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RESUMEN

Las proteínas del sistema de IGFs (Insulin-like Growth Factors) están in-
volucradas en la organogénesis del pulmón y en algunas de sus patologías
con gran importancia clínica. Aquí se revisan los recientes avances científi-
cos realizados sobre el estudio de la función de los IGFs durante el desarrollo
normal del pulmón y en su implicación en patologías respiratorias como la
fibrosis y el cáncer de pulmón no microcítico. Los IGFs expresados en el pul-
món participan en la génesis y progresión de las neoplasias pulmonares y en
su resistencia a la quimioterapia. En estos escenarios biológicos se ha de-
mostrado que la señalización mediada por el receptor de IGFs (IGF1R) es muy
relevante, desencadenando una intensa búsqueda de fármacos y protocolos
de su administración dirigidos a bloquear la actividad de esta diana molecu-
lar. En estos contextos se comentarán algunas contribuciones científicas rea-
lizadas por nuestro grupo y las líneas de investigación de interés.

Palabras clave: IGFs, Pulmón, Desarrollo, Fibrosis, Cáncer.

Proteins of the IGF system (Insulin-like Growth Factors) are involved in
lung organogenesis and some clinically relevant lung pathologies. Here we
review the scientific advances on the study of the function of the IGFs, both
during normal development and growth of the lung, as in their involvement in
respiratory diseases such as fibrosis and non-small cell lung cancer. IGFs
expressed in the lung are involved in the genesis and progression of lung tumors
and their resistance to chemotherapy. In these biological scenarios cell signaling
mediated by the receptor of IGFs (IGF1R) have been shown quite relevant, which
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has triggered intense research for drugs and their delivery protocols designed to
block the activity of this molecular target. In these contexts we will discuss some
scientific contributions made   by our group, and the research lines of interest.

Key words: IGFs, lung, development, fibrosis, cancer.

1. INTRODUCCIÓN

El epitelio respiratorio de los mamíferos, en combinación con otros tipos
celulares de las vías respiratorias y del pulmón, realiza la crítica función de
conducir e intercambiar los gases respiratorios entre la sangre y la atmósfera,
y sirve de barrera para posibles agresiones externas que usen esta vía. Debido
a su delicada estructura y a la extensísima superficie que ocupan, las vías res-
piratorias son muy propensas a ser dañadas y consecuentemente a generar en-
fermedades respiratorias muy relevantes a nivel sanitario. Después de las
patologías vasculares, las enfermedades respiratorias como el asma, EPOC,
bronquiolitis obliterans, fibrosis y cáncer de pulmón, son las que generan la
mayor mortalidad y morbilidad en pacientes en todo el mundo, mantenién-
dose en auge continuo, con mayor ritmo si cabe en los paí-ses desarrollados
(http://www.lungusa.org/assets/documents/publications/lung-disease-
data/LDD_2008.pdf) (Knight y Holgate, 2003; Lopez et al., 2006; Crystal et al.,
2008). El progresivo avance en el conocimiento de los mecanismos celulares
y moleculares que participan en la génesis y progresión de las patologías pul-
monares, que a su vez son en parte compartidas con las que dirigen el des-
arrollo normal del pulmón, está contribuyendo a optimizar tanto los protocolos
de su prevención como las técnicas de su diagnóstico, y sobre todo a mejo-
rar y personalizar su tratamiento. Los avances de la investigación en este
campo en los últimos quince años han sido relevantes, encontrándose múlti-
ples componentes y vías moleculares de señalización celular que participan
en el normal desarrollo y crecimiento del sistema respiratorio, y cuya altera-
ción o desregulación contribuye a la patogénesis pulmonar. Entre estos com-
ponentes moleculares se encuentran las proteínas que constituyen el sistema
de los IGFs (Insulin-like Growth Factors), o de los factores de crecimiento re-
lacionados con la insulina. En este artículo se revisarán algunos de los avan-
ces científicos realizados en el campo del conocimiento de la función de los
IGFs, tanto durante el desarrollo y crecimiento normal del pulmón, como tam-
bién de su implicación en algunas patologías respiratorias relevantes, como
la fibrosis y el cáncer de pulmón no microcítico. En este contexto, se co-
mentarán algunas contribuciones científicas realizadas por nuestro grupo, y las
líneas de investigación que se mantienen en progreso.

2. ORGANIZACIÓN HISTOLÓGICA Y DESARROLLO EMBRIONARIO
DEL PULMÓN

El sistema respiratorio de mamíferos lo componen las vías respiratorias
altas (nariz, faringe, laringe, tráquea y bronquios) y el pulmón. A su vez el pul-
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món se encuentra formado por los bronquiolos, que son las ramas termina-
les del árbol respiratorio, y por los alvéolos, cuyo entramado genera una gran
superficie para realizar el intercambio gaseoso entre el aire y la circulación san-
guínea. En la figura 1 se representa cómo el epitelio respiratorio y los cons-
tituyentes histológicos que lo acompañan se organizan según un patrón
espacial próximo-distal de complejidad decreciente desde la tráquea a los al-
véolos pulmonares. El lumen de las vías aéreas está formado por una pobla-
ción mixta de células epiteliales entre las que destacan por su abundancia
células ciliadas, aunque también hay células secretoras de moco o globet cells,
que no son abundantes pero su proporción aumenta tras una inflamación, y
células de Clara, también secretoras, que aunque son escasas en humanos son
muy abundantes en roedores. En los conductos pulmonares también se en-
cuentran focos de células neuroendocrinas (NE), que se sitúan en pequeños
grupos recubiertos de células epiteliales. Los sacos alveolares distales se en-
cuentran recubiertos fundamentalmente por los neumocitos de tipo I, también
denominados células alveolares de tipo 1 (AEC1) y los neumocitos de tipo II
o células alveolares de tipo 2 (AEC2). El intersticio pulmonar contiene varios
linajes celulares de origen mesenquimal donde se incluyen los fibroblastos, los
miofibroblastos y las células de músculo liso. Los vasos sanguíneos están for-
mados por poblaciones de células endoteliales arteriales, venosas y capilares,
que junto con las células de músculo liso y otras células especializadas for-
man sus paredes. Asimismo existe un sistema linfático recubierto interiormente
por células endoteliales linfáticas. En el pulmón también existen neuronas tanto
del sistema simpático como del parasimpático, que inervan las vías aéreas y
los vasos sanguíneos. También pueden identificarse, sobre todo en el inters-
ticio pulmonar y en los alvéolos, macrófagos pulmonares especializados
acompañados de otras células del sistema inmune. Aparte de la conducción
y el intercambio gaseoso, el epitelio de las vías respiratorias constituye la pri-
mera línea de defensa para eliminar partículas y microorganismos, bien por
el moco generado por las células secretoras y removido por las células cilia-
das, o bien mediante la función inmunoreguladora y detoxificadora de las cé-
lulas de Clara y de defensa (macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, linfocitos,
etc.). Adicionalmente, y como se describirá más adelante, en el epitelio pul-
monar existen nichos de células madre con posibilidad de proliferar y dife-
renciarse en diferentes linajes epiteliales. Estas células madre pulmonares
indiferenciadas son las responsables de mantener la autoregeneración normal
del epitelio y de su reparación tras un daño, pero también parece que juegan
un papel importante en la génesis y progresión de enfermedades pulmona-
res, incluyendo las neoplasias (fig. 1B) (Snyder et al., 2009).

Las células del epitelio respiratorio poseen características diferenciales
que las identifican a nivel morfológico, celular y molecular. En las vías aé-
reas el epitelio que es pseudo-estratificado en la tráquea y bronquios, cam-
bia progresivamente a columnar en los bronquiolos proximales, y a cúbico
en los bronquiolos respiratorios terminales, en dónde se extiende hasta su
zona más distal, que es la confluencia bronquio-alveolar (BADJ). En el epi-
telio de estos conductos abundan las células ciliadas, que expresan los mar-
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Figura 1. Histología del aparato respiratorio inferior y organización del epitelio pulmonar con sus
hipotéticos nichos de auto-renovación y oncogénesis. A. Estructura histológica de los diferentes ti-
pos celulares mayoritarios presentes en el árbol respiratorio de las vías humanas. Las estructuras y
tipos celulares indicados son: células columnares ciliadas (1), células caliciformes secretoras de moco
(2), glándulas (3), y cartílago (4), abundantes en tráquea y bronquios; músculo liso (5), células de
Clara (6), capilares (7), membrana basal (8), y surfactante (9), en la zona bronquiolar; y pneumo-
citos de tipo I o AEC1 (10), septo alveolar (11), pneumocitos de tipo II o AEC2 (12), y macrófagos
alveolares y otras células de defensa (13), en la zona alveolar. Nótese el cambio progresivo en la
arquitectura tisular y en la composición celular a lo largo del eje próximo-distal. Hay estructuras y
tipos celulares comunes en todas las zonas, aunque con diferentes proporciones (p.e. capilares y
células de defensa), mientras que otras son más exclusivas. Así, en la zona de septo alveolar, que
constituye más del 90% de la superficie epitelial pulmonar, no existe músculo liso y posee en ex-
clusividad los pneumocitos. Las AEC1 fusionan sus membranas basales con los abundantes capila-
res para formar la barrera alveolo-capilar que permite el intercambio gaseoso aire/sangre. B. Tipos
celulares del epitelio pulmonar, sus nichos hipotéticos de células madre de auto-renovación e ini-
ciación tumoral, y sus linajes celulares. Arriba se representa la disposición espacial de los diferen-
tes tipos celulares epiteliales que se indican en la parte inferior. Con flechas se representan los
hipotéticos linajes de diferenciación de los diferentes tipos celulares. Las mutaciones en los distin-
tos nichos de células madre originarían los diferentes tipos de carcinomas primarios pulmonares
(ver texto). NEB, cuerpo neuroendocrinos; BADJ, Bronchio-Alveolar Duct Junction o unión bron-
quiolo-conducto alveolar (Eramo et al., 2010; Morrisey y Hogan, 2010; Sullivan et al., 2010).



cadores FOXJ1 y Tubulina IV. A los ciliados que acompañan las células de
Clara, que secretan la proteína de Clara (Scgb1a1, CCSP ó CC10), las célu-
las muco-secretoras, que expresan mucinas (como la Muc5a), y las células
NE, que expresan Cgrp y Pgp9.5. En la zona del epitelio alveolar distal del
pulmón co-existen dos tipos de células: las AEC1 y las AEC2. Las AEC1 son
planas y recubren la mayor parte de superficie respiratoria pulmonar en ín-
timo contacto con el endotelio de los abundantes capilares, son post-mi-
tóticas y expresan las proteínas T1α y Aqp5, mientras que las AEC2 son
cúbico-redondeadas, poseen capacidad de proliferar, secretan lípidos y pro-
teínas surfactantes como la SftpC, y expresan TTF1 (fig. 1B) (Warburton et
al., 2000; Eramo et al., 2010; Morrisey y Hogan, 2010; Sullivan et al., 2010).

La compleja organización histológica y anatómica del pulmón se genera
durante su organogénesis siguiendo un programa de desarrollo predetermi-
nado genéticamente y guiado a nivel molecular. El desarrollo pulmonar se ini-
cia en el período embrionario con los mecanismos morfogenéticos de
ramificación de los conductos aéreos y se culmina postnatalmente con la al-
veolización o diferenciación y maduración de los alvéolos. A pesar de los avan-
ces realizados, aún no se conocen completamente las bases moleculares que
guían estos procesos, aunque cómo veremos, los IGFs contribuyen significa-
tivamente al desarrollo fetal del pulmón, sobre todo afectando a algunos de
los tipos celulares del epitelio respiratorio. La organogénesis pulmonar se di-
vide en cinco etapas denominadas embrionaria, pseudoglandular, canalicular,
sacular y alveolar, que se distinguen por sus características histológicas. Estas
fases, aunque son similares entre humanos y roedores, poseen una extensión
y correlación temporal con el desarrollo del resto del organismo diferentes.
Las tres primeras etapas son fundamentalmente morfogenéticas y de prolife-
ración, mientras que en las dos últimas predomina la diferenciación. En el ra-
tón las tres primeras etapas son fetales, y se extienden desde que se inicia su
especificación el día embrionario 9 (E9) hasta E17 (fig. 2). En ellas el primordio
pulmonar prolifera activamente y se organiza en una estructura epitelial tu-
bular con ramificaciones dicotómicas rodeadas de acúmulos de células me-
senquimales. Durante este período el epitelio se mantiene relativamente
indiferenciado con una forma cúbica o columnar y expresa de forma casi ge-
neralizada desde E10 en adelante el factor de transcripción Ttf1/Nkx2.1. A par-
tir de E14 también se expresa la proteína de las células de Clara (también
denominada CCSP, CC10 o Sgcb1a1), aunque en una proporción del epitelio
más restringida. A estas tres fases iniciales les siguen las fases sacular y alve-
olar, en dónde predomina la diferenciación celular. En la fase sacular, com-
prendida entre E17 y el día postnatal 5 (P5), en paralelo a la diferenciación
celular ocurre una masiva remodelación tisular, afectando sobre todo a la parte
del epitelio distal en donde se forman los sacos alveolares funcionales con sep-
tos estrechos, que favorecen el intercambio de gases en el momento del na-
cimiento en P0 (aproximadamente en el día embrionario E19) (fig. 2). En la
fase alveolar y última, que se prolonga hasta P30, se completa la maduración
pulmonar, que sobre todo afecta a la formación de los alvéolos definitivos,
aunque también progresa la diferenciación de células de Clara y de las célu-
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las ciliadas en las vías proximales. Después de E17 los septos alveolares se es-
trechan y el epitelio alveolar inmaduro se diferencia en los dos tipos de pneu-
mocitos o células epiteliales alveolares: las AEC2 y las AEC1, que se diferencian
a partir de precursores comunes o a partir de las AEC2. En paralelo ocurre la
remodelación de la microvasculatura y se minimiza la barrera aire-sangre en
el septo alveolar mediante la fusión de las membranas basales de las células
AEC1 y las células del endotelio capilar (htpp://www.ana.ed.ac.uk/
database/lungbase/lunghome.html). Durante la morfogénesis pulmonar las
interacciones epitelio-mesénquima, y la proliferación, diferenciación y destino
de las células están estrictamente regulados mediante mecanismos celulares
y moleculares no del todo conocidos y todavía en estudio (Warburton et al.,
2000; Morrisey y Hogan, 2010).
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Figura 2. Fases cronológicas y eventos histológicos relevantes en la organogénesis del pulmón
de ratón. Denominación de las cuatro fases del desarrollo pulmonar murino basadas en las ca-
racterísticas histológicas del órgano y su extensión en la escala temporal (corchetes). Las barras
con gradiente de color reflejan la progresión temporal de los eventos histológicos y morfoge-
néticos más relevantes que se codifican en colores según se especifica. E, estadio embrionario;
P, estadío postnatal. En la parte inferior se representa la morfología del pulmón en diferentes
estadíos: días embrionarios E9,5, E11,5 y E13,5, en el momento del nacimiento (P0) y adulto.
En el estadio adulto se enumeran diferentes partes: 1, laringe; 2, tiroides; 3, tráquea; 4-7, lóbu-
los que componen el pulmón derecho (4, craneal; 5, medio; 6, accesorio; y 7, caudal) y 8, pul-
món izquierdo.



3. EL SISTEMA DE LOS IGFS: COMPONENTES, SEÑALIZACIÓN
Y FUNCIÓN

El sistema de señalización de los IGFs en sentido estricto está consti-
tuido por los dos factores de crecimiento IGF1 e IGF2, que actúan de li-
gandos extracelulares, el IGF1R o receptor de membrana de estos factores
y responsable de transducir su señal intracelularmente, el IGF2R, un re-
ceptor que se une a IGF2 pero sin capacidad de señalización, y las seis pro-
teínas que unen IGFs con alta afinidad o IGFBPs (IGF Binding Proteins) (fig.
3) (LeRoith y Roberts, 2003; Pollak, 2008; Massoner et al., 2010). Las ca-
racterísticas moleculares de estas proteínas en humanos se especifican en
la tabla 1.
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Figura 3. Interrelación funcional de los componentes señalizadores del sistema de IGFs a nivel de
la membrana celular, señalización cruzada con la vía de la insulina, e hipotética relación con las
IGBPs de baja afinidad. Los componentes del sistema de IGFs se representan en rojo e incluyen
los dos ligandos extracelulares IGF1 e IGF2, los receptores de membrana IGF1R e IGF2R, y las seis
IGFBPs de alta afinidad, que pueden unirse a la proteína Subunidad Ácido Lábil (ALS). En azul se
representa la insulina (INS), su precursor la pro-insulina (ProINS) y su receptor (INSR-A/B), que
puede formar receptores híbridos con el IGF1R (IGF1R/INSRs). Encuadrados en punteado se re-
presentan las proteínas matricelulares también denominadas IGFBPS de baja afinidad 7 a 10. La
existencia de receptores de IGFBPs (IGFBP-Rs) con actividad independiente de los IGFs es hipo-
tética (Kim et al., 1997; Annunziata et al., 2011). Modificado de LeRoith y Roberts (2003).



TABLA 1.

Características moleculares de los miembros del sistema IGF en humanos1

Peso molecular Nº de Localización Tamaño Nº de
(kDa) aminoácidos del gen (Kb) exones

IGF1 7,7 70 12q22-12q24 100 6

IGF2 7,5 67 11p15 30 9

IGF1R2 225 Subunidad α: 706 15q25-15q26 100 21
Subunidad β: 626

IGF2R 270 2491 6q25-6q27 140 49

IGFBP-1 25,3 234 7p12-7p14 5,2 4

IGFBP-2 31,4 289 2q31-2q34 32 4

IGFBP-3 28,7 264 7p12-7p14 8,9 5

IGFBP-4 26,0 237 17q12-17q21 12 4

IGFBP-5 28,6 252 2q31-2q24 33 4

IGFBP-6 22,8 216 12q13 4,7 4

1 Según Yu y Rohan (2000).
2 IGF1R es una proteína tetramérica constituída por dos subunidades α y dos subunidades β.

IGF1 e IGF2 ejercen su acción de forma autocrina, paracrina, y endocrina
al unirse con el IGF1R. El IGF1R es un receptor formado por dos subunida-
des alfa extracelulares que reconocen específicamente los IGFs, unidas a dos
subunidades beta ancladas a la membrana y con un dominio catalítico in-
tracelular con actividad tirosina kinasa. El receptor típicamente señaliza por
dos vías de transducción de señales, la de los IRSs/PI3K/AKT y la de
Ras/Raf/MAP-kinasas, aunque entre otras también puede activar la vía de los
STATs y la de SRC. El IGF2R, también denominado M6PR, aunque carece de
capacidad de señalización intracelular, modula la disponibilidad del IGF2 ex-
tracelular posiblemente movilizándolo hacia vías proteolíticas intracelulares
(LeRoith y Roberts, 2003; Pollak, 2008; Massoner et al., 2010). La interacción
de los ligandos con el receptor está modulada por seis proteínas que unen
IGFs con alta afinidad, las IGFBPs 1 a 6 (Jones y Clemmons, 1995). A las pro-
teínas matricelulares Ftsl2/mac5, Nov/CCN3, Ctgf/CCN2 y Cyr61/CCN1 se les
ha considerado IGFBPs de baja afinidad, y denominado IGFBP-7 a IGFBP-
10, respectivamente, por poseer dominios estructurales muy semejantes a los
de las IGFBP-1 a 6. Sin embargo, aunque su afinidad por los IGFS se les ha
estimado en 2-3 órdenes de magnitud inferior a la de las IGFBPs de alta afi-
nidad, su capacidad de unir IGFs y modular su actividad no está clara (fig.
3) (Kim et al., 1997; Brigstock, 2003; Chen y Lau, 2009). La homología que
existe entre los IGFs y la insulina y también su precursor, la proinsulina, y
entre el IGF1R y las dos isoformas del receptor de la insulina, posibilita la se-
ñalización cruzada entre ellos, y también con receptores híbridos IGF1R/InsR,
aunque con menor afinidad y algunas restricciones. Es importante resaltar que
estos receptores híbridos constituyen una fracción substancial de los recep-
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tores IGF1R en muchos tejidos de mamíferos (Pandini et al., 2002). Las inter-
acciones ligando-receptor en el sistema de IGFs están sujetas a una compleja
regulación como resultado de los niveles de IGFBPs, de los perfiles de ex-
presión, del grado de asociación a la superficie celular y de su degradación
por proteolisis. La interrelación funcional de los componentes del sistema de
IGFs con los componentes señalizadores de la insulina y las IGFBPs de baja
afinidad se esquematiza en la figura 3 (Sara y Hall, 1990; Dziadziuszko et al.,
2008; Annunziata et al., 2011).

Los factores IGF1 e IGF2 son proteínas multifuncionales que aunque des-
tacan por su potente actividad mitogénica y anti-apoptótica, también regu-
lan funciones de diferenciación, migración, adhesión, metabolismo y
senescencia celular, siempre dependiendo del tipo de célula y de su estado
en un momento concreto. El IGF2 posee una actividad más restringida que
el IGF1 porque la expresión del gen Igf2 está regulada por la impronta ge-
nómica tanto en ratones como en humanos, aunque de forma diferente: mien-
tras que en ratones casi no se expresa después del nacimiento, en humanos
la actividad de su gen se mantiene en el cromosoma heredado de la madre
en la mayoría los tejidos normales (DeChiara et al., 1990; DeChiara et al., 1991;
Giannoukakis et al., 1993). El sistema de IGFs se activa durante el desarro-
llo fetal, sobre todos con efectos estimulantes del crecimiento, especialmente
en el hueso, glándula mamaria, próstata, músculo y pulmón, pero también
regula diferentes aspectos de la remodelación y de la homeostasis tisular du-
rante toda la vida del organismo (Baker et al., 1993; Nakae et al., 2001; An-
nunziata et al., 2011). Consecuentemente, los IGFs también están implicados
en el origen y progreso de muchas patologías incluyendo la fibrosis, la neu-
rodegeneración, el envejecimiento, también de los tumores de diferentes te-
jidos y órganos (Pollak et al., 2004; Annunziata et al., 2011; Pollak, 2012), que
como se verá está representado de forma significativa en el pulmón.

4. LOS IGFS EN EL DESARROLLO PULMONAR: LECCIONES DE LOS
RATONES MUTANTES

En el pulmón de mamíferos los IGFs se expresan, tanto durante el desa-
rrollo como en el adulto, en los diferentes tipos celulares mayoritarios (epitelio,
endotelio y mesénquima) (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000140443/
normal/bronchus) (Klempt et al., 1992; Schuller et al., 1995; Retsch-Bogart et
al., 1996; Srinivasan et al., 2002; Krein et al., 2003; Delafontaine et al., 2004;
Warnken et al., 2010). El IGF1 y el IGF2 se expresan a lo largo de todo el desa-
rrollo pulmonar fetal sobre todo en las células mesenquimales, y en el epi-
telio, alcanzando sus mayores niveles en estadios perinatales. El IGF1 está
también presente en altos niveles en los macrófagos alveolares, y el IGF1R
se expresa sobre todo en el epitelio de las vías aéreas y en las células AEC2,
pero también en el endotelio, tanto en humanos como en ratones (http://
www.proteinatlas.org/ENSG00000140443/normal/bronchus, y datos propios)
(Wallen y Han, 1994; Schuller et al., 1995; Han et al., 2003; Inanlou y Kablar,
2005a, b).

EL SISTEMA DE IGFS EN LA HOMEOSTASIS Y PATOLOGÍA DEL PULMÓN:
IMPLICACIÓN EN SU DESARROLLO, REGENERACIÓN TRAS DAÑO Y CÁNCER NO MICROCÍTICO

89
Núm. 24 (2012), pp. 81-112
ISSN 1131-5423

Zubía
Monográfico



La relevancia de los IGFs durante el desarrollo y diferenciación de los
diferentes tipos celulares pulmonares lo demuestran los fenotipos de ratones
modificados en estos genes (ratones mutantes knock out), cuyas caracterís-
ticas fenotípicas en el pulmón se resumen en la tabla 2. Como se ha men-
cionado, los IGFs son imprescindibles para el crecimiento normal pre- y
post-natal de casi todos los órganos en el ratón, y los ratones mutantes tota-
les de sus genes presentan un retraso del crecimiento al nacer sustancial: un
45% del peso de los normales en el caso de los ratones deficientes de IGF1R
y un 60% en los mutantes para Igf1 e Igf2 (Baker et al., 1993; Louvi et al.,
1997). De todos los órganos analizados en los ratones mutantes en el gen Igf1
(Igf1-/-) los pulmones son los que presentan el mayor déficit de crecimiento,
presentando un tamaño proporcionalmente más reducido (Wang et al.,
1999). Los ratones Igf1-/- además de poseer pulmones hipoplásicos en el mo-
mento de nacer, presentan atelectasia con reducción del tamaño de los sa-
cos y engrosamiento de los septos alveolares, alteraciones que posiblemente
sean las causas de su alta mortalidad postnatal. Los ratones deficientes de
IGF1R poseen un fenotipo pulmonar mucho más acusado, con pulmones más
hipoplásicos y atelectáticos que los de los Igf1-/-, y todos mueren al nacer tam-
bién posiblemente por insuficiencia respiratoria (Liu et al., 1993; Holzenber-
ger et al., 2000). Sin embargo, los ratones deficientes de IGF2 sobreviven, y
aunque muestran un retraso del crecimiento fetal similar a los Igf1-/-, su fe-
notipo pulmonar es casi inapreciable, aunque algunos de los mutantes tam-
bién poseen una ligera reducción de los espacios alveolares, y septos los
alveolares algo engrosados (fig. 4). Curiosamente, en los pulmones prenata-
les de los embriones Igf2 -/- la expresión de IGF1 es más elevada de lo nor-
mal, posiblemente para compensar la falta de IGF2 (Silva et al., 2006). En su
conjunto todos estos datos demuestran que el IGF1R, y principalmente su li-
gando el IGF1, son necesarios para el desarrollo pulmonar embrionario en
el ratón, controlando su crecimiento y la maduración prenatal.

Aunque el fenotipo pulmonar de los ratones mutantes en Igf1r no ha sido
estudiado en detalle, el de los mutantes Igf1-/- ha sido objeto de estudio por
nuestro grupo de investigación durante los últimos años. Hemos demostrado
que la carencia de IGF1 en los ratones recién nacidos provoca insuficiencia
respiratoria debida a una hipoplasia severa del pulmón y colapso de los es-
pacios alveolares. Los pulmones prenatales deficientes de IGF1 son más in-
maduros, proliferan más activamente, y presentan tanto alteraciones de la
remodelación capilar como de la diferenciación del epitelio respiratorio en la
parte alveolar distal, que se manifiesta por un aumento de las células AEC2
(TTF1+ y Pro-SftpC+) y reducción de las AEC1 (TTF1-, T1α+ y Aqp5+) (fig. 5)
(Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006). También observamos que
la adición de IGF1 a los cultivos de explantes de pulmones embrionarios, tanto
de ratones normales como Igf1-/-, favorece la diferenciación del epitelio alveo-
lar, generando una mayor proporción de células AEC1 en detrimento de las
AEC2 (Moreno-Barriuso et al., manuscrito en preparación). Mediante el aná-
lisis molecular de la expresión transcripcional diferencial en estos pulmones
Igf1-/- usando microarrays de RNA hemos identificado genes diana de IGF1 du-
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rante la diferenciación pulmonar prenatal. Estos genes se corresponden con
funciones biológicas de crecimiento celular y morfogénesis pulmonar, o con
las vías de señalización de MAP-kinasa, Wnt, adhesión y defensa celular, e in-
flamación. Algunos de los genes con cambios más significativos de expresión
poseen capacidad reguladora ya que se corresponden con factores de trans-
cripción, factores de crecimiento, o factores de matriz extracelular. Muchos ya
habían sido implicados previamente en el control del desarrollo pulmonar (p.e.
al ser mutados en el ratón generan algún tipo de fenotipo pulmonar) y/o han
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Figura 4. Fenotipo histológico en los pulmones perinatales de los ratones mutantes para los ge-
nes Igf1r, Igf1 e Igf2. Tinciones de secciones de pulmones de ratones normales (A, C y E) y de
hermanos de camada mutantes deficientes de IGF1R (B), de IGF1 (D) y de IGF2 (F). A y B co-
rresponden a ratones neonatos de un día (P0). C, D, E y F corresponden a embriones prenata-
les en el último día de gestación (E18,5). Nótese cómo los pulmones de los tres ratones mutantes,
aunque en diferente proporción, presentan una reducción de los espacios aéreos/alveolares (a)
y engrosamiento de los septos alveolares (s). B, Bronquíolo; V, vaso sanguíneo. (A y B tomado
de Holzenberger et al. (2000); y concuerda con Liu et al. (1993); C y D tomado de Moreno-Ba-
rriuso et al. (2006); y, E y F tomado de Silva et al. (2006). Nótese que la magnificación de las
microfotografías difiere entre A-B, C-D y E-F).



sido descritos como genes diana de los IGFs en el pulmón o en otros con-
textos biológicos. Entre estos genes se encuentran dos de las previamente men-
cionadas IGFBP de baja afinidad, la IGFBP10 o CYR61/CCN1 y la IGFBP8 o
CTGF/CCN2 (Moreno-Barriuso et al., manuscrito en preparación). Resultados
recientes obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que el IGF1 regula la
expresión de estos dos genes en líneas celulares derivadas de tumores del epi-
telio pulmonar humano, y también en células mesenquimales primarias de pul-
mones de embriones de ratón cultivadas in vitro. Sin embargo ni el IGF1 ni
el IGF2 ejercen efectos sobre la expresión de estos dos genes en células en-
doteliales humanas inmortalizadas en cultivo (Pais et al., manuscrito en pre-
paración). También hemos observado que los pulmones embrionarios de estos
ratones Igf1-/- poseen la matriz extracelular desorganizada y el músculo liso su-
bepitelial más delgado. En este sentido es importante resaltar que reciente-
mente se ha descrito la gran relevancia que posee esta capa muscular para
permitir la diferenciación del epitelio y el mantenimiento de los nichos de cé-
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Figura 5. Alteraciones en la proliferación, diferenciación de las células epiteliales alveolares, y
remodelado de la vascularización en los pulmones de embriones prenatales de ratones deficientes
de IGF1. Secciones transversales de los pulmones de fetos de ratón en estadio embrionario ter-
minal (E18,5), tanto normales (Igf1+/+) (A-C) como mutantes para Igf1 (Igf1-/-) (D-F), fueron te-
ñidas inmuno-histoquímicamente para la determinación de incorporación de BrdU en las
células que se han dividido (células marcadas en oscuro, flecha) (A y D) para la expresión de
TTF1/Nkx2.1, un marcador de células epiteliales alveolares AEC2 teñidas de marrón (flechas ro-
jas en B y E) y para la expresión de CD31/PECAM, un marcador de células endoteliales (teñi-
das de rojo en C y F, en verde células TTF1+ y en azul los núcleos marcados con DAPI). Los
pulmones de ratones sin IGF1 presentan mayor proliferación celular, demostrada por un mayor
número de células BrdU+ (D vs. A), y alteraciones tanto en la diferenciación alveolar con una
mayor proporción de células AEC2 (TTF1+, flechas rojas) en detrimento de las células AEC1 (TTF1-,
flechas negras) (E vs. B), como en la remodelación capilar en los septos alveolares, con presencia
de capilares sanguíneos alejados el epitelio alveolar (flechas blancas) o inmersos en el abundante
mesénquima (flechas amarillas) (F vs. C). a, espacio alveolar; s, septo alveolar. (Tomado de Mo-
reno-Barriuso et al. (2006)).



lulas madre (Volckaert et al., 2011). La relevancia del receptor IGF1R en el de-
sarrollo de la vasculogénesis y angiogénesis del pulmón fetal lo certifican los
experimentos de Han et al., que al tratar explantes de pulmón humano en cul-
tivo con anticuerpos que bloqueen la acción del IGF1R observaron la pérdida
de células endoteliales, acompañada de una reducción de la expresión de
VEGF y del crecimiento del tejido (Han et al., 2003). En su conjunto, todos
estos datos ponen de manifiesto la relevancia que posee el factor de creci-
miento IGF1, actuando a través de su receptor el IGF1R, en la organogénesis
pulmonar prenatal, y de forma más significativa controlando la diferenciación
de las células alveolares.

Al igual que en ratones, la deficiencia de IGF1 en humanos causa fallo
del crecimiento corporal intrauterino y postnatal, aunque a ninguno de los
pacientes estudiados se le han descrito deficiencias respiratorias en explora-
ciones rutinarias (Camacho-Hubner et al., 2002; Walenkamp y Wit, 2007). A
pesar de ello, la implicación de IGF1 e IGF1R en la patología pulmonar hu-
mana está claramente avalada en pacientes con síndrome de deficiencia res-
piratoria, fibrosis pulmonar o displasia broncopulmonar (Krein et al., 2003;
Chetty et al., 2004).

5. LOS IGFS EN EL MANTENIMIENTO DE LA HOMEOSTASIS
PULMONAR: PARTICIPACIÓN EN LA REPARACIÓN DEL DAÑO
Y EN LA FIBROSIS

Aunque el epitelio pulmonar adulto pertenece al grupo de los que se auto-
regenera lentamente, en el pulmón de ratones y de pacientes se han identifi-
cado células madre progenitoras dispuestas en localizaciones concretas o nichos
y con capacidad de proliferar y diferenciarse siguiendo una jerarquía de linajes
celulares (Kajstura et al., 2011; Kadzik y Morrisey, 2012; Longmire et al., 2012;
Mou et al., 2012). Estos hipotéticos nichos de células madre pulmonares se re-
presentan esquemáticamente en la figura 1B, y se corresponderían con las cé-
lulas basales de los bronquios, las células de los cuerpos neuroendocrinos (NEB),
las células de Clara variantes (ClaraV) asociadas a los NEBs de los bronquios y
bronquiolos y que son resistentes al naftaleno, las células de la zona de con-
fluencia del conducto bronquio-alveolar (BADJ) o células ClaraV del BADJ y tam-
bién resistentes al naftaleno y, finalmente, las células AEC2. Una de las hipótesis
más aceptadas sobre el linaje de las células epiteliales pulmonares sostiene que
las células madre basales se pueden diferenciar en células muco-secretoras, cé-
lulas de Clara y células ciliadas, que las células ClaraV sirven de progenitoras
de las células de Clara y de las células ciliadas bronquiolares, y las ClaraV del
BADJ (CCSP+/Pro-SftpC+) también generarían las AEC2 del epitelio alveolar. Adi-
cionalmente, las células de Clara podrían trans-diferenciarse a células mucose-
cretoras y ciliadas en las vías aéreas, y las AEC2 poseerían la capacidad de
generar las AEC1 en la zona alveolar. Por su parte, las células precursoras de
los NEB constituirían un linaje neuroendocrino independiente del resto de ti-
pos epiteliales pulmonares (fig.1B) (Snyder et al., 2009; Eramo et al., 2010; Mo-
rrisey y Hogan, 2010; Rock et al., 2010; Sullivan et al., 2010).

ROSETE S. PAIS, ICIAR P. LÓPEZ, JOSÉ G. PICHEL

94
Núm. 24 (2012), pp. 81-112

ISSN 1131-5423
Zubía
Monográfico



El proceso de regeneración celular del epitelio pulmonar adquiere una
relevancia adicional durante la reparación del tejido pulmonar después de su-
frir un daño, sobre todo cuando éste es prolongado o crónico, ya que la re-
paración de este daño de una forma anómala puede resultar en una
enfermedad respiratoria relevante. Por ejemplo, cuando los bebés y pacien-
tes con síndrome de distrés respiratorio se tratan con hiperoxia (respiración
en concentraciones altas de oxígeno) para mantener su oxigenación ade-
cuada, si la hiperoxia es corta causa daños epiteliales y endoteliales agudos
que afectan sobre todo al epitelio alveolar y que son reparables. Sin embargo,
una exposición prolongada al oxígeno conduce a edema pulmonar intersti-
cial, con proliferación de células epiteliales y mesenquimales y deposición
de fibrina en focos del intersticio, que puede terminar en una displasia
bronco-pulmonar. En el caso de las enfermedades respiratorias crónicas
como el asma, EPOC, la bronquiolitis obliterans y fibrosis su origen está en
diferentes tipos de daño prolongado del epitelio respiratorio. Este daño cró-
nico genera un remodelado epitelio-mesenquimal atípico con consecuencias
devastadoras. Se inicia con un descenso en el número de células de Clara y
de células madre progenitoras, hiperplasias y metaplasias de células muco-
secretoras, y prosigue con un engrosamiento de la membrana basal y del in-
tersticio mesenquimal, e hipertrofia del músculo liso subepitelial. El proceso
finalmente resulta en una generación de extensos nódulos fibróticos e infla-
mación generalizada del pulmón. Este daño e inflamación crónicos inhiben
a su vez la reparación/regeneración y la diferenciación epitelial normal a par-
tir de las células progenitoras, generando un círculo vicioso de estableci-
miento y empeoramiento progresivo de la enfermedad. Este efecto bien
conocido en el epitelio bronquial y bronquiolar, también es extensible al com-
partimento alveolar cuando ocurre un daño crónico alveolar en las células
AEC1 y AEC2 (Wynn, 2008; Snyder et al., 2009).

Poco se conoce de los mecanismos moleculares de señalización que ocu-
rren durante la autoregeneración y regeneración tras daño en el pulmón
adulto. Se supone que al menos en parte estos mecanismos son comunes a
los ocurridos durante la morfogénesis y diferenciación del pulmón fetal, y por
lo tanto cabe suponer que los IGFs también son partícipes activos. Las le-
siones pulmonares provocan sobre todo muerte de las células alveolares
AEC1, pero también conllevan a lesiones en el mesénquima y en el endote-
lio. Estas lesiones generan edema intersticial y la producción de citoquinas
que inducen una respuesta inflamatoria aguda reclutando células inflamato-
rias, principalmente macrófagos. Durante la respuesta de curación del pa-
ciente, los macrófagos secretan factores de crecimiento como TGFs, PDGFs,
FGFs y también IGF1, que inducen proliferación masiva de fibroblastos y cé-
lulas AEC2, vasculogénesis aberrante e inflamación crónica. Los fibroblastos
se diferencian en mio-fibroblastos, que a su vez son grandes productores de
IGF1 y retroalimentan una mayor proliferación y diferenciación de los fibro-
blastos. Si el daño continúa, se genera y progresa la fibrosis pulmonar que
se caracteriza por un engrosamiento de los septos alveolares debido a la pro-
liferación y diferenciación de fibroblastos, y su continua deposición de fibrina

EL SISTEMA DE IGFS EN LA HOMEOSTASIS Y PATOLOGÍA DEL PULMÓN:
IMPLICACIÓN EN SU DESARROLLO, REGENERACIÓN TRAS DAÑO Y CÁNCER NO MICROCÍTICO

95
Núm. 24 (2012), pp. 81-112
ISSN 1131-5423

Zubía
Monográfico



y colágeno generando una cicatrización persistente. En su conjunto este pro-
ceso se asemeja a una des-diferenciación o una inversión de la maduración
del pulmón, que al menos en parte utiliza vías moleculares iguales o simila-
res a las ocurridas durante el desarrollo pulmonar perinatal (Krein et al., 2003;
Yamashita et al., 2005; Wynn, 2008).

Diversos trabajos realizados tanto en modelos animales como en pa-
cientes, demuestran fehacientemente que los IGFs participan en la reparación
de lesiones y en procesos fibróticos del pulmón. De nuevo los modelos ani-
males de daño pulmonar nos ofrecen una vía para abordar este estudio. Efec-
tivamente, los modelos de daño alveolar por exposición a la hiperoxia o de
inducción de fibrosis generados en rata y ratón recapitulan la patología hu-
mana (Warner et al., 1998). Se ha demostrado que IGF1, IGF2 e IGF1R au-
mentan su expresión en diferentes tipos celulares del pulmón, jugando un
papel crucial en la proliferación y trans-diferenciación de las células AEC2 a
las AEC1 durante el remodelado alveolar tras el daño generado por hipero-
xia, tanto en ratas como en ratones (Han et al., 1996a; Han et al., 1996b;
Chetty y Nielsen, 2002; Narasaraju et al., 2006; Kim et al., 2012a). Estas ob-
servaciones están avaladas por los estudios realizados en humanos, en
dónde se describe un incremento de la expresión de IGF1 en pacientes con
enfermedades relacionadas con lesiones por hiperoxia, como el síndrome del
distrés respiratorio o la displasia broncopulmonar, y también en la fibrosis pul-
monar idiopática (Krein y Winston, 2002; Krein et al., 2003; Chetty et al.,
2004). Si la sobre-expresión de IGF1 e IGF1R, ocurridas en el pulmón tras le-
siones de hiperoxia o que causan fibrosis, contribuyen a generar alteraciones
patológicas pulmonares y al progreso de muchas enfermedades respiratorias,
la reducción de la expresión de IGFs o el bloqueo de la señalización por el
receptor redundaría en un menor daño pulmonar tras una lesión, y adicio-
nalmente fundamentaría un posible abordaje del tratamiento de estas enfer-
medades. Esta hipótesis la demuestran al menos dos trabajos realizados en
animales modelo. Un primer estudio realizado en ratones mutantes con ni-
veles de expresión de IGF1R en el pulmón muy reducidos (25% del normal,
obtenido en animales heterocigotos con un alelo KO y otro hipomorfo del
gen Igf1r), demuestra que estos ratones poseen una mayor supervivencia y
protección contra el daño pulmonar alveolar al ser sometidos a hiperoxia
(figs. 6A y 6B) (Ahamed et al., 2005). El segundo estudio ha sido también rea-
lizado en ratones, pero en este caso en un modelo animal de fibrosis pul-
monar inducida por instilación de bleomicina. Cuando a estos ratones se les
trata con un anticuerpo que bloquea la actividad de IGF1R se obtiene una
mejoría sustancial de la fibrosis pulmonar, aparentemente mediada por un au-
mento de la apoptosis de los fibroblastos y una reducción de la migración
de las células fibrogénicas (figs. 6C y 6D). Estos modelos animales demues-
tran que la reducción de la expresión de IGFs o el bloqueo farmacológico
del IGF1R pueden ser objetivos a perseguir para el tratamiento del daño al-
veolar y de la fibrosis pulmonar (Choi et al., 2009).
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6. IMPLICACIÓN DE LOS IGFS EN LA GÉNESIS Y PROMOCIÓN DE LAS
NEOPLASIAS PULMONARES

Anteriormente se mencionaba la relevancia de las células madre epite-
liales del pulmón en el mantenimiento de la homeostasis de este órgano. Sin
embargo, otro aspecto muy relevante de la biología de estas células es su im-
plicación en el origen del cáncer de pulmón. La acumulación de mutaciones
en el ADN de estas células puede generar una célula madre cancerígena con
capacidad de dividirse incontroladamente que la capacitaría para generar neo-
plasias pulmonares. Es más, se postula que dependiendo del nicho de célu-
las progenitoras afectado se originarían diferentes tipos de tumores primarios
pulmonares: los escamosos o epidermoides a partir de las células basales
bronquiales, los de células pequeñas (SCLC) a partir de células madre de los
NEB, y los adenocarcinomas a partir de las células Clara V (fig. 1B) (Snyder
et al., 2009; Eramo et al., 2010).

La vía de señalización de los IGFs se halla particularmente implicada en
la tumorigénesis pulmonar. Esta implicación la corroboran una vez más al-
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Figura 6. La reducción de IGF1R o el bloqueo de su actividad señalizadora en ratones modelo
de hiperoxia o fibrosis pulmonar reduce la severidad de las lesiones. A y B. El daño alveolar ge-
nerado en ratones sometidos a hiperoxia durante 72 horas y analizados tras 48 horas de recu-
peración es más acusado en ratones normales (A), que en ratones mutantes que expresan niveles
de IGF1R reducido en el pulmón (B). Nótese en A la presencia de membranas hialinas y edema
alveolar (flechas), ausentes en B (Tomado de Ahamed et al. (2005)). C y D. La fibrosis generada
después de 28 días de la instilación de bleomicina en ratones normales (C), es mucho más grave
que la observada en ratones en los que se ha bloqueado el IGF1R con el anticuerpo específico
A12 (D). En C hay un significativo engrosamiento de los septos alveolares, mientras que en D
éste es casi inexistente (flechas) (Tomado de Choi et al. (2009)). (Nótese que la magnificación
de las microfotografías difiere entre las imágenes de los paneles superiores e inferiores).



gunos modelos animales. Así, la sobre-expresión de IGF1 e IGF2 en el pul-
món de ratones transgénicos induce lesiones epiteliales premalignas, o ade-
nocarcinomas de pulmón muy parecidos a los humanos (Moorehead et al.,
2003; Frankel et al., 2005). Del mismo modo, la sobre-expresión de IGF-1R
en el epitelio pulmonar también induce tumorigénesis pulmonar mediada por
la activación de AKT, p38α MAPK, CREB y ATF1, que también terminan en
adenocarcinomas (Linnerth et al., 2009) (fig. 7). Algunos datos epidemioló-
gicos también sugieren que altos niveles de IGF1 en la circulación contri-
buirían de forma endocrina a aumentar el riesgo de desa-rrollar algunos tipos
de cáncer, entre ellos el de pulmón (Baserga et al., 1994; Yu et al., 1999; Le-
Roith y Roberts, 2003). Sin embargo son los datos experimentales más re-
cientes los que apuntan a que la implicación de los IGFs en la oncogénesis
y progresión de las neoplasias pulmonares se realizaría principalmente según
un modo de acción autocrino o paracrino dentro del propio tejido pulmo-
nar. Esto lo confirma el hecho de que el IGF1 y el IGF1R se encuentran ha-
bitualmente expresados en altos niveles en muchas líneas celulares tumorales
de pulmón. La sobre-expresión del receptor IGF1R en estas líneas aumenta
considerablemente su potencial metastático cuando se trasplantan en ratones
(Nakanishi et al., 1988; Long et al., 1998; Khandwala et al., 2000), y por el
contrario las líneas celulares derivadas de carcinomas pulmonares con el gen
Igf1r defectuoso, tratadas con anticuerpos anti-IGF1R, o que expresan mRNA
anti-sentido o formas dominantes negativas de IGF1R poseen menor capa-
cidad de proliferación y muestran más tasa de apoptosis, tanto cultivadas in
vitro como después de transplantadas en ratones desnudos (Nakanishi et al.,
1988; Baserga et al., 1994; Lee et al., 1996; Furstenberger y Senn, 2002; Ba-
serga et al., 2003; Pavelic et al., 2005). En los pacientes, los IGFs también se
expresan más en la zona pulmonar tumoral que en el tejido normal adya-
cente. Se ha descrito que la expresión de IGF1R, IGF1 e IGF2 se triplica en
tumores de este tejido, observándose que en paralelo también ocurre una dis-
minución proporcional de la apoptosis (Takanami et al., 1996; Pavelic et al.,
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Figura 7. La sobre-expresión de IGFs en los pulmones de ratones transgénicos genera prolifera-
ción anómala del epitelio respiratorio o adenocarcinomas típicos. A, La sobre-expresión de IGF1
en las células epiteliales AEC2 del compartimento alveolar induce hiperplasias adenomatosas (To-
mado de Frankel et al. (2005)). B, La sobreexpresión generalizada de IGF2 en el pulmón de ra-
tones transgénicos causa adenocarcinomas típicos con características semejantes a las de los
adenocarcinomas de pacientes humanos (Tomado de Moorehead et al. (2003)). C, La sobre-ex-
presión de IGF1R en las células AEC2 también genera adenocarcinomas típicos (Tomado de Lin-
nerth et al. (2009)). (Nótese que la magnificación de las microfotografías difiere entre las imágenes).



2002). También se ha demostrado que entre los diferentes carcinomas pul-
monares la expresión del mRNA y la proteína de IGF1R es más elevada en
los de tipo epidermoide (figuras 8A y 8B). Otro dato curioso es que además
esta expresión se correlaciona con la del EGFR (Epidermal Growth Factor Re-
ceptor), otro receptor de tipo tirosina kinasa de gran relevancia la evolución
de estos tumores (Borczuk et al., 2003; Dziadziuszko et al., 2010). Estos da-
tos en pacientes también han sido corroborados en nuestro laboratorio (Ló-
pez-Malpartida et al., datos no publicados).

Algunos resultados indican que la expresión de IGF1R no se asocia con
la supervivencia, y que incluso un alto número de copias de IGF1R (ampli-
ficación génica) conllevaría un valor pronóstico positivo de la enfermedad
(Dziadziuszko et al., 2010). Sin embargo, otros trabajos como el de Kim et
al. (2009), demuestran fehacientemente que las células epiteliales de las vías
respiratorias producen IGFs y que éstos actuarían de una manera autocrina
o paracrina, sobre todo en conjunción con los carcinógenos del tabaco, no
sólo favoreciendo progresión tumoral sino que incluso induciendo la carci-
nogénesis. De su trabajo también se concluye que el uso selectivo de fár-
macos inhibidores de IGF1R es un enfoque racional para el control de
cáncer de pulmón (Kim et al., 2009). El concepto de que los IGFs pueden
favorecer la progresión de las neoplasias de forma paracrina desde la parte
no tumoral del tejido (estroma, vasos sanguíneos, células inflamatorias, etc.)
lo apoya un estudio reciente realizado en tumores hematopoyéticos de ra-
tones (Huynh et al., 2011). Resultados de estudios ya realizados o en desa-
rrollo de nuestro grupo también se enmarcarían en este contexto (fig. 8C).
Todos estos datos demuestran que los IGFs están muy implicados en la bio-
logía de los carcinomas pulmonares primarios por su acción desde la zona
tumoral, y posiblemente también de forma paracrina desde el estroma ad-
yacente, tanto en su génesis como en su progresión.
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Figura 8. Expresión de IGF1R en tumores no microcíticos de pulmones humanos. Inmunode-
tección de IGF1R en muestras de tumores de pacientes diagnosticados como adenocarcinomas
(A) y carcinomas epidermoides (B y C). Estudios en tumores de una población de pacientes del
Hospital de Salamanca demuestra que la sobre-expresión de IGF1R es muy común y más alta
en los carcinomas epidermoides. Las flechas apuntan a células con alta expresión de IGF1R. En
C, aunque en las células tumorales no se aprecia presencia de IGF1R, éste sí se detecta en cé-
lulas de la parte estromal no tumoral del tejido, como vasos sanguíneos y macrófagos (López-
Malpartida et al., datos no publicados). Barra de escala: 50 μm.



Por último, y no menos importante, cabe mencionar que el IGF1R tam-
bién está implicado en la resistencia al tratamiento con quimioterapia de los
tumores pulmonares, tanto a los tratamientos clásicos, como a los nuevos tra-
tamientos con fármacos dirigidos a dianas moleculares concretas, como es el
caso del EGFR activado por mutación (Kim et al., 2009; Sharma et al., 2010;
Gualberto et al., 2011; Belani et al., 2012; Kim et al., 2012b; Pollak, 2012). Esta
resistencia a la quimioterapia posee tal repercusión clínica que los IGFs, y so-
bre todo el IGF1R, están siendo evaluados o recomendados en ensayos clí-
nicos como dianas terapéuticas relevantes en el cáncer de pulmón. En estos
ensayos clínicos se valora si la co-administración de inhibidores de IGF1R re-
ducen la resistencia o tolerancia a los tratamientos quimioterápicos en uso.
Para el bloqueo de IGF1R existen múltiples fármacos en evaluación, que en
su mayoría son anticuerpos monoclonales, dado que los inhibidores de la ac-
tividad tirosín kinasa (TKIs) anti-IGF1R también bloquean los receptores de
insulina, generando complicaciones metabólicas indeseables en los pacien-
tes (Dziadziuszko et al., 2008; Kim et al., 2009; Yin et al., 2009; Gualberto et
al., 2011; Belani et al., 2012; Pollak, 2012). Según un estudio reciente, el es-
tado de la mutación EGFR y adicionalmente de K-RAS podría ser un marca-
dor predictivo de la respuesta a los TKIs de IGF1R (Kim et al., 2012a). Por
otra parte, el hecho de que la señalización mediada por IGF1R sea compar-
tida por el receptor de la insulina, incluyendo la formación de receptores hí-
bridos funcionales promiscuos (IGF1R/InsRs) con ligandos comunes (fig. 3),
también genera un mecanismo de resistencia a los tratamientos anti-IGF1R a
través del InsR que se debe tener en cuenta en su diseño (Massoner et al.,
2010; Ulanet et al., 2010; Pollak, 2012).

Hace tiempo que se observa que el bloqueo funcional de IGF1R con TKI
específicos sensibiliza a las células tumorales de distinto origen al tratamiento
con otros fármacos anticancerígenos (Mitsiades et al., 2004). Pero fue en es-
tudios realizados en cultivos in vitro de líneas celulares de tumores no mi-
crocíticos humanos cuando se describieron algunos de los posibles
mecanismos moleculares implicados en esta resistencia. En estos estudios se
analiza cómo se genera la resistencia al tratamiento con anticuerpos mono-
clonales o TKIs específicos del EGFR activado por mutación, demostrando la
mediación del IGF1R. En este proceso juega un papel importante la dimeri-
zación entre los receptores IGF1R/EGFR. Esta dimerización favorecería la ac-
tivación de vías de señalización comunes que finalmente resultarían
principalmente en señales antiapoptóticas, pero también en sobre-expresión
de ambos receptores que resultaría en un incremento de resistencia al trata-
miento anti-EGFR (Morgillo et al., 2006; Jin y Esteva, 2008). En un pequeño
estudio piloto en tumores no microcíticos de pulmón obtenidos de pacien-
tes también se ha observado que la sobre-expresión de EGFR se asocia con
la de IGF1R (Morgillo et al., 2007). Aunque la función de IGF1R en la resis-
tencia a los tratamientos de los tumores pulmonares no se discute, la función
de IGF1 per se en este escenario podría no tener tanta relevancia como lo de-
muestran dos estudios publicados muy recientemente (Straussman et al., 2012;
Wilson et al., 2012). En su conjunto todos estos datos experimentales reve-
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lan la importancia de la señalización a través de IGF1R en el establecimiento
y mantenimiento del fenotipo transformante de las neoplasias pulmonares,
pero también de la participación de IGF1R en los mecanismos de resisten-
cia a la quimioterapia tanto a la tradicional, como a los novedosos trata-
mientos dirigidos a dianas moleculares concretas, como es el caso de la
inhibición de la actividad del EGFR mutado.

7. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y OBSERVACIONES FINALES

En este artículo se han revisado hasta la actualidad tanto los datos pu-
blicados por otros autores como los resultados obtenidos por nuestro grupo
sobre la investigación de la función de los IGFs durante el desarrollo y ma-
duración del pulmón, así como de su implicación en la patología pulmonar.
Los resultados indican que los IGFs expresados en el pulmón, y en concreto
la señalización por IGF1R en las células del epitelio respiratorio, desempe-
ñan un papel importante durante el desarrollo y maduración del pulmón, en
su autoregeneración, reparación y resistencia al daño pulmonar en el perío-
do adulto, y sobre todo, en la génesis y progresión de las neoplasias pul-
monares y a su resistencia a la quimioterapia. La relevancia clínica y sanitaria
que demuestra este tema, y las dudas y lagunas que quedan por resolver, hace
que en la actualidad múltiples grupos de investigación del mundo se intere-
sen en su estudio. Nuestro grupo también participa en este esfuerzo desa-rro-
llando dos objetivos o líneas de trabajo que nos interesan. Por una parte
tratamos de determinar la función del IGF1R en la diferenciación de las cé-
lulas del epitelio pulmonar durante el desarrollo, y en su regeneración tras
un daño, y en una segunda línea de investigación intentamos evaluar la im-
plicación de IGF1R en la resistencia al tratamiento del cáncer de pulmón con
fármacos dirigidos contra la actividad del EGFR.

Respecto al primer objetivo, para abordar el estudio de la función de
IGF1R en el epitelio respiratorio nos planteamos generar y analizar ratones mu-
tantes condicionales para el gen Igf1r en estas células, como modelo de in-
vestigación. Como ya se ha mencionado, los ratones knock out totales para el
gen Igf1r se mueren todos al nacer y poseen un fenotipo pulmonar no bien
caracterizado (Liu et al., 1993). Esto por una parte imposibilita el estudio de
la función del receptor post-natalmente, y además al carecer de la función gé-
nica en todas las células, no es un buen modelo para estudiar la función
génica en un tipo celular específico. Para evitar esto hemos generado dos ti-
pos de ratones mutantes condicionales deficientes de IGF1R en las células del
epitelio respiratorio (fig. 9). Para conseguir estos mutantes, los ratones mutantes
homocigotos para el gen Igf1r, con secuencias loxP flanqueando el exon 3 y
fenotipo normal (Igf1rf flox/flox) (Kloting et al., 2008), se han cruzado con dos lí-
neas de ratones transgénicos hemicigotos diferentes, que también presentan
un fenotipo normal, y que expresan la recombinasa Cre de forma específica
en determinados tipos celulares del epitelio respiratorio (Cre Tg/+) de forma de-
pendiente del promotor que dirige el control de su expresión. La primera lí-
nea de transgénicos usada fue la denominada CCSP-Cre, que supuestamente
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dirige Cre a todas las células de Clara del epitelio usando el promotor del gen
de la proteína CCSP/CC10/Scgb1a1 (Bertin et al., 2005). La segunda línea es
la Nkx2.1-Cre, que al usar el promotor del gen del factor de transcripción
Nkx2.1/TTF1/TITF1, dirige Cre a la mayoría de las células del epitelio, inclu-
yendo las células AEC2 del compartimento alveolar, y desde los estadíos ini-
ciales de la organogénesis pulmonar (Tiozzo et al., 2009). Al cruzar los ratones
con genotipo Cre Tg/+; Igf1rf flox/+ obtenidos en la primera generación de nuevo
con ratones Igf1rf flox/flox, en la F2 se generarán un 25% de ratones mutantes con-
dicionales con el genotipo de interés Cre Tg/+, Igf1r flox/flox, además de otros tres
genotipos que sirven de controles experimentales. En estos ratones la expre-
sión de Cre dirigida de forma específica por el promotor del transgen a cier-
tas células del epitelio, provocará la recombinación y eliminación de las
secuencias del DNA genómico entre las secuencias loxP del exón 3 en el gen
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Figura 9. Generación de ratones mutantes condicionales deficientes de IGF1R en el epitelio res-
piratorio. Los ratones mutantes homocigotos para el gen Igf1r, con secuencias loxP flanqueando
el exon 3 y fenotipo normal (Igf1rf flox/flox), se cruzan con líneas de ratones transgénicos que tam-
bién presentan un fenotipo normal, y que expresan la recombinasa Cre de forma específica en
determinados tipos celulares del epitelio respiratorio (Cre Tg/+), dependiendo del promotor que
dirige el control de su expresión (ver texto). En la segunda generación se generarán entre otros
los mutantes condicionales con el genotipo Cre Tg/+, Igf1r flox/flox. En estos ratones la expresión de
Cre está condicionada por el promotor a ciertas células del epitelio las que provocará la elimi-
nación selectiva de las secuencias del DNA genómico entre las secuencias loxP del exón 3 en
el gen Igf1r (ΔIgf1r), y consecuentemente la carencia del receptor, mientras las demás células
del ratón mantienen una expresión y función normal de IGF1R (Igf1rf flox/flox).



Igf1r (ΔIgf1r), y consecuentemente la carencia funcional de IGF1R en las cé-
lulas en las que se exprese Cre, mientras las demás células del animal man-
tienen una expresión y función normal de IGF1R (Igf1rf flox/flox). Los ratones
mutantes condicionales con el genotipo CCSP-CreTg/+; Igf1r flox/flox son viables, nor-
males y fértiles, y sin fenotipo histológico aparente en el pulmón, y después
de haber sido sometidos a un protocolo de daño epitelial inducido con naf-
taleno, que causa la muerte específica de las células de Clara (Tiozzo et al.,
2009), parece que el epitelio en estos ratones se regenera de forma muy nor-
mal. Esta falta de un fenotipo claro y evidente podría ser debida a que la de-
leción de Igf1r no se realizara de forma generalizada en todas las células de
Clara, ya que parece que ocurre sólo en pequeños grupos aislados de células
en forma de mosaico. Este efecto puede ser consecuencia de la mala efecti-
vidad del transgen CCSP-Cre, o la dificultad de acceso de Cre a las secuencias
loxP del locus Igf1r flox/flox. Este hecho está limitando el seguimiento del posible
fenotipo de estos ratones y dificulta enormemente su análisis. Los estudios de-
tallados a nivel celular y molecular que están en progreso podrán dirimir la
extensión de la carencia de IGF1R en las células de Clara, y si ésta supone al-
gún tipo de fenotipo y/o limitación funcional del epitelio pulmonar.

Por su parte los ratones Nkx2.1-Cre Tg/+; Igf1r flox/flox del segundo modelo de
mutantes condicionales están todavía en proceso de generación. En este caso
la eliminación funcional de IGF1R debería afectar a una gran proporción de
células del epitelio, incluyendo las células AEC2 alveolares, e iniciándose en
etapas tempranas del desarrollo pulmonar. Esta deleción epitelial generalizada
de IGF1R podría provocar una inmadurez del epitelio en el momento del na-
cimiento resultando en mortalidad postnatal. Esta situación requeriría un es-
tudio del fenotipo pulmonar durante la embriogénesis. Por el contrario, si los
ratones son viables, se estudiaría su fenotipo después de ser sometidos a di-
ferentes situaciones de compromiso, como el tratamiento con naftaleno para
analizar la regeneración de las células de Clara (Tiozzo et al., 2009), la expo-
sición a hiperoxia para estudiar el daño alveolar (Ahamed et al., 2005), la ins-
tilación con bleomicina para evaluar su resistencia a generar fibrosis pulmonar
(Choi et al., 2009), o a tratamientos con mutágenos como las nitrosaminas para
explorar su susceptibilidad de desarrollar tumores pulmonares (Siwicky et al.,
2011). El uso combinado de los diferentes modelos de inducción de diferen-
tes tipos de daño pulmonar con los modelos de animales mutantes condi-
cionales permitirá evaluar la relevancia funcional del IGF1R en diferentes tipos
celulares del epitelio y en diferentes estadios de desarrollo del animal.

El estudio de la implicación de IGF1R en la resistencia al tratamiento del
cáncer de pulmón con fármacos dirigidos contra la actividad del EGFR, ob-
jeto de nuestra segunda línea de trabajo, se realizará en muestras de pacientes
con cáncer de pulmón. Está demostrado que los inhibidores tirosín kinasa del
EGFR son eficaces para tratar carcinomas de pulmón, y más eficazmente
cuando este receptor está mutado, que en España supone alrededor un 15%
de los pacientes (Rosell et al., 2009). Desde hace un par años se ha aprobado
el uso clínico del inhibidor tirosín kinasa del EGF1R gefitinib (Tarceba®)
como segunda línea de tratamiento de pacientes con adenocarcinomas y car-
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cinomas epidermoides de pulmón avanzados cuando estos tumores poseen
mutaciones activadoras del EGFR (Mok et al., 2009). Inicialmente nuestro tra-
bajo pretende determinar los niveles de expresión y activación del IGF1R me-
diante tinciones inmunohistoquímicas en las muestras de biopsias o de
resecciones quirúrgicas de los tumores antes de iniciado el tratamiento anti-
IGF1R del paciente. Posteriormente estos datos se correlacionarán con la res-
puesta del tumor al tratamiento evaluando diferentes parámetros de la
evolución del tumor y de la enfermedad del paciente. El estudio permitirá de-
terminar la validez de la expresión y la activación de IGF1R como posibles
marcadores de la resistencia los carcinomas del pulmón a los tratamientos
anti-EGFR, y podría apoyar el uso de terapias farmacológicas combinadas, in-
cluyendo de forma personalizada la administración de fármacos anti-IGF1R
en el tratamiento de los pacientes con estos tumores.

En este artículo hemos visto cómo los experimentos in vitro que usan
células en cultivo o los realizados con animales de experimentación como
modelos de enfermedades generan información sobre los mecanismos mo-
leculares de la acción de los IGFs sobre diferentes tipos celulares y circuns-
tancias del pulmón. En ocasiones esta información se ha visto ratificada,
completada y ampliada con el estudio de la patología molecular de muestras
de pacientes con enfermedades pulmonares. Los datos generados por la co-
munidad científica de los que trabajamos en este campo hacen posible ge-
nerar conocimiento con la esperanza de que finalmente permita diseñar
nuevos marcadores de diagnóstico, o ensayos clínicos que evalúan el uso de
nuevos fármacos (p.e. anti-IGF1R) y los protocolos de su administración a los
pacientes afectados con estas patologías.
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