrane protein 219), permitiendo que el IGFBP-3 ejerza un efecto tipo
receptor-ligando. Ademas, en esta region se han identificado varias modificaciones
postraduccionales, como la glicosilacion, la fosforilacion y la protedlisis, que pueden
influir en sus interacciones celulares tanto dependientes como independientes de IGF. Se
han localizado tres sitios de glicosilacion en los residuos de asparagina 89, 109 y 172;
cinco sitios de fosforilacion en los residuos de serina 111, 113, 156 y 165 y en el residuo

de treonina 170; asi como sitios de hidrolisis de metaloproteinasas y serina proteasas.

Por altimo, el dominio C-terminal de IGFBP-3, al igual que el N-terminal, es crucial
para la unién al IGF. El hecho de que los residuos responsables de esta interaccion se
encuentren en ambos extremos de la proteina sugiere que su conformacién genera un
“bolsillo” en el que ambos dominios interacttan, facilitando asi una union eficiente con
el IGF. Este dominio también contiene una secuencia de localizacién nuclear (NLS, del
inglés nuclear localization signal) que facilita su transporte al nGcleo. Ademas, presenta
sitios de union a transferrina, GAGs, heparina, un dominio de unién a metales y un sitio

de union a ALS, lo que le permite participar en la captacion celular, el transporte nuclear
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y la regulacion de funciones celulares esenciales. En conjunto, el dominio C-terminal de
IGFBP-3, ademés de compartir similitudes estructural con la tiroglobulina, juega un papel
clave en la captacion y localizacion de la proteina dentro de las células, facilitando sus

diversas funciones de transporte y sefializacion intracelular.

En resumen, IGFBP-3 tiene una estructura adaptada para realizar multiples funciones
celulares y moleculares, tanto dependientes de IGF como independientes. Esta proteina
regula procesos fundamentales como la proliferacion y diferenciacion celular, esenciales
para el crecimiento y desarrollo de tejidos y 6rganos, y puede influir en distintos contextos

fisioldgicos, incluyendo el desarrollo del cancer.

1 87 183 264
|«—— Dominio N-terminal —»|«——— Regién central ———» |<«— Dominio C-terminal —»|
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NH, |11s1lss !56816581 10T COOH
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Figura 17. Representacion 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
aminoacidos 1 a 87; el dominio intermedio, que se extiende de los aminoacidos 88 a 183; y el
dominio C-terminal, que incluye los aminoécidos 184 a 264. Cada uno de estos dominios cumple

una funcién biolodgica distinta. Figura adaptada de (208).

4.3. Acciones de IGFBP-3 dependientes de IGF

En sus funciones dependientes de IGF, IGFBP-3 desempefia un papel central en la
regulacién de los IGFs, modulando tanto su disponibilidad como su actividad biologica
en el entorno extracelular. Es la proteina de union a IGF mas abundante en circulacion,
ligdndose aproximadamente al 80% del IGF-I. Por ejemplo, en contextos especificos
como la enfermedad de Alzheimer, un aumento en los niveles de IGFBP-3 se asocia con
una reduccién en la biodisponibilidad de IGF-1 en el cerebro, contribuyendo asi 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 asi
su activacion. Para ello, el complejo ternario se degrada por la accion de las MMPs o a
través de la asociacion de IGFBP-3 a los GAGs.

a. Acciones dependientes de IGF b. Acciones independientes de IGF

ALS

Complejo ternario

Sy

TMEM 219 Integrina TGFBR

IGF-IR IG'IIR \ l

[ [
(RAF) (P13
Nucleo ™
o |
RXR, Nur77, etc.
mogo<

Transcripeién génica

Figura 18. llustracion de las funciones de IGFBP-3 dependientes e independientes de IGF.
a. IGFBP-3 forma un complejo ternario con IGF y subunidades labiles al acido (ALS), que puede
disociarse por la accion de proteasas o a través de su interaccion con glucosaminoglicanos
(GAGS). b. IGFBP-3 interacttia de manera independiente de IGF con otros sistemas de factores
de crecimiento, como TGF- y EGF, asi como con ligandos de integrinas. Estas interacciones
activan multiples vias de sefializacion intracelular, regulando procesos como la apoptosis, la
diferenciacion celular y la angiogénesis. Ademas, IGFBP-3 puede entrar en el citoplasma en
forma citosélica, y su transporte al nicleo esta mediado por importina-f. Una vez en el nlcleo,
IGFBP-3 modula la transcripcion génica mediante su union a receptores nucleares, como RXR y

Nur77, contribuyendo asi a efectos bioldgicos especificos. Figura adaptada de (208).

Cuando IGF-1 o IGF-II se unen a IGF-IR, este receptor de tirosina quinasa se
autofosforila y activa las cascadas de sefializacion intracelular asociadas, como la via
PIBK/AKT/mTOR vy la via MAPK, que son fundamentales para el crecimiento,
proliferacion y supervivencia celular. La via PI3K/AKT/mTOR regula funciones clave
en el metabolismo celular y supervivencia celular, con mTOR desempefiando un rol

central en la proliferacion, el crecimiento celular y la sintesis de proteinas. Por otro lado,
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la via MAPK, que incluye una cascada de fosforilacién 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
proliferacion celular, la diferenciacion y la respuesta al estrés. Ademas, ambas vias
pueden interactuar y modularse mutuamente. Por ejemplo, la activacion de AKT puede
inhibir componentes de la via MAPK y viceversa, en funcion del contexto celular y los
estimulos 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 unién a los IGFs (Figura 18b). Estas
funciones abarcan interacciones directas con componentes de la ECM y proteinas de la
membrana plasmatica, lo cual contribuye a la proliferacion, diferenciacién y migracion

celular en escenarios distintos, como el desarrollo y el cancer.

A nivel subcelular, IGFBP-3 contiene dominios estructurales que le permiten ubicarse
en el citoplasma y translocarse al nicleo. En el citoplasma, se ha descrito que IGFBP-3
puede interactuar con proteinas intracelulares y modular diversas vias de sefializacion que
afectan a la proliferacion, diferenciacion celular, crecimiento y angiogénesis. Ademas,
IGFBP-3 es capaz de entrar al ndcleo, transportado por importina-p, donde se une a
receptores nucleares como RXR (del inglés, retinoid x receptor) y Nur77, regulando la

expresion de genes especificos.

Los mecanismos detras de estas funciones siguen siendo objeto de investigacion, pues
pueden ser diferentes dependiendo del contexto celular; sin embargo, las evidencias
actuales sugieren que IGFBP-3 puede interactuar con distintas proteinas de sefializacion
en la membrana celular, en el citoplasma y en el nucleo, adaptandose a las necesidades
del entorno (Figura 19). En el siguiente subapartado, hablaremos de la interaccion de
IGFBP-3 con la sefial de traduccion de la via del TGF-p/Smad, relevante para el tema de

esta tesis.
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Figura 19. Diagrama de las interacciones de IGFBP-3. Se muestran las proteinas que
interactan con IGFBP-3, agrupadas en funcion de la localizacion extracelular, de membrana

plasmatica e intracelular. Figura adaptada de (210).

4.4.1. Interaccién de IGFBP-3 con la via de sefializacion TGF-g/Smad

IGFBP-3 interactua con la via de sefializacién TGF-B, desempefiando un papel clave
en la regulacion de la proliferacién celular, apoptosis y otros procesos de diferenciacion
celular. Este mecanismo se inicia cuando TGF-f se une a su receptor tipo II (TGF-BRII,
del inglés TGF- receptor I1), que luego recluta y fosforila al receptor tipo | (TGF-BRI
del inglés TGF-4 receptor 1), activando asi una cascada de sefializacion. Este complejo
activa los factores de transcripcion SMAD2 y SMAD3, que al fosforilarse se asocian con
SMAD4 vy se translocan al nucleo para regular la transcripcion génica. En células de
cancer de mama T47D, que carecen de TGF-BRII y, por lo tanto, son insensibles a TGF-
B, la sobreexpresion de IGFBP-3 detiene la progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular, disminuyendo la proliferacién. Sin embargo, IGFBP-3 exdgeno no logra inhibir
el crecimiento de estas células sin TGF-BRIIL, lo que sugiere que la senalizacion de TGF-
B es critica para este efecto. Al restaurar TGF-BRII en estas células, se recupera la
capacidad de IGFBP-3 para inhibir el crecimiento, destacando la importancia de la

colaboracion entre IGFBP-3 y la sefializacion de TGF-3 en la regulacion celular.

Curiosamente, en contraste con su efecto en la via de TGF-f, IGFBP-3 también ha
demostrado inhibir la fosforilacion 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 sefializacion miembros de la superfamilia TGF-$ que activan la via de Smad.
En estudios realizados con células estromales del endometrio humano, se ha demostrado
que la expresion 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 migracion celular
y contribuir a la remodelacion endometrial (212). Esta capacidad de IGFBP-3 para
modular maltiples vias de sefializacion, dependiendo del receptor y del entorno celular,
subraya su versatilidad en la regulacion de procesos celulares, incluidos su papel en el

desarrollo y progresion del cancer.
4.5. El papel de IGFBP-3 en el desarrollo embrionario

IGFBP-3 desempefia diversas funciones bioldgicas dependiendo del entorno celular y
los contextos fisioldgicos 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 regulacion 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 méas altos en el liquido
extraembrionario coelémico y en el suero materno en comparacion con el liquido
amnidtico. Aunque los niveles de IGFBP-3 no cambian significativamente con la edad
gestacional en el liquido extraembrionario coelémico y el suero materno, se ha
identificado la presencia de una proteasa especifica de IGFBP-3 en estos fluidos. Esta
proteasa modula la actividad de IGFBP-3 mediante su protedlisis, 1o que reduce la
afinidad de IGFBP-3 por los IGFs. Este procesamiento influiria en la disponibilidad y la
funcion de los IGFs, afectando asi la regulacion de las células durante el embarazo y, en
ultima instancia, contribuyendo al desarrollo embrionario (213).

En el contexto de la maduracion del oocito y del desarrollo temprano del embrion
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 fecundacién in vitro, estan
significativamente relacionados con una mejor calidad del embrién a las 48 horas post-
fertilizacion, lo que sugiere que IGFBP-3 tiene un papel positivo en la maduracion del
oocito y en el desarrollo temprano del embridn hasta el segundo dia. Junto con IGFBP-4,
los altos niveles de IGFBP-3 en el fluido folicular, se correlacionaron con una mayor tasa

de fertilizacion exitosa y un mejor desarrollo embrionario temprano (214).
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Asimismo, también se conoce que IGFBP-3 esta regulado negativamente por el factor
de transcripcion CDX2 (del inglés, caudal type homeobox 2), el cual se une al promotor
del gen IGFBP3y reprime su transcripcion, expresion y secrecion (215). CDX2, conocido
por su rol en la diferenciacion de trofoblastos, podria ser calve en la produccién y
funciones biologicas de IGFBP-3 en la placenta. ElI Unico 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 regulacion adicional de su actividad. En conjunto, CDX2
podria desempefiar un papel crucial en la modulacion de IGFBP-3 durante la

diferenciacion trofoblastica (216).

En otras especies, IGFBP-3 regula la proliferacion y la diferenciacion de las células
embrionarias, concretamente en las células miogénicas embrionarias porcinas. Se ha
descrito que, cuando estas células son tratadas con TGF-p1, IGFBP-3 actla de forma
independiente a los IGFs y se transloca al ndcleo, provocando la inhibicion de la
proliferacion celular. Ademas, cuando las células reciben sefiales de IGF-I para
diferenciarse, IGFBP-3 modula esta sefializacion, inhibiendo la diferenciacion de las

células miogénicas (217).

4.6. El papel de IGFBP-3 en la diferenciacion celular

Ademas de su funcion en el transporte y regulacién de IGFs, IGFBP-3 esta
implicado en la regulacion de la diferenciacion celular en diversos tejidos, como en los
adipocitos y las células endoteliales. En las células preadipociticas 3T3-L1, el IGFBP-3
exogeno 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 activacion de la via SMAD2/3 medida por TGF-p, lo que limita la diferenciacion de
las células hacia el fenotipo adipocitico. A pesar de que el IGFBP-3 ex6geno no muestra
un efecto adicional cuando se combina con TGF-B1, ambos parecen actuar en la misma
via de sefializacion, inhibiendo la expresion de marcadores adipogénicos como
adiponectina y resistina. Por otro lado, el IGFBP-3 enddgeno, que es la forma natural de
IGFBP-3 en las células, tiene un rol regulador en la respuesta de la células a TGF-p.
Cuando el IGFBP-3 enddgeno es reducido, se observa que el efecto inhibitorio de TGF-
B1 sobre la adipogénesis es parcialmente revertido. Esto sugiere que el IGFBP-3
enddgeno modula la sensibilidad de las células a los efectos inhibitorios de TGF-p,

facilitando la diferenciacion adipogénica bajo condiciones especificas. En conjunto, el
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IGFBP-3 exdgeno inhibe la adipogénesis al activar la via de sefializacion SMAD2/3 de
TGF-B, mientras que el IGFBP-3 enddgeno parece regular la sensibilidad de las células a
esta sefializacion, permitiendo la diferenciacion adipogénica bajo ciertas condiciones
(218).

En otro contexto celular, IGFBP-3 también juega un papel crucial en la
diferenciacion, concretamente en el de células precursoras endoteliales CD34" (del inglés,
cluster of differentiation 34), que son responsables de la formacién de vasos sanguineos.
Cuando las células precursoras endoteliales son expuestas a IGFBP-3, se produce una
répida diferenciacion hacia células endoteliales, un aumento de la migracion celular y la
formacion de tubos capilares, lo que indica que IGFBP-3 no solo regula la diferenciacion

celular, sino que también favorece la angiogénesis (219).

4.7. El papel de IGFBP-3 en el cancer

El efecto de IGFBP-3 en el cancer es un tema de gran relevancia y complejidad, ya
que desempefia un doble papel: en algunos tipos de cancer acttia como inhibidor tumoral,
mientras que en otros funciona como promotor del tumor. Este comportamiento también
varia segun se trate de IGFBP-3 en su forma enddgena o exdgena. En ciertos canceres,
como de vejiga, mama y prostata, IGFBP-3 tiene un efecto antitumoral, induciendo
apoptosis e inhibiendo el crecimiento celular (220, 221). Sin embargo, en otros tipos de
cancer, como el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y el glioblastoma, su
sobreexpresion esta asociada con peores prondsticos, lo que sugiere que IGFBP-3 puede

promover el crecimiento tumoral en ciertos contextos (222).

En el glioblastoma, se encontré que la estimulacion de EGFRvIII (del inglés, EGFR
variant I11) inducida por TGF- provoca un aumento en la expresion de IGFBP-3 a través
de las vias de sefializacion de Smad, ERK y AKT. IGFBP-3, al estar elevado, contribuye
a reforzar la actividad de TGF-B y EGFRVIII, promoviendo el comportamiento maligno
caracteristico de este tipo de células tumorales. La inhibicion de IGFBP-3, por otro lado,
reduce la activacion de estas vias de sefializacién y, con ello, disminuye la agresividad
del tumor. Estos resultados sugieren la existencia de un bucle de retroalimentacién
positivo en el que IGFBP-3 refuerza los efectos de TGF-p y EGFRVIIL, impulsando atin

mas la progresion tumoral en el glioblastoma (223).
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Ademas, IGFBP-3 juega un papel crucial en la metastasis. Por ejemplo, su expresion
elevada puede facilitar la metéstasis cerebral en el adenocarcinoma pulmonar, un proceso
clave en la invasion y diseminacion de las células tumorales (224). Los mecanismos que
subyacen a estos efectos duales incluyen tanto vias dependientes de IGF como vias
independientes de IGF, que activan cascadas de sefializacion que regulan el crecimiento

celular, la supervivencia y la metastasis.

Por tanto, el potencial de IGFBP-3 en la oncologia clinica es significativo, ya que
podria actuar como un marcador prondstico, ayudando a evaluar la agresividad de los
tumores y guiando las decisiones terapéuticas. Por otro lado, aunque su regulacion
terapéutica aun esta en estudio, la modulacion de su expresion o actividad podria inhibir

el crecimiento tumoral y desarrollar nuevas estrategias de tratamiento.
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5. Los microARNSs

5.1. Clasificacion de los ARNSs no codificantes

Antes de la finalizaciéon del Proyecto Genoma Humano en 2003, se asumia que la
complejidad del ser humano como organismo estaba directamente relacionada con el
namero de genes que codificaban proteinas. Sin embargo, esta idea fue descartada tras el
andlisis completo del genoma humano, que revel6 que los humanos poseen entre 20.000
y 25.000 genes, una cifra similar a la de organismos mas 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
proteinas, por lo que se asumié que el resto del genoma carecia de funcion, siendo
catalogado como “ADN basura”. Sin embargo, investigaciones posteriores como el
proyecto ENCODE, demostraron que al menos el 80% del genoma humano es
biol6gicamente activo y se transcribe en ARN (&cido ribonucleico) (227). La mayoria de
estos transcritos de ARN no estan destinados a la formacion de una proteina funcional, y

se clasifican como ARN no codificantes (nCARNS).

Los ncARNs son fundamentales en la regulacion de diversos procesos celulares, como
la transcripcion, el empalme, la estabilidad y la traduccion del ARN mensajero (ARNm).
Ademas, su papel se extiende mas alla de las funciones normales de la célula, ya que
también estan involucrados en la regulacion de condiciones patoldgicas como el cancer,
los trastornos neurodegenerativos y las enfermedades metabdlicas (228). Los ncARNS se
clasifican en distintas categorias en funcidon de su longitud, biogénesis, orientacion
(sentido o antisentido) y funciones biologicas (229, 230). Dentro de esta clasificacion,

destacan dos grupos principales: los ncARNSs largos (INcARNS), y los ncARNS pequefios.

Los IncARNs incluyen moléculas con méas de 200 nucle6tidos de longitud y cumplen
sus funciones directamente, sin requerir de un procesamiento previo. Participan en la
regulacién de la expresién génica a través de diversos mecanismos, como la modulacion
de la estructura de la cromatina, la regulacion de la transcripcion y el control del
procesamiento del ARN (231). Entre ellos, destacan los IncARNSs intergénicos
(lincARNS) y los ARNSs circulares (circARNS).
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Por otra parte, los ncARNSs pequefios tienen una longitud de aproximadamente 20-30
nucledtidos y derivan de precursores méas largos (229). En este grupo se incluyen los
microARNs (miARNSs), que regulan la expresion génica uniéndose de manera
complementaria al ARNm y promoviendo su degradaciéon o inhibiendo su traduccion
(232); los ARN pequerios de interferencia (siARNS), involucrados en el silenciamiento
génico, dirigen la degradacion especifica 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

proteccion del genoma germinal (234).

Ademaés, los ARN ribosomales (ARNr) y otros ncARNs de "mantenimiento”
desempefian funciones estructurales y cataliticas fundamentales. Los ARNr forman parte
esencial del ribosoma y estan implicados en la sintesis de proteinas (235), mientras que
otros ARN pequefios, como los ARN nucleolares pequefios (SnoARNS), participan en la
modificacion quimicay el procesamiento de otros ARN (236).

5.2. Funcidn y biogénesis de los microARNSs

Los miARNSs son moléculas de ncARNSs de entre 22 a 24 nucle6tidos de longitud, que
se encuentran en todas las células eucariotas y estan altamente conservadas. Su funcién
principal es la regulacion postranscripcional de la expresion 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 inhibicion de la traduccién o la degradacion del ARNm (238).

El origen de los miARNSs comienza a partir de transcritos primarios, los pri-miARNS,
que pueden contener la informacion para la sintesis de una sola proteina
(monocistronicos) o de maltiples proteinas (policistronicos). Estos transcritos pueden ser
codificados tanto por intrones de genes codificantes como no codificantes, o incluso por
algunas regiones exonicas (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 region no traducida 3’, diferenciandolos de otros tipos de ncARNs (240). En el
nucleo, el pri-miARN es procesado por la RNasa Il Drosha, en un complejo con la
proteina DGCRS, la cual actia como una guia 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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nucleotidos de longitud. Este pre-miARN es exportado al citoplasma mediante la proteina
Exportina-5 dependiente de GTP (241).

Una vez en el citoplasma, el pre-miARN es procesado por la RNasa 11l DICER, que
corta la horquilla para generar un miARN de cadena doble. DICER, junto con la proteina
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 proteina Argonauta 2 (Ago2). Este complejo RISC facilita el
reconocimiento y la union del miARN maduro a los sitios de respuesta en los ARNm
objetivo (242). El reconocimiento especifico del objetivo se basa en la "secuencia
semilla", una region conservada en el miARN que se empareja con la regién no traducida
3" del ARNm objetivo, particularmente entre los nucledtidos 2-7 (243). Esta interaccion
miARN/ARNmM impide la traduccion del ARNm y puede inducir su degradacion (Figura
20).

Procesamiento
citoplasmatico

ARN e
Pol 1l

gen miARN \ Incorporacion en

el complejo RISC

Transcripcion

l Regulacion génica

pri-miARN
. Exportacidn
Procesa::llt::;or al citoplasma =
ARNm objetivo
T PN
Represién de la Degradacidn del ARNm
traduccién del ARNm s T oy,

g
”mﬁ?’ﬁfwm

Figura 20. llustracion de la biogénesis de los microARNs (miARNS). El procesamiento de los
miARNSs comienza con la transcripcion del pri-miARN en el nucleo, seguido de su procesamiento
por el complejo Drosha-DGCRS8 para generar el pre-miARN. Este precursor es exportado al
citoplasma mediante la Exportina-5, en donde DICER lo corta para formar un duplex de ARN.
Finalmente, la hebra guia se incorpora al complejo RISC, permitiendo la regulacion de la
expresion génica mediante el silenciamiento de ARNm especificos (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 cancer de pulmon

Los miARNs desempefian un papel crucial tanto en el desarrollo embrionario del
pulmon como en la patogénesis de enfermedades pulmonares, incluido el cancer. Estas
pequefias moléculas reguladoras afectan a cientos de genes objetivo, lo que les otorga una
capacidad Unica para influir en numerosas vias celulares, como aquellas relacionadas con

procesos de desarrollo, regulacion de células madre y oncogénesis.

Durante el desarrollo pulmonar, los miARNSs interactian con diversas vias de
sefializacion para regular procesos clave como la proliferacion y la diferenciacion celular.
Sin embargo, la mayoria de los estudios de perfiles de expresién de miARNs se han
realizado en pulmones de raton o rata, mientras que los estudios en muestras embrionarias
humanas son limitados (245). Como se explicé al comienzo de la introduccion, en la etapa
pseudoglandular del desarrollo pulmonar humano predominan células progenitoras
epiteliales no diferenciadas. En esta etapa, la sefializacion paracrina entre el mesénquima
y el epitelio no diferenciado activa la morfogénesis de la ramificacion pulmonar. Estudios
han demostrado que, durante este periodo en humanos, los miembros del clister miR-17—
92 se encuentran altamente expresados, por lo que participarian promoviendo la
proliferacion celular e inhibiendo la diferenciacién, al igual que ocurre en modelos
murinos. Por otro lado, los miARNs de la familia let-7 se encuentran subexpresados, lo
que podria evitar la supresion de genes asociados con la proliferacion, facilitando asi este
proceso (234).

Asi como los miARNs desempefian un papel esencial durante el desarrollo
embrionario, también son fundamentales en la carcinogénesis. En el contexto del cancer,
las alteraciones en la expresion 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 expresion anomala de los
miARNS es esencial en todas las etapas de la enfermedad, desde su inicio hasta la
progresion, metastasis y resistencia a tratamientos (238, 247). Ademas, se ha comprobado
qgue los miARNSs poseen un gran potencial como biomarcadores para el diagnostico
temprano del cancer de pulmoén y para predecir la recaida 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 expresion es inducida directamente por p53 en respuesta a dafios en el ADN
0 estrés oncogénico (248). En un estudio realizado con pacientes de CPCNP sometidos a
reseccion quirdrgica sin tratamiento posterior hasta la recaida, se observo que los niveles
bajos de miR-34a en el tejido tumoral se correlacionaban con una alta probabilidad de
recaida. Asimismo, se encontré que la metilacion del promotor del gen MIRN34A se
asociaba con una disminucion en la expresion de miR-34a. Los pacientes con mutaciones
en TP53 y niveles bajos de miR-34a presentaban la mayor probabilidad de recaida, por
lo que miR-34a se podria utilizar como un marcador independiente para la prediccion de

recaidas en estos pacientes (249).

Ademas, el miR-34a desempafia 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 expresion reducidos en células de CPCNP, y su alteracion
contribuye a la tumorogénesis. En investigaciones realizadas con tres lineas celulares de
CPCNP (Ab549, H460 y H1299), la transfeccion de miR-34a redujo la formacién de
clones, la expansion clonogénica y la regeneracién tumoral en modelos in vivo.
Asimismo, en células H460 purificadas con alta expresion de CD44 (un marcador
caracteristico de células madre), al sobreexpresar miR-34a mediante un vector lentiviral
se inhibid el crecimiento tumoral. Por el contrario, la supresion de miR-34a mediante
oligonucleotidos antisentido (ASOs, del inglés antisense oligonucleotides) en células con
baja expresion de CD44 (del inglés, cluster of differentiation 44) promovié 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 cancer.
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HIPOTESIS

La hipotesis de la presente tesis se basa en las siguientes premisas:

1.

Durante la etapa pseudoglandular del desarrollo embrionario del pulmon, se
producen importantes cambios tanto morfolégicos e histoldégicos como
moleculares, los cuales estan asociados a la ramificacion del arbol bronquial y al

crecimiento y maduracién del meséngquima acompafante.

Podemos diferenciar una etapa pseudoglandular temprana (semana 8), en la que
se forman yemas bronquiales primitivas compuestas por tdbulos simples
revestidos por una gruesa capa de epitelio y rodeados por un mesénquima laxo.
Estas yemas bronquiales experimentan una ramificacion progresiva, lo que da
lugar a generaciones cada vez mayores de vias respiratorias, caracterizadas
inicialmente por un epitelio pseudoestratificado que, en la etapa pseudoglandular
tardia (semana 12), queda revestido por un epitelio respiratorio columnar simple.
Posteriormente, las células epiteliales se diferenciaran en células ciliadas,

caliciformes y basales, rodeadas de un mesénquima con una red capilar simple.

Los cambios moleculares de expresién génicay de ARNs no codificantes han sido
poco estudiados en muestras embrionarias humanas, y no se conocen con certeza

las implicaciones funcionales de su desregulacion en humanos.

Durante el desarrollo tumoral, se han identificado con frecuencia vias moleculares

desreguladas que son relevantes para el desarrollo embrionario del mismo 6rgano.

Los organoides pulmonares son modelos tridimensionales que replican las

caracteristicas histoldgicas, funcionales y estructurales del tejido pulmonar.

Hipotesis: El estudio de los perfiles de expresion génica y de microARNSs que regulan

el desarrollo pulmonar humano puede permitir la identificacion de nuevas vias

moleculares relevantes, Utiles para una mejor comprension de la embriologia humana, las

enfermedades pulmonares y el cancer de pulmon. El uso de organoides de pulmones

embrionarios humanos permitird verificar la relevancia funcional de los genes

identificados, mientras que el desarrollo de modelos de organoides derivados de pacientes

con cancer de pulmon facilitara la validacion de la importancia de las vias identificadas

en el proceso de tumorogénesis.
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Basandonos en la hipdtesis anteriormente planteada, establecemos los siguiente objetivos

generales y especificos:

1. Objetivos generales:

1. Caracterizar los perfiles moleculares, genicos y de microARNSs relevantes del
desarrollo pulmonar humano durante la etapa pseudoglandular.

2. Desarrollar modelos de organoides de pulmones embrionarios humanos y de
pacientes con cancer de pulmon para el estudio de la relevancia funcional de

los genes identificados.

2. Objetivos especificos:

1. Analizar los perfiles de expresion génica mediante arrays de expresion para
identificar genes diferencialmente expresados entre la etapa pseudoglandular
temprana y tardia.

2. Evaluar las interacciones entre los genes identificados y determinar las vias
moleculares que intervienen en el proceso de diferenciacion pulmonar.

3. Analizar los perfiles de expresion de microARNSs diferencialmente expresados
entre la etapa pseudoglandular temprana y tardia.

4. Identificar las posibles interacciones entre genes y microARNs identificados.

5. Establecer organoides de pulmones embrionarios humanos y determinar sus
condiciones de cultivo éptimas.

6. Realizar estudios funcionales en organoides de pulmonares embrionarios
humanos para validar la relevancia funcional de los genes/microARNSs
identificados.

7. Desarrollar organoides derivados de pacientes con cancer de pulmén y evaluar
sus condiciones de cultivo optimas para facilitar la potencial translacion de los
resultados obtenidos en el analisis de la embriogénesis al estudio del cancer de
pulmon.

8. Proponer recomendaciones para la seleccion del medio de cultivo, segun los
objetivos de estudio, en investigaciones sobre enfermedades pulmonares y

aplicaciones en medicina personalizada.
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1. Primer articulo:

“Discovering genes and microRNAs involved in human lung
development unveils IGFBP3/miR-34a dynamics and their

relevance for alveolar differentiation”

Resumen

Introduccion. La etapa pseudoglandular del desarrollo pulmonar humano se
caracteriza por la presencia de tabulos simples revestidos por epitelio y rodeados por
mesénguima, los cuales se ramifican para formar las vias respiratorias. Este proceso es
impulsado por las interacciones dinamicas entre el epitelio y el mesénquima. Aunque los
mecanismos moleculares subyacentes han sido caracterizados en modelos animales, los

mecanismos moleculares especificos en humanos aiin no se comprenden completamente.

Metodologia. Se realiz6 un andlisis del perfil de expresion génica y de miARNS en
pulmones embrionarios humanos de 7 a 12 pcw. La localizacion de las proteinas
correspondientes a los genes seleccionados se examind mediante técnicas de
inmunofluorescencia en cortes de tejido pulmonar embrionario. Mediante analisis
bioinformaticos, se identificaron varias interacciones relevantes entre mARNs y
miARNSs, y su expresion fue evaluada en células epiteliales y mesenquimales purificadas,
asi como en estructuras especificas del &rbol bronquial en desarrollo, como las tips y las
stalks. Ademas, se llevaron a cabo experimentos de silenciamiento génico en células
mesenguimales pulmonares y en organoides desarrollados a partir de tips de pulmones
embrionarios humanos, complementados con ensayos de diferenciacion de organoides.
La expresion de los marcadores de pluripotencia y de diferenciacion celular (en concreto,
de las AT2 y AT1) se analiz6 mediante gRT-PCR (del inglés, quantitative real-time
polymerase chain reaction). Paralelamente, se estudiaron las proteinas fosforiladas de la
via TGF-B utilizando arrays proteicos de membrana. Finalmente, los explantes
pulmonares se cultivaron en condiciones de interfaz aire-liquido con y sin la adicion 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 expresion disminuy6 de manera significativa a lo largo de las semanas analizadas.
La expresion proteica de IGFBP-3 se localiz6 principalmente en el epitelio pulmonar,
mientras que su ausencia en el mesénquima sugeria una regulacion postranscripcional. El
analisis de miARNs identifico a miR-34a como un regulador potencial de IGFBP3. El
silenciamiento de miR-34a en células mesenquimales resultd en un aumento de los
niveles de IGFBP-3, confirmando su funcién como regulador negativo. Ademas, la
reduccion de IGFBP3 fue esencial para favorecer la diferenciacion alveolar, lo que se
evidencio por un aumento en la expresion de genes especificos de AT1 y AT2, como
SFTPC y LAMP3 (del inglés, lysosomal associated membrane protein 3), acompafiado
con laiinhibicion de genes asociados a la pluripotencia, incluidos SOX2, OCT4 (del inglés,
octamer-binding transcription factor 4) y NANOG. Este proceso de diferenciacién estuvo
controlado por la inhibicion de la sefializacion de TGF-B, a través de la inhibicion de p-

SMAD?2, y por la activacion de la via BMP, representada por la activacion de p-SMAD1.

Conclusiones: El estudio demuestra que miR-34a regula la expresion de IGFBP3 en
el epitelio pulmonar durante la etapa pseudoglandular. Esta regulacion es crucial para la
diferenciacion alveolar, destacando la importancia de la dindmica IGFBP3/miR-34a en

los procesos de desarrollo del epitelio pulmonar embrionario.
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for alveolar differentiation
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Abstract

Background During pseudoglandular stage of the human lung development the primitive bronchial buds are
initially conformed by simple tubules lined by endoderm-derived epithelium surrounded by mesenchyme, which
will progressively branch into airways and start to form distal epithelial saculles. For first time alveolar type Il (AT2)
pneumocytes appears. This study aims to characterize the genes and microRNAs involved in this differentiation
process and decipher its role in the starting alveolar differentiation.

Methods Gene and microRNA profiling was performed in human embryonic lungs from 7 to 12 post conception
weeks (pcw). Protein expression location of candidate genes were analyzed by immunofluorescense in embryonic
lung tissue sections. MRNA/mIRNA target pairs were identified using computational approaches and their expression
was studied in purified epithelial/mesenchymal cell populations and in isolated tips and stalks from the bronchial
tree. Additionally, silencing experiments in human embryonic lung mesenchymal cells and in human embryonic
tip-derived lung organoids were performed, as well as organoid differentiation studies. AT2 cell markers were studied
by gRT-PCR and by immunofluorescence. The TGFB-f phosphorylated pathways was analyzed with membrane
protein arrays. Lung explants were cultured in air/liquid interface with/without peptides.

Results We identified 88 differentially expressed genes, including IGFBP3. Although IGFBP3 mRNA was detected

in both epithelial and mesenchymal populations, the protein was restricted to the epithelium, indicating post-
transcriptional regulation preventing IGFBP3 protein expression in the mesenchyme. MicroRNA profiling identified
miR-34a as an IGFBP3 regulator. miR-34a was up-regulated in mesenchymal cells, and its silencing in human
embryonic lung mesenchymal cells increased IGFBP3 levels. Additionally, IGFBP3 expression showed a marked
downregulation from 7 to 12 pcw, suggesting its involvement in the differentiation process. The differentiation

of human tip-derived lung embryonic organoids showed a drastic reduction in IGFBP3, supported by the scRNAseq
data. IGFBP3 silencing in organoids activated an alveolar-like differentiation process characterized by stem cell
markers downregulation and upregulation of AT2 markers. This process was mediated by TGF{ signalling inhibition
and BMP pathway activation.
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" Conclusions The IGFBP3/miR-34a axis restricts IGFBP3 expression in the embryonic undifferentiated lung
epithelium, and the progressive downregulation of IGFBP3 during the pseudoglandular stage is required for alveolar

differentiation.

Keywords Human lung embryogenesis, IGFBP3, miR-34a, Organoids, Mesenchyme, Epithelium, Tips, Stalks,

Alveolospheres

Graphical abstract
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Human lung development begins at 3—4 post conception
weeks (pcw) and can be divided into five stages according
to major histological changes: embryonic (3—4 to 6-8
pcw), pseudoglandular (6-8 to 16 pcw), canalicular (16 to
26-28 pcw), saccular (26-28 to 32-36 pcw) and alveolar
(32-36 to pcw to 2—4 years postnatal age) (1-3). During
the pseudoglandular stage, a gradual process of bronchial
bud branching leads to the formation of successive
generations of airways. Histologically, in the early
pseudoglandular stage, the primitive bronchial buds are
simple tubules lined by a thick layer of endoderm-derived
epithelium, surrounded by abundant loose mesenchyme
[1, 4]. These bronchial buds undergo progressive
branching, resulting in increasing generations of
airways initially characterized by a pseudostratified

stage), becomes lined by a simple columnar respiratory
epithelium  [4, 5]. Later, the epithelial cells will
differentiate into ciliated cells, goblet cells and basal
cells, surrounded by mesenchyme with a simple capillary
network [6]. This epithelium is notable for prominent
subnuclear vacuolization, conferring a “pseudoglandular”
appearance to these simple tubules [1].

At molecular level, numerous studies have
demonstrated the importance of paracrine signaling
coordination between mesenchyme and undifferentiated
epithelium for normal cell differentiation and lung
morphogenesis [7—10]. Although most studies have been
performed in animal models, key differences have been
reported recently in human lung development [9, 11]
and organoid studies have begun to decipher the role of
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molecular pathways directly in human samples [12-14].
Single-cell RNAseq has highlighted the existence of a
proximal—distal gradient in epithelial differentiation and
different niche regions in the mesenchymal compartment
with distinct signaling interactions [15-18].

Despite these advancements, the number of
studies using human embryonic samples remains
limited. Additionally, variability among samples due
to differences in gestational age measurement or
interindividual differences necessitates further research
and validation through functional studies. Moreover,
many signaling networks have not been thoroughtly
studies, particulary the role of non-coding RNAs,
including microRNAs (miRNAs), in regulating human
lung development [4, 19, 20]. miRNAs are small non-
coding RNA molecules (22-24 nucleotides in length) that
negatively regulate the expression of their target genes
post-transcriptionally, mainly by blocking the translation
of messenger RNA (mRNA) into protein or degrading it
[21, 22]. Furthermore, they have been described to play
an important role in stem cell regulation [23, 24]. Most
miRNA profile studies in lung development have been
performed in rats [25, 26] or mouse fetal lungs [27-29],
with few in human embryonic samples [4, 27, 30].

For the proper development of the human lung,
coordination between epithelial cells and the surrounding
mesenchyme is essential. Numerous molecules are
involved in cell differentiation and morphological
development of the lung, such as SOX2 and SOX9 genes,
TGFP family and the WNT pathway. The insulin-like
growth factor binding protein (IGFBP) family comprises
six secreted proteins (IGFBP1 to IGFBP6) that can bind
and regulate the insulin-like growth factors (IGFs),
which regulate cell proliferation, differentiation and
survival [31]. IGFBP3 is the most abundant circulating
IGFBP and can be found in the uterus, mammary gland,
and placenta [32]. The mature IGFBP3 protein plays
numerous key roles in the adult human by acting both in
an IGF-dependent and -independent manner. It is known
to interfere with TGFB/Smad signaling, inhibiting cell
proliferation and inducing apoptosis [33, 34]. IGFBP3
is a soluble protein that can participate in local and
distal communication [35], highlighting its interest in
development. Although most studies have been focused
on the role of the soluble IGFBP3, different functions
have been described for cellular IGFBP3, including the
control of stemness and differentiation processess [36,
371

In the present study, we investigated genes and
miRNAs involved in the differentiation process during
human pseudoglandular stage by studying human
embryonic lungs from 8 to 12 pcw of development.
During the analysis, we identified the interaction
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between IGFBP3 and miR-34a and demonstrated that
miR-34a mediated regulation restricted the expression of
IGFBP3 protein to the epithelium, where it plays a role
in the proximal-distal differentiation process. IGFBP3
silencing is essential for allowing alveolar differentiation.

Methods

Human embryonic samples

Twenty-five clinically aborted embryos and fetuses
were donated with written informed consent to the
Body Donation Service of the Human Anatomy and
Embryology Unit of the Faculty of Medicine and Health
Sciences of University of Barcelona for morphological
and molecular studies. The samples included lungs
from the 7th to the 13th pcw of development. Lung
samples were obtained under control of an Olympus
stereo microscope SZ61. The study was approved by the
Bioethics Commission of the University of Barcelona
(project approval number IRB00003099).

RNA extraction

Total RNA was extracted using Trizol reagent
(Invitrogen) as per the manufacturer’s protocol. The
RNA concentration was quantified using a NanoDrop
1000 Spectrophotometer. The quality of total RNAs was
estimated by Agilent 2100 Bioanalyzer using the RNA
6000 NANO kit. For the microarray study, only samples
with RIN >8 were included.

mRNA profiling

Global gene expression in 6 whole embryonic lung
samples and 3 adult lung normal tissues were analyzed
by Affymetrix GeneChip Human Gene 2.1 ST array in
the Genomics core facility from IDIBAPS. Raw.cel files
were provided which were used for further analysis.
Bioinformatic analysis was performed using R version
4.1.1 and Bioconductor packages. Background correction,
filtering and normalization were performed with robust
multi-array analysis (RMA) method from oligo package
(Bioconductor). Differential expression analysis was
performed using limma package. Hierarchical cluster
analysis of top differentially expressed genes (DEG)
were plotted using heatmap.2 from gplots package.
Enrichment analysis for Gene Ontology (GO) terms was
performed using topGO package from Bioconductor.

miRNA profiling

miRNA expression analysis was performed as previously
described using TagMan® Array Human MicroRNA Set
Cards v2.0 (ThermoFisher, Waltham, Massachusetts,
USA) [38] that included 758 miRNAs. Real-time
quantitative PCR reactions were performed on an ABI
7900 HT Sequence Detection System (ThermoFisher).
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Relative miRNA expression was calculated using the
2724 method. Normalization was performed with
miR-191, based on preliminary analyses comparing
the stability of several endogenous controls including
RNU6B, RNU24, RNU43, RNU44, RNU48 and
MammU6 and potential endogenous miRNAs; miR-191
had the lowest variability. As calibrator sample, we used
the mean miRNA value of an adult lung normal tissue.
All miRNAs that were expressed in less than 10% of
the samples or with an unreliable quantification were
excluded from further analysis, leaving a final working set
of 257 miRNAs.

miRNA target identification

RmiR package (Bioconductor version 2.6) was used to
identify potential miRNA-mRNA pairs as previously
performed [38]. Using RmiR we cross-correlate the
expression data from the DEG mRNA signature with the
whole miRNA expression data in the same embryonic
samples (n=6), based on the predicted targets from
TargetScan  (http://www.targetscan.org/)  database.
The identified mRNA/miRNA pairs with a minimum
negative correlation of -0.4, were validated in all available
embryonic samples (n=22) using single miRNA and
miRNA assays by real time PCR.

Immunofluorescence

Formalin fixed paraffin embedded (FFPE) tissue sections
were pre-treatred as follows: 5-um-thick tissue sections
were mounted onto Dako Silanized Slides (Dako,
Glostrup, Denmark). For dewaxing and antigen retrieval,
the sections were manually immersed in Target Retrieval
solution (S1699, Dako) and heated at 95-99 °C for 20 min
in Dako PT Link instrument. Then the temperature was
allowed to go down until 65 °C and then the slides were
washed three times in PBS at room temperature (RT) for
5 min each.

Cultured mesenchymal cells were pre-treated as
follows [10]: cells seeded on coverslips were fixed
in 4% paraformaldehyde in DPBS at RT followed by
permeabilization with 0.5% of Triton X-100 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) in DPBS 1x (PBTx) at
RT for 5 min.

Both, FFPE and Fixed cultured cells, were then
blocked with 1% Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-
Aldrich) and 5% Normal Donkey Serum (NDS) (Sigma-
Aldrich, Sant Luis, Missouri, USA) in PBTx for 60 min
at RT. After that they were incubated with primary
antibodies (Table S1) diluted in blocking solution
overnight at 4 °C in darkness. After primary antibody
washing (3x5 min PBS), secondary antibodies (Table
S1) diluted in 5% NDS in PBTx 0.1% were incubated for
2 h at RT in darkness. Finally, samples were stained and
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mounted on microscope slides using Fluoroshield with
DAPI (Sigma-Aldrich).

Immunofluorescence analysis was performed using
Olympus BX51 Fluorescence Microscope (Olympus,
Tokyo, Japan) and cell images were acquired by
DPController and DPManager software (Olympus).

Isolation of epithelial and mesenchymal enriched
populations

Fetal lung samples were mechanically dissociated
using a scalpel and enzymatically dissociated using
Collagenase/Dispase (Cat N. 10,269,638,001, Roche;
Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)
(45 min at 37 °C) and Trypsin—-EDTA (0.25%), phenol
red (Cat N. 25,200,056, Life Technologies) (10 min
at 37 °C). Then samples were loaded in a 15 mL tube
and incubated with DMEM and DNase I (10 mL
DMEM +13.5 pl DNase I) during 10 min in agitation.
To remove cell clumps, the samples were filtered using
a 100 um and a 40 pum filter. Filtered samples were
centrifuged for 5 min at 550 g at 4 °C and the cell pellet
was washed with 1 mL of Buffer (PBS, pH 7.2, 0.5%
BSA, 2 mM EDTA) and transferred to a 1.5 mL tube.
Then, cells were centrifuged 5 min at 550g at 4 °C and
the cell pellet was resuspended in 300 ul of Buffer.
After cell counting, 5% 107 cells were used for further
processing.

To perform the magnetic labelling, cells were mixed
with 100 pl FcR Blocking Reagent, human (Miltenyi
Biotec, Cologne, Germany). Then, 100 ul CD326
(EpCAM) Microbeads (Miltenyi Biotec) were added and
incubated during 30 min at 4 °C. After incubation, 1 mL
of Buffer was added and samples were centrifuged at 300g
for 10 min. The cell pellet was resuspended in 500 pl of
buffer.

To proceed with the magnetic separation, the MS
columns (Miltenyi Biotec) were placed in the magnetic
field and hydrated with 500 pl of Buffer. Cell suspension
was applied to the column, and we collected the flow-
through containing the EPCAM- cells (mesenchymal
enriched population). Then the MS column was washed
three times with 500 pl of Buffer.

Finally, we removed the MS column from the magnetic
field and placed the column in a 1.5 mL collection
tube. Then 500 pl of buffer was added to recover the
EPCAM + cells (epithelial enriched population).

mRNA and single miRNA quantification

mRNA and miRNAs were quantified as previously
described using TagMan assays (the arrays ussed are
shown Table S1) [39, 40].
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Culture and transfection of lung mesenchymal cells
Human embryonic lung mesenchymal cells were
obtained from the culture of the mesenchymal enriched
population  obtained after EPCAM +microbead
purification, and cultured as previously described [10].

One day before transfection, 7x10" cells were
seeded in 6-well plates. The following day, cells were
transfected with 200 nM miR-34a-ASO (5"-ACAACC
AGCTAAGACACTGCCA-3") or ASO control (5'-
GATACCAGGGACATACGCTTGATCCTAGC-3")
using Lipofectamine 3000 (Life Technologies). After
24 h incubation, miR-34a levels were quantified to
corroborate proper miR-34a inhibition.

Tips and stalks acquirement from human embryonic lungs
Human embryonic lung lobes were incubated in
Dispase 1I 8U/mL (D4693, Merck Millipore) 30 min
in ice followed by 15 min in an orbital mixer at room
temperature. Mesenchyme was dissected away under
a stereoscopic microscope using sterilized ophthalmic
microsurgery instrumental and tungsten needles. Tips
and stalks were isolated by cutting the very end of the
branching tip and the stalk area more proximally, as it
is indicated in Fig. 5a and Video S1. Obtained tips and
stalks were processed for organoid culture (tips) and
for RNA purification (tips and stalks).

Organoid culture

Human embryonic lung organoids were obtained from
culture of lung tips. Immediately after obtention, tips
were transferred into cold liquid Matrigel (Corning
Matrigel Growth Factor Reduced Basement Membrane
Matrix, Corning, NY, USA), and then 30puL of Matrigel
containing the tips were placed in a 12-well plate. The
plate was then incubated for 30 min at 37 °C to allow
Matrigel polymerize and solidify. Afterwards, each well
was filled with 1000uL of organoid medium prepared
according to [13]. Organoid medium contained:
Advanced DMEM/F12 (ThermoFisher) supplemented
with  Amphotericin B (2.5ug/ml, ThermoFisher),
1 xGlutamax (ThermoFisher), 1XN2 supplement
(ThermoFisher), 1xB27 supplement (ThermoFisher),
0.05% BSA (Sigma-Aldrich), 2% PS (ThermoFisher),
FGF7 (10 ng/mL, Stemcell Technologies, Grenoble,
France), CHIR99021 (3 uM, Stemcell Technologies),
Retinoic Acid (50 nM, Stemgent, Cambridge,
Massachusetts, USA), 50 pg/mL Ascorbic Acid (Sigma
Aldrich) and 0,4 pM 1-Thioglycerol (Sigma Aldrich).
The plate was then incubated under standard tissue
culture conditions (37 °C, 5% CO,). Tips growth in a
patterned structure before first passage and acquired a
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spheric structure thereafter (Fig. S1). Organoids used in
the different experiments were obtained at passage 3—4.

Organoid differentiation

To differentiate human embryonic lung tip-derived
organoids to proximal airways, organoid medium was
removed from the plate and exchanged by 1000uL of
an established human airway differentiating medium,
PneumaCult™ (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC,
Canada). Organoids were grown in this medium for 5
pcw at regular culture conditions (37 °C, 5% CO,).

Organoids recovery and paraffin embedding

for immunofluorescence studies

Organoid medium was aspirated from the well and using
1 mL of cold Advanced DMEM/F12 medium we detached
the Matrigel drop. Matrigel drop including organoids
was transferred into a 15 mL tube and cold consecutive
washes (3x) with 10 mL cold DMEM/F12 was required
for organoid recovering from Matrigel. Lastly, organoids
were further washed with 1 mL Corning Cell Recovery
Solution (Corning, NY, USA) and incubated on ice for
30 min, inverting the tube after 15 min. Then, organoids
were washed with cold DPBS and centrifuged at 200g for
5 min at 4 °C. Supernatant was discarded and afterwards
organoids were fixed in paraformaldehyde 4% for 30 min
at RT. Thereafter organoids were washed with DPBS for 3
times and after centrifuging at 200g for 5 min at 4 °C the
pellet was included in 100 ul of Histogel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts) for 45 min (or until
solidification). Once included in Histogel, dehydration
procedure in scale-up ethanol concentrations (70%, 80%,
95% and 100%) was performed prior to xylene treatment
and paraffin embedding.

Organoid nucleofection

Organoids  (cultured according to [14]) were
mechanically dissociated using glass Pasteur pipettes.
After cell counting, 2x10° cells were re-suspended
with Lonza P3-Primary cell nucleofection Solution and
1 ul of IGFBP3 DsiRNA (Design id: hs.Ri.IGFBP3.13.1)
or Negative Control DsiRNA (IDT, Coralville, Towa)
were added. Then the solution was transferred to
100 pl nucleofection cuvette (V4XP-3012, Lonza, Basel,
Switzerland). Nucleofection was performed using
Lonza 4D Nucleofector with X unit using the program
EA125. After nucleofection, organoid culture medium
supplemented with 10 pM Y-27632 (ROCK inhibitor,
ROCK], 72,304, StemCell) was added to the nucleofection
cuvette and cell mixture was then recovered and seeded
into Matrigel and distributed in 24-well plate wells and
cultured with organoid culture medium with 10 uM
ROCK:i. Sequential photos were obtained using EzScope
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101 live cell imaging system (Blue-Ray Biotech, New
Taipei City, Taiwan) during 48 h before RNA extraction.

Lung explant culture with IGFBP3

Small pieces of human embryonic lungs were placed
on top of a Nucleopore Track-Etch membrane
(Whatman, Florham Park, NJ) suspended over culture
media (D-MEM/F12 supplemented with Penicillin/
Streptomycin) in 12 well plates. 50 nM of Recombinant
human IGFBP3 protein (Active) (ab280941, Abcam,
Cambridge, UK) or PBS (Control) was added to the
medium. The lung explants were cultured in the cell
incubator (37 °C, 5% CO,) for 2 days and then the
samples were formalin-fixed and paraffin-embedded for
histological analysis.

Protein arrays

C-Series Human TGF beta Pathway Phosphorilation
Array C1 (cat. No. AAH-TGFB-1, RayBiotech, Georgia,
USA) was used to evaluate 8 phosphorilated human
proteins from TGFB/Smad signaling, including ATF2
(P-Thr69/71), c-Fos (P-Thr232), c¢-Jun (P-Ser73),
SMADI1 (P-Ser463/465), SMAD2 (P-Ser245/250/255),
SMAD4 (P-Thr277), SMADS5 (P-Ser463/465) and TAK1
(P-Ser412). Organoids were nucleofected with control or
IGFBP3 siRNA as previously described and total protein
was purified at 24 h. Fifty pg of total protein was used for
the analysis. The protein array incubation and protein
detection was performed as per the manufacturer’s
protocol. Chemiluminescence detection was performed
on ChemiDoc (Bio-Rad, California, USA). For protein
quantification, intensities were measured using Quantity
One software v4.6.3 (Bio-Rad). In total 6 protein Arrays
(corresponding to 3 independent replicates) were used to
identify differences between control and IGFBP3 siRNA-
transfected organoids in three independent replicates.

In silico analysis of single cell RNAseq data on alveolar
organoids

Single cell RNAseq data from control and alveolar
differentiated organoids were obtained from [12]. The
analysis of IGFBP3 expression levels and cell location
in the cell populations present in the control and
alveolar differentiated organoids were analysed using
CELLxGENE portal [41]. Available at https://fetal-lung-
organoid.cellgeni.sanger.ac.uk/.

Statistical analysis

T-tests or U-Mann Whitney when appropriate, were
used for comparisons between two groups of samples and
ANOVA test for comparisons between more than two
groups. Pearson correlation was used to correlate mRNA
and miRNA expression. For all transfection experiments
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comparing control vs. condition, one T-test analysis
was used. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 9 (La Jolla, CA, USA) or R program
version 4.1.1.

Results

Analysis of differential mMRNA expression from early to late

pseudoglandular stage of human lung development

To identify genes involved in the regulation of the
differentiation process occurring from 8 to 12 pcw of
human embryonic lung development we performed
expression arrays in 9 lung samples, including three 8-9
pcw, three 12 pcw embryonic lungs and 3 human adult
tissues. The hierarchical cluster based on the whole
mRNA expression revealed two well-differentiated
groups: adult tissues; and embryonic tissues. Focusing
on embryonic tissues we can observe that clearly early
pseudoglandular stage samples (8 and 9 pcw samples)
grouped together separately from late pseudoglandular
stage samples (12 pcw) (Fig. 1a). The principal component
analysis reinforced this observation by differentiating 3
basic groups from left to right in the graph (Dimension
1, explaining 47.8% of variance vs. Dimension 2, 24.7%
of variance; and Dimension 1 vs. Dimension 3, 6.5% of
variance): Adult tissues; 12 pcw; and 8-9 pcw embryonic
lungs (Fig. 1b).

Differential expression analysis showed 88 differentially
expressed genes (DEG) (p<0.001; Table S2) between 8
and 9 pcw samples and 12 pcw samples. Figure 1c shows
a heat map of the expression of the DEG in all analyzed
samples allowing us to observe the expression trend of
the DEG also in the adult tissue.

String analysis was performed to identify the
interactome between the 88 DEG identified. Fifty-two
genes (59.1%) showed described interactions with other
genes from the signature. K-means analysis constated the
presence of two main clusters of genes according to their
interactions connected by MYC (Fig. 1d).

The enrichment analysis for Gene Ontology (GO)
terms (Fig. le, and Table S3) showed that the most
significantly enriched GO terms were related to “anion’;
“ion” and “organic substance” transport (GO:0006820,
GO:0006811, GO:0071702). Interestingly, also GO terms
related to “generation of neurons’, “neurogenesis” and
“neuron differentiation” can be observed (GO:0048699,
G0:0022008, GO:0030182) which can be explained by
the presence at this time of neural crest populations [16].
Also, more general GO terms related to development
such as “cell development” and “regulation of
multicellular organismal” can be observed (GO:0048468,
GO0:0051239).

Next, we investigated the expression trends of the DEG
identified. The Hierarchical cluster analysis by genes
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Fig. 1 Gene expression analysis in 8 vs 12 pcw human embryonic lungs and adult lung samples. a Hierarchical cluster analysis showing

how the different samples group according to their expression pattern. b Principal component analysis showing that samples group according

to their age using Dimension 1 (47.8% of variability) and Dimension 2 (24.7%). In the small box in the right bottom the PCA have been represented
using Dimension 1 and Dimension 3 (6.5%) and sows similar aggrupation clusters. ¢ Heat map with the 88 differentially expressed genes (DEG)
identified between 8 vs 12 pcw in human embryonic lungs. The hierarchical cluster showed that using this gene signature samples grouped

in 3 groups: adult; 8-9 pcw; and 12 pew. Arrows indicate the location of the genes that we have further analyzed in the following analysis,
including IGFBP3 which is highlighted in red. d String analysis (https://string-db.org) showing the relation between the identified genes. Color
nodes are based on the results of the k-means clustering analysis (n=2). e Enrichment analysis for Gene Ontology (GO) terms using the DEG
identified. The numbers indicated in the bars indicate the number of genes included in each GO term. f Hierarchical cluster analysis by gene
showing 4 gene clusters with different expression trends. The expression trend from 8 pcw to adult of each cluster is shown in the bottom

of the graph and the red line is showing the mean expression of all genes included in the cluster. g Expression analysis by real time PCR of selected
genes of each cluster in embryonic samples from 7-8 (n=4), 9 (n=4), 10 (n=5), 11 (n=4) and 12 (n=5) pcw human lung embryonic tissues

identified 4 clusters with different expression trends
between 8 and 9 pcw to adult. Cluster 1 included genes
whose expression increased from 8-9 to 12 pcw, but
that decreased in adult lung tissue; Cluster 2 included
genes that become downregulated from 8 pcw to adult;
Cluster 3 included genes that became upregulated from
8-9 pcw to adult; and finally, Cluster 4 include genes
which expression decreases from 8-9 to 12 pcw, but
that become upregulated in adult tissue (Fig. 1F). To
validate that these trends were continuous during the
pseudoglandular stage we added embryonic samples
from 10 and eleven pcw to the analysis. We chose several
genes of each cluster and analyzed them by real-time
PCR in at least 4 samples of each pcw from 7-8 to 12
(4 samples of 7-8 pcw, 4 samples of 9 pcw, 5 samples
10 pcw, 4 samples of 11 pcw and 5 samples of 12 pcw
human lung embryonic tissues). For the analysis, we
selected genes of interest in each cluster: ETVS from
Cluster 1; HAND?2 from Cluster 2; PRDMI1 and CD44

from Cluster 3; and RSPO3 and IGFBP3 from Cluster 4.
In all genes, we observed a linear trend in the expression
level according to the developmental time. The ANOVA
analysis showed significant differences between different
pcw in all genes (p <0.05) (Fig. 1g). For further analysis,
we decided to focus on the /GFBP3 gene.

IGFBP3 protein expression was restricted to the epithelium
The analysis by immunofluorescence of IGFBP3
protein expression in lung sections from 7 to 12 pcw of
development showed that the protein expression was
enriched in the epithelium and highly reduced in the
surrounding mesenchyme (Fig. 2a). Especially, in 8- and
9-pcw samples the IGFBP3 expression was restricted
in the epithelium and not detected in the surrounding
mesenchyme. Colocalization of IGFBP3 and the epithelial
marker E-CAD corroborated the epithelial expression
(Fig. 2b).
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IGFBP3 mRNA expression in epithelial vs mesenchymal
enriched populations

To determine whether the observed differences at the
protein level between epithelium and mesenchyme were
related to differences in mRNA expression between the
different compartments, we decided to dissociate the
tissue and isolate using an EPCAM antibody epithelial
enriched populations (EPCAM+ population), and
mesenchyme enriched population (EPCAM- population)
and analyzed IGFBP3 expression separately. We could
not observe significant differences in IGFBP3 mRNA
levels between both populations that could explain the
differences observed at the protein level (Fig. 3a). In
fact, the expression in both populations decreased from
10 to 12 pcw (Fig. 3b) as previously observed when
analyzing the whole lung (Fig. 1g). This result suggested
the involvement of a potential post-transcriptional
regulation, such as miRNAs, to explain the differences
in IGFBP3 protein expression between epithelium and
mesenchyme.

Analysis of differential miRNA expression from early to late
pseudoglandular stage of human lung development

To identify miRNAs involved in the pseudoglandular
stage differentiation process we analyzed the expression
of 758 miRNAs in the same samples previously used in
the mRNA profile (n=6, Fig. 1). Differential expression
analysis identified 10 miRNAs differentially expressed
between 8 and 9 pcw samples and 12 pcw lung samples
(Fig. 3c and Table S4).

We performed an exploratory analysis using miRPath
v2.0 to identify potential pathways regulated by the
differentially expressed miRNAs. Twenty-one KEGG
pathways were identified with a p <0.001, with several
genes being potential targets of the identified miRNAs
(Fig. 3d and Table S3). The “ErbB signaling pathway”
was the most significant pathway identified, including
24 genes targeted by 7 of the identified miRNAs. Other
key lung pathways identified in the analysis included
the “PI3K-Akt signaling pathway’, the “Wnt signaling
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pathway”, the “TGF-beta signaling pathway” and the
“pS3 signaling pathway’.

Identification of miRNAs regulating IGFBP3

To identify potential miRNAs targeting /GFBP3 in the
miRNA signature, we cross-correlated the miRNA
expression with DEG identified in the same embryonic
sample using RmiR program, which uses predicted
target information from TargetScan (http://www.targe
tscan.org/). RmiR identified several gene-miRNAs
pairs that showed an inverse expression correlation
(minimum considered — 0.4) and that TargetScan
identified as potential candidates: TNXB and miR-148a
(r=— 0.4154632); RSPO3 and miR-16 (r=— 0.4288525);
PRDM1 and miR-186 (r=- 0.6858153); RSPO3 and

miR-195 (r=- 0.6850341); HAND2 and miR-25
(r=— 0.4435238); and the highest inverse correlation
was identified between IGFBP3 and miR-34a

(r=— 0.7947488).

In Fig. 3e are represented the 3’'UTR region of IGFBP3
and the binding sites of the conserved miRNAs predicted
by TargetScan 8.0, which includes miR-34a, which
was also one of the miRNAs identified differentially
expressed between 8-9 and 12 pcw of lung development.
To validate the identified correlation between miR-34a
and /GFBP3 during the pseudoglandular stage of lung
development. We analyzed the expression of miR-34a
using single TagMan assays in all the embryonic samples
available (n=20, Fig. 3f). miR-34a gradually increases
its expression from 8 to 12 pcw of lung development
(ANOVA p=0.0091). Moreover, the correlation analysis
in all samples validated the negative correlation identified
between IGFBP3 and miR-34a (r=- 0.6826; p=0.0009,
Fig. 3g). In Fig. 3h, we can observe how IGFBP3 shows
an opposite pattern of expression with miR-34a, with
the highest /GFBP3 and the lowest miR-34a levels
in the early pseudoglandular stage (8 pcw) and with

(See figure on next page.)
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the lowest /GFBP3 and highest miR-34a levels in late
pseudoglandular stage (12 pcw). During 9, 10 and 11
pcw we can observe a gradual downregulation and
upregulation of IGFBP3 and miR-344, respectively.

miR-34a is upregulated in the mesenchyme

When we analyzed the expression of miR-34a in epithelial
enriched populations (EPCAM+) and mesenchyme
enriched population (EPCAM-) we observed that it was
significantly upregulated in EPCAM- cells (p=0.0047,
Fig. 3i). Of note, the miR-34a expression in EPCAM-
populations increased from 10 to 12 pcw (Fig. 3j) as
previously observed when analyzing the whole lung
(Fig. 3f), while in the EPCAM + population, the miR-34a
expression was maintained at constant low levels during
these pcw.

miR-34a is inhibiting IGFBP3 translation in lung embryonic
mesenchymal cells

To confirm that miR-34a is regulating IGFBP3 protein
levels in the embryonic lung mesenchyme, and therefore
is responsible of the lack of IGFBP3 protein expression in
the mesenchymal compartment during pseudoglandular
stage, we decided to culture primary lung embryonic
mesenchymal cells where to inhibit miR-34a levels and
study IGFBP3 expression. We inhibited miR-34a using an
antisense oligonucleotide (ASO) that reduced miR-34a
expression a mean of 31% (p=0.0818, Fig. 4a) and this
was associated with a significant increment of IGFBP3
mRNA levels in the mesenchymal cells transfected with
the miR-34a ASO (p=0.0185, Fig. 4b) in comparison
to control cells transfected with a scrambled oligo.
Interestingly, this increase in the mRNA levels was also
observed at the protein level where we observed a 30%
increase in the mesenchymal cells where we silenced
miR-34a (Fig. 4c). To further validate this observation,
we performed immunofluorescence analysis of IGFBP3

Fig. 3 IGFBP3 is negatively regulated by miR-34a in the mesenchymal compartment. a IGFBP3 mRNA expression analysis in EPCAM + (epithelial
enriched) vs EPCAM- (mesenchymal enriched) purified cells not showing significant differences between both populations. b IGFBP3 mRNA
expression by pcw in EPCAM + vs EPCAM- cell populations showing that in both groups of cells IGFBP3 mRNA expression decreases over time. ¢
Heatmap of the 10 differentially expressed miRNAs identified between 8 and 12 pcw. d DIANA-miRPath v2.0 analysis (http://diana.imis.athena-innov
ation.gr/DianaTools/index.php?r=mirpath/index) using the 10 differentially expressed miRNAs identified. The KEGG signaling pathways identified
are ordered by number of genes targeted by the selected miRNAs. The x-axis indicates the number of genes and miRNAs identified in the miRNA/
target interaction analysis which are included in each KEGG pathway identified showed in the y-axis. e Schematic representation of the 3'UTR
region of IGFBP3 and the predicted conserved miRNAs targeting it, including miR-34a which base to base pairing is represented in the bottom

of the figure. f Analysis by real time PCR of miR-34a expression in embryonic samples from 8 (n=2), 9 (n=4), 10 (h=5), 11 (n=4)and 12 (n=5)

pcw human lung embryonic tissues showing that miR-34a expression increases over time. g Correlation analysis in paired samples of miR-34a

and IGFBP3 expression showing a significant negative correlation between both genes. h Quantification of IGFBP3 and miR-34a shows an opposing
pattern of expression. IGFBP3 becomes downregulated over time while miR-34a becomes upregulated. i miR-34a expression analysis in EPCAM +vs
EPCAM- purified cells showing significant differences between both populations. miR-34a is upregulated in the mesenchymal enriched population.
j miR-34a expression by pcw in EPCAM +vs EPCAM- cell populations showing that while in the EPCAM- group of cells miR-34a expression increases
over time, in the EPCAM + group the miR-34a expression remains stable at low levels
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in the cultured embryonic lung mesenchymal cells after
silencing miR-34a, and as shown in Fig. 4d, IGFBP3
protein levels increased in the cytoplasm of silenced cells
and colocalized with Actin expression in these cells.

Differential expression of IGFBP3 in the proximal-distal
airway and overexpression in tip-derived organoids

To study whether IGFBP3 expression in epithelial cells
could be involved in proximal-distant patterning, we
decided to analyze its expression in different locations
of the bronchial tree. For this purpose, we isolated the
bronchial tree by separating enzymatically first and
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then manually the mesenchyme, and while working
under the stereoscopic microscope, we isolated tips and
stalks (Fig. 5a, Video S1). After RNA purification from
both isolated tissues, the analysis of MUCSAC mRNA
levels, a gene overexpressed in the proximal embryonic
airway (stalks) [14], confirmed that we correctly
purified enriched populations since MUCS5AC were
significantly overexpressed in stalk in comparison to the
tip enriched population (»<0.001, Fig. 5b). The analysis
of IGFBP3 mRNA levels in both populations showed an
upregulation in the distal epithelial population, in the tips
(p=0.025, Fig. 5¢). Moreover, miR-34a showed an inverse
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Fig. 5 IGFBP3 overexpression in tips and in tip-derived organoids becomes downregulated with the differentiation process. a Tip

and stalk isolation

after treatment of the bronchial tree with dispase and mechanical separation of the mesenchyme from the epithelium

under the stereoscopic microscope. b Quantification of MUCSAC, ¢ IGFBP3 and d miR-34a mRNA levels in tip and stalk enriched populations
(n=9 per group). e Immunofluorescence analysis of IGFBP3 and E-CAD in tip-derived organoids. f Microscope images showing gross morphology
of tip-derived organoids cultured with control media vs differentiated organoids after 30-day culture with differentiation media (Pneumacult). g
Immunofluorescence analysis of IGFBP3 and MUCSAc in organoids cultured with control media and after 30-day differentiation with Pneumacult

visualization showing the different cell types identified in the control and
transcript expression in the control and alveolar differentiated tip-derived ¢

expression, with downregulation in the tip population
(»=0.002, Fig. 5d). The protein analysis of IGFBP3 in
tip-derived organoids confirmed at the protein level
the upregulation of IGFBP3 in the tip population since
IGFBP3 protein was highly expressed in the epithelial
cells of tip-derived organoids (Fig. 5e). E-cadherin was
used as an epithelial marker to confirm that IGFBP3
expression was in epithelial cells from the tip-derived
organoids.

Organoid differentiation drastically reduces IGFBP3
expression

To study if IGFBP3 expression is lost due to the
differentiation process occurring during the branching
morphogenesis occurring during pseudoglandular
stage we decided to differentiate tip-derived
organoids to the proximal airway by culturing them

a. h Analysis of MUCSAG, i IGFBP3 and j miR-34a mRNA levels in control and differentiated organoids (n=3 per group). k UMAP visualization
f single-cell RNA sequencing data from control and alveolar differentiated tip-derived organoids, with colors representing the cell of origin. | UMAP
Iveolar differentiated tip-derived organoids. m UMAP illustrating IGFBP3

ganoids

in differentiating medium. Differentiated organoids
acquire morphological changes (Fig. 5f) derived of
the appearance of differentiated cells such as ciliated
and goblet cells. The presence of goblet cells produces
an accumulation of mucus in the lumen of the
organoid, positive for MUC5AC, which was used as
a control for the organoid differentiation process in
this article. Thus, it was observed that both MUC5AC
protein expression (Fig. 5g) and mRNA expression
(Fig. 5h) levels were elevated in differentiated
organoids compared to controls. Analysis of IGFBP3
in control and differentiated organoids showed an
obvious reduction of IGFBP3 levels in the epithelium
of differentiated organoids (Fig. 5g, i), while miR-
34a exhibited increased mRNA expression in the
differentiated organoids compared to undifferentiated
controls (Fig. 5j).
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Single-cell RNAseq analysis of alveolar-differentiated
organoids showed a drastic reduction of IGFBP3 levels
Using scRNA data from [12], we analyzed the
expression of IGFBP3 in tip-derived organoids and
alveolar-differentiated  organoids. ~Confirming our
previous results, we observed that IGFBP3 expression
was drastically reduced after organoid differentiation
(Fig. 5k-m). In control tip- derived organoids, IGFBP3
expression was mostly located in tip cells. Additionally,
some high IGFBP3 expression was observed in basal cell-
like cells. After differentiation, a few dispersed cells of the
alveolar-differentiated organoid expressed IGFBP3 at low
levels, with a signal concentrated in the lineage negative
(Lin_NEG) organoid cell population (Fig. 51, m).

IGFBP3 silencing induces alveolar differentiation

in organoids

Based on the previous observation that showed the loss
of IGFBP3 after differentiation, we aimed to assess its
role in the differentiation process. Using nucleofection
technology and DsiRNAs we inhibited the expression of
IGFBP3 in 12 pcw tip-derived organoids (Fig. 6a). Time-
lapse study after transfection capturing one frame every
5 h for 48 h showed that IGFBP3 silenced organoids
become differentiated in alveolar-like structures (Fig. 6b,
Video S2 and S3). In Fig. 6¢ can be observed the alveolar-
like structures obtained after 48 h of IGFBP3 silencing in
tip-derived organoids which resemble alveolospheres.

To explore the molecular changes occurring after
IGFBP3 silencing we analyzed the expression of
six stem cell markers and nine alveolar markers.
Compared to control organoids, the IGFBP3 silenced
organoids displayed a significant downregulation of
stem cell markers including OCT4, KLF4, NANOG
and ALDH1A3 (Fig. 6d), which denotes differentiation
and loss of stemness potential in line with the observed
morphological changes. Interestingly, a significant
upregulation of the alveolar type 2 (AT2) cell marker
SFTPC and LAMP3 (Fig. 6e) was observed denoting
alveolar differentiation. Although not significant, other
AT2 (Fig. 6e) and alveolar type 1 (AT1) (Fig. 6f) cell
markers also showed upregulation 48 h after IGFBP3
silencing. Immunofluorescence analysis of SFTPC
in control and silenced organoids confirmed the
overexpression of the AT2 marker SFTPC in the IGFBP3
silenced organoids (Fig. 6g).

High IGFBP3 levels decelerate the differentiation process

in lung explants

Lung explants from 10 pcw embryos cultured for
48 h with IGFBP3 peptide had a distinctive epithelial
morphology compared to control explants (Fig. 6h).
In the histological analysis (hematoxylin staining),
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while a more cuboidal epithelium was observed in
control explants after 48 h of culture, the IGFBP3
explants remained in a previous step showing a more
pseudostratified epithelium that had not completed the
differentiation to a cubic endodermic epithelium yet.

IGFBP3 silencing induces TGFp inhibition and BMP
activation

To understand the signaling events that control IGFBP3-
mediated alveolar differentiation, we decided to
profile the levels of 8 phosphorylated proteins related
to TGFp signaling pathway, a key pathway involved
in several differentiation processes that have been
described to interact with IGFBP3 [33, 34]. Twenty-
four hours after silencing IGFBP3 in the tip-derived
organoids, we observed a significant inhibition of
TGFpB signaling, indicated by the downregulation
of p-SMAD2 (p=0.0001), and an increase in BMP
signaling, demonstrated by the significant upregulation
of p-SMADI1 (p=0.0197). Although not significant, there
was also an upregulation of p-ATF2 (p=0.0793), p-c-
Fos (p=0.0692) and p-c-Jun (p=0.1441). Additionally,
a discrete downregulation of p-SMADS5 was noted
(p=0.0203) (Fig. 6i, j). Interestingly, the downregulation
of p-SMAD2 correlates with the downregulation of
previously described transcriptionally activated target
genes, including SOX2, OCT4 and NANOG (Fig. 6d, k).
Also, the upregulation of p-SMAD correlates with the
upregulation of activated target genes, including SFTPB,
SFTPC and SFTPD (Fig. 6e, k), confirming the functional
effect of IGFBP3 silencing on the downregulation
and upregulation of the TGFf and BMP signaling,
respectively (Fig. 6k).

Discussion

In this study, we conducted an in-depth analysis of
the genes and miRNAs involved in the differentiation
process from the early to late pseudoglandular stages of
human lung development. Before branching initiation,
the endodermal bud, surrounded by mesenchymal cells,
begins to transform in a pseudostratified epithelium
around 10 pcw, and by 12 pcw, a cuboidal epithelium can
be observed. These epithelial modifications are closely
related to changes in the mesenchymal compartment,
which, through its signals, it is the main promoter of
the epithelial transformations. We identified 88 DEG
that, according to its interactome, could be grouped
mainly into two distinct clusters connected by the proto-
oncogene MYC, whose expression slightly decreases
during the analyzed period. The MYC expression has
been shown to be more generalized across different
embryonic organs during mouse development compared
to other family members [42]. Despite transcriptomic
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heterogeneity between different studies due to technical,
analytical or sample differences [43], we identified
genes in our signatures previously described such as
CD44, which expression increases and has been shown
to be expressed in the epithelial cells of the tips [12],
and ETVS, a transcription factor associated with the

promotion of epithelial cell differentiation and inhibition
of proliferation [44], which becomes upregulated from 8
to 12 pcw in our study. GO analysis allowed us to explore
the pathways regulated by the identified genes in more
detail. The DEGs could be grouped in several functional
categories (Table S3), including “cell development’, which
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is inherent to the process studied as it describes the
progress of a specific cell from an immature to a mature
state. This category contains 16 genes, including ET'VS
and HAND?2. Additionally, other important functional
groups identified were related to transport of anions and
ions, which include 14 and 17 genes, respectively, such as
ATP11A or SLCIOA2. The importance of ion and anion
transport during lung development has been studied
and associated with the lungs as secretory organs during
this period. Before birth, the placenta is in charge of the
respiratory gas exchange, and the lungs are filled with
liquid [45]. To produce the liquid that moves from the
basal to the apical part of the epithelium and is eventually
released into the lumen, robust control of the anions
and ions such as Na*, K*, or Cl™ is necessary. Most of
these studies have been performed in animal models,
but alteration in these molecules have been associated
with respiratory diseases in the newborns [46] and even
with lung malformations [45]. With the emergence
of organoids models we can envision that the results
obtained in animal models can be translated to human
embryology. Using human embryonic organoids we
could study most of these processes directly in human
embryonic samples.

Finally, it is noteworthy that we identified 15 genes
grouped in GO categories associated with neuron
generation and differentiation. This can be explained
by the presence at this time of neural crest populations
identified in recent single cell RNA studies [16].

To further analyze the gene signature, we grouped
genes by expression trends accross three time points:
8-9 pcw, 12 pcw, and adult. Four clusters were identified.
A selected group of genes, including the epithelial
transcription factor ETVS (cluster 1), the mesodermal
transcription factors HAND2 (cluster 2) and PRDM1
(cluster 3), the cell surface receptor CD44 (cluster 3), the
soluble protein pro-angiogenic factor RSPO3 (cluster 4)
and the soluble protein IGFBP3 (cluster 4). We validated
that their expression trends were gradual by studying
them in all available embryonic samples, which allowed
us to include additional time points (8, 9, 10, 11 and
12 pcw). Most of these genes were chosen because
they showed interactions with the miRNA signature:
RSPO3-miR-16; HAND2-miR-25; PRDM1-miR-186 and
IGFBP3-miR-34a. Further studies on these gene-miRNA
pairs are warranted; however, in the present paper, we
have only focused on one of these interactions. During
the pseudoglandular stage, the lung is filled with liquid,
and several molecules cross the epithelium to be secreted
into the lumen. Subsequently, they circulate from the
distal to the proximal respiratory airway, eventually
passing through the larynx to be expelled out by the
mouth and mixed with the amniotic liquid. Therefore,
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we decided to focus on the study of IGFBP3, a soluble
protein previously detected in amniotic liquid [47], as
we hypothesized its involvement in distal-proximal
communication through the lumen. We observed that
the IGFBP3 protein was restricted to epithelium, as
miR-34a targeted it in the mesenchyme. These results
underscore the necessity for current single-cell RNA
studies to validate the results by analyzing the protein
levels. As we observed, despite similar mRNA levels
between different cell populations such as stromal and
epithelial cells, the action of a miRNA can restrict the
final protein to one compartment or the other, leading to
important functional consequences.

Moreover, considering the KEGG pathways identified
enriched in our miRNA signature, the miR-34a/
IGFBP3 axis is directly related with “p53 signaling
pathway” miR-34a have been described previously as
a transcriptional target of p53 that collaborates in the
induction of p53-mediated apoptosis [48]. In this line,
IGFBP3 regulates the scape from apoptosis, which is a
characteristic of undifferentiated stem cells. Therefore,
the downregulation of miR-34a and upregulation of
IGFP3 in the epithelium seem to allow the scape from
growth inhibition, senescence and apoptosis required
for the maintenance of an undifferentiated stage during
the first stages of lung developoment. Although acting
independently they regulates cell death, it has also been
described that working together regulates autophagy in a
patient asthma model [49].

Finally, since distal-proximal differentiation begins
during the pseudoglandular stage, we decided to
evaluate the role of /GFBP3 in this process. IGFBP3
was upregulated in the tips, where a lung stem cell
population resides. This observation was validated
using human tip-derived organoids, where high IGFBP3
levels were observed. Interestingly, IGFBP3 expression
became drastically reduced when we differentiate the
tip-derived organoids. IGFBP3 was mostly expressed
in a stem cell population, which comprises most of the
cells in the epithelium of the tip-derived organoid.
The differentiation process drastically reduced their
expression restricting it to only a few cells retaining the
stem cell phenotype. Using single-cell RNAseq data from
[12] we confirmed that in alveolar-differentiated tip-
derived organoids, the expression of IGFBP3 became
drastically reduced. Initially, IGFBP3 expression was
mainly located in tip and basal-like cell populations of
the undifferentiated organoid, but after differentiation,
only a few cells retained IGFBP3 expression. These cells
were mainly located in linage-negative cell populations
in the differentiated organoid. This lineage-negative
cell population were characterized by the expression of
tip progenitors but not AT2 markers, confirming that
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IGFBP3 after differentiation remains in cell populations
not completely differentiated.

In this line, when we inhibited IGFBP3 expression
using siRNAs in tip-derived organoids, an alveolar-like
differentiation was triggered with a significant reduction
of stemness. The silencing of IGFBP3 downregulated
the expression of pluripotent stem cell markers OCT4,
KLF4, Nanog and ALDH1A3. The most established role
of IGFBP3 in stemness suggests that soluble IGFBP3,
either directly through binding its receptor TMEM219
or indirectly by sequestering IGF-1, can inhibit stem
cell proliferation and induce differentiation, as seen in
colonic stem cells [50]. In contrast, in lung cancer stem
cells, it has been reported that the neutralization of
IGFBP3 reduces stemness potential, evidenced by the
downregulation of ALDH1A1 and ALDH1A3. BIRC5
and IGFBP3 have an autocrine regulatory relationship,
activating signaling mechanisms that regulate cancer
stem cells and epithelial-mesenchymal transition [36].
BIRCS5 regulates the secretion of IGFBP3, and the loos
of IGFBP3 causes a downregulation of BIRC5 levels.
Moreover, some authors have described that cellular
IGFBP3 can be associated with a more stem-like state,
with its function directly related to its cellular location.
For instance, in osteosarcoma, it has been reported
that nuclear localization of IGFBP3 is associated with a
highly differentiated phenotype, while high cytoplasmic
IGFBP3 levels are consistent with dedifferentiation
[37]. Consistent with this, our immunofluorescence
analysis showed high IGFBP3 levels in the cytoplasm of
lung epithelial cells from both embryos and tip-derived
organoids.

Upon observing morphological changes indicative of
alveolar differentiation, we decided to study AT2 and AT1
cell markers whose upregulation supported the observed
alveolar differentiation. Notably, the most remarkable
upregulation was observed in the AT2 gene SFTPC, at
both mRNA and protein levels. SFTPC, described to
be exclusively expressed in the lung, serves as a highly
specific marker for identifying AT2 cells [51, 52], thus
validating the alveolar-like differentiation observed in
our morphological analysis. Subsequently, employing an
embryonic lung explant model cultured with IGFBP3
peptide, we corroborated the role of this protein in
maintaining a more undifferentiated phenotype. Control
lung explants exhibited a more differentiated cubic
epithelium compared to explants cultured with high
doses of IGFBP3. These findings collectively support the
role of IGFBP3 as a stem cell gene whose loos is necessary
for completing the differentiation process during lung
pseudoglandular stage epithelium development.

Finally, to interrogate the mechanisms involved in
IGFBP3 mediated alveolar differentiation, we analyzed
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the Transforming Growth Factor (TGF) family-related
proteins after silencing /GFBP3 in tip-derived organoids.
The TGF superfamily consists of several ligands,
including TGFf signaling proteins (including SMAD2)
and BMP signaling proteins (including SMAD1). TGFp
and BMP pathways have been described to regulate
stemness and differentiation through opposing and
cooperative activities [53]. Interestingly, after silencing
IGFBP3 we observed a downregulation of the TGFf}
signaling mediated by a decrease in p-SMAD2, which
leads to a reduction of SOX2, OCT4 and NANOG
mRNA levels, resulting in diminished stem cell self-
renewal. SOX2, OCT4 and NANOG has been previously
demonstrated to be transcriptional targets of SMAD?2 [54,
55]. At the same time, we noted an upregulation of BMP
signaling, indicated by an increased levels of p-SMADI,
p-c-Jun and p-c-Fos. Notably, in mice, it has been
demonstrated that the activation of BMP by p-SMADI,
helps to maintain the AT2 identity and allows these
cells to differentiate into either AT2 or AT1 cells [56]. It
is described that activation of BMP-SMADI1 promotes
the expression of Nfatc3, an important transcription
activator for surfactant proteins [57], which correlates
with our results where we observed an upregulation
of SFTPB, SFTPC and SFTPC. Moreover, Frum et al.
have recently demonstrated that during alveolar
differentiation, inhibithion of TGFp and simultaneous
activation of BMP are required during the differentiation
process in humans [58]. Our results show that IGFBP3
activates the necessary crosstalk between TGFf and
BMP signaling that ends in alveolar differentiation.
TGFP signaling, responsible for mantaininig a stem
cell phenotype (undifferentiated state), needs to be
inhibithed, and at the same time BMP signaling needs
to be upregulated to induce/mantein the specific linage
differentiation, first to AT2 and subsequently to AT1.
In this line, supporting our results (Fig. 6k) it has been
reported that in human embryonic stem cells SMAD2
through its transcriptional target Nanog can also repress
BMP signaling to maintain the undifferentiated state [59].

Conclusions

In conclusion, our investigation has described a
distinctive mRNA and miRNA signature that delineates
the critical shift from the early to late pseudoglandular
stage in human lung development highlighting the
interplay between IGFBP3 and miR-34a which is critical
for alveolar differentiation.
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2. Segundo articulo:

“Selection of the Most Suitable Culture Medium for Patient-

Derived Lung Cancer Organoids”

Resumen

Introduccion. En las Gltimas décadas, un modelo in vitro que ha ganado relevancia
para estudiar enfermedades pulmonares han sido los organoides de pulmon derivados de
pacientes. A dia 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 caracteristicas de los
organoides generados. En el presente trabajo, se decidid comparar 3 de los medios de
cultivo descritos mas utilizados en la generacién de organoides pulmonares, con el fin de
identificar las condiciones mas adecuadas para su cultivo y que nos permitan realizar una

mejor translacion de los resultados obtenidos en el estudio embrionario al cancer.

Metodologia. Se obtuvieron muestras de tejido tumoral y tejido normal emparejado
de 71 pacientes diagnosticados con CPCNP en estadios tempranos, quienes fueron
sometidos a reseccion quirargica. 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 minimo (MBM, del inglés minimum basal medium). Se evalu6 la capacidad
de estos medios para establecer cultivos de organoides, mantener la viabilidad celular, y
promover caracteristicas fenotipicas especificas. Para ello, se emplearon distintas
metodologias, incluyendo analisis de imagen con Fiji de ImageJ, cuantificacién de los
niveles de ATP utilizando el reactivo CellTiter-Glo 3D, y estudios de

inmunofluorescencia en cortes histoldgicos de organoides pulmonares.

Resultados. EI PCM fue el medio mas eficaz para establecer nuevas lineas de
organoides y permitio su expansion a largo plazo, haciéndolo adecuado para estudios
prolongados. En contraste, el MBM, aungue menos eficiente en términos generales, fue

el unico que logro 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 presentd un
desempefio intermedio. Ademas, se observd que el medio de cultivo influia en la
diferenciacion 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 caracteristicas

morfolégicas también variaron segun el medio empleado.

Conclusiones. La seleccion del el medio de cultivo tiene un impacto significativo en
el desarrollo y diferenciacion de los organoides pulmonares. Los resultados destacan la
importancia de elegir las condiciones de cultivo adecuadas segun los objetivos de estudio,
especialmente en investigaciones sobre el cancer de pulmon y aplicaciones en medicina

personalizada.
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Abstract

Introduction: Patient-derived organoids have emerged as a
promising in vitro model for precision medicine, particularly
in cancer, but also in noncancer-related diseases. However,
the optimal culture medium for culturing patient-derived
lung organoids has not yet been agreed upon. This study
aimed to shed light on the optimal selection of a culture
media for developing studies using patient-derived lung
organoids. Methods: Tumor and normal paired tissue from
71 resected non-small cell lung cancer patients were pro-

cessed for organoid culture. Lung cancer organoids (LCOs)
were derived from tumor tissue and normal lung organoids
(LNOs) from nonneoplastic lung tissue. Three different
culture media were compared: permissive culture medium
(PCM), limited culture medium (LCM), and minimum basal
medium (MBM). We assessed their effectiveness in estab-
lishing organoid cultures, promoting organoid growth and
viability, and compared their differential phenotypic char-
acteristics. Results: While PCM was associated with the
highest success rate and useful for long-term expansion,
MBM was the best option to avoid normal organoid over-
growth in the organoid culture. The density, size, and via-
bility of LNOs were reduced using LCM and severely affected
with MBM. LNOs cultured in PCM tend to differentiate to
bronchospheres, while alveolosphere differentiation can be
observed in those cultured with LCM. The morphological
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phenotype of LCO was influenced by the culture media of
election. Mesenchymal cell overgrowth was observed when
LCM was used. Conclusion: This work highlights the im-
portance of considering the research objectives when se-
lecting the most suitable culture medium for growing

patient-derived lung organoids. © 2024 The Author(s).

Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

To date, lung cancer remains one of the most prevalent
cancers worldwide and is the leading cause of cancer-
related mortality, with approximately 1.8 million deaths
per year [1]. This heterogeneous disease is classified into
two main types: small cell lung cancer and non-small cell
lung cancer (NSCLC). NSCLC is the most frequent type
(80-85% of cases) and can be further classified into dif-
ferent histological subtypes where adenocarcinoma
(ADK), squamous cell carcinoma (SCC), and large cell
carcinoma are the most frequent ones. In early-stage
NSCLC, surgical resection is considered the preferred
and potentially curative therapeutic approach followed by
adjuvant therapy in some patients (mainly stage II pa-
tients). Cisplatin-based adjuvant treatment is the most
frequent option, but osimertinib can also be used in pa-
tients harboring EGFR mutations [2-4]. Recently, im-
munotherapy followed by surgical resection of the tumor
has also begun to be considered a neoadjuvant treatment
since good results have been obtained in clinical trials
including early-stage patients [5]. However, with current
treatment approaches, around 30% of resected patients will
experience disease relapse, even after receiving adjuvant
treatment [6]. After relapse, surgical patients can be treated
with targeted therapy, depending on the mutational profile
of the tumor, or even with immunotherapy. Therefore, the
tumoral tissue obtained during the resection is used to
generate in vitro models where test drug responses could
permit the prediction of treatment outcomes or even help
with personalized treatment decisions.

In recent decades, significant progress has been made in
developing preclinical in vitro models for NSCLC, with
cancer cell lines being the most widely used. However, this
two-dimensional cell culture model does not faithfully
replicate the complexity and heterogeneity of the original
tumor and may lose key mutational features during long-
term culture [7]. Patient-derived xenografts, on the other
hand, exhibit a higher level of fidelity to patient tumors,
but their establishment and utilization are time-
consuming, expensive, and labor-intensive [8]. Recently,
an in vitro model generated directly from adult stem cells,

2 Cells Tissues Organs
DOI: 10.1159/000541274

known as patient-derived organoids, has gained popularity
in precision medicine. Lung cancer organoids (LCOs) are
three-dimensional (3D) structures that mimic each pa-
tient’s tumor’s genetic and molecular characteristics, even
recapitulating the cellular diversity and tumor microen-
vironment [9]. Although LCOs generated from resected
tumor tissue can be a valuable tool for personalized
treatment, the methodology for its culture is still in a phase
of ongoing development and continuous optimization
without a unique solution for its establishment and culture.
To ensure the optimal growth and development of LCOs,
the presence of an extracellular matrix providing a 3D
scaffold for organoids and facilitating crucial cell-ECM
interactions is indispensable. This can be from different
sources being Matrigel and collagen the most frequent
ones [10]. Furthermore, for the stem cells responsible for
generating LCOs to proliferate and differentiate into cell
lineages that self-organize, providing an organoid culture
medium with specific supplements is crucial [11], but each
research group uses different media [12-20], which can
affect the reproducibility of the organoid studies. Overall,
the distinct culture media described in the literature can be
categorized into two primary types: permissive culture
medium (PCM) [13] and minimum basal medium (MBM)
[14]. While PCM enhances the viability and long-term
expansion of LCOs, it may lead to excessive proliferation of
normal lung organoids (LNOs) [12, 13]. In contrast, MBM
allows the obtention of a more enriched LCOs culture but
considerably reduces the LCO expansion [14, 15]. Addi-
tionally, there are intermediate options, referred to by the
own authors [15] as limited culture medium (LCM), which
do not contain most of the growth factors necessary for the
growth of LNOs such as FGF7, FGF10, R-spondin, and
Noggin included in the PCM, but it contains other factors
such as dexamethasone and forskolin not contained in
MBM. Currently, there is no consensus on the optimal
culture medium for growing patient-derived LCOs for
personalized medicine applications [10].

In this study, we compared three of the most used LCO
culture media [12, 14, 15] and evaluated the success rate
of each one in establishing both LCO and LNO cultures,
the viability of the organoids obtained, and described
their main phenotypic characteristics in correlation with
the clinical-pathological characteristics of the patient of
origin. The medium described by Sachs et al. [12], a PCM,
has been compared against the LCM reported by Hu et al.
[15] and the MBM from Kim et al. [14]. The results of the
present work confirm that important differences exist
between organoid cultures obtained with each medium
and aim to help in the decision of the best medium se-
lection for each scientific purpose.

Acosta-Plasencia et al.
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Methods

Patient Samples

Tumor and normal paired tissue were prospectively
collected from 71 adult patients diagnosed with NSCLC
who underwent complete surgical resection at the
Hospital Clinic of Barcelona (Spain) from January 2021
to July 2023 and who consented to participate in the
study. Samples were obtained within 6 h of surgery,
submerged in phosphate-buffered saline, and trans-
ported on ice to the laboratory to establish organoid
cultures (Fig. 1a). The main clinical and histological
characteristics of the patients used for organoid culture
establishment are presented in online supplementary
Table 1 (for all online suppl. material, see https://doi.
0rg/10.1159/000541274). The study was conducted ac-
cording to the guidelines of the Declaration of Helsinki
and approved by the Clinical Research Ethics Com-
mittee of the Hospital Clinic of Barcelona (project ap-
proval number HCB/2021/0711).

Organoid Establishment, Culture, and Passage

Tissue biopsies were mechanically dissociated into
smaller pieces with a sterile scalpel and then enzymatically
dissociated by incubation with 1 mg/mL collagenase type II
(Merck, Darmstadt, Germany) and 100 pg/mL DNase I
(Merck) in DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) with intermittent agitation on an orbital
shaker at 37°C for 2 h. After enzymatic digestion, the
suspensions were passed through a 100-um cell strainer and
centrifuged at 400 g for 5 min. If a red pellet was observed,
1 mL red blood cell lysis buffer (Sigma-Aldrich, Burlington,
MA, USA) was added to lyse the erythrocytes for 5 min at
room temperature. The resulting cell clusters were re-
suspended in cold Matrigel (Corning, NY, USA) and 30 pL
drops were seeded into prewarmed 48-well culture plates
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) at 37°C for
10-20 min. After solidification, 400 uL of organoid culture
media was added to each well, and plates were placed into
incubators in a humidified atmosphere at 37°C and 5%
CO,. This was considered passage 0. The culture medium
was changed every 3 days and at 2 weeks organoids were
passaged as previously described [21]. Briefly, organoid
cultures were resuspended in 10 mL cold DMEM/F12,
enzymatically dissociated in 2 mL TrypLE Express (Gibco,
Thermo Fisher) for 5 min at 37°C, and mechanically dis-
sociated with flamed glass Pasteur pipettes. After centri-
fugation at 400 g for 5 min, the fragmented organoid
suspension was mixed with cold Matrigel and reseeded at a
1:4 ratio, allowing new organoids to form. This was con-
sidered passage 1 and so on.

Culture Medium Selection for Lung
Organoids

Organoid Culture Media

The three different self-renewing culture media (PCM,
LCM, and MBM) used for LNOs and LCOs are described in
Table 1. Briefly, PCM [12] contained Advanced DMEM/F12
supplemented with 100 pg/mL penicillin/streptomycin
(Gibco), 2 mM GlutaMax 100X (Gibco), 10 mm HEPES
(Gibco), 1:50 B-27 (Gibco), 5 mM nicotinamide (Sigma
Aldrich), 1.25 mm N-acetylcysteine (Sigma Aldrich), 500 ng/
mL R-spondin 1 (PeproTech), 25 ng/mL FGF-7 (StemCell),
100 ng/mL FGF-10 (StemCell), 100 ng/mL Noggin (Pe-
proTech), 5 um Y-27632 (StemCell), 500 nm A83-01 (Sigma
Aldrich), and 500 nv SB202190 (Sigma Aldrich). LCM [15]
included Advanced DMEM/F12 supplemented with 100 pg/
mL penicillin/streptomycin (Gibco), 2 mm GlutaMax 100X
(Gibco), 10 mm HEPES (Gibco), 1:50 B-27 (Gibco), 5 mMm
Nicotinamide (Sigma Aldrich), 1:100 N-2 supplement
(Gibco), 1.25 mm N-Acetylcysteine (Sigma Aldrich), 50 ng/
mL EGF (StemCell), 10 pm Y-27632 (StemCell), 5 pm A83-
01 (Sigma Aldrich), 3 pv SB202190 (Sigma Aldrich), 10 um
Forskolin (Selleckchem), and 3 nMm dexamethasone (Sell-
eckchem). MBM [14] consisted of Advanced DMEM/F12
supplemented with 100 ug/mL penicillin/streptomycin
(Gibco), 1:50 B-27 (Gibco), 1:100 N-2 supplement (Gib-
c0), 50 ng/mL EGF (StemCell), 20 ng/mL bFGF (Gibco), and
10 pm Y-27632 (StemCell).

Organoid Visualization and Area Measurement

Images of the LNOs and LCOs were taken every
3-4 days with the Olympus IX53 inverted microscope.
The area of each organoid was measured using the Fiji
plugin of Image] version 2.14.0/1.54f.

Organoid Viability Analysis

After passage was performed as described above, 1 x 10
cells were resuspended in Matrigel, and 10 pL drops were
seeded in a white, opaque-walled 96-well plate (Greiner Bio-
One). Upon Matrigel solidification, 100 pL of culture medium
was added. Viability measurements were performed on 0 h, 72
h, and 144 h using Cell Titer-Glo 3D Viability Assay (Promega,
Madison, WI, USA) as per manufacturer’s instructions.
Briefly, after 30 min of plate equilibration to room temper-
ature, CellTiter-Glo 3D (Promega) reagent was added to each
well in a volume of 1:1. The plate was shaken at 1,440 rpm for
5 min and incubated for 25 min at room temperature. The
luminescence was measured in an Onion II Microplate Lu-
minometer with an integration time of 1 s per well.

Immunofluorescence Analysis of Organoids

Prior to fixation, organoids were removed from Matrigel
using Corning Cell Recovery Solution (Corning, 354253).
The organoids were fixed in 4% paraformaldehyde,
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Table 1. The three different self-renewing culture media for patient-derived LNOs

Reagents Functions Source Final concentration
permissive culture limiting culture minimum basal
medium medium medium
Sachs et al. [12] Huetal.[15] Kim et al. [14]
(2019) (2021) (2019)
Advanced Base medium Thermo Fisher 1x 1x 1x
DMEM/F12 Scientific
Penicillin/ Antibiotics Gibco 100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL
streptomycin
GlutaMax 100x Nutrient Gibco 2 mm 2 mm
HEPES Buffer Gibco 10 mm 10 mm
B-27 Cell proliferation and tumor Gibco 1:50 1:50 1:50
spheres formation
Nicotinamide Cell death prevention Sigma Aldrich 5 mm 5 mm
N-2 supplement Co-enzyme precursor Gibco 1:100 1:100
N-Acetylcysteine  Oxidative stress protection Sigma Aldrich 1.25 mm 1.25 mm
R-spondin 1 Stem cell proliferation and self- PeproTech 500 ng/mL
renewal
FGF-7 Epithelial stem cell StemCell 25 ng/mL
maintenance
FGF-10 Lung stem cell differentiation ~ StemCell 100 ng/mL
and organoid branching
EGF Epithelial cell growth and StemCell 50 ng/mL 50 ng/mL
differentiation
bFGF Stem cell capacity and survival StemCell 20 ng/mL
Noggin Epithelial stem cell PeproTech 100 ng/mL
maintenance
Y-27632 Cell death prevention StemCell 5 pm 10 pm 10 pm
A83-01 Cell growth and proliferation ~ Sigma Aldrich 500 nm 5 pm
SB202190 Cell death prevention Sigma Aldrich 500 nm 3 pm
Forskolin LNO survival Selleckchem 10 pm
Dexamethasone Alveolar maturation Selleckchem 3 nm

Entries in bold denote the reagents present in the medium.

included in Histogel (Fisher Scientific, 12006679),
and subsequently embedded in paraffin. Immuno-
fluorescence procedures were performed as previ-
ously described [22]. For immunostaining, the fol-
lowing primary antibodies were utilized: rabbit anti-
p63 (Proteintech, 12143-1-AP), mouse anti-CC10
(Santa Cruz, sc-365992), mouse anti-AQP5 (Santa
Cruz, sc-514022), and rabbit anti-SFTPC (Pro-
teintech, 10774-1-AP). Secondary antibodies in-

Culture Medium Selection for Lung
Organoids

cluded Alexa 488-anti-mouse donkey IgG antibody
(Thermo Fisher Scientific, A28175) and Alexa
568 anti-rabbit donkey IgG antibody (Thermo Fisher
Scientific, A10042).

Cell Lines

Cryopreserved samples of the lung cancer cell line
H23 (CRL-5800, ATTC, Manassas, VA, USA) were
received in our laboratory and passaged for less than 6
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months. H23 was cultured in RPMI 1640 (catalog
number 21875091, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) supplemented with 10% FBS (catalog
number 16000044, 1:10, Thermo Fisher Scientific) or
with organoid culture media used in the study. The cell
line was grown at 37°C in 5% CO, and 95% relative
humidity.

Statistical Analysis

T-tests or U-Mann Whitney test, when appropriate,
were used for comparisons between two groups of
samples, and ANOVA or Kruskal-Wallis test was used for
comparisons between more than two groups. Fisher’s
exact probability test or x> test when appropriate was used
to compare differences in frequency distributions be-
tween groups. At least three technical and three biological
replicates have been performed in each in vitro experi-
ment. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism v. 10.1.1 (La Jolla, CA, USA).

Results

Effect of Organoid Culture Media Selection on an

Established Lung Cancer Cell Line

After tissue obtention and processing from surgical
patients for organoid culture preparation (illustrated in
Fig. 1a), we must choose the appropriate culture medium to
establish them. This election is significant because the
different culture media used have a different effect not only
on organoids’ growth but also on their intrinsic charac-
teristics. To highlight this, we cultured the H23, a well-
characterized lung cancer cell line, with its regular medium
or with the 3 organoid culture media used in the present
study (Fig. 1b). Different morphologies can be appreciated
in the 2D culture of the H23 cell line when cultured with its
regular medium (RPMI-1640) or with the different orga-
noid culture media analyzed in the present study. When
cultured in RPMI-1640 medium, the H23 cells exhibited
robust growth and maintained high viability across multiple
passages. Morphologically, these cells predominantly ex-
hibited a rectangular shape, with only a minority showing
branching or extensions. In contrast, when cultured with
the PCM, LCM, and MBM, the H23 cells failed to establish
successfully across consecutive passages. The remaining
cells underwent significant morphological changes, with
some adopting a rounded morphology and the majority
showing an elongated shape with several ramifications and
slight differences between the three media. Clear phenotypic
differences can be observed depending on the culture media
used (Fig. 1b).

6 Cells Tissues Organs
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Establishment of Patient-Derived LNOs and LCOs

from Patient Samples

We cultured with the aim to establish new organoid
cell lines 142 tissue samples, 71 from resected tumor
tissue and 71 from the paired nonneoplastic tissue (online
suppl. Table 1). Most of the tissues were obtained from
ADK patients in 52% of cases and from SCC patients in
28% of cases. Less frequent histological types of the tumor
of origin included large cell carcinoma (3%), pleomorphic
carcinoma (3%), large cell neuroendocrine carcinoma
(1%), or adenosquamous carcinoma (1%) (Fig. 1c). To
assess the effectiveness of organoid generation from re-
sected lung tissues, we considered a successful case when
organoid formation was observed from passage 1 to
passage 2. Figure 1d shows images of successful and failed
cases of LNOs and LCOs. Independently of the media
used, we observed significant differences in the LCO
establishment ratio depending on the histology of the
tumor of origin (p = 0.0457, Fig. le). LCOs derived from
SCC samples showed an 80% success rate, followed by
those derived from ADK with 70% and from other lung
cancer subtypes with 64.29%.

Effectiveness of Each Culture Medium for

Patient-Derived LNOs and LCOs Establishment

When LNOs and LCOs were cultured, variations in
success rates were noted between passages 1 and 2 among
the three different self-renewing culture media (Fig. 2, p <
0.001). The highest success rate in patient-derived LNO
establishment was achieved with the PCM. Using PCM,
culture success rates were notably higher in both types of
LNOs compared to other media, reaching 73% for LNOs
and 81% for LCOs. The LCM yielded a slightly higher
success rate for LCOs at 63%, while it was 50% for LNOs.
The medium associated with the highest failure rates was
the MBM, with a success rate of only 29% for LNOs and
35% for LCOs (Fig. 2a). This is evidenced by the bright-
field images of cases LNO-69 and LCO-69, illustrating a
decrease in organoid establishment between passages 1
and 2 when cultured with the LCM or MBM instead of
PCM (Fig. 2b).

Growth Rate and Cell Viability of Patient-Derived

Organoids with Each Culture Medium

Organoid size and growth were also affected by the
culture media, and notable differences were identified
mainly between the PCM and MBM (144 h, p = 0.0004).
LCM occupied an intermediate position (Fig. 3a, b). The
mean organoid area (mm?) after 144 h of culture with
PCM was 19.5 x 1073, representing 178.5% of growth
from 0 h. In comparison, organoids cultured with LCM
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Fig. 2. Culture success rates of LNOs and LCOs using the three-culture media. a Bar graph illustrating the
percentage success rates of LNOs and LCOs cultured in PCM (n = 118 cases), LCM (n = 16 cases), and MBM (n =
34 cases). b Bright-field microscopy images of LNO-69 (originated from the paired nonneoplastic tissue of a lung
SCC patient) and LCO-69 (originated from a cancerous tissue of a lung SCC patient) lines cultured using PCM,
LCM, and MBM across passages 1 and 2. Scale bar, 200 pum.

exhibited an area of 9.4 x 107> mm? (143% growth), while
those cultured with MBM showed an area of 4.1 x 107>
mm? (103% growth). Moreover, we assessed whether the
choice of the culture media influenced the number of
metabolically active cells by measuring ATP levels (as an
indirect measure of the number of viable cells). This
analysis (Fig. 3c) showed significant differences at

Culture Medium Selection for Lung
Organoids

144 h between PCM and either LCM (p = 0.0004) or
MBM (p = 0.0005). In the bright-field images, it becomes
apparent that, generally, there is a higher quantity of
LNOs cultured in the PCM, and they had a major increase
in size over the days in comparison to LCM and MBM. It
is important to highlight that the density of LNOs was
highly compromised when grown with MBM (Fig. 3b).
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Fig. 3. Representation of growth rate and quantification of
metabolically active cells (ATP levels) among patient-derived
organoids when cultured with each culture media. a The area of
organoids from the LNO-67 case (originated from the paired
nonneoplastic tissue of a lung ADK patient) cultured in PCM
(n =7 individual organoids), LCM (n = 5 individual organoids),
and MBM (n = 3 individual organoids) was measured, and their
growth rates over 144 h days were plotted. The growth rate was
calculated by tracking each organoid and dividing the area on
the final time by that on 0 h (day 3 of passage 3). b Repre-
sentative images of LNO-67 case organoids cultured in PCM,
LCM, and MBM, illustrating their changes on 0 h, 72 h, and 144
h. Scale bar, 100 pm. ¢ Quantification of metabolically active
cells by measuring ATP levels in the culture of LNO-67 line

In the case of LCOs (Fig. 3e, f), those cultured with
PCM also exhibited the highest growth during the 144
h. Significant differences in growth in PCM versus LCM
(p = 0.003) and PCM versus MBM (p < 0.0001) were
observed (Fig. 3d). LCOs cultured with PCM exhibited an
area of 15.2 x 107> mm? (200% growth), while organoids
cultured with LCM showed an area of 7 x 107> mm?
(136% growth), and those cultured with MBM showed an
area of 3.9 x 107> mm? (108% growth). Moreover, the
quantification of the metabolically active cells (Fig. 3f)
showed significant differences at 72 h and 144 h between
PCM and either LCM (p < 0.0001) or MBM (p < 0.0001).

8 Cells Tissues Organs
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cultured with PCM, LCM, and MBM media for 144 h days. The
graph shows % of 0 h (day 0 after passage 3) of relative lumi-
nescence. d Growth rates during 144 h of LCO-67 case (orig-
inated from cancerous tissue of a lung ADK patient) cultured
with PCM (n = 7 individual organoids), LCM (n = 5 individual
organoids), and MBM (n = 3 individual organoids). e Bright-
field microscopy images capturing the growth progression of
LCO-67 case organoids cultured in PCM, LCM, and MBM on 0 h
(day 3 of passage 3), 72 h, and 144 h. Scale bar, 100 um. f Bar
graph comparing the use of PCM, LCM, and MBM in relation to
the quantity of metabolically active cells by measuring ATP
levels in the culture of LCO-67 case over 144 h. The graph shows
% of 0 h (day 0 after passage 3) of relative luminescence. Data are
represented as mean + SEM.

Bright-field images substantiate these findings, clearly
illustrating a higher number of LCOs and enhanced
growth when cultured with PCM compared to the other
media (Fig. 3e).

Lung Organoid Cultures Exhibit Evident Differences

in Their Morphological Characteristics when Grown

with Each Culture Medium

We observed that the selection of the culture medium
impacted the phenotypic features of patient-derived LNO
cultures, from their generation and establishment to the
subsequent passages. It has been reported before that
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LNO-67

Fig. 4. Phenotypic characteristics of LNOs when cultured with the
three-culture media. Comparative of LNOs derived from the
paired nonneoplastic tissue of a lung ADK patient (LNO-67) and a
lung SCC patient (LNO-68) when cultured in PCM, LCM, and
MBM. LNO-67 (a, b) and LNO-68 (c, d) organoids cultured with
PCM exhibit lumens and larger sizes, morphological character-

LNOs can become differentiated in bronchospheres [23,
24] and alveolospheres [25] resembling bronchial his-
tology or alveolar histology, respectively. We observed
that the frequency of emergence of the different types of
differentiated structures varies depending on the culture
media used. When LNOs were cultured with PCM, more
bronchosphere-like structures could be observed inde-
pendently of the histological subtype of origin. As ob-
served in the case of LNO-67 (paired nonneoplastic tissue
from an ADK patient; Fig. 4a), the culture was charac-
terized by large-sized organoids with a multicellular
peripheral layer surrounding a central lumen (Fig. 4b).
The same can be observed for LNO-68 (paired non-
neoplastic tissue from an SCC patient; Fig. 4c, d). To
validate that the morphologies observed by brightfield
correspond to bronchospheres-like structures, we em-
bedded the LNOs cultured in PCM in paraffin and
performed hematoxylin staining (Fig. 5a) and immu-

Culture Medium Selection for Lung
Organoids

istics of bronchospheres. LNO-67 (e, f) and LNO-68 (g, h) or-
ganoids growth with LCM resulted in organoids with lumens, but
these were smaller and resembled alveolosphere-like structures.
LNO-67 (i, j) and LNO-68 (k, ) organoids cultured with MBM
appeared as undifferentiated structures. Scale bar: 200, 100, and

50 pm.

nofluorescence analysis (Fig. 5b, ¢). Inmunofluorescence
showed that the LNOs cultured with PCM were positive
for P63, a basal marker, and CC10, a club cell marker. The
presence of basal and club cells is a characteristic of
bronchospheres.

In contrast, most of the organoids cultured with LCM
(Fig. 4e, g) appeared smaller and exhibited a single-
layered external membrane of flattened cells around
the central lumen, resembling alveolospheres (Fig. 4f, h).
To validate that the morphologies observed by brightfield
correspond to alveolosphere-like structures, we embed-
ded the LNOs cultured in LCM in paraffin and performed
hematoxylin staining (Fig. 5d) and immunofluorescence
analysis (Fig. 5e, f). Immunofluorescence showed that the
LNOs cultured with LCM were positive for AQP5, an
AT1 cell marker, and SFTPC, an AT2 cell marker. The
presence of AT2 and ATI1 cells is a characteristic of
alveolospheres.

Cells Tissues Organs 9
DOI: 10.1159/000541274

Pégina | 121

¥20Z 4990}00 9z uo 3s2nb Aq Jpd'/Z1 ¥S000/L52582 /¥ .21 ¥S000/6G L 10 L10P/Pd-ajone/0)0/wod abe//:dny wol papeojumoq



MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

LNO

50.0 ym

Fig. 5. Inmunofluorescence analysis of LNOs. a Hematoxylin-eosin staining of LNOs cultured with PCM.
b, ¢ Immunofluorescence analysis of LNOs cultured with PCM. CC10 (green) was used to detect club cells, P63
(red) for basal cells, and DAPI (blue) stains all nucleus. d Hematoxylin-eosin staining of LNOs cultured with
LCM. e, f Immunofluorescence analysis of LNOs cultured with LCM. AQP5 (green) was used to detect AT1 cells,
SFTPC (red) for AT2 cells, and DAPI (blue) stains all nuclei. Scale bar: 50 and 20 pm.

While LNOs’ growth was highly compromised with
MBM (Fig. 4i, k), a different phenotype was observed
compared to other media. LNOs cultured in MBM re-
sembled spheroids without differentiation to either
bronchosphere or alveolosphere (Fig. 4j, 1).

In the case of LCOs cultured in PCM, they typically
displayed disorganized growth, and an irregular archi-
tecture compared to normal organoids, with an absence
of a visible lumen in most of them, as noted in the images
of LCO-67 (Fig. 6a, b). However, some organoids ex-
hibited cystic structures resembling bronchospheres,
regardless of their tissue origin from ADK or SCC tissue,
as observed in the case of LCO-68 (Fig. 6¢, d). This could
be attributed to certain reagents present in PCM, which
may promote the contamination of normal organoids
alongside tumor-derived ones. It should be required,
when possible, to verify that the organoids reproduce the
mutational status from the tumor of origin to be sure that
the observed morphology corresponds to LCOs. In the

10 Cells Tissues Organs
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case of LCO-67, there was no available information about
the mutational status of the tissue of origin, and in LCO-
68, the tumor of origin did not harbor point mutations
that allowed this verification. In contrast, when these
organoids were cultured in LCM, a variety of morphol-
ogies were observed, including lumen-less structures
(Fig. 6e, f). Interestingly, numerous organoids appeared
to be alveolospheres, despite the reduction in LCM of
factors that typically promote normal organoid growth
(Fig. 6g, h). Organoids cultured with MBM exhibited a
small size and displayed a compact, disorganized cellular
structure. Additionally, contamination with broncho-
spheres or alveolospheres was not observed (Fig. 6i-1).
Notably, some organoid cultures with LCM (both
normal and tumor-derived) showed mesenchymal cell
overgrowth, leading to occasional organoid clustering, as
observed in the bright-field microscopy image of LNO-68
(Fig. 4g, h, 6g, h). This phenomenon was not observed in
organoids cultured with either PCM or MBM. Although
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Fig. 6. Morphological features of LCOs when cultured with each
culture media. Comparison of LCOs derived from lung ADK
(LCO-67) and lung SCC (LCO-68) when cultured in PCM,
LCM, and MBM. a, b LCO-67 organoids displayed a compact
and disorganized structure, characteristic of typical tumor
organoids when cultured with PCM. ¢, d Culture of LCO-68 in
PCM showed some organoids with normal morphological

mesenchymal cells were initially present in PCM and
MBM media, their numbers gradually decreased with
successive passages.

Discussion

Patient-derived organoids have emerged as valuable
tools in lung cancer research, recapitulating the histo-
logical and molecular characteristics of the tissues from
which they are derived. However, there are still numerous
challenges to face in the culture of LNOs, including the
lack of an optimal culture medium adapted to the dif-
ferent LNO and LCO types. Moreover, the different
available culture media are complex since they include a
high proportion of growth factors that as we have shown
in an established lung cancer cell line (H23) and have

Culture Medium Selection for Lung
Organoids

characteristics, with a lumen and resembling bronchospheres.
e, f LCO-67 cultured with LCM maintained a tumor-organoid
structure. g, h LCO-68 organoids grown with LCM displayed
alveolosphere-like structures. LNO-67 (i, j) and LNO-68
(k, 1) organoids cultured with MBM showed an irregular cell
architecture and absence of a visible lumen. Scale bar: 200, 100,
and 50 pum.

different effects on proliferation and even in morphology
of this cell line cultured in 2D. After the initial passages,
we noted that growing the H23 cells with the PCM, LCM,
or MBM resulted in reduced viability, with only a small
percentage of cells able to establish. A subpopulation of
cells had been selected, and changes in their morphology
with the appearance of numerous extensions were ob-
served. These changes could be due to certain reagents,
such as FGF-7 and FGF-10, which promote differentia-
tion toward distal progenitor lineages and, together with
EGF, induce branching [26]. These results showed that
the different culture media composition needs to be taken
into consideration before beginning any molecular study.
Therefore, a study comparing the formulations of the
most used LNO culture media was necessary. This article
sheds some light on the selection of the most appropriate
medium, which, in our opinion, will depend on whether
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we aim to work with LNOs or LCOs and on the specific
experiments planned for the research, including, for
instance, which pathways will be analyzed or if long-term
expansion of organoids will be required. Moreover, in the
case that we focus on LCOs, the presence of mutations in
the tumor of origin can be useful to verify that we are
growing LCOs to ensure the purity of the cancer cells
present in the culture.

An LCO culture medium is considered optimal when
it enables the successful establishment of organoids,
long-term expansion, and maintenance of the purity of
cancer cells in culture. However, none of the current
media satisfy all requirements. PCM, such as the one
described by Sachs et al. [12], allows viable organoids to
be maintained over time but cannot prevent the
overgrowth of normal organoids. Specially in this
medium, it is important to verify the purity of LCOs,
which can be done through verification that the mu-
tational patterns of the tumor of origin are conserved in
the generated organoid, which does not always happen
[13]. In our study, only 2 of 6 (with available infor-
mation) LCOs cultured with PCM (33%) retained the
mutations detected in the tumor of origin. Therefore,
we must consider completing the culture media with
some reagents that improve the survival of mutated
populations. For instance, in TP53-mutated cases we
can add NUTLIN-3A in the medium, an MDM2 in-
hibitor that only allows the growth of TP53-mutated
cells [12]. Another example is the use of the pan-ErbB
inhibitor, which exploits the high prevalence of mu-
tations in the ERBB pathway [20]. These methods are
unsuitable for all cases since mutations found in the
tumor of origin are diverse. Additionally, this can
produce aloss of the heterogeneity found in the original
tumor, where different cancer cell populations coexist
even with different mutational patterns.

On the other hand, LCM or MBM media, such as those
used by Hu et al. [15] and Kim et al. [14], only allow
short-term viability of organoids, although they ensure
reduction/inhibition of normal organoid growth. PCM
had the highest success rate and was the most effective on
long-term expansion of organoids since we considered
that an organoid cell line was successfully established if
retained viability after the second passage. In this line,
PCM was the most effective in retaining viability from the
second passage onward, followed by LCM and MBM.
Hence, for researchers interested in long-term studies,
choosing the PCM medium enables multiple passages to
be conducted over an extended period. Regarding the
organoids’ size, growth, and viability, it was observed that
the PCM medium produced significantly larger organoids
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with greater viability compared to the LCM and MBM
media.

When we evaluated the success of LCOs establishment
according to their histology using the three described
media, it was noted that organoids derived from SCC
exhibited the highest rate of successful establishment. In
PCM-cultured organoids, this can easily be explained
because it contains factors such as FGF-7, FGF-10,
Noggin, and SB202190, which have been demonstrated to
promote the establishment of basal stem cells [27], which
are considered the cell of origin for SCC upon acquiring a
malignant phenotype [28].

LNOs showed important differences in the mor-
phological characteristics when cultured with the three
different types of culture media. LNOs cultured with
PCM clearly become differentiated through the pas-
sages into bronchospheres, whereas LNOs cultured
with LCM also allowed alveolar differentiation. These
findings can be explained by the different composition
of each culture medium. LCM contains dexametha-
sone, which induces alveolar maturation [29], and EGF,
which increases the size of alveolar organoids [30].
Regarding LNOs cultured with MBM, these did not
seem to induce differentiation, probably because they
presented only the minimal reagents required to allow
the cells to organize into organoids for a brief period of
time. In conclusion, for studies focused on the proximal
airways, PCM medium is recommended to facilitate the
growth of bronchospheres. On the other hand, the use
of LCM medium is proposed for the study of alveolar
structures.

Referring to LCO morphology, all three media re-
sulted in the generation of compact and disorganized
spheroids, typical characteristics of cancerous organo-
ids. Notably, both PCM and LCM revealed the emer-
gence of bronchospheres and alveolospheres, which are
suspected to be derived mostly from normal stem cells.
MBM was the only medium that did not show the
appearance of organoids with a normal appearance in
LCO cultures. Therefore, in studies aimed at obtaining a
representative and specific population of cancer stem
cells from the tumor, such as drug efficacy studies, the
MBM medium is the preferred choice. Conversely, for
investigations seeking a broader representation of the
tumor microenvironment, encompassing both tumor
and normal cells, the use of PCM or LCM media is
recommended.

Interestingly, our work also revealed that the choice of
culture medium influenced the growth of mesenchymal
cells surrounding organoid cultures. Growth of mes-
enchymal cells was predominantly observed in
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organoids cultured with LCM, often resulting in close
interactions with alveolospheres, clustering them and
forming structures reminiscent of alveoli. This implies
that PCM and MBM may contain compounds that
inhibit mesenchymal growth, such as RSPOI, which
activates the Wnt/p-catenin pathway [31]. This singu-
larity is relevant for research involving the coculture of
tumor organoids with mesenchymal cells to study the
tumor microenvironment.

In summary, our work underscores the importance of
considering the research objectives when selecting an
appropriate culture medium to grow patient-derived
LNOs. PCM is associated with the highest success
rates, increased growth, and better cell viability, making it
ideal for long-term studies. However, this medium
promotes contamination of bronchospheres in tumor
cultures, comparable to LCM, but with the overgrowth of
alveolospheres instead. The medium that best reproduces
tumor cells is MBM, ideal for drug testing studies that do
not need to maintain organoid growth over a long period
of time. Future studies should continue to explore and
optimize the components and reagents of organoid
culture media to ensure the most faithful representation
possible of patient tumors, ultimately leading to advances
in lung cancer research.
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Durante la etapa pseudoglandular del desarrollo pulmonar humano, el pulmon esta
conformado por tubulos epiteliales en constante ramificacion y rodeados por
mesénquima. La interaccion bidireccional entre el epitelio y el mesénguima es
fundamental para la formacion del arbol bronquial y la diferenciacién celular, ya que
define el patron basico del sistema respiratorio (23). Este proceso se regula a través de
una red de factores de crecimiento, vias de sefializacion y reguladores transcripcionales.
Dada la importancia de estos mecanismos y la limitada informacion disponible en
muestras humanas, la presente tesis se enfocd en analizar el perfil génico y de miARNSs
durante la etapa pseudoglandular del pulmén humano, con el objetivo de identificar

reguladores moleculares involucrados en la ramificacion y diferenciacion celular.

En primer lugar, se llevo a cabo un andlisis de la expresion génica en muestras de
pulmén humano, que incluyeron tejidos embrionarios de 8-9 y 12 pcw, asi como tejidos
adultos. El analisis jerarquico de agrupamiento reveld una clara separacién entre los
tejidos adultos y los embrionarios. Ademas, 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 mas tardias (12 pcw). Estas diferencias
significativas en los perfiles transcripcionales fueron validadas mediante un analisis 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 identifico una firma de ARNm compuesta por 88 DEG, de los cuales
52 mostraron interacciones conocidas entre si. Esto permitio agruparlos en dos redes
principales conectadas a través de MY C, un factor de transcripcién central. Los genes de
la familia MYC, incluyendo C-MYC, N-MYC y L-MYC, son conocidos por su expresion
en diversos tejidos durante el desarrollo embrionario y por regular la expresion de genes
involucrados este proceso, como la proliferacion, 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 pulmon en
desarrollo. Este gen actiua como un regulador clave que interactia con otros genes y
permite la formacion correcta de las estructuras ramificadas del arbol respiratorio durante

la etapa pseudoglandular (252, 253).
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Para obtener mas informacion sobre las vias reguladas por estos genes y las funciones
que desempefian en la etapa pseudoglandular, se realizd un anélisis de ontologia génica
(GO, del inglés gene ontology) que permitié agruparlos en diversas categorias. Los
clisteres mas enriquecidos y, por tanto, los de mayor relevancia biologica 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 proteinas de
membrana celular, como ATP11A (del inglés, ATPase phospholipid transporting 11A),
MLCL1 (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 ctbica compuesta por
células progenitoras distales. Estas células, que posteriormente daran lugar a los AT2,
secretan el liquido pulmonar fetal, esencial para el desarrollo adecuado de las estructuras
pulmonares y la preparacion para la respiracion postnatal (34). Para producir este liquido,
es necesario mantener un control preciso de la presion osmotica y el volumen de liquidos,
procesos en los que el transporte de iones y aniones juega un papel fundamental. Ademas,
el transporte de iones y aniones también es crucial para la interaccion epitelio-
mesénquima, ya que regula las vias de sefializacion dependientes de iones, como las de
calcio, que son esenciales para la correcta comunicacién entre ambos tejidos durante el
desarrollo pulmonar (254). Otra categoria importante, y directamente vinculada con esta
tesis, es la del desarrollo celular (GO:0048468). Este término incluye genes clave para el
crecimiento y diferenciacion 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 colaboracion con SOX9, regula la diferenciacion de las células

progenitoras distales hacia los futuros AT2 (255),

A continuacién, se decidio analizar si existian grupos de genes con patrones de
expresion comun durante la transicion de la semana 8 a la 12 y se considerd también la
expresion en el adulto. El andlisis bioinformatico agrupd a los genes diferencialmente
expresados en 4 patrones de expresion: 1) genes cuya expresion incrementaba de la
semana 8 a la 12 pero descendia en el adulto (cluster 1); 2) genes cuya expresion se
reducia de la semana 8 a la 12 y atin mas en el adulto (cluster 2); 3) genes cuya expresion
incrementaba de la semana 8 a la 12 y ain mas en el adulto (cluster 3); y finalmente

aquellos cuya expresion se reducia 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 clisteres de
genes con patrones distintivos de expresion, lo que reflejaba cambios clave en la
regulacion genética durante la transicion de la etapa pseudoglandular del desarrollo
embrionario a la maduracion del pulmon. En cada cluster, se seleccionaron uno o dos
genes en base en su relevancia biologica y su interaccion potencial con la firma de
miARNSs identificados, que se discutira mas adelante. Entre estos genes, se encontraban
ETV5 en el cluster 1, HAND?2 (del inglés, heart and neural crest derivatives expressed 2)
en el cluster 2, PRDML1 (de inglés, PR domain zinc finger protein 1) y CD44 (del inglés,
cluster of differentiation 56) en el cluster 3, y R-SPONDIN 3 e IGFBP3 en el cluster 4.
Para confirmar las tendencias de expresion 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 observé un aumento de la expresién de ETV5 a lo largo de estas etapas del
desarrollo, lo que coincide con su funcidn previamente descrita como promotor de la
diferenciacion en la poblacion de células de las areas distales del pulmén (255). Por otra
parte, la expresion de HAND2 disminuia durante la etapa pseudoglandular, lo que podria
explicarse por su papel en la proliferacion de las células mesenquimales. En el estadio
pseudoglandular, el mesénquima estad predominantemente en una fase proliferativa, en
lugar de diferenciacion, contribuyendo con células a la expansion del tejido (256). En
cuanto a los genes PRDM1 y CD44, se observa el incremento de la expresion de ambos
genes, lo cual podria deberse a que ambos tendrian un papel en la diferenciacion de la
poblacion de células progenitoras distales. Se sabe que PRDM1 suprime la expresion de
SOX2 en ESCs, promoviendo asi la diferenciacion hacia la linea germinal (257). En la
etapa pseudoglandular del desarrollo pulmonar, donde SOX2 se pierde en las regiones
distales del arbol bronquial, PRDM1 podria estar inhibiendo a SOX2 para favorecer la
diferenciacion celular en estas areas. Por otro lado, CD44, que también se ha asociado
con celulas epiteliales en las tips del arbol bronquial (258), podria desempefiar un papel
en la regulacion de la diferenciacion de estas células epiteliales, contribuyendo al
desarrollo adecuado del pulmén en esta fase. Por otro lado, la expresion de R-SPONDIN
3 se redujo a lo largo de las semanas, lo que podria explicarse por su papel en la
angiogenesis. Este proceso es crucial al inicio de la etapa pseudoglandular para la
formacion inicial del endotelio y la vasculatura pulmonar. A medida que estas estructuras
se establecen, la necesidad de RSPO3 podria reducirse, permitiendo que otros factores
tomen el control en la regulacion del desarrollo vascular en fases posteriores (259).
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Finalmente, se decidio enfocar la tesis en explorar la funcion de IGFBP3 en la etapa
pseudoglandular, ya que este gen codifica una proteina soluble que se ha detectado en el
liquido amnidtico en estudios previos (260). Partiendo de esta informacion, se hipotetizo
inicialmente que la proteina IGFBP-3 podria ser secretada por el epitelio al lumen,
desempafiando una funcion ain no descrita en la comunicacion entre las regiones distales

y proximales del &rbol bronquial en desarrollo.

Inicialmente, al observar que la expresion génica de IGFBP3 disminuia a medida que
avanzaba la etapa pseudoglandular, se decidié analizar su expresion proteica mediante
inmunofluorescencia en cortes histolégicos de pulmén correspondientes a diferentes
puntos de este estadio. Los resultados mostraron que la expresion proteica de IGFBP-3
se localizaba en el epitelio pulmonar, pero, por el contrario, al analizar los niveles de
ARNmM en el epitelio y el mesénquima, se observo que su ARNm era igual de abundante
en ambos compartimentos celulares, lo que indicaba que el ARNm no se traducia a
proteina en el mesenquima. Esto podria deberse a la presencia de un mecanismo de
regulacién postranscripcional que regularia negativamente la traduccion a proteina en el
mesénguima de IGFBP-3. Simultdneamente con el analisis de ARNm, se realiz6 un perfil
de miARNs que permitié identificar 10 miARNs diferencialmente expresados entre las
etapas temprana y tardia de la fase pseudoglandular. Con estos datos, se analizaron los
posibles miARNSs reguladores de IGFBP3, identificando a miR-34a como un candidato
relevante. Una vez identificado, se evaluo la expresion 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 expresion a lo largo de esta etapa,
acompariado de una correlacidn negativa con la expresion de IGFBP3, la cual disminuia
en el mismo periodo. Asimismo, se observd que miR-34a tenia una expresion
significativamente mayor en células mesenquimales en comparacion con las células
epiteliales, y al silenciar miR-34a en células mesenquimales embrionarias, resultd en un
aumento de la expresion de la proteina IGFBP-3. Todos estos datos indican que miR-34a
estaria no solo regulando negativamente la expresion 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 vias KEGG (del inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
enriquecidas en la firma de miARNSs, se identifico una relacion directa entre la interaccion

de miR-34a con IGFBP3 y la “via de sefializacion de p53”. Esta via desempefia un papel
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central en la regulacion del ciclo celular, la reparacién del ADN vy la induccion de
apoptosis, procesos esenciales para preservar la homeostasis celular y prevenir anomalias
durante el desarrollo. En la introduccion de la presente tesis, se describié que miR-34a es
regulado directamente por p53 a nivel transcripcional, colaborando en la induccion de la
apoptosis y senescencia celular. Estudios previos han sefialado 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 pulmén, la disminucion de miR-34ay el
incremento de IGFBP-3 en el epitelio podria reflejar un mecanismo por el cual IGFBP-3
promueve el mantenimiento de las células madre en un estado no diferenciado. Esto
resultaria crucial para asegurar una proliferacién controlada y evitar la diferenciacion
prematura, permitiendo asi una expansién ordenada de las poblaciones celulares
necesarias para la formacién del tejido pulmonar. En base a esta reflexion, se decidid
evaluar los niveles de expresion de IGFBP3 en las tips del arbol bronquial en desarrollo,
las cuales, como se explicd en la introduccion, estan enriquecidas en células progenitoras
multipotentes. Tal como se habia hipotetizado, las tips mostraron una mayor expresion
de IGFBP3 en comparacidn con las estructuras proximales. Por tanto, se decidié 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 diferenciacién hacia estructuras bronquiales, IGFBP-3
disminuia drasticamente. Estos datos explican por qué la expresion de IGFBP3 se reduce
a lo largo de la etapa pseudoglandular, ya que al inicio del estadio existe una poblacion
de células progenitoras multipotentes que progresivamente se diferenciaran hacia células
epiteliales especializadas, e IGFBP3 pareceria 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 expresion al producirse el proceso de diferenciacion alveolar
En los organoides no diferenciados, la expresion de IGFBP3 era alta y localizada en las
poblaciones celulares de las tips, pero después de la diferenciacion hacia el linaje alveolar,
los niveles de IGFBP3 disminuian considerablemente y solo quedaban restringidos en
una pequefa poblacion de células no diferenciadas.
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El siguiente paso, por tanto, fue averiguar cuél es el papel que desemperia el IGFBP-3
en las células progenitoras. Para ello, se inhibid la expresion de IGFBP-3 con un siARN
en los organoides embrionarios derivados de tips pulmonares, provocando la
diferenciacion en 48 horas de estructuras organoideas parecidas a las alveolosferas. Este
silenciamiento de IGFBP3 provoco la disminucidn significativa en la expresion de genes
caracteristicos 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 esta involucrado en la regulacion de diversos procesos biologicos.
De forma dependiente de IGFs, se ha establecido que IGFBP-3 soluble regula la
proliferacion de células progenitoras neurales y de células madre de colon a traves de su
interaccion con IGF-I. Sin embargo, cuando IGFBP-3 actla de forma independiente de
IGFs, su expresion influye en la diferenciacion 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 confirmé el papel
soluble de esta proteina en el mantenimiento de un fenotipo menos diferenciado. Los
explantes pulmonares tratados con altas concentraciones de IGFBP-3 exhibieron un
epitelio pseudoestratificado, caracteristico de las etapas iniciales de la fase
pseudoglandular. En contraste, los explantes control desarrollaron un epitelio cubico,
propio de una etapa mas avanzada de este estadio (28). Aunque estos hallazgos respaldan
que IGFBP-3 soluble desempefia un papel crucial en la preservacién de la potencialidad
de las células progenitoras pulmonares, deben ser considerados con cautela ya que por la
dificultad en la obtencién de muestras embrionarias humanas solo pudimos realizar una

réplica de este experimento.

Es importante destacar que las funciones de IGFBP3 pueden variar segin el contexto
celular en el que actue. Por ejemplo, en el osteosarcoma, se ha observado que su
localizacion intracelular es crucial para determinar su efecto funcional. Cuando IGFBP-
3 se encuentra en el ndcleo celular, esta asociado con un fenotipo mas diferenciado, lo
que implica que las células adquieren caracteristicas especializadas. En contraste, su
presencia en el citoplasma se relaciona con la desdiferenciacion, un proceso por el cual
las células pierden sus propiedades especializadas y adoptan un estado mas multipotente
0 menos diferenciado (264). De manera consistente con estas investigaciones, en los
experimentos realizados en la presente tesis, se observd que las células epiteliales

pulmonares de embriones y los organoides embrionarios derivados de las tips, la
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expresion proteica de IGFBP-3 se localizaba predominantemente en el citoplasma. Esto
sugiere que su localizacion citoplasmaética en estas células pulmonares podria estar

asociada con un estado menos especializado y mas multipotente.

Al identificar indicios de pérdida de multipotencia, evidenciados por la disminucién
de marcadores caracteristicos de células madre en los organoides transfectados con
siARN IGFBP3, y también al observar que estos organoides presentaban caracteristicas
fenotipicas similares a las alveolosferas (organoides compuestos por células AT2 y AT1),
se decidio analizar la expresion de genes especificos asociados a estos tipos de células.
Los resultados mostraron un aumento en los niveles de expresion 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 esta
estrechamente relacionado con la formacion y transporte de cuerpos lamelares, una
funcion clave de las AT2. Estos hallazgos confirman que el silenciamiento de IGFBP3
induce una diferenciacion hacia organoides formados por células con un perfil génico

caracteristico de AT2.

En estudios sobre otros contextos como la adipogénesis, se ha demostrado que IGFBP-
3 enddgeno inhibe la diferenciacion de células pre-adipociticas, mediante la activacién
sefializacion SMAD2/3 de TGF-f (218). En el pulmon embrionario humano, se ha
observado que una interaccion dindmica pero opuesta de la via del TGF-p y del BMP
induce la diferenciacion alveolar (265). Por tanto, con el objetivo de investigar qué vias
son las implicadas en la diferenciacién mediada por IGFBP3, se decidié analizar los
niveles de fosforilacion de proteinas clave en las rutas de sefializacion de TGF-f y BMP.
Tras el silenciamiento de IGFBP3, se observo una reduccion en los niveles de p-SMAD?2,
lo que sugiere una disminucion en la sefializacion de TGF- B, junto con un aumento en p-
SMAD1, asociado a una activacion positiva en la sefializacion de BMP. Por un lado, p-
SMAD?2 se ha descrito como un modulador clave de la expresidn de genes relacionados
con la autorrenovacién de las células madre, como SOX2, OCT4 y NANOG, lo que
explicaria la disminucion en los niveles de ARNm en los organoides con IGFBP3
silenciado (266, 267). Por otro lado, p-SMAD1 estad implicado en la promocion de
activadores transcripcionales esenciales para la produccion de SFTPB, SFTPC y SFTPA
en modelos murinos, lo que justificaria su aumento en los organoides tras el

silenciamiento de IGFBP3 (268). Se confirmd entonces que la pérdida de IGFBP3
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modula la comunicacion entre las sefiales de TGF- y BMP, reduciendo la via de TGF-3

y aumentando la de BMP, lo que culmina en la diferenciacion alveolar.

Para evaluar la relevancia funcional de IGFBP3 en el desarrollo pulmonar humano, la
presente tesis se centr6 en el uso de organoides embrionarios derivados de tips
pulmonares como modelo, obtenidos de pulmones de embriones de 12 pcw de gestacion.
Estas tips se caracterizan por contener progenitores multipotentes SOX9*, ID2*. En
contrapartida a las tips, se ha observado una poblacion de células progenitoras también
en la parte mas proximal del arbol bronquial, en las denominadas stalks. Estos
progenitores proximales son SOX2*, SOX9,y se localizan en el epitelio de las vias aéreas
en desarrollo, y pueden diferenciarse en diversos tipos de células de las vias aéreas
superiores (71). Por ello, seria relevante cultivar organoides derivados de estas estructuras
proximales, de las stalks, para analizar los niveles de expresion de IGFBP3 y, ademas,
silenciar su expresion, observando si la diferenciacion, este caso, ocurre hacia estructuras
bronquiales. En esta linea, estudios de otros grupos han identificado en pulmones
embrionarios humanos de 19 pcw una poblacién de células basales TP63*, F3* que
expresaba IGFBP-3 (82). Este hallazgo sugiere que, aunque la expresion de IGFBP-3
disminuye con la ramificacion del arbol bronquial, quedan células también en las areas
proximales con baja expresion de esta proteina. Estas células basales, como se ha descrito,
son progenitoras ya que poseen la capacidad de auto-renovacién y diferenciacion, lo que

concuerdan con su expresion de IGFBP-3.

Un enfoque interesante seria investigar si la expresion de miR-34a, que inhibe al
ARNmM de IGFBP3 durante la etapa pseudoglandular, estd relacionada con la
diferenciacion alveolar. Para ello, se podrian realizar experimentos funcionales
sobreexpresando miR-34a en organoides de pulmén embrionario, analizando si esta
manipulacion induce la diferenciacion hacia estructuras alveolares. Esto permitiria
determinar si los efectos observados al inhibir directamente IGFBP3 mediante siARN
pueden replicarse a través de la regulacién mediada por miR-34a. Asimismo, aunque ain
se requieren estudios adicionales antes de considerar aplicaciones clinicas, la
identificacion de las dinamicas del IGFBP-3/miR-34a en el desarrollo del pulmon
humano podrian abrir nuevas estrategias terapéuticas para tratar enfermedades
pulmonares en neonatos. Por ejemplo, la hipoplasia pulmonar es una anomalia congénita
del desarrollo pulmonar en la que los pulmones del feto no se desarrollan completamente,

lo que provoca una reduccion en el numero y tamafio de los alveolos (269). La
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comprension de cémo el miR-34a regula la expresion de IGFBP3 podria facilitar el
desarrollo de terapias dirigidas que promuevan el crecimiento alveolar adecuado y

mejoren la funcién pulmonar en neonatos con esta condicion.

IGFBP3, por tanto, es un gen que juega un importante papel en el control de la
pluripotencia de las células madre. Su expresion disminuye progresivamente a medida
que las células epiteliales pulmonares se diferencian, facilitando asi la especializacién
alveolar. Como se ha destacado a lo largo de esta tesis, IGFBP3 puede expresarse en
diversos contextos celulares, lo que indica su participacion en mdaltiples procesos
biol6gicos més alla del desarrollo embrionario. En el contexto del cancer, la reactivacion
de programas genéticos embrionarios permite que las células tumorales adquieran
propiedades tipicas de células embrionarias que potencien su proliferacion, invasion y
plasticidad (270). En este sentido, se podria asociar a IGFBP3 con otro tipo de células
madre: las CSCs. En un estudio en el que se utilizo la linea celular A549 de céncer de
pulmoén, que exhibe una expresion elevada de ALDH1 (del inglés, Aldehyde
dehydrogenase 1) y CD133 (del inglés, cluster of differentiation 133), marcadores
caracteristicos de CSCs, se demostré que la neutralizacion de IGFBP-3 reducia el
potencial de pluripotencia de estas células. Esta inhibicién de IGFBP-3 condujo a una
disminucidn de los niveles de ALDH1A1 (del inglés, aldehyde dehydrogenase 1 family
member Al), ALDH1A3 y BIRCS5 (del inglés baculoviral IAP repeat-containing 5).
BIRC5, también conocido como survivina, es una proteina clave en la supervivencia y
proliferacion de las CSCs, ya que inhibe la activacion de caspasas y promueve la
resistencia celular. En el contexto del cancer de pulmdn, por tanto, BIRC5 regula la
secrecion de IGFBP-3, y su pérdida correlaciona con una disminucién en los niveles de
BIRCS5, sugiriendo que IGFBP-3 juega un rol crucial en la regulacion de la supervivencia

y la pluripotencia de las CSCs (271).

Diversos estudios han mostrado que niveles bajos de IGFBP-3 en pacientes con
CPCNP estan asociados con un peor prondéstico 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 biolégica. Una disminucion en los niveles
de IGFBP-3 puede resultar en un aumento de la actividad de los IGFs, lo cual fomenta la
proliferacion celular y la supervivencia, contribuyendo al crecimiento y la progresion del
cancer. Sin embargo, el comportamiento de IGFBP-3 en el citoplasma, y en concreto en

las CSCs tendria efectos contrarios. En este contexto, una elevada expresion de IGFBP3
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preservaria la capacidad de las CSCs de autorrenovarse, iniciar y mantener el tumor. Este
fendmeno se ha observado en modelos de PDX de carcinoma de célula escamosa de
es6fago, donde IGFBP-3 favorece la progresion tumoral mediante la expresion elevada
de CD44, que en el contexto del cancer se asocia con la invasion, metastasis y resistencia
a tratamientos. Ademas, la regulacion elevada de IGFBP-3 era potenciada por la hipoxia
del microambiente tumoral (273). Por ello, resulta crucial investigar como la inhibicion
de IGFBP-3 podria influir en la diferenciacion de las CSCs, limitando su capacidad de
migracion, invasion y formacion de metastasis. Para avanzar en esta linea de
investigacion, el uso de modelos preclinicos avanzados, como los organoides derivados
de pacientes con cancer de pulmon, se presenta como una herramienta clave para evaluar
el impacto de la regulacion de IGFBP3 sobre el comportamiento de las CSCs. Por esta
razdn, en la presente tesis se plante6 como uno de los objetivos generar y caracterizar este
modelo, con el proposito de facilitar la translacion de los resultados obtenidos en el
estudio de la embriogénesis al cancer de pulmdn, ya que podria ser de utilidad clinica 'y

terapéutica.

Los organoides derivados de células madre adultas estan ganando popularidad frente
a los cultivos celulares en 2D y los modelos PDX en ratones, debido a su capacidad para
reproducir con fidelidad las caracteristicas histolégicas y moleculares del tejido del
paciente (170). Esto los convierte en un modelo mas representativo del entorno celular
nativo, permitiendo el estudio detallado de procesos como el desarrollo y la progresion
de enfermedades, incluido el céncer, asi como los mecanismos fundamentales de la
biologia celular en condiciones no patoldgicas. En el caso de los organoides pulmonares,
aunque existen diversos protocolos para su establecimiento y cultivo, ain no hay un
consenso sobre cual es el medio de cultivo méas adecuado para los LNOs, ni tampoco para
los LCOs. Por esta razon, en la presente tesis se planted inicialmente determinar las
condiciones de cultivo mas apropiadas, incluyendo los componentes del medio, para el
crecimiento de organoides adultos normales y tumorales, con el fin de facilitar una mejor
translacion de los resultados embriolégicos al estudio del cancer. Para ello, se evaluaron
tres de los medios mas utilizados en la literatura para el cultivo de organoides pulmonares,
especificamente para los LCO, identificados como PCM (179), LCM (189) y MBM
(190). Estos medios difieren en la composicion y concentracion de factores de
crecimiento y otras moléculas, los cuales activan o inhiben diferentes vias de sefializacion

que regulan procesos celulares claves. A partir de esto, se hipotetizo que el uso de uno u
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otro medio tendria repercusiones tanto en la morfologia de los organoides obtenidos y en
sus caracteristicas moleculares, como en su capacidad de diferenciacion. En esta linea,
una primera prueba de concepto mostré que, dependiendo del medio empleado, se
observaban diferencias morfoldgicas y estructurales en el cultivo en 2D de una linea
celular de cancer de pulmon bien caracterizada, la linea celular H23. Esta linea, vio
afectada su viabilidad a lo largo de los pases con estos tres medios, quedando una
subpoblacion de células con cambios fenotipicos, incluyendo la aparicion de
prolongaciones celulares. Este fendmeno podria atribuirse a la accion de factores como
FGF7, FGF10 y EGF, conocidos por su capacidad para inducir procesos como la
ramificacion celular (274), lo que resalta la influencia especifica de los componentes del

medio en el comportamiento de las células.

Al cultivar tanto los LNOs con los LCOs, se observé que el medio que ofrecia el mayor
éxito en el establecimiento inicial de los organoides, ademas de generar organoides de
mayor tamafio y viabilidad, era el PCM. Esto se debe a su composicién enriquecida con
factores como R-SPONDIN 1, que activa la via de la sehalizacion WNT/B-catenina, y
NOGGIN, un inhibidor de la via BMP, ambos fundamentales para mantener el estado
indiferenciado de las células madre y potenciar su capacidad de autorrenovacion (275).
En contraste, los medios menos enriquecidos, LCM y MBM, presentaron un éxito menor
en términos de establecimiento inicial, ademas de un tamafio y viabilidad de los
organoides significativamente inferior. Esto se debe a que estos medios fueron disefiados
con una composicion minima 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 cancer 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 preclinicas

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 evaluacion de su
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histomorfologia, la deteccion marcadores proteicos tumorales y, el método mas
extendido, el analisis de los patrones mutacionales del tumor de origen para confirmar su
conservacion en los organoides generados. En la presente tesis, se observo que solo 2 de
6 LCOs (que eran de los que se disponian los datos) cultivados con PCM retuvieron las
mutaciones detectadas en el tumor de origen, representando apenas un 33% del total. Para
abordar esta limitacién, se han propuesto estrategias que incluyen la incorporacion 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 afiadirse al medio para promover el crecimiento de células con mutaciones en TP53
(277). De manera similar, el inhibidor pan-ErbB es util para contrarrestar mutaciones
frecuentes en la via ERBB (278). Sin embargo, la adicion de reactivos dirigidos a vias
mutadas plantea un desafio significativo: se tiende a excluir otras subpoblaciones
tumorales. Dado que el tumor original se caracteriza por una heterogeneidad intrinseca,
con células que presentan patrones mutacionales diversos (279), este enfoque podria
limitar su representatividad. Si el objetivo es investigar farmacos dirigidos para ciertas
mutaciones, la adicion de estos reactivos seria relevante, pero no resultaria adecuada para
estudios mas amplios que requieran un entorno que refleje la diversidad del tumor
original. En futuras investigaciones, serd fundamental estudiar como las modificaciones
en las concentraciones de los factores de crecimiento afectan los cultivos sin comprometer
su viabilidad. También seria importante evaluar la incorporacion de nuevos componentes
que puedan inhibir de manera selectiva el crecimiento de los LNOs, sin impactar la

poblacion de LCOs.

En la presente tesis también se analizaron y compararon las caracteristicas
morfoldgicas de los organoides pulmonares generados al utilizar diferentes medios de
cultivo, dado que no existian estudios previos que abordaran esta comparacion conjunta.
En el caso de los LNOs, se observé que el uso de PCM promovia, a lo largo de los pases,
la diferenciacion hacia broncosferas, ya que los organoides eran positivos en P63,
marcador de células basales, y CC10, caracteristico de células Club. En contraste, el
medio LCM favorecié a aparicion de alveolosferas, puesto que expresaban AQP5 y
SFTP-C, marcadores de AT1 y AT2 respectivamente. Esto podria deberse a su
composicion, pues el LCM contiene dexametasona, que estimula la maduracién alveolar
(280), y EGF, que contribuye al incremento del tamafio de los organoides alveolares

(281). Por otro lado, los LNOs cultivados con MBM no evidenciaron ningun tipo de
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diferenciacion, probablemente debido a que este medio solo incluye los componentes
minimos necesarios para permitir una organizacion celular en forma de organoides. Con
estos hallazgos, es recomendable emplear PCM para estudios enfocados en las vias
respiratorias proximales, ya que facilita el crecimiento de broncoesferas. Por el contrario,
para investigaciones centradas en estructuras alveolares, el medio LCM resulta mas
adecuado por su capacidad de promover el desarrollo de alveolosferas. Tomando esto en
consideracion, para la translacion de los resultados obtenidos en esta tesis sobre papel de
IGFBP3 en la diferenciacion alveolar embrionaria, se considera que probablemente sea
mas adecuado utilizar el medio LCM, el cual favorece la diferenciacion alveolar, en lugar

del PCM, que promueve la diferenciacion bronquial.

En cuanto a la morfologia de los LCOs, se observd que los tres medios de cultivo
evaluados dieron lugar a la formacion de organoides con una estructura compacta y
desorganizada, caracteristica distintiva de los organoides derivados de tumores. Sin
embargo, tanto PCM como LCM promovieron ademas la aparicién de broncosferas y
alveolosferas, lo que sugiere la posible presencia de células madre normales en los
cultivos. En contraste, MBM fue el unico medio que en LCOs no generd organoides con
rasgos tipicos de LNOs. Por ello, para estudios enfocados en obtener poblaciones
enriquecidas y especificas de CSCs, como aquellos dirigidos a evaluar la eficacia a
farmacos, es preferible utilizar MBM. Por otro lado, los medios PCM y LCM son mas
adecuados para investigaciones que busquen reflejar de manera mas completa el

microambiente tumoral, integrando tanto células tumorales como normales.

También, cabe destacar que durante la presente tesis se evidencid que la eleccion 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 observd que estas células proliferaban en gran medida en el
cultivo. Sin embargo, PCM al contener compuestos como R-SPONDIN 1 que activa la
via WNT/B-catenina, inhibe este crecimiento (282), mientras que MBM no presenta los
suficientes compuesto para favorecer el desarrollo de las células mesenquimales.
Nuevamente, para la translacion de los resultados relacionados con IGFBP3, en los que
se observaron diferencias significativas entre el mesénquima y el epitelio, el cultivo con
LCM podria permitir la incorporacion 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 transicion en el desarrollo pulmonar humano entre las etapas
pseudoglandulares temprana y tardia, destacando especialmente la interaccion entre
IGFBP3 y miR-34a. Ademaés, se demostré que IGFBP3 es esencial para la
multipotencialidad de las células madre embrionarias, siendo su pérdida un evento que
facilita la diferenciacion alveolar. El siguiente paso sera estudiar su papel en el
mantenimiento de las CSCs en el cancer de pulmon, considerando la posibilidad de que
su inhibicion pudiera inducir la diferenciacion de estas células y frenar el crecimiento
tumoral, o incluso sensibilizarlas a terapias existentes. Para ello, se emplearan 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 mas alta en el
establecimiento de nuevas lineas de organoides. Por otra parte, se aconseja el uso de
MBM para pruebas farmacolégicas que requieran una elevada pureza de los LCOs. Para
la traslacion de los resultados obtenidos en el estudio embrionario al contexto de la
carcinogeénesis, el medio mas adecuado seria el LCM, pues facilitara el analisis del papel
de IGFBP3 en la diferenciacion alveolar, e incluso permitira la incorporacion del

mesénquima para explorar su funcion en el control de este proceso.

La integracion de los enfoques transcriptomicos y modelos de organoides en esta tesis
mejora la comprension del desarrollo pulmonar humano y sienta las bases para futuros
estudios en el cancer de pulmén, con el potencial de identificar nuevas dianas

terapéuticas.
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CONCLUSIONES

1. Existen patrones de expresion génicos y de microARNs claramente diferenciados
entre la etapa pseudoglandular temprana y tardia del desarrollo embrionario
pulmonar humano, los cuales modulan los cambios morfol6gicos 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 interaccion 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 participacion en la secrecion del
liquido pulmonar fetal, asi como en la regulacion de las interacciones epitelio-

mesénquima.

4. IGFBP3 desempefia un papel crucial en la etapa pseudoglandular del desarrollo
pulmonar humano, siendo esencial para mantener la pluripotencialidad de las

células madre embrionarias de pulmon y evitar la diferenciacion prematura.

5. La regulacion de IGFBP3 por miR-34a es un mecanismo clave para controlar su
expresion proteica en células epiteliales y mesenquimales, asi como para regular
sus niveles durante la transicion entre las etapas pseudoglandulares temprana y

tardia 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 vias de sefializacion para

valorar sus consecuencias funcionales.

7. La disminucion de IGFBP3 favorece la diferenciacion alveolar mediante la
modulacion de las vias de sefializacion TGF-f y BMP, destacando la importancia
de estos procesos en el desarrollo pulmonar y la formacion de estructuras

alveolares.
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10.

11.

12.

La generacion de organoides a partir de tejido tumoral y normal de pacientes
quirargicos de cancer de pulmon es viable y reproduce in vitro las caracteristicas

histologicas del tumor de origen.

La seleccion del medio de cultivo, y sobre todo de los factores de crecimiento
utilizados, influye significativamente en el crecimiento y la diferenciacion celular
de los organoides derivados de pacientes con cancer de pulmdn, por lo que es
crucial ajustarlo segun los objetivos de la investigacion y los tipos celulares de

interés para el estudio

El medio de cultivo permisivo es el mas adecuado para priorizar la eficiencia en
la obtencién de organoides e incrementar su viabilidad, siendo particularmente
eficaz en investigaciones centradas en la heterogeneidad celular, mientras que por
el contrario, el medio basal minimo es el méas 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.

El medio de cultivo limitante favorece la diferenciacion hacia alveolosferas, lo
que lo convierte en una opcion ideal para estudios centrados en las estructuras
distales del arbol bronquial y, ademas, facilita el co-cultivo con células
mesenquimales, siendo el medio mas adecuado para la translacion de los

resultados obtenidos en la presente tesis al estudio de la carcinogénesis pulmonar.

El uso de organoides pulmonares humanos junto con modelos transcriptomicos
permite una caracterizacion detallada tanto del desarrollo como de las patologias
pulmonares. Estas herramientas resultan relevantes para futuras investigaciones
en la medicina personalizada, abarcando desde afecciones neonatales hasta

procesos de carcinogénesis.
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