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EL SISTEMA DE IGFS EN LA HOMEOSTASIS Y PATOLOGIA
DEL PULMON: IMPLICACION EN SU DESARROLLO,
REGENERACION TRAS DANO Y CANCER NO MICROCITICO

ROSETE S. PAIS?,
ICIAR P. LOPEZ,
JOSE G. PICHEL™

RESUMEN

Las proteinas del sistema de IGFs (Insulin-like Growth Factors) estan in-
volucradas en la organogénesis del pulmon y en algunas de sus patologias
con gran importancia clinica. Aqui se revisan los recientes avances cientifi-
cos realizados sobre el estudio de la funcion de los IGFs durante el desarrollo
normal del pulmén y en su implicacion en patologias respiratorias como la
fibrosis y el cancer de pulmdn no microcitico. Los IGFs expresados en el pul-
mon participan en la génesis y progresion de las neoplasias pulmonares y en
su resistencia a la quimioterapia. En estos escenarios biologicos se ha de-
mostrado que la sefializacion mediada por el receptor de IGFs (IGF1R) es muy
relevante, desencadenando una intensa busqueda de farmacos y protocolos
de su administracion dirigidos a bloquear la actividad de esta diana molecu-
lar. En estos contextos se comentaran algunas contribuciones cientificas rea-
lizadas por nuestro grupo y las lineas de investigacion de interés.

Palabras clave: IGFs, Pulmén, Desarrollo, Fibrosis, Cancer.

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

*  E-mail: jgpichel@riojasalud.es.
1. Grupo de Cancer de Pulmén. Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR), C/ Piqueras,
98, 26006 Logrofio, La Rioja, Espafia.
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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. INTRODUCCION

El epitelio respiratorio de los mamiferos, en combinacién con otros tipos
celulares de las vias respiratorias y del pulmon, realiza la critica funcién de
conducir e intercambiar los gases respiratorios entre la sangre y la atmésfera,
y sirve de barrera para posibles agresiones externas que usen esta via. Debido
a su delicada estructura y a la extensisima superficie que ocupan, las vias res-
piratorias son muy propensas a ser dafiadas y consecuentemente a generar en-
fermedades respiratorias muy relevantes a nivel sanitario. Después de las
patologias vasculares, las enfermedades respiratorias como el asma, EPOC,
bronquiolitis obliterans, fibrosis y cancer de pulmén, 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 pai-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 progresion de las patologias pul-
monares, que a su vez son en parte compartidas con las que dirigen el des-
arrollo normal del pulmdn, esta contribuyendo a optimizar tanto los protocolos
de su prevencion como las técnicas de su diagnéstico, y sobre todo a mejo-
rar y personalizar su tratamiento. Los avances de la investigacion en este
campo en los dltimos quince afios han sido relevantes, encontrandose multi-
ples componentes y vias moleculares de sefalizacion celular que participan
en el normal desarrollo y crecimiento del sistema respiratorio, y cuya altera-
cion o desregulacién contribuye a la patogénesis pulmonar. Entre estos com-
ponentes moleculares se encuentran las proteinas que constituyen el sistema
de los IGFs (Insulin-like Growth Factors), o de los factores de crecimiento re-
lacionados con la insulina. En este articulo se revisaran algunos de los avan-
ces cientificos realizados en el campo del conocimiento de la funcidn de los
IGFs, tanto durante el desarrollo y crecimiento normal del pulmén, como tam-
bién de su implicacién en algunas patologias respiratorias relevantes, como
la fibrosis y el cancer de pulmén no microcitico. En este contexto, se co-
mentaran algunas contribuciones cientificas realizadas por nuestro grupo, y las
lineas de investigacion que se mantienen en progreso.

2. ORGANIZACION HISTOLOGICA Y DESARROLLO EMBRIONARIO
DEL PULMON
El sistema respiratorio de mamiferos lo componen las vias respiratorias

altas (nariz, faringe, laringe, trdquea y bronquios) y el pulmén. A su vez el pul-
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moén se encuentra formado por los bronquiolos, que son las ramas termina-
les del arbol respiratorio, y por los alvéolos, cuyo entramado genera una gran
superficie para realizar el intercambio gaseoso entre el aire y la circulacion san-
guinea. En la figura 1 se representa como el epitelio respiratorio y los cons-
tituyentes histolégicos que lo acompafian se organizan segin un patrén
espacial proximo-distal de complejidad decreciente desde la traquea a los al-
véolos pulmonares. El lumen de las vias aéreas esta formado por una pobla-
cion 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 proporcidon aumenta tras una inflamacion, 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 sitlan en pequefios
grupos recubiertos de células epiteliales. Los sacos alveolares distales se en-
cuentran recubiertos fundamentalmente por los neumocitos de tipo |, también
denominados células alveolares de tipo 1 (AEC1) y los neumocitos de tipo Il
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 muasculo liso. Los vasos sanguineos estan for-
mados por poblaciones de células endoteliales arteriales, venosas y capilares,
que junto con las células de musculo liso y otras células especializadas for-
man sus paredes. Asimismo existe un sistema linfatico recubierto interiormente
por células endoteliales linfaticas. En el pulmdn también existen neuronas tanto
del sistema simpético como del parasimpético, que inervan las vias aéreas y
los vasos sanguineos. También pueden identificarse, sobre todo en el inters-
ticio pulmonar y en los alvéolos, macrofagos pulmonares especializados
acompariados de otras células del sistema inmune. Aparte de la conduccion
y el intercambio gaseoso, el epitelio de las vias respiratorias constituye la pri-
mera linea de defensa para eliminar particulas y microorganismos, bien por
el moco generado por las células secretoras y removido por las células cilia-
das, o bien mediante la funcién inmunoreguladora y detoxificadora de las cé-
lulas de Clara y de defensa (macrofagos, neutrdéfilos, eosinofilos, linfocitos,
etc.). Adicionalmente, y como se describira més 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 autoregeneracién normal
del epitelio y de su reparacion tras un dafio, pero también parece que juegan
un papel importante en la génesis y progresién de enfermedades pulmona-
res, incluyendo las neoplasias (fig. 1B) (Snyder et al., 2009).

Las células del epitelio respiratorio poseen caracteristicas diferenciales
que las identifican a nivel morfoldgico, celular y molecular. En las vias aé-
reas el epitelio que es pseudo-estratificado en la trdquea y bronquios, cam-
bia progresivamente a columnar en los bronquiolos proximales, y a cibico
en los bronquiolos respiratorios terminales, en donde se extiende hasta su
zona mas distal, que es la confluencia bronquio-alveolar (BADJ). En el epi-
telio de estos conductos abundan las células ciliadas, que expresan los mar-

Zubia | Nam. 24 (2012), pp. 81-112
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Figura 1. Histologia del aparato respiratorio inferior y organizacion del epitelio pulmonar con sus
hipotéticos nichos de auto-renovacion y oncogénesis. A. Estructura histoldgica de los diferentes ti-
pos celulares mayoritarios presentes en el arbol respiratorio de las vias humanas. Las estructuras y
tipos celulares indicados son: células columnares ciliadas (1), células caliciformes secretoras de moco
(2), glandulas (3), y cartilago (4), abundantes en traquea y bronquios; musculo liso (5), células de
Clara (6), capilares (7), membrana basal (8), y surfactante (9), en la zona bronquiolar; y pneumo-
citos de tipo | o AEC1 (10), septo alveolar (11), pneumocitos de tipo Il o AEC2 (12), y macréfagos
alveolares y otras células de defensa (13), en la zona alveolar. Nétese el cambio progresivo en la
arquitectura tisular y en la composicién celular a lo largo del eje proximo-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 mas exclusivas. Asi, en la zona de septo alveolar, que
constituye mas del 90% de la superficie epitelial pulmonar, no existe musculo liso y posee en ex-
clusividad los pneumacitos. 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-renovacion e ini-
ciacion tumoral, y sus linajes celulares. Arriba se representa la disposicion espacial de los diferen-
tes tipos celulares epiteliales que se indican en la parte inferior. Con flechas se representan los
hipotéticos linajes de diferenciacion de los diferentes tipos celulares. Las mutaciones en los distin-
tos nichos de células madre originarian los diferentes tipos de carcinomas primarios pulmonares
(ver texto). NEB, cuerpo neuroendocrinos; BADJ, Bronchio-Alveolar Duct Junction o unién bron-
quiolo-conducto alveolar (Eramo et al., 2010; Morrisey y Hogan, 2010; Sullivan et al., 2010).
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cadores FOXJ1 y Tubulina IV. A los ciliados que acompafian las células de
Clara, que secretan la proteina de Clara (Scgblal, CCSP 6 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
pulmén 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 in-
timo contacto con el endotelio de los abundantes capilares, son post-mi-
téticas y expresan las proteinas Tla y Agp5, mientras que las AEC2 son
cubico-redondeadas, poseen capacidad de proliferar, secretan lipidos y pro-
teinas 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 organizacion histoldgica y anatdmica del pulmon 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 periodo embrionario con los mecanismos morfogenéticos de
ramificacion de los conductos aéreos y se culmina postnatalmente con la al-
veolizacién o diferenciacién y maduracion de los alvéolos. A pesar de los avan-
ces realizados, alin no se conocen completamente las bases moleculares que
guian estos procesos, aunque como veremos, los IGFs contribuyen significa-
tivamente al desarrollo fetal del pulmon, 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 caracteristicas histologicas. Estas
fases, aunque son similares entre humanos y roedores, poseen una extension
y correlacion temporal con el desarrollo del resto del organismo diferentes.
Las tres primeras etapas son fundamentalmente morfogenéticas y de prolife-
raciéon, mientras que en las dos Ultimas predomina la diferenciacién. En el ra-
tén las tres primeras etapas son fetales, y se extienden desde que se inicia su
especificacion el dia 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 dicotomicas rodeadas de acumulos de células me-
senquimales. Durante este periodo el epitelio se mantiene relativamente
indiferenciado con una forma clibica o columnar y expresa de forma casi ge-
neralizada desde E10 en adelante el factor de transcripcion Ttf1/Nkx2.1. A par-
tir de E14 también se expresa la proteina de las células de Clara (también
denominada CCSP, CC10 o Sgchlal), aunque en una proporcion del epitelio
mas restringida. A estas tres fases iniciales les siguen las fases sacular y alve-
olar, en donde predomina la diferenciacion celular. En la fase sacular, com-
prendida entre E17 y el dia postnatal 5 (P5), en paralelo a la diferenciacion
celular ocurre una masiva remodelacion 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 PO (aproximadamente en el dia embrionario E19) (fig. 2). En la
fase alveolar y ultima, que se prolonga hasta P30, se completa la maduracion
pulmonar, que sobre todo afecta a la formacion de los alvéolos definitivos,
aungue también progresa la diferenciacién de células de Clara y de las célu-
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Figura 2. Fases cronoldgicas y eventos histoldgicos relevantes en la organogénesis del pulmén
de ratén. Denominacién de las cuatro fases del desarrollo pulmonar murino basadas en las ca-
racteristicas histoldgicas del 6rgano y su extensién en la escala temporal (corchetes). Las barras
con gradiente de color reflejan la progresion temporal de los eventos histolégicos y morfoge-
néticos mas relevantes que se codifican en colores seguin se especifica. E, estadio embrionario;
P, estadio postnatal. En la parte inferior se representa la morfologia del pulmén en diferentes
estadios: dias 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, traquea; 4-7, 16bu-

los que componen el pulmoén derecho (4, craneal; 5, medio; 6, accesorio; y 7, caudal) y 8, pul-
mon izquierdo.

las ciliadas en las vias 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 o0 a partir de las AEC2. En paralelo ocurre la
remodelacién de la microvasculatura y se minimiza la barrera aire-sangre en
el septo alveolar mediante la fusion 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 proliferacion, diferenciacién y destino
de las células estan estrictamente regulados mediante mecanismos celulares
y moleculares no del todo conocidos y todavia en estudio (Warburton et al.,
2000; Morrisey y Hogan, 2010).
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Figura 3. Interrelacion funcional de los componentes sefializadores del sistema de IGFs a nivel de
la membrana celular, sefializacién cruzada con la via de la insulina, e hipotética relaciéon 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 proteina Subunidad Acido Lébil (ALS). En azul se
representa la insulina (INS), su precursor la pro-insulina (ProINS) y su receptor (INSR-A/B), que
puede formar receptores hibridos con el IGFIR (IGF1R/INSRs). Encuadrados en punteado se re-
presentan las proteinas 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).

3. EL SISTEMA DE LOS IGFS: COMPONENTES, SENALIZACION
Y FUNCION

El sistema de sefializacion de los IGFs en sentido estricto esta consti-
tuido por los dos factores de crecimiento IGF1 e IGF2, que actian de li-
gandos extracelulares, el IGF1R o receptor de membrana de estos factores
y responsable de transducir su sefial intracelularmente, el IGF2R, un re-
ceptor que se une a IGF2 pero sin capacidad de sefializacidn, y las seis pro-
teinas 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-
racteristicas moleculares de estas proteinas en humanos se especifican en
la tabla 1.
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TABLA 1.
Caracteristicas moleculares de los miembros del sistema IGF en humanos*

Peso molecular N° de Localizacion | Tamafio N° de
(kDa) aminoacidos del gen (Kb) exones
IGF1 7,7 70 12q22-12g24 100 6
IGF2 7,5 67 11p15 30 9
IGF1R? 225 Subunidad a: 706 | 15025-15¢26 100 21
Subunidad f: 626
IGF2R 270 2491 6q25-6027 140 49
IGFBP-1 25,3 234 7p12-7pl4d 5,2 4
IGFBP-2 314 289 2q31-2934 32 4
IGFBP-3 28,7 264 7pl12-7pl4d 8,9 5
IGFBP-4 26,0 237 17912-17921 12 4
IGFBP-5 28,6 252 2q31-2q924 33 4
IGFBP-6 22,8 216 12913 4,7 4

1Segun Yu y Rohan (2000).
2IGF1R es una proteina tetramérica constituida por dos subunidades o y dos subunidades {.

IGF1 e IGF2 ejercen su accion 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 especificamente los IGFs, unidas a dos
subunidades beta ancladas a la membrana y con un dominio catalitico in-
tracelular con actividad tirosina kinasa. El receptor tipicamente sefaliza por
dos vias de transduccién de sefales, la de los IRSs/PI3K/AKT y la de
Ras/Raf/MAP-kinasas, aunque entre otras también puede activar la via de los
STATs y la de SRC. El IGF2R, también denominado M6PR, aunque carece de
capacidad de sefializacion intracelular, modula la disponibilidad del IGF2 ex-
tracelular posiblemente movilizandolo hacia vias proteoliticas intracelulares
(LeRoith y Roberts, 2003; Pollak, 2008; Massoner et al., 2010). La interaccion
de los ligandos con el receptor esta modulada por seis proteinas que unen
IGFs con alta afinidad, las IGFBPs 1 a 6 (Jones y Clemmons, 1995). A las pro-
tefnas matricelulares Ftsl2/mac5, Nov/CCN3, Ctgf/CCN2 y Cyr61/CCNL1 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 6rdenes de magnitud inferior a la de las IGFBPs de alta afi-
nidad, su capacidad de unir IGFs y modular su actividad no esta clara (fig.
3) (Kim et al., 1997; Brigstock, 2003; Chen y Lau, 2009). La homologia 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-
falizacion cruzada entre ellos, y también con receptores hibridos IGF1R/InsR,
aungue con menor afinidad y algunas restricciones. Es importante resaltar que
estos receptores hibridos constituyen una fraccion substancial de los recep-
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tores IGF1R en muchos tejidos de mamiferos (Pandini et al., 2002). Las inter-
acciones ligando-receptor en el sistema de IGFs estan sujetas a una compleja
regulacion como resultado de los niveles de IGFBPs, de los perfiles de ex-
presion, del grado de asociacion a la superficie celular y de su degradacién
por proteolisis. La interrelacion funcional de los componentes del sistema de
IGFs con los componentes sefializadores 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 proteinas multifuncionales que aunque des-
tacan por su potente actividad mitogénica y anti-apoptdtica, también regu-
lan funciones de diferenciacion, migracion, adhesion, metabolismo y
senescencia celular, siempre dependiendo del tipo de célula y de su estado
en un momento concreto. El IGF2 posee una actividad mas restringida que
el IGF1 porque la expresion del gen Igf2 esta regulada por la impronta ge-
ndémica 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 mayoria 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, glandula mamaria, prostata, masculo y pulmén, pero también
regula diferentes aspectos de la remodelacion 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 estan implicados
en el origen y progreso de muchas patologias incluyendo la fibrosis, la neu-
rodegeneracion, el envejecimiento, también de los tumores de diferentes te-
jidos y 6rganos (Pollak et al., 2004; Annunziata et al., 2011; Pollak, 2012), que
como se vera esta representado de forma significativa en el pulmaon.

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

En el pulmén de mamiferos 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 esta
también presente en altos niveles en los macrdfagos alveolares, y el IGF1R
se expresa sobre todo en el epitelio de las vias 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,
20053, b).
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La relevancia de los IGFs durante el desarrollo y diferenciacion de los
diferentes tipos celulares pulmonares lo demuestran los fenotipos de ratones
modificados en estos genes (ratones mutantes knock out), cuyas caracteris-
ticas fenotipicas en el pulmén 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 6rganos en el raton, 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 Igfl e 1gf2 (Baker et al., 1993; Louvi et al.,
1997). De todos los 6rganos analizados en los ratones mutantes en el gen Igfl
(Igf1*) los pulmones son los que presentan el mayor déficit de crecimiento,
presentando un tamafio proporcionalmente mas reducido (Wang et al.,
1999). Los ratones Igf1”- ademas de poseer pulmones hipopléasicos en el mo-
mento de nacer, presentan atelectasia con reduccion del tamafio 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 més acusado, con pulmones méas
hipoplasicos y atelectaticos 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
aungue muestran un retraso del crecimiento fetal similar a los 1gf1*, su fe-
notipo pulmonar es casi inapreciable, aunque algunos de los mutantes tam-
bién poseen una ligera reduccion de los espacios alveolares, y septos los
alveolares algo engrosados (fig. 4). Curiosamente, en los pulmones prenata-
les de los embriones Igf2 * la expresion de IGF1 es méas 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 ratén, controlando su crecimiento y la maduracion prenatal.

Aungue el fenotipo pulmonar de los ratones mutantes en Igflr no ha sido
estudiado en detalle, el de los mutantes Igfl” ha sido objeto de estudio por
nuestro grupo de investigacion durante los ultimos afios. Hemos demostrado
que la carencia de IGF1 en los ratones recién nacidos provoca insuficiencia
respiratoria debida a una hipoplasia severa del pulmén y colapso de los es-
pacios alveolares. Los pulmones prenatales deficientes de IGF1 son mas in-
maduros, proliferan mas activamente, y presentan tanto alteraciones de la
remodelacién capilar como de la diferenciacion del epitelio respiratorio en la
parte alveolar distal, que se manifiesta por un aumento de las células AEC2
(TTF1* y Pro-SftpC*) y reduccién de las AEC1 (TTFL, Tla*®y Agp5Y) (fig. 5)
(Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006). También observamos que
la adicion de IGF1 a los cultivos de explantes de pulmones embrionarios, tanto
de ratones normales como Igfl*, favorece la diferenciacion del epitelio alveo-
lar, generando una mayor proporcion de células AEC1 en detrimento de las
AEC2 (Moreno-Barriuso et al., manuscrito en preparacion). Mediante el ana-
lisis molecular de la expresion transcripcional diferencial en estos pulmones
Igf1" usando microarrays de RNA hemos identificado genes diana de IGF1 du-
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Figura 4. Fenotipo histologico en los pulmones perinatales de los ratones mutantes para los ge-
nes Igflr, Igfl e Igf2. Tinciones de secciones de pulmones de ratones normales (A, Cy E) y de
hermanos de camada mutantes deficientes de IGF1R (B), de IGF1 (D) y de IGF2 (F). Ay B co-
rresponden a ratones neonatos de un dia (P0). C, D, E y F corresponden a embriones prenata-
les en el Gltimo dia de gestacion (E18,5). Nétese como los pulmones de los tres ratones mutantes,
aunque en diferente proporcion, presentan una reduccién de los espacios aéreos/alveolares (a)
y engrosamiento de los septos alveolares (s). B, Bronquiolo; V, vaso sanguineo. (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). Notese que la magnificacion de las
microfotografias difiere entre A-B, C-D y E-F).

rante la diferenciacion pulmonar prenatal. Estos genes se corresponden con
funciones bioldgicas de crecimiento celular y morfogénesis pulmonar, o con
las vias de sefializacion de MAP-kinasa, Wnt, adhesion y defensa celular, e in-
flamacion. Algunos de los genes con cambios mas significativos de expresion
poseen capacidad reguladora ya que se corresponden con factores de trans-
cripcion, factores de crecimiento, o factores de matriz extracelular. Muchos ya
habian sido implicados previamente en el control del desarrollo pulmonar (p.e.
al ser mutados en el ratén generan algun tipo de fenotipo pulmonar) y/o han
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Figura 5. Alteraciones en la proliferacion, diferenciacion de las células epiteliales alveolares, y
remodelado de la vascularizacion en los pulmones de embriones prenatales de ratones deficientes
de IGF1. Secciones transversales de los pulmones de fetos de ratén en estadio embrionario ter-
minal (E18,5), tanto normales (Igf1+/+) (A-C) como mutantes para Igfl (Igfl-/-) (D-F), fueron te-
flidas inmuno-histoquimicamente para la determinacion de incorporacion de BrdU en las
células que se han dividido (células marcadas en oscuro, flecha) (A 'y D) para la expresion de
TTF1/Nkx2.1, un marcador de células epiteliales alveolares AEC2 tefiidas de marrén (flechas ro-
jas en By E) y para la expresién de CD31/PECAM, un marcador de células endoteliales (tefii-
das de rojo en Cy F, en verde células TTF1* y en azul los nlcleos marcados con DAPI). Los
pulmones de ratones sin IGF1 presentan mayor proliferacion celular, demostrada por un mayor
namero de células BrdU* (D vs. A), y alteraciones tanto en la diferenciacion alveolar con una
mayor proporcion de células AEC2 (TTF1, flechas rojas) en detrimento de las células AEC1 (TTF1,
flechas negras) (E vs. B), como en la remodelacion capilar en los septos alveolares, con presencia
de capilares sanguineos 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)).

sido descritos como genes diana de los IGFs en el pulmén o en otros con-
textos hioldgicos. 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 preparacion). Resultados
recientes obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que el IGF1 regula la
expresion de estos dos genes en lineas celulares derivadas de tumores del epi-
telio pulmonar humano, y también en células mesenquimales primarias de pul-
mones de embriones de ratdn cultivadas in vitro. Sin embargo ni el IGF1 ni
el IGF2 ejercen efectos sobre la expresidén de estos dos genes en células en-
doteliales humanas inmortalizadas en cultivo (Pais et al., manuscrito en pre-
paracion). También hemos observado que los pulmones embrionarios de estos
ratones Igf1* poseen la matriz extracelular desorganizada y el masculo liso su-
bepitelial més delgado. En este sentido es importante resaltar que reciente-
mente se ha descrito la gran relevancia que posee esta capa muscular para
permitir la diferenciacion del epitelio y el mantenimiento de los nichos de cé-
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lulas madre (Volckaert et al., 2011). La relevancia del receptor IGF1R en el de-
sarrollo de la vasculogénesis y angiogénesis del pulmdn fetal lo certifican los
experimentos de Han et al., que al tratar explantes de pulmén humano en cul-
tivo con anticuerpos que bloqueen la accién del IGF1R observaron la pérdida
de células endoteliales, acompafiada de una reduccion de la expresion 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 maés significativa controlando la diferenciacion
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 implicacién de IGF1 e IGFIR en la patologia pulmonar hu-
mana esta claramente avalada en pacientes con sindrome 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: PARTICIPACION EN LA REPARACION DEL DANO
Y EN LA FIBROSIS

Aunque el epitelio pulmonar adulto pertenece al grupo de los que se auto-
regenera lentamente, en el pulmon 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 jerarquia 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 esquematicamente en la figura 1B, y se corresponderian 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 hipétesis
maés 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 generarian las AEC2 del epitelio alveolar. Adi-
cionalmente, las células de Clara podrian trans-diferenciarse a células mucose-
cretoras y ciliadas en las vias aéreas, y las AEC2 poseerian la capacidad de
generar las AEC1 en la zona alveolar. Por su parte, las células precursoras de
los NEB constituirian 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).

NGm. 24 (2012), pp. 81-112 | Zubia
ISSN 1131-5423 | Monogréfico



EL SISTEMA DE IGFS EN LA HOMEOSTASIS Y PATOLOGIA DEL PULMON:
IMPLICACION EN SU DESARROLLO, REGENERACION TRAS DANO Y CANCER NO MICROCITICO

El proceso de regeneracién celular del epitelio pulmonar adquiere una
relevancia adicional durante la reparacién del tejido pulmonar después de su-
frir un dafio, sobre todo cuando éste es prolongado o cronico, ya que la re-
paracion de este dafio de una forma andmala puede resultar en una
enfermedad respiratoria relevante. Por ejemplo, cuando los bebés y pacien-
tes con sindrome de distrés respiratorio se tratan con hiperoxia (respiracion
en concentraciones altas de oxigeno) para mantener su oxigenacion ade-
cuada, si la hiperoxia es corta causa dafios epiteliales y endoteliales agudos
que afectan sobre todo al epitelio alveolar y que son reparables. Sin embargo,
una exposicion prolongada al oxigeno conduce a edema pulmonar intersti-
cial, con proliferacién de células epiteliales y mesenquimales y deposicion
de fibrina en focos del intersticio, que puede terminar en una displasia
bronco-pulmonar. En el caso de las enfermedades respiratorias cronicas
como el asma, EPOC, la bronquiolitis obliterans y fibrosis su origen esta en
diferentes tipos de dafio prolongado del epitelio respiratorio. Este dafio cré-
nico genera un remodelado epitelio-mesenquimal atipico con consecuencias
devastadoras. Se inicia con un descenso en el nimero 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 masculo liso subepitelial. El proceso
finalmente resulta en una generacion de extensos nddulos fibréticos e infla-
macién generalizada del pulmdn. Este dafio e inflamacion crénicos inhiben
a su vez la reparacion/regeneracion y la diferenciacion epitelial normal a par-
tir de las células progenitoras, generando un circulo 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 dafio crénico alveolar en las células
AEC1 y AEC2 (Wynn, 2008; Snyder et al., 2009).

Poco se conoce de los mecanismos moleculares de sefializacion que ocu-
rren durante la autoregeneracion y regeneracion tras dafio en el pulmén
adulto. Se supone que al menos en parte estos mecanismos son comunes a
los ocurridos durante la morfogénesis y diferenciacion del pulmén fetal, y por
lo tanto cabe suponer que los IGFs también son participes 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 produccion de citoquinas
que inducen una respuesta inflamatoria aguda reclutando células inflamato-
rias, principalmente macrofagos. Durante la respuesta de curacion del pa-
ciente, los macréfagos secretan factores de crecimiento como TGFs, PDGFs,
FGFs y también IGF1, que inducen proliferacién masiva de fibroblastos y cé-
lulas AEC2, vasculogénesis aberrante e inflamacién cronica. Los fibroblastos
se diferencian en mio-fibroblastos, que a su vez son grandes productores de
IGF1 y retroalimentan una mayor proliferacion y diferenciacion de los fibro-
blastos. Si el dafio continla, se genera y progresa la fibrosis pulmonar que
se caracteriza por un engrosamiento de los septos alveolares debido a la pro-
liferacién y diferenciacién de fibroblastos, y su continua deposicion de fibrina
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y coldgeno generando una cicatrizacién persistente. En su conjunto este pro-
ceso se asemeja a una des-diferenciacion o una inversion de la maduracion
del pulmén, que al menos en parte utiliza vias 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 reparacién
de lesiones y en procesos fibréticos del pulmén. De nuevo los modelos ani-
males de dafio pulmonar nos ofrecen una via para abordar este estudio. Efec-
tivamente, los modelos de dafio alveolar por exposicion a la hiperoxia o de
induccion de fibrosis generados en rata y ratén recapitulan la patologia hu-
mana (Warner et al., 1998). Se ha demostrado que IGF1, IGF2 e IGF1R au-
mentan su expresion en diferentes tipos celulares del pulmén, jugando un
papel crucial en la proliferacion y trans-diferenciacion de las células AEC2 a
las AEC1 durante el remodelado alveolar tras el dafio 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 estan avaladas por los estudios realizados en humanos, en
donde se describe un incremento de la expresion de IGF1 en pacientes con
enfermedades relacionadas con lesiones por hiperoxia, como el sindrome del
distrés respiratorio o la displasia broncopulmonar, y también en la fibrosis pul-
monar idiopética (Krein y Winston, 2002; Krein et al., 2003; Chetty et al.,
2004). Si la sobre-expresion de IGF1 e IGF1R, ocurridas en el pulmon tras le-
siones de hiperoxia o que causan fibrosis, contribuyen a generar alteraciones
patolégicas pulmonares y al progreso de muchas enfermedades respiratorias,
la reduccion de la expresion de IGFs o el bloqueo de la sefializaciéon por el
receptor redundaria en un menor dafio pulmonar tras una lesién, y adicio-
nalmente fundamentaria un posible abordaje del tratamiento de estas enfer-
medades. Esta hipotesis la demuestran al menos dos trabajos realizados en
animales modelo. Un primer estudio realizado en ratones mutantes con ni-
veles de expresion de IGF1R en el pulmon muy reducidos (25% del normal,
obtenido en animales heterocigotos con un alelo KO y otro hipomorfo del
gen Igflr), demuestra que estos ratones poseen una mayor supervivencia y
proteccién contra el dafio 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 instilacién de bleomicina. Cuando a estos ratones se les
trata con un anticuerpo que bloquea la actividad de IGF1R se obtiene una
mejoria sustancial de la fibrosis pulmonar, aparentemente mediada por un au-
mento de la apoptosis de los fibroblastos y una reduccion de la migracion
de las células fibrogénicas (figs. 6C y 6D). Estos modelos animales demues-
tran que la reduccion de la expresiéon de IGFs o el bloqueo farmacolégico
del IGF1R pueden ser objetivos a perseguir para el tratamiento del dafio al-
veolar y de la fibrosis pulmonar (Choi et al., 2009).
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Figura 6. La reduccion de IGFIR o el blogueo de su actividad sefializadora en ratones modelo
de hiperoxia o fibrosis pulmonar reduce la severidad de las lesiones. A 'y B. El dafio alveolar ge-
nerado en ratones sometidos a hiperoxia durante 72 horas y analizados tras 48 horas de recu-
peracion es mas acusado en ratones normales (A), que en ratones mutantes que expresan niveles
de IGFIR reducido en el pulmén (B). Nétese 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 dias de la instilacion de bleomicina en ratones normales (C), es mucho més grave
que la observada en ratones en los que se ha bloqueado el IGF1R con el anticuerpo especifico
Al12 (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)). (N6tese que la magnificacion
de las microfotografias difiere entre las imagenes de los paneles superiores e inferiores).

6. IMPLICACION DE LOS IGFS EN LA GENESIS Y PROMOCION DE LAS
NEOPLASIAS PULMONARES

Anteriormente se mencionaba la relevancia de las células madre epite-
liales del pulmén en el mantenimiento de la homeostasis de este 6rgano. Sin
embargo, otro aspecto muy relevante de la biologia de estas células es su im-
plicacion en el origen del cancer de pulmon. La acumulacion de mutaciones
en el ADN de estas células puede generar una célula madre cancerigena con
capacidad de dividirse incontroladamente que la capacitaria para generar neo-
plasias pulmonares. Es mas, se postula que dependiendo del nicho de célu-
las progenitoras afectado se originarian diferentes tipos de tumores primarios
pulmonares: los escamosos 0 epidermoides a partir de las células basales
bronquiales, los de células pequefias (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 via de sefializacion de los IGFs se halla particularmente implicada en
la tumorigénesis pulmonar. Esta implicacién la corroboran una vez mas al-
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Figura 7. La sobre-expresion de IGFs en los pulmones de ratones transgénicos genera prolifera-
cién anémala del epitelio respiratorio o adenocarcinomas tipicos. A, La sobre-expresion de IGF1
en las células epiteliales AEC2 del compartimento alveolar induce hiperplasias adenomatosas (To-
mado de Frankel et al. (2005)). B, La sobreexpresion generalizada de IGF2 en el pulmén de ra-
tones transgénicos causa adenocarcinomas tipicos con caracteristicas semejantes a las de los
adenocarcinomas de pacientes humanos (Tomado de Moorehead et al. (2003)). C, La sobre-ex-
presion de IGFIR en las células AEC2 también genera adenocarcinomas tipicos (Tomado de Lin-
nerth et al. (2009)). (Né6tese que la magnificacién de las microfotografias difiere entre las imagenes).

gunos modelos animales. Asi, la sobre-expresion de IGF1 e IGF2 en el pul-
moén de ratones transgénicos induce lesiones epiteliales premalignas, o ade-
nocarcinomas de pulmoén muy parecidos a los humanos (Moorehead et al.,
2003; Frankel et al., 2005). Del mismo modo, la sobre-expresion de IGF-1R
en el epitelio pulmonar también induce tumorigénesis pulmonar mediada por
la activacion de AKT, p38a MAPK, CREB y ATF1, que también terminan en
adenocarcinomas (Linnerth et al., 2009) (fig. 7). Algunos datos epidemiol6-
gicos también sugieren que altos niveles de IGF1 en la circulacion contri-
buirian de forma endocrina a aumentar el riesgo de desa-rrollar algunos tipos
de cancer, entre ellos el de pulmdén (Baserga et al., 1994; Yu et al., 1999; Le-
Roith y Roberts, 2003). Sin embargo son los datos experimentales mas re-
cientes los que apuntan a que la implicacién de los IGFs en la oncogénesis
y progresién de las neoplasias pulmonares se realizaria principalmente segin
un modo de accidn 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 lineas celulares tumorales
de pulmédn. La sobre-expresion del receptor IGF1R en estas lineas aumenta
considerablemente su potencial metastatico cuando se trasplantan en ratones
(Nakanishi et al., 1988; Long et al., 1998; Khandwala et al., 2000), y por el
contrario las lineas celulares derivadas de carcinomas pulmonares con el gen
Igflr defectuoso, tratadas con anticuerpos anti-IGF1R, o que expresan mRNA
anti-sentido o formas dominantes negativas de IGF1R poseen menor capa-
cidad de proliferacién y muestran mas 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 mas en la zona pulmonar tumoral que en el tejido normal adya-
cente. Se ha descrito que la expresion de IGF1R, IGF1 e IGF2 se triplica en
tumores de este tejido, observandose que en paralelo también ocurre una dis-
minucion proporcional de la apoptosis (Takanami et al., 1996; Pavelic et al.,
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Figura 8. Expresion de IGF1R en tumores no microciticos de pulmones humanos. Inmunode-
teccion de IGF1R en muestras de tumores de pacientes diagnosticados como adenocarcinomas
(A) y carcinomas epidermoides (B y C). Estudios en tumores de una poblacién de pacientes del
Hospital de Salamanca demuestra que la sobre-expresion de IGF1R es muy comin y més alta
en los carcinomas epidermoides. Las flechas apuntan a células con alta expresion de IGF1R. En
C, aunque en las células tumorales no se aprecia presencia de IGF1R, éste si se detecta en cé-
lulas de la parte estromal no tumoral del tejido, como vasos sanguineos y macréfagos (Lopez-
Malpartida et al., datos no publicados). Barra de escala: 50 um.

2002). También se ha demostrado que entre los diferentes carcinomas pul-
monares la expresion del mRNA vy la proteina de IGF1R es mas elevada en
los de tipo epidermoide (figuras 8A y 8B). Otro dato curioso es que ademas
esta expresion se correlaciona con la del EGFR (Epidermal Growth Factor Re-
ceptor), otro receptor de tipo tirosina kinasa de gran relevancia la evolucion
de estos tumores (Borczuk et al., 2003; Dziadziuszko et al., 2010). Estos da-
tos en pacientes también han sido corroborados en nuestro laboratorio (L6-
pez-Malpartida et al., datos no publicados).

Algunos resultados indican que la expresion de IGF1R no se asocia con
la supervivencia, y que incluso un alto nimero de copias de IGF1R (ampli-
ficacién génica) conllevaria un valor prondstico 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 vias
respiratorias producen IGFs y que éstos actuarian de una manera autocrina
0 paracrina, sobre todo en conjuncién con los carcinégenos del tabaco, no
sélo favoreciendo progresion tumoral sino que incluso induciendo la carci-
nogeénesis. De su trabajo también se concluye que el uso selectivo de far-
macos inhibidores de IGF1R es un enfoque racional para el control de
cancer de pulmon (Kim et al., 2009). El concepto de que los IGFs pueden
favorecer la progresion de las neoplasias de forma paracrina desde la parte
no tumoral del tejido (estroma, vasos sanguineos, 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 enmarcarian en este contexto (fig. 8C).
Todos estos datos demuestran que los IGFs estan muy implicados en la bio-
logia de los carcinomas pulmonares primarios por su accion desde la zona
tumoral, y posiblemente también de forma paracrina desde el estroma ad-
yacente, tanto en su génesis como en su progresion.
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Por dltimo, y no menos importante, cabe mencionar que el IGF1R tam-
bién esta implicado en la resistencia al tratamiento con quimioterapia de los
tumores pulmonares, tanto a los tratamientos clésicos, como a los nuevos tra-
tamientos con farmacos dirigidos a dianas moleculares concretas, como es el
caso del EGFR activado por mutacion (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 repercusion clinica que los IGFs, y so-
bre todo el IGF1R, estan siendo evaluados o recomendados en ensayos cli-
nicos como dianas terapéuticas relevantes en el cancer de pulmén. En estos
ensayos clinicos se valora si la co-administracién de inhibidores de IGF1R re-
ducen la resistencia o tolerancia a los tratamientos quimioterapicos en uso.
Para el bloqueo de IGF1R existen multiples farmacos en evaluacion, que en
su mayoria son anticuerpos monoclonales, dado que los inhibidores de la ac-
tividad tirosin kinasa (TKIs) anti-IGF1R también bloquean los receptores de
insulina, generando complicaciones metabolicas 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). Segun un estudio reciente, el es-
tado de la mutacién EGFR y adicionalmente de K-RAS podria ser un marca-
dor predictivo de la respuesta a los TKls de IGF1R (Kim et al., 2012a). Por
otra parte, el hecho de que la sefializacion mediada por IGF1R sea compar-
tida por el receptor de la insulina, incluyendo la formacion de receptores hi-
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 disefio (Massoner et al.,
2010; Ulanet et al., 2010; Pollak, 2012).

Hace tiempo que se observa que el bloqueo funcional de IGFIR con TKI
especificos sensibiliza a las células tumorales de distinto origen al tratamiento
con otros farmacos anticancerigenos (Mitsiades et al., 2004). Pero fue en es-
tudios realizados en cultivos in vitro de lineas celulares de tumores no mi-
crociticos humanos cuando se describieron algunos de los posibles
mecanismos moleculares implicados en esta resistencia. En estos estudios se
analiza cdmo se genera la resistencia al tratamiento con anticuerpos mono-
clonales o TKiIs especificos del EGFR activado por mutacion, demostrando la
mediacion del IGF1R. En este proceso juega un papel importante la dimeri-
zacion entre los receptores IGFLR/EGFR. Esta dimerizacion favoreceria la ac-
tivacion de vias de sefializacion comunes que finalmente resultarian
principalmente en sefiales antiapoptéticas, pero también en sobre-expresion
de ambos receptores que resultaria en un incremento de resistencia al trata-
miento anti-EGFR (Morgillo et al., 2006; Jin y Esteva, 2008). En un pequefio
estudio piloto en tumores no microciticos de pulmén obtenidos de pacien-
tes también se ha observado que la sobre-expresion de EGFR se asocia con
la de IGF1R (Morgillo et al., 2007). Aunque la funcién de IGF1R en la resis-
tencia a los tratamientos de los tumores pulmonares no se discute, la funcién
de IGF1 per se en este escenario podria 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 sefializacion a través de IGF1R en el establecimiento
y mantenimiento del fenotipo transformante de las neoplasias pulmonares,
pero también de la participacion 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
inhibicion de la actividad del EGFR mutado.

7. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y OBSERVACIONES FINALES

En este articulo se han revisado hasta la actualidad tanto los datos pu-
blicados por otros autores como los resultados obtenidos por nuestro grupo
sobre la investigacion de la funcion de los IGFs durante el desarrollo y ma-
duracién del pulmén, asi como de su implicacién en la patologia pulmonar.
Los resultados indican que los IGFs expresados en el pulmén, y en concreto
la sefializacion por IGF1R en las células del epitelio respiratorio, desempe-
flan un papel importante durante el desarrollo y maduracién del pulmén, en
su autoregeneracion, reparacién y resistencia al dafio pulmonar en el perio-
do adulto, y sobre todo, en la génesis y progresién de las neoplasias pul-
monares y a su resistencia a la quimioterapia. La relevancia clinica y sanitaria
que demuestra este tema, y las dudas y lagunas que quedan por resolver, hace
que en la actualidad multiples grupos de investigacion del mundo se intere-
sen en su estudio. Nuestro grupo también participa en este esfuerzo desa-rro-
llando dos objetivos o lineas de trabajo que nos interesan. Por una parte
tratamos de determinar la funcién del IGF1R en la diferenciacion de las cé-
lulas del epitelio pulmonar durante el desarrollo, y en su regeneracion tras
un dafio, y en una segunda linea de investigacion intentamos evaluar la im-
plicacion de IGF1R en la resistencia al tratamiento del cancer de pulmén con
farmacos dirigidos contra la actividad del EGFR.

Respecto al primer objetivo, para abordar el estudio de la funcion de
IGF1R en el epitelio respiratorio nos planteamos generar y analizar ratones mu-
tantes condicionales para el gen Igflr en estas células, como modelo de in-
vestigacion. Como ya se ha mencionado, los ratones knock out totales para el
gen lgflr 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 funcion del receptor post-natalmente, y ademas al carecer de la funcién gé-
nica en todas las células, no es un buen modelo para estudiar la funcion
génica en un tipo celular especifico. 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 Igflr, con secuencias loxP flanqueando el exon 3y
fenotipo normal (Igflrf ") (Kloting et al., 2008), se han cruzado con dos li-
neas de ratones transgénicos hemicigotos diferentes, que también presentan
un fenotipo normal, y que expresan la recombinasa Cre de forma especifica
en determinados tipos celulares del epitelio respiratorio (Cre™*) de forma de-
pendiente del promotor que dirige el control de su expresion. La primera li-
nea de transgénicos usada fue la denominada CCSP-Cre, que supuestamente
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IgF1 fioxifiox cre en epitelio

Delecién especifica de igfr
en el epilelio respiratorio

Algiir en células del epitelio respiratorio
Igfir™= gn el resto de células del ratén

Cre ™/*, Igfir flox/flox

Figura 9. Generacion de ratones mutantes condicionales deficientes de IGF1R en el epitelio res-
piratorio. Los ratones mutantes homocigotos para el gen Igflr, con secuencias loxP flanqueando
el exon 3y fenotipo normal (Igfl1rf ) se cruzan con lineas de ratones transgénicos que tam-
bién presentan un fenotipo normal, y que expresan la recombinasa Cre de forma especifica en
determinados tipos celulares del epitelio respiratorio (Cre ™), dependiendo del promotor que
dirige el control de su expresion (ver texto). En la segunda generacion se generaran entre otros
los mutantes condicionales con el genotipo Cre™*, Igfir™ En estos ratones la expresion de
Cre esta condicionada por el promotor a ciertas células del epitelio las que provocara la elimi-
nacion selectiva de las secuencias del DNA genémico entre las secuencias loxP del exén 3 en
el gen Igflr (Algflr), y consecuentemente la carencia del receptor, mientras las demas células
del ratdbn mantienen una expresion y funcién normal de IGF1R (Igflrf o),

dirige Cre a todas las células de Clara del epitelio usando el promotor del gen
de la proteina CCSP/CC10/Scgblal (Bertin et al., 2005). La segunda linea es
la Nkx2.1-Cre, que al usar el promotor del gen del factor de transcripcién
Nkx2.1/TTF1/TITF1, dirige Cre a la mayoria de las células del epitelio, inclu-
yendo las células AEC2 del compartimento alveolar, y desde los estadios ini-
ciales de la organogénesis pulmonar (Tiozzo et al., 2009). Al cruzar los ratones
con genotipo Cre™"; Igfirf "< obtenidos en la primera generacion de nuevo
con ratones Igfirf /" en la F2 se generaran un 25% de ratones mutantes con-
dicionales con el genotipo de interés Cre™", Igflr = ademéas de otros tres
genotipos que sirven de controles experimentales. En estos ratones la expre-
sion de Cre dirigida de forma especifica por el promotor del transgen a cier-
tas células del epitelio, provocard la recombinacién y eliminacion de las
secuencias del DNA gendmico entre las secuencias loxP del exén 3 en el gen

NGm. 24 (2012), pp. 81-112 | Zubia
ISSN 1131-5423 | Monogréfico



EL SISTEMA DE IGFS EN LA HOMEOSTASIS Y PATOLOGIA DEL PULMON:
IMPLICACION EN SU DESARROLLO, REGENERACION TRAS DANO Y CANCER NO MICROCITICO

lgflr (Algflr), y consecuentemente la carencia funcional de IGF1R en las cé-
lulas en las que se exprese Cre, mientras las demés células del animal man-
tienen una expresion y funcién normal de IGF1R (lgflrf ™"). Los ratones
mutantes condicionales con el genotipo CCSP-Cre™*; Igfirfex son viables, nor-
males y fértiles, y sin fenotipo histoldgico aparente en el pulmén, y después
de haber sido sometidos a un protocolo de dafio epitelial inducido con naf-
taleno, que causa la muerte especifica 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 podria ser debida a que la de-
lecion de Igfir no se realizara de forma generalizada en todas las células de
Clara, ya que parece que ocurre solo en pequefios 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 Igflrfex Este hecho esta limitando el seguimiento del posible
fenotipo de estos ratones y dificulta enormemente su analisis. Los estudios de-
tallados a nivel celular y molecular que estan en progreso podran dirimir la
extension de la carencia de IGF1R en las células de Clara, y si ésta supone al-
gun tipo de fenotipo y/o limitacion funcional del epitelio pulmonar.

Por su parte los ratones Nkx2.1-Cre™*; Igflr i del segundo modelo de
mutantes condicionales estan todavia en proceso de generacion. En este caso
la eliminacién funcional de IGF1R deberia afectar a una gran proporcién de
células del epitelio, incluyendo las células AEC2 alveolares, e iniciandose en
etapas tempranas del desarrollo pulmonar. Esta delecion epitelial generalizada
de IGF1R podria provocar una inmadurez del epitelio en el momento del na-
cimiento resultando en mortalidad postnatal. Esta situacion requeriria un es-
tudio del fenotipo pulmonar durante la embriogénesis. Por el contrario, si los
ratones son viables, se estudiaria su fenotipo después de ser sometidos a di-
ferentes situaciones de compromiso, como el tratamiento con naftaleno para
analizar la regeneracion de las células de Clara (Tiozzo et al., 2009), la expo-
sicion a hiperoxia para estudiar el dafio alveolar (Ahamed et al., 2005), la ins-
tilacion con bleomicina para evaluar su resistencia a generar fibrosis pulmonar
(Choi et al., 2009), o a tratamientos con mutdgenos como las nitrosaminas para
explorar su susceptibilidad de desarrollar tumores pulmonares (Siwicky et al.,
2011). El uso combinado de los diferentes modelos de induccién de diferen-
tes tipos de dafio pulmonar con los modelos de animales mutantes condi-
cionales permitird evaluar la relevancia funcional del IGF1R en diferentes tipos
celulares del epitelio y en diferentes estadios de desarrollo del animal.

El estudio de la implicacion de IGF1R en la resistencia al tratamiento del
cancer de pulmaén con farmacos dirigidos contra la actividad del EGFR, ob-
jeto de nuestra segunda linea de trabajo, se realizard en muestras de pacientes
con cancer de pulmon. Esta demostrado que los inhibidores tirosin kinasa del
EGFR son eficaces para tratar carcinomas de pulmon, y mas eficazmente
cuando este receptor estd mutado, que en Espafia supone alrededor un 15%
de los pacientes (Rosell et al., 2009). Desde hace un par afios se ha aprobado
el uso clinico del inhibidor tirosin kinasa del EGF1R gefitinib (Tarceba®)
como segunda linea de tratamiento de pacientes con adenocarcinomas y car-
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cinomas epidermoides de pulmén avanzados cuando estos tumores poseen
mutaciones activadoras del EGFR (Mok et al., 2009). Inicialmente nuestro tra-
bajo pretende determinar los niveles de expresidn y activacion del IGF1R me-
diante tinciones inmunohistoquimicas en las muestras de biopsias o de
resecciones quirdrgicas de los tumores antes de iniciado el tratamiento anti-
IGF1R del paciente. Posteriormente estos datos se correlacionaran con la res-
puesta del tumor al tratamiento evaluando diferentes pardmetros de la
evolucion del tumor y de la enfermedad del paciente. El estudio permitira de-
terminar la validez de la expresion y la activacion de IGF1R como posibles
marcadores de la resistencia los carcinomas del pulmén a los tratamientos
anti-EGFR, y podria apoyar el uso de terapias farmacoldgicas combinadas, in-
cluyendo de forma personalizada la administracion de farmacos anti-IGF1R
en el tratamiento de los pacientes con estos tumores.

En este articulo hemos visto como los experimentos in vitro que usan
células en cultivo o los realizados con animales de experimentacion como
modelos de enfermedades generan informacion sobre los mecanismos mo-
leculares de la accion de los IGFs sobre diferentes tipos celulares y circuns-
tancias del pulmén. En ocasiones esta informacién se ha visto ratificada,
completada y ampliada con el estudio de la patologia molecular de muestras
de pacientes con enfermedades pulmonares. Los datos generados por la co-
munidad cientifica de los que trabajamos en este campo hacen posible ge-
nerar conocimiento con la esperanza de que finalmente permita disefar
nuevos marcadores de diagndstico, o ensayos clinicos que evallan el uso de
nuevos farmacos (p.e. anti-IGF1R) y los protocolos de su administracion a los
pacientes afectados con estas patologias.
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